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RESUMEN

El objetive de este trabajo fue estudiar el comportamiento del

virus del Distemper Canino (VDC) en cultivos celulares prima-
rios y de linea, para cllo se emplearon diversos YDC aislados
de encéfalos pravenientes de perros que murieron mostrande una
sintomatologfa nerviosa, histoldgicamente estos encéfalos presen
taron cuerpos de inclusién y reaccidn positiva poer inmunofluo~
rescencia (IF) al emplear un conjugado anti-VDC., Cada mues-—
tra se inoculd en células VERO y en Cultivo Primario de Rifidén
de Perro (CRP) para evaluar la capacidad de: a) producir efec
tos citopdticos (ECP), b) rcaccionar frente a un conjugado
fluorescente anti-VDC, c) hemoaglutinar globulos rojos de diver
sas especies en diferentes condiciones y d) hemoadsorber glé-
bulos rojos. Los resultados mostraron que: a) no hube diferen
cia alguna entre emplear células VERO y CRP, observindose
cambios citopdticos que permitieron diferenciar un cultivo in~
fectado de uno no infectads, b) el 88% de las muestras conser-
varon su anatigenicidad, ya que resultaron positivas en la

prucba de 1F, observandose la mayor intensidad de fluorescen-
cia especifica a las 48 horas postinfeccién, c) el 58% de las

muestras mostraron hemoadsorcién y d} ninguna muestra inclu-
yendo los testigos fue capaz de hemoaglutinar. No fue posible
con base & los resultados obtenidos establecer diferencias entre

los virus "de campo" los vacunales
po’ Yy
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El distemper (moquillo canino, enfermedad de Carré) es una en
fermedad producida por un paramixovirus del generc morbillivi
rus. Esta enfermedad infecciosa afecta a canidos (perros, lo-
bos y coyotes), procionidos (mapaches) y a mustelidos (hurones

y visones). 7, 8, 14, 25, 29

Los virus de la familia paramixoviridae tienen ARN de una
sola cadena, son pleomérficos, su didmetro es de 100-300 nano-
metros y la nucleocdpside es helicoidal con envoltura. La re-
plica de estos virus se lleva a cabo en el citopldsma y madu-
ran por brote a través de la membrana celular. 8, 21

El virus del distemper relacionado antigénicamente con los
de la peste bovina y sarampién, contiene hemoaglutinina pero
no neuraminidasa, es sensible a solventes lipidos, estable a pH
de 5-10, puede permanccer activo durante 1 mes a -10°C e in
definidamente a -76°C o lofilizade. 1, 17, 25 '

El distemper se ha diagnosticade en tedo el mundo, inclu

yendo México en donde se considera una enfermedad enzodtica

que afecta principalmente a perros jévenes, siendo algunas ra
zas mds susceptibles, entre ellas el pastor alemdn. 10, 20

El periodo de incubacién de la enfermedad es de 3-8
dias y los animales presentan fiebre difdsica, descarga nasal
y ocular, vémito, diarrea, disnea y a veces hiperqueratiniza~
cién de los cojinetes plantares. Las manifestaciones nerviosas

son hiperestesia, incoordinacién, convulsiones, postracién para
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electroforesis en geles de poliacrilamida muestran que hay dife-
rencias en el patrén electroforético de las proteinas H y F; la

primera es capaz de hemoadsorber y la segunda responsable de

la fusién del virus con la célula huesped. Esto es muy impor-
tante ya que hay informes de casos de distemper en los que la
evidencia sugiere que el virus vacunal fue el responsable del

cuadro clinico observado. 5,6,23,24,28,30,37

I11.- HIPOTESIS

Es probable que las diferencias en las proteinas Hy F
se asocien con la virulencia del virus, asi como con su capaci-
dad de producir efectos citopatogénicos (ECP), hemoadsorber y
hemoaglutinar globulos rojos de diferentes especies. Los virus
de campo producirdn ECP en cultivos celulares y tendrdn una
mayor capacidad hemoadsorbente y hemoaglutinante. En cambio
los virus vacunales no producirdn ECP y tendrdn una menor ca-

pacidad hemoadsorbente y hemocaglutinante.

IV.- OBJETIVOS

a} intentar evaluar la capacidad del virus del distemper de
producir efectos citopatogénicos en cultivos celulares prima-
rios y de linea.

b} Hemoaglutinar glebules rojos de diferentes especies a distin
tos pH y concentraciones.

c) evaluar la capacidad hemoadsorbente en cultivos celulares

infectados con el virus del distemper.
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V. - MATERIAL

l.- muestras congeladas de tejido nerviose provenientes de perros
que mostraron una signologia predominantemente nerviosa,
positivos al virus del distemper por IF, con cuerpos de in-
clusién al examen histolégico y mantenidas a -70°C.

2.-células de riidn de mono verde (VERO) 2, crecidas en Medio
Minimo de Eagle {MEM}, suplementado con 5% de suero fetal
bovino (SFB) y antibiéticos (100 Ul de penicilina y 100.ug
de estreptomicina por ml de medio).

3.-cenjugado antimoquillo canino producido y elaborado de acuer

do a la técnica de Kawamura © (22)

4L.-suero hiperinmune contra la hepdtitis canina, elaborado de
acuerdo a la técnica de Lennette 3(26)

S.- virus vacunal del distemper de una vacuna comercialf. con el
que se infectaron cultivos de células utilizandolas como tes—
tigo

6.~ cultivo primario de células renales de perro {CRP), obtenido
de acuerdo al procedimiento descrito por Lennette.(26) creci

das y mantenidas con MEM adicionado de SFB y antibiéticos.
a,b,c,d,-proporcionados por el departamente delwmunclogia
y Virologia de la FWMVZ, UNAM.
<¢.—G1BCO laboratories, 3175 Stanley Road, Grand lsland, New

York, 14 072,N.Y. USA.

f.-vacuna VYanguard DAL, Smith Kline, Lab. Norden de México
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cuadro- 1
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA,

REALIZADA A LAS 24,48 Y 72 HORAS: ~7::

Identificacisn de las 24'Wrs o 48 hs C o T2hes

muestras

+ S

9 + S R

10 + ++ +

1l + ++ 4+

12 + ++ ++

13 + + ++

14 + 4+ ey

15 + ++ +

16 + ++ At

{ 17 t +4 ++

testigo + ++ ++
nota: - = reaccidn negativa ++ = mixima intensidad

+ = reaccidn positiva de fluorescencia
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cuadro @
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HEMOADSORCION

Identificacidn de 24 hrs 48 hrs 72 brs
las muestras
1 + + +
2 - - -
3 + + +
4 + + +
5 - - -
[ - - -
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 - - -
11 + + +
12 + + +
13 + + +
14 - - -
15 + + +
16 - - -
17 - - -
testigo + + +
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cuadro 3

RESULTADOS DE LA PRODUCCION DE EFECTO CITOPATICO EN

CULTIVOS CELULARES A LAS 24, 48 Y 72 HORAS

POSTINOCULACION
ldenctificacidn de las
muestras : 24 hrs 48 hrs 72 hrs
I + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
? A _
8 + + +
9 - - -
10 + + +
11 + + +
12 + + +
13 + + +
14 + + +
15 + + +
16 - - -
17 - - -
testigo - - -

nota: - = ausencia de ECP, + = ECP
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D1SCUSION
El tejido nervioso del cual se tomaron los indculos era de

animales clinicamente enfermos que presentaron un cuadro pre~

dominantemente fervioso, y que finalmente perecieron, lo cual
de acuerdo a la informacidén disponible, sugiere se trata de
virus virulentos {(9,24,34). Estos virus debieron producir ECP,
en e¢ste estudio al inocular las muestras se abservd que sélo el
76% los produjo. Metzler ( 31 ) informa que en el primer
pase a cultivos celulares las probabilidades de réplica del virus
del distemper estan restringidas y se incrementan para el segun
do pase, de tal manera que se pueden observar ECP que desapa
recen para el tercero, esto puede explicar el 24% de mucstras
negativo obtenido en este trabajo, en ei que sdlo se realizaron
2 pases.

Morikawa (34) trabajando con el virus del distemper adap
tado a células po neurales come las VERQ encontrd que 'si se
les daba pase nuevamente a estos virus a células de la oligo~
dendrogiia, los virus recuperaban su virulencia, en cambio si
los pases se efectuaban en células del neuroblastoma la rever-
sién de su wvirulencia era parcial, este evenio indica que los
virus provenientes de tejido nervioso pasados a células no neu-
rales ven su réplica restringida y por ende poca probabilidad

de observar ECP marcados.

Otros autores mencionan que algunos virus del distemper

aislados de perros que mostraron cuadros respiratorios cré-
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la célula huesped, asi come de la induccidn de inmunoglobulinas
capaces de neutralizar al virus en vivo (35,36,40). Esto cobra
particular importancia si tenemos presente que las pruebas de
seroncutralizacidén que se realizan in vitro, determinan la presen-
cia de inmuneglobulinas contra la protefina H (hemoaglutinante}

que no brinda proteccién en vivo (32,43). Por otra parte sc ha

determinado que cuando la proteina F se fracciona lentamente se

trata de virus dec baja virulencia y si se fracciona rapidamente

se trata de virus virulentos (41), en este trabajo los cambios
observades a las 24,48 y 72 horas asi como la scveridad de cllos,
no permitieron establecer diferencia alguna respecto al grado de
virulencia de los mismos.

Otra situacidén conocida que participa en el agravamiento
del cuadro clinico ecs que, el virus del distemper al igual que
el del sarampién, produce estados de inmunodefiencia, pues se
réplica en tejido linfoide {(células cooperadoras CD4 y CD8) y md
crofagos, provecando ademds la liberacidén de factores inmunosu-
presores como las prostaglandinas (PGE2) que suprimen la activi
dad de linfocitos cooperadores, e inhibiendo la liberacion de sus
tancias que estimulan a las células T como la interleucina 2,

o incrementando la actividad de leucotrienos (33,38,39). Esta

informacién permite explicar en parte, porqué a pesar de la va-

cunacidén, sicmpre se observan casos fatales, la informacién dis-
ponible en cl caso del sarampién dice que el 0.1% de cada 1000

casos es fatal (39), a pesar de efectuar programas de vacuna-
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cién, dichos casos se atribuyen a transmisién aérea, alta proba--
bilidad de contacto, registros de vacunacidén incicrtos y respuesta
inmune inadecuada ya sea por la temprana edad de vacunacién,
bloqueo inmunoldgico o por el efecto inmunosupresor mencionado

anteriormente (31,39).

Desafortunadamente para el caso del distemper no se encuen-
tra informacidn disponible al respecto, excepto que es la enferme-
dad de perros que mds se diagndstica después de la rabia en la
FMVZ (12,13) y en otro estudio sc menciona que por cada caso de

rabia confirmado por laboratorio, exisiten 1.27 casos de distemper

(20), desconociendose por completo ¢l porcentaje de la poblacién
canina vacunada y la frecuencia con que esto se realiza, ast
como las vacunas (cepas) utilizadas, por lo que resulta dificil
obtener conclusién alguna al respecto del comportamiento de estos
biolégicos en la poblacién canina existente en México.

En cuante a los resultados obtenidos con la pruehn'dc he-
moaglutinacion debe sefialarse que no se observaron resultados

positivos a pesar de haber utilizado pH, tipos de sangre y tempe

ratura diferentes, confirmando asi lo mencionado por otros autores
que informan que esta prueba no es constante y fiable como méto
do de diagndstico (5,19). Por otro lado en la prueba de hemo-
adsorcién se observé que el 59% resulté positivo, desafortunada-
mente al no disponer de datos obtenides por otros autores, c¢s
dificil hacer comparaciéon alguna, sin embargo Baczko (3) utili-

zando la prueba de eclectroforésis en geles de poliacrilamida, in-
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forma que la proteina H es detectada ocasionalmente, en compara
cién con la proteina N (nucleocdpside) y la P (fosfoproteina) que
son determinadas consiatemente, lo cual puede explicar la incon-

sistencia de los resultados obtenidos con ambas pruebas.
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CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, asi
como la informacién disponible al respecto, se puede afirmar
que el 76% de las muestras analizadas se comportan como virus
virulentos al producir ECP, sin que sea posible establecer si el

origen de estos virus es o no vacunal. Sin embargo el aislamien

1o del virus en tan pocos pases, sugiere la posibilidad de que
los causantes de la enfermedad hayan side de origen vacunal ya
que para que el virus de campo o virulento sea aisiado se re-

quiere de muchos pases.
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