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cditoria

¢/ Quieres ser duefa de tu futuro?
La clinica veterinaria que no deberia
desaparecer

B Quién me iba a decir a mi que escribirfa una editorial para la revista de Clinica
Veterinaria de Pequefios Animales de AVEPA? En un nimero en el que se
hablard de una revisién del método de diagnéstico de urgencias A-FAST o de la
interpretacién del proteinograma en hurones, pues aqui estoy yo hablando de la
gestion de los centros (que no de la aburrida administracién de los mismos), entre
la suplementacién en cachorros, y las secciones habituales de la revista.

No recuerdo la primera vez que vi la revista, o quizas no lo quiera decir porque
darfa pistas de cudntos afios llevo de veterinario clinico. Tanto como algunos de los que
la leen tienen de vida. En cualquier caso, la clinica veterinaria sigue cambiando y no
podemos darle la espalda.

Ignacio Mérida Isla Hace poco hablaba de cémo las clinicas crecen gracias al esfuerzo de los veterinarios y
Veterinario y consultor las veterinarias que apuestan por ser duefios de su destino. De cémo ese crecimiento es
mgé\(/:sermvp bVM muchas veces poco organizado y un poco cadtico, pero siempre con el bienestar de las

mascotas por encima de todo. Y la gestion es ese mal necesario que sufren.

Ahorallega unanueva generacién de profesionales, con mejores herramientas diagndsticas
y técnicas que ninguna otra generacion, y esa gestién de los centros puede pasar a ser
externalizada, con consecuencias que estamos viendo en los paises que ya lo vivieron
(peores condiciones laborales, malos resultados clinicos y una peor percepcién por parte de los duefios de mascotas).
Los veterinarios deberian ser duefios de su destino, y para ello deben darse cuenta de que existen soluciones que de
verdad funcionan para esos problemas que, en ocasiones, no saben que tienen. De la misma manera que el cliente
viene por una pastilla para “lo del picor”, y resulta que sabemos que necesita su raspado y su cultivo para que le
demos la pastilla, en los centros veterinarios hace falta que sus propietarias (80% de los veterinarios de pequefios
animales son mujeres) acepten que pueden ser duefias de su destino. Es esencial que dejen de medirse tinicamente
por éxitos veterinarios quirtrgicos y médicos; ser una buena veterinaria es algo mds que eso. Implica tener un centro
donde los empleados quieran trabajar y desarrollar proyectos vitales, donde los clientes vuelvan y refieran a sus
amigos, y que, al llegar a casa a tu hora, te reciba un proyecto vital que es el que buscabas.

Simon Sinek lo define como el juego del finito y el infinito. El primero es la biisqueda de resultados a corto plazo;
mientras que el segundo es la necesidad de encontrar soluciones que perduren en el tiempo. En el equilibrio se
encuentra el éxito. Las nuevas opciones de veterinaria se centran en exceso en el juego finito, en resultados a corto
plazo por la urgencia de los nuevos duefios. Las clinicas tradicionales centran su éxito en una estrategia basada en
el medio y largo plazo, una carrera profesional, muchas veces por encima de resultados financieros. Muchos centros
independientes tienen més personal del que realmente necesitan, esto hace que los niveles de estrés sean menores y
que los empleados prefieran trabajar con ellos (y no tnicamente para ellos).

Cuando a mi me preguntan si pueden adquirir un equipamiento u otro, yo les digo que no es un problema
el adquirirlo, sino el no utilizarlo lo suficiente. Lo mismo se aplica al equipo humano: el problema nunca es un
veterinario de mds, sino que esté poco motivado y piense que la hierba es mds verde en el jardin de al lado (que mal
quedan traducidas algunas expresiones inglesas). Decia Henry Ford: “es peor que formar un empleado y que se vaya,
el no hacerlo y que se quede”. Pero no solo de conocimientos vive la mujer veterinaria, también de una remuneracién
adecuada, de unos horarios compatibles con los proyectos vitales y de un crecimiento que puede implicar el formar
parte de los que toman las decisiones en el centro.

Asi que os dejo con articulos muy interesantes sobre proteinogramas en hurones, suplementacion con proteinas
plasmaticas en cachorros, uso de A-FAST en urgencias, y las secciones habituales de cada nimero: “Caso clinico de...”
que en este caso trata de cirugfa oncoldgica, “Cual es tu diagnéstico” y “Galeria de imdgenes” de complicaciones
durante la monitorizacion anestésica.

Un saludo y nos vemos en Sevilla.

Ignacio Mérida Isla
Veterinario y consultor
MBA CertAVP DVM MRCVS
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A-FAST y T-FAST (Parte 1) - Ecografia abdominal
y toracica en urgencias

A-FAST & T-FAST (PART I) - Abdominal & Thoracic Focussed Assessment with
Sonography for Trauma in Emergencies

A. Garcia-Fernandez, N. Aguilar-Gallego
Servicio de Diagnéstico por Imagen. Hospital Clinico Veterinario UCH-CEU. ¢/ Santiago Ramén y Cajal s/n.
46115 Alfara del Patriarca (Valencia).

Resumen
La evaluacion focalizada con ecografia o FAST (acrénimo del inglés: “Focussed Assessment with Sonography for
Trauma”) ha llegado a ser la prueba de eleccién en la deteccién de liquido libre, tanto en medicina humana como en
veterinaria, en los pacientes inestables para el manejo y diagnéstico de lesiones intraabdominales. Debe realizarse a la
vez que se estan llevando a cabo otras terapias de soporte y diagnéstico, tanto en el servicio de urgencias como en las
unidades de cuidados intensivos (UCI). Dicha técnica consiste en la deteccién de liquido libre mediante cuatro vistas
ecograficas en el abdomen (hepatodiafragmatica, esplenorrenal, cistocélica y hepatorrenal). Para un procedimiento
mas exhaustivo, se debe registrar la presencia o ausencia de liquido, obteniéndose la puntuacién de fluido abdominal
o AFS (“Abdominal Fluid Score”), que puede tenerse como referencia a la hora de valorar posibles sangrados activos.
Se debe tener en cuenta que valores de AFS de 1 o 2 pueden ser considerados normales en animales cachorros o

adultos sanos.

Palabras clave: ecografia, A-FAST, abdomen, liquido libre, urgencia.
Keywords: ultrasound, A-FAST, abdomen, free fluid, emergency.

Clin Vet Peq Anim 2022, 42 (1): 7-13

Introduccion

Desde los afios 90, en medicina humana, la
evaluacién focalizada con ecografia para los
traumatismos (“Focussed Assessment with Sonography
for Trauma” o FAST) ha sido ampliamente estudiada
y ha llegado a ser una de las pruebas diagnésticas
de eleccion para la determinacién de la presencia de
liquido libre en diferentes espacios, sobre todo en
pacientes inestables.'® Para poder diferenciar la FAST
tordcica de la abdominal, las dos han sido nombradas
como T-FAST y A-FAST, respectivamente.'*

En veterinaria, los estudios muestran que mayori-
tariamente la técnica FAST se usa en el diagnéstico y
manejo de lesiones intraabdominales, especialmente
cuando se realiza de manera seriada y para cuantificar
la cantidad de liquido libre presente.'?

Este tipo de examen es un test diagndstico inicial
ideal, no solo porque ayuda a detectar de una mane-
ra temprana la presencia de liquido peritoneal, sino
porque sobre todo es un método rdpido, no invasivo
y seguro que puede ser repetido si el estado del pa-
ciente cambia y, ademds, se realiza con un ecégrafo
que puede ser portdtil.*5” También se ha visto que la
sensibilidad y la especificidad del examen FAST sigue

Contacto: ana.g.fdez@hotmail.com
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siendo bastante alta aun siendo realizada por personal
no especialista en diagndstico por imagen.*¢”

El objetivo de este articulo es describir cémo se rea-
liza una A-FAST, sus diferentes usos y una serie de
técnicas diagnoésticas ttiles empleadas en urgencias en
pacientes inestables.

¢Cuando se debe realizar un A-FAST?
La realizacién de un examen A-FAST deberia ser lo
antes posible, a continuacién del examen de triaje des-
pués de que el paciente haya entrado en la unidad de
cuidados intensivos, a la vez que se estdn realizando
otras terapias de soporte y de diagnéstico.'?
Cualquier caso sospechoso de haber recibido un
traumatismo, pacientes colapsados (recuperados o
no) con hipotensién, taquicardia y alteracién del es-
tado mental sin causa justificada, casos anémicos y
que no responden a tratamiento, cualquier animal
postquirtdrgico con riesgo de sangrado o peritonitis,
y animales con sospecha de esta tltima son casos en
los que estd indicado realizar un A-FAST.* Aunque se
debe tener en cuenta que un A-FAST nunca debe ser
sustituto de una ecograffa abdominal propiamente
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dicha en pacientes que lo necesiten.

Cuando se tienen pacientes criticos, se ha visto que
examenes seriados A-FAST permiten la deteccién de
liquido abdominal que no ha sido identificado en el
estudio inicial y, sobre todo, permiten la deteccién de
cambios en la cantidad de liquido a medida que tras-
curre el tiempo."**

En el caso de un traumatismo penetrante, en medici-
na humana se ha visto que la técnica de A-FAST es me-
nos sensible a la hora de detectar lesiones intraabdomi-
nales, ya que la técnica omite gran parte del abdomen
y puede no detectarse una lesién muy localizada.**?

Técnica de A-FAST y AFS

La técnica de A-FAST consiste en la visualizacién
del diafragma, el higado con la vesicula biliar, el bazo,
los rifiones, el intestino y la vejiga para la deteccién de
liquido libre, el cual en ecografia se observa anecoico
y tiende a localizarse en las zonas mds dependientes,
como dareas triangulares rodeadas de 6rganos.'**”

Este examen se basa en un protocolo de cuatro vis-
tas evaluadas en el sentido horario, cuya realizacién ha
sido validada tanto en dectbito lateral derecho como
izquierdo y que no tarda en completarse mas de unos
3-6 minutos de media.'*?

Las vistas estdndar son las siguientes:

- Vista subxifoidea (Fig. 1A): Permite una evaluacién
de la zona hepatodiafragmadtica (HD) y de la ve-
sicula biliar (Fig. 1B)."*” Aunque no estd incluido en
el A-FAST, si en esta vista se sittia la sonda ecogra-
fica en la zona del xifoides y se cambia la profundi-
dad, se puede evaluar la zona distal del diafragma
y parte del corazén (Fig. 1C). Esta maniobra per-
mitird, aparte de la deteccién de liquido libre en CORAZON
la zona HD, su posible visualizacién en el espacio
pleural y pericdrdico (Fig. 1D)."

- Vista del flanco izquierdo (Fig. 2A): Permite una
evaluacién del drea esplenorrenal (SR) y de la
zona entre la pared abdominal y el bazo (Figs. 2B
y 2Q).147

- Vista caudal (Fig. 3A): Permite un chequeo del
drea cistocélica (CC), evaluando el aspecto mds
craneal de la vejiga en una vista longitudinal de la
misma (Figs. 3B y 3C).147

- Vista del flanco derecho (Fig. 4A): Permite la eval-
uacién del drea hepatorrenal (HR) y de la zona

Figura 1. (A) Posicionamiento de la sonda de ecografia para obtener la vista
subxifoidea. (B) Imagen ecografica del area hepatodiafragmatica (HD) de un
perro sano en la que se observa el higado (H) y la vesicula biliar (VB) en corte
longitudinal y el diafragma (D). Cr: craneal; Cd: caudal. (C) Imagen ecografica
del area hepatodiafragmatica (HD) de un perro sano a mayor profundidad, en la
que se observa el corazén y la zona distal del diafragma (D), ademas del higa-
do (H) y de la vesicula biliar (VB) en corte longitudinal. Cr: craneal; Cd: caudal.
(D) Imagen ecografica del area hepatodiafragmatica de un gato con linfoma
multicéntrico, en la que se observa la presencia de liquido libre anecogénico
(LL) entre el diafragma (D) y el higado (H), ademas de en el espacio pleural
(asterisco). Cr: craneal; Cd: caudal.

8 AVEPA



Figura 2. (A) Posicionamiento de la sonda de ecografia para obtener
la vista del flanco izquierdo. (B) Imagen ecografica del area esplenorre-
nal (SR) de un perro sano, en la que se observa el bazo (B) y el rifidn
izquierdo (RI) en corte longitudinal. Cr: craneal; Cd: caudal. (C) Imagen
ecografica del area esplenorrenal (SR) de un perro con hemoabdomen,
en la que se observa liquido libre anecogénico (flechas rojas) alrededor
del bazo (B) y la grasa peritoneal ligeramente hiperecogénica (asteris-
cos). Cr: craneal; Cd: caudal.

entre las asas intestinales, rifién derecho y pared
abdominal (Figs. 4B y 4C)."*7
Aunque se ha demostrado que la revisién de los 6r-
ganos en cualquiera de estas vistas en un solo plano
(longitudinal, normalmente) tiene un fuerte acuerdo
en comparacién con las dos vistas (tanto sagital como

AN
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Figura 3. (A) Posicionamiento de la sonda de ecografia para obtener la
vista caudal. (B) Imagen ecogréfica del area cistocélica (CC) de un perro
sano, en la que se observa la vejiga (V) y el colon en corte longitudinal.
Cr: craneal; Cd: caudal. (C) Imagen ecogréfica del area cistocdlica (CC)
de un perro con hemoabdomen, en la que se observa la presencia de
liquido libre anecogénico (LL) cranealmente a la vejiga (V). Cr: craneal;
Cd: caudal.

transversal), se recomienda realizarla en los dos pla-
nos, girando la sonda 90° para pasar de una a otra."*
A la hora de contabilizar la presencia de fluido ab-
dominal, en medicina humana se utiliza un sistema
semicuantitativo usando la A-FAST para conocer el
grado de hemorragia intraabdominal, que a su vez fue
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Figura 4. (A) Posicionamiento de la sonda de ecografia para obtener
la vista del flanco derecho. (B) Imagen ecografica del area hepatorrenal
(HR) de un perro sano, en la que se observa el higado (H) y el riion
derecho (RD) en corte longitudinal. Cr: craneal; Cd: caudal. (C) Imagen
ecografica de asas de intestino delgado obtenida de un perro con he-
moabdomen durante la realizacién de la vista hepatorrenal, en la que se
observa la presencia de moderada cantidad de liquido libre anecogé-
nico (LL) entre las mismas, ademds de su corrugacién (flecha roja). Cr:
craneal; Cd: caudal.

desarrollado en un estudio realizado en 2009 por Lis-
ciandro et al. en medicina veterinaria.’

El sistema veterinario de puntuacién de fluido abdo-
minal (“Abdominal Fluid Score” o AFS) consiste en asignar
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una puntuacién en funcién de si
existe o no la presencia de li-
quido libre en cualquiera de

las vistas realizadas duran-

te el examen A-FAST, y de

ir reevaluando de manera
seriada cada 4 horas o de
forma mads frecuente si exis-

te un deterioro hemodindmi-
co del paciente, para monitori-
zar su posible evolucién (Fig. 5).'%
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Figura 5. Imagen extraida del articulo “Evaluation of an abdominal fluid
scoring system determined using abdominal focused assessment with
sonography for trauma in 101 dogs with motor vehicle trauma” publica-
do por Lisciandro et al. en la que se muestra el diagrama del sistema de
puntuacién mediante el AFS.

De esta forma se obtendrian las siguientes puntua-
ciones:

- AFS 0: Si no existe presencia de liquido libre en
ninguno de los 4 cuadrantes.

- AFS 1: Si hay evidencia de fluido en 1 de los 4 cua-
drantes.

- AFS 2: Si se observa efusién peritoneal en 2 de los
4 cuadrantes.

- AFS 3: Si existe liquido libre en 3 de los 4 cua-
drantes.

- AFS 4: Si hay fluido intraabdominal en los 4 cua-
drantes.

Ademads, este sistema de puntuaciéon también sirve
como marcador para conocer el grado de dafio intraab-
dominal si existen valores elevados de AFS, y se puede
asociar con posibles disminuciones del hematocrito, la
necesidad de transfusiones sanguineas y elevaciones
de ALT y lactato, lo que lleva a una mayor probabili-
dad de que sean pacientes que hayan recibido un trau-
matismo mds severo.**?

También se ha observado que valores de AFS que au-
mentan progresivamente en las A-FAST seriadas se co-
rresponden con sangrados activos, por lo que a la hora
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de usar dosis de fluidoterapia para resucita-
cién hemodindmica, esta puntuacién tam-
bién puede ayudar a tomar decisiones.>®

Por tltimo, se debe tener en cuenta que
pequefias cantidades de liquido libre ab-
dominal (AFS 1 o 2) en perros sanos o
cachorros es normal, cuando presentan
zonas con unas dimensiones maximas de
3 mm x 3 mm, y cuando son bandas a lo
largo del diafragma de 3 mm de ancho; por lo
que no se deben confundir con posibles efusiones
peritoneales patoldgicas.?

Determinar la causa de la lesion

El hemoabdomen y uroabdomen son dos de las al-
teraciones mads frecuentes en perros tras un trauma-
tismo abdominal. Ambos son faciles de detectar en un
A-FAST, pero para confirmarlos es necesario realizar
una abdominocentesis y el andlisis del liquido extrai-
do si esta prueba resulta positiva, ya que no es posible
diferenciar, mediante ecografia, la sangre de la orina u
otros tipos de fluidos, como la bilis o contenido diges-
tivo tras una rotura intestinal.**

En pequefios animales, los traumatismos hepéticos
y esplénicos son las causas més comunes de hemorra-
gias abdominales, y la sensibilidad para detectarlas
ecograficamente varfa mucho, desde un 41 % hasta un
80 %.! En medicina humana se ha descrito que la ad-
ministracién de contraste ecografico aumenta la habi-
lidad de detectar lesiones en 6rganos sélidos, con una
sensibilidad y especificidad de 96,4 % y 98 %, respec-
tivamente. Sin embargo, en medicina veterinaria este
método no ha sido estudiado, por lo que no se conocen
los resultados.!

La deteccién mediante ecografia de lesiones en érga-
nos sélidos necesita de un personal con mayor expe-
riencia y afiade mds tiempo a la evaluacién detallada
de los 6rganos.

Técnica de abdominocentesis

La ecograffa se considera la modalidad de eleccién
en imagen para guiar muchos procedimientos percu-
tdneos, y estd considerada como un método seguro y
efectivo.® En el caso de pacientes con presencia de Ii-
quido libre, el éxito de realizar una abdominocentesis
aumenta cuando se hace de manera ecoguiada, frente
a la técnica “a ciegas”.! Ademds, es un procedimien-
to sencillo y barato, que solo requiere de preparacién
aséptica de la zona, una aguja hipodérmica (20-22 G,
normalmente) y una jeringa (3-5 ml).

Lo primero que se debe hacer antes de realizar la ab-
dominocentesis es localizar la zona donde se coleccio-
na el liquido libre y seleccionar la via de entrada mds
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segura, evitando atravesar drganos vitales

o vasos sanguineos.® Para la identificacién

de estos ultimos, se puede hacer uso del
Doppler.?

Una vez la zona de entrada ha sido se-
leccionada, se procede a limpiar la zona
con alcohol.® Posteriormente, se posicio-

nard la sonda ecogréfica (normalmente una

sonda microconvexa) lo mds perpendicular

posible a la piel, y con el bisel de la aguja hacia

arriba, se introducird con una angulaciéon de unos

45° y a unos 0,5-1 cm de la sonda, por el borde que
presenta el marcador (Fig. 6A) o por el lado opuesto,
cuando realizamos un abordaje en plano longitudi-
nal. Una vez la aguja esté parcialmente introducida,
se debe visualizar en la pantalla sin seguir avanzan-
do; para ello, en ocasiones habrd que mover la sonda
ecografica ligeramente y, cuando se haya identificado,
se podra proceder al avance de la misma y a la toma

Figura 6. (A) Imagen de acceso para toma de muestras por la parte
craneal de la sonda ecogréfica. (B) Imagen ecografica de toma de mues-
tra, donde se aprecia el trayecto de insercion de la aguja (flechas) y el
extremo de la misma (circulo). Cr: craneal; Cd: caudal.
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de la muestra mediante aspiracién del liquido libre
abdominal (Fig. 6B).

¢Como valorar el volumen de la vejiga
en pacientes criticos?

El output de orina puede dar una informacién
importante en los animales hospitalizados, ya que
guiard la modificacién del protocolo de fluidoterapia
y aportard informacién sobre la funcién renal®
Dicha medicién puede determinar si el paciente estd
produciendo voltimenes aceptables de orina o no.’ En

Figura 7. (A) Imagen longitudinal de la vejiga. La distancia entre los
calipers marcados con un 1 mide la longitud de la vejiga (V), mientras
que los marcados con un 2 muestran la altura de la misma. Cr: craneal;
Cd: caudal. (B) Imagen transversal de la vejiga. La distancia entre ambos
calipers mide el ancho de la vejiga (V). V: ventral; D: dorsal.

el estudio realizado en 2017 por Lisciandro et al. se
desarrollé una férmula para estimar el volumen de la
vejiga urinaria basada en medidas que se adquirfan
durante la A-FAST en la unién cistocélica en perros
y gatos machos.’ Dicha férmula consistia en obtener
la longitud maxima y la altura de la vejiga urinaria,
usando la orientacién sagital de la sonda (corte sagital
de la vejiga; Fig. 7A) y el ancho méximo rotando la
sonda 90° (corte transversal; Fig. 7B):

Longitud (cm) x Ancho (cm) x Altura (cm) x 0,2 7°

Es importante tener en cuenta que esta férmula tien-
de a subestimar los volimenes de orina en vejigas con
menos de un 10 % de llenado vesical. También presen-
ta algunas limitaciones como, por ejemplo, su uso en
vejigas con presencia de masas u otros procesos que
alteren la forma de la misma, por lo que la estimacién
del volumen serd menos preciso.” Esta férmula es mds
exacta cuando se usa con tamafios normales de vejigas,
pudiendo no ser muy precisa con vejigas pequefias o
muy distendidas.’

Conclusién

En conclusion, la técnica de A-FAST es el método de
eleccién en los servicios de urgencias y en las UCI a la
hora de detectar la presencia de liquido libre abdomi-
nal en pacientes traumatizados o inestables. Es un mé-
todo répido, no invasivo y seguro que puede ser repe-
tido de manera seriada. Ademds, presenta también una
alta sensibilidad y especificidad aun siendo realizada
por personal no experto.

Fuente de financiacion: este trabajo no se realizé con fondos comerciales, ptblicos o del sector privado.
Conflicto de intereses: los autores declaran la inexistencia de conflicto de intereses.
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Summary
Focussed Assessment with Sonography for Trauma or FAST has become the gold standard test for the detection of
free fluid, in both human and veterinary medicine, in unstable patients for the management and diagnosis of intra-
abdominal injuries. It should be performed at the same time as other supportive and diagnostic therapies, both in
the emergency department and in the intensive care units. This technique consists of the detection of free fluid using
four ultrasound views in the abdomen (hepato-diaphragmatic, spleno-renal, cysto-colic and hepato-renal). For an
exhaustive technique, the presence or absence of fluid must be recorded, obtaining the abdominal fluid score or AFS,
which can be used as a reference when assessing possible active bleeding. It should be noted that AFS values of 1 or

2 may be considered normal in healthy puppies or adults.
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Effect of oral supplementation with plasma proteins
on the immune response of puppies: a randomized,
controlled trial

Efecto de la suplementacion oral con proteinas plasmaticas en la respuesta
inmunitaria de cachorros: ensayo controlado y aleatorizado

S. Marti-Angulo,' N. Garcia-L6pez,! M. Viharas-Otero,! L. Varela-Sende?
"Fundacion ONCE del Perro Guia. Camino de Alcorcén s/n. 28660 Madrid (Spain).
2Clinical Research, OPKO Health Spain, S.L.U. Plaga d’Europa 13-15. 08908 L’Hospitalet de Llobregat (Barcelona, Spain).

Summary

The aim of this study was to assess the effect of an oral supplement based on pig plasma proteins (Plasmoral®) on the
immune response of Labrador Retriever puppies. We conducted a single-blind, randomized controlled trial including
Labrador Retriever dogs aged 56 days. The animals (n=124) were randomly assigned to either a treatment group
(specific feeding and Plasmoral® supplementation; n=62; 50%) or control group (specific feeding alone; n=62; 50%). All
dogs received the same vaccination and deworming plan and were periodically assessed by a blinded veterinarian
up to 12 months of age. Fifty-six dogs (95%) in the treatment group and 55 (93%) in the control group experienced
symptoms associated with vaccine-targeted diseases (p=1.000). At the end of the follow-up period, the two study
groups had similar concentrations of IgG (mean of 13.6 mg/mL and 14.6 mg/mL in the treatment and control groups,
respectively; p=0.388) and of IgA (1.1 mg/mL vs. 0.8 mg/mL; p=0.282). The frequency of diarrhoea significantly
decreased in treated dogs, whereas this trend was not significant in control dogs. Safety results showed that three
dogs (5%) in the treatment group and 18 (29%) in the control group required concomitant medication (p<0.001),
mostly modulators of the immune system (two [3%] vs. 14 [23%]; p<0.005). According to veterinary assessment,
53 dogs (90%) in the treatment group and 43 (73%) in the control group had improved their overall health status
(p=0.001). In summary, oral supplementation of Labrador Retriever puppies with Plasmoral® does not improve specific
immunity to diseases for which they were vaccinated, but it does improve their overall immune response.

Keywords: plasma protein, vaccine, oral supplementation, immune response, puppies.
Palabras clave: proteinas del plasma, vacuna, suplementacion oral, respuesta inmune, cachorros.

Clin Vet Peq Anim 2022, 42 (1): 15-24

Introduction

During the first few months following birth, pup-
pies have to deal with a non-sterile environment as
their immune system matures.'? Although this pro-
cess occurs naturally, it has been proposed that diet
supplementation may improve immune responses at
this stage.>* One of the most remarkable examples of
diet supplementation is bovine colostrum, which has
shown to improve immune response in dogs, evenin a
regular vaccination setting.>* The mechanism of action
of colostrum extracts is not well understood. However,
immunological enhancement has been attributed to
changes at both systemic and intestinal mucosa lev-
els mediated by growth factors, antimicrobial com-
pounds, and immunomodulatory compounds present
in the colostrum.

Contacto: sman@once.es

AN

AVEPA.

In addition to colostrum extracts, blood derivatives
have been extensively used in the food industry to in-
crease the nutritional value of animal diets. One of the
properties attributed to blood derivatives, particularly
the globulin fraction of plasma, is their capacity to en-
hance the immune response by multiple pathways that
may include binding virus, bacteria, and toxins, and
stimulating the immune system to produce active bio-
peptides.>® Owing to the production benefits of good
immune system performance in animals reared for in-
tensive farming, early-weaned pigs are often supple-
mented with spray-dried porcine plasma.”* However,
the use of plasma protein extracts in small animals has
been little investigated.’

The maturation of the immune system during the
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first months of life of a dog occurs in the context of a
vaccination plan, which is a mainstay for the safe and
healthy rearing of companion animals.? Although pup-
pies can develop immune responses similar to adults,
the extent of these seems to depend on the maturation
of their immune system. In addition to vaccine failures,
presumably due to insufficient immune responses,
vaccines may be associated with undesired biological
effects,'®'? which are more often reported in dogs and
cats despite the lower vaccination burden compared
with large animals.!® The mechanisms driving vaccine
failure and adverse events are not well understood,
their research often being challenged by the difficulty
to establish causality. Nevertheless, it seems reason-
able to assume that the adequate performance of the
immune system plays an essential role in the overarch-
ing goal of vaccination and other measures taken to
protect companion animals from diseases.

In this randomized trial, we investigated the effect
of a newly developed supplement based on an ex-
tract of pig plasma proteins (Plasmoral®, Pharmadiet,
Barcelona) on the immune response of Labrador Re-
triever puppies. To ensure a well-controlled research

environment, the product was tested on litters reared
within the training program of the ONCE Foundation
for Guide Dogs (FOPG). In addition to the highly con-
trolled pedigree, which increases the genetic homo-
geneity of the sample, litters reared within the FOPG
environment follow standardized routines and are
closely monitored until the animals are ready to per-
form as guide dogs. Our research included exhaustive
monitoring of the immune response and clinical pro-
gression of the enrolled puppies during their first year.

Materials and Methods
Animals and study overview

This prospective study included healthy Labrador
Retriever dogs aged approximately 56 days and select-
ed by the FOPG to be trained as guide dogs. At study
entry and before transfer to the household, 124 dogs
born in 25 litters were randomly assigned in a 1:1 ratio
into one of the following groups: the treatment group
(n=62; 50%; which received specific feeding and Plas-
moral® supplementation;, OPKO Health Spain) and
the control group (n=62; 50%; which received spe-
cific feeding alone) (Fig. 1). Simple randomization was

(n=124)

Dogs assessed for eligibility

\ 4

Randomized

(n=124)

(Met the selection criteria)

l STARTED TREATMENT AND

Control group FOLLOW-UP
(n=62; 50%) | |

v

Treatment group
(n=62; 50%)

Not completed all study visits
(n=4)

* 2 visits completed (n=2)

* 3 visits completed (n=2)

COMPLETED ALL STUDY
A 4 VISITS

Control group
(n=58; 50%)

Not completed all study visits
(n=3)

* 1 visits completed (n=1)

* 3 visits completed (n=1)

* 4 visits completed (n=1)

A 4

\ 4

Treatment group
(n=59; 50%)

Figure 1. Flow-chart of animal inclusion and allocation.
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performed by an external Contract Research Organiza-
tion using the Random Allocation Software (v 1.0). Fol-
lowing the standard program of the FOPG, dogs were
transferred to previously selected homes for nurtur-
ing in a household environment until the beginning of
training at 12-month old. During this period, dogs were
assigned to a caretaker, who was responsible for fol-
lowing the nurturing program provided by the FOPG
and attending regular follow-up visits to the FOPG vet-
erinary service for health controls. The animal welfare
committee of the FOPG (Madrid, Spain) approved the
study protocol.

Care plan and study visits

All dogs were fed with Hill's™ Science Plan™ Pup-
py Large Breed Chicken. Additionally, dogs in the
treatment group started Plasmoral® supplementation
at the age of 3 months, which was administered with
regular food in the following regimen: dogs up to 40 kg
received one tablet per 10 kg daily (tablets were split
for intermediate dosing), and dogs over 40 kg received
a fixed dose of four tablets. Concomitant treatments
were allowed; all treatments administered were re-
ported (along with the diagnosis for which they were
intended), as did all changes in diet introduced due
to discomfort. The deworming and vaccination plan
is detailed in Table S1 (See Annex 1, Supplementary
Tables). Dogs attended five study visits at the age of
56 days (visit 1), 98 days (visit 2), 180 days (visit 3),
270 days (visit 4), and 365 days (visit 5).

The presence of vaccine-targeted diseases was
tested at visit 2 (98 days) and visit 5 (365 days): Giardia
(presence of the antigen), Parvovirus (antibody =1/80),
canine distemper (antibody >1/80), Rickettsia (antibody
>1/80), Ehrlichia (antibody =1.1), Brucella canis (presence
of antibody), Leishmania (antibody >0.55), Leptospira
(antibody =1/200). The presence of Brucella canis,
Leishmania, and Leptospira was also investigated at
visit 4 (270 days). Weight gain was monitored at all
study visits, taking as a reference the weight at visit 1.

Outcomes

The primary objective was to investigate the effect of
oral supplementation on the immune system perfor-
mance, assessed based on the frequency of symptoms
associated with vaccine-targeted infections: Rickettsia,
Giardia, parvovirus, Distemper, and tracheitis (details
regarding symptoms associated with each infection
are provided in Annex 1, Supplementary material).
Other outcomes included IgG and IgA levels, and fre-
quency (i.e., the presence or absence) of diarrhoea and
enteritis, and of other unspecific events such as cysti-
tis, conjunctivitis, dermatitis, and otitis. Enteritis was
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differentiated from diarrhoea by the presence of fever,
abdominal pain on palpation, vomiting and / or weight
loss. General IgG and IgA levels were determined by
radial immunodiffusion, whereas specific IgG and
IgA were determined by enzyme-linked immunosorb-
ent assay (ELISA) or indirect immunofluorescence.

In addition to clinical and laboratory assessments,
the veterinarian and the caretaker assessed the over-
all health status of the animal and the adequacy of the
product using two single-item questionnaires: “The
animal gets less frequently sick; they look more ac-
tive and vigorous” and “The product is easy to use,
adequately dosed, and no relevant issues regarding its
administration are observed”. Both items were rated
on a 5-point Likert scale: Strongly disagree, Disagree,
Neutral, Agree, and Strongly agree. All study out-
comes were assessed at visits 3 (180 days), 4 (270 days),
and 5 (365 days).

Statistical analysis

All analyses presented in this manuscript were per-
formed on the intention-to-treat sample. Categorical
variables are described as frequency and percentage
of each category, whereas continuous variables are
presented as mean and standard deviation (SD). The
category percentages of the two groups were com-
pared using the Chi-squared test or the Fisher’s exact
test, whereas means were compared using the T-test
for independent samples. The changes in percentage
of dogs experiencing a given event throughout follow-
up in each group were analysed using the McNemar
Test. The significance threshold was set at a two-sided
alpha value of 0.05. All analyses were performed using
the statistical package SAS® (version 9.4) for Windows.

Results
Animals characteristics

Table 1 summarizes the main characteristics and
clinical findings of study dogs at baseline and through-
out follow-up. Clinical exam at visit 1 (study start) was
normal for all dogs, except one in the control group,
which showed jaw prognathism. None of the mothers
of the 25 litters had a relevant history of clinical dis-
eases. All dogs were successfully dewormed and vac-
cinated as scheduled.

Symptoms related with vaccine-targeted infections
Overall, 56 (95%) dogs in the treatment group and
55 (93%) in the control group experienced symptoms
associated with vaccine-targeted diseases throughout
the follow-up period, with no significant differences
between groups. No symptoms related to canine dis-
temper or infection with Rickettsia or parvovirus were
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reported during follow-up. Dogs in both study groups
reported symptoms of giardiasis and tracheitis, with no
significant differences in the percentage of symptoms
between groups at each study visit (Fig. 2).

Immune gain, clinical events, and concomitant me-
dication

At the end of the follow-up period, the two study
groups had similar concentrations of IgG (mean [SD]
of 13.6 [6.4] mg/mL and 14.6 [6.2] mg/mL in the
treatment and control groups, respectively; p=0.388)
and of IgA (1.1 [2.1] and 0.8 [0.4] mg/mL in the
treatment and control groups, respectively; p=0.28). No
episodes of enteritis were reported during the follow-
up period in either of the study groups. The percentage
of dogs with diarrhoea at each study visit was similar
in both groups and decreased throughout follow-up.
However, while the decreasing trend between visits 3

and 5 in the treatment group was statistically significant
(p=0.02; McNemar test), that in the control group did
not reach the significant threshold (p=0.05) (Fig. 3).
The overall incidence of other clinical events (i.e., not
directly associated with vaccine-targeted diseases) was
similar in both study groups, including cystitis (four
[6.5%] and eight [12.9%] cases in the treatment and
control groups, respectively; p=0.22), conjunctivitis (15
[24.2%] vs. 17 [21.4%]; p=0.68), dermatitis (12 [19.4%]
vs. 10 [16.1%]; p=0.63), and otitis (13 [21.0%] vs. 12
[19.4%]; p=0.82). No treatment-related adverse events
were reported during the study.

The number of dogs that required concomitant
medication, prescribed by the veterinarian, was
significantly lower in the treatment group; of all
concomitant medications administered, modulators
of the immune system were the major contributors to
the observed differences (Fig. 4).

Table 1. Characteristics of study dogs. Results are presented as either no. (%) or mean (SD).

Age (days), mean (SD)

Sex (female), 11 (%)

Weight (kg), mean (SD)
Temperature (°C), mean (SD)
Heart rate (bpm), mean (SD)

Abnormalities at study start, 1 (%)

56.7 (1.1) 56.6 (1.2)
32 (51.6) 32 (51.6)
6.0 (0.7) 6.0 (0.8)
38.4 (0.4) 38.3 (0.5)
130.7 (16.0) 132.8 (20.3)
0 1(1.6)

Underweight
Allergic blepharitis
Conjunctivitis
Fever
Granuloma in the head
Malocclusion
Otitis
Oral papiloma
Brachygnathism
Prognathism

bpm: beats per minute; SD: standard deviation.

*Prognathism
*Abnormalities are accumulated from the different visits

1)
2(4)
1)
1)
1(2)
1)
1(2) 1(2)
1(2)
1(2)
2(4)
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50
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40
35
30
25
20
15
10

45 (76%)
41 (70%)

13 (22%)

11 (19%)

9 (15%) 9 (15%)

9 (15%)

6 (10%)

S (8% 6 (10%)
P

Visit 4 Visit 5

3 (5%)
-

Visit 3

Absolute number of dogs with symptoms

Visit 5

Visit 3 Visit 4

Giardiasis Tracheitis

H Treatment H Control

Figure 2. Symptom onset of vaccine-targeted diseases in dogs that completed all study visits (n=117). Numbers correspond to the absolute frequency
and percentage of dogs with any of the symptoms assessed for each disease (see Annex 1, Supplementary Methods). No symptoms related with infection
with Rickettsia, parvovirus, and distemper were reported in either study group. No significant differences were found regarding the percentage of dogs
experiencing symptoms in each group (p>0.05 for all inter-group comparisons).

30
27 (44%)
25
* —
20 23 (38%) . P*=0.050 Figure 3. Number of cases with diarrhoea throughout follow-
17 (28%) o, up in each group (n=117). Numbers correspond to the absolute
16 (27%) o
frequency and percentage of dogs with diarrhoea. The between-
15 roup comparison at each visit did not reveal significant differen-
16 (27%) goup comp 9
10 12 (20%) *The change between visit 3 and visit 5 was statistically signifi-
° cant in the treatment group (p=0.02), but not in the control group
s P* = 0.022 (p=0.05; McNemar test).
0
Visit 3 Visit 4 Visit 5
=@=Treatment ==@=Control
18 (29%)
30% p<0.005
25% 14 (23%)
20%
Figure 4. Use of concomitant medication during the study
. (n=117). Numbers correspond to the absolute frequency and per-
15% centage of dogs with diarrhoea. Modulators of the immune sys-
tem were considered part of the concomitant medication.
10%
3 (5%)
5% 2(3%)
0%
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Veterinary and caretaker assessment

At the end of the follow-up period, the (blinded)
veterinarian agreed or strongly agreed that 53 (90%)
animals in the treatment group and 43 (73%) in the
control group had improved their overall health sta-
tus (Fig. 5A). Between-group, differences regarding
this assessment were statistically significant (p=0.001).
Likewise, the number of caretakers that considered the
animal looked healthier was significantly higher in the
treatment group than in the control group (Fig. 5B):
53 (90%) and 46 (78%) caretakers in the treatment and
control groups, respectively, agreed or strongly agreed
on the overall improvement in the animal health sta-
tus. Fifty-eight (98%) caretakers strongly agreed that
the product was easy to administer and reported no
issues in this regard.

Discussion

In this randomized controlled trial in Labrador
Retriever puppies, we found that oral supplementa-
tion with plasma proteins significantly improved the
overall health status of the animal and reduced the
frequency of diarrhoea episodes compared with con-
trol dogs that had followed the same care plan without
supplementation. No significant differences were ob-

46 (78%)

29 (49%)

Strongly agree

Figure 5. Assessment of overall health status at
visit 5 (365 days), performed by the blinded vete-
rinary (A) and the caretaker (B). Both the veterinary
and the caretaker were asked whether the animal got
less frequently sick and looked more active and vigo-
rous. Numbers represent the absolute frequency and

48 (81%) percentage of dogs in each category. The distribution

of scores was significantly different for the veterinary

38 (64%) (p=0.01) and the caretaker (p=0.041).

Strongly agree

served regarding vaccination efficacy between groups.

Our results are strengthened by the highly controlled
environment of the FOPG rearing program, which es-
tablishes not only a defined diet and vaccination plan
but also walking routines and hygiene measures. This
homogeneity avoided potential biases introduced by
confounding factors other than supplementation with
the investigation product. Another relevant feature for
internal validity was the blinding of the veterinarian
who assessed the dogs at follow-up monitoring vis-
its. The blinded nature of the assessment is particu-
larly important for interpreting the results regarding
the use of concomitant medication, which was mostly
aimed at enhancing the performance of the immune
response. Hence, regardless of the actual need for im-
munomodulatory products, the fact that a veterinari-
an prescribed them while being unaware of the alloca-
tion group reflects their appraisal that the animal had
poorer overall health status. In this regard, the more
frequent use of concomitant medications in the con-
trol group was consistent with the significantly better
scoring of the treatment group for the overall health
assessment. Caretakers rated the overall health of the
animals in line with the veterinarian; however, these
results might be biased because of the treatment ex-
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pectations of the caretaker, who was not blinded to the
allocation group.

Despite that the veterinary assessment reported
better health status of dogs in the treatment group,
we did not find significant differences in the immu-
noglobulin levels nor in the frequency of symptoms
associated with vaccine-targeted diseases, suggesting
that the product had no significant influence on specif-
ic immunity. Oral transfer of immunoglobulins from
plasma extracts has been investigated in the setting of
new-born, colostrum-deprived puppies.'**¢ According
to these studies, oral supplementation with plasma
proteins at early age failed to provide IgG concentra-
tions comparable with the levels acquired after sponta-
neous maternal colostrum intake. Our results confirm
this observation in the setting of first-year nourishing.

The lack of influence on immunoglobulin levels and
the onset of symptoms of vaccine-targeted diseases
suggest that the better overall health status reported by
the blinded veterinary assessment is associated with
effects other than improvements in specific immunity.
One possible hypothesis to explain an enhancement of
the immune response prompted by plasma proteins is
the effect on intestinal microbiota. In the last decade,
the relationship between the intestinal microbiome
and unspecific immune response has raised interest. In
humans, gut microbiota have shown to play an impor-
tant role in the maturation of the intestinal lymphoid
tissue, which results in an overall improvement of the
immune response.” Previous authors have suggested
that oral supplementation of new-born puppies with
plasma proteins increases microbial diversity in the
gut.’® Although the relationship between gut microbi-
ota and immune response has not been specifically in-
vestigated in dogs, some authors have suggested that
the effects elicited by plasma proteins on gut microbi-
ota and maturation may enhance immune response at
this level.® It is worth mentioning that most evidence
regarding the effects of plasma proteins has been gath-
ered from animals in an early stage of their lives (e.g.,
new-born puppies); however, it is reasonable to also
expect beneficial effects on intestinal maturation of
puppies between one and 12 months of age. This hy-
pothesis is consistent with a significant decrease in the
number of diarrhoea episodes observed in our study
in the treatment group. Future studies investigating
intestinal maturation in Labrador Retriever puppies
supplemented with plasma proteins during the first
year of life are warranted.

2022, Vol. 42 n°1

Our results should be appraised in the context of
some constraints. First, our study was performed on a
single, pedigree-controlled dog breed. This approach
was considered optimal for a randomized controlled
trial, which aims to rule out as many confounding fac-
tors as possible. However, taking into account that the
performance of the immune system is not homogene-
ous across breeds,"” caution must be taken when in-
ferring the applicability of the results to breeds other
than Labrador Retriever. Furthermore, FOPG care-
fully selects litters with behaviour features suitable
for guiding visually impaired people, thus increas-
ing the likelihood of a particular genetic background
of these dogs. Finally, the fact that the veterinary was
allowed to prescribe concomitant medications (in-
cluding enhancers of the immune system) has several
implications that may challenge the interpretation of
the results. As previously discussed, this approach al-
lowed us to identify significant differences in the need
of these supplements between study groups. On the
other hand, however, the concomitant use of immune
modulators in nearly a quarter of the puppies in the
control group may have improved the performance
of the immune system in these animals, thereby un-
derestimating the effectiveness of the investigational
product.

In summary, our results show that oral supplemen-
tation of Labrador Retriever puppies with plasma pro-
teins during their first year does not improve specific
immunity to diseases for which they were vaccinated,
but it does improve overall immune response, mani-
fested as better overall health status, lower frequency
of diarrhoea episodes, and lower need for concomitant
medication. These findings, along with the favourable
safety profile, indicate that this product can be used
to improve the overall health status in Labrador Re-
triever puppies with recurrent diarrhoea or signs sug-
gestive of a poor immune response.
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Resumen
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la suplementacién oral con proteinas plasmaticas (Plasmoral®)
en la respuesta inmunitaria de cachorros de raza Labrador. Se llevé a cabo un ensayo clinico aleatorizado y con
enmascaramiento simple con cachorros de Labrador de 56 dias de edad. Los animales (n=124) fueron asignados
aleatoriamente a un grupo tratamiento (alimentacion especifica y suplementacién con Plasmoral®; n=62; 50 %) o
control (Unicamente alimentacién especifica; n=62; 50 %). Todos los cachorros recibieron el mismo plan de vacunacién
y desparasitacion, y fueron regularmente evaluados por un veterinario ciego al tratamiento hasta los 12 meses de
edad. Cincuenta y seis perros (95 %) en el grupo de tratamiento y 55 (93 %) en el grupo control experimentaron
sintomas asociados con las enfermedades vacunales (p=1,000). Al finalizar el seguimiento los dos grupos tenian
concentraciones similares de IgG (media 13,6 mg/mLy 14,6 mg/mL en el grupo tratamiento y control, respectivamente;
p=0,388) y de IgA (1,1 mg/mL vs. 0,8 mg/mL; p=0,282). La frecuencia de diarrea se redujo significativamente en los
perros tratados, mientras que esta tendencia no fue significativa en los del grupo control. El analisis de seguridad
revel6 la necesidad de medicacion concomitante en tres perros (5%) del grupo tratamiento y 18 (29 %) del grupo
control (p<0,001), mayoritariamente moduladores del sistema inmune (2 [3%] vs. 14 [23%]; p<0,005). De acuerdo a la
evaluacion del veterinario, 53 (90 %) perros en el grupo tratamiento y 43 (73 %) en el control mejoraron su estado de
salud general (p=0,001). En resumen, la suplementacion oral de cachorros de Labrador con Plasmoral® no mejora la

inmunidad especifica de las enfermedades vacunales, pero si la respuesta inmune general.
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ANNEX 1 - Supplementary Material

1 Supplementary Methods

1.1 Symptoms associated with vaccine-targeted infections

Rickettsia
- Fever.
- Cutaneous petechiae and ecchymoses.
- Enlarged lymph nodes.
- Anorexia.
- Depression.
- Weight loss.
- Dehydration.

Giardiasis

- Diarrhoea, characterized by alarge volume of mucous
and occasionally bloody stools, a light colour, very
unpleasant and pervasive odour. Diarrhoea episodes
may be acute, chronic, and intermittently.

- Intestinal noises.
- Swelling and abdominal pain.
- Loss of appetite or reluctance to eat.

- Weight loss, even when the dog's appetite is normal,
since the body cannot take advantage of all the

nutrients in the food.
- Vomiting.

Parvovirus
- Loss of appetite.
- Very severe vomiting.

- The dog seems sleepy, inactive or very tired

(weakness / lethargy).
- Abundant and bloody diarrhoea.
- Fever.
- Quick dehydration.
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Distemper

It often presents only with lacrimation, mucus, and
cough; however, the following forms may also be
present:

- Respiratory form: shortness of breath, runny nose,
and cough. Secondary bacterial infections are
common.

- Digestive form: gastroenteritis, with vomiting, and
diarrhoea.

- Cutaneous form: dermatitis, with a thickening
of the skin of the nose and the pads of the feet.
This form may be associated with central nervous
system symptoms.

- Nerve form: (i) in the form of sudden attacks or
(ii), during the period of apparent recovery, and
gradually and progressively, the animal begins ex-
periencing muscle spasms, which lead to paralysis
of the extremities (“chorea”). This symptom may
be accompanied by a peculiar cough (“wheezing”
cough, whistling) caused by nerve damage. In this
form, the initial illness often goes unnoticed.

- Ocular form: It shows signs of conjunctivitis
(lacrimation).

Concomitant infection with hepatitis B virus is
frequent.

Tracheitis

- Unproductive cough, particularly when pressing on
the trachea.
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2 Supplementary Tables

Table S1. Deworming and vaccination plan

20 days - PROCOX
35 days Nobivac® Puppy DP PROCOX
45 days Microchip -
56 days Versican Plus DHPPi/L4 (1st dose) PROCOX
Nobivac® KC
77 days Versican Plus DHPPi/L4 (2nd dose) DOSALID /MILBACTOR
Versican Plus DHPPi/L4 (3rd dose)
98 days Rabdomun .
SEROLOGICAL ANALYSIS
Letifend
6 th DOSALID /MILBACTOR
fonths 6 MONTHS ASSESSMENT J
9 month: 9 MONTHS ASSESSMENT DOSALID/MILBACTOR
fonths SEROLOGICAL ANALYSIS /
12 months 12 MONTHS ASSESSMENT DOSALID /MILBACTOR

BLOOD ANALYSIS (FULL PANEL)

Product description

i ®
Nobivac® Puppy DP Vaccine against distemper and parvovirus vaccine (attenuated viruses).

Versican Plus DHPPi/L4 Vaccme. aga}ms't dlsjcemper, 'adenovn'us, parvovirus, paramﬂuenza (attenuated viruses), hepatltls,
leptospirosis (inactivated viruses).
Nobivac® KC :/;;gr)le against canine parainfluenza (viable Cornell strain) and Bordetella brochiseptica (life B-C2

Letifend Vaccine against Leishmania infantum (recombinant protein).
Rabdomun Vaccine against Rabies (inactivated virus).

Procox Emodepside 0.9 mg + Toltrazuril 18 mg
Protection against:
- Roundworms (nematodes): Toxocara canis, Uncinaria stenocephala, Ancylostoma caninum, Trichuris
vulpis.

- Coccidia: Isospora ohioensis, Isospora canis.

Dosalid Epsiprantel 100 mg
Protection against:
- Tapeworms (cestodes): Dipylidium caninum, Taenia hydatigena, Taenia pisiformis y Echinococcus
granulosus.
- Roundworms (nematodes): Toxocara canis, Toxascaris leonine, Uncinaria stenocephala, and
Ancyostoma caninum.

Milbactor Milbemycin oxime 2.5 mg + praziquantel 25.0 mg
Protection against:
- Tapeworms (cestodes): Dipylidium caninum, Taenia spp., Echinococcus spp., Mesocestoides spp.
- Roundworms (nematodes): Ancylostoma caninum, Toxocara canis, Toxascaris leonina, Trichuris
vulpis, Crenosoma vulpis, Angiostrongylus vasorum.
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Interpretacidon de las alteraciones del proteinograma en
trece hurones (Mustela putorius furo)

Interpretation of proteinogram alterations in thirteen ferrets
(Mustela putorius furo)

O. Minana-Morant,' A. Moya-Vazquez?
'Babieca Veterinaria. ¢/ Miramar 20. 46701 Gandia (Valencia).

2Hispalvet Veterinarios. ¢/ José Luis Navarro 14. 41940 Tomares (Sevilla).

Resumen
En hurones, la interpretacion del proteinograma (electroforesis de las proteinas séricas) es una herramienta util como
ayuda al diagnéstico y seguimiento de diversas enfermedades, asi como para el prondstico de algunas de ellas. Se
describen brevemente trece casos clinicos, en los cuales la realizacion del proteinograma formé parte del protocolo
para alcanzar un diagnéstico definitivo. Se exponen, para cada uno de los casos, los valores absolutos de las distintas
fracciones proteicas y su grafica correspondiente. Se describen e interpretan las alteraciones mas significativas de
los mismos y su relacidon con la etiologia de cada uno de ellos. Asimismo, se detallan y ejemplifican las alteraciones
observadas por los autores en casos tanto de miofascitis idiopatica como de micobacteriosis, no referenciadas hasta

la fecha.

Palabras clave: proteinograma, hurén, electroforesis, miofascitis, micobacteriosis.
Keywords: proteinogram, ferret, protein electrophoresis, myofasciitis, mycobacteriosis.

Clin Vet Peq Anim 2022, 42 (1): 27-36

Introduccion

El proteinograma es la representacién grafica de la
migracién y distribucién de las proteinas séricas en un
sustrato (en acetato de celulosa, gel de agarosa o en ca-
pilares). Las proteinas que se identifican en el suero o
plasma de los mamiferos son la albtimina y las globu-
linas; entre estas ultimas se incluyen las protefnas de
fase aguda (a-globulinas y -globulinas) e inmunoglo-
bulinas (y-globulinas). Las proteinas de fase aguda po-
sitivas aumentan como respuesta del organismo frente
a situaciones como traumatismo, inflamacién y /o in-
feccién (al-antitripsina, proteina C reactiva, haptoglo-
bina, fibrinégeno, etc.).!

La distribucion de las diversas fracciones del protei-
nograma del hurén es similar a la de otros carnivoros
como perros y gatos, con las particularidades propias
dela especie. La albtimina representa aproximadamen-
te la mitad de las protefnas circulantes, y la relacion
A/G varia entre 1 y 2. En esta especie, la IgA migra en
el campo de las globulinas a2 y 31, la IgM en el campo
de la globulina (32 o globulina y, mientras que la IgG lo
hace solo en el campo de la y-globulina.?

En hurones el proteinograma representa una herra-
mienta diagndstica y prondstica de gran utilidad. De-
terminados cambios en los patrones de distribucion
de las diferentes fracciones proteicas pueden servir de
apoyo en el diagnéstico de procesos que cursan con

Contacto: oscarvet68@gmail.com
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elevacion y /o disminucién de las mismas'*” (Tabla 1).
Aunque estos cambios no son suficientes para alcanzar
un diagnéstico definitivo, pueden ayudar en el enfo-
que de dicho caso y, por lo tanto, en la eleccién de las
pruebas especificas.

Por lo general, la informacién publicada acerca de la
aplicacién préctica del proteinograma en la clinica de
hurones es escasa, y en la mayoria de ocasiones debe-
mos acudir a referencias concretas de procesos patolé-
gicos donde se describan los cambios mds significati-
vos. Diversas publicaciones establecen los rangos de re-
ferencia para protefnas totales, albiimina y las diferen-
tes fracciones de globulinas en el hur6n'*##° (Tabla 2).

Los objetivos del presente texto son facilitar la in-
terpretacién del proteinograma en hurones en la cli-
nica diaria, asf como describir por primera vez algu-
nos cambios electroforéticos en ciertas enfermedades
emergentes, como la miofascitis idiopatica. Para ello se
describen e interpretan los cambios en el proteinogra-
ma de diferentes casos clinicos reales. Algunos de ellos
estdn relacionados con enfermedades ampliamente
descritas en hurones y que cursan con proteinogramas
muy caracteristicos, mientras que otros son en general
menos frecuentes y/o incluyen cambios electroforéti-
cos que no han sido descritos hasta la fecha.
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Tabla 1. Causas potenciales de variacion de las diferentes fracciones del proteinograma en el
huréon doméstico’*7

Albtmina - Deshidratacion

al-globulinas - Gestacion

a2-globulinas - Coronavirus entérico (fase aguda)
- Lipidosis hepética

- Colangiohepatitis aguda

- Sindrome nefrético

- Insuficiencia adrenal

- Diabetes mellitus avanzada

- Criptococosis

p-globulinas - Coronavirus entérico (fase aguda)
- Hepatitis agudas y crénicas

- Colestasis intra y extrahepaéticas

- Hipotiroidismo

- Nefrosis

- Anemia ferropénica

- Criptococosis

Y-globulinas - Helicobacter sp

- Micosis sistémica (Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides, Absidia corymbifera)

- Moquillo

- Gripe (Influenza)

- Coronavirus entérico (fase crénica)

- Coronavirus sistémico

- Enfermedad aleutiana

- Enfermedad renal con afeccién glomerular
- Neoplasias (incluido linfoma)

- Enfermedad hepatica

- Leishmaniosis

- Enfermedades autoinmunes

Tabla 2. Valores medios combinados (macho y hembra) de concentraci

hurdn sano'?489

- Infecciones crénicas

- Enteropatia perdedora de proteinas
- Malnutricién /malabsorcién

- Sindrome nefrético

- Hemorragia

- Gestacién

- Inflamacién

- Insuficiencia hepética

- Insuficiencia hepética

- Linfoma

- Insuficiencia hepética
- Linfoma
- Malnutricién

- Insuficiencia hepética
- Linfoma
- Malnutriciéon

de proteinas séricas en

Proteinas totales (g/L)  53-72 56-72 49-72
Albuminas (g/L) 33-41 25-33,1 33-41 21,3-33,7
Globulinas (g/L) -- = 22-32 S 7 20-40 ¢ =
al-globulinas (g/L) 1-3,3 3,3-5,6 3,3-5,6 1,2-5,5
a2-globulinas (g/L) 5-10 3,6-6,0 3,6-6 42-872
p-globulinas (g/L) - 8,3-12 8,3-12 8,5-21,6
B1l-globulinas (g/L) 5-10 _ - _
B2-globulinas (g/L) 8-12 - - -
Y-globulinas (/L) 6-12 3,1-8,1 3-8 3,1-8,8
Ratio A/G 1321 1,05-1,33 1,3-2,1 0,57-1,28
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Material y métodos

Se realizé un proteinograma a 13 hurones, machos
y hembras de diferentes edades, que acudieron a con-
sulta en dos centros veterinarios independientes y con
diversa sintomatologia clinica. En todos los casos la
presentacién y/o las alteraciones clinicas hacian reco-
mendable la realizacién del proteinograma. En funcién
del paciente, la extraccién de sangre se realizé de la
vena cava craneal o de la vena safena lateral, obtenien-
do siempre una cantidad suficiente de sangre (1-2 ml)
para poder realizar un anélisis de sangre completo.

En todos los casos descritos en este articulo se con-
servé la sangre con dos tipos de anticoagulantes,
EDTA y heparina litio, para realizar respectivamente
el andlisis hematolégico y la bioquimica sanguinea.
Por cuestiones practicas y con el fin de estandarizar el
procedimiento, para la realizacién del proteinograma
se utiliz6 plasma a partir de sangre conservada con
heparina litio. La mayoria de laboratorios comerciales
realizan proteinogramas tanto a partir de plasma como
de suero.

Tras la extraccién, la sangre se centrifugé inmedia-
tamente a 4000 rpm durante 10 minutos, obteniéndose
asi el plasma con el que se realizaron los proteinogra-
mas. Dicho plasma se guardé y envié refrigerado al
laboratorio de referencia para su procesado, el cual se
realiz6 dentro de las 24 horas siguientes a la toma de la
muestra. La medicién de las proteinas plasmadticas se
llevé a cabo mediante espectrometria ultravioleta sen-
sible y el proteinograma mediante electroforesis capi-
lar (11/13 casos) y gel de agarosa (2/13 casos). Ante la
ausencia de rangos de referencia propios por parte de
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los laboratorios empleados, se tomaron en considera-
cién los valores publicados para hurones en diferentes
referencias bibliograficas."*

En cada caso concreto, el diagnéstico definitivo re-
quirié de diversas pruebas especificas que no se deta-
llardn en este articulo; en todos ellos el proteinograma
resulté un método de apoyo al diagndstico y/o pro-
nostico.

Resultados
Casos 1y 2 (Enfermedad aleutiana)
Caso 1

Hurén macho de cuatro meses de edad, no castra-
do, que presentaba hiporexia, letargo, heces blandas,
taquipnea (58 resp./min) y respiraciones superficiales.
El animal habia convivido unas semanas antes con un
visén (Mustela lutreola), aparentemente sano. Las ra-
diograffas mostraban derrame pleural (Fig. 1). En el
proteinograma de este animal (Tabla 3) destacaba una
marcada hipoalbuminemia y una hipergammaglobuli-
nemia policlonal muy evidente.
Caso 2

Hurén macho de nueve meses de edad, no castrado,
con temblores, debilidad del tercio posterior, mucosas
pélidas, pérdida de actividad y de apetito. Presencia de
anemia con aumento de urea en la analitica sanguinea,
y pérdida de la estructura renal en la ecografia (Fig. 2).
En este proteinograma (Tabla 3) también destaca la
hipoalbuminemia, aunque no tan marcada como en
el caso anterior, y una importante hiperglobulinemia
(algo mds leve que en el primer caso), con aumento po-
liclonal de y-globulinas.

Figura 1. Radiografia de térax (vista lateral). Efusion pleural en un hurén diagnosticado de enfermedad aleutiana.
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Tabla 3. Proteinograma de 6 hurones con patron de inflamacion cronica o mixta en comparacion
con un proteinograma normal y valores de referencia

Proteinas
totales (g/L) 7.9 e
Albumina (g/L) 19,7 26 15,3 21 22,7 31,33 33-41
Globulinas (g/L) 90,3 77,1 66,7 60,0 57,2 56,67 20-40
al-globulinas
8,6 10,0 6,9 2,0 8,0 7,6 3,3-5,6
(g/L)
a2-globulinas
4,6 5,5 9,1 11,0 9,8 19,36 3,6- 6
(g/L)
gl 13,1 13,3 17,7 20,0 272 16,7 8,3- 12
(g/L)
y-globulinas
64 48,3 33,0 27,0 12,2 14,0 3-8
(g/L)
Ratio A/G 0,22 0,34 0,2 0,36 0,4 0,55 1,3-2,1
Grafica patron
electroforético

Los valores en azul indican una cifra por debajo del rango de referencia y en rojo por encima del rango.

*Proteinograma realizado con gel de agarosa.

Figura 2. Ecografia renal. Alteracion de la arquitectura renal en un pa-
ciente diagnosticado de enfermedad aleutiana.

Casos 3 y 4 (Coronavirus sistémico)
Caso 3

Hurén hembra de dos afios de edad, no esterilizada,
que presentaba debilidad generalizada, esplenomegalia,
linfadenomegalia abdominal y nefromegalia unilateral
(Figs. 3 y 4). La analitica sanguinea mostraba pancitope-
nia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. El proteino-
grama revelé un aumento generalizado de globulinas

con una marcada gammapatia policlonal (Tabla 3).
Caso 4

Hurén macho de un afio de edad, no castrado, que
presentaba adelgazamiento crénico y linfadenopatia
abdominal. La analitica sanguinea mostraba anemia
no regenerativa y trombocitopenia. En el proteinogra-
ma se observaba principalmente un aumento de y y, en
menor medida, 8-globulinas (Tabla 3).

Caso 5 (Enfermedad catarral epizoética)

Hurén macho de tres afios de edad, no castrado, que
presentaba un cuadro digestivo caracterizado por hi-
porexia, hipertermia y diarreas mucosas verdosas. El
proteinograma mostré la presencia de hipoalbumine-
mia y aumento de a y B-globulinas (Tabla 4).

Caso 6 (Moquillo)

Hurén macho de dos afios de edad, no castrado, no
vacunado. Presentaba un cuadro dermatolégico carac-
terizado por lesiones costrosas en nariz, labios y men-
ton (Fig. 5), ademds de hiperqueratosis plantar (Fig. 6).
Asimismo, existia hipertermia y secrecién nasal puru-
lenta. La analitica sanguinea mostraba anemia leve y
leucocitosis neutrofilica. El proteinograma mostré au-

mento de a y B-globulinas (Tabla 4).
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Tabla 4. Proteinograma de 5 hurones con aumento predominante de proteinas de fase aguda en
comparacion con un proteinograma normal y valores de referencia

Proteinas totales (g/L) 72,9
Albtmina (g/L) 22,7 26,7
Globulinas (g/L) 36,3 46,2

al-globulinas (g/L) 3,9 6,4
a2-globulinas (g/L) 10,6 16,4
B-globulinas (g/L) 14,9 19,1
y-globulinas (g/L) 6,9 4,3
Ratio A/G 0,63 0,58

56- 72
21,2 35,2 27 33-41
35,8 23,8 49,8 20-40
9,5 7,0 1,8 3,3-5,6
8,0 10,0 9,5 3,6-6
14,8 13,0 29 8,3-12
3,7 8,0 9,5 3-8
0,59 0,54 0,54 1,3-2,1

Grafica patron electroforético

Los valores en azul indican una cifra por debajo del rango de referencia y en rojo por encima del rango.

*Proteinograma realizado con gel de agarosa.

Figura 3. Nefritis y nefromegalia en un paciente con coronavirus sisté-
mico (seccion renal).

Caso 7 (Enfermedad hepatica)

Hurén hembra de tres afios de edad, no esterilizada,
que presentaba un cuadro crénico de hiporexia y dia-
rreas. Fue diagnosticada de enfermedad hepética infla-
matoria crénica (hepatitis linfoplasmocitaria) median-
te biopsia. El proteinograma de la paciente mostraba
hipoalbuminemia y un aumento de globulinas, con el
caracteristico puente -y (Tabla 3).

Casos 8 y 9 (Miofascitis idiopatica diseminada)

Caso 8
Hurén macho de 16 meses de edad, no castrado,

AN

Figura 4. Imagen histopatolégica (nefritis piogranulomatosa y linfo-
plasmocitaria con glomerulonefritis membranosa asociada). Tincién
hematoxilina-eosina, 400 aumentos.

que se atendi6 en consulta por la aparicién aguda de
un cuadro de apatia, hipertermia (42 °C), murmullos
laringeos, postracién y heces blandas verdes. Se obtu-
vo un diagndstico definitivo postmortem de miofascitis
idiopdtica diseminada. En el proteinograma realizado
se evidenci6 un aumento de a y B-globulinas (Tabla 4).
Caso 9

Hurén macho de dos afios de edad, no castrado. Se
presenté en consulta por un cuadro agudo de hiper-
termia, debilidad generalizada e hiperestesia, especial-
mente a la palpacién de la musculatura. El paciente
presentaba esplenomegalia (Fig. 7) y linfadenopatia

AVEDPA
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Figura 6. Hiperqueratosis plantar.

abdominal. El proteinograma mostraba hipoalbumine-
mia y aumento de a y - globulinas (Tabla 4). Se esta-
blecié un diagndstico definitivo antemortem de miofas-
citis idiopatica mediante biopsia muscular.

Caso 10 (Micobacteriosis)
Hurén hembra de 4 afios de edad, no esterilizada.
Acudié6 a consulta con un cuadro crénico de gastroen-

Figura 7. Esplenomegalia (imagen intraquirdrgica) en un hurén con
miofascitis.

teritis caracterizado por vémitos y diarreas. La pacien-
te presentaba linfadenopatia abdominal (Fig. 8). Se
estableci6 un diagnéstico definitivo de micobacteriosis
mediante biopsia. El proteinograma mostraba un au-
mento generalizado de globulinas, apareciendo aqui
también un puente -y (Tabla 3).

Caso 11 (Anemia ferropénica)

Hurén hembra de 6 afios de edad, esterilizada, con
un cuadro de anorexia, apatfa, debilidad extrema y
mucosas muy palidas con aumento del relleno ca-
pilar. En la exploracién fisica se detecté una masa a
nivel abdominal (confirmada en ecografia) y ascitis.
En la analitica sanguinea destacaba la presencia de
un hematocrito del 15 %. Se realizé una transfusién
de sangre, previa a la realizacién de una laparotomia
exploratoria (Fig. 9). Se comprobé la existencia de una
hemorragia profusa en abdomen, como consecuencia
de una masa abdominal aislada en mesenterio, com-
patible con neoplasia (no se realizé biopsia). En el
proteinograma (Tabla 4) se observaba hipoalbumine-
mia y un aumento de globulinas, mds destacable de
[-globulinas.

Casos 12 y 13 (Linfoma)
Caso 12

Hurén hembra de dos afios y medio de edad, no es-
terilizada. El animal presentaba debilidad generaliza-
da, pérdida de peso