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Resumen

El presente estudio de investigacion tuvo como objetivo diagnosticar moquillo en caninos
mediante la técnica ELISA Cuantitativa y ELISA Cualitativa comparando los resultados
obtenidos en cada una de estas. La investigacion se desarrollo en la ciudad de Cuenca, Azuay,
Ecuador. El procedimiento consistié en tomar muestras sanguineas de 78 caninos sospechosos
de padecer moquillo; en primer lugar se extrajeron muestras de sangre venosa, las cuales fueron
sometidas a un proceso de centrifugacion para simultaneamente obtener el suero sanguineo, el
cual fue dividido en dos porciones; la primera porcién fue usada de manera inmediata para la
realizacion del Test rapido de moquillo, mientras que la segunda fue almacenada a - 4°C, para
posteriormente al completar el nimero total de muestras ser llevadas al laboratorio y realizar
la técnica de ELISA Cuantitativa. Las muestras fueron obtenidas en el Consultorio Veterinario
“Medical Pet”, Clinicas Veterinarias de la Fundacion Arca y Centro Agropecuario “El Campo”.
Se desarrollé un estudio de tipo experimental, descriptivo y comparativo. Para el analisis
estadistico se utilizé el programa Microsoft Excel 2013 y el programa SPSS. Los resultados
obtenidos muestran que dentro de la poblacion analizada la técnica de ELISA Cuantitativa
detectd un total de 96.15% de casos positivos mientras que la técnica ELISA Cualitativa detectd
un total de 66.67% de casos positivos, lo que nos indica que la técnica de ELISA Cuantitativa

tiene una mayor sensibilidad en comparacion con la técnica Cualitativa.
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Abstract

The present study of investigation has as objective to diagnose distemper in canines using
the Quantitative ELISA technique and Qualitative ELISA technique comparing the one with
the other. The procedure consisted in to take blood samples from 78 dogs suspected of suffer
distemper, first venous blood samples were taken, which were subjected to a centrifugation
process to simultaneously obtain the blood serum, which was divided in two portions; the first
portion was used immediately for the rapid test of distemper, while the second was stored at -
4 ° C, later to complete the total number of samples to be move to the laboratory and perform
the Quantitative ELISA technique. The samples were obtained in the Veterinary Clinic
“Medical Pet”, Fundacion Arca and Agricultural Center “El Campo”. Was developed an
experimental, descriptive and comparative study. For the interpretation of the results, was
perform a statistical analysis using Microsoft Excel 2013 and SPSS. The results obtained show
that within the analyzed population, the Quantitative ELISA technique detected a total of
96.15% of positive cases while the Qualitative ELISA detected a total of 66.67% of positive
cases, which indicates that the Quantitative ELISA technique It has a higher sensitivity

compared to the Qualitative technique.
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1. Introduccién
El moquillo es una enfermedad muy grave que se presenta con mucha frecuencia en caninos
especialmente en cachorros provocando un alto porcentaje de mortalidad, esta enfermedad es

causada por Paramixovirus del genero Morbilivirus.

Sergio Linares, Correa y Velasquez (2010) afirman: “Para evitar esta enfermedad es
necesaria la vacunacion anual que suele reducir, pero no eliminar su aparicién. En la medida
en gue la poblacion se encuentre menos vacunada y existan mas perros callejeros, aumentara
la presentacion de casos clinicos. Aunque es una enfermedad bastante difundida y conocida,
presenta ciertas dificultades en el diagnostico, es por esto que se hace importante las técnicas

de laboratorio y su respectiva interpretacion” (p.78).

Una forma muy importante para ayudar a controlar esta enfermedad es su diagnostico
temprano, existen distintas formas de detectarlas como por ejemplo la interpretacion de los
sintomas, por medio de radiologia, por hematologia o detectando los anticuerpos presentes
mediante la técnica de ELISA. Bernar, Shen y Gorham (como se cit6 en Pinotti, 2011) indican
que: “La prueba de ELISA es una prueba util ya que la IgM en perros infectados persiste entre
cinco semanas a tres meses, dependiendo de la cepa y la respuesta del hospedador. En perros

vacunados la IgM persiste por aproximadamente tres semanas” (p.29)

En las Clinicas Veterinarias de Cuenca dia a dia llegan varios pacientes con sintomas de
moquillo por lo que este estudio da a conocer un método de diagndstico muy eficaz para poder
detectar a los animales positivos para este virus, los cuales son una fuente de diseminacion de

esta enfermedad mortal.

1.1. Problema
El moquillo canino es una enfermedad altamente peligrosa que afecta con mayor frecuencia

los cachorros, razén por la cual las Clinicas Veterinarias de Cuenca atienden a una gran
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cantidad de animales que presentan sintomas de moquillo y realizan examenes para dar un
diagnostico definitivo, pero en ocasiones el diagndstico se realiza con pruebas cualitativas que
no tienen un 100% de eficacia ,por el contrario con pruebas cuantitativas los resultados son

mas certeros y se puede ayudar a controlar esta enfermedad.

1.2.Delimitacion
1.2.1. Temporal
El proceso investigativo tuvo una duracion total de 400 horas, distribuidas en el trabajo de

experimentacién y en la redaccién del documento final.

1.2.2. Espacial

La investigacion y evaluacion de esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Zoonosis
de la Universidad Técnica Particular de Loja, empleando 78 muestras sanguineas de caninos
sospechosos de moquillo obtenidas en el Consultorio Veterinario Medical Pet, Clinicas

Veterinarias de la Fundacion Arca, y centro Agropecuario “El Campo”.
Provincia: Azuay

Cantoén: Cuenca

Figura 1. Mapa de la ciudad de Cuenca
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La ciudad de Cuenca posee una temperatura entre los 14°C y los 18°C; se encuentra a una
altura de 2.538 m.s.n.m; cuenta con una maravillosa naturaleza debido a que esta conformada
por rios que la atraviesan de oeste a este, estos cuatro rios son Machangara, Tarqui Yanuncay
y Tomebamba. Esta ciudad esté situada entre la latitud: 2° 53° 57" sur y longitud 79° 00* 55",

su superficie es de 15.730 hectareas. (Municipalidad de Cuenca, 2018).

1.2.3. Académica

Con la presente investigacion y trabajo experimental, se impulsa  realizar nuevas
investigaciones en el area de Laboratorio Clinico, se promueve el fortalecimiento de los
conocimientos que se adquirieron en la asignatura de Laboratorio Clinico logrando poder
interpretar de manera correcta los resultados de los examenes de laboratorio y poder dar un

diagnostico correcto a los pacientes.

1.3.Explicacion del problema

El problema radica en la prevalencia de la enfermedad y su velocidad de accién,
considerandose una enfermedad mortal y un foco de infeccion para otros animales, siendo
importante poder detectar a tiempo la enfermedad, para lo cual se necesita el empleo de pruebas
que permitan diagnosticar la enfermedad; el método de ELISA Cuantitativo es un método muy
efectivo y de gran sensibilidad, sin embargo tiene como desventaja el costo y el tiempo
empleado para la realizacion del mismo, debido a esto se han elaborado pruebas cualitativas
que son rapidas Yy eficaces pero son utilizadas solo para dar un diagnostico presuntivo, ya que

estas solo nos indican si hay presencia o0 ausencia de un virus.

Al comparar el ELISA Cualitativo con el ELISA Cuantitativo se podra conocer cual de las
dos técnicas tiene una mayor sensibilidad para detectar animales que se encuentren infectados
con el virus de Moquillo Canino, evitando tener falsos positivos o falsos negativos,

permitiéndole al Médico Veterinario escoger el mejor método para detectar la enfermedad.
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1.3.1. Hipotesis

e HO: Los caninos positivos al Test Anigen Rapid CDV Ag resultaran positivos al KIT
INGEZIM MOQUILLO IGM sin distincién de género
e H1: Los caninos positivos al Test Anigen Rapid CDV Ag resultaran negativos al KIT
INGEZIM MOQUILLO IGM sin distincion de género
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General
e Diagnosticar moquillo en caninos (Canis lupus familiaris) machos y hembras mediante

la técnica ELISA cuantitativa y ELISA cualitativa

1.4.2. Objetivo Especifico
e Realizar la Técnica ELISA cuantitativa en caninos de 8 semanas a 1 afio de edad
sospechosos de moquillo canino
e Realizar la Técnica ELISA cualitativa en caninos de 8 semanas a 1 afio de edad
sospechosos de moquillo canino
e Comparar las ventajas y desventajas de los 2 tipos de técnicas.
1.5. Fundamentacidn tedrica
El presente trabajo esta enfocado en dar a conocer la eficacia de las técnicas usadas para
detectar enfermedades y la importancia de dar un diagndstico certero de enfermedades que son
altamente contagiosas y mortales por medio de métodos de Laboratorio Clinico , debido a que
dia a dia llegan a las Clinicas Veterinarias caninos presentando sintomas que nos hacen
sospechar de mas de una enfermedad, por lo que dar resultados correctos es indispensable para
poder realizar un correcto control de los pacientes evitando que la enfermedad se siga

propagando e infectando a mas animales.

Hoy en dia existen varias Clinicas Veterinarias y Laboratorios Clinicos que realizan

examenes para detectar enfermedades, siendo indispensable ir implementado cada vez mas
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dentro del area de Laboratorio Clinico nuevas técnicas tanto cuantitativas como cualitativas
que nos ayuden como Médicos Veterinarios a poder obtener de manera rapida y confiable
resultados correctos de distintas enfermedades para asi poder dar un diagnostico final que sea

certero y nos ayude a dar el mejor tratamiento para nuestros pacientes.
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2. Revision y analisis bibliografico y documental
2.1. Anamnesis

La recopilacion de la resefia es de vital importancia al momento de llenar el documento
médico de cada paciente ya que nos ayuda a conocer que patologia presenta el animal que ha
llegado a consulta. Al analizar la anamnesis es importante conocer algunos datos especificos
de los pacientes debido a que estos influyen en gran parte en la presentacion de algunas
enfermedades, algunos de estos son la especie, alimentacion, la raza, el género, plan de vacunas

entre otros (Radostits, Mayhew y Houston, 2002).

2.1.1. Examen fisico

Tiene como finalidad a través de distintos pasos identificar si existen alteraciones en el
funcionamiento de algin érgano o aparato del cuerpo del paciente, dentro de estas alteraciones
se debe tomar en cuenta cuales son las mas relevantes, ya que asi nos ayudaran a orientar por

medio de los sintomas que posible patologia se esta presentado (Radostits et al., 2002).

Dentro del examen fisico se lleva a cabo ciertos procedimientos necesarios para ir
recolectando mayor informacién que es indispensable para llegar a un diagnostico correcto
como la inspeccion en donde por medio de la vista podemos observar si se presentan
alteraciones en alguna parte de cuerpo del animal , esta puede ser interna o externa, la palpacion
la cual consiste en que a través del tacto podamos ir evaluando distintas partes del cuerpo ,la
percusion que nos permite obtener por medio de golpes sonidos gue nos indican informacion
de interés para el diagnéstico y la auscultacion que por medio de la audicién permite identificar

si existen alteraciones en los procesos vitales normales del organismo (Brejov, 2016).

2.2. Toma de muestras
La correcta extraccion de la sangre es indispensable para llegar a un buen diagndstico, para

esto se debe conocer que pueden existir alteraciones tanto en el momento de toma de la muestra,
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en el transporte, presencia de medicacién, contaminacion o por aspectos del animal que pueden

producir cambios en el analisis, dandonos resultados erroéneos (Alvarez, 2001).

2.2.1. Sangre

La sangre representa cerca del 8% del peso corporal de un animal. Los analisis de sangre
son un importante apoyo para el diagnostico clinico. Puede extraerse con jeringa y aguja y
transferirse a recipientes de diferentes capacidades, con o sin anticoagulante, o recolectarse en
tubos de vacio que, al ser herméticos, garantizan la esterilidad de la muestra, lo que es deseable
en toda puncion venosa. Para que sean representativas, se debe mantener la composicion y la
integridad de las muestras de sangre durante las fases preanaliticas de recoleccion,
manipulacion, transporte y eventual almacenamiento (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y

Abastecimiento, 2017, p.36).

Antes de la recoleccion de sangre para analisis de laboratorio, es importante conocer,
controlar y, si es posible, evitar algunas variables que pueden interferir en la exactitud de los
resultados. En general, estas variables estan relacionadas con condiciones preanaliticas como
modificaciones en la dieta y uso de medicamentos. Otros aspectos, como el uso de gel
separador, anticoagulante y conservante y la hemolisis también pueden provocar una variacion

de los resultados (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento, 2017, p.36).

2.2.2. Puncion

Zapata (como se citd en Galarza, 2017) refiere que el proceso de puncion se realiza en
diversos sitios anatdmicos; en animales menores especialmente en felinos y caninos cuando se
desea realizar una puncion la muestra se obtiene de las venas safena y cefélica. En ocasiones
cuando los animales se encuentran muy deshidratados o cuando son cachorros se dificulta el
uso de las venas antes mencionadas por lo que se opta por tomar extraer la sangre de la vena

yugular.
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Zapata (como se cit6 en Galarza, 2017) refiere que los métodos para la puncién cambian
de acuerdo a algunos aspectos como son el grosor de la piel, la dureza de la piel, la especie
animal y la ubicacién de los vasos que van a ser punzados, entre otros. La técnica de puncion
debe ser realizada con cuidado y aplicando los métodos de sujecidn para cada especie, ya que
es importante la inmovilizacion correcta del animal para obtener una adecuada muestra
sanguinea, recordando que antes de insertar la aguja en el vaso este debe ser fijado con la ayuda

del pulgar.

Gallo (2014) afirma: “La cantidad de sangre que se puede extraer a un animal sin riesgo del
mismo, varia en funcion de su tamafio o peso; asi como también en dependencia a de la técnica

que vaya a realizarse” (p.21).

2.2.2.1. Técnica general de puncién

Archer (como se cit6 en Tepan, 2017) piensa que es indispensable provocar la dilatacién de
la vena logrando identificarla y produciendo un flujo sanguineo abundante a través de la aguja

al puncionarla, y para poder lograr esto se debe aplicar presién digital.

2.2.3. Consideraciones en la toma de muestra de sangre

Tomar muestras de sangre en condiciones adecuadas va a depender del método de obtencion
de sangre, de la limpieza, la inmovilizacion del animal, de la manipulacién y envio de la
muestra tomada, por esto es importante tomar en cuenta algunas normas basicas, como el uso
de recipientes, jeringas, agujas que estén en buen estado, sin contaminacion y sin humedad ,
no producir estasis prolongado en la vena, aplicar técnicas de contencion dependiendo de la
especie animal, cuando se esta extrayendo la sangre esta se debe absorber lentamente de tal
manera que pueda desplazarse ligeramente y para el correcto mantenimiento se debe tener la

muestra extraida en refrigeracion (Gallo, 2014).
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2.2.4. Métodos de extraer sangre

2.2.4.1. Jeringa

Una forma muy usada para extraer la sangre es mediante una jeringa, se debe prestar mucha
atencion debido a que se debe evitar que se cree un vacié muy violento, la especie y el tamafio
del animal juega un papel importante ya que de esta va a depender el calibre de aguja que se
vaya a utilizar. Si la sangre se va a colocar en otro tubo debe quitarse la aguja de jeringa ya que
asi no habra hemolisis en la muestra (Nunez y Bouda, 2007).

Tabla 1. Calibre de agujas para tomas de muestras de sangre

Calibre de Color Manejo
Aguja

25 Azul Animales de laboratorio  (puncion

27 Naranja cardiaca). Felinos, aves, util para
gasometria en todas las especies.

Blanco

29

22 Negro Felinos o cachorros, bovinos (vena
caudal), aves.

21 Verde Caninos, ovinos, caprinos.

20 Amarillo Caninos, ovinos, caprinos, bovinos

18 Rosa Bovino, equinos

16 Blanco Bovino, equinos, porcinos

14 Azul Bovinos, equinos, porcinos

Fuente: (Nufiez y Bouda, 2007).
2.2.4.2. Sistema de tubos con vacio
Nufiez y Bouda (2007) refieren que los tubos provistos de un sistema de vacié son muy
atiles en ocasiones donde el vaso a puncionar se encuentra firmemente fijado o es muy visible
debido a que al momento de insertar la aguja el tubo absorbera la sangre de inmediato, sin
embargo al usar los tubos de vacio6 se deben tomar en cuenta ciertas consideraciones como: ser

realizado por personas que tengan gran practica en la toma de muestras sanguineas, evitar la
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extraccion brusca de la muestra ya que esto provocara el choque de la sangre con las paredes
del tuvo causando destruccion de los globulos rojos, tener presente si el tubo cuenta con
anticoagulante o no, siendo esto importante para determinar el volumen de sangre que debemos
extraer. El uso de estos tubos no se recomienda en caso de pacientes con alto grado de
deshidratacion.
2.2.4.3. Sistema de jeringa-tubo

El sistema de jeringa- tubo es de gran utilidad en el laboratorio al ofrecer varias ventajas
como resistencia, no requiere de transferencia de la muestra a otro recipiente para analisis,
control de la cantidad del vacio aplicado, obtencidén de pequefias o grandes cantidades de
volumen, y se puede usar anticoagulante (NUfiez y Bouda, 2007).
2.2.4.4. Aguja directa

El uso de la aguja directa se recomienda en situaciones donde el volumen de la muestra de
sangre es grande 0 se necesita una extraccion sanguinea rapida, por estas razones esta técnica
se realiza especialmente en animales mayores. Las dificultades de esta técnica son que puede
causar una alteracién en el andlisis del laboratorio debido a que causa destruccidn de eritrocitos
y presencia de grasa en la sangre (NUfiez y Bouda, 2007).
2.2.5. Suero y plasma

En el anélisis de muestras de laboratorio las muestras mas utilizadas son el plasma y el suero
sanguineo; el primero se obtiene por medio de la toma de muestra en tubos que contienen
anticoagulante, por el contrario, el segundo solo se obtiene en tubos que no tengan
anticoagulante. El suero se puede obtener por medio de centrifugacion de la muestra o por
reposo de la misma, para que el proceso de coagulacion se complete separandose asi el suero

sanguineo (Gonzales, 2014).

Para adquirir el suero de la sangre primero se debe tomar una muestra de sangre y colocar

en un tubo de ensayo de tal forma que se deslice por las paredes evitando que se cree espuma
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y dejamos reposar a temperatura ambiente logrando asi una rapida coagulacién, se espera
alrededor de 30 minutos y eliminamos la parte superior del codgulo que se ha formado , después
esperamos por 60 minutos y se realiza una centrifugacién por 20 minutos, luego de esto
dividimos con una pipeta Pasteur el suero del coagulo, de esta forma se obtiene un suero
transparente sin restos de sangre y limpio. Es importante conocer que el suero sanguineo no
debe mezclarse con ningin aditivo como anticoagulantes (Ruiz, Coy, Pellicer y Ramirez,

1995).

Cuando el suero no se va a utilizar inmediatamente luego de haberlo obtenido o se va a
transportar a lugares lejanos este se puede mantener y conservar por un largo periodo de tiempo
para posteriormente ser utilizado, esto se logra por medio de la congelacién, también el suero
se podra transportar si no es por mucho tiempo a una temperatura de 5 °C en un cooler (Cordero

y Salas, 1999).

2.2.6. Alteraciones en los resultados

Existen dos principales causas que producen cambios en los resultados, estas son la
hemolisis y la lipemia. La hemolisis se puede dar cuando se usan materiales que no tienen la
asepsia adecuada, materiales himedos y que no sean de buena calidad, uso del calibre de aguja
inadecuado, shock térmico, mala manipulacién de la muestra y temperaturas inadecuadas ya
sean muy altas o bajas. La lipemia se presenta cuando se toma la muestra de sangre en animales
gue no hayan ayunado, el ayuno debe ser de 8 a 12 horas, 0 por patologias como pancreatitis,

hipotiroidismo, hiperadrenocortisismo y problemas renales (Nufiez y Bouda, 2007).
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2.3. Moquillo
2.3.1. Historia, distribucion y sinbnimos

“El Distemper canino es una enfermedad conocida desde el S. XVIII, el virus causante de
la enfermedad fue descubierto por Carré en 1905 y confirmado en 1923-1930 con los trabajos
de Laidlaw y Dunkin, siendo los que introdujeron a los hurones como animales de
experimentacion, los cuales invariablemente mueren al inocularles el virus. Los mismos
autores desarrollaron varios procedimientos de inmunizacion que han formado las bases de
métodos presentes en la prevencion de la enfermedad” (Figueroa, 1984, p.376).

“Se trata del agente etiol6gico de una de las principales patologias infecciosas de canes
jovenes y adultos, conocida como Distemper, Enfermedad de Carré o Joven Edad” (Sarute, et
al., 2011, p.7).

2.3.2. Definicion de Moquillo

Figueroa (1984) afirma: “Es una enfermedad infectocontagiosa, de origen viral que afecta

a los canidos y que se caracteriza por fiebre, leucopenia, catarro respiratorio y gastrointestinal

con frecuente complicacion neurologica” (p.376).

“El moquillo canino es una enfermedad infecciosa muy contagiosa. La infeccion por el virus
del moquillo canino, en perros no inmunizados, provoca inmunodepresion grave y afeccion
multisistémica que suele culminar con la diseminacion virica por el sistema nervioso central”

(Ruiz de Gopegui, 2006, p.24).

Martella, Martella, Elia y Buonavoglia (como se citd en Pinotti, et al., 2016) refieren que
esta enfermedad puede manifestarse en dos etapas: la primera en donde se ve afectada el
aparato respiratorio, digestivo y la piel; y una segunda etapa en donde hay fuertes

manifestaciones a nivel nervioso provocando lesiones muy graves.
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2.3.3. Virus

El virus causante del Distemper canino pertenece al género Morbillivirus, orden
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, tiene relacion con otros Morbillivirus como el
Virus de la Peste Bovina, Virus de la Peste de los Pequefios Rumiantes (Rinderpest) y el Virus

del Sarampion en Humanos (Gallegos, 2018).

El virus del moquillo estd conformado por diferentes proteinas, en su superficie posee dos
proteinas encargadas de la respuesta inmune protectora, la hemaglutinina (h) se encarga de la
unioén del virus con los receptores celulares, mientras que la proteina de fusién (f) se encarga
de la penetracion del virus en la célula hospedadora; también posee proteinas internas las cuales
son nucleocépside, transcriptasa, polimerasa y matriz (Blanco, Doménech, Orden, Dominguez,

Mird, Cutuli,& Simarro, 2013).

Figura 2. Estructura de Morbilivirus
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Fuente: (Sato, Yoneda, Honda y Kai, 2012).
Los paramyxovirus pueden presentar actividades hemoaglutinantes, hemoliticas y
neuraminidasa. La nucleocapside, que tiene simetria helicoidal y posee un caracteristico
aspecto de espina de pescado. La replicacion tiene lugar en el citoplasma celular. Los viriones
se liberan mediante gemacion de la membrana plasmatica desde lugares que contienen
proteinas de la envoltura del virus. Los viriones son labiles y sensibles al calor, la desecacion,
los solventes lipidicos, los detergentes no ionicos y los desinfectantes (Quinn, Markey, Carter,

Donnelly y Leonard, 2002, p.475).
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Salas (2013) refiere que el virus causante de esta grave y mortal enfermedad con el pasar
del tiempo ha afectado a una gran cantidad de animales domésticos, lo que se ha logrado
conocer a través del gran nimero de casos de caninos diagnosticados con moquillo, esto ha
Ilevado a que por medio de las investigaciones se encuentren nuevas cepas de este virus que se
han considerado altamente peligrosas, sin embargo, la razén principal de estas variantes ain

no se ha podido conocer.

Apple (como se cito en Gallegos, 2018) piensa que el virus puede permanecer activo en un
rango de pH de 4,5 a 9, el clima frio ayuda a la supervivencia del virus por esto se conoce que
a -65°C puede conservarse por mas de siete afios tanto. El virus de moquillo canino es sensible
a altas temperaturas pudiendo destruirse a temperaturas superiores a 50 °C; es también muy
sensible a diversos desinfectantes como amonio, cloroformo o formol siendo estos los méas

usados en los laboratorios o clinicas para destruir al virus.

2.3.4. Epidemiologia

Se habia considerado que el CDV infectaba a la familia Canidae, sin embargo, se han
detectado brotes en las familias: Felidae, Hyaenidae, Mustelidae, Procyonidae, Ursidae,
Viverridae, Ailuridae y Mephitidae. EI CDV, tal como otros virus con envoltura, se inactiva
rapidamente en el ambiente, por lo que la infeccion suele requerir el contacto directo. Hay
incidencia estacional, con preferencia de infeccion durante la estacién fria, siendo mas
favorable las temperaturas inferiores a 4 °C. La susceptibilidad de los cachorros es maxima
entre 3 y 6 meses de edad, que coincide con el periodo que va desde la reduccién de la
inmunidad pasiva hasta que se obtiene la inmunidad vacunal. Se considera que el animal
enfermo puede empezar a eliminar el virus (periodo de prepatencia) al cabo de 7 dias
posinfeccion, con un maximo estimada de excrecién viral de 90 dias. La eliminacién comienza

cuando la replicacion viral alcanza los epitelios (Ruiz de Gopegui, 2016, p.24).



2.3.5. Patogenia

Figura 3. Esquema de la patogénesis de Moquillo Canino
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La infeccion se desarrolla cuando el virus entra a través de via aérea para posteriormente

multiplicarse en las amigdalas y en los nédulos de los bronquios, luego se asocia a células de

defensa del organismo como son los macrofagos y monocitos de distintos 6rganos, dando lugar

a una respuesta de defensa por parte del organismo afectado ya que trata de eliminar el virus,

en algunos casos se produce aumento de desarrollo de anticuerpos lo que causa que no se

lleguen a presentar los sintomas y en otros animales hay bajo nivel de anticuerpos lo cual indica

que se desarroll6 un cuadro sintomatolégico grave (Blanco et al., 2013).
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2.3.6. Diseminacion
El virus de Moquillo canino se propaga por medio de aerosoles, por los fluidos corporales
del animal infectado como secreciones nasales, por tener contacto con animales infectados o

por fomites (Briones, 1990).

2.3.7. Signos

Se presentan una gran variedad de sintomas de acuerdo a la virulencia que produce la
infeccion, el entorno, la edad y el sistema inmunoldgico; causando pérdida de peso,
disminucion de la condicion corporal elevacion de la temperatura por un periodo de tiempo
con la consecuente disminucion de la misma, heces acuosas, regurgitacion secrecion nasal y
oculares de color verde, infeccidn en el tracto respiratorio causando tos hasta llegar a la Ultima
etapa en donde se afecta el sistema nervioso causando convulsiones y por Gltimo la muerte del

animal afectado (Ferreyra, 2013).

2.3.7.1. Signos clinicos Sistemicos

Gbmez y Feijoo (2012) afirma: La enfermedad constituye el resultado de la interaccion entre
la accidn del virus y las infecciones bacterianas oportunistas. Los signos clinicos, por lo tanto,
van a depender del tropismo y la virulencia de la cepa actuante, de las condiciones ambientales,
de laedad y el estado inmunoldgico del huésped. En un comienzo existiran signos inespecificos
como apatia anorexia, hipertermia y compromiso de las vias aéreas superiores. Posteriormente,
se manifestard un exudado oculonasal seroso bilateral que con el transcurso de los dias de
evolucion se tornara mucopurulento, acompariado por tos (reflejo tusigeno positivo) y en los

casos complicados aparecera disnea. (p.328)
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Figura 4. Moquillo Sistémico

Fuente: (Blanco et al., 2013).
2.3.7.2. Signos clinicos neuroldgicos
Gomez y Feijod (2012) afirma: La presentacion de los signos neuroldgicos no puede
predecirse o evitarse, pues generalmente dependera del neutropismo de la cepa viral y del nivel
inmunitario del animal. Tal es asi que los pacientes joévenes, inmunosuprimidos o muy
parasitados padeceran una sintomatologia aguda y grave. Puede aparecer rigidez cervical e
hiperestesia provocados por irritacion de las meninges; convulsiones, signos cerebelosos y

vestibulares, paraparesia, tetraparesia ataxia y mioclonias. (p.329)

Las principales manifestaciones clinicas a nivel del sistema nervioso que se observa en un
animal con Distemper canino son: dificultad en la propiocepcion, paralisis parcial, problemas
visuales dificultad en la coordinacién de los movimientos, depresién y espasmos (Mufioz,

Morgaz y Galan, 2015).

Muioz et al. (2015) afirma que “Los signos neuroloégicos pueden surgir 1 a 3 semanas
después de la recuperacion de los signos sistemicos, asi como semanas 0 meses mas tarde. Las
mioclonias generalizadas o focales son un signo frecuente y son muy indicativas de la infeccion

por VMC” (p.65).
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2.3.7.3. Signos dérmicos

El virus causante del moquillo canino afecta al sistema inmunitario haciendo que este se
deprima y por lo tanto se producen heridas en la epidermis como, pérdida del pelaje en las
zonas afectadas, hiperqueratosis en las almohadillas plantares de la nariz y descamacion; este
sintoma es muy importante debido a que es caracteristico de esta enfermedad y nos ayuda a dar
un mejor diagnéstico (Machicote, 2012).

Figura 5. Hiperqueratosis de las almohadillas plantares

Fuente: (Blanco et al., 2013).

2.3.7.4. Signos oculares

Las lesiones oculares mas significativas producidas por moquillo canino son neuritis del
optico y desprendimiento de retina; en algunos casos ceguera y lesiones en la retina
caracterizadas por necrosis con densidad irregular de color gris 0 rosadas y en casos muy
severos desprendimiento ampollar o total de la retina. También hay pacientes con Ulcera de
cérnea por disminucion o ausencia repentina de secrecion lagrimal por la alteracion en la

inervacion de las glandulas lagrimales. (Gomez y Feijoo, 2012, p.330)

2.3.8. Alteraciones Clinico-patoldgicas

Las alteraciones clinico-patoldgicas mas habituales son: linfopenia y trombocitopenia.

Otras alteraciones estan asociadas a las infecciones bacterianas secundarias (leucocitosis,
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neutrofilia) e incluso a cuadros de septicemia. En ocasiones, se detectan cuerpos de inclusion
viricos en el citoplasma de leucocitos circulantes. En los perros con signos respiratorios puede
observarse un patron radioldgico intersticial tipico de neumonia virica, en ocasiones

complicando por una neumonia bacteriana (Agut, et al., 2016, p.242).

2.3.9. Diagndstico

Linares, Correa y Veldsquez (2010) afirman: “Aunque es una enfermedad bastante
difundida y conocida, presenta ciertas dificultades en el diagndstico, es por esto que se hace
importante las técnicas del laboratorio y su respectiva interpretacion. Es importante tener en
cuenta la historia clinica, la evaluacion fisica y los paraclinicos para encontrar el diagnostico

preciso” (p. 78).

Debido a la variedad que tiene el virus en el huésped, al periodo impredecible y a los
sintomas que causa esta enfermedad es complicado realizar un correcto diagndstico clinico ya
que la sintomatologia es bastante similar a la de otras enfermedades lo que no permite hacer
una adecuada evaluacion ante-mortem para determinar la presencia de la enfermedad

(Gallegos, 2018).

2.3.9.1. Citologia

Morales (como se citd en Zambrano, 2014) afirma se puede realizar a través de raspados
conjuntivales o de amigdalas, o en sedimentos obtenidos de la orina. Antes del raspado
conjuntival, se debe instilar 1 gota de anestésico en el ojo del paciente y esperar,
aproximadamente 10 minutos. Para el raspado, se puede utilizar un hisopo ligeramente
humedecido con solucién salina isotonica, haciendo movimientos rotatorios sobre la
conjuntiva, o se puede utilizar la parte posterior de una hoja de bisturi. El raspado de amigdalas
se puede realizar también con un hisopo. EI material obtenido se coloca en un portaobjetos

limpio y se fija de inmediato.
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2.3.9.2. Inmunofluorescencia directa

Goémez y Guida (2010) afirman: “Esta técnica se puede realizar a partir de improntas
conjuntivales, de amigdalas o de epitelio respiratorio. También se puede emplear en muestras
sanguineas o LCR (liquido cefalorraquideo. Se utilizan anticuerpos especificos antivVCM

marcados con fluoresceina” (p.114).

2.3.9.3. Analisis Hematoldgico

Gomez y Guida (2010) afirman: “Este estudio revela linfopenia, neutrofilia leve y en
ocasiones monocitosis, aunque otras infecciones virales también dan estos resultados, a veces,
en los frotis sanguineos se pueden observar inclusiones virales, particularmente en los

linfocitos” (p.113).

2.3.9.4. Necropsia y biopsia de la piel

Debido a que el virus del moquillo canino se disemina en diferentes tejidos y 6rganos en
donde permanece localizado se puede tomar muestras de amigdalas, cerebro, bazo y estémago;
también se ha descubierto que se puede hacer un diagndstico tomando muestras de la epidermis

dando buenos resultados por ser una prueba especifica (Wheeler, 2007).

2.3.10. Diagnostico diferencial

Existen varias enfermedades que se pueden confundir con el moquillo canino debido a que
presentan sintomas muy similares, por esto es indispensable poder diferenciarlas de
enfermedades como la Tos de las perreras, infecciones bacterianas, meningoencefalomielitis,
enfermedades que presentan sintomas entéricos como el parasitismo por anquilostomas o
gusanos redondos, y envenenamiento; debido a que poder identificar de la manera adecuada
la enfermedad permitira poder tratar al animal que se encuentra infectado por el virus de

moquillo canino si este se encuentra en la fase inicial de la enfermedad (Barr y Bowman, 2007).
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2.3.11. Tratamiento

No existe un tratamiento farmacoldgico especifico que actué contra el virus del moquillo
canino sin embargo, se ha utilizado un tratamiento sintomatico que se basa en poder estabilizar
al animal afectado y evitar enfermedades secundarias por bacterias para esto se ha utilizado
antibioticos que eviten el desarrollo de bronconeumonia, fluidoterapia por via parenteral para
reestablecer el equilibrio hidroeléctrico que se ha perdido por las diarreas y vomitos, y para
controlar las manifestaciones nerviosas se recomienda la administracién de fenobarbital,

diazepam o bromuro de potasio (Mufioz et al., 2015).

2.3.12. Prevencion y Control

Se basa en una buena higiene y manejo de los cachorros y perros jovenes, y en el uso de
vacunas atenuadas. La vacuna contra el moquillo es muy esencial y debe ser administrada a
todos los perros sea cual sea su estilo de vida. La primovacunacion es més segura si se aplican
tres dosis (8,12 y 16 semanas) o incluso cuatro (si se ha empezado a las 6 semanas) para evitar

la interferencia con la inmunidad maternal (Agut, et al., 2016, p.242).

La mayoria de las vacunas compuestas por CDV son producidas con virus obtenidos
mediante adaptacién a huevos embrionados o cultivos celulares aviares (cepa Onderstepoort)
0 bien con virus adaptado a cultivos celulares caninos (cepa Rockborn). Dado que en algunas
ocasiones se han descrito casos de encefalitis posvacunales tras el empleo de cepas adaptadas
a cultivos celulares caninos, se consideran mas seguro el uso de la cepa adaptada a cultivos
celulares aviares. Para inducir la proteccion de cachorros jévenes en presencia de niveles
moderados de anticuerpos maternos se han utilizado vacunas compuestas por virus de moquillo

heterotipico (Quinn et al., 2002).

Aunque muchos perros permanecen protegidos durante varios afios después de la

vacunacion, un porcentaje de los animales vacunados se vuelven sensibles después de un afio.
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Debido a la naturaleza labil del virus, su control se puede lograr tras la aparicién de un brote
de la enfermedad en una perrera mediante el aislamiento estricto y la desinfeccion (Quinn et

al., 2002, p.480).

2.4. Vacunas
2.4.1. Definicién

Ldopez y Modrego (1994) refiere que las vacunas estan conformadas por proteinas o agentes
infecciosos ; estas son de vital importancia en el cuidado de los animales debido a que generan
inmunidad en el organismo evitando que se presenten enfermedades infecciosas, sin embargo,
las vacunas siguen siendo estudiadas y mejoradas debido a varias razones como: en ocasiones
han causado efectos adversos, no son elaboradas de la manera correcta provocando que
individuos vacunados mueran, se desea crear vacunas que brinden mayor inmunidad y

seguridad y porque dia a dia se van descubriendo nuevos virus que afectan a la salud.

2.4.2. La necesidad de vacunar

Las vacunas son una manera muy eficiente de controlar y de evitar que se presenten
enfermedades contagiosas ya que ayudan a mantener un buen estado de salud tanto en animales
como en humanos, por medio de las vacunas se refuerza el sistema inmunitario del animal
haciéndole mas fuerte y previniendo que sea susceptible a una enfermedad (Ramsey y Tennant,

2012).

Animales que se encuentren inmunizados por las vacunas presentan una mayor proteccion
ante la infeccion que causa el virus del moquillo ya que con la inmunizacion no se produce una
inmunosupresién en el organismo esto se da gracias a la respuesta inmune antiviral creada al

existir la eliminacion de cepas virulentas (Céspedes, Cruz y Navarro, 2010).
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2.4.3. Vacunacion contra Moquillo canino

La vacuna contra moquillo canino debe aplicarse los primeros meses de vida del animal, sin
embargo, se puede considerar que el tiempo adecuado puede variar debido a que la vacunacion
esta muy relacionada con la inmunidad que les transmite la madre a sus cachorros, para lo cual

es importante conocer el protocolo de vacunacion que ha recibido la madre (Gutiérrez, 2010).

Gutiérrez (2010) piensa que, pese a que en algunas literaturas se describe que la proteccion
de anticuerpos maternos dura hasta 45 dias o 77 dias de nacido aproximadamente, es de vital
importancia empezar la vacunacion contra Distemper a la quinta o sexta semanas; ya gque en
ocasiones no se tiene el conocimiento certero de cuando la madre fue vacunada por ultima vez,

si ha seguido con la revacunacion anual o si fue vacunada durante su periodo de celo.

En el caso que se cuente con toda la historia clinica de madre y exista la certeza de que ha
cumplido todo su programa de vacunacién el tiempo de vacunacion contra moquillo puede
extenderse a una o dos semanas mas, es decir, vacunar a la octava semana de vida del cachorro

(Gutiérrez, 2010).

La inmunidad transmitida por parte de la madre a sus cachorros desaparece a los 84 dias de
vida; sin embargo, se recomienda la aplicacién de las vacunas en un periodo entre 42 a 112
dias de vida. Cuando un animal ha padecido una enfermedad este genera una inmunidad

adquirida que puede protegerlo durante algunos afios de vida (Bravo y Esclante, 2006).

Es importante conocer que para que una vacuna mantenga su capacidad de proteccion no se
debe romper la cadena de frio, en el caso de la vacuna contra Distemper canino se puede
mantener a 0°C,4°C 0 20 °C, esto dependiendo del tiempo en el cual va a ser utilizada, es decir,
si se la va a almacenar por un periodo largo de tiempo se la debe conservar a la temperatura
mas baja (0°C) y si va a ser utilizada en pocos dias luego de su adquisicion puede ser mantenida

a 20°C (Bravo y Esclante, 2006).
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2.4.3.1. Pautas Vacunales

Tabla 2. Pautas Vacunales

Edad de Vacunacion Vacunas
6 semanas Parvovirus y distemper.
2 meses Pentavalente: distemper, hepatitis, parvovirus,

Leptospira, coronavirus

Tos de las perreras

3 meses Pentavalente (revacunacion)
Rabia
4 meses Rabia (Revacunacion)
5-6 meses Distemper, parvovirus, hepatitis, Leptospira

Leishmania (3 dosis separadas un mes una de otra)

Revacunacién anual

Fuente: (Mufioz, Morgaz y Galan, 2015).

2.4.4. Respuesta inmune contra antigenos virales

Ochoa (2001) refiere que el objetivo de aplicar una vacuna en un organismo es el de generar
una defensa mediante la elaboracion de anticuerpos y la activacion de células de defensa
propias del organismo frente la presencia de agentes patdgenos, para lo cual destruye las
toxinas generadas por los mismos. Los anticuerpos por medio de algunos mecanismos como
por ejemplo evitar la adhesion del agente a superficies del organismo afectado, destruccion del
agente infeccioso por medio de la encapsulacion del mismo o destruccion de partes especificas
de la estructura del microorganismo logran inactivar de esta manera a las toxinas generadas por

los mismos, evitando que puedan causar dafios a la salud del hospedero en el que se encuentran.

En la sangre, mucosas Yy fluidos corporales se produce una reaccién entre los anticuerpos y
los antigenos impidiendo la penetracién celular con lo que se evita que la multiplicacion local

se extienda al 6rgano blanco, siendo una gran proteccién en problemas virales (Ochoa, 2010).
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2.5. Sistema Inmunitario

2.5.1. Definicion

Fernandez (2012) afirma: El sistema inmunitario consta de una red de leucocitos,
anticuerpos y otras sustancias que luchan contra las infecciones y rechazan las proteinas
extrafias. Ademas, el sistema inmunitario cuenta con varios 6rganos. Algunos, como la medula
6sea son los lugares en los que se producen los glébulos blancos, mientras que otros, como el
bazo, los ganglios linfaticos o el higado, atrapan microorganismos y sustancias extrafias y
proporcionan un lugar de acumulacion de células inmunitarias, interaccion entre ellos y con

sustancias extrafias, y generacion de una respuesta inmunitaria. (p. 58)

2.5.2. Inmunoglobulinas

Diaz, Fernandez y Parede (1997) aseguran que las inmunoglobulinas son moléculas
conformadas por proteinas que se generan en células plasmaticas, existen cinco tipos que se
encargan de brindar proteccion a un organismo que estd siendo afectado por un agente
infeccioso, estas son: inmunoglobulina A, inmunoglobulina G, inmunoglobulina M e

inmunoglobulina E.

“Las inmunoglobulinas y los receptores de las células T son moléculas estructuralmente
similares, producto de genes que son cortados, empalmados y modificados durante el desarrollo

del linfocito” (Parham, 2006, p.15).

La clase de inmunoglobulina que méas abunda en el suero es la llamada inmunoglobulina G
(IgG). La segunda méas abundante en el suero de la mayor parte de los mamiferos es la
inmunoglobulina M (IgM). La tercera en abundancia en estos animales es la inmunoglobulina
IgA; también esta predomina en secreciones como saliva, leche y liquido intestinal. La

inmunoglobulina D (IgD) es rara en los liquidos corporales, y no existe en todos los mamiferos.
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La inmunoglobulina E (IgE), cuya concentracion en suero es baja, actia como mediadora de

las reacciones alérgicas. (Tizard, 2002, p.150)

“Las inmunoglobulinas estan constituidas por dos cadenas pesadas idénticas, ligadas entre
si por uniones disulfuro. Cada una de las cadenas pesadas estan unidas también por puentes
disulfuro a cadenas livianas, idénticas entre si” (Cauerhff, Horaclo, Fossati y Goldbaum, 2007,

p.51).

2.5.3. Inmunoglobulina G e Inmunoglobulina M

Un individuo tiene la capacidad de generar inmunoglobulinas G e inmunoglobulina M como
defensa principal cuando en su organismo ingresa un microorganismo patdgeno; sin embargo,
por lo general la IgM se produce en un organismo después de haber interactuado con el agente
infeccioso. Se considera que para realizar un analisis seroldgico identificando la presencia de
la IgM se debe conocer que esta, a diferencia de la I9gG, no tiene la capacidad de atravesar la
placenta lo que nos indica que si se detecta la IgM en la muestra de suero sanguineo de un
animal la inmunoglobulina debe haber sido generada por el propio organismo del animal mas

no haber sido transmitida por medio de la madre (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Figura 6. Inmunoglobulina M
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Fuente: (Montoya, 2008, p .130).
2.5.4. Antigenos

Los antigenos son considerados estructuras compuestas por un grupo de moléculas que

cuentan con conjuntos quimicos que tienen la capacidad de provocar la formacion de
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anticuerpos especificos para mezclarse con grupos reactivos de la molécula extrafia (Alexander

y Good, 1984).

2.5.5. Sistema inmune y enfermedad

El entender como funciona la inmunidad del organismo ha permitido llegar a conocer cuéles
son las alteraciones que se producen en el momento del desarrollo de una enfermedad, y como
las celulas encargadas de la proteccion se ven afectadas por estas alteraciones, lo cual en la
antiguedad era dificil de comprender, pero debido a la implementacion de equipos es posible
aplicar distintos métodos y pasos que ayudan a llegar a un diagnostico adecuado y a la
aplicacion de ciertos tratamientos que logran controlar una enfermedad. La defensa del
organismo empieza con el desarrollo de procesos inflamatorios contra células o tejidos que
pertenecen al organismo y frente a organismos no patégenos cuando se ha desarrollado una

enfermedad autoinmune (Benenaula, 2010).

2.6. Técnica de ELISA

Guzman (2004) afirma: La técnica de ELISA esté estrechamente relacionada con las enzimas
ya que las utiliza como marcador para cuantificar la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo, se ha desarrollado diferentes métodos de aplicar el ELISA pero en todos se usa el
marcador enzimatico que se puede unir a un anticuerpo o a un antigeno, también en todos los
métodos de ELISA en su procedimiento se lleva a cabo una separacion que tiene el objetivo de
eliminar el conjugado enzimatico libre antes de que se determine la cantidad de conjugado
enzimatico enlazado, esto se logra por medio de una reaccién catalitica entre el sustrato y la

enzima.(p.48)

Se considera que este método de diagndstico es muy eficaz y nos ayuda a obtener resultados
certeros debido a que permite identificar diferentes tipos de virus y sus anticuerpos dando a

conocer que muestras de un estudio son negativas y cuales son positivas (Gilchris, et al., 2005).
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El método de ELISA es uno de los mejores para la identificacion de anticuerpos y antigenos
que nos permite analizar varios pardmetros en un periodo corto de tiempo y una de sus ventajas

mas importantes es que esta técnica no es costosa (Siachoque, 2006).

Arce, Rosas y Rodriguez (2007) afirman: ElI ELISA ha llegado a ser la prueba mas popular
en los dltimos afios en el diagndstico clinico y en la investigacion debido a su gran sensibilidad
y especificidad para medir antigenos o anticuerpos. Para poder estabilizar un ELISA se necesita
primero un soporte solido, generalmente placas de poliestireno de fondo plano. Segundo, se
debe cuidar que el anticuerpo con la enzima (conjugado) proporcione seguridad, estabilidad y
una sefial sensitiva. Tercero, hay que determinar el amortiguador apropiado para pegar el
antigeno o el anticuerpo a la placa de poliestireno, ademas de la solucion de blogueo de los

sitios abiertos. (p. 155)

“Estas técnicas, emplean marcadores enzimaticos para la deteccion y amplificacion de las
reacciones antigeno - anticuerpo. Las técnicas de conjugacién para marcar los antigenos y los
anticuerpos con una enzima deben permitir mantener la actividad de la enzima y del anticuerpo

o0 antigeno conjugado” (Anguita, 1996, p. 47).

2.6.1. Principales tipos de Elisa
2.6.1.1. ELISA tipo sandwich

Este método se utiliza para identificar y cuantificar un antigeno o un anticuerpo especifico;
para lo cual se utiliza una placa de poliestireno que consta de varios pocillos, los cuales estan
tapizados con un anticuerpo especifico al cual se le conoce como anticuerpo de captura; luego
se afiade la solucion de antigeno a analizar en cada uno de los pocillos y si el suero
corresponde a un animal que estaba enfermo el anticuerpo de captura se unird al antigeno
presente en esta solucion problema , de esta manera se va a producir la primera unién (Tizard,

2009).
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Seguido de esto se realizan varios lavados y luego se adiciona un anticuerpo especifico
conocido como anticuerpo de deteccion que se unird al antigeno; posteriormente se somete a
todos los sueros a un proceso de incubacion y se lavan de nuevo las placas para eliminar el
anticuerpo sin unir, seguido de esto se coloca una antiglobulina que est4d marcada con una
enzima y el sustrato que producird un cambio de color en los sueros. Es importante que el
anticuerpo de captura y el de deteccidn sean de diferentes especies y que la antiglobulina
especifica de especie se usa para visualizar el anticuerpo de deteccién debido a que de esta

manera se evitara resultados falsos positivos (Tizard, 2009).

Tizard (2009) afirma: “En este analisis, la intensidad de color de la reaccién se relaciona
directamente con la cantidad del antigeno unida. Debido a que estas pruebas implican la
formacion de capas anticuerpo-antigeno-anticuerpo se denominan ELISA tipo sandwich”

(p. 514).

2.6.1.2. ELISA Competitivo

“El ELISA competitivo directo se diferencia del ELISA directo en que se afaden
conjuntamente al pocillo el conjugado OTA-HRP y concentraciones conocidas de OTA libre,
compitiendo ambas moléculas, ligada y libre, por unirse a los anticuerpos monoclonales
inmovilizados en el pocillo. En consecuencia, la presencia de OTA en la muestra produce una
inhibicidn de la respuesta, que serd proporcional a la concentracion de la micotoxina libre”.

(Pavén, Blanco, Gonzales, 2007, p.257)

2.6.1.3. ELISA indirecto

Se incuba el Ag en un tampon apropiado en los pocillos de una placa de microtitulacion y
se absorbe en las paredes de los pocillos. La Ag libre se elimina por lavado. Los Abs no unidos
se eliminan por lavado y el Ag absorbido en la placa reacciona con el Ab especifico. El conjunto

Ag-Ab es entonces detectado mediante el empleo de un segundo Ab marcado enziméaticamente
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gue reconoce dominios constantes de Abs y suele ser especifico de especie, lo cual permite que
un mismo Abs marcado sea capaz de detectar diferentes Ags. El conjugado se une al Ab
problema y una vez lavado el conjugado no ligado, el ligando unido se visualiza por la adicion
de un cromogeno. La cantidad de enzima enlazada indica la cantidad de Abs en la muestra 'y

puede ser medida por la degradacion de su sustrato. (Suérez, 2017, p. 95)

2.6.2. Elisa Cualitativo

Es un método usado con el fin de identificar antigenos en un periodo de tiempo muy corto y
de una manera facil; se considera que esta técnica da resultados con bajo nivel de error siendo
esta una de las razones por la cual es muy utilizada en pruebas bioquimicas y microbioldgicas;
otra razon que hace muy util este método es que se pueden utilizar varios tipos de muestras
como orina, sangre, suero o plasma. Esta técnica se considera como un diagndstico presuntivo
por lo cual cuando nos da un resultado positivo se recomienda confirmar el resultado aplicando

un Elisa cualitativo (Rubio, Garcia y Romero, 2016).

2.6.2.1. Principios de Elisa Cualitativo

2.6.2.1.1. Kit Anigen Rapid CDV Ag Test

BIONOTE (2017) afirma: “El kit Anigen Rapid CDV Ag Test es un inmunoensayo
cromatografico para la deteccion cualitativa del antigeno del virus de la infeccion canina en la
conjuntiva, orina, suero o plasma”.

El kit Anigen Rapid CDV Ag Test tiene dos letras que son linea de prueba (T) y linea de
control (C) en la superficie del dispositivo, estas dos lineas no se pueden observar en la ventana
antes de aplicar la muestra a analizar. La linea de control tiene el objetivo de confirmar que la
prueba se esta realizando correctamente por lo tanto esta debe aparecer cada vez que se haya

realizado la prueba, de lo contrario si no se tifie de purpura la prueba debe ser desechada porque



50

indica que alguno de los pasos del kit no fueron empleados correctamente, mostrandonos la

importancia de leer el instructivo del fabricante antes de su uso (BIONOTE , 2017).

BIONOTE (2017) afirma: Si los antigenos CDV estan presentes en la muestra, se podré

observar en la ventana de resultados que la linea de prueba (T) se va tifiendo de color parpura.

Los anticuerpos altamente selectivos contra CDV se utilizan como un detector de captura en el

ensayo. Los anticuerpos son capaces de detectar el antigeno CDV en muestras caninas con una

alta precision.

2.6.2.2. Precauciones

BIONOTE (2017) afirma:

El kit de prueba es solo para uso canino.

El dispositivo de prueba es sensible a la humedad y al calor por lo que es indispensable
realizar la prueba en el momento inmediato en el que se retira el dispositivo de prueba
de la bolsa de aluminio.

Aplique la muestra usando un gotero en forma vertical.

No toque la membrana de la ventana del dispositivo de prueba.

No se debera usar la prueba después de la fecha de vencimiento marcada en la etiqueta
del paquete, esto puedo afectar los resultados dando falsos negativos.

No mezcle componentes de diferentes nimeros de lote porque los componentes de este
kit han sido probados con control de calidad como unidad de lote estandar.

Se deben aplicar todas las medidas de proteccion ya que las muestras deben manipularse
como potencialmente infecciosas para lo cual es indispensable el uso de guantes
protectores, mandil y mascarillas al manipular las muestras.

Tomar en cuenta que debe haber una correcta desinfeccion de las manos después de

haber manipulado las muestras analizadas por el kit.
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e Descontaminar y desechar las muestras de los animales analizados, los kits usados y los
materiales potencialmente contaminados de manera segura de acuerdo con las

regulaciones nacionales y locales.

2.6.2.3. Almacenamiento y estabilidad

BIONOTE (2017) afirma:

e Guarde el kit de prueba a 2 o0 30 grados centigrados, no congele.
e No guarde el kit de prueba bajo la luz solar directa.
o El kit de prueba es estable dentro de la fecha de vencimiento marcada en la etiqueta del

paquete.

2.6.3. ELISA Cuantitativo

Crowther (como se citd en Benenaula, 2010) piensa que el ELISA Cuantitativo se basa en
el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un
soporte (inmunoadsorbente) la reaccidn antigeno anticuerpo quedara inmovilizado y, por tanto,
sera facilmente revelada mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar sobre la
enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotometro o un colorimetro.

2.6.3.1. Principios de Elisa Cuantitativo
2.6.3.1.1. INgezim Moquillo IgM 15.CDM.K.2

Se basa en la técnica del inmunoensayo enzimatico de captura cuyo fundamento se detalla
a continuacion. En caso tanto de infeccidbn como primovacunacion, existe una alta tasa de
anticuerpos IgM frente al virus del Moquillo. Este tipo de anticuerpos son los detectados en

nuestro ensayo. Las placas se suministran tapizadas con un anticuerpo monoclonal (Acm)
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especifico de IgM de perro. En cada pocillo se dispensan los sueros problema a valorar. Los
anticuerpos IgM presentes en el suero serén capturados por el Acm de la placa. Tras lavar para

eliminar el material no unido, se afiade el antigeno (INGENASA, 2013, p. 3).

INGENASA (2013) afirma: El Viral recombinante quedara unido al pocillo solo si el suero
contenia IgM especificas del virus del Moquillo. Tras sucesivos lavados para eliminar el
material no adherido, podra demostrarse la presencia de este antigeno mediante la adicion de
un Acm conjugado especifico del virus del Moquillo marcado con peroxidasa. Tras la adicion
del sustrato adecuado, los pocillos en los que se han ensayado sueros con anticuerpos IgM
especificos presentaran una reaccion coloreada, proporcional al titulo o nivel de anticuerpos,
mientras que en los pocillos donde se hayan ensayado sueros negativos, no aparecera reaccion

coloreada (p. 3).

2.6.3.2. Precauciones

INGENASA (2013) afirma:

e Se debe leer y analizar atentamente las instrucciones proporcionadas en el folleto del
kit de ELISA.

e Conservar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su utilizacion siendo esto
muy importante para evitar cualquier tipo de alteracion en los resultados, afectando asi
al diagnostico final.

e Es importante recordar que nunca se debe mezclar reactivos ni instrucciones de
diferentes Kits.

e Se debe respetar la fecha de elaboracién y vencimiento de cada kit, por lo tanto, no se
debe utilizar los Kits luego de la fecha de caducidad y no pipetear los reactivos con la
boca.

e Esindispensable utilizar una punta de pipeta nueva por cada muestra a testar.
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e Incluir sistematicamente un control positivo y uno negativo siempre que se utilice el
kit.

e La solucion de frenado es un &cido fuerte, por lo que debe ser manipulado con
precaucion. En caso de contacto con piel y ojos, lavar inmediatamente con agua
abundante.

e Elsustrato es muy sensible a la luz y las contaminaciones. Se recomienda sacar del bote
Unicamente el volumen que vaya a utilizarse y nunca devolver al bote la solucion

sobrante.

2.6.3.3. Conservacion
“Todos los reactivos que se suministran en el kit, deben mantenerse en refrigeracion entre
+ 2 °C y +8 °C hasta su utilizacion. El antigeno recombinante, una vez reconstituido debe

almacenarse congelado a — 20 °C” (INGENASA, 2013, p. 3).

2.6.4. Parametros de validacion de los inmunoensayos enzimaticos.
Ochoa (2001) afirma: “La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas
convenientemente documentadas y demostrativas de que un método es lo suficientemente

fiable para producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos” (p. 29).

Existen tres tipos de validaciones para interpretar pruebas de laboratorio, estas son:

e Validacion retrospectiva: se usa cuando se tiene informacion que permite comprobar
la calidad de una técnica y en métodos que no han sido validados (Ochoa, 2001).

e Validacion prospectiva: es aquella que se aplica a nuevos métodos (Ochoa, 2001).

e Revalidacion: “En ocasiones hay cambios significativos en las condiciones originales

la técnica o cuando éste lleva largo tiempo utilizandose” (Ochoa, 2001, p. 29).

En los ensayos cuantitativos existen algunos parametros estudiados, los cuales son:



54

e Selectividad

e Precision

e Limite de deteccion
e Linealidad

e Rango o intervalo
e Exactitud

Limite de cuantificacién

En los ensayos cualitativos existen algunos parametros estudiados, los cuales son:

Sensibilidad

e Eficacia o coincidencia
e Valor predictivo positivo
e Valor predictivo negativo

e Especificidad

2.7. Prueba de Oro

Es una prueba estadistica encargada de determinar los valores predictivos, la especificidad
y sensibilidad de una prueba diagnostica, con el objetivo de determinar si los individuos que
forman parte de una investigacion son enfermos o estan sanos; los individuos que participan
en esta prueba deben ser individuos enfermos, sanos o sospechosos de tener la enfermedad a

analizar (Alvarez, 2007).

2.7.1. Valor predictivo positivo

“El valor predictivo positivo se define como la probabilidad que un individuo con un

resultado positivo, tenga la enfermedad” (Salech, Mery, Larrondo y Rada, 2008).
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2.7.2. Valor predictivo negativo

“El valor predictivo negativo corresponde a la probabilidad que un individuo con un

resultado negativo, no tenga la enfermedad” (Salech et al., 2008).

2.8. Resumen del estado del arte del estudio del problema

En el articulo titulado Diagnostico de moquillo canino con la prueba Dot-ELISA se mostrd
que la existencia del virus no corresponde Unicamente a la sintomatologia comdnmente
asociada y se dio a conocer la seroprevalencia de moquillo canino, mediante el diagndstico con
la prueba serologica InmunoComb® IgM, demostrando que no todos los pacientes que
presentan sintomatologia asociada con el virus de distemper canino son positivos a la prueba.
El kit diagnéstico InmunoComb® IgM contiene una tarjeta plastica dentada donde se adhieren
los anticuerpos del virus del moquillo presentes en la sangre de pacientes positivos a la
infeccidn, el fabricante reporta una especificidad del 95,5% y una sensibilidad del 93,1% para

la prueba (Linares, Correa, y Velasquez, 2010).

En la tesis titulada Estudio retrospectivo del distemper canino en animales llegados al
Hospital Universitario de veterinaria (Ciudad de Santa Cruz de la Sierra, quinquenio 2002-
2006), se plante6 como objetivo evaluar retrospectivamente la situacion epidemiolégica del
Distemper canino en el Hospital Universitario de Veterinaria (HUV). Este trabajo correspondio
a un estudio epidemioldgico observacional, de tipo longitudinal y bajo un modelo Caso-
Control. Se demostrd que existen varios factores que influyen en la presentacién del moquillo
dando a conocer que la edad influyo, siendo los de mayor riesgo los animales hasta los 3 afios
de vida, y los mayores a los 3 afios de vida presentan menor riesgo de enfermarse. Los animales
con una condicion corporal buena tuvieron menos riesgo de contraer Distemper canino, en
relacion a los de condicion corporal regular y mala. El sexo y la raza del animal no

constituyeron factores predisponentes a esta enfermedad (Bravo y Escalante, 2006).
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En el estudio que lleva el nombre de Distemper Canino: evaluacion de dos alternativas
terapéuticas y caracterizacion de aspectos clinico-epidemioldgicos en la ciudad de Santa Fe,
durante los afios 1998 - 2009 , se realiz6 un relevamiento epidemioldgico en caninos con
diagnostico de distemper confirmado por inmunoflorescencia directa, se ensayaron tres tipos
de tratamientos: convencional o de sostén, de sostén més lipopolisacaridos bacterianos y de
sostén més azatioprina y se determind que no se observaron diferencias entre las proporciones
de caninos con evolucion favorable y desfavorable en los tres tratamientos realizados (Pinotti,

2011).



3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Fisicos

Tabla 3. Laboratorio
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Descripcion Unidad Cantidad

Centrifugadora Unidad 1
Refrigeradora Unidad 1
Pipetas Pasteur Unidad 1
Multipipeta Unidad 1
Pipeta Automatica Unidad 3
Tubos de tapa roja 3 ml Paquete (100 unidades) 1
Tubos Eppendorf Paquete (100 unidades) 1
Ternodmetros Unidad 2
Tubos de ensayo de 5ml Paquete (10 unidades) 1
Jeringuillas 3 ml Caja (100 unidades) 1
Torniquete Unidad 1
Mascarilla Caja 1
Guantes Caja 1
Mandil Unidad 2
Gorros Caja 1
Bozales Unidad 1
Maquina Rasuradora Unidad 1

Torundas de algodén Unidad 100
Gradillas Unidad 1

Agujas Vacutainer Unidad 100
Lector de ELISA Unidad 1
Lavador Automatico Unidad 1
Vortex Unidad 1




Tabla 4. Oficina
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INGEZIM MOQUILLO IGM

Descripcion Unidad Cantidad

Laptop Unidad 1

Hojas de papel bond Resma 1

Esferos Unidad 2

Impresora Unidad 1

Engrampadora Unidad 1

Libreta de notas Unidad 1

Tinta de impresion Unidad 2

3.1.2. Quimicos
Tabla 5. Laboratorio
Descripcion Unidad Cantidad

Alcohol Frasco 1

Agua Destilada Frasco 1

Placa de Pocillos con Acm Unidad 1

Kit Anigen Rapid CDV Ag Caja (10 unidades) 6

Solucién de lavado del Kit de Frasco 1

ELISA INGEZIM MOQUILLO
IGM

Conjugado del Kit de ELISA Frasco 1
INGEZIM MOQUILLO IGM

Control del Kit de ELISA Frasco 1
INGEZIM MOQUILLO IGM

Antigeno del Kit de ELISA Frasco 1
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3.1.3. Bioldgicos

Tabla 6. Animales

Descripcion Cantidad

Caninos 78

3.2. Método
El tipo de metodologia de esta investigacion fue experimental, descriptivo y comparativo
debido a que se tomd como referencia trabajos que ya se han realizado sobre este mismo tema

para llegar a una conclusion y poder rechazar o aceptar las hipdtesis planteadas.

3.2.1. Seleccion de animales

Para esta investigacion se utilizé 78 caninos de los que se sospechaba que tenian moquillo
de diferentes razas, tamafio, peso, sexo y edades comprendidas entre 8 semanas a 1 afio, para
lo cual primero se realiz6 una valoracion de los pacientes para conocer cuales son los sintomas

que presentaban y se procedi6 a llenar una ficha clinica con la anamnesis respectiva.

3.2.2. Obtencién de muestras sanguineas

Se realiz6 el examen fisico de los caninos con sintomas de moquillo, se procedi6 a preparar
el instrumental para extraer la sangre para lo cual se colocé la aguja vacutainer en el capuchon
y también en el tubo de tapa roja con vacid, posteriormente se sujet6 al paciente con ayuda de
un auxiliar, se rasurd una parte del miembro anterior, se colocd el torniquete para localizar con
mayor facilidad la vena cefélica, se desinfecto el area con alcohol y se procedio a extraer 3 mi

de sangre.

Se centrifugo la muestra a 3500 revoluciones por minuto durante un tiempo de 5 minutos,
y una vez que ha pasado este tiempo procedemos a sacar el tubo con la muestra centrifugada y
con la ayuda de una pipeta pasteur se extrajo el suero y colocamos 0.5 ml en un tubo

eppendorf, y el sobrante en otro tubo eppendorf , se rotuld cada muestra del suero con la edad,
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raza, numero de muestra y nombre del paciente este Gltimo se colocara en un coller con pilas

hasta que sea colocado en el congelador a—4 °C.

3.2.3. Procedimiento para realizar el test rpido de deteccién de Moquillo canino

e Se retird el dispositivo de prueba de la bolsa de aluminio y se colocd sobre una
superficie plana y seca.

e Con laayuda de la pipeta pasteur se absorbio 0.5 ml de suero y luego se agregé cuatro
gotas de la muestra de suero que hemos obtenido en el orificio de muestra, teniendo en
cuenta que al momento de colocar en el dispositivo debe realizarse gota a gota y siempre
la pipeta debe permanecer en posiciéon vertical.

e Después se activo el temporizador por 10 minutos y se observo.

e La muestra cruzard la ventana de resultados. Si no aparece después de 1 minuto,
agregaremos una gota mas de muestra mezclada al orificio de la muestra.

e Luego de haber trascurrido los 10 minutos, se interpreto los resultados de la prueba de
la siguiente manera: si se observa que se tifien las dos lineas la del control “C” y la de
prueba “T” indica que hay la presencia del antigeno CDV por lo tanto el resultado es
positivo. Si solo aparece la linea de control “C” en la ventana del dispositivo indica que
no hay antigeno por lo tanto la interpretacién es negativa. En el caso que no se observe
ninguna de las dos lineas o solo la de la prueba “T” el resultado es invalido y la prueba

se tiene que repetir.

3.2.4. Procedimiento para realizar el ELISA Cuantitativo
e Sesacaron los componentes del kit del refrigerador, excepto el conjugado y el antigeno,
para equilibrar los componentes a temperatura ambiente.
e Se realiz6 en una hoja una tabla la cual simula la placa antigenada del kit, colocamos

en la columna nimeros del 1 al 11 y en las filas las letras desde la A hasta la H, dentro
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de estas celdas, que simulan cada pocillo, desde el inicio ponemos los nimeros de las
muestras de cada paciente para saber como van a ser colocadas cada una en la placa.
Se rotularon 78 tubos de eppendorf con el niUmero de muestra de cada paciente, se
colocé en una gradilla y se procedio a colocar 500 ul de diluyente en cada tubo de
eppendorf rotulado.

Se saco del cooler los sueros de cada paciente, se tomo6 cada uno de los sueros y se
homogenizo con la ayuda de un vortex, luego con la pipeta se tomd 5 ul de cada suero
y se coloco en el tubo de eppendorf que contiene el diluyente, tomando en cuenta
siempre el nimero de muestra, ya que esto es indispensable para obtener un correcto
resultado.

Se prepard la solucién de lavado, la cual debe disolverse una parte de solucion de lavado
en 9 partes de agua destilada, por lo tanto, colocamos 55,55 ml de la solucién de lavado
en 500 ml de agua destilada y lo homogenizamos.

Se saca la placa de la funda y se marco con un esfero en que celda se va a colocar el
control positivo, negativo y el blanco, en este caso colocamos los controles por
duplicado.

Con la ayuda de la pipeta se tom6 100 pl del control positivo y se coloco en la celda
Al, evitando que se creen burbujas, luego 100 pl del mismo control y se colocé en la
celda B1, luego se tomo el control negativo y se colocd 100 pl en la celda C1 y 100 pl
en la D1, por ultimo, en la celda E1 colocamos 100 ul de blanco (no contiene nada).
Se tom¢ la gradilla en donde se encuentran los sueros diluidos y se empez6 con el
proceso colocando 100 pl de cada suero con la pipeta en cada pocillo correspondiente,
es decir segun la tabla que se realiz6 anteriormente, esto se hace con todas las 78
muestras del suero diluido, es importante homogenizar con el vortex cada muestra antes

de colocar en los pocillos.
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Una vez colocadas todas las muestras en la placa, se cubrid con la cinta y se colocé en
la incubadora por 15 minutos a 37 °C. Hasta esperar los 15 minutos se saca del
refrigerador el antigeno y se reconstituye; para realizar esto ponemos 1,2 ml de agua
destilada en el antigeno y homogenizamos.

Después de esperar los 15 minutos, se elimind el contenido de la placa volcandola
bruscamente para evitar el intercambio de fluidos entre los pocillos.

Se colocd mediante el lavador automatico la solucion de lavado antes preparada en los
pocillos de la placa, una vez colocada en todos los pocillos agitamos ligeramente la
placa y absorbemos con el lavador automatico y repetimos este proceso por 3 veces.
Se prepar6 el antigeno, para esto en un recipiente se coloco 1,10 ml del antigeno
reconstituido y 10 ml del diluyente, y lo homogenizamos; posteriormente se afiadio 100
ul del antigeno preparado en cada pocillo, se cubrié con la cinta y se incubo por 15
minutos a 37 °C. Hasta que se cumplan los 15 minutos se prepar6 el conjugado para lo
cual se coloco en un recipiente 110 ul del conjugado en 11 ul de diluyente.

Se procedio a realizar el lavado como se mencion0 antes por 4 veces.

Se agreg6 100 ul de conjugado diluido en cada pocillo de la placa, se cubrid, y se incub6
durante 15 minutos a 37 °C.

Posteriormente se realizaron 4 lavados como antes se mencion6 con ayuda del lavador
automatico.

Se afiadi6 100 ul de sustrato en cada pocillo y se mantuvo la reaccion durante 5 minutos
a temperatura ambiente.

Se agregd 100 pl de solucidn de frenado a cada pocillo, luego de colocar en las 78
muestras se esperd 5 minutos y por ultimo se coloco la placa en la maquina de ELISA

y se procedio a leer inmediatamente a 450 nm.
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e Se valido el kit de la siguiente manera: Abs450nm control positivo > 0.8 y Abs450nm
control negativo <0.15

e Se procedié a comparar con los resultados obtenidos de los controles tanto positivo
como negativos: 1.398 > 0.8; 1.321 > 0.8; 0,064 < 0.15y 0,064 <0.15

e Se procedio a interpretar los resultados con respecto al valor de los controles positivos,
se determinard el siguiente punto de corte: Cut off = Abs control positivo x 0,2. Para lo
cual se sumo los dos controles positivos y se dividid para dos: 1,398 +1.321/2 dando
como resultado 1.35 y este valor se multiplicé por 0,2. El valor obtenido fue 0,27. En
base a este valor se interpretd considerando lo siguiente:

e Muestras negativas: aquellas cuya Abssso sea < 0,27

e Muestras positivas: aquellas cuya Abssso sea > 0,27

3.3. Disefio

Para realizar la estadistica e interpretar los datos obtenidos con la experimentacion se usé
el programa Microsoft Excel 2013 para realizar una estadistica inferencial representando los
datos en tablas y mediante gréafico de barras y se uso el programa SPSS para obtener la media,
moda, desviacién estandar, rango, valor maximo y valor minimo de los valores de anticuerpos

obtenidos en el ELISA Cuantitativo.

3.3.1. Variables

Tabla 7. Variables Independiente: Animales

Concepto Categorias Indicadores indice

Caninos que Caninos Numero de machos Numero

resenten sintomas , . ,
P NUmero de caninos NuUmero

d ill
€ moguttio hembras
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Tabla 8. Variables Dependientes: Medicion de Anticuerpos IgM mediante ELISA
cuantitativo

Concepto Categorias Indicadores Indice
Medicién de Muestra de sangre Volumen de ml
anticuerpos sangre

maternos IgM para
descartar Anticuerpos Medicion de
anticuerpos anticuerpos IgM  pensidad ptica

postvacunales

3.4. Poblacién y Muestra

El tamafio de la muestra fue de 78 caninos de la ciudad de Cuenca, se extrajo sangre de
caninos entre machos y hembras de 8 semanas a 1 afio de edad, que presentaron sintomatologia
de moquillo canino, a los cuales se les realizé en primer lugar el Test rapido y posterior a ello
se llevd a cabo la medicion de anticuerpos IgM mediante la Técnica ELISA Cuantitativa. Los
caninos tomados para la investigacién fueron pacientes que concurrian al Consultorio
Veterinario “Medical pet”, a las Veterinarias de la Fundacion Arca y al Centro Agropecuario

“El Campo”.

3.5. Consideraciones éticas

Para realizar esta investigacion se deben tomar en cuenta algunos aspectos como: mantener
la asepsia en todos los procedimientos que se van a realizar y todos los materiales fisicos que
se van a ocupar deben estar estériles y en las condiciones 6ptimas y tener conocimiento sobre

como realizar de la manera adecuada y menos dolorosa la extraccion de sangre.

Cardozo y Mrad de Osorio (2008) afirma: “La investigacion debe ser tal que sea para el bien
de la sociedad y no innecesaria. Se debe evitar todo el dafio y sufrimiento innecesario en los
animales durante los experimentos. El investigador responsable debe ser capaz de decidir si se

terminan o no los experimentos que provoquen algun sufrimiento a los animales” (p.46-71).
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4.1. Descripcion general de la muestra de estudio.

Tabla 9. Datos generales

Porcentaje de resultados de 78 caninos

ELISA Cuantitativo

ELISA Cualitativo

Positivos (75) Negativos (3) Positivos (52) Negativos (26)
96,15 % 3,85% 66,67 % 33,33%
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1398 1,683 0,629 0,664 0,743 0,701 0,421 0,676 0,281 0,648 0,613
Control
+
B 1,321 0,642 1,646 0,525 0,678 0,363 0,578 0,513 0,43 0,483 0,269
Control
+
C 0,064 0,324 0,643 0,354 2,739 0,278 2,104 0,633 2,095 0,647 0,556
Control -
D 0,064 0407 0,464 0,637 2565 0524 038 04 0,61 0,863 0
Control -
E 0,068 0557 0378 0,396 2,651 2,837 0,41 1,206 2,206 0,33 0
Blanco
F 2817 1,2 0,593 0,388 0,422 1,609 0,242 1,005 0,373 1,604 0
G 0433 0,306 0594 0,665 0,598 0,594 0,618 0,598 0,407 0,514 0
H 0571 2,335 1,336 0,557 0,637 0,246 2,454 0,689 0,502 0,389 0
Media .8 Desv. desviacion 7
Maximo 2.8 Minimo 2
Rango 2,6

En latabla 9 se puede observar que del nimero total de caninos muestreados (78) por medio

de la técnica de ELISA Cuantitativo se obtuvo un total de 75 casos positivos representado el

96,15% del total de muestras y 3 casos negativos representando el 3,85%; mientras que con el

ELISA Cualitativo 52 casos fueron positivos y 26 fueron negativos representando el 66,66% y

el 33,33 % respectivamente. En la tabla 9 observamos que el 50 % los titulos de anticuerpos

encontrados en el ELISA cuantitativo, son mayores o iguales de 0,6 unidades de absorbancia a

450 nm. Esto se corresponde con una media aritmética de 0,8 y un rango de 2,6 que va desde

un valor minimo de 0,2 a un maximo de 2,8. Por su parte, el coeficiente de variacion, derivado

de la desviacion estandar (0,7) y la media aritmética (0,8), fue de 87,5 %, lo que sugiere una

amplia variabilidad en las titulaciones obtenidas. Esta elevada variabilidad en el titulo de
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anticuerpos ha sido reportada con anterioridad, donde la concentracion de IgM puede ser 25

veces mayor que el punto minimo de corte (Garde et al., 2013).

Tabla 10. Comportamiento de las diferentes variables epidemioldgicas en la muestra de
estudio

Variable Categorias n %
Macho 40 51,28
Sexo
Hembra 38 48,71
Mestizo 46 58,97
French Poodle 16 16,66
Beagle 4 5,12
Raza Shih Tzu 3 3,84
Golden Retriever 2 2,56
Pastor Aleman 2 2,56
Otros* 5 6,41
2-3 33 42,30
4-5 20 25,64
6-7 11 14,10
Edad (meses)
8-9 5 6,41
10-11 5 6,41
12 4 5,12
1-4,9 54 69,23
Peso (kg) 5-8,9 20 25,64
9-12 4 5,12

Signos Sistémicos 50 64,10

Sintomatologia Signos Nerviosos 25 32,05

Signos Oculares 3 3,84

Otros: Dachshund (1), Rottweiler (1), Pekinés (1), Bull Terrier (1), Akita (1)
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En la tabla 10 se presentan las frecuencias de las caracteristicas epidemioldgicas y la
sintomatologia en el total (n = 78) de los cachorros estudiados. De esta tabla se aprecia que no
existen diferencias notables respecto al nUmero de caninos por sexo, no asi por la raza, edad,

peso Yy tipo de sintomatologia mostrada.

Las no diferencias respecto al sexo son consistentes con planteamientos de trabajos
anteriores en los que se reconoce gque no existe suficiente evidencia como para asegurar una
diferente susceptibilidad al moquillo respecto al sexo de los canes (Headley y Graca, 2000).
Con este supuesto concuerdan también estudios mas actuales realizados en Latinoamérica tales
como en Chile (Garde et al., 2013), Pert (Soto et al., 2018), Brasil (Gomes da Costa et al.,
2019), Colombia (Linares-Villalba et al., 2010). A ello se suman las investigaciones en otros

paises como en la India (Latha et al., 2007) y en Turquia (Gencay et al., 2004).

A pesar de lo anterior, también existen reportes regionales y de Ecuador en los que la
frecuencia de presentacion de sintomatologia clinica difiere respecto al sexo. Asi un trabajo
realizado en Cuba observa el predominio de esta afeccion en cachorros machos (Torres
Gonzalez et al.; 2017). Por su parte en Ecuador una investigacion en la que se revisaron todas
las historias clinicas de 12 consultorios veterinarios de Guaranda, mostré no solo una
prevalencia del 20 % de signologia compatible con Distemper sino ademas una frecuencia
mayor también en machos (Aldaz, 2017), con lo que concuerdan ademas los resultados de
Barros Figueroa (2015) en el Canton Naranjal de la provincia del Guayas. Contrariamente, la
investigacion de Zambrano (2014) en Manta aporta evidencias de que las hembras son las que

con mayor frecuencia se presentan afectadas.

Tomando estos resultados previos en contexto, se podria concordar en que la mayoria de los

estudios que relacionan el sexo de los canes con la frecuencia de infeccion por el virus del
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moquillo, son de corte transversal y no probabilisticos, por lo que la muestra empleada puede

no ser representativa de la poblacion de estudio.

En cuanto a la raza, la mestiza fue la que con mas frecuencia se present6 en la muestra con
mas del 50 % de los caninos afectados. A ésta le sigue en mucha menor proporcién la French
Poodle con un 16,66 %, mientras que las demas apenas estuvieron representadas con

porcentajes inferiores al 10 % cada una.

De forma similar a lo observado en este estudio, la sintomatologia entre los perros mestizos
no vacunados parece ser muy frecuente en porcentajes que van desde el 40 % hasta cerca del
65% (Headley y Graca, 2000; Torres Gonzalez et al., 2017; Linares- Villalba et al., 2010;

Zambrano, 2014).

Otros estudios sugieren ademas que una de las razas en las que con mayor frecuencia puede
presentarse el virus es en la French Poodle (Zambrano, 2014; Aldaz, 2017), tal y como se
observa en la presente investigacion. Si bien la preferencia racial del virus no se ha descrito
muy bien, algunos estudios sugieren que los perros braquicéfalos son menos susceptibles a la
encefalitis causada por Distemper (condicion potencialmente mortal en los cachorros) que los
dolicocéfalos (Headley y Graca, 2000; Barros Figueroa, 2015), por ello no es de extrafiar que

el French Poodle se encuentre entre los mas afectados en la muestra de estudio.

Por otro lado, se observa una tendencia a disminuir la presentacion de sintomatologia de
Distemper a medida que la edad del cachorro es mayor. De los datos se deduce que
aproximadamente dos de cada tres caninos (67,94 %) que muestran sintomatologia compatible
son menores de 6 meses de edad. Esto es concordante también con la observacion de que los
caninos mas afectados poseen un peso menor, lo que podria deberse a su corta edad y

desarrollo.
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En la revision sobre el tema que realizan Headley y Graca (2000) observan que los perros
jovenes son mas susceptibles a padecer de moquillo canino, lo que podria explicarse, segun
Barengo et al. (2018) por una caida paulatina de los anticuerpos maternos entre los 3 a 6 meses

de edad, lo que concuerda plenamente con lo observado en el presente estudio.

En cuanto a la sintomatologia mostrada se debe notar que las manifestaciones sistémicas
fueron las mas frecuentes (64,1 %) seguidas por las nerviosas (32,05 %) y como menos
frecuentes las oculares (3,84 %). Si bien los resultados del presente trabajo concuerdan con
otros respecto a la elevada frecuencia con la que se presenta la sintomatologia sistémica
respiratoria y gastrointestinal con mayor prevalencia (Aldaz, 2017; Soto et al., 2018; Garde et
al., 2013), no se debe olvidar que varias investigaciones sugieren lo contrario, dando mayor

prevalencia a la sintomatologia nerviosa (Zambrano, 2014).

Las diferencias anteriores se explican si se considera que los signos neurologicos podrian
ser una manifestacion mas tardia de la enfermedad, con un pronostico reservado a malo, el cual
se presenta después de progresar por la sintomatologia sistémica y ocular (Barengo et al.,
2018). A pesar de esto, Raurrel et al., (2018) sostienen que los signos neuroldgicos pueden
presentarse tempranamente entre la primera a tercera semana de la infeccion, asi como meses
después del cuadro clinico sistémico. Plantean ademas que puede presentarse aislado, sin
necesidad de manifestaciones sistémicas, aunque esto ocurre fundamentalmente en los perros

no vacunados y con edades menores a un afio.
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4.2. Resultados del ELISA cualitativo y cuantitativo.

Tabla 11. Resultados positivos y negativos segun la técnica empleada.

Cualitativo Cuantitativo Diferencia
Resultado

n % n % porcentual

Positivo 52 66,67 75 96,15

29,48
Negativo 26 33,33 3 3,85

Total 78 100 78 100

Nota: n, frecuencia absoluta de casos; %, frecuencia relativa de casos
respecto al total; *, se refiere a la diferencia porcentual en la deteccion de
casos positivos en ambas pruebas.

Figura 7. Frecuencia de casos positivos y negativos dependiendo de la técnica utilizada
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De la Tabla 11 y Figura 7 se observa una diferencia considerable en la frecuencia de casos
positivos propuestos por cada tipo de técnica, siendo aproximadamente un 29,5 % mayor en el

ELISA cuantitativo, en el que resultaron 75 casos positivos de 78 casos posibles (96,15 %),
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con solo tres casos negativos (3,85 %). En el ELISA cualitativo, el nimero de casos positivos
resultaron menores con un total de 52 casos (66,67 %) y por ende los que dieron negativos fue
mayor con 26 casos (33,33 %). Esto sugiere que no existe una buena concordancia entre el
diagndstico clinico-epidemioldgico realizado por el especialista y los resultados de la prueba
cualitativa, aspecto que concuerda con estudios previos al respecto (Linares-Villalba et al.,

2010).

Las técnicas inmunocromatograficas como la presentada por BIONOTE (2017) en el kit
Anigen Rapid CDV Ag Test empleado en la presente investigacion ha mostrado ser util en
procesos de despistaje o screening, por su sencillez, rapidez y economia. En fuentes
comerciales como Zetbio (n.d.) se le presenta con una sensibilidad y especificidad elevadas de
97,5 %y 99,2% respectivamente, mientras que otros autores indican que respecto al PCR puede
tener una sensibilidad y especificidad del 100 % cuando se emplea en muestras de hisopado o
raspado conjuntival (Barengo et al., 2018). A esto se suma el trabajo de Li et al. (2013) en el
que este tipo de técnica puede ser mas sensible al ELISA convencional para detectar el antigeno
viral en muestras de linfocitos sanguineos y en la conjuntiva palpebral. Contrariamente el
trabajo de Latha et al. (2007) no pudo corroborar la calidad diagndstica de este tipo de pruebas
con sensibilidades y especificidades bastante bajas a las indicadas. Esto puede explicarse
porque se trata de un test que puede ser susceptible a los cambios de temperatura, asi como a
la cantidad de antigenos virales obtenidos de la muestra a evaluar, por lo que debe tomarse la
muestra en etapas tempranas de la enfermedad por el riesgo de falsos negativos (Garde et al.,
2013; Barengo et al., 2018; Latha et al., 2007). En tal caso Raurrel et al. (2018) refieren que,
al ser un virus neurotrdpico, puede que no se detecte en tejidos como la conjuntiva y la piel en

casos estrictamente neuroldgicos.

Por otro lado, la mayoria de los autores consultados refieren que la deteccidn de altos titulos

de anticuerpos IgM en suero contra antigenos del virus del moquillo canino, son compatibles



72

con estadios tempranos o fase aguda de la infeccidn sugiriendo, con una alta sensibilidad, una
infeccion o multiplicacién viral en curso que puede detectarse hasta tres meses después de
iniciado el proceso infeccioso (Barengo et al., 2018; Blixenkrone-Moller, 1991; von Messling
et al., 1999; Garde et al., 2013). Por su parte, Linares-Villaba et al. (2010) indican que las
pruebas para detectar IgM en sangre pueden tener una sensibilidad del 93,1 % y del 95,5 %
respectivamente, mientras que otros observan que los titulos de IgM se correlacionan bien con
ensayos de elevada sensibilidad como los inmunofluerescentes (Waner et al., 2003) v los test

de neutralizacion viral (Gemma et al., 1995).

A pesar de lo anterior, la deteccion cuantitativa de IgM tiene como desventajas de que
ademas de requerir un equipamiento especial, puede reportar falsos negativos en pacientes
inmunosuprimidos en la fase aguda de la enfermedad (Raurrel et al., 2018). De forma contraria
en estudios de seguimiento de caninos afectados por este virus de que la determinacion
cuantitativa de 1gM puede aportar muchos falsos positivos, producto de una disminucion del

antigeno o carga viral mas no de este anticuerpo (Soma et al., 2003).

4.3. Resultados del tipo de ELISA segun sexo.

Tabla 12. Frecuencia de casos positivos y diferencia porcentual por sexo segun la técnica

empleada.
ELISA ELISA
Cuantitativo  Cualitativo
Sexo N n % n %  Diferencia porcentual
Macho 40 37 925 24 60,0 32,5
Hembra 38 38 1000 28 737 26,3
Diferencia porcentual* 7,5 13,7

Nota: *, se refiere a la diferencia de porcentajes por filas y columnas respectivamente; N, se refiere al total
de machos y hembras; n, se refiere al total de casos positivos, machos y hembras en cada técnica.
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Figura 8. Resultados positivos de las técnicas ELISA cuantitativa y cualitativa por sexo
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La Tabla 12 y Figura 8 muestran una leve diferencia de casos positivos en cuanto al sexo,
siendo predominantes las hembras. Esta diferencia se hace mas notable en el caso de la técnica
cualitativa, donde las hembras mostraron un 13,7 % mas de casos positivos, respecto a la

técnica cuantitativa donde solo fue de un 7,5 %.

Ademas, se observa que la técnica cuantitativa detecta méas casos positivos en machos y
hembras que la cualitativa. En este caso para los machos el ELISA cuantitativo detectd 37 casos
de los 40 cachorros que se presentaron (92,5 %) respecto a los 24 de 40 (60,0 %) con la técnica
cualitativa, lo que representa una diferencia porcentual de 32,5 % a favor de la primera. Para
las hembras, el las 38 fueron positivas por la técnica cuantitativa (100 %) respecto a los 28 de
la cualitativa (73,7 %), lo que representa un 26,3 % mas de casos positivos nuevamente en

favor del ELISA cuantitativo.

Como se menciond anteriormente, las evidencias hasta el momento no sugieren una
diferente susceptibilidad al virus del moquillo canino segun el sexo (Headley y Graca, 2000;
Garde et al., 2013; Soto et al., 2018; Gomes da Costa et al., 2019; Linares-Villalba et al., 2010;

Latha et al., 2007; Gencay et al., 2004). Por ello se considera en el presente estudio que las
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leves diferencias observadas en la prueba cualitativa podrian deberse a las limitaciones propias

de la misma como se detall6 en el apartado anterior.

4.4. Resultados del tipo de ELISA segln la edad.

Tabla 13. Frecuencias de casos positivos segun la edad del cachorro y técnica empleada.

Edad N ELISA Cuantitativo ELISA Cualitativo Diferencia

(meses) n % n % porcentual
2a3 33 31 93,9 23 69,7 24,2
435 20 19 95,0 15 75,0 20,0
6a7 11 11 100,0 2 18,2 81,8
8+ 14 14 100,0 12 85,7 14,3
Total 78 75 96,2 52 66,7 29,5

Nota: N, se refiere al total por grupo de edad; n, se refiere al total de casos positivos, para cada edad segln

la técnica empleada, % se refiere al total de casos positivos respecto al total por edad.

Figura 9. Frecuencia de resultados positivos por edad y técnica de ELISA

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

Frecuencia de casos positivos (%)

0,0

—o— Cuantitativo Cualitativo
““"U/¢ 100;0 +—100,0
+93;9 35,
85,7
75,0
69,7
18,2
2a3 4a5 6a’7 8+

Edad (meses)

EnlaTabla 13 y Figura 9 se observa que la técnica cuantitativa tiene una tendencia a reportar

mAs casos positivos a mayor edad, siendo el reporte de estos el 100 % a partir de 6 meses de
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edad. Sin embargo, en la técnica cualitativa, este comportamiento es muy irregular, con un
porcentaje muy bajo de resultados positivos precisamente en el intervalo de 6 a 7 meses. Para
los cachorros de 2 a 5 meses de edad se observa una diferencia porcentual entre ambos
procedimientos diagndsticos de 20 % o mas de casos positivos a favor de la técnica cuantitativa,
mientras que para los 8 0 mas meses esta diferencia fue menor (14,3 %). El dato mas llamativo
es la gran discrepancia porcentual observada para estos casos en el rango de edad de 6 a 7

meses que fue del 81,8% a favor del ELISA cuantitativo (11 casos vs. 2 casos respectivamente).

En el caso del test cuantitativo se podria explicar esta tendencia considerando la inmadurez
del sistema inmune de los cachorros y por ende una respuesta inmune menos eficiente que
conduce a menores titulos de anticuerpos (Headley y Graca, 2000; Barengo et al., 2018). Por
otro lado, los resultados observados para el test cualitativo a los 6 a 7 meses podria estar
relacionado con una disminucion de la carga viral en las zonas de obtencion de la muestra 'y

por ende una disminucion en la frecuencia de positivos por el test (Barengo et al., 2018).

4.5. Resultados del tipo de ELISA por peso.

Tabla 14. Frecuencias de casos positivos por cada tipo de ELISA y el peso del cachorro.

ELISA CUANTITATIVO  ELISA CUALITATIVO Diferencia

Peso (kg) N n % n % porcentual
l1a4,9 54 52 96,3 37 68,5 27,8
5a8,9 20 19 95,0 14 70,0 25,0
9al2 4 4 100,0 1 25,0 75,0
Total 78 75 96,2 52 66,7 29,5

Nota: N, se refiere al total por grupo de peso; n, se refiere al total de casos positivos, para cada peso segun la

técnica empleada, % se refiere al total de casos positivos respecto al total por edad.
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Figura 10. Frecuencia de casos positivos segun la técnica por peso
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Segun los resultados de la Tabla 14 y Figura 10, la técnica cuantitativa muestra méas casos
positivos en cualquiera de los pesos de los cachorros que la cualitativa. Se observa asi una
diferencia porcentual de 25 % o méas de casos positivos en el ELISA cuantitativo en los pesos
de 1 a 8,9 kg, mientras que para 9 kg o mas la diferencia porcentual es mucho mayor con 75 %
(4 casos positivos de la técnica cuantitativa por 1 de la cualitativa). Ademas, mientras en la
primera de las técnicas la tendencia es a proponer mas casos positivos a mayor peso, en el caso
de la deteccion cualitativa hay una disminucion significativa para el peso de 9 a 12 kg. Como
se mencion6 en parrafos anteriores, el titulo de anticuerpos puede elevarse con la edad y
concomitantemente con el peso del animal, dado el desarrollo inmunoldgico del mismo que
garantiza una respuesta humoral mas eficiente (Headley y Graca, 2000; Barengo et al., 2018).
Por su parte la técnica cualitativa empleada depende de la carga viral, la misma que puede estar
disminuyendo por la actividad del sistema inmune, asi como por la edad y la virulencia de la

cepa infectante (Barengo et al., 2018).
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4.6. Resultados del tipo de ELISA por sintomatologia presentada

Tabla 15. Frecuencia de casos positivos por tipo de ELISA y signos clinicos.

ELISA ) )
Signos N CUANTITATIVO ELISA CUALITATIVO D|ferert1C|a:
clinicos n % n % poreentua
Sistémicos 50 47 94,0 34 68,0 26,00
Nerviosos 25 25 100,0 17 68,0 32,00
Oculares 3 3 100,0 1 33,3 66,67
Total 78 75 96,2 52 66,7 29,49

Nota: N, se refiere al total por grupo de signos; n, se refiere al total de casos positivos, para cada signo
segun la técnica empleada, % se refiere al total de casos positivos respecto al total por signo clinico.

Figura 11. Frecuencia de presentacion de casos positivos segun la técnica empleada y la
sintomatologia clinica
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En la Tabla 15 y Figura 11 se puede observar que, en cuanto a la frecuencia de casos
positivos segun la sintomatologia, los resultados también muestran mas casos positivos en el
test cuantitativo para cualquiera de los signos manifiestos en los cachorros. De esta forma la

diferencia porcentual de casos detectados por la técnica cuantitativa para los signos sistémicos
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fue de 26 % (47 casos vs 34 casos respectivamente); en los signos nerviosos fue de 32 % (25
casos vs. 17 respectivamente) y en los signos oculares fue de 66,7 % (3 casos por ELISA
cuantitativo vs. 1 caso por el cualitativo). Asimismo, mientras el test cuantitativo reporta
positivos el 100 % de los casos con signos oculares y nerviosos, su contraparte cualitativa solo

muestra el 68 % de positividad en los signos sistémicos y un 33 % en los oculares.

En estas diferencias se deben considerar los principios o fundamentos diagndsticos de los
test empleados. En el caso del ELISA cualitativo depende de la carga viral en las zonas en las
que se toma la muestra, mientras que el cuantitativo se detecta la respuesta de anticuerpos de

fase aguda que aporta el hospedero.

En tal caso el trabajo realizado por Soma et al. (2003) en el que se hizo un seguimiento de
varias semanas del titulo de IgM y antigeno viral en suero de perros no vacunados con
sintomatologia clinica del virus, mostr6 que, en una segunda determinacion de estos
marcadores, el antigeno viral se reduce considerablemente, mas no asi el titulo de IgM el mismo

gue se mantenia elevado respecto al punto de corte.
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4.7. Resultados del tipo de ELISA segun la raza

Figura 12. Frecuencia de casos positivos segun la técnica empleada y la raza
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Para analizar los resultados segun la raza, se unieron categorias de esta variable por lo escaso
de la muestra. Los resultados muestran que en la raza Shih Tzu ambas técnicas proponen como
positivos al 100 % de los cachorros con sintomatologia acorde a la enfermedad, mientras que
en la French Poodle, ambas técnicas proponen la menor frecuencia de positividad (87,5 % vs.
56,3 %, para la Cuantitativa y Cualitativa respectivamente). A excepcion de la raza Shih Tzu,
en todas las demas razas la técnica cuantitativa propone una frecuencia mayor de casos
positivos: 25 % de diferencia porcentual de casos en la raza Beagle; aproximadamente 31 %

mas en las razas French Poodle y Mestiz y 33,3 % mas en las otras razas (Figura 12).

Considerando las frecuencias generales de casos positivos dados por ambas pruebas, es
comprensible que, en la mayoria de las razas, la frecuencia de éstos sea mayor en el ELISA
cuantitativo. Llama la atencion el caso de la raza French Poodle que para las técnicas

cuantitativa y cualitativa posee el menor titulo de anticuerpos y antigenos virales
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respectivamente. Considerando que esta raza es dolicocéfala, se pueden explicar las
observaciones realizadas si se tiene en cuenta que ésta posee una alta susceptibilidad a la
encefalitis causada por el virus en cuestion (Arlington et al., 2000; Barros Figueroa, 2015), lo

que puede aportar falsos positivos por ambas técnicas (Raurrel et al., 2018; Soma et al., 2003).

4.8. Resultados de los tipos de ELISA segun casos con desenlace fatal.

Tabla 16. Casos positivos segun la técnica de ELISA y desenlace fatal.

Casos positivos

Resultado

N ELISA Cuantitativo ELISA Cualitativo
Desenlace fatal (n) 22 22 13
% 28,2* 100,0** 59,1**
Diferencia porcentual - 40,9

Nota: N, nimero total de casos fatales; n, nimero de casos fatales que fueron positivos por cada
técnica; *, se calculd respecto a la frecuencia de mortalidad total (22 muertes/78 casos son
sintomatologia); **, es el porcentaje de casos fatales dados positivos por cada técnica.

Figura 13. Frecuencia de casos positivos en la muestra de cachorros con
desenlace fatal (n = 22)
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En la Tabla 16 y Figura 13 se presentan las frecuencias de casos positivos segun desenlace
fatal de la enfermedad. En la Tabla 16 se puede observar que del total de casos estudiados (n =
78), 22 murieron con sintomatologia clinica compatible con el virus del moquillo, lo que
representa el 28,2 % del total de la muestra. La mortalidad por el virus del moquillo canino es
muy variable y puede oscilar entre 4,73 % a 85 %. Esta elevada variabilidad puede deberse a
la alta frecuencia de caninos con edades entre los 2 a 6 meses, asi como de las diferencias en
las susceptibilidades a la encefalitis de las razas evaluadas en cada estudio (Headley y Graca,

2000., 2000; Aldaz, 2017).

Por otro lado, al comparar los resultados positivos de ambas técnicas en la Tabla 16 y Figura
13, se hace més notoria la diferencia en su capacidad para detectar estos casos de desenlace
fatal: la técnica cuantitativa propuso como positivos y por tanto de riesgo, el 100 % del total
de fallecidos, mientras que la cualitativa solo el 59,1 %, lo que representa una diferencia
porcentual del 40,9 %. Estos resultados sugieren que la técnica cuantitativa es mas eficiente en

detectar los cachorros que mueren con sintomatologia clinica sugestiva del virus.

Lo anterior se puede observar mejor en la tabla 17, en la que se subdividen las pruebas para
evaluar su capacidad discriminante respecto al desenlace fatal o no de los cachorros con signos
compatibles de la enfermedad de interés. Para comparar las mismas ademas se calcularon los
indicadores de pruebas diagnosticas como sensibilidad y especificidad, y los valores
predictivos positivo y negativo. La sensibilidad se debe interpretar como la proporcion de
cachorros que mueren gue son dados como positivos por la prueba diagnostica. Por otro lado,
la especificidad se refiere a la proporcién de sanos que realmente son identificados por el test
empleado. El valor predictivo de las pruebas diagnésticas empleadas por su parte se refiere a
la proporciéon de cachorros que realmente mueren o sobreviven del total de positivos o

negativos respectivamente (Diaz Arce, Beltran Carrefio y Cueva Sarmiento, 2018).
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Tabla 17. Frecuencias de casos positivos y negativos segun el tipo de ELISA 'y el desenlace
final de los cachorros

Desenlace Indicadores diagndsticos
ELISA Resultado
Murieron No murieron S E VPP VPN
Positivo 22 53
Cuantitativo i 100,0 54 29,3 100,0
Negativo 0 3
Positivo 13 39
Cualitativo i 59,1 30,4 25,0 654
Negativo 9 17

Nota: S: sensibilidad, E: especificidad, VPN: valor predictivo negativo, VVPP: valor predictivo positivo.

Con lo anterior se puede observar claramente que la sensibilidad del ELISA cuantitativo es
muy alta en comparacion con el cualitativo. Esto se comporta al revés para la especificidad,
que, aunque baja para ambas técnicas, la cualitativa resulta mejor que la cuantitativa. Por otra
parte, los valores predictivos positivos en ambos casos son bajos y similares entre si, no asi el
valor predictivo negativo, el que es mejor en el test cuantitativo. Estos resultados se interpretan
como que el ELISA cuantitativo puede detectar al 100 % de los cachorros que pueden morir
con sintomatologia clinica compatible con Distemper, pero para ello propone un nimero
elevado de falsos positivos o de cachorros que realmente no tienen un desenlace fatal, sino que
mejoran con el tratamiento. Por su parte, un resultado negativo en el test cuantitativo predice
segun los datos un muy bajo riesgo de muerte en los caninos, no asi con el test cualitativo, en

el que uno de cada tres de los que se indican negativos, muere.

Si bien el estudio no estuvo disefiado para evaluar el desempefio de los test en la deteccion
de Distemper, los analisis de los datos anteriores aportan evidencias de que el ELISA
cuantitativo es mejor que el cualitativo para descartar los casos de bajo riesgo de muerte entre
los caninos con sintomatologia compatible a esta enfermedad. De igual modo, es compatible

con casi el 100 % de los casos que posiblemente tienen esta patologia segun los signos
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presentes, aungue también se podria estar aportando un namero elevado de falsos positivos en

ambos casos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

e La técnica de ELISA cuantitativo propone un numero mayor de casos positivos
concordantes con la sintomatologia clinica (96,15 %) que la técnica cualitativa (66,67
%).

e Latécnica cuantitativa resulté positiva en el 92,5 % de los cachorros machos, respecto
al 60 % de la técnica cualitativa, resultando en una diferencia porcentual de 32,5 %.
En el caso de las hembras, el ELISA resulto positivo en el 100 % de los casos respecto
al 73,7 % del ELISA cualitativo, con una diferencia porcentual de 26,3 %.

e EI ELISA cuantitativo dio méas casos positivos en todas las edades de los cachorros,
con frecuencias que oscilan entre 93,9 % y 100 %, mientras que el ELISA cualitativo
dio resultados positivos que oscilaron entre 18,2 % y 85,7 %, siendo el minimo en la
edad de 6 a 7 meses.

e La técnica cuantitativa también reporté mas casos positivos en todos los pesos de los
cachorros analizados, con porcentajes que oscilan entre 95 % y 100 %, mientras que la
técnica cualitativa dio resultados entre el 25 %y el 70 %, con un minimo en el peso de
mas de 9 kg.

e EI ELISA cuantitativo detectd mas casos positivos segun los sintomas presentados, de
modo que las frecuencias oscilaron entre 94 % (sintomas sistémicos) y 100 %
(sintomas nerviosos y oculares). Por su parte el ELISA cualitativo result6 positivo en
el 33,3 % de los que tenian sintomatologia ocular, y 68 % en los que presentaron

sintomas sistémicos y nerviosos.
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A excepcion de los cachorros Shih Tzu donde ambas técnicas dieron positivas para el
100 % de sus integrantes, en las demas razas la técnica cuantitativa resultd en mas
casos positivos, con una diferencia porcentual que oscila entre el 25 % al 33,3 %.

La mortalidad observada en los cachorros fue del 28,2 %, de los cuales el 100 % resultd
positivo por la técnica cuantitativa respecto al 59,1 % de la técnica cualitativa, para
una diferencia porcentual del 40,9 % a favor de la primera.

La técnica cualitativa, si bien es menos costosa, rapida y facil de aplicar, podria estar
reportando muchos falsos negativos (bajo valor predictivo negativo de muerte de 65,4
%), mientras que la técnica cuantitativa por su parte, podria estarlo haciendo con los
falsos positivos (bajo valor predictivo positivo de muerte de 29,3 %).

La técnica cuantitativa es mejor para detectar los casos con alto riesgo de muerte,
aunque para ello propone muchos casos positivos. De forma similar, de todos los que

propuso como negativos, ninguno murié en el estudio.

5.2. Recomendaciones

Para evaluar el verdadero poder discriminante de las técnicas cualitativa y cuantitativa,
debe emplearse una metodologia en la que se pueda contar con un test o prueba de oro
con la cual contrastar los resultados obtenidos para esto podrian emplearse otras
técnicas moleculares como pruebas de referencia imperfecta, tales como el PCR, que
posea una elevada sensibilidad y especificidad.

Para los estudios prospectivos que persigan predecir la mortalidad con la técnica
cuantitativa, podrian emplearse curvas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor)
para identificar puntos de corte mas adecuados a la muestra de estudio ya que estas

constituyen un procedimiento estadistico para determinar la exactitud diagnostica de
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distintos tests. Ademas, se debe elevar el nimero de muestras para reducir el error en
las estimaciones realizadas.

En base al trabajo experimental se recomienda que si se utiliza la técnica de ELISA
Cualitativa como método para diagnosticar Distemper canino al momento de realizar
la prueba se debe usar la muestra de suero directa no diluida como describe el fabricante
ya que es probable que muestras con baja carga antigénica al ser diluidas no sean
detectadas por el test dandonos asi falsos negativos.

Se recomienda realizar un estudio mas amplio en diferentes clinicas veterinarias para
evaluar el verdadero poder predictivo de ambas pruebas diagndsticas empleando sueros
de pacientes caninos controles con sintomatologia similar al Distemper. Esto permitiria
ademas evaluar el verdadero poder discriminante de ambas pruebas.

La prueba cuantitativa podria dar una mejor idea de la gravedad de la enfermedad vy el
posible desenlace fatal, ya que todos los cachorros que murieron en el estudio,

resultaron positivos por esta prueba.
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7. Anexos

7.1. Datos de los pacientes
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NUmero | Sexo Raza Edad Resultado del Resultado del
ELISA Cualitativo | ELISA Cuantitativo
#1 Macho Mestizo 10 meses Negativo Positivo
#2 Macho Mestizo 2 meses Negativo Positivo
#3 Hembra Mestizo 10 meses Positivo Positivo
#4 Macho Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#5 Macho French 7 meses Positivo Positivo
#6 Hembra | Shih Tzu 12 meses Positivo Positivo
#7 Macho Mestizo 6 meses Negativo Positivo
#8 Macho Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#9 Macho Shih Tzu 10 meses Positivo Positivo
#10 Hembra Mestizo 5 meses Negativo Negativo
#11 Hembra Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#12 Hembra Mestizo 3 meses Positivo Positivo
#13 Hembra Mestizo 8 meses Positivo Positivo
#14 Macho French 11 meses Positivo Positivo
#15 Hembra Mestizo 4 meses Negativo Positivo
#16 Hembra Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#17 Macho French 2 Meses Negativo Positivo
#18 | Hembra Beagle 11 meses Positivo Positivo
#19 Macho French 12 meses Positivo Positivo
#20 Macho | Bull Terrier | 8 meses Positivo Positivo
#21 Hembra Mestizo 3 meses Positivo Positivo
#22 Macho | Dachshund 6 meses Negativo Positivo
#23 Hembra Mestizo 5 meses Positivo Positivo
#24 Macho French 12 meses Negativo Positivo
#25 Macho Mestizo 3 meses Positivo Positivo
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#26 Macho Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#27 Hembra Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#28 Hembra Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#29 Macho Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#30 Hembra Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#31 Hembra Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#32 Hembra Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#33 Hembra Mestizo 2 meses Negativo Positivo
#34 | Hembra Mestizo 6 meses Positivo Positivo
#35 Macho Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#36 Hembra Golden 5 meses Positivo Positivo
#37 Hembra Mestizo 6 meses Negativo Positivo
#38 Hembra French 3 meses Positivo Positivo
#39 Macho Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#40 Hembra Mestizo 5 meses Negativo Positivo
#41 Hembra Mestizo 6 meses Negativo Positivo
#42 Macho Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#43 Hembra Mestizo 4 meses Negativo Negativo
#44 Macho Mestizo 7 meses Negativo Positivo
#45 Macho Pastor 2 meses Positivo Positivo
Aleman
#46 Macho Mestizo 2 meses Positivo Positivo
#AT Hembra French 2 meses Positivo Positivo
#48 Hembra French 3 meses Negativo Positivo
#49 Macho French 2 meses Negativo Negativo
#50 Macho Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#51 Hembra Golden 4 meses Positivo Positivo
#52 Macho Mestizo 3 meses Positivo Positivo
#53 Macho Beagle 12 meses Positivo Positivo
#54 Macho French 3 meses Positivo Positivo
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#55 Macho Mestizo 2 meses Negativo Positivo
#56 Hembra Mestizo 3 meses Negativo Positivo
#57 Macho Mestizo 8 meses Positivo Positivo
#58 Hembra Pekinés 8 meses Positivo Positivo
#59 Hembra Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#60 Macho Mestizo 6 meses Negativo Positivo
#61 Macho Akita 2 meses Positivo Positivo
#62 Hembra Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#63 Macho French 5 meses Positivo Positivo
#64 Hembra | Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#65 Macho Pastor 4 meses Negativo Positivo
Aleman
#66 | Hembra French 6 meses Negativo Positivo
#67 Macho French 3meses Positivo Positivo
#68 Hembra French 3 meses Positivo Positivo
#69 Hembra Mestizo 4 meses Positivo Positivo
#70 Hembra | Shih Tzu 2 meses Positivo Positivo
#71 Hembra Mestizo 3 meses Positivo Positivo
#72 Macho | Rottweiler 3 meses Negativo Positivo
#73 Hembra Mestizo 5 meses Positivo Positivo
#74 Macho Beagle 6 meses Negativo Positivo
#75 Macho Mestizo 7 meses Negativo Positivo
#76 Macho Beagle 3 meses Positivo Positivo
#H17 Macho French 2 Meses Negativo Negativo
#78 Macho French 8 meses Positivo Positivo




7.2 Sintomatologia y desenlace de los pacientes
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NUmero Sintomatologia Estado

#1 Fiebre, tos por las mafanas, secrecion nasal | Desenlace fatal
mucopurulenta, secrecion ocular, apatia, disminucion
del peso corporal e inapetencia.

#2 Tos, secrecion nasal, diarrea de mal olor, vomitosy | Desenlace aparentemente
depresion. favorable

#3 Secrecion nasal, diarrea verdosa, tos, decaimiento, Desenlace fatal
dermatitis, alopecia, hiperqueratosis de la nariz.

#4 Decaimiento, pastulas en la zona abdominal, Desenlace fatal
vomitos, diarrea verdosa, convulsiones y
deshidratacion.

#5 Secrecion nasal verdosa, tos, fiebre, inapetencia y Desenlace aparentemente
disminucion del peso. favorable

#6 Hiperqueratosis en las almohadillas plantares, Desenlace aparentemente
espasmos, descoordinacion y convulsiones. favorable

#7 Melena, tos, secreciones oculares, disnea, fiebre, Desenlace aparentemente
deshidratacion. favorable

#8 Letargo, falta de apetito, diarrea, secreciones nasales | Desenlace aparentemente
y oculares, tos, fiebre, hiperqueratosis de las favorable
almohadillas plantares y disminucion de peso.

#9 Gastroenteritis, espasmos, convulsiones, fiebre, Desenlace aparentemente
descarga nasal de color verde, descoordinacion. favorable

#10 Diarrea, vomitos, lagafias, caquexia, conjuntivitis, Desenlace aparentemente
descarga nasal, inapetencia y fiebre. favorable

#11 Fiebre, tos, secrecion ocular, vomitos, diarrea, Desenlace fatal
decaimiento, inapetencia y presenta ulcera corneal.

#12 Hiperqueratosis de las almohadillas plantares, Desenlace fatal
decaimiento, alopecia en las extremidades,
descamacion y convulsiones.

#13 Letargo, hiperqueratosis de las almohadillas Desenlace aparentemente
plantares, caquexia, vomitos, fiebre, deshidratacién, | favorable
gastroenteritis, melena, decaimiento, alopecia en las
extremidades, pérdida de apetito.

#14 Letargo, vomitos, melena, heces fétidas, Desenlace aparentemente

hiperqueratosis de las almohadillas plantares,
inapetencia, alopecia, y deshidratacion severa.

favorable
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#15 Melenas, estornudos, vomitos, secrecion nasal Desenlace fatal
transparente.

#16 Decaimiento, espasmos, convulsiones, dificultad en | Desenlace aparentemente
la coordinacién de los movimientos de los miembros | favorable
posteriores.

#17 Gastroenteritis, espasmos musculares, vomitos, Desenlace fatal
decaimiento, inapetencia, disminucion de peso y
deshidratacion.

#18 Diarrea pastosa, fiebre, moquera, fiebre, Desenlace aparentemente
deshidratacion, caquexia, decaimiento, abrasiones en | favorable
la piel de las almohadillas plantares y gastroenteritis.

#19 Ataxia, mioclonias, depresion, decaimiento, Desenlace aparentemente
caquexia, disminucion del apetito y convulsiones. favorable

#20 Tos, fiebre, heces de color verdoso, disminucion de | Desenlace fatal
peso y dolor abdominal.

#21 Decaimiento, disnea, secrecién nasal y ocular, Desenlace aparentemente
vomito, fatiga, fiebre, deshidratacion y dermatitis. favorable

#22 Diarrea de color café oscuro, decaimiento, heces Desenlace aparentemente
fetidas y melena. favorable

#23 Convulsiones, decaimiento y apatia. Desenlace aparentemente

favorable

#24 Diarrea, fiebre, decaimiento, secrecion nasal verdosa | Desenlace fatal
y secrecion ocular.

#25 Fiebre, decaimiento, deshidratacién, vomito, diarrea, | Desenlace fatal
descoordinacion y convulsiones.

#26 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomito y fiebre. favorable

#27 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace fatal
vomito y fiebre.

#28 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomito y fiebre. favorable

#29 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomito y fiebre. favorable

#30 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomito y fiebre. favorable

#31 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente

vomito y fiebre.

favorable
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#32 Descarga nasal mucopurulenta, tos, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomito y fiebre. favorable
#33 Gastroenteritis, vomito, diarrea y tos. Desenlace aparentemente
favorable
#34 Convulsiones, espasmos y paralisis en las Desenlace aparentemente
extremidades anteriores. favorable
#35 Espasmos, convulsiones, decaimiento. Desenlace aparentemente
favorable
#36 Vomitos, caquexia, disminucion del peso, tos, fiebre. | Desenlace aparentemente
favorable
#37 Disminucion del peso, decaimiento, inapetencia, Desenlace aparentemente
secrecion nasal verdosa y secrecion ocular, melena. | favorable
#38 Ulcera coOrnea, diarrea, vomitos, espasmos, secrecion | Desenlace aparentemente
nasal y secrecion ocular y presenta tos. favorable
#39 Mioclonias, apatia, anorexia, fiebre, convulsionesy | Desenlace aparentemente
disminucion del peso corporal. favorable
#40 Diarrea, costras en la nariz, secrecion nasal y diarrea | Desenlace fatal
pastosa.
#41 Secrecion nasal y ocular, tos, gastroenteritis, lagafias, | Desenlace aparentemente
vomito, fiebre, caquexia y decaimiento. favorable
#42 Hiperqueratosis en las almohadillas plantares, Desenlace fatal
secreciones oculares verdosas, fiebre, disminucion de
peso y decaimiento.
#43 Tos, bronquitis, inapetencia, fiebre, mal olor, Desenlace aparentemente
anorexia y secrecién nasales y oculares de color favorable
verde claro.
#44 Vomitos, diarrea, secrecion nasal verdosa, fiebre y Desenlace aparentemente
presenta tos. favorable
#45 Caquexia, secreciones nasales y oculares, Desenlace aparentemente
hipertermia, diarrea y ganglios inflamados. favorable
#46 Secrecion nasal serosa y ocular mucopurulenta, Desenlace aparentemente
alopecia, decaimiento, convulsiones, espasmos favorable
musculares y gastroenteritis.
#47 Mioclonias, ataxia, hiperqueratosis en la nariz, Desenlace aparentemente

decaimiento, disminucién de peso, esta agresivo y ha
presentado convulsiones.

favorable
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#48 Diarrea, dermatitis, disnea, secrecion ocular serosa, Desenlace aparentemente
secrecion nasal mucopurulenta, estornudos, letargo, | favorable
inapetencia.

#49 Depresion, decaimiento, vomitos, apatia, secrecion Desenlace aparentemente
nasal verdosa y secrecion ocular mucopurlenta y favorable
viscosa Y respiracion abdominal.

#50 Gastroenteritis, deshidratacion, vomitos, espasmos Desenlace fatal
musculares, tos y diarrea fétida.

#51 Tos, fiebre intermitente, melena, vémitos, Desenlace aparentemente
deshidratacién, dolor abdominal y tics nerviosos. favorable

#52 Heces fétidas, deshidratacion, disminucion de peso y | Desenlace aparentemente
depresion, vomitos y depresion. favorable

#53 Secrecion nasal y ocular verdosa, decaimiento, Desenlace aparentemente
vomitos, tos, disnea, diarrea, e hinchazon de los favorable
parpados.

#54 Decaimiento, inapetencia, letargo, vomitos, Desenlace aparentemente
disminucion de peso, hiperqueratosis en las favorable
almohadillas plantares y secreciones nasales y
oculares mucopurulentas.

#55 Apatia, secrecion ocular mucopurulenta y diarrea Desenlace aparentemente
fétida. favorable

#56 Diarrea, vémitos, fiebre, tos, secrecion ocular Desenlace fatal
mucopurulenta y gastroenteritis.

#57 Diarrea fétida, hiperqueratosis plantar, alopecia en Desenlace aparentemente
las extremidades posteriores y convulsiones. favorable

#58 Diarrea, voémito, secrecion nasal serosa, secrecion Desenlace fatal
ocular verdosa, fiebre, deshidratacion, tos, letargo.

#59 Convulsiones, decaimiento, anorexia, caquexia, Desenlace aparentemente
ataxia, espasmos musculares, vomito y camina en favorable
circulos.

#60 Apatia, inapetencia, secrecion ocular mucopurulenta, | Desenlace aparentemente
dolor, ganglios inflamados, fiebre. favorable

#61 Vomito, diarrea, convulsiones, camina en circulos y | Desenlace aparentemente
anorexia. favorable

#62 Secrecidn nasal mucopurulenta, fiebre, letargo, Desenlace aparentemente

decaimiento, convulsiones y apatia.

favorable
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#63 Vomito, ganglios inflamados, apatia, anorexia, Desenlace fatal
caquexia.
#64 Tos, disnea, secreciones nasales verdosas, Desenlace aparentemente
gastroenteritis, convulsiones. favorable
#65 Fiebre, vomito, diarrea pastosa, inapetencia y Desenlace aparentemente
secrecién nasal transparente. favorable
#66 Vomito, diarrea verdosa, alopecia abdominal. Desenlace aparentemente
favorable
#67 Melena, decaimiento, tos, secrecidn nasal viscosa, Desenlace aparentemente
secrecion ocular verdosa y caquexia. favorable
#68 Ganglios inflamados, alopecia abdominal y letargia. | Desenlace aparentemente
favorable
#69 Secrecidn ocular, ganglios inflamados, decaimiento, | Desenlace fatal
inapetencia.
#70 Diarrea, convulsiones, apatia, disnea, paralisis de las | Desenlace aparentemente
extremidades posteriores. favorable
#71 Secrecidn nasal y secrecion ocular, vomito, Desenlace fatal
decaimiento, diarrea y espasmos musculares.
#72 Debilidad, secrecién nasal, secrecion ocular serosa, Desenlace aparentemente
vomitos, caquexia, diarrea. favorable
#73 Fiebre, inapetencia, disnea, secrecion nasal Desenlace fatal
mucopurulenta, secrecidn nasal verdosa, espasmos
musculares.
#74 Secrecidn nasal y ocular, dermatitis abdominal, Desenlace fatal
caquexia y deshidratacion.
#75 Fiebre, secrecidn ocular vomitos, inapetencia y Desenlace aparentemente
apatia. favorable
#76 Secrecion nasal ocular, letargo, disnea, tos y diarrea. | Desenlace aparentemente
favorable
#H17 Tos, fiebre, apatia, vomito y diarrea. Desenlace aparentemente
favorable
#78 Secrecidn nasal, apatia, anorexia, letargo, Desenlace aparentemente

deshidratacion e hipertermia.

favorable




108

7.3. Fotografias del trabajo experimental

7.3.1. Fotografias del ELISA Cualitativa

Foto 2. Pesaje del paciente

Foto 3. Toma de Temperatura
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Foto 4. Examen Fisico

Foto 6. Desinfeccion de la zona de venopuncion
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Foto 7. Toma de Muestra

Foto 9. Colocacidn de las muestras de sangre en la
Centrifuga
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Foto 12. Lectura de Resultados
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Foto 13. Rotulacion de muestras

Foto 15.Colocacion del suero en el congelador a- 4 °C

7.3.2. Fotografias del ELISA Cuantitativo

Foto 16. Transporte de Muestras al Laboratorio



Foto 17. Realizacion de la tabla simuladora de la placa
antigenada

Foto 18. Homogenizacion de las muestras

Foto 19. Colocacion del suero en el diluyente
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Foto 20. Preparacion de la solucién de lavado

Foto 21. Colocacion del Suero diluido en la placa

Foto 22. Lavados de la placa antigenada
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Foto 25.Colocacién del sustrato y solucion de frenado
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Foto 26. Lectura a 450 nm
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