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RESUMEN

Damian Sandoval Miriam. Identificacién de virus respiratorios en pulmones neuménicos
de perros domésticos a través de inmunohistoquimica. (Bajo la direccion de MVZ. Esp.
Dra. Elizabeth Morales Salinas, MVZ. MSc. PhD. Francisco Trigo Tavera, MVZ. Gerardo
Salas Garrido).

En este estudio, se estandarizaron técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) para la
identificacion de los virus de Distemper canino (CDV), Adenovirus canino (CAV) y
Parainfluenza canina (CPiV). Se determiné la frecuencia de presentacion, asi como la
asociacion entre ellos, en 35 muestras de pulmones neumoénicos de perros domeésticos.
En todos los casos, se identificd al menos un tipo de virus respiratorio. El CDV, fue el virus
que se identificé con mayor frecuencia en el total de las muestras (77%). En 10 de los 35
casos (29 %) se identificaron a los tres tipos virus en forma conjunta. Se formaron tres
grupos de animales de acuerdo a la edad, en donde se determin6 que el CDV, fue el virus
mas frecuente en los tres grupos de animales. Los antigenos virales fueron identificados
en macrofagos alveolares, monocitos, neumocitos, células epiteliales y sincicios. Las
lesiones microscopicas encontradas fueron muy semejantes a las descritas en la literatura
mundial, tales como neumonia intersticial, bronconeumonia y neumonia broncointersticial,
mismas que fueron senaladas en los criterios de inclusion para éste estudio y que
frecuentemente se asocian a agentes virales. Los resultados de este trabajo indican que
ademas del CDV, el CAV y el CPiV también estuvieron involucrados en el desarrollo de
neumonias. La IHQ permiti6 identificar antigenos virales en todas las muestras de pulmén
analizadas, lo que sugiere que si se implementa como técnica de diagnéstico, resulta ser
una herramienta de diagndstico efectiva que puede ser utilizada para complementar con
mayor precision el examen histopatolégico entre otros.



INTRODUCCION

Las alteraciones respiratorias en perros domeésticos jovenes son frecuentes, por lo que es
importante su diagnéstico precoz. Algunos estudios indican que los virus comunmente
asociados con las enfermedades respiratorias caninas son el distemper canino (CDV),
parainfluenza 2 (CPiV) y el adenovirus canino 2 (CAV2)." También el herpesvirus canino y
los reovirus tipos 1, 2 y 3 se han aislado escasamente en perros con traqueobronquitis
infecciosa canina (TBI)."

Ademas de los agentes virales, hay una gran diversidad de agentes bacterianos y
micoéticos que pueden causar neumonias. Hay numerosos organismos bacterianos que se
encuentran presentes en las vias de conduccién del tracto respiratorio, pero son
incapaces de causar infeccion, excepto los llamados “invasores bacterianos” o “bacterias
oportunistas”, como Bordetella bronchiseptica y otros microorganismos como los
Micoplasmas, que cominmente, estdn involucrados en la mayoria de las neumonias
graves de los perros. En forma casi invariable estos agentes se asocian con la infeccion
primaria por el virus de distemper y se encuentran, en general, en infecciones combinadas
con Escherichia coli, Pasteurella sp. y otras bacterias.’

Generalmente se hace un diagnéstico clinico de la enfermedad, pero no se identifican a
los agentes involucrados en los problémas respiratorios. En los laboratorios de
anatomopatologia, se realizan diagnosticos sin identificar en la mayoria de los casos al o
los agentes etioldgicos, con excepcion del virus del distemper canino (CDV), en cuya
infeccion, en algunos casos se pueden identificar inclusiones virales en células epiteliales
de los bronquios, bronquiolos y epitelio transicional de la vejiga, entre otros.>**®

Virus del distemper canino (CDV).

El virus del distemper canino (CDV), pertenece al género Morbillivirus de la familia
Paramyxoviridae y esta estrechamente relacionado antigénicamente con virus de las

enfermedades como sarampién, peste bovina, distemper porcino, distemper de los



delfines y morbilivirus de los équidos."® Los huéspedes naturales del moquillo incluyen
ciertas especies de carnivoros terrestres y algunas otras especies que se infectan en
forma experimental.’

El distemper canino es una enfermedad viral multisistémica grave, que se observa en todo
el mundo, produce alta morbilidad y mortalidad en poblaciones de perros no vacunados y
otros carnivoros.?® El virus del distemper canino mide 150-250 nm, tiene una cadena
simple de ARN, simetria helicoidal y esta envuelto por lipoproteinas que se derivan de
glucoproteinas virales que se incorporan a la membrana celular.

El CDV abunda en los exudados respiratorios de animales enfermos y frecuentemente se
disemina por aerosoles; sin embargo, puede aislarse de otros tejidos, tales como
linfonodos retrofaringeos y bronquiales, asi como de la orina. El virus puede excretarse
después de 60 a 90 dias posinfeccidon, aunque son mas tipicos los periodos mas cortos
de eliminacién.’

El virus ingresa por via oro-nasal a través de aerosoles. A los 2 0 4 dias entra en
contacto directo con el epitelio respiratorio de las vias de conduccién o epitelio conjuntival.
En 24 horas se replica en macrofagos tisulares y tejido linfoide (tonsilas y linfonodos
bronquiales) y produce una primera viremia. Posteriormente a los 2-4 dias aumenta el
numero de virus en tonsilas, linfonodos brbnquiales y retrofaringeos. A los 4 y 6 dias hay
una segunda replicacién en otros érganos linfoides como bazo, timo y médula 6sea,
puede haber despoblacion linfoide, fiebre, leucopenia por linfopenia, debido al dafio que
produce el virus en células T y B. Posteriormente el virus se disemina a los diferentes
tejidos epiteliales y al sistema nervioso central (SNC) a través de los macréfagos.'?*®

Es rara la presentacién sobreaguda, puede haber fiebre y muerte repentina. Es
mas comun la enfermedad aguda, después de un periodo de incubacién de 3-6 dias. En

perros afectados produce elevadas temperaturas difasicas arriba de 41°C.? La mortalidad

puede variar de 0-100% dependiendo de la virulencia de la cepa del CDV, de la edad y



resistencia del huésped. Los signos clinicos son extremadamente variables,
principalmente se caracterizan por: anorexia, depresion, conjuntivitis, rinitis y fiebre de
39.5 a 41 °C.*” Algunos perros muestran primero signos respiratorios y otros presentan
signos digestivos y/o neurologicos.

La fase respiratoria se caracteriza por rinitis, laringitis y bronquitis serosa catarral, tonsilitis
y tos. Posteriormente es comun encontrar neumonia intersticial y bronconeumonia
supurativa cuando se complica con agentes bacterianos. Al inicio de la enfermedad se
pueden encontrar cuerpos de inclusion eosinofilicos intracitoplasmaticos e intranucleares
en los epitelios.>>*°

Ofras lesiones asociadas al CDV son: hipoplasia del esmalte dental, hiperqueratosis de
los cojinetes plantares y rodete nasal, dermatitis pustular y artritis reumatoide.®®

El CDV es responsable de la inmunodepresién, lo cual permite que se desarrolle la
infeccion sistémica y puede asociarse con otros agentes virales y otros microorganismos,
tales como la Salmonella sp., Toxoplasma gondii y Neospora caninum.' También puede
coexistir con otros virus, con Bordetella bronchiseptica y Micoplasmas, provocando la TBI
o tos de las perreras.’

Se cree que el estrés ambiental y los contaminantes juegan un papel importante en la
gravedad de la enfermedad. Por ejembto: al reducir la concentracion del amonio,
producido por la orina mediante un aumento en la ventilacién, se ha demostrado menor
incidencia de enfermedades respiratorias en criaderos, donde los perros son mantenidos
en lugares cerrados, especialmente durante los meses frios.’ La patogenia de CDV se
resume en la figura 1.

Virus de parainfluenza canina (CPiV).

El virus de parainfluenza (CPiV) pertenece al género Respirovirus de la familia
Paramyxoviridae, mide de 150-300 nm, esta diseminado de manera extensiva en la

poblacién canina, pero se ha aislado con mas frecuencia en TBI. Este virus es similar



antigénicamente, pero no idéntico al virus de parainfluenza simio (SV5), bovino, ovino,
suino y felino.>'®"" El virus se replica en células epiteliales de la mucosa de cavidad nasal,
traquea, bronquios, bronquiolos y linfonodos peribronquiales. El periodo de incubacion es
alrededor de una semana. Los signos clinicos se desarrollan a los 9 dias posinoculacion.’
El CPiV es altamente contagioso y se disemina rapidamente, especialmente en perreras y
albergues para animales." Se han descrito muertes en perros infectados de manera
simultanea con el CPiV y Micoplasmas.’ Los cambios patolégicos méas notables causados
por el CPiV son bronquitis y neumonia intersticial. La patogenia de la enfermedad
respiratoria por el CPiV se resume en la figura 2.

Adenovirus canino (CAV)

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae y género Mastadenovirus, son virus
no envueltos, de forma hexagonal y simetria icosahédrica, miden 80-100 nm de diametro.’
El CAV1 y el CAV2 son dos tipos distintos de adenovirus, el CAV1 se asocia a la hepatitis
infecciosa canina, o enfermedad de Rubarth y el CAV2 a la TBI y neumonia, sin
embargo, guardan estrecha relacién antigénica." Aunque el adenovirus canino 1 (CAV1)
se ha aislado en brotes de enfermedades respiratorias, el adenovirus canino 2 (CAV2) se
involucra mas frecuentemente en éstas.’

El CAV2 afecta principalmente al tracto reépiratorio y aunque puede replicarse en el tracto
intestinal, no ha sido asociado con enfermedades entéricas.'®'> El CAV2 se replica
primero en mucosa nasal, faringe, tonsilas y el epitelio ciliado del tracto respiratorio. En
raras ocasiones se ha observado opacidad de la cornea después de la vacunacion.’

El virus puede persistir en la mucosa nasal y en pulmén por casi una semana después de
la infeccién y puede ser recuperado en las heces. Se transmite principalmente a través de
las secreciones del tracto respiratorio.’ Se disemina en perros susceptibles en refugios

para animales, en perros para investigaciéon y en tiendas de mascotas. Es una



enfermedad de perros jovenes, no vacunados, que rara vez se observa en animales
mayores.

Los signos y lesiones son: fiebre, tonsilitis, neumonitis en casos sin complicacion; cuando
se complica con Bordetella bronchiseptica, los perros sufren una traqueobronquitis o
bronconeumonia fatal."*

La lesion pulmonar principal en la infeccion con CAV1 es una bronquitis y bronquiolitis
necréticas y en higado produce necrosis multifocal y cuerpos de inclusién intranucleares.™
71418 | a patogenia de la adenovirosis (CAV2), se resume en la figura 3.

Las tinciones de inmunohistoquimica (IHQ) se basan en la deteccion de antigenos en
células y tejidos, mediante anticuerpos especificos marcados con una enzima, que
cuando se expone a un sustrato en presencia de un cromégeno el sitio de reaccion
antigeno-anticuerpo se puede visualizar a través del microscopio dptico. "'

La inmunohistoquimica ha sido de gran ayuda en la medicina e investigacién y se ha
empleado para diagnostico e identificacion de agentes infecciosos como virus, bacterias,

parasitos y hongos.'""'®



JUSTIFICACION

Debido a que en los perros que mueren por procesos neumonicos asociados con agentes
virales, no se puede determinar con exactitud por métodos histoquimicos, cuales son los
virus involucrados en estas infecciones respiratorias, es necesario usar métodos de
diagnostico mas sensibles y especificos como la inmunohistoquimica, para identificar a
los agentes virales mas frecuentemente involucrados en estas infecciones, tales como
son el virus de distemper canino (CDV), el adenovirus canino (CAV) y el virus de

parainfluenza canina (CPiV).



OBJETIVOS

¢OBJETIVO GENERAL:
Estandarizar técnicas de inmunohistoquimica para la identificacion de agentes virales

tales como CDV, CAV y CPiV en pulmones neumoénicos de perros domeésticos.

¢OBJETIVO PARTICULAR:
Determinar la frecuencia de los virus respiratorios CDV, CAV y CPiV involucrados en

neumonias de perros domésticos, asi como la asociacion entre ellos.



HIPOTESIS

1) Ademas del CDV, otros virus respiratorios como CAV, CPiV estan presentes en perros

domésticos con neumonia.

2) EI CDV, es el virus mas frecuentemente involucrado en procesos neumonicos agudos o

subagudos en perros domésticos jovenes.

3) La inmunohistoquimica es un método de diagnéstico efectivo para detectar a los virus

causantes de neumonias de perros.



MATERIAL Y METODOS:
Se realizo un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, comparativo y transversal,
en el cual se utilizaron muestras de pulmones neuménicos de 35 perros a los que se les

realizd estudio anatomopatologico de diciembre de 1996 a junio del 2003.

Criterios de inclusién

Tomando en cuenta que las enfermedades respiratorias virales afectan principalmente a
los animales jovenes, se seleccionaron pulmones de perros preferentemente entre 2
meses y 5 anos de edad, sin embargo, de acuerdo a la disponibilidad de casos se
incluyeron pulmones de dos perros de 2 semanas, dos perros de 7 afos de edad, el
pulmén de un perro de 8 afios de edad y el pulmén de un perro de 12 afios de edad, sin
tomar en cuenta la raza, ni el género, con diagnéstico posmortem de neumonia
intersticial, bronconeumonia supurativa o neumonia broncointersticial, de curso agudo y

subagudo (cuadro 1).

Examen Histopatolégico

Se trabajé con muestras de pulmoén incluidas previamente en parafina, que forman parte
del acervo de diagnodstico del Departaménto de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autébnoma de México. A estas
muestras se les realizé un nuevo estudio histopatolégico cortandose los tejidos a 3 um de
grosor y tinéndose con hematoxilina y eosina, (H&E), para clasificar el tipo de neumonia
de acuerdo a Lépez MA.”, (cuadro 1). A partir de éstas muestras, se realizaron cortes
seriados de 3 um de grosor, las cuales se utilizaron posteriormente para el estudio de

inmunohistoquimica.

10



Estudio inmunohistoquimico (IHQ)

Con el fin de identificar antigenos virales y poder diferenciarlos entre si, se utilizd la
técnica de inmunohistoquimica Complejo Avidina-Biotina (CAB)."""(figura 4).

Las diluciones de anticuerpos primarios y secundarios, asi como los tiempos de
incubacion, se determinaron mediante ensayos probando diferentes diluciones y tiempos,
quedando estandarizados como se indica a continuacion:

Anticuerpos primarios

Se usaron como anticuerpos primarios: Anti-distemper canino: monoclonal de origen
murino. ElI marcador antigénico o epitopo es la glicoproteina F, que pertenece a la
envoltura viral. La especificidad indicada por el fabricante, es que no reacciona con CAV
2 ni con CPiV, ni con el parvovirus canino (CPV) y ni tampoco con el coronavirus canino
(CCV).

Anti-adenovirus caninos« policlonal de origen canino. El fabricante no indica
especificidad.

Anti-parainfluenza 1+++ policlonal de origen caprino. La especificidad mencionada por el
fabricante indica que reacciona antigénicamente con el virus de parainfluenza 2 (PI2) y
parainfluenza 3 (PI13).

Tejidos utilizados como testiqos

Para cada virus a evaluar se utilizaron como testigos los siguientes tejidos: el testigo
positivo para el virus de distemper canino (CDV), fue una seccion de pulmdn, con la
presencia de cuerpos de inclusidon intranuclear en epitelio bronquial, detectados por
histopatologia y el encéfalo del mismo perro fue positivo por Inmunofluorescencia (IF),

figura 5.

+ No. Catalogo: 3800-0100, Labs. ANAWA S.A.
++ No. Catalogo: 0152-1904, Labs. ANAWA S.A.
+++ No. Catalogo: 7140-0406, Labs. ANAWA S.A.
Unterdorfstrasse 23, CH-8602, Wangen, Suiza.
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El testigo positivo para adenovirus canino (CAV), consistido en una seccion de higado,
con la presencia de cuerpos de inclusion intranucleares en hepatocitos y positivo por
inmunofluorescencia (figura 6).

El testigo positivo para el virus de parainfluenza (CPiV), fue una seccion de pulmén bovino
positivo para éste virus a través de inmunohistoquimica, considerando que es similar
antigénicamente al PiV de los perros.”"" (figuras 7 y 8).

Los testigos negativos para todos los procedimientos fueron secciones de los mismos
testigos positivos, pero sin la aplicacion de los anticuerpos primarios. (figura 9).

Los tejidos utilizados como testigos positivos y negativos para cada virus a identificar, se

resumen en el cuadro 2.

Técnica de IHQ utilizada: Método complejo avidina-biotina (CAB).

Preparacion de los tejidos:

De las muestras de pulmén incluidas en parafina, se realizaron 6 cortes seriados de 3um
de grosor, obteniéndose dos laminillas para cada virus a identificar, haciendo un total de
210. Los cortes histolégicos se montaron en portaobjetos tratados previamente con la
solucion adhesiva Poli-L-Lysina« al 1%, para evitar el desprendimiento de las secciones
durante el procedimiento.”’ |

Las secciones se desparafinaron en una estufa a 60 °C, por 12 horas aproximadamente.
Para completar este proceso, los tejidos se sumergieron inmediatamente en xilol,
realizando tres cambios de 20 minutos cada uno y después en acetona realizando dos
cambios de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Para la rehidratacion de los tejidos, los portaobjetos se sumergieron en alcohol etilico a

diferentes concentraciones, absoluto, 96%, 80% y 50%, realizando tres cambios de 3

+Sigma Chemical Company.
P.O. Box 14508. St. Louis Missouri 63178-0016
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minutos cada uno, por cada concentracion de alcohol y finalmente, se sumergieron en
agua destilada realizando tres cambios de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Inhibicion de |la peroxidasa enddgena

Para inhibir la actividad de peroxidasa endogena, las secciones de los 6rganos se trataron
con peroxido de hidrogeno y metanol absoluto, en una relacion 1:8, realizando dos
cambios de 30 minutos cada uno. Posteriormente se hicieron lavados con solucién
amortiguada de fosfatos (PBS)x con pH de 7.6, realizando tres cambios de 5 minutos
cada uno a temperatura ambiente.

Recuperacion de antigenos

Para la recuperacion de antigenos, los tejidos sumergidos en PBS se sometieron a
tratamiento fisico (calor) en un horno de microondas convencional marca Sanyo, modelo
No. EMA-108s, a nivel medio (4), por 3 minutos. Inmediatamente, se cambié el PBS
caliente, por PBS frio, para detener la reaccion de recuperacion.

Bloqueo de avidina y biotina endégenas

Para bloquear la avidina y biotina enddgenas de los tejidos, se utilizaron 2 bloqueadores,
el primero de tipo comercial®, con dos soluciones. La primera solucién estuvo dirigida en
contra de la avidina y consistid6 en aplicar dos gotas (50 pl/gota), incubando por 30
minutos en camara humeda a temperatura‘ambiente (20-25°C) y después se realiz6 un
lavado con PBS por 5 minutos. La segunda solucién bloqueadora de la biotina, se aplicd
siguiendo el mismo procedimiento que con la primera solucion.

El segundo bloqueo estaba dirigido contra la estreptoavidina, se usé el reactivo comercial

incluido en el equipo de inmunotincién.s+ Para ello se aplicaron dos gotas (50 uL/gota)

* Solucion Amortiguada de fosfatos, Sigma.

P.O. Box 14508. St. Louis Missouri 63178-0016

“Endogenous Avidin/Biotin Blocking Kit

No. Catalogo: 00-4303, Zymed laboratorios, Inc.

561 Eccles Avenue, So. San Francisco, CA 94080

++ Zymed Laboratories Inc. South San Francisco. California 94080. USA.
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sobre cada laminilla, incubando por 1 hora en camara humeda a temperatura ambiente
(20-25° C). En este caso la solucién bloqueadora sélo se decanté.

Aplicacién de anticuerpos primarios

Se procedi6 a la aplicaciéon de los anticuerpos primarios, diluidos en PBS: anti-Distemper,
anti-Adenovirus y anti-Parainfluenza 1.

Los tres anticuerpos primarios se aplicaron a las secciones de pulmén, en cada laminilla
por separado, usando diferentes diluciones, quedando estandarizadas, de la siguiente
forma:

¢ Anti-distemper canino, a una dilucién de 1/350 pL.

e Anti-adenovirus canino, a una dilucion de 1/800 uL.

¢ Anti-parainfluenza 1, a una dilucién de 1/400 pL.

De cada anticuerpo primario, se aplicaron dos gotas (20 plL/gota) en cada laminilla,
dejandolos incubar toda la noche (12 horas aprox.), en camara himeda a 4°C.

Para los testigos negativos de cada antigeno a identificar se sustituy6 el anticuerpo
primario por PBS (20 plL/gota). Posterior a la incubacion las muestras fueron sometidas a
tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno.

Aplicacion de anticuerpos secundarios

Posteriormente se aplicaron los anticuerpos secundarios marcados con biotina anti-
anticuerpos primarios respectivamente:

Anti-ratén* dirigido en contra del anticuerpo primario de Distemper hecho en raton, anti-
perro* en contra del anticuerpo primario de Adenovirus de origen canino y anti-cabra=* en
contra del anticuerpo primario de Parainfluenza 1 de origen caprino.

* Zymed Laboratories Inc.,South San Francisco. California 94080. USA.

** Affinity Purified Antibody to Dog IgG (H+L)

No. Catalogo 16-19-06, KPL, Kirkegaard and Perry Laboratories

Cessna Court 2, Gaithersburg, MD 20879-4174 USA.

***Conjugate Biotin, Anti-Goat IgG (whole molecule)

No. Producto B 7014, Sigma Chemical Company
Spruce Street 3050, St. Louis, MO, USA,, 63103.

14



Del anticuerpo anti-raton del reactivo comercial*, se aplicaron dos gotas (20 ulL/gota) a
cada seccion y se incubaron por 1 hora en camara himeda a temperatura ambiente (20-
25°).

El anticuerpo anti-perro se aplicé a una dilucion 1/500 L, diluido en PBS y el anticuerpo
anti-cabra se aplicd a una dilucién 1/1000 L, diluido en PBS. De estos dos anticuerpos se
aplicaron dos gotas (20 plL/gota) a cada seccion por separado y se incubaron durante 1
hora con 30 minutos, en cdmara hUmeda a temperatura ambiente (20-25° C).

Para eliminar el exceso de anticuerpos secundarios se realizaron tres lavados con PBS
de 5 minutos cada uno.

Aplicacion del CAB

Para magnificar la reaccién inmunolégica, se le aplicaron dos gotas (20 plL/gota) del
conjugado de la enzima CAB* por cada seccién y se incubaron por 45 minutos, en camara
himeda a temperatura ambiente (20-25°C), (ffigura 4).

Aplicacion del cromégeno

La preparacion del cromogeno, asi como los tiempos de incubacion, se realizaron de
acuerdo a las instrucciones del fabricante del reactivo comercial de tincion usado*."”

Para revelar esta reaccion, se utilizd como cromégeno al 3-amino-9-etil carbazol (AEC)-,
aplicando dos gotas (20 pL/gota), habiéndbles dado el siguiente tiempo de revelado para
cada antigeno: 4 minutos para el CDV, 3.5 minutos para el CAV y 2 minutos para el CPiV,
(figura 4).

Enseguida se realizé un lavado delicado con agua destilada sobre cada laminilla, para
detener la reaccion del revelado, e inmediatamente se sumergieron las laminillas
nuevamente en agua destilada. Las secciones se contrastaron con hematoxilina de

Meyer, se aplicaron dos gotas (20 pL/gota) en cada muestra, la cual se lavo con agua

*Zymed Laboratories Inc.,South San Francisco. California 94080. USA
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destilada y posteriormente las laminillas se sumergieron en PBS, por 30 segundos,
obteniéndose una contratincion azul tenue sobre el tejido y se regresaron al agua
destilada.

Finalmente a las laminillas, se les aplicaron los cubreobjetos sellandolas con resina*.

Una reaccion positiva se determind al observar antigenos virales, en forma de granulos

intracelulares, tefidos de un color rojo caracteristico.

Analisis de resultados

De acuerdo al andlisis histopatolégico, se determiné el tipo de neumonia (cuadro 3),
tomandose en cuenta el grado de lesion, distribucion y curso asi como la frecuencia con la
que se detectaron cuerpos de inclusién, basandose en la clasificacion de neumonias de
Lépez MA.®

Para el andlisis de los resultados de IHQ, se obtuvo el nimero y porcentaje de los casos
positivos a los virus, asi como el niumero y porcentaje de casos con infeccion mixta, de tal
forma que se determind su asociacion y frecuencia.

Para determinar la frecuencia de presentacién de los virus de acuerdo a la edad en los 35
animales, se formaron tres grupos: El grupo 1 fue constituido por muestras pulmonares de
17 animales entre una semana y dos mesés de edad, el grupo 2 se formo por muestras
de pulmonares de 10 animales mayores de 2 meses y hasta 1 afio de edad y el grupo 3
fue integrado por muestras de pulmones de 8 animales mayores de un afo. Ademas se

identificaron las células que fueron positivas a los diferentes virus.

*Zymed Laboratories Inc.,South San Francisco. California 94080. USA
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RESULTADOS

Histopatologia

Los resultados para el examen histopatologico se resumen en el cuadro 1, en donde se
indica el diagnéstico morfologico por caso.

La bronconeumonia supurativa fue la lesion mas frecuentemente en 15 casos (43%),
seguida de la neumonia broncointersticial observada en 11 casos (31%) la neumonia
intersticial en 7 casos (20%). Bronquitis catarral en un caso (3%) y neumonia neutrofilica
en un caso (3%), cuadro 1. El grado de lesion mas comun fue grave en 14 casos (40%),
seguido por moderado en 11 casos (31%) y ligero en 10 casos (29%).

Las lesiones microscopicas encontradas en el presente estudio fueron similares a las
neumonias mencionadas en los criterios de inclusion y las cuales comunmente se asocian
a agentes virales, tales como neumonia intersticial, bronconeumonia y neumonia
broncointersticial (figura 10).

En nueve de los 35 casos se encontraron cuerpos de inclusion, de los cuales 4 (44%)
fueron de tipo intracitoplasmaticos, 2 (22%) de tipo intranuclear y en 3 (33%) de los casos
se encontraron ambos tipos de inclusiones, (figuras 11y 12).

Inmunohistoquimica

De acuerdo al estudio inmunohistoquimico. realizado en pulmones neumonicos, todos los
casos resultaron positivos al menos a un virus respiratorio.

Quince de los 35 casos resultaron positivos para un tipo de virus representando el 43%,
10 casos resultaron positivos para dos tipos de virus, los cuales representan al 29% y 10
casos resultaron positivos a los tres tipos de virus, representando el 29% (cuadro 3).

El nimero y porcentaje de casos inmunopositivos y negativos para cada virus, indican que
el virus mas frecuentemente identificado fue el CDV, en 27 casos (77%), seguido por el

CAV en 20 casos (57%) y por el CPiV en 18 casos (51%), se resume en el cuadro 4.
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El numero y porcentaje de casos positivos para CDV, CAV y CPiV; asi como las
asociaciones entre ellos, se resumen en el cuadro 5 en donde se puede apreciar que el
virus mas frecuentemente identificado en forma individual, fue el CDV en 8 de 15 casos
(53%), la asociacion mas frecuente entre dos tipos de virus fue el CDV con CPiV en 5 de
10 casos (50%) y en los 10 casos restantes se asociaron los tres virus.

La correlacion entre la localizacion del antigeno viral en el pulmén y la edad de los
animales por grupo, se resumen en los cuadros 6, 7 y 8. La mayoria de los antigenos se
encontraron en el citoplasma de macrofagos alveolares e intersticiales; en neumocitos tipo
Il; en el citoplasma del epitelio bronquial, bronquiolar y monocitos, en un caso en el
citoplasma de sincicios y en dos casos en epitelio bronquial y neumocitos con cuerpos de
inclusion intracitoplasmaticos, figuras 13 a 22.

Los resultados de frecuencia de presentacion de virus identificados por IHQ en los tres
grupos de acuerdo a la edad se resumen en el cuadro 9, en donde se puede apreciar que
en el grupo 1 (animales de dos semanas a dos meses de edad), el virus mas frecuente
identificado fue el CDV en 13 de 17 casos (76%), en el grupo 2 (animales de tres meses a
un afo de edad), los virus mas frecuentes identificados fueron el CDV y el CAV, en 7
animales, representando el 70% por cada virus respectivamente y en el grupo 3 (animales
mayores de un afo de edad), el virus mé;c; frecuente identificado fue el CDV en 7 de 8

casos (87%), cuadro 9.
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DISCUSION

Las lesiones microscopicas encontradas en pulmones de perros fueron muy semejantes a
las descritas en la literatura mundial, que frecuentemente se asocian a neumonias
producidas por agentes virales, tales como neumonia intersticial, bronconeumonia y
neumonia broncointersticial."*”

Posiblemente, el hecho de que estas neumonias al clasificarlas por sus caracteristicas
histolégicas, fueron consideradas de curso agudo o subagudo, permitié identificar con
mayor facilidad a los virus respiratorios CDV, CAV y CPiV, los cuales por lo general no se
encuentran en cantidades importantes o no se identifican en animales con neumonias
crénicas.’*

El presente estudio confirma que en pulmones de perros con neumonias de curso agudo
0 subagudo, ademas del CDV, otros virus respiratorios se encuentran involucrados en
perros domésticos, lo cual coincide con lo sefialado con otros autores.'''*?° A| respecto,
diversos investigadores han propuesto que el desarrollo de neumonia en animales, se
debe a la interaccion de varios agentes, de los cuales los virus juegan un papel importante
al provocar exfoliacién de la mucosa respiratoria y algunos al inducir inmunodepresion,

como es el caso del CVD, el cual produce linfonecrosis y apoptosis de tejido linfoide. "'

Por ofro lado, en 9 de los 35 casos .(26%). se apreciaron cuerpos de inclusion
caracteristicos de CDV por medio de histopatologia, sin embargo, a través de IHQ, se
identificaron 27 casos positivos (77%) para este virus, lo que indica que éste método de
diagnéstico fue mas sensible pudiendo detectar un 51% mas de casos positivos con
respecto a la histopatologia.

Considerando que la bronconeumonia supurativa fue la lesién mas frecuente en 15 perros

(43%), y el grado de lesibn mas comuin fue el grave, se sugiere que en estos perros

existio co-infeccion con agentes bacterianos, desarrollandose neumonias graves.
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Por otro lado, en este estudio, la IHQ permitio identificar antigenos virales en todas las
muestras de pulmén analizadas, por lo que esta técnica resulta ser una herramienta de
diagnostico efectiva que puede ser utlizada para complementar el examen
histopatolégico. Semejante a lo referido en la literatura mundial, el CDV fue el virus que se
identific6 con mayor frecuencia por IHQ en todos los perros, lo que indica que sigue
siendo uno de los patégenos de mayor importancia al involucrarse en muchos casos de
neumonias en poblaciones de perros jovenes. (Greene)'>'41920-25

Desafortunadamente, con base en las historias clinicas, no se conté con suficiente
informacién acerca de la vacunacién de estos perros, por lo que no se pudo hacer una
correlacion entre perros infectados por CDV, vacunados y no vacunados.

Es importante destacar que la asociacién de CDV con CPiV fue la mas frecuente cuando
se asociaron 2 tipos de virus, lo que indica que el CPiV aunque fue el virus que se
identificd con menor frecuencia en el total de los casos (51%), se detecté en el 59% en los
perros de entre una semana y dos meses de edad (Grupo 1). Estos datos son similares a
los referidos en otros estudios, que indican que el CPiV por lo general provoca una
neumonia transitoria, de moderada a grave, afectando a perros muy jévenes.”*?" También
se destaca que no existen suficientes referencias en la literatura mundial que indiquen
frecuencias de afeccion por este virus, sin émbargo, en el presente estudio, se considero
como una frecuencia alta el haber encontrado antigenos virales de CPiV en 18 casos
(51%), tomando en cuenta que éste virus afecta preferentemente vias respiratorias altas,
segun lo referido por otros investigadores.'*%%!!

El CAV se consideré6 como un agente importante causante de neumonia ya que fue el
segundo virus que se detecté con mayor frecuencia tanto en el total de las muestras
analizadas (57%), tanto solo como asociado con el CDV (40%). Ambos se identificaron

con mayor frecuencia (70%), en perros de 2 meses hasta de un ano de edad (Grupo 2), lo

cual es semejante también a lo referido en diversos estudios.'*?*%" Ademas, al igual que
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en el caso de CPiV, tampoco se citan suficientes informes de la frecuencia de
presentacion de este virus en poblaciones caninas en la literatura mundial.*'?'%%®

Es importante senalar que 10 de los 35 casos (29%) fueron considerados como
verdaderos complejos respiratorios, ya que se encontr0 antigeno para los 3 virus
respiratorios, ademas de que probablemente se presentaron infecciones bacterianas
secundarias. Los complejos respiratorios se han descrito ampliamente en diversas
especies animales, la etiologia es multifactorial: estrés, condiciones ambientales
adversas, interaccion de varios agentes infecciosos, etc.'”’

La localizacion de los antigenos virales en el caso del CDV, se puede relacionar con la
patogenia del virus dentro del aparato respiratorio, ya que segun la patogenia de la
enfermedad, cuando el CDV alcanza al pulmoén, primero se replica en macréfagos
alveolares y después en neumocitos tipo Il, epitelio bronquial y bronquiolar."”?* En el caso
del CAV, el haber encontrado cantidad moderada y abundante de antigeno viral
principalmente en macréfagos en la mayoria de los casos, sugiere que éste virus al inicio
de la infeccion es fagocitado en el pulmén y al continuar la infeccién, es capaz de
replicarse en epitelio bronquial provocando bronquitis necrética, como previamente se ha
descrito.””'® Solo en 2 de los 20 casos positivos para éste virus (10%), se detectaron
antigenos de CAV en epitelio bronquia-l y bronquiolar. Con respecto al CPiV, la
localizacion de antigenos virales principaimente en macréfagos y epitelio bronquial
coincide con la patogenia de la enfermedad previamente descrita.'”

Es importante senalar que 7 de 9 casos (78%) en los que se detectaron cuerpos de
inclusion por histopatologia, no fueron inmunopositivos. Probablemente se deba a que los
cuerpos de inclusion corresponden a proteinas de ensamblaje y no a viriones, provocando
que los anticuerpos primarios especificos para la identificaciébn de cada virus, no sean
capaces de reconocerlos adecuadamente.® Esto concuerda con estudios realizados por

Miry C, Ducatelle R, Thoonen H., Hoorens J.%, donde informan que ninguno de los
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cuerpos de inclusion detectados en los casos estudiados fueron inmunopositivos. Sin
embargo, Berrocal, A. y Lépez MA.? han demostrado que los cuerpos de inclusion
también pueden ser inmunopositivos, por lo que la positividad por IHQ en estos casos es
variable.

Los resultados del presente trabajo se consideran satisfactorios, debido a que después de
realizar varios ensayos se estandarizaron nuevas técnicas de inmunohistoquimica que
permitieron identificar al CDV, CAV y CPiV en forma conjunta, lo cual no se ha informado
en otras investigaciones. Aunque existen otros estudios que refieren la utilizacion de la
IHQ para la deteccion de éstos agentes, han sido de forma individual o en grupos de
perros detectando uno o dos antigenos.'*?*?*? Existen otros trabajos en los cuales se
informa de la aplicacion de la IHQ para la deteccion del CDV, sin embargo, indican la
deteccion de antigenos virales principalmente en ofros tejidos que comunmente son
afectados por este virus como el SNC y linfonodos.?**

Se debe tomar en cuenta que el éxito de la IHQ dependera de varios factores tales como:
la cantidad de antigenos presentes y grado de autdlisis en el tejido, tiempos de incubacion
durante el desarrollo de la técnica y temperatura ambiental entre otros.”'® Algunas
limitantes que presenta el estudio inmunohistoquimico pueden ser los fijadores, ya que si
la muestra pasa mucho tiempo en fonﬁaiina, se pueden desnaturalizar proteinas o
enmascarar antigenos y provocar que la respuesta sea débil o escasa en el tejido."
Ademas, la concentracion alta o baja de los anticuerpos utilizados, pueden dar resultados

falsos negativos o falsos positivos. Asimismo si el anticuerpo se descongela mas de una

vez también alterara los resultados.™
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CONCLUSIONES

En el presente estudio, se estandarizaron técnicas de IHQ que permitieron identificar
antigenos virales de CDV, CAV y CPiV en forma conjunta en pulmones neumoénicos de
perros domeésticos.

En todos los casos, se identifico al menos un tipo de virus respiratorio lo que indica que
estos agentes, juegan un papel importante en el desarrollo de neumonias.

Ademas del CDV, otros virus respiratorios fueron detectados en las muestras de
pulmones neumonicos de perros domésticos, lo que indica que la infeccién de un virus, no
excluye la presencia de otros virus.

Tal como se esperaba, el CDV, fue el virus que se identificd con mayor frecuencia en el
total de las muestras (77%).

La asociacion mas frecuente entre dos tipos de virus fue el CDV con CPiV en 5 de 10
casos (50%).

En 10 de los 35 casos (29%) fueron considerados como verdaderos complejos
respiratorios, debido a que se encontrd antigeno para los 3 tipos de virus respiratorios.

El CAV y CDV fueron los virus que se detectaron con la misma frecuencia en el grupo 2 (7
casos/70%).

La IHQ permitié detectar un 51% mas dé casos positivos para CDV con respecto a la
histopatologia.

Finalmente, los antigenos virales fueron identificados en las células, que segun indica la
literatura son las mas afectadas por estos virus tales como macréfagos, células

epiteliales, neumocitos, monocitos y sincicios.
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Cuadro 1. Datos por caso y diagnéstico morfolégico de pulmén por histopatologia.

Caso Raza Género Edad Diagnéstico morfolégico
1 Rottweiler Macho 2 semanas Neumonia intersticial moderada difusa, con hiperplasia moderada de neumocitos tipo Il
2 Mastin napolitano - 2 semanas Neumonia broncointersticial neutrofilica moderada multifocal coalescente subaguda con CIIC y edema ligero
3 Mestizo Macho 3 semanas | Bronconeumonia supurativa e histiocitica ligera difusa
4 Pastor alemén Hembra 1 mes Neumonia broncointersticial linfohistiocitica moderada difusa con edema ligero e hiperplasia de neumocitos |l discreta
5 Pastor aleméan Macho 1 mes Neumonia broncointersticial linfohistiocitica ligera difusa
6 Samoyedo Macho 1.5 meses Bronconeumonia fibrinopurulenta grave difusa subaguda
7 Cobrador dorado Hembra 1.5 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave mullifocal coalescente con CIIN
8 Rottweiler Macho 7 semanas Neumonia intersticial ligera difusa aguda con hiperplasia de neumocitos Il
9 Shitzu Macho 2 meses Neumonia intersticial ligera difusa aguda con hiperplasia de neumocitos |l ligera
10 Schnauzer miniatura Hembra 2 meses Neumonia broncointersticial supurativa e histiocitica ligera difusa aguda con CIIC
11 Pastor belga - 2 meses Neumonia intersticial ligera difusa aguda con hiperplasia de neumocitos Il ligera
12 Chow-chow Hembra 2 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave difusa con CIIC y CIIN
13 Mestizo Hembra 2 meses Bronconeumonia supurativa grave multifocal coalescente subaguda con sincitios
14 Cobrador de labrador Macho 2 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave difusa con CIIC y CIIN
15 Bulldog inglés Macho 2 meses Neumonia broncointersticial histiocitica moderada difusa con congestién moderada y CIIC
16 Schnauzer Macho 2 meses Neumonia intersticial moderada difusa aguda, con hiperplasia moderada de neumocitos tipo Il
17 Mastin napolitano Hembra 2 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave difusa con abundantes sincitios
18 Yorkshire Hembra 3 meses Neumonia intersticial ligera difusa aguda con hiperplasia ligera de neumocitos |l
19 Bull terrier inglés Macho 3 meses Bronconeumonia fibrinosupurativa grave difusa
20 Poodle Hembra 3 meses Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva aguda con CIIN
21 Pug Macho 3 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave difusa
22 Beagle Macho 3 meses Neumonia broncointersticial histiocitica moderada difusa, con congestion y edema difusos, con CIIC
23 Pastor belga malinés Macho 3 meses Bronconeumonia supurativa e histiocitica moderada difusa con vasculitis discreta y edema perivascular
24 Rottweiler Macho 4 meses Bronconeumonia supurativa grave difusa subaguda
25 Chow-chow Macho 4 meses Neumonia broncointersticial histiocitica modera difusa con vasculitis y perivasculitis
26 Mestizo Hembra 7 meses Bronconeumonia supurativa grave difusa subaguda con descamacion del epitelio
27 Pastor alemén Macho 1 afio Neumonia broncointersticial linfohistiocitica moderada difusa aguda y congestion
28 Cobrador dorado Macho 1.5 afios Bronconeumonia supurativa grave difusa
29 Scotch terrier Macho 2.5 afios Neumonia broncointersticial histiocitica ligera difusa con congestion y edema ligero
30 Chihuahuefio Macho 3 afios Neumonia neutrofilica grave difusa y edema moderado difuso
3 Cobrador dorado Hembra 3.5 afios Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave difusa con CIIC y CIIN
a2 Mestizo Macho 7 afios Bronquitis catarral ligera difusa con congestién y edema severo difuso
33 Mestizo Hembra 7 aflos Neumonia broncointersticial linfohistiocitica moderada difusa
34 Pastor aleméan Macho 8 afos MNeumonia intersticial ligera difusa con hiperplasia de neumocitos |l discreta
35 Poodle Macho 12 afos Neumonia broncointersticial histiocitica moderada multifocal coalescente

CIIC= Cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
ClIN= Cuerpos de inclusion intranucleares




Cuadro 2. Organos utilizados como testigos.

Virus Testigo (+) Testigo (-)
cbv Pulmén de Perro con CIIC e IN, Pulmén neumdnico sin Ac. 1ario
del cual el encéfalo fue (+) por IF
CAV Pulmén e higado de perro Pulmén neuménico sin Ac. 1ario.
con CIIN (+) por IF
CPiV Pulmén de bovino (+) a PI3 Pulmén neuménico sin Ac. 1ario.
por IHQ y con CIIC
CDV= Virus de distemper canino ClIC= Cuerpos de inclusién intracitoplasmicos
CAV= Adenovirus canino ClIN= Cuerpos de inclusién intranucleares
CPiV= Virus parainfluenza canina PI3= Virus de parainfluenza 3
IF= Inmunofluorescencia IHQ= Inmunohistoquimica
Ac= Anticuerpo

(+)= Positivo




Cuadro 3. Numero y porcentaje positivos por inmunohistoquimica (IHQ)
para uno, dos y tres virus.

No. de casos positivos

No. de casos para1, 2y 3 virus % del total de casos
15 1 43
10 2 29
10 3 29

Total 35 100




Cuadro 4. Numero y porcentaje de inmunopositivos y negativos a virus

de distemper canino (CDV),
parainfluenza canina (CPiV),

adenovirus canino (CAV) y virus de
en pulmones neumonicos de perros

domeésticos.
CDhV CAV CPiVv
No. % No. % No. %
Positivos 27 77 20 57 18 51
Negativos 8 23 15 43 W 49
TOTAL 35 100 35 100 35 100

CDV= Virus de distemper canino

CAV= Adenovirus canino

CPiV= Virus de parainfluenza canina




Cuadro 5. Numero y porcentaje de casos positivos para CDV, CAV y CPiV y
asociaciones entre ellos.

Virus No. casos positivos %
CDhV 8 53
CAV 5 33
CPiV 2 13
Subtotal 15 100
CDV + CAV 4 40
CDV + CPiV 5 50
CPiV + CAV 1 10
Subtotal 10 100
CDV + CAV +CPiV 10 100
Total 35 100

CDV= Virus de distemper canino
CAV= Adenovirus canino
CPiV= Virus de parainfluenza canina



Cuadro 6. Resultados de inmunohistoquimica (IHQ), del grupo 1, grado y localizacién del antigeno en perros de 2 semanas a 2 meses de edad.

Caso Edad Resultados de IHQ a CDV Resultados de IHQ a CAV Resultados de IHQ CPiV
1 2 semanas | (+) moderada cantidad de Ag en neumocitos (-) a IHQ (+) ligera cantidad de Ag en neumocitos
2 2 semanas | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (-) a IHQ (+) moderada cantidad de Ag en macrofagos
3 3 semanas | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (+) abundante Ag en macréfagos (+) abundante Ag en macrofagos y monocitos.
4 1 mes (+) abundante Ag en macréfagos y epitelio alveolar (+) abundante Ag en macréfagos (+) ligera cantidad de Ag en macrofagos
5 1 mes (+) abundante Ag en macroéfagos y epitelio alveolar (+) abundante Ag en macréfagos (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos
6 1.5 meses | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (+) moderada cantidad de Ag en macrbfagos (+) ligera cantidad de Ag en macrofagos
7 1.5meses |(-) alHQ (+) abundante Ag en macréfagos (-) a IHQ
8 7sem (+) moderada cantidad de Ag en neumocitos Il y macréfagos (-) a IHQ (-)alHQ
9 2meses | (-)alHQ (-) a IHQ (+) abundante Ag epitelio bronquial y macrofagos
10 2 meses | (+) ligera cantidad de Ag en epitelio bronquiolar (-) a IHQ () alHQ
11 2 meses (-)aHQ (+) ligera cantidad de Ag en monocitos (-) a IHQ

(+) moderada cantidad de Ag en epitelio bronquial y
12 2 meses (+) ligera cantidad de Ag en macrofagos (+) moderada cantidad de Ag en macrofagos macroéfagos
13 2 meses (+) modera cantidad de Ag en macrofagos y epitelio alveolar (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (-) a IHQ
14 2 meses (+) abundante Ag. en macréfagos y neumocitos |l (-) a IHQ (+) moderada cantidad de Ag en macrofagos
15 2 meses (+) ligera cantidad de Ag macrbfagos (-) a lHQ (-)alHQ
16 2 meses (-) a IHQ (-) a IHQ (+) moderada cantidad en epitelio bronquiolar
(+) moderada cantidad de Ag en macréfagos, neumocitos y

17 2 meses | sincicios (+) moderada cantidad de Ag en macrofagos (-) a IHQ

(+)= Positivo

(-)= Negativo

Ag= Antigeno

IHQ= Inmunchistoquimica

CDV= Virus de distemper canino
CAV= Adenovirus canino

CPiV= Virus de parainfluenza canina




Cuadro 7. Resultados de inmunohistoquimica (IHQ), del grupo 2, grado y localizacién del antigeno en perros de 3 meses a 1 afo de edad.

Caso | Edad Resultados de IHQ a CDV Resultados de IHQ a CAV Resultados de IHQ CPiV
18 3 meses | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (-) a IHQ (-) a IHQ
(+) moderada cantidad de Ag en macréfagos, epitelio
19 3 meses |(-)alHQ bronquial y neumocitos Il (-)a lHQ
20 3 meses | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos. (+) abundante Ag en macrofagos y epitelio bronguial
(+) moderada cantidad de Ag en macréfagos y epitelio
21 3 meses | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (+) abundante Ag en macréfagos bronquial
(+) moderada cantidad de Ag en macréfagos, monocitos (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos y epitelio
22 3 meses | y neumocitos Il (+) moderada cantidad de Ag en macrédfagos bronquial
23 3 meses | (+) abundante Ag en macréfagos (+) CAV abundante Ag en macrofagos (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos
24 4 meses | (+) ligera cantidad de Ag en macréfagos (-)alHQ (+) moderada cantidad de Ag en macrofagos
25 4r (-) alHQ (+) ligera cantidad de Ag perivascular y macréfagos (-)alHQ
26 7 meses | () a IHQ (+) abundante Ag en macréfagos (-)alHQ
27 1afio | (+) ligera cantidad de Ag en macréfagos (-) aIHQ (-)alHQ
(+)= Positivo
(-)= Negativo
Ag= Antigeno

IHQ= Inmunohistoquimica

CDV= Virus de distemper canino
CAV= Adenovirus canino

CPiV= Virus de parainfluenza canina




Cuadro 8. Resultados de inmunohistoquimica (IHQ), del grupo 3, grado y localizacién del antigeno en perros de 1.5 a 12 afios de edad.

Caso | Edad Resultados de IHQ a CDV Resultados de IHQ a CAV Resultados de IHQ CPiV
28 1,5 afios | (+) ligera cantidad de Ag en macrofagos (-) a IHQ (-) a IHQ
(+) moderada cantidad de Ag en epitelio bronquiolar y (+) ligera cantidad de Ag en macrofagos y epitelio
29 2.5 afios | (+) ligera cantidad de Ag en epitelio bronquial macréfagos bronquial
30 3 afios | (+) ligera cantidad de Ag en macréfagos (-) a lHQ (+) ligera cantidad de Ag en macréfagos
31 3,5 afios | (+) abundante Ag en monocitos, neumocitos y macréfagos (+) abundante Ag en macrofagos (-)alHQ
32 7 aflos | (+)abundante Ag en macréfagos, monocitos y neumocitos | (-)alHQ () alHQ
(+) moderada cantidad de Ag en macréfagos, endotelioc | (+) moderada cantidad de Ag en epitelio bronquial
33 7 afios | (<) alHQ y monocitos y macréfagos
34 8 afios | (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos y neumocitos Il | (-) a IHQ (-) a lHQ
35 12 afios | (+) ligera cantidad de Ag en macréfagos (+) moderada cantidad de Ag en macréfagos (-)a lHQ
(+)= Positivo
(-)= Negativo
Ag= Antigeno

IHQ= Inmunohistoquimica

CDV= Virus de distemper canino
CAV= Adenovirus canino

CPiV= Virus de parainfluenza canina




Cuadro 9. Frecuencia de virus identificados por inmunohistoquimica (IHQ)
de acuerdo a la edad.

Ccbv CAV CPiV
No. Casos No. % No. % No. %
Grupo 1
17 13 76 9 53 10 59
Grupo 2
10 7 70 s 70 5 50
Grupo 3
8 7 87 4 50 3 37
Total 35 27 20 18

CDV= Virus de distemper canino

CAV= Adenovirus canino

CPiV= Virus de parainfluenza canina




FIGURAS:

Figura 1. Patogenia del distemper canino (CDV)
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Figura 2. Patogenia de la parainfluenza (CPiV)
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Figura 3.Patogenia de la adenovirosis canina 2 (CAV 2)
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Figura 4. Esquema del complejo avidina-biotina (CAB), tomado de

Immunochemical Staining Methods. *'



Figura 5. Tejido utilizado como testigo positivo a virus Figura 6. Caso 23, higado con cuerpos de inclusion
de distemper canino (CDV), con cuerpo de inclusién intranucleares  (flechas), testigo positivo de
intranuclear en epitelio bronquial (flecha), H&E, 1000 X. adenovirus canino (CAV), H&E, 1000 X.

Figura 7. Tejido de bovino positivo a virus de Figura 8. Inmunohistoquimica (IHQ) de pulmén de
parainfluenza 3 (PI3), epitelio bronquial con cuerpo de bovino, testigo positivo a virus de parainfluenza 3 (PI3),
inclusién intracitoplasmico eosinofilico (flecha), H&E, exhibe inmunopositividad en epitelio bronquial, DAB,

1000X. 400X. Caso cortesia del Dr. Brian Chelack.



Figura 9. Tejido utilizado como testigo negativo, Figura 10. Caso 7, bronconeumonia supurativa e
IHQ, 1000X. histiocitica grave difusa, con bronquiectasia, H&E, 100X.

Figura 11. Caso 14, cuerpo de inclusion intranuclear Figura 12. Caso 7, cuerpo de inclusién intranuclear
eosinofilico en neumocito (flecha), H&E ,1000X. basofilico e intrahistiocitico (flecha), H&E, 1000X.
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Figura 13. Caso 4, macréfagos alveolares exhiben en Figura 14. Caso 20, bronquiolo presenta
su citoplasma inmunopositividad marcada a virus de inmunopositividad por adenovirus canino (CAV), en
distemper canino (CDV), IHQ, AEC, 1000X. el citoplasma de macréfagos, IHQ, AEC, 1000X.

Figura 15. Caso 23, macrofago alveolar con Figura 16. Caso 3, bronquio muestra en su luz
inmunopositividad intracitoplasmica e intranuclear macréfagos espumosos inmunopositivos a virus de
de virus de parainfluenza canina (CPiV), IHQ, AEC distemper canino (CDV), IHQ, AEC, 400X.

1000X.
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Figura 17. Caso 2, neumonia intersticial e hiperplasia de
neumocitos tipo Il con macréfagos inmunopositivos a

virus de distemper canino (CDV), IHQ, AEC, 100X.

Figura 19. Caso 23, epitelio bronquiolar
inmunopositivo a virus de parainfluenza canina (CPiV),
IHQ, AEC, 1000X,

Figura 18. Caso 14, se aprecia inmunopositividad a

virus de distemper canino (CDV) y edema IHQ,
AEC, 100X.

Figura 20. Caso 25, macroéfago perivascular exhibe
inmunopositividad por adenovirus canino (CAV),
IHQ, AEC, 1000X.



Figura 21. Caso 17, sincicios y macrofagos Figura 22. Caso 17, sincicio y macréfagos exhiben
espumosos inmunopositivos a virus de distemper inmunopositividad a virus de distemper canino
canino (CDV), IHQ, AEC, 1000X. (CDV), IHQ, AEC, 1000X.
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