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RESUMEN

CORIA GALINDO ELSA MARIA. Utilizacién de RT-PCR, ELISA y cultivo celular
para detectar la presencia del virus de Distemper en lobos marinos de California,
en Sonora. (Bajo la direccion de: Dr. Antonio Verdugo Rodriguez y Dr. Juan Pablo

Gallo Reynoso).

El virus de Distemper afecta a especies de las familias Canidae, Mustelidae,
Procyonidae, Felidae y recientemente Phocidae. Se han reconocido dos nuevos
Morbillivirus que afectan a mamiferos marinos, el virus de Distemper de fécidos y
el Morbillivirus de cetaceos. El virus de Distemper de fécidos presenta reactividad
cruzada con el virus de Distemper canino ya que estan relacionados
flogenéticamente. Se realiz6 un estudio preliminar para detectarlo en crias
neonatos y hasta 5 meses de edad de lobo marino de California de vida libre. Se
estandariz6 una prueba seroldégica mediante un Inmunoensayo enzimatico
[Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)] usando como antigeno de
captura el virus de Distemper canino. Mediante esta prueba se analizaron 35
muestras de suero sanguineo de crias de lobo marino y no se encontr6 evidencia
de exposicion al virus. Se colectaron 35 muestras anales y 35 muestras nasales
de las cuales se obtuvo el ARN y se analizaron mediante la técnica de
Transcripcion reversalreaccion en cadena de la polimerasa [Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)] para identificar el material
geneético tanto del virus de Distemper canino como el de focidos. No se obtuvo
una amplificacion evidente de las muestras, sin embargo, a partir de algunas hubo
amplificacion inespecifica, por lo que estas muestras se inocularon en cultivo
celular para realizar el aislamiento. Después de realizar cuatro pases en celulas
Vero se realizé la RT-PCR del monoestrato sin obtener amplificacion alguna. Los
resultados obtenidos mediante estas tres técnicas no evidenciaron la presencia

del virus de Distemper en los lobos marinos.
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1. Introduccion

1.1 Distemper de fécidos.

Los estudios sobre Morbilfivirus en mamiferos marinos tuvieron un gran auge a
partir de 1988, debido a una gran mortalidad de focas comunes (Phoca vitulina)
en Europa, donde murieron cerca de 18,000 animales (aproximadamente el 60%
de la poblacién) y en menor proporcion afecté también a las focas grises
(Halichoerus grypus). Sin embargo, aunque inicialmente se aislaron Herpesvirus y

Picornavirus, se determind que éstos no fueron la causa principal de las muertes.

1.2,3.4,5.6, 7. 8,9

Osterhaus, et al. detectaron anticuerpos contra el virus de Distemper canino
[Canine Distemper Virus (CDV)] o un virus antigénicamente parecido, en
muestras de focas de Holanda, Dinamarca, Alemania, Suecia y el Reino Unido.
Estos investigadores analizaron muestras de focas tomadas en marzo de 1988 en
Holanda, que resultaron negativas a CDV. Sin embargo, dos meses despueés las
crias comenzaron a presentar signos clinicos semejantes a los producidos por
CDV en perros, detectandoles anticuerpos neutralizantes contra este virus. La
signologia indicaba la afeccion del sistema respiratario, gastrointestinal, nervioso
y cutaneo. Asi mismo, los hallazgos patolégicos observados también eran
similares a tos producidos por CDV en perros, indicando la participacion de este

agente infeccioso o un Morbillivirus antigénicamente parecido. '



El aislamiento del virus se realizé inoculando suspensiones de bazo, pulmén y
nodulos finfaticos intestinales en perros libres de patdgenos especificos (SPF), los
cuales desarrollaron signos clinicos como descarga nasal purulenta, fiebre y
disnea a partir del dia 8 postinoculacién. % ° Se abservaron efectos
citopatogénicos caracteristicos de Morbillivirus tanto en células mononucleares de
sangre periférica de estos perros como en células renales de focas y por
inmunofluorescencia indirecta fueron positivos a CDV. > * ® Finalmente, se
confirmoé la presencia de un Morbillivirus por la observacion de nucleocapsides

caracteristicas por medio de microscopia electrénica. 2 °

Los signos clinicos que presentaron las focas fueron similares a los producidos
por el CDV tales como depresion, disnea, tos, secrecion mucopurulenta ocular y
nasal, temblores, abortos y congestién conjuntival, entre otras. ® 7 Por otro lado,
los hallazgos a la necropsia como neumonia severa, encefalitis, uveitis, edema,
enfisema interlobular y subpleural, linfonodos pulmonares aumentados de

3. 6.7. 10 y las

tamano, hidropericardio, hidrotérax y queratitis, principalmente
lesiones histopatologicas como cuerpos de inclusién acidofilicos intra
citoplasmaticos e intra nucleares en neuronas, astrocitos, células de la mucosa
gastrica y del epitelio de transicion de la vejiga, neumonia broncointersticial
difusa, proliferacién de neumocitos tipo Il, formacién de sincitios (células gigantes

multinucleadas) en lumen alveolar, exudado serofibrinoso alveolar, encefalitis no

supurativa desmielinizante, deplecion linfocitaria, necrosis de bazo e infiltrado



mononuclear en |[amina propia del intestino delgado, demis y subcutis también

fueron compatibles con los de una infeccion por CDV. 367810

Posteriormente, se realizaron varios estudios antigénicos y bioquimicos para
caracterizar a este virus; por hibridacién se observd que compartia secuencias de
los genes de la proteina de fusion (F) y de la fosfoproteina (P) de CDV, asi como
de la nucleoproteina (N) del virus de la peste de los pequenos rumiantes (PPRYV)

y del virus rinderpest (Rv). 11212

Se realizaron también inmunoprecipitaciones con proteinas de una gran variedad
de Morbillivirus y con anticuerpos monoclonales, con lo cual se concluyd gue este
virus presentaba una mayor relaciéon antigénica con el CDV que con el resto de
los virus del género, pero con suficientes diferencias como para caracterizarlo
como una nueva especie dentro del género Morbillivirus, por lo que Cosby

propuso el nombre de virus de Distemper de fécidos (Phocine Distemper Virus,

PDV). 11, 14

Una de las pruebas que llevaron a cabo la mayoria de los investigadores que

trabajaron con este virus fue la neutralizacién viral, utilizando en un inicio a CDV y

posteriormente a PDV como antigeno. Esta prueba es muy utilizada en la

caracterizacion viral y tiene algunas variantes como la neutralizacién directa con
: : : 9, 14, 15, 16, 17. 18 : 4 ;

un anticuerpo unido a peroxidasa (NPLA). Mediante esta técnica se

analizaron sueros tanto de focas comunes como de focas grises, obteniendo



titulos elevados de anticuerpos neutralizantes conira ambos virus, sin embargo
eran mayores los titulos contra PDV que contra CDV (titulos de 1280 y 50

respectivamente). '’

Otra variante de neutralizacion la aplicaron Harder, et al. (1993), quienes utilizaron
anticuerpos monoclionales ligados a peroxidasa que se unen al virus en células
infectadas, identificando variaciones importantes entre CDV y PDV, suficientes

para corroborar que se trataba de otra especie de virus. 9

Mediante un inmunoensayo enzimatico (ELISA) se determind que la mayoria de
los anticuerpos monoclonales contra las proteinas NP, P y F de CDV tienen
reaclividad cruzada contra PDV, debido a que comparten epitopes y secuencias
de acidos nucleicos. 2> %' Comparando las pruebas serolégicas se demostré que
ELISA es mas sensible que la neutralizacion viral ya que el suero generalmente
se usa a bajas diluciones, el suero a altas concentraciones puede ser cilotéxico e

inhibir la replicacién celular obteniendo falsos positivos. & 2

En relacion al analisis de las protelnas que componen a este virus, uno de los
primeros estudios lo realizaron Rima, et al. en 1990, donde mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
demuestran que las proteinas de PDV son muy parecidas a las de CDV aunque
difieren ligeramente en los pesos moleculares de las mismas, por ejemplo la

proteina N es ligeramente mas pesada que la de CDV y la del virus del



sarampion, y la fosfoproteina (P) tiene un peso molecular semejante a la del virus

del sarampidn, las cuales a su vez, son mas ligeras que su homéloga de CDV. %

23

Al analizar mas detalladamente las proteinas del virus PDV, se observd que una
region del gen de la proteina H que posee un alto grado de similitud (69%) entre
el virus del sarampion y el del rinderpest, también posee una alta similitud pero

con la del virus de Distemper canino (72%).

Las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos varian ligeramente dependiendo
del fragmento analizado, pero en general se informa que la similitud de la proteina
H es de aproximadamente 70 % en aminodcidos, en la proteina N es de alrededor

del 60 %, tanto que en la proteina P como en la M es del 78 %, mientras que en la

F es de 72%. 13,23.24.25.26,27.28

Con base en toda esta informacién se determiné que no era una variante de
Distemper canino y se clasificé como un nuevo miembro del género Morbillivirus,
muy relacionado filogenéticamente con el CDV y se le di¢ el nombre de virus de

Distemper de focidos (PDV), el cual fue rapidamente aceptado, ' 4 22428

Osterhaus y Visser en los anos de 1988 y 1989, respectivamente, inmunizaron a
un grupo de focas comunes con una vacuna inactivada de Distemper canino,

después de tres aplicaciones con intervalos de 7 dias las desafiaron con el virus



del Distemper de focidos, demostrando que la vacuna protegié al 100% de las
focas. > 2 33! por esta razon Osterhaus, et al. (1992) evaluaron el potencial de
esta vacuna, como un candidato para prevenir infecciones por Morbillivirus en la
foca monje del Mediterraneo (Monachus monachus), la cual es una especie en
peligro de extincion. 21 También se intenté elaborar una vacuna oral por medio de
un virus vector recombinante que expresaba la proteina F pero no se detectaron
anticuerpos contra el virus, por lo que fue descartada como una posibilidad para

proteger a la poblacién de focas silvestres. 32

Hass, et al. (1991), detectaron el acido ribonucleico (ARN) de este virus en
muestras de tejido de las focas enfermas, por medio de transcripcién reversa/
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) usando dos iniciadores
especificos para el gen de la proteina P del virus del Distemper de fécidos,
amplificando un fragmento de 245 pares de bases (pb). De igual manera Barrett y
col. en 1992 amplificaron un fragmento de 600 pb del mismo gen con otro juego
de iniciadores. ' 3* Estos fueron los primeros andlisis moleculares realizados con

este virus y dieron inicio a toda una gama de trabajos de esta indole.

Por otro lado, el brote de PDV que inici6 en Dinamarca en abril de 1988, se
diseminé hacia el Mar del Norte y el Mar Baltico en los siguientes meses llegando
hasta Noruega. 3 % A pesar de Io anterior, se demostré que las focas arpa
(Phoca groenlandica) del Mar de Barents y de la costa Oeste de Groenlandia

tuvieron contacto con el PDV antes del brote de 1988, ya que presentaban



anticuerpos contra el virus, 1o que explica Ja baja morbilidad en esta especie.
Ademas, las focas arpa del Mar de Barents y West Ice migraron mas al sur de lo
normal en 1987 y 1988 hacia costas Danesas y de Noruega, teniendo contacto

con la poblacidén de focas comunes con las cuales normalmente no existia. 3

En Canada se analizaron sueros tanto de focas comunes y grises como de
morsas (Odobenus rosmarus), encontrando altos titulos de anticuerpos
neutralizantes contra PDV y en menor grado contra CDV. ¥ %% % En esta zona
coexisten diversas especies de focas como las arpa, comunes, grises y anilladas,
lo cual podria significar un reservorio del virus en aguas canadienses, ya que se
encontraron animales seropositivos a PDV en muestras tomadas entre 1973 y
1984 de focas de estas especies y se detectd particularmente una prevalencia

elevada de anticuerpos neutralizantes en las focas arpa de esta zona. % 4"-42

En 1992 se encontraron focas comunes en Nueva York que presentaban signos
respiratorios semejantes a los observados en las focas europeas en 1988. Las
lesiones histopatologicas eran caracteristicas de PDV y se encentraron

anticuerpos contra el mismo. ** * Esto indica la tendencia del virus a dispersarse

hacia el sur. *

En Alemania se hicieron estudios sobre anticuerpos maternos en crias de foca
comun, encontrando una relaciéon inversamente proporcional entre los titulos de

anticuerpos y la edad de las crias, infiriendo una inmunidad humoral activa en las



madres que persistid incluso tres afos después de la epizootia. *° De igual
manera, en Holanda se detectaron anticuerpos en crias y juveniles de focas
comunes y grises hasta 1992, lo cual sugiere que el virus se ha mantenido en las
poblaciones de focas, transmitiéndose entre grupos vecinos por largos periodos y
por el contrario, el virus practicamente desaparecié en el Reino Unido despueés del
brote. *® De igual manera en Nueva Escocia, se encontraron anticuerpos contra
PDV hasta 1993, con titulos méas altos en las focas grises que en las focas
comunes. Cabe hacer notar que en estas Ultimas no se detectaron anticuerpos

contra las glicoproteinas de la envoltura del virus. *

Asi mismo, en la Antartida en 1989, detectaron anticuerpos contra CDV en focas
cangrejeras (Lobodon carcinophagus) y focas leopardo (Hydrurga feptonyx) de la
Peninsula Antartica. Previamente se habia registrado un brote de focas
cangrejeras en esta regién, en 1955 las focas presentaron signos semejantes a
los que se observaron en la epizootia de 1988 causada por PDV, las hembras
abortaron y murieron cerca del 97 % de la poblacién del lugar. Esto indica que

una cepa de CDV o un virus muy cercano circula en el polo sur desde hace

muchos afios. *?

Por otro lado, en el Océano Pacifico se analizaron muestras de focas comunes y
nutrias marinas en las costas de E.U.A. en las cuales no se detectaron

anticuerpos contra PDV ni CDV. *4¢



Casi paralelamente al brote de PDV en el Mar del Norte, en el Lago Baikal
también se presentd una infeccidn por Morbillivirus en focas siberianas (Phoca
sibirica). En diciembre de 1987 murieron tres perros que presentaron signologia
caracleristica de CDV, estos perros tuvieron contacto con las focas del Lago
Baikal, dias después se comenzaron a observar algunas focas con esta
signologia. Para octubre de 1988 ya habian muerto cientos de focas, de las
cuales se obtuvo hibridacion positiva con CDV y se encontraron anticuerpos
contra este tanto por seroneutralizacion como por ELISA, al parecer toda la
poblacién de focas del Lago estuvo expuesta al virus y adquirieron inmunidad.
' Estudios serologicos y moleculares comparalivos entre el PDV-1 (virus del
Noroeste de Europa), el PDV-2 (virus del Lago Baikal) y CDV demostraron que el
virus del Baikal era diferente ai PDV y era muy parecido a CDV, ademas no se
encontré una relacion epidemiologica entre ésta y la de Europa, por lo que se

concluyd que era una cepa de CDV, #9233 %4

Se realizaron algunos ensayos en donde se inocularon focas comunes con una
cepa patdégena de CDV (Snyder-Hill), éstas desarrollaron la signologia observada
en las focas de Europa y de Siberia, presentaron anticuerpos neutralizantes
conltra CDV y también reactivos contra PDV pero en menor grado (titulos de 640 y
80 respectivamente), sorpresivamente no detectaron transmision honzontal del
virus por contacto entre focas infectadas y sanas, ademas la patogenicidad del

virus no aumentd en un segundo pase /in vivo en las focas. 5
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Las poblaciones de focas en Europa siguen estando en contacto con el virus
PDV, en el 2002 se presentd otra mortalidad del 58%, lo que indica que la
infeccion es recurrente, por lo que resulta muy importante identificar los

reservorios del virus,

1.2 Morbillivirus de cetaceos.

Entre los cetaceos también se han presentado infecciones por Morbillivirus. En
1988 se encontraron marsopas (Phocoena phocoena) varadas en lrlanda del
Norte. En la necropsia también se observaron lesiones sugerentes a una infeccion
por Morbillivirus, muy similares a las que se habian observado en las focas de

Europa y Siberia. ¥

Kennedy, ef al. (1988) identificaron un Morbillivirus en
encéfalo, epitelio bronquial y vejiga urinaria por medio de inmunohistoquimica, las
lesiones macro y microscopicas eran casi idénticas a las encontradas por
Distemper en focas y en muchos mamiferos terrestres. Mediante anticuerpos
monoclonales elaborados contra CDV se determind que este virus de las

marsopas era diferente al de las focas, aunque compartia epltopes o secuencias

de &cidos nucleicos 0 ambos con CDV y RV, & 375838

En el Océano Atlantico, entre 1987 y 1988, se presenté una mortalidad de toninas

(Tursiops truncatus) en las costas de Nueva Jersey, Virginia y Florida en EUA,

sucumbiendo la mitad de la poblacion. A la necropsia se observaron lesiones

i



caracteristicas a las producidas por Morbillivirus. Este fue el primer reporte de la
enfermedad en cetaceos del Continente Americano. ®

En 1990 quedaron varados cientos de delfines (Stenella coeruleoalba) en el Mar
Mediterraneo Espaiol, la epizootia se disemind en todo el Mediterraneo. Estos
delfines presentaban neumonia y encefalitis, las lesiones macro y microscoépicas
también eran sugerentes a Morbillivirus, se observaron sincitios y cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos e intranucleares en bronquios y cerebro, por

microscopia electrénica se observaron particulas virales caracteristicas, &' %% %2 8

Se realizé el aislamiento de ambos virus (el de marsopas y el de delfines) y se
sometieron a analisis moleculares, los cuales demostraron que genéticamente
eran diferentes al PDV y que eran distintos uno del otro, lo mismo se determiné
mediante anticuerpos monoclonales, por lo que se consideraron dos especies
nuevas dentro del género Morbillivius. Se les asignaron los nombres de
Morbillivirus de marsopas (Porpoise morbillivirus, PMV) y Morbillivirus de delfines
(Dolphin morbillivirus, DMV). 8- . 8. 8. 8 Eqtag virus son mas cercanos
filogeneticamente a los Morbillivirus que afectan a rumiantes (RV y PPRV) que a

CDV y PDV, pero cruzan antigénicamente con estos ultimos aunque en menor

grado (33% menos). 8- 867 65.69.70

También hay evidencia de infeccion por Morbillivirus en toninas del Golfo de
México, en costas estadounidenses, ya que se han encontrado delfines con

lesiones caracteristicas de la enfermedad, de los cuales se ha amplificado un

12



fragmento del gen P del virus DMV por RT-PCR. Ademas, hay informes de
delfines seropositivos a CDV desde 1986 en esta regidn y la seroprevalencia
continu6 elevada en delfines del Océano Atlantico y el Goifo de México varios
anos después de la mortalidad, lo que indica que uno o varios Morbillivirus

circulan en las poblaciones de delfines de varias especies. 7™ 7277

Se ha demostrado la presencia continua de Morbillivirus en mamiferos marinos
del Mar Mediterraneo, ya que se sigue detectando al virus en tejido nervioso de
delfines analizados durante mortalidades esporadicas. ’> Esto coincide con la
patogenia de CDV en pemros. Ademas, en 1997 murieron cerca de la mitad de la
poblacion de focas monje de las costas del Sahara en Africa, las lesiones eran
sugerentes a CDV y presentaban anticuerpos contra éste, se aislaron dos
morbillivirus muy cercanos a los de delfines y marsopas, por lo que se ha

supuesto la transmisién de cetaceos a pinnipedos. 7

Se ha propuesto que cetaceos como los calderones (Globicephala sp.) podrian
ser reservorios o transmisores del virus en el Océano Atlantico, ya gue la
prevalencia de anticuerpos neutralizantes es muy elevada en estas poblaciones
mediante seroneutralizacién y se ha demostrado la presencia del virus en tejidos

de calderones gue se mantuvieron con la infeccién por varios anos. 77.78

En el Pacifico Sur, en las costas de Pery, también se han encontrado pequenos

cetdceos con anticuerpos contra DMV, tales como, delfin comun (Delphinus
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capensis), tonina, delfin oscuro (Lagenorhynchus obscurus) y marsopa espinosa
(Phocoena spinipinnis). ’° Mientras que en el Pacifico Norte, en las costas del sur
de California en 1988, se informé de unos delfines comunes seropositivos a DMV

de los cuales se amplificd el ARN viral por RT-PCR. &

Algunos autores comienzan a considerar al DMV y PMV como un solo agente, por
lo que se le ha llamado Morbillivirus de cetaceos (Cetacean morbillivirus, CMV),
debido a que la similitud entre sus proteinas y acidos nucleicos es elevada (90 a
94%) y la diferencia no es tal como para clasificarlos como especies separadas,

sino como dos diferentes cepas del mismo virus. %882

Se han detectado anticuerpos contra Morbillivirus o la presencia de éste en una
gran variedad de mamiferos marinos tales como ballenas, delfines, focas,

morsas, manaties, nutrias y osos polares. %% 8384.85

Hasta ahora existe s6lo un reporte confirmado de Distemper en un lobo marino, el
cual fue capturado en América del Sur y se mantuvo por varios anos en cautiverio
en Inglaterra; en junio de 1994 presentd signos nerviosos, los cuales se
exacerbaron dos meses después y en junio del ano siguiente mund. Mediante
histoquimica y RT-PCR se demostrd la presencia del virus exclusivamente en el
encéfalo, el cual resulté ser una cepa de Distemper canino. ®

En los meses de febrero-marzo de 1999, hubo una mortalidad de lobos marinos

de Califomia en la isla San Jorge dentro de! Golfo de California, los animales
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presentaban cuadros clinicos de afeccién pulmonar. Se informé que habia
evidencia sugerenie de una infeccién por morbillivirus, ademas de un calicivirus

muy patégeno, por lo que la muerte parece ser multicausal.

1.3 Caracteristicas del virus de Distemper.

La enfermedad causada por el virus del Distemper canino fue descrita en 1905
por Carré. El Distemper o moquillo canino es una enfermedad aitamente
contagiosa en peros y otros carnivoros silvestres, aunque afecta a miembros de
las familias Canidae, Mustelidae, Procyonidae, Felidae y recientemente a algunos

de la familia Phocidae. &7 8- 8. 90.91

Esta es una enfermedad muy antigua, su distribucidon es mundial y cuando se
presenta un brote produce altas mortalidades. Afecta principalmente a cachorros y
a perros viejos, aunque se ha visto que animales adultos que no tienen inmunidad
contra el virus también pueden contraerla. En estos Ultimos la infeccion puede
cursar de manera subclinica siendo muy diffcil diagnosticarla, ademas de que

pueden diseminar ef virus durante largos periodos. - 8 %0

Se ha controlado mediante la vacunacién pero no se ha logrado erradicar debido

a que las especies silvestres siguen diseminando el virus continuamente y entran

' Juan Pablo Gallo, 1998. Comunicacion personat.
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en contacto con animales domésticos, por lo que el virus se ha mantenido entre

los perros. 8788

El virus de moquillo canino se inactiva en el medio ambiente con el calor y la luz.
La vida media del virus es de una hora a 37° C, mientras que puede durar viable
varios dias o incluso semanas a 4° C. El virus resiste un pH de 4.5 a 9 y por otro
lado se inactiva con la mayoria de los desinfectantes tales como el fenol y el

hipoclorito de sodio. 87 °!

Los Morbillivirus pertenecen a la familia Paramyxoviridae, subfamilia
Paramyxovirinae y al género Morbillivirus. Su material genético esta formado por

una cadena negativa simple de ARN, la cual esta anclada en la Nucleoproteina.

Son virus envueltos, de forma semiesférica con particulas filamentosas, de un
tamano aproximado de 120-400 nanometros {(nm) y a diferencia de otros
: - T, B2, 87. 90, 91 :
Paramyxovirus carecen de actividad neuroaminidasa. El virus de
Distemper canino esta compuesto por 6 proteinas estructurales y dos no

estructurales (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del virus de distemper canino donde se muestran las proteinas que lo
conforman. (H, hemaglutinina; F, proteina de fusién; M, Proteina de matriz; E, envoltura;
L, proteina grande; P, proteina polimerasa; NP, nucleocapside). Tomado y traducido de
Greene CE. Infectious diseases of the Dog and Cat. 1998.

La nucleocapside tiene forma de helice, mide de 15 a 18 nm y esta formada por
tres proteinas que son la Nucleoproteina (NP), Ia Fosfoproteina (P) y la
Polimerasa (L). La envoltura esta formada a partir de la membrana de la célula
huésped y contiene ancladas a dos proteinas virales, la proteina de Fusién (F) y
la Hemaglutinina (H) que se encuentran en lfa superficie. La proteina de Matnz (M)
interactua con los dominios internos de las glicoproteinas de la envoltura y la

nucleocapside manteniendo unidos todos los componentes dandole estructura y

estabilidad a la particula viral. 8- 89 90.91.92,93
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Las proteinas internas se acumulan formando los cuerpos de inclusion gue se
localizan en el nicleo, el citoplasma y productos procesados de la célula
infectada, en cambio las proteinas externas o de la envoltura se localizan
exclusivamente en el citoplasma. Es frecuente observar una acumulacién
perinuclear de proteina H. Se ha visto que la expresion de las proteinas internas

es mayor que las externas. %

La proteina F tiene un sitio de corte endoproteolitico que mediante la glicosilacion
se obtienen dos fragmentos, el F; y el F», lo cual es esencial para la activacion. %
También codifica para dos proteinas no estructurales, la C y la V, se producen en
células infectadas y probablemente estadn involucradas en la regulacién de la

replicacién viral, %2

Su genoma tiene un tamano aproximado de 16 kilobases, esta compuesto por

seis genes los cuales tienen una secuencia definida de inicio y término entre cada

uno (Figura 2). %92

I we [ evic | M F H L S
| : : i | | : | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figura 2.Distribucién de los genes de los Morbillivirus.
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El Gen N o NP es el mas cercano al extremo 3’ del genoma viral, codifica para
una proteina de aproximadamente 60 kilodattones (kDa), formada por 553
aminoacidos, la cual es multifuncional ya que la proteina N esta involucrada en la
replicacion y en la proteccion del ARN viral formando una nucleocapside
resistente a la acciéon de las RNasas. El extremo N-terminal es una secuencia
muy conservada entre los virus de la familia Paramyxoviridae y es indispensable
para el ensamblaje y encapsidacion, por el contrario, el extremo C-terminal es

hipervariable y contiene muchos sitios antigénicos. - *°

En los morbillivirus el gen N tiene una regién extremadamente conservada a la
mitad, una region medianamente conservada al inicio y como se menciond antes,
una muy poco conservada al final de la secuencia del gen. *® La proteina N
interactta con el complejo de la polimerasa durante la replicacion y con la
proteina M en el ensamblaje viral. La transcripcidén y la replicaciéon podrian estar

mediados por la concentracién de proteina N libre en el citoplasma. %-%°

El gen P es un ejemplo extraordinario de compactamiento de informacién genética
dentro de un gen pequeno. Este gen codifica para varios polipéptidos usando
marcos de lectura traslapados y lo que se conoce como edicion del ARN, durante
este proceso se insertan nucleétidos llevandose a cabo un cambio en el marco
abierto de lectura (Open Reading Frames, ORF) y se genera uno altemativo, por
lo tanto una nueva proteina es traducida. Tres diferentes ARN mensajeros

(ARNm) se generan corriente abajo del sitio de edicién, por lo que se traducen
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res diferentes proteinas con un segmento N-terminal comun, la proteina P,

proteina Vyla C. %%

La proteina C es traducida a partir de un ORF alterno en el ARNm de la
fosfoproteina comenzando en el segundo codon AUG. Por otro lado, la proteina V
es traducida a partir de un ARNm que no es exactamente una copia de la
secuencia del gen P sino de un ARNm editado que tiene un residuo G extra
insertado en una secuencia conservada ubicada en la mitad del gen P, donde la
polimerasa del virus “tartamudea o duda” y agrega la G extra. Este evento ocurre
en el 30 a 50% de los ARNs mensajeros transcritos del gen P. La traduccion de
este ARNm produce una proteina quimeérica ya que el extremo N-terminal de la
proteina P tiene un nuevo extremo C-terminal rico en residuos de cisteinas,
derivados de la secuencia en el tercer marco de lectura. La proteina P esta

formada por alrededor de 600 residuos de aminodcidos y tiene un peso

aproximado de 73 kDa. % 9% %

El gen M codifica para una proteina de 375 aminoacidos con un peso de 38 kDa
aproximadamente. La proteina M es la mas abundante en el viridn y se detecta en
la membrana de células infectadas. ¥ A esta proteina se le considera la
organizadora central de la morfogénesis viral, ya que interactia con las proteinas
integrales de la membrana, con [a bicapa lipidica y con las nucleocapsides. Lleva
a cabo un papel muy importante en la envoliura y el ensamblaje viral, en

infacciones persistenies esta proteina esta ausente ya que exisle una falla en la
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envoltura. ®* %% Existe una secuencia del genoma entre la terminacién del gen
My el inicio del gen F que se cree podria actuar como sefial de control 0 como un

estabilizador del ARN, pero en realidad su funcién es ain desconocida. %

El gen F codifica para 540-580 residuos de aminoacidos aproximadamente los
cuales tiene un peso de 62 kDa. *° La proteina F es una proteina integral que
atraviesa la envoltura, en su extremo N-terminal presenta una secuencia sefal
para la sintesis de la misma, mientras que en el extremo C-terminal presenta un
dominio hidrofébico que ancla a la proteina en la envoltura. % % Ademas, el
extremo N-terminal tiene una regién de 25 residuos que es muy conservada (mas
del 90% de identidad) entre los virus de ia subfamilia Paramyxovirinae, lo que nos
indica la relacién filogenética entre estos virus. %> La funcién de esta proteina es
mediar la penetracién del virus fusionando la envoltura del virion con la membrana
plasmatica de la célula huésped para posterdiormente liberar la nucleocépside al

citoplasma.

La forma inactiva de la proteina se conoce como Fy, que mediante la accion de
una endoproteasa se generan dos subunidades, la Fy y la F2, las cuales
constituyen la forma biologicamente activa de la proteina. ¥ % En células
infectadas, la proteina F se expresa en la membrana plasmatica y lleva a cabo la
fusion de las membranas de las células vecinas, formando asi los sincitios o
células gigantes caracteristicos de CDV. Se cree que esto es un mecanismo de

dispersién de virus. %
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La proteina H se une al receptor de la célula huésped por lo que tiene una
actividad promotora de la fusién virus-célula y célula-célula ya que se requiere de
la coexpresion de las proteinas F y H para que este fendmeno se presente. > %

Esta proteina no tiene actividad de neuroaminidasa lo cual condujo a la
identificacién del receptor que usa el virus del sarampién, la molécula de
superficie conocida como CD46, que es un cofactor del complemento. % Esta
molécula evita la agregacién viral durante el ensamblaje y mantiene libres a los
virus de la superficie celular, algo similar realizan las neuroaminidasas en el resto
de los virus de la familia Paramyxoviridae, ya que se encargan de destruir al
receptor para evitar que las parliculas virales se aglomeren en eltos. Hasta el
momento no se ha definido con exactitud cual es el receptor que usa el virus del
Distemper. ®* Sin embargo se ha identificado a la molécula de superficie SLAM
(CD150) como uno de los receptores que usa el virus de distemper canino, de
sarampion y del rinderpest,¥”- ® aunque el virus del sarampion también puede

usar la molécula CD46 como receptor. 1%

El gen L es el mas cercano al extremo 5 y es el mayor promotor en el mapa
transcripcional. El gen L es el mas grande del virus (Figura 2), se cree que su
gran tamano se debe a la gran cantidad de funciones enzimaticas y de unién que
lleva a cabo, por lo que se considera la polimerasa del virus, Esta conformada por
2300 residuos de aminoacidos lo que le da un peso aproximado de 200 kDa. % %
Este gen tiene algunas regiones con una alta homologia con virus de otras

familias, estas regiones se localizan en la parte central del gen, se cree que estas
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regiones representan remanentes estructurales de una polimerasa ancestral

comun,

Las proteinas L y P forman un complejo durante la replicacion, se aglomeran
entre 5 y 10 proteinas P por cada proteina L. Esta fosforila a las proteinas Ny P,
por lo que se ha sugerido que es la cinasa viral, aunque la fosforilacién de estas

proteinas parece ser una modificacion sin una funcién obvia. %

1.4 Patogenia.

La patogenia del moquillo canino varia dependiendo de la virulencia de la cepa y

de la respuesta inmune desarrollada por el huésped '*'. (Cuadro 1)

En una infeccion natural, el virus de Distemper canino entra a mucosas por medio
de aerosoles principalmente, el virus se replica en macrofagos del tracto
respiratorio alto o de la conjuntiva, dentro de éstas células se disemina a tonsilas
y nédulos linfaticos bronquiales ', Del dia 2 al 4 el virus se replica en los nédulos
linfaticos retrofaringeos y bronquiales, asi como en las tonsilas (Cuadro 1). Una
semana después el virus se encuentra en los nédulos linfaticos mesentéricos,
lamina propia del aparato digestivo, bazo y en las células de Kupffer del higado.
Se desarrolla una leucopenia ya que durante la dispersién del virus disminuyen
los linfocitos T y B, ésta linfopenia se presenta acompanada de fiebre. Entre el dia

8 y 9 se produce la viremia, diseminandose a otros tejidos, tncluyendo tracto
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respiratorio alto y bajo, mucosa gastrointestinal y cerebro. Esta diseminacién
dependera, como se mencion6 antes, de la condicion del sistema inmune del
hospedero. La liberacién del virus sucede desde el momento que coloniza los
epitelios (una semana después de la infeccion), por lo que el virus se encuentra
en todas las secreciones corporales, aun en perros ¢on enfermedad subclinica.
De igual manera, en animales silvestres pueden no presentarse signos durante la
liberacién del virus. Entre el dia 7 y 9 se inicia la respuesta inmune, si se
desarrolla una produccién elevada de anticuerpos neutralizantes y una inmunidad
celular citotoxica, para el dia 14 el virus se elimina de la mayoria de los tejidos y el

animal no llega a desarrollar la signologia de la enfermedad (Cuadro1). 8- % 91.701.

102

Si la respuesta inmune celular y humoral no fue lo suficientemente adecuada
entonces se desarrolla la enfermedad, los perros presentan signos como
conjuntivitis serosa o mucopurulenta, disnea, tos, depresién, anorexia, vomito,
diarrea, entre otros; alrededor de la 3% semana se presenta una encefalomielitis
aguda, desarrollando signologia nerviosa (convulsiones, ataxia, mioclonia, etc.),
por lo que se puede presentar |la muerte del animal durante esta etapa. 102 gj se
incrementa la respuesta inmune, el virus es eliminado de la mayoria de los
érganos, con la posible excepcion de los pulmones, piel, ojo y sistema nervioso
central. La recuperacién de la enfermedad se asocia a la adquisicion de
inmunidad a largo plazo y la ausencia de la fiberaciéon del virus, aunque en

algunos casos se puede llegar a liberar el virus hasta por dos meses. Los perros
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que se recuperan pueden quedar con secuelas de la infeccidn, como algunos

signos nerviosos e hiperqueratosis de los cojinetes plantares, &+ %-91- 102

En perros con una baja respuesta inmune, el virus se disemina y persiste en
practicamente todos los tejidos y organos, en estos casos la enfermedad es
severa y fatal. Las infecciones bacterianas secundarias en tracto respiratorio y
digestivo juegan un papel importante en la severidad de los signos y por ende en
la tasa de mortalidad de esta enfermedad '®2, En el caso de que la respuesta
inmune sea minima o no se produzcan anticuerpos el animal desarrolla una
infeccién sistémica severa entre las semanas 2 y 3 después de la infeccion,

terminando con la muerte entre la semana 3 y 4.

La diseminacién del virus en el sistema nervioso central dependera mucho de la
respuesta inmune generada por el huésped. Es probable que el virus esté en
sistema nervioso central de perros con o sin signologia nerviosa. El virus infecta
las células endoteliales de las meninges, el epitelio del plexo coroideo y las células
ependimales. Se puede detectar en los endotelios y en los procesos astrociticos
pernivasculares. El epitelio del plexo coroideo puede actuar como un reservorio del
virus, ya que en ese lugar el virus se produce continuamente durante la
enfermedad. A partir de este lugar se da la dispersién del agente en el sistema
nervioso central, ya sea de forma libre o asociado a linfocitos. El virus
rapidamente produce lesiones en la corteza cerebral, nervio 6ptico y médula

espinal. El virus produce lesiones multifocales en la materia gris y blanca; las
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lesiones en la materia gris resultan de la infeccion y necrosis de las neuronas, sin
embargo esta infeccién se puede dar con un minimo dano celular; las lesiones en
fa materia blanca se caracterizan por un dafo en la mielina, debido a la

replicacion del virus en las células de la glia "%2.

Nomalmente, en el cerebro hay una baja expresion del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase Il, las células de la microglia expresan ésta
molécula cuando son activadas, probablemente por un incremento de interferén
gama (IFN-y). Se han detectado elevados niveles de INF-y asi como la
sobreexpresion del MHC clase |l en sistema nervioso durante infecciones virales

desmielinizantes y en la esclerosis mditiple en humanos. '%?

Durante una encefalitis aguda, el virus se localiza en las lesiones multifocales o
difusas, el MHC clase |l se encuentra sobreregulado por la materia blanca y los
focos de infeccién del virus. Mientras que en una encefalitis crénica, el virus se
encuentra restringido a unos cuantos astrocitos, ya que la expresion de MHC
clase Il es mucho mayor en todas las células de la microglia. La encefalitis cronica
por CDV esta asociada a elevadas concentraciones de anticuerpos contra la
mielina, esto como una reaccién secundaria al proceso inflamatorio. Ademas los
anticuerpos contra el virus interactian con los macréfagos infectados en las
lesiones del sistema nervioso central, causando su activaciéon y por ende dafno

102

tisular La mayorfa de los signos de la enfermedad se deben al efecto

citopatico producido por el virus en los tejidos. 8287 %091
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La signologia nerviosa se puede llegar a presentar hasta 6 6 7 semanas después
de la infeccion. El virus puede ser eliminado durante varios meses aungque puede
persistir en encéfalo resultando en una presentacién posterior de la enfermedad.
La rapida presencia de anticuerpos circulantes es crucial para la recuperacion y la

prevencién de la infeccion del sistema nervioso central, 8% 87. %0 91102

Locallzation del virus Interaceidn Virus-Huesped Signos
0 Aer%soies Virus entra al cuerpo
1 Tonsias, ndduips linfaticos bronguiales
2 Multiplicacidn viral en
sistema |ntatico
3 Timo, bazo, médula dsea,
Nodulos linfai¢os retrefaringeas
4 l
5 Multiplicacidn en sistema linfatico, Flepre Inickal
Iamina propia de ntestino y células (leucopenia)
s e Kupfies
1 Células mononucieares de sangre
A 4
C g L
e (Miremia) Diseminacian viral
< K AV
° ° Inmunidad inadecuada Inmunidad adecuada
€ 10 del huésped (baja tel huésped (buena Incremento Virus suprime
P respuesta de anticuerpos) respuesta ge de inmunidad
= 1 Dispersidn en t1ejidos anticuerpos) Mirus anticuerpos mediada por
- epiteliales y SNC puede liegar 3 SNC células
N
s 12
o Sin respuesta Baja respuesta Buena respuesta
4 de anticuemos de anticuerpos de anticuerpos
o Enfermedad ciinica
a i .
B (g FEnfermedag Enfermedad Enfermedad Conjurtivitls
muttisistémica media 0 Inaparente Fiebre
¢ Severa Inaparente Arprexia
Dlarrea
7 Vomito
Virus persiste Virus se elimina Disnea
18 entejidos del cuemo (puede
permanecer en
pulmanes, piel
13 y SNC)
\ A 4 )
Muede Recuperacion Retuperacion Baja incidencta AlBxia
20 (puede liberar de signoingia Tremores
virus par mas nervinsa Mioclonla
de 60 df2s) Moribundo
Signologia Muerte
NErvioss

Cuadro 1. Patogenia del virus de Distemper canino. Tomado y traducido de Greene CE.
Infectious diseases of the Dog and Cat. 1998.
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1.5 Diagnostico.

Las pruebas utilizadas para detectar Distemper son diversas, se pueden clasificar
en directas e indirectas. Las directas detectan el antigeno en una determinada
muestra, | como la microscopia electronica, inmunofluorescencia,
inmunoperoxidasa, RT-PCR vy aislamiento en cultivo celular. Las pruebas
indirectas determinan si hubo exposiciébn 0 no al agente bioldgico, como la

deteccion de anticuerpos. 1%

La observacién de las particulas virales mediante microscopia electrénica es una
prueba rapida y contundente de la presencia del agente. Mediante el uso de esta
técnica se observan las nucleocapsides pleomarficas y particulas filamentosas
caracteristicas de morbillivirus. Esta prueba tuvo mucho auge debido a la alta
resolucién de las imagenes obtenjdas, con las cuales fue posible analizar
detalladamente la morfologia y se pudieron reclasificar muchos virus. ' 1% Por
otro lado, el procesamiento de las muestras es complejo, requiere el uso de

reactivos a base de metales y la infraestructura es muy costosa. '%*

La prueba de inmunofluorescencia se basa en una reaccién antigeno-anticuerpo,

para esto se purifican las inmunoglobulinas, las cuales se marcan con un

fluorocromo el cual emite un haz de luz a cierta longitud de onda y se observa al
. . ~ 101, 102, 103

microscopio como una senal fluorescente. Las muestras que se pueden

analizar son variadas, como tejidos, células (impronta de cornea), secreciones,

entre otras. '
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Las pruebas de microscopia electrénica e inmunofluorescencia las debe realizar
una persona capacitada y con experiencia, ademas se requiere equipo sofisticado

y costoso, "% 103

La prueba de inmunoperoxidasa se puede realizar en muestras tales como
improntas y cortes histologicos. En esta prueba el tejido se incuba con un
anticuerpo contra el virus, después se agrega un segundo anticuerpo unido a
peroxidasa, se proporciona un sustrato y la lectura se hace en un microscopio de
luz o incluso a simple vista, la reaccion positiva se observa como una coloracion
café. La ventaja de esta prueba es que es permanente, por Jo que Jas muestras se
pueden conservar como registro, no se necesita un microscopio sofisticado y el
conjugado es bastante estable. Las desventajas de esta prueba es que su

sensibilidad y su especificidad no son muy aitas. '°" '

El aislamiento viral es la prueba mas valiosa, ya que con ésta, es posible
mantener activo al virus y estudiar sus caracteristicas biologicas in vitro. '®' Para
esta prueba se requieren células propagadas y mantenidas con medios de cultivo
especificos, el estrato celular se infecta con el indculo de la muestra y se incuba a
37 °C hasta observar un efecto citopatico, de no ser asi se pueden realizar pases
ciegos en los que se cosecha el cuitivo infectado aun sin observar cambios y éste
se usa como indculo para infectar otro monoestrato celular. Esto se hace con la
finalidad de incrementar las particulas virales que se hayan logrado adaptar a las

células del cultivo, hasta qus el virus es capaz de producir un efecto citopatico
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visible. En los cultivos se observa el efecto citopatico sugerente a morbillivirus
como células globosas, formacion de sincitios y desprendimiento celular. ' Este

procedimiento es lento, caro y técnicamente demandante. '’

La tecnica de transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) es una prueba muy sensible y rapida de realizar. ' La RT-PCR ha
demostrado una gran utilidad en la rapida deteccion de ARN especifico de virus
ademas de que es una prueba invaluable para analizar muestras poco
preservadas. Esta prueba ha sido muy Util en la identificacion de los nuevos
Morbillivirus encontrados en mamiferos marinos. "% '™ Brevemente, en un inicio
el ARN debe ser transcrito en ADN complemetario (ADNc) a la secuencia, esto se
hace mediante una enzima llamada transcriptasa reversa, la cual sintetiza el
ADNc en direccion 5' a 3' después de que los inicadores (secuencias pequenas
de ADN que flanquean el segmento a amplificar) se alinean en su secuencia
complementaria; ya formado el ADN de doble cadena se desnaturaliza a altas
temperaturas (se separan las dos hebras de ADN), generalmente a 94° C.
Posteriormente con la enzima ADN polimerasa termoestable obtenida de la
bacteria Thermus aquaticus (Tag polimerasa) se generan copias del fragmento
especifico de acuerdo a los iniciadores disefiados con base en la secuencia del

virus, esta segunda sintesis se lleva a cabo en direccion 3' a 5 con respecto a la

secuencia original de ARN. Esta reaccién se repite por varios ciclos (R = 30),
generando copias del fragmento especifico ya que la amplificacion es

exponencial. El fragmento amplificado se visualiza mediante una separacion
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electroforética en un gel de agarosa y con un marcador de peso molecular se

calcula el tamafio o peso aproximado para verificar que sea el fragmento buscado

(Figura 3) 101, 103, 104

Transcripcién
reversa 3 5
ARN >
ADNC ‘ .................................................. [T .
5’ 3
PCR 3
Alineacién y oo »>
sinlesis <
5 3
Doble hebra >
de ADN <
Desnaluralizacitn
Alineacion y - —
sinesis
— .. .. ’
Dos hebras -
dobles de ADN
Asl sucesivamenia se amplifica el fragmento en cada ciclo del PCR

Figura 3. Diagrama de la Transcripcién reversa- Reaccidén en cadena de la polimerasa.

31



Las pruebas seroldgicas, como su nombre lo indica, se basan en el uso de
sueros, pueden ser muy versatiles por lo que existen muchas variantes. Cuando
se detecta la presencia de un determinado agente utilizando sueros especificos,
la prueba es directa. Por el contrario, si se detectan anticuerpos especificos
contra un antigeno son indirectas, ya que se determina si hubo exposicién o no a
este. Algunos ejemplos de estas pruebas son la seroneutralizacién y el

inmunoensayo enzimatico indirecto (IELISA). 101 103

La seroneutralizacion viral es la prueba serologica comunmente utilizada para
detectar anticuerpos contra Distemper. ' '® En esta prueba se incuba el suero
problema junto con el virus de Distemper, si hay presencia de anticuerpos contra
el virus lo neutralizan, después se agrega una suspension de células y se incuban
por varios dias. La lectura se realiza detectando hasta que dilucién de suero las
células se replicaron sin efectos del virus, el titulo de anticuerpos neutralizantes
se determina calculando la dosis de inhibicion del 50% de la replicacién viral o del
efecto citopatico. 9% 1% 195 Esta prueba tiene varios inconvenientes ya que se
requiere de cultivo celular lo cual es tardado y caro, la estandarizacién debe
contemplar diluciones relativamente altas del suero a evaluar, ya que a bajas

diluciones puede llegar a ser téxico para las células y dar lecturas falsas. & ** 103

105

El inmunocensayo enzimatico {Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)] tiene

la caracteristica de ser muy sensible, tener una gran especificidad, es rapido,
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versatil y no es costoso. Por este método se pueden procesar una gran cantidad
de muestras en corto plazo, ademas de que no requiere instalaciones ni equipos
costosos. ' El ELISA se basa en antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, fresultando en conjugados que tienen actividad inmunolégica vy
enzimatica. ELISA es un sistema que se puede disenar de varias formas, una de
las mas utilizadas es la indirecta, donde se detectan anticuerpos contra un
agente, brevemente: primero se fija el antigeno a microplacas de 96 pozos
comunmente de poliestireno, éste se pone en contacto con el suero a analizar, si
existen anticuerpos contra el antigeno éstos se uniran, el complejo antigeno-
anticuerpo queda inmovilizado en el fondo del pozo, se agrega un segundo
anticuerpo marcado con una enzima que se une al primer anticuerpo, al adicionar
un sustrato especifico, la enzima produce una coloracién que se puede ver a

simple vista y puede ser cuantificada en un espectrofotometro. % 105 197 168

1.6 Lobo marino de California.

El lobo marino de California, Zalophus californianus (Lesson, 1828) es un
mamifero marino que se encuentra en el tope de la cadena alimenticia y se
considera un indicador de la salud del ecosistema marino en el Golfo de
Califomnia, por lo que resulta importante conocer su situacién con respecto a estos

virus, 1%
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La clasificacién zoolégica del lobo marino de California segun Rice, 1998 es la

siguiente: '

Reino Animalia Suborden Caniformia
Phylum Chordata Superfamilia  Pinnipedia
Subphylum Vertebrata Familia Otariidae
Clase Mammalia Género Zalophus
Orden Camivora Especie californianus

Dentro del género Zalophus existen tres especies: la de California (Z.
californianus), la especie de las Islas Galapagos (Z. wollebaeki) y la de Japoén (Z.

japonicus) que actualmente se cree extinta. '"°

Este pinnipedo se distribuye en las costas del Océano Pacifico desde la isla de

10. "1 ©on base a

Vancouver en Canada hasta las Islas Marias en México.
diferencias genéticas se han clasificado dos subpoblaciones, una en el Océano
Pacifico desde la Isla de Vancouver en Canada hasta Cabo San Lucas, México y
una segunda subpoblacion dentro del Golfo de Califomnia. '** De acuerdo a censos
realizados en 1999, la poblacion mundial de lobos marinos se estimé entre 237 y
244 mil individuos con una produccién anual de mas de 56 mil crias. ''? Se calcula
que el 38% reside en las costas de! Océano Pacifico estadounidense mientras que

el 46% reside en las costas del Pacifico mexicano y el 16% dentro del Golfo de

California. '



El Jobo marino es una especie migratoria, los animales se mueven de acuerdo a la
época del ano. En la subpoblacion del Pacifico, se ha observado una migracion
principalmente de machos desde el Sur de Baja California a las costas de EUA o
incluso hasta la Isla de Vancouver, esto después de la época reproductiva,

mientras que las hembras se mantienen cerca de las costas del sur de California.

112

En la subpoblacién del Golfo de California al parecer casi no hay migracion, los
animales se mueven entre las islas dentro del Golfo sin salir al Pacifico. Esto se ha
corroborado mediante estudios de variabilidad genética entre lobos marinos del
sur de California y los del Golfo de California, donde hay una diferenciacion

importante, indicando un flujo bajo de intercambio genético. **2

La época reproductiva se presenta en la primavera tardia-verano temprano, desde
mediados de mayo hasta finales de junio. El pico de nacimientos sucede a

mediados de junio y la mayoria de los apareamientos a principios de julio. ™

Los machos adultos llegan a medir 2.5 metros de longitud con un peso de 400 kg,
las hembras siendo mas pequefas miden hasta 2 metros y pesan 150 Kg. """ "
"3 En cuanto a las crias, lo que registramos durante nuestro muestreo, al nacer
miden cerca de 70 ¢cm. y tienen un peso de 7 Kg. Los machos alcanzan la

madurez sexual entre los 4 y 5 afos pero deben alcanzar la madurez fisica (10-11

anos) para competir con otros machos por el temitorio y poder reproducirse. Las
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hembras son fértiles a partir de los 4 anos y hasta los 14 anos de edad

aproximadamente. '*®

Los lobos marinos son poligamos territorialistas, tos machos mantienen la mayor
cantidad de hembras dentro de su territorio, el cual defiende de otros machos que
intentan desplazarlo. Esta especie presenta dimorfismo sexual, los machos tienen
una cresta sagital craneal de la que carecen las hembras, los machos son mas
grandes y robustos, la coloracion de su pelo es mas oscura y el tono de las

vocalizaciones es mas agudo. V"1 1™

Las hembras presentan ovulacion a los 28 dias posparto, durante la lactancia
temprana, tiempo en el cual se mantienen en el territorio de un macho para
aparearse. ' Su periodo de gestacién es de 11 meses, sin embargo presentan lo
gue se conoce como implantacién tardia. Este Ultimo acontece después de la
fertilizacion del évulo, se desarrolla por alrededor de 8-10 dias y se detiene en la
etapa de blastocisto, permanece completamente inactivo por 3 meses moviéndose

libremente en la parte anterior del cuemo uterino. '

E! desarrollo continda después de ese periodo, el blastocisto se implanta en la
pared uterina continuando el desarrollo embrionario, por lo que se puede decir
que la gestacion activa es de 8 meses. Este retraso permite a las hembras parir y
destetar a sus crias durante la época mas favorable del afio. ' '™ Su
placentacion es endotelio-corial, la barrera de la circulacion sanguinea del feto y la

madre es delgada y estrecha, por lo que hay paso de moléculas a través de la
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placenta. En cuanto a ta distribucidn de las vellosidades se clasifica como tipo

zonal, de igual manera que en el resto de los camnivoros. '

Su periodo de
factacion fluctda entre los 6 y 12 meses, aungue se puede prolongar hasta dos

anos, observandose a la cria del ano anterior amamantando junto a la cria nueva.

114

La pesca de tiburobn merma las poblaciones de este pinnipedo ya que se utiliza
ilegalmente su came como camada. Ademas las actividades humanas como la
pesca y el turismo generan contaminantes que afectan directamente en las
poblaciones de mamiferos marincs, esto aunado a la proliferacion de ciertas algas
y sus toxinas, un bajo flujo de intercambio genético, disminucién de areas
reproductivas y por lo tanto alimenticias, son factores de estrés, lo cual es bien
sabido puede llegar a inducir una inmunosupresion, dejando expuestos a estos

animales a enfermedades a las que antes eran resistentes. '%°

1.6 Sitio de muestreo.

El Golfo de California o Mar de Cortés es un cuerpo de agua semicerrado que se
localiza en el Océano Pacifico (Figura 4) con una gran variedad de especies de
mamiferos marinos donde llegan muchas especies migratorias como las ballenas.
" Esta delimitado por los estados de Baja Califomia, Baja California Sur, Sonora,

Sinaloa, Nayarit y Jalisco. 1'% 11°
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Figura 4.- Mapa donde se delimita el Golfo de California, se indica la localizacién de la isla
San Pedro Nolasco (k).

La isla San Pedro Nolasco se localiza dentro del Golfo de California frente al
estado de Sonora, se ubica en los 27° 58’ 41” Ny 111° 22’ 63" W, mide 5.5 Km de
largo, 1.5 Km de ancho, tiene una area aproximada de 3.2 km? la cual es muy
escarpada, presenta pendientes pronunciadas y las partes mas elevadas alcanzan

los 200 m sobre el nivel del mar (Figura 5). '®
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Figura 5.- Isla San Pedro Nolasco, se indican las zonas de las loberas reproductivas (O),
de descanso (W) y el sitio de muestreo (k).

Esta isla cuenta con una lobera reproductiva principal localizada en el lade
suroeste ademas de otras dos de menor tamano y densidad. También cuenta con
dos loberas de descanso, la mas grande se localiza en el lado noroeste y una
pequefa donde se encuentran s6lo machos adultos y subadultos en el lado
sureste de la isla (Figura 5). Su poblacién de lobos marinos es de
aproximadamente 720 individuos, aunque en los Ultimos anos este numero ha ido

disminuyendo. '®
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Justificacion.

La informacién previamente citada, indica- que las poblaciones de pinnipedos en
costas mexicanas son susceptibles a una infeccidon por morbillivirus,
especificamente CDV y PDV, ademas la relacion filogenética cercana entre
focidos (focas) y otaridos (lobos marinos) indica que no seria dificil que estos virus
afectaran a los lobos marinos de Califernia. Hasta el momento no se han realizado
estudios para detectarlos en lobos marinos del Golfo de California. El Golfo de
California es un cuerpo de agua semicerrado, en el cual se interrelacionan gran
variedad de especies de mamiferos marinos, por lo que el riesgo de dispersién de

una enfermedad es alto, 11¢- 111. 114

Se propuso la realizacion de un escrutinio inicial para la deteccién de anticuerpos
contra Distemper usando como antigeno el virus del moquillo canino y la
aplicacion de la técnica RT-PCR vy cultivo celular para detectarlo en una colonia de

lobos marinos de California, en la isla San Pedro Nolasco, Sonora.
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Hipétesis

Si el virus de Distemper canino o de focidos esta presente en las crias de lobo
manno de California de esta colonia reproductiva, entonces las crias son
seropositivas mediante ELISA al virus del Distemper y el virus esta presente en

heces o secreciones nasales detectandolo mediante RT-PCR y cultivo celular.

Objetivo General

Realizar un estudio preliminar mediante un inmunoensayo enzimatico (ELISA),
prueba de la transcnpcién reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
y cuitivo celular, para detectar la presencia del virus de Distemper canino y de
focidos en las crias de lobo marino de California, de la ista San Pedro Nolasco,

Sonora.

Objetivos especificos

1.- Estandarizar un inmunoensayo enzimatico (ELISA) indirecto para
detectar anticuerpos que reaccionen con el virus de Distemper canino en las crias
de lobo marino de California de la isla San Pedro Nolasco, Sonora.

2.- Estandarizar la técnica de transcripcion reversa-reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR) para detectar la presencia del virus de Distemper canino y
de fécidos en heces y secreciones nasales de las crias.

3.- Detectar el virus de Distemper canino y de fécidos en heces vy

secreciones nasales ds dichas crias mediante cultivo celular.
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2. Material y métodos
2.1 Toma de muestras

La Isla San Pedro Nolasco cuenta con una lobera reproductiva y una de descanso,
el sitio de muestreo se indica en la figura 1, que es la lobera mas importante de la

isla y se encuentra en el lado suroeste.

Se utitizaron 35 crias de lobo marino de California (Zalophus californianus)
capturadas entre los meses de mayo y octubre del 2000 en {a isla San Pedro
Nolasco, Sonora. Para facilitar el manejo de las crias se utilizé la camilla
propuesta por Gentry y Casanas {(1997) con algunas modificaciones para las crias
de esta especie. "7 Se obtuvieron muestras de sangre, hisopos nasales y anales
de estas crfas. (Permiso de SEMARNAT Oficio N° D0OO.02.-0468). Cada cria se
marcé con tinte para cabello tono rubio claro, se le dibujé una letra a cada una

para posteriormente identificarla.

De las crias muestreadas, 16 (45.7%) presentaban dermatitis vesicular vy
ulcerativa, en algunos animales fa distribucidon era principalmente en aletas,
mientras que en otros estaba diseminada en la regién ventral. No presentaban
signologia de afeccién respiratoria a excepcion de una cria que tenia tos. En
cuanto a trastornos digestivos solo una cria presenté diarrea, aunque esto podria

deberse al estrés de la captura.
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Sueros

Para el inmunoensayo enzimatico (ELISA) se tomaron muestras de sangre de la
vena glutea caudal en tubos vacutainer con gel separador de suero.

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su arribo al
Laboratorio de Ecofisiologia del Centro de Investigacién en Alimentacion vy
Desarrollo (CIAD), Unidad Guaymas. Se centrifugaron a 1,550 rpm en una
centrifuga clinica con un rotor de 30 cm de diametro durante 20 min para separar

el suero.

Se obtuvo el suero y se almacend en microtubos estériles los cuales se

mantuvieron en congelacion a —20° C hasta su analisis.

Hisopos nasales y rectales

Se tomaron muesiras de secreciones nasales con hisopos estériles, frotando
suavemente la cavidad nasal. Para las muestras de mucosa anal, el hisopo se
introdujo en el ano, frotando suavemente hasta obtener la muestra. Esta maniobra

se hizo cuidadosamente para evitar laceraciones.

Cada hisopo se guardd en un criotubo y se congeld a —20° C hasta su transporte a
la Ciudad de México donde se almacend a —-80° C hasta su analisis en el

laboratorio.
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Las muestras se transportaron en refrigeracion por via aérea de Guaymas,
Sonora a la Cd. de México y se ingresaron al Laboratorio de Microbiologia
Molecular, perteneciente al Departamento de Microbiofogia e Inmunologia de ta
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. (Permiso de SEMARNAT

Oficio N° DOQ.02.-1157).

2.2 Inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Los sueros se analizaron mediante un ELISA indirecto, en el cual el antigeno de
captura se preparé a partir del virus completo de moquillo canino. Se utilizaron Jas
cepas Snyder-Hill y Lederle del virus de mogquillo canino las cuales se replicaron

en células renales de mono verde (VERO)."

Produccion y evaluacién de un suero anti-Inmunoglobulinas

totales de lobo marino.

Como primera fase en la estandarizacién del ELISA, se llevd a cabo la produccion
de un suero anti-lInmunoglobulinas totales de lobo marinos. Esto con la finalidad
de utifizar un segundo anticuerpo en el sistema, que reconociera a todas las
clases de Inmunoglobulinas presentes en suero de lobo marino (IgA, 1gG, IgM e

IgE, principalmente).

U El virus y Ias células fueron amablemente proporcionadas por Holland de México, S. A. de C. V.
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Se obtuvieron muestras de suero sanguineo de 6 lobos marinos adultos del
Acuario de Mazatlan. Se hizo una mezcla de todos los sueros y se realizd una
precipitaciéon y purificacién de inmunoglobulinas totales con sulfato de amonio,

segun et protocolo descrito por Ausubel, et al. (1994). ''®

Con las inmunoglobulinas totales de lobo marino purificadas se inmunizaron dos
conejas de raza Nueva Zelanda. El antigeno (inmunoglobulinas) se preparo

siguiendo el protocolo de Ausubel, et al. (1994).

Se tomé una muestra de sangre para obtener el suero y asi utilizarlo como el
control negativo en la evaluacion. En la primera inmunizaciéon se utilizé Adyuvante
completo de Freund (Sigma® St. Louis, MO, EUA), en las posteriores

inmunizaciones se uso el Adyuvante incompleto (Sigma® St. Louis, MO, EUA).

Se realizaron inmunizaciones intramusculares cada cuatro dlas hasta completar 9
inoculaciones de 0.2 mg de antigeno cada una. Durante este periodo se
analizaron muestras de suero de ias conejas para evaluar la respuesta inmune
contra el antigeno. Esta evaluacion se hizo mediante un ensayo de Difusién doble

en agar. ''°

Cuatro dias después de la novena inoculaciéon, ambas conejas se anestesiaron
con 100 mg de ketamina y se realizd el sangrado total mediante puncion cardiaca

para obtener la mayor cantidad de suero sanguineo. La sangre se mantuvo a
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temperatura ambiente por dos horas y posteriormente se centrifugé a 1500 x g

durante 10 min. Se colecté el suero y se guardo en alicuotas a — 20° C.

El suero de las dos conejas se evalud por el ensayo de Doble difusién en agar

realizando diluciones dobles seriadas iniciando en 1:2 y hasta 1:64.

Se realiz6 un ELISA para evaluar los sueros de las conejas. Adicionalmente se
evaluaron las Proteinas A y G, lo que es ampliamente usado como segundo
anticuerpo en las pruebas de ELISA, ya que ambas tienen afinidad por las Ig G de
la mayoria de los mamiferos. ’* "2 En microplacas de poliestireno de 96 pozos de
fondo plano (NUNC® California, EUA), se fijaron 10 pg de antigeno
(inmunoglobulinas de lobo marino), se realizaron 5 diluciones décuples seriadas
para identificar la minima cantidad detectada por los sueros de las conejas y las
proteinas A y G (Sigma® St. Louis, MO, EUA). Se realizaron diluciones 1:50 y
1:150 de los sueros con PBS pH 7.2, se incubaron durante 2 h a 37° C,
posteriormente se lavé tres veces con PBS-Tween, se incub6 con suero anti-Ig G
de conejo unido a peroxidasa (Sigma® St. Louis, MO, EUA) a una concentracion
de 1 pg/ ml. Por otro lado, en otra seccion de la placa se colocé una solucién de
proteina A a una concentracion de 1 pug/ ml, de la misma manera se probd una
sofucion de proteina G a la misma concentracion. L.a microplaca se incub6é durante
2 h a37° C, después se lavé tres veces con PBS-Tween y se le agreg6 el sustrato
cromégeno, acido  2,2-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico  (ABTS)

(Sigma® St. Louis, MO, EUA) a una concentracién de 120 pg/ ml y 0.38 pl/ ml de
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peroxido de hidrégeno (H,O;) ambos diluidos en solucién amortiguadora de
citratos pH 4.0 (Acido citrico 110 mM, citrato de sodio 100 mM). La placa se
mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente y se realizaron lecturas a los 15, 25
y 35 min en un lector de microplacas (3550 BIO-RAD® California, EUA) a una

longitud de onda de 405 nm. 1°7- 108

De acuerdo a los valores de absorbancia obtenidos se determiné cual seria el

segundo anticuerpo en el sistema del ELISA para evaluar los sueros de los lobos

marinos.

Antigeno

Se replicaron células Vero en medio 199 adicionado con 5% de suero fetal bovino
(SFB) y en una atmosfera con 5% de CO,. A las 24 h presentaron un 70% de
confluencia, se tirdo el medio, se lavd con una solucion amortiguadora salina de
fosfatos (PBS) pH 7.2 frio, se infectd con una suspension de virus 1:10 durante 1 h
a 37° C, se retiré el indeulo, se le agregd medio fresco sin SFB y se incubaron a
37° C. Cuando éstas presentaron un efecto citopatico (aproximadamente a los 7
dias), se realizé una lisis mediante congelacion y descongelacion por tres veces,
se centrifugd a 3,000 x g (Centrifuga Beckman® L8-80 California, EUA) durante 10
min para quitar detritus celulares. > 2" 26 2945 E| sobrenadante se alicuoté y se
cuantificd la cantidad de proteina por el método de Bradford, las proteinas se
separaron mediante electroforesis (Camara de electroforésis Mini-Protean Il, BIO-

RAD® California, EUA) en un gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de amonio
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(SDS-PAGE), el gel fue tenido con azul de Coomassie para observar su

integridad, las alicuotas se almacenaron a -80° C hasta su uso. '*

Se realiz6 la titulaciéon del virus en microplacas de poliestireno de 96 pozos de
fondo plano (NUNC® California, EUA) en los cuales se hicieron diluciones
décuples seriadas del virus, iniciando con una dilucién 1:10, en un volumen de 100
ul, a las cuales se les agregaron 100 pl de una suspension de células Vero (3.5 x
10° células/ mt), por cada dilucion se realizaron 8 pozos, se dejd incubar por 6 dias
y se observo el efecto citopatico producido en cada dilucion viral. Con los
resultados registrados se calculdé el titulo viral mediante el método de Reed-
Minch. "% 12V En este ensayo se utilizé la cepa Rockborn de CDV (cepario del
Laboratorio de Virologia, Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM) como control positivo y células Vero

sin infectar como control negativo.

Adicionaimente, las células infectadas con las diferentes cepas del virus de
moquille canino fueron procesadas para inmunofluorescencia (prueba de rutina de
diagnéstico de moquillo canino) en el Laboratorio de Virologia del Departamento
de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

UNAM.
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Western Blot

Previo a la estandanzacion de la ELISA, se analizaron tanio el antigeno como los
sueros controles positivos (sueros de perros hiperinmunes a CDV) y los sueros
controles negativos (sueros de perros no inmunizados) , mediante un
inmunoensayo tipo Western Blot. Esto fue importante para establecer los sueros
como controles positivos y negativos, en el ensayo de ELISA. El Western Blot se
llevé a cabo siguiendo la metodologia reportada por Martinez (1998) 108
brevemente se realiz6 lo siguiente: las proteinas totales de la cosecha viral (80 pg/
pozo) se separaron por electroforesis tipo SDS-PAGE al 12%, posteriormente se
transfineron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubdé con 5
sueros de perros hiperinmunes a CDV y 5 sueros de perros sin inmunizar.
Después se marco con proteina A-peroxidasa y se reveld con 4 chloro-naphiol. Se

analizo la reaccidn observada en la membrana,

Desarrollo.

En un inicio se realizaron diluciones del antigeno para seleccionar la
concentracion idénea en la cual los sueros positivos y negativos mantuvieron una
mayor distancia en los valores de absorbancia, en esta etapa se utilizaron 5
sueros de perros hiperinmunes a CDV (controles positivos) y S sueros de perros
sin inmunizar (controles negativos), analizados previamente mediante Western

Blot.
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Se realizaron diluciones dobles seriadas del antigeno a partir de 1:2 hasta 1:32.
En microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (NUNC® California,
EUA), se fijaron 100 ul / pozo de estas diluciones durante 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron tres veces con 250 pl/pozo de PBS pH 7.2
con 0.05% de Tween 20 (PBS-T) en un lavador de microplacas (Immunowash
1250 BIO-RAD® California, EUA), se blogquearon con una solucion de albumina
sérica bovina (Sigma® St. Louis, MO, EUA) al 1%, 200 ul / pozo durante 12 h a
temperatura ambiente, se lavaron tres veces con PBS-T. Posteriormente se
colocaron los sueros positivos y negativos, a una dilucion 1:100 {dilucion estandar
inicial) durante 2 h a 37° C, después se incubaron con 100 pl de una solucién de
Proteina A unida a peroxidasa como segundo anticuerpo, a una concentracion de
1 ug/ ml durante 2 h a 37° C. Se realizaron de nuevo tres lavados y se agregaron
100 pl de sustrato cromégeno, el cual contenia 120 pg/ ml de acido 2,2'-azino-bis-
3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico (ABTS) (Sigma® St. Louis, MO, EUA} y 0.38 pl/
ml de perdxido de hidrégeno (H»02) ambos diluidos en solucion amortiguadora de
citratos pH 4.0 (Acido citrico 110 mM, citrato de sodio 100 mM). Las placas se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente y se realizaron lecturas a los 15,
25, 35 y 45 min en un lector de microplacas (3550 BIO-RAD® California, EUA) a

una longitud de onda de 405 nm, "%- %

Ya establecida la cantidad de proteina a fijar como antigeno en la placa, se

analizaron los sueros control a diluciones triples seriadas (1:50, 1:150, 1:450,
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1:1350, 1:4050 y 1:12150) para determinar las diluciones en las cuales los sueros

presentaban una mayor diferencia entre positivos y negativos.

Posteriormente se procedié a analizar los sueros de los lobos marinos, la prueba
de ELISA indirecta se realizé de la siguiente manera: en las microplacas se fijaron
5 ug / pozo de protelnas totales (dilucion 1:8 de cosecha viral) en un volumen de
100 pl, se realizaron lavados, se bloqued con ASB, se volvid a lavar, se incubaron
diluciones friples seriadas de los sueros de [obos marinos iniciando en 1:50 hasta
1:450 durante 2 h a 37° C, se lavaron con PBS-T, posteriormente se agregaron
100 pl de una solucién de Proteina A unida a peroxidasa a una concentracion de 1
ug/ ml durante 2 h a 37° C. Se realizaron de nuevo tres lavados y se agregaron
100 pl del sustrato cromogeno. Las placas se mantuvieron en oscuridad a
temperatura ambiente y se tomaron lecturas de absorbancia a los 15, 25, 35 y 45
min en el lector de microplacas a una longitud de onda de 405 nm. "7 % En cada
microplaca se incluyeron un suero control positivo, un suero control negativo y un
blanco (sin suero). Cada muestra de suero de lobo marino se analizd por
duplicado en cada microplaca y a su vez cada microplaca se repitid tres veces. Se
obtuvo el promedio de los valores de absorbancia de cada muestra, con los que se

calculd 1a media y la desviacion estandar de la poblacion.
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Analisis estadistico.

Se aplico el metodo Reed-Minch para obtener el titulo viral a partir de cultivo
celular, siguiendo la metodologia mencionada anteriormente en una microplaca.
21 En la prueba de ELISA los resultados obtenidos de los sueros tanto controles
como de los lobos marinos se analizaron mediante una prueba de estadistica
descriptiva como el andlisis de varianza. Los valores de absorbancia obtenidos
con los sueros positivos y negativos a las diferentes diluciones analizadas y a los
diferentes tiempos de incubacion con el sustrato cromégeno, se procesaron
mediante un analisis de varianza P = 0.05, para establecer las condiciones en las
cuales los sueros positivos se diferenciaban mejor de los negativos. Esto mismo
se realiz6 con los sueros de los lobos marinos para compararlos con los sueros

positivos y los negativos. "%

2.3 Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa

(RT-PCR).

Extraccion de ARN total

Para el control positivo, se realizé la extraccion del acido ribonucleico (ARN) total a
partir de una botella de cultivo cetular (NUNC® California, EUA) de 25 cm? de
células Vero infectadas con el virus de moquillo de la misma forma que se hizo
para obtener el antigeno de captura del ELISA. Para el control negativo se realizé

la extraccion de ARN total de una botella de 25 cm? con células Vero sin infectar.
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La extraccion se realizé de fa siguiente manera:

1.

2.

Se retir¢ el medio de cultivo.

El monoestrato se lavd dos veces con PBS frio. Se retiré el remanente de
PBS.

Se agregd 1 mi de Trizol® (Invitrogen® California, EUA) se band varias
veces el estrato con la pipeta y se pasé a un microtubo.

Se incubd 5 min a temperatura ambiente.

Se agregaron 200 ul de cloroformo, se agité por 15 seg y se incubé durante
3 min a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min a 4° C. Se transfirid la fase
superior acuosa a un microtubo nuevo.

Se precipitdé con 0.5 ml de isopropanol, se mezcld por inversiéon y se incubd

10 min a temperatura ambiente.

. Se volvié a centrifugar a 12,000 x g durante 10 min a 4° C. Se decanto el

sobrenadante.

Se lavé con 1 ml de etanol al 75% preparado con agua tratada con dietil

pirocarbonato (DEPC) (Sigma® St. Louis, MO, EUA). Se mezcl6 por agitacion.

9.

Se centrifugd a 7,500 x g durante 5 min a 4° C. Se decantd el

sobrenadante con cuidado Yy se dejé secar al aire.

10.La pastilla de ARN se resuspendi6 en 50 pl de agua con DEPC y se incub6

a 55° C durante 10 min para disolverlo completamente.
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Se realizd la extraccion del ARN total de las muestras de hisopos nasales y
rectales de las crias de lobos marinos de la siguiente manera:
1. Al hisopo se le agregaron 800 pl de Trizol® en un microtubo, se mezcld por
agitacion durante 1 min y se incub6 por 5 min a temperatura ambiente.
2. Se obtuvieron 500 ul y se pasaron a un microtubo nuevo.
3. Se agregaron 100 ul de cloroformo, se agité por 15 seg y se incubd por 3
min a temperatura ambiente.
El procedimiento restante fue igual que el anterior pero se utilizé la mitad de fos
volimenes arriba mencionados.
La pastilla de ARN se resuspendié en 20 ul de agua con DEPC y se incubé a

55° C durante 10 min.

Se cuantificd el ARN de cada muestra en un espectrofotémetro (Ultrospec 3000
Pharmacia Biotech® Cambridge, Inglaterra), las muestras que obtuvieron una

proporcion de Azes/ Azgp entre 1.5 y 2 se consideraron como ARN de buena

calidad, ya que este cociente da una estimacion de la pureza del ARN. 121

Se observd la integridad del ARN mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1% con formaldehido %, tefiido con bromuro de etidio en una camara horizontal
(GIBCO® BRL HORIZON 58 Califonia, EUA). Las muestras de ARN se

almacenaron a -80° C hasta su uso en el RT-PCR.
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Iniciadores

Se disefid un PCR anidado, donde en el primero se amplifica un fragmento comun
a Morbillivirus y en el segundo mediante el uso de otro juego de iniciadores se

amplifica un fragmento especifico al virus de Distemper de focas.

Los iniciadores se disenaron basandose en la secuencia de nucleétidos homéloga
de la proteina P del virus del Distemper canino (GenBank N° de acceso
AB028916) y de focidos (GenBank N° de acceso X75960) '?® (Figura 4). Estos
iniciadores son pequefnas secuencias de ADN conservadas en el virus de
Distemper canino, de fécidos y morbillivirus de cetaceos, por 1o que amplifican a
estos tres virus. Dichos iniciadores (P1 y P2) amplifican un fragmento de 696 pb

del gen P.
También se sintetizé un par de iniciadores, PDV1 y PDV2 reportados por Hass, et
al. (1991) *, los cuales amplifican un fragmento interno de 245 pb especifico para

el virus de Distemper de fécidos (Figura 6).

En caso de obtener una amplificacidon en el primer PCR se determina si es

Distemper canino o de fécidos sometiéndolo al segundo PCR.
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Figura 6. Secuencia del gen P de los virus Distemper canino y de focidos. Se senalan los
iniciadores disenados para ambos virus (O ), el fragmento del gen que amplifican (@) y los
iniciadores especificos para PDV (Q).
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RT-PCR-1

Se estandariz6 la RT-PCR-1 directa en un solo tubo. Se tomaron 5 pl conteniendo
500 ng de ARN total de cada muestra, se mezclaron con 45 ul de un coctel
conteniendo: amortiguador de sintesis de 1% cadena 5X (Invitrogen ® California,
EUA) 3 pi; DTT 0.1 M (Invitrogen ® California, EUA) 1 ul; iniciador Ps 25 ng;
iniciador P, 25 ng; dNTP’s 10 mM (Gibco BRL ® Gaithersburg, EUA) 1.5 ul; 1.5
mM de Mg Cl, (Promega ® Madison, EUA) 3 ul; 25 U de Tag polimerasa

(Promega ® Madison, EUA); 16 U de inhibidor de RNasas (RNaseout, Invitrogen®
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Califomia, EUA), 100 U de transcriptasa reversa (SuperScript Il, Invitrogen ®
California, EUA). Cada ensayo contd con un control positivo (ARN obtenido de
celulas Vero infectadas con CDV) y uno negativo (ARN obtenido de células Vero
sin infectar) o blanco, en este ultimo en lugar de ARN se agregd agua. En un
termociclador (Touchgene Gradient TECHNE® FTGRADZD Cambridge,

Inglaterra) las muestra se sometieron a los ciclos de temperatura y tiempo

mostrados en la figura 7.

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

72°C ___12°¢C
15min ! 7 min
56° C :
2 min
42°C
Th

Figura 7.- Ciclos de tiempos y temperaturas de la RT-PCR 1 para ampiificar el fragmento
del gen P del virus de Distemper canino y de fécidos.

Los productos obtenidos se separaron por electroforesis en geles de agarosa al
1.5 % junto con marcador de peso molecular A DNA/ Hind 1l (Invitrogen®
California, EUA), se tiferon con bromuro de etidio y se escanearon en un
digitalizador de geles (Fluorespectr BIO-RAD® BRL California, EUA) para detectar

las bandas de peso molecular esperado y registrar los resultados mediante una

fotografia termosensible.
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Se corroboro la amplificacion del fragmento deseado mediante la digestién con la
enzima de restriccién Asp718 | (Invitrogen® California, EUA), la cual es un
isoesquisémero de la enzima Kpn |, que corta al fragmento casi a la mitad,
obteniendo dos fragmentos, uno de 302 y otro de 394 pb. Para esto se incubb a
37° C durante 1 h y posteriormente se realizé una electroforésis en un gel de
agarosa al 2% el cual se tind con bromuro de etidio. Ademas el producto se
reamplificé procesandolo nuevamente en el PCR-1 omitiendo la primera
incubacién a 42° C, que es la fase donde actua la transcriptasa reversa,
generando el ADNc. Esto se hizo para tener un control positivo en caso de que

alguna muestra amplificara una banda muy tenue y se procesara por segunda vez

en el PCR-1.

Se realizaron diluciones dobles seriadas del ARN total del control positivo para
determinar la cantidad minima a someter en el RT-PCR-1 para obtener una

amplificacién del fragmento especifico visible en el gel de agarosa.

PCR-2

Para el PCR-2 se usaron los iniciadores PDV1 y PDV2 reportados por Hass et al.
(1991). 3 La mezcla se prepard de la siguiente manera: solucién amortiguadora de
PCR 10X (Gibco BRL ® Gaithersburg, EUA) 5pl; 1.5 mM de Mg Clz; dNTP’s 10
mM 1 yi; iniciadores PDV1 10 uM 1 pty PDV2 10 pM 1 yul; 2 U de Tag polimerasa

y producto de PCR 2 ul en un volumen total de 50 pl. En el termociclador se
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programaron los ciclos de tiempo y temperatura reportados por Hass et al. los

cuales se muestran en la figura 8.

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
sC - eeC
1.5 min 1:00 min ‘
72°C 72°C
2min 7 min
é 25°C
] 1.5 min

Figura 8.- Ciclos de tiempos y temperaturas de la PCR 2 para amplificar el fragmento del
gen P del virus de Distemper de fécidos.

2.4 Aislamiento viral

De cada hisopo, antes de realizar la extraccion de ARN se tomé una parte de la
muestra con otro hisopo y se homogenizé en 0.5 ml de PBS pH 7.2 estéril en
microtubos de 1.5 mi, se mantuvieron a — 80° C hasta su analisis. Las muestras
que no resultaron claramente negativas mediante la RT-PCR-1, se sembraron en
cultivo celular para realizar el aislamiento en caso de que alguna muestra fuera
positiva pero que el ARN especifico estuviera degradado o fuera muy escaso y no

se observara una banda bien definida en el gel con los productos de PCR.
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Cultivo celular e inoculaciéon

Se replicaron células Vero en las condiciones antes mencionadas, también se
realizd un cultivo primario de fibroblastos de embrién de pollo (FEPO) para

incrementar la posibilidad del aislamiento, ya que son células muy indiferenciadas.

El cultivo primario de fibroblastos se preparo de la siguiente manera:

Se utilizd un embrién con 12 dias de incubacion. El cascardn se desinfectd en la
zona de la camara de aire, con tijeras y pinzas estériles se rompio el cascaron. Se
sacl el embrion tomandolo del cuello con las pinzas y se coloco en una caja de
Petri estéril, se lavé dos veces con PBS pH 7.2 estéril, se cortaron las cuatro
extremidades, se eviscerd y el cuerpo se paso a otra caja de Petri para volverlo a
lavar con PBS. Se pasé a un vaso de precipitado y se corté todo el cuerpo en
trozos muy peguenos con unas tijeras estériles, se agregaron 3 m! de PBS para
homogeneizarlo. El macerado se pasé a un tripsinizador con una bala magnética y
se lavo con 10 ml de PBS, se dejé en agitacién por 10 min, se decantd y el
sedimento se volvié a lavar con PBS en agitacién, ya decantado al sedimento se le
agregaron 40 ml de tripsina al 3% y se dejé en agitacion por 30 min. Después de
ese tiempo se observd una suspension turbia lechosa, la cual se pasé por un filtro
de malla y se colecto el liquido en un tubo de centrifuga, el filtrado se centrifugd a
1000 x g durante 10 min a 4° C. Se decanto el sobrenadante, el paquete celular se
resuspendié en 30 mi de medio 199 con 5% de SFB y se sembraron en botellas de
cultivo celular de 25 cm? (NUNC® California, EUA), se incubaron a 37° C con 5%

de CO,. 7
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Cada hisopo en PBS se descongel6 y se le agregaron 50 ul de una mezcla de
antibiéticos Penicilina, Estreptomicina y Neomicina (PSN GIBCO® BRL California,

EUA) y se incubd a 4° C durante 24 h.

Para la inoculacion del cultivo celular se utilizaron microplacas de 96 pozos
(NUNC® California, EUA). Se tomaron 50 pl del indculo y se le agregaron 50 yl de
medio 199 sin SFB, la mezcla se colocd en un pozo de la microplaca y se le
agregaron 100 pl de la suspensién de células (3.5 x 10° células/ ml). Se incubaron
a 37° C hasta observar un efecto citopatico. Las muestras se trabajaron en dos
microplacas, una con células Vero y otra con el cultivo primaric FEPO, cada
muestra se trabajé por duplicado en cada microplaca. Después de cuatro dias de
incubaciéon se cosecharon congelando y descongelando la placa, se hicieron
alicuotas y se guardaron a — 80° C. Posteriormente se realizaron 4 pases en
células Vero siguiendo el mismo procedimiento de inoculacién e incubacion. En
cada ensayo se uso el virus de Distemper cepa Lederle como control positivo y el

virus de viruela y células sin infectar como controles negativos.

RT-PCR a partir de estrato celular

Al monoestrato celular del cuarto pase de cada inoculo se le retird el medio y se

hizo la extraccién de ARN siguiendo el procedimiento antes descrito.

De igual manera que el ARN extraldo de los hisopos, a las muestras de ARN

obtenido de los cultivos inoculados se les realizé la RT-PCR-1 bajo las mismas
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condiciones. Los productos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1.5%
tefidos con bromuro de etidio. El medio de cultivo que se retird previamente a la

extraccion de ARN se almacend a -80° C.

2.5 RT-PCR de encéfalos de perros.

Como un ensayo de validacion de la RT-PCR, se realizé la extraccion de ARN de
muestras de encéfalo de perros diagnosticados como positivos y negativos a
moquillo mediante inmunofluorescencia por el Laboratorio de Virologia (FMVZ,

UNAM), los cuales se procesaron en el RT-PCR 1.

De cada muestra de encéfalo se pesaron 50 mg de cortezé cerebral y se
colocaron en un microtubo de 1.5 ml. Al tubo se le agregd 1 ml de Trizol y se
homogenizé con la pipeta varias veces y después en vortex por 1 min. El
procedimiento restante fue igual al mencionado para la extraccion de ARN del

estrato celular.

Las muestras se procesaron en el RT-PCR 1 y se visualizaron los productos en un

gel de agarosa al 1.5% tenido con bromuro de etidio.

63



3. Resultados
ELISA

En la primera etapa de la estandarizacion de esta prueba se elabord un suero anti-
Igs totales de lobo marino en conejas Nueva Zelanda. Este suero se evalué en un
ensayo de Doble difusion en agar, en el cual se observaron dos lineas de

precipitacion en las diluciones 1:2 y 1:4 del suero.

Posteriormente se evalué en un ensayo de ELISA, donde los sueros de las
conejas presentaron una media de los valores de absorbancia de 1.048 (+ 0.026)
en ambas diluciones analizadas usando entre 10 ug y 10 ng de antigeno/ pozo
(inmunoglobulinas de lobo marino). Por otro lado la Proteina G presentd una
reaccion muy similar a la Proteina A, obteniendo valores de absorbancia de 0.909
(£ 0.089) y 0.809 (+ 0.002), respectivamente. Esta reaccion se detectd hasta con
100 ng de antigeno/ pozo. Con base en estos resultados se determiné utilizar a la
Proteina A en lugar de un segundo anticuerpo debido a que la reaccién obtenida
con los sueros de las conejas fue similar. Ademas los sueros controles son de
origen canino, la Proteina A tiene una mayor afinidad por las Ig G de perro que la

proteina G. '°

Para realizar los inmunoensayos se replico el virus de Distemper canino, cepas
Snyder-Hill y Lederle, en células Vero. Se compararon las dos cepas virales como
antigeno de captura en el ELISA. No se observaron diferencias entre ambas cepas

en cuanto a los valores de absorbancia obtenidos con los sueros positivos y
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negativos, por lo cual se decidié utilizar la cepa vacunal Lederle para los ensayos

de ELISA y de RT-PCR.

Se realizé la titulacién del virus de Distemper en células Vero mediante el método

4.59

Reed-Miinch "% 2" con el cual se obtuvo un titulo viral de 10 DICC 50%/ ml.

Se observo la integridad de las proteinas totales de la cosecha separandolas por

electroforesis tipo SDS-PAGE, tefiidas con azul de Coomassie ' (Figura 9).
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Figura 9.- Fotografia de un gel de poliacrilamida SDS al 12% tefido con azul de
Coomassie donde se observa el marcador de peso molecular (MPM: BenchMark
Invitrogen® California, EUA) y las proteinas de la cosecha viral cepa Lederle.
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Los monoestratos infectados con las diferentes cepas del virus de distemper
resultaron positivas mediante inmunofluorescencia para moquillo canino, prueba
que se realiza como diagnostico de rutina de moquillo en el Laboratorio de

Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

En el Western Blot, los sueros de perros hiperinmunes reaccionaron positivamente
contra dos bandas de la cosecha viral, correspondiendo al peso aproximado de las
proteinas P y N de CDV (70 y 60 kDa respectivamente). Los sueros negativos no

presentaron reaccion a ninguna proteina.

Se utilizaron las proteinas totales de la cosecha (proteinas del virus completo y de
las células) como antigeno de captura; la dilucion 1:8 de la cosecha viral se
determind como la o6ptima para realizar los inmunoensayos, fijando 5 pg de

proteina total por pozo.

Los sueros control se analizaron a diferentes diluciones (1:50, 1:150, 1:450,
1:1350, 1:4050 y 1:12150), se obtuvieron los valores de absorbancia a 405 nm,
con los cuales se calculdé la media y la desviacion estandar de los positivos y
negativos. Se realiz6 una grafica donde se observa una curva descendente; en la
dilucion 1:50 la diferencia entre positivos y negativos es significativamente mayor
ya que la media de los positivos fue de 1.175 mientras que para los negativos fue
de 0.156, con una desviacion estandar de 0.144 y 0.059, respectivamente (Figura

10).
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Cinética de los valores de los sueros controles en el ELISA
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Dilucion de sueros

Figura 10.- Grafica donde se muestran la media y la desviacion estandar de los valores de
absorbancia de los sueros controles positivos y negativos en las diferentes diluciones
analizadas. Lectura a los 45 minutos.

Se realiz6 el analisis de varianza a partir de los valores de absorbancia obtenidos
con los sueros controles positivos y negativos en todas las diluciones y a
diferentes tiempos de lectura para establecer las condiciones a las cuales ambos
grupos se separaron como grupos distintos ya que a altas diluciones tienden a

formar uno solo. Para esto se estableci6 lo siguiente:
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HoA=B
HaA?B
Donde A corresponde a los valores de absorbancia de los sueros positivos y B a

los valores de los sueros negativos.

Los resultados de ambos grupos determind el rechazo de la hipétesis nula, por lo
que se aceptd la hipotesis alternativa donde se consideran grupos diferentes, con
una significancia de T = 0.05. Mediante este analisis se determiné el tiempo de
lectura a los 45 min ya que a ese tiempo los controles positivos se diferencian
claramente de los negativos desde la dilucion 1:50 y hasta la dilucién 1:450, en la
dilucion 1:1350 estadisticamente las poblaciones se acercan pero se mantienen
como grupos separados, a partir de la dilucion 1:4050 se acercan mucho los

valores de ambas poblaciones, formando un solo grupo.

De acuerdo a lo anterior, se establecieron las diluciones 1:50, 1:150 y 1:450 como

las optimas para analizar los sueros a un tiempo de lectura de 45 min.

Se analizaron 35 sueros de crias de lobos marinos provenientes de la Isla San
Pedro Nolasco, Sonora. La media de los valores de absorbancia detectados con
los sueros de los lobos marinos se ubico ligeramente arriba de la media de las

lecturas de los controles negativos (Figura 11), esta diferencia no fue significativa.

Al realizar el analisis de varianza entre los valores de absorbancia de los sueros

de los lobos marinos y los sueros controles, se determiné que los sueros de los
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lobos marinos forman un grupo diferente a los sueros controles positivos, pero al
compararlos con los sueros controles negativos se determin6é que constituyen un
mismo grupo (P = 0.05). Con base en estos analisis se determinaron los sueros de

los lobos marinos como negativos a CDV.

Comparacion de los valores de absorbancia de los sueros positivos,
neqativos v de las crias de lobo marino

1400 =
1.200 - I ) _
1.000 - 2 )
_ m Positivos
E 0800 — (n=5)
[T¢] {
0 .
s @ Lobos marinos
O 0600 = o | (n=35)
o |
i ' @ Negativos
0.400 - (n=5)
| -
|
0.200 -
|
|
0.000 +—— . ] : .
1/50 1/150 1/450
Dilucién

Figura 11.- Grafica donde se muestra la media con su respectiva desviaciéon estandar de
los valores de absorbancia de los sueros control positivos y negativos (de origen canino),
asi como de los sueros de los lobos marinos. Lectura a los 45 min.

Tres de las 35 muestras de sueros presentaban hemodlisis, dichas muestras no
representaron problema alguno al momento de analizarlas mediante ELISA, ya

que no se obtuvieron valores de absorbancia por reacciones inespecificas.
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RT-PCR

El ARN obtenido del cultivo infectado con el virus de Distemper canino se observo
integro y en la cuantificacién se obtuvo 1.6 ug/ Wl con una proporcion Azeg /280 nm de
1.7, considerandolo como ARN de buena calidad. '?* '

Se realiz6 la extraccion de ARN de las muestras biolégicas contenidas en 70
hisopos (35 nasales y 35 anales) de las crias de lobo marino. De acuerdo a la
cuantificacion y la observacion del material genético en el gel se obtuvieron 57
muestras de ARN con una degradacion minima, 2 muestras de ARN degradado y
11 muestras de las cuales no se logré obtener ARN. Por otro lado algunas
muestras se observan contaminadas con ADN. Ejemplo de las muestras de ARN

obtenidas de los hisopos se observan en la figura 12.

En:thNr1 203 4 LEREEiRT 88 9 10 11 12%13
Hind == = G @ = o . o o

Figura 12.- Fotografia de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se
observa el ARN total extraido a partir de los hisopos de las crias de lobos marinos.
Carriles del 1 al 6 hisopos anales, carriles del 7 al 13 hisopos nasales. MPM = Marcador
de peso molecular, ? ADN/ Hind lIl.
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El ARN obtenido de los cultivos celulares infectados con el virus de Distemper
canino, tanto con la cepa Lederle como con la cepa Snyder-Hill, amplificaron un
fragmento de 696 pb especifico para Morbillivirus, mediante la RT-PCR-1 usando

los iniciadores P1 y P2.

Se corrobord que fuera el fragmento deseado mediante la digestion del producto
con la enzima Asp718 I. Al realizar la digestion se observaron dos productos, uno

de 302 y otro de 394 pb (Figura 13).

Al producto amplificado en el RT-PCR-1 se le realizdo la PCR-2 usando los
iniciadores PDV1 y PDV2 donde no se detectd amplificaciéon alguna, por lo que se
confirmé que el PCR-2 no amplifica el genoma de Distemper canino, ya que es
especifico de Distemper de fécidos. Ademas, el producto se pudo reamplificar

procesandolo nuevamente mediante la PCR-1 eliminando la primera incubacion a

42° C.

Con base en estos analisis, el ARN que amplific6 mediante la RT-PCR-1
(Distemper canino) se us6 como el control positivo en cada RT-PCR. EI ARN
obtenido de las células Vero sin infectar no amplificé ningun fragmento en el

ensayo (Figura 13).
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Figura 13.- A fotografia de un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio donde
se muestra los productos de la RT-PCR-1. Carriles 1 y 2 controles negativos (a partir de
ARN de células Vero sin infectar y agua respectivamente). Carril 3 el producto amplificado
de 696 pb a partir de ARN de células Vero infectadas con CDV, éste se utilizo como
control positivo. B fotografia de un gel de agarosa al 2% donde se muestra el producto de
la RT-PCR-1 digerido con Asp718 [, se observan dos fragmentos. MPM = marcador de
peso molecular, 1 Kb DNA Ladder.

Para determinar la minima cantidad de ARN que amplifica el RT-PCR-1 se
realizaron diluciones de éste. Se obtuvo arnplificacion del fragmento especifico del
gen P de Distemper canino a partir de 2.1 pg y hasta 17 ng de ARN total del

control positivo mediante la RT-PCR-1 (Figura 14).
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Figura 14.- Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio donde
se observa el fragmento amplificado de 696 pb con las diluciones dobles seriadas del
ARN total iniciando con 2.1 pg (carriles 1 al 10). Se detecté amplificacion hasta con 17 ng

de ARN total. Carril 11 control negativo (agua). MPM = marcador de peso molecular, 1 Kb
DNA Ladder.

Aislamiento viral

Las muestras que en la RT-PCR-1 amplificaron una banda difusa o un barrido se
procesaron una segunda vez en el PCR-1, sin obtener amplificacion alguna. Estas

muestras se inocularon en cultivo celular para hacer el aislamiento y descartar

falsos negativos.

Las muestras se inocularon tanto en células Vero como en un cultivo de FEPO, a
los 4 dias de la infeccidn se detectd un efecto citopatico donde se observaron

células redondeadas, principalmente en las células Vero. Se hicieron 4 pases de
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cada muestra en células Vero, se observo efecto citopatico a los 4 dias de
incubacion, constando principalmente de formacion de sincitios y células
redondeadas. Las células infectadas con el virus de viruela desarrollaron un efecto
citopatico muy diferente, el cual constd principalmente de agregacion celular en

forma de racimos de uvas, llegando a formar proyecciones en forma de hongo.

Se obtuvo un ARN de buena calidad de los estratos celulares. Al realizar el RT-
PCR-1 del ultimo pase en cultivo celular no se amplificé el producto esperado ni se
obtuvo un barrido como en la primer PCR, por Ié que se consideraron negativas.
Del mismo modo tanto el ARN de las células infectadas con el virus de viruela

como de las células sin infectar, no amplificaron ningun fragmento mediante la RT-

PCR 1.

El presente trabajo constituye el primer estudio sobre Morbillivirus realizado en

lobos marinos de California de vida libre en México.

RT-PCR de encéfalos de perros

Se obtuvo ARN de 12 muestras de encéfalos de perros positivos y negativos a
moquillo por inmunofluorescencia, en dos de las cuales el ARN se observd muy
degradado. Mediante la RT-PCR se obtuvo la amplificacién del fragmento a partir
de las muestras positivas mientras que de las negativas no se obtuvo ninguna
amplificacion. Es importante sefalar que se obtuvo amplificacion aun con ARN

muy degradado.
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4. Discusion.

En este trabajo se estandarizaron y-utilizaron una prueba seroldgica (ELISA) y una
de biologia molecular (RT-PCR), asi mismo se utilizd el aislamiento (cultivo

celular), para detectar la presencia de Morbillivirus en lobos marinos de California.

Mediante las tres pruebas empleadas en este trabajo, ELISA, RT-PCR y cultivo

celular, no se obtuvo evidencia de la presencia del virus de Distemper en crias de

esta colonia de lobos marinos.

Debido a la similitud del virus de Distemper canino con el de fécidos (80%
aproximadamente) % y por ende a la reactividad cruzada entre ambos virus, "% °
se utilizo el virus canino cepa vacunal Lederle en el ELISA indirecto, aunque para
el caso del Distemper de focidos el sistema fue heterdlogo, esto no represento

inconveniente alguno, como lo informado previamente por Osterhaus, et al. ™2,

es
posible encontrar evidencia serologica usando el virus de Distemper canino. Los
sueros de las crias de lobos marinos no presentaron titulos detectables de

anticuerpos contra el virus de Distemper canino y por lo tanto tampoco contra el de

focidos.

Como en el resto de los carnivoros, la inmunidad pasiva transmitida de la madre a
la cria a través del calostro, aumenta los niveles séricos de inmunoglobulina tipo G
(g G) principalmente, ésto bloquearia una infeccion por el virus.*> Sin embargo,

estos anticuerpos se detectarian mediante una prueba serolégica como el ELISA
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empleada en este trabajo, ya que se utilizé Proteina A en lugar de un segundo
anticuerpo, la cual tiene afinidad por las Ig G. La ausencia de anticuerpos séricos
contra el virus de Distemper indica que probablemente ni las crias ni las madres
han estado expuestas al virus, o en caso contrario que los niveles de anticuerpos
hayan decaido a tal grado que no pueden ser detectados debido al tiempo
transcurrido entre el nacimiento y el muestreo. En focas comunes la vida media
promedio de la inmunidad pasiva se ha estimado en 14 dias.* No se detecto otro
tipo de inmunoglobulinas como la Ig M, la cual se produce en una etapa temprana

de la infeccién, o Ig A que puede ser secretada en mucosas.'®

La prueba de ELISA estandarizada en este trabajo podria ser usada para analizar
muestras hemolizadas, ya que no se obtuvieron valores de absorbancia elevados

debidos a un fondo en la reaccion.

Las muestras utilizadas para detectar el virus se consideraron adecuadas ya que

se ha informado que en pinnipedos el virus se elimina por via respiratoria, urinaria,

fecal y ocular. &

Con la RT-PCR disefiada y estandarizada en este trabajo no fueron detectados los
virus de Distemper canino ni de fécidos, ya que las muestras analizadas no

amplificaron el fragmento de 696 pb especifico del gen P de ambos virus.

Esto sugiere que las crias de lobos marinos de esta colonia no presentaban una

infeccion activa por el virus de Distemper en el momento del muestreo. Las crias
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capturadas para este trabajo tenia 5 meses de edad como maximo, se desconoce
si a una mayor edad pudieran montar una respuesta inmune detectable por las
técnicas aqui empleadas como consecuencia de la exposicion a estos virus. En
focas se ha estimado que alrededor de los 2 meses de edad su sistema inmune

alcanza la madurez, por lo que hasta esa edad pueden montar una respuesta

inmune propia. *°

Se desconoce la situacién seroldgica de animales juveniles o adultos de la colonia

ya que no se muestrearon individuos mayores a 5 meses.

El ARN obtenido de algunas muestras fue escaso y en 11 de estas no fue posible
obtenerlo. Esto puede deberse a que el material tomado con el hisopo fue poco,
ademas de que pudo ser degradado durante el almacenamiento y el transporte de

las muestras, ya que el ARN de una cadena es muy labil '

siendo susceptible a
la accidn de enzimas propias de las muestras. Esto podria haber disminuido la
probabilidad de encontrar una fnuestra que amplificara el fragmento buscado. Las
muestras que amplificaron una banda difusa o un barrido en el RT-PCR-1 se
pudieron deber a que el ARN estaba parcialmente degradado y se amplificaron
pequenos fragmentos inespecificos. Estas muestras produjeron un efecto
citopatico en células Vero, lo que sugirié el aislamiento de un virus, pero al realizar
la RT-PCR-1 no se amplifico el fragmento especifico de Disternper, lo que lleva a

la conclusion de que el virus aislado no es un Morbillivirus. Actualmente se esta

caracterizando el virus aislado.
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Se ha informado ampliamente la presencia de varias cepas de Calicivirus en lobos
marinos de California, hasta el momento se han reconocido 14 serotipos en
animales marinos, de los cuales 8 se han aislado de Zalophus californianus. Se
considera una enfermedad enzoética, la cual produce problemas respiratorios y
nerviosos ademas de partos prematuros y vesiculas cutaneas donde se encuentra

130, 131, 132, 133,134 | 4 signologia que induce Calicivirus es parecida a la

el virus.
producida por Distemper, por lo que se pueden confundir estas dos patologias.
Los Calicivirus son también virus ARN 2* 30 por [o que es posible que durante la

transcripcion reversa se obtuvieran copias del ARN de este virus, observandose

ADNCc en el gel.

Los lobos marinos tienen interaccion con especies migratorias dentro del Golfo de
California, se forman grupos mixtos de alimentacion donde interactian aves
marinas, delfines, lobos marinos y ballenas.”® Por este comportamiento existe la
posibilidad de que si alguna especie proveniente del Pacifico fuera portadora de
estos virus, se transmitieran a los lobos marinos. En febrero de 1999 hubo una
mortalidad de lobos marinos en la Isla San Jorge, en una reunién de la
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA) se informéd
verbalmente de la deteccion del virus de Distemper canino y de focidos mediante
PCR en estos animales. Con base en esto, es probable que animales
convalecientes tuvieran contacto con individuos de San Pedro Nolasco y el virus
se transmitiera a esta colonia, por lo que existia la probabilidad de encontrar

animales serolégicamente positivos, ya que el contacto con este tipo de virus
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genera una inmunidad que permanece durante largo tiempo, incluso durante

algunos afios. 4% 192

Algo importante a considerar es que Reidarson, et al. (1998), informaron la
deteccion del Morbillivirus de cetaceos en delfines comunes del Pacifico Norte los
cuales también presentaban anticuerpos contra el mismo. 8 De igual manera Van
Bressem, et al. (1998) detectaron delfines seropositivos a Morbillivirus de cetaceos
en el Pacifico sureste, especificamente en las costas de Peru. ”® Esto sugiere que

otro Morbillivirus estd presente en el Pacifico, no muy lejos de las costas de

México.

Ademas de la interaccion de los lobos marinos con otras especies marinas,
también hay que tener en cuenta su interaccion con algunas especies terrestres
como es el caso de isla Tiburon donde se han observado coyotes en la zona
intermareal alimentandose de carrofia.’®® Ademas de las especies silvestres,
también hay cierto contacto con especies domésticas, durante el muestreo de este
trabajo, se observaron algunas embarcaciones en las cuales iban a bordo perros,
los turistas visitan las islas junto con sus mascotas constituyendo un riesgo para

los lobos marinos.

La cantidad de muestras analizadas (35) son representativas de la colonia
reproductiva de la Isla San Pedro Nolasco, sin embargo, seria conveniente
analizar muestras de animales juveniles y adultos para conocer su situacion

seroldgica con respecto a estos Morbillivirus.
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Hasta el momento no existen informes de Distemper en lobos marinos de
California de vida libre, sin embargo, Barrett, et al. (2004) detectaron el virus de
Distemper canino en un lobo marino en cautiverio, del cual se desconoce si el
momento de exposicion al virus fue antes de ser capturado o en el recinto, en
Inglaterra. ® En 1994, este animal presentd algunos episodios de signologia
nerviosa, se le realizaron varios analisis y no fue posible identificar algun
patogeno. Un afo después el animal murid, a la necropsia, macroscopicamente no
se encontraron hallazgos relevantes, al examen microscopico tampoco se
encontraron lesiones sugerentes a una infeccion por Morbillivirus, sin embargo,
por la signologia presentada se realiz6 la prueba de inmunohistoquimica,
resultando positiva en encéfalo con un suero policlonal anti-CDV, indicando una
encefalopatia por Morbillivirus. No se detectd el virus en otro tejido, lo cual indica
que la infeccion estaba restringida a sistema nervioso. Con base en ésto
realizaron la prueba de RT-PCR con los iniciadores universales para Morbillivirus,
los cuales amplifican un fragmento del gen P, el analisis filogenético del fragmento
obtenido indicé que estaba muy relacionado con la cepa Onderstepoort de CDV.
No se encontr6 evidencia de inmunodepresion, caracteristica de una infeccion
clasica por Distemper. Debido a la ausencia de lesiones en sistema nervioso
central se sospecha que fue una infeccion accidental sin relacién alguna con la
patologia. Es sabido que algunos Morbillivirus pueden persistir en tejido nervioso y
causar lentamente una enfermedad degenerativa, como es el caso del virus del
sarampion y CDV. ® Esto sugeriria que los lobos marinos son susceptibles a una
infeccién por CDV aunque por otro lado no desarrollarian la enfermedad, como lo

demostrado en una foca gris inoculada con CDV.*
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El unico estudio sobre Distemper en lobos marinos de vida libre que se conoce, es
el que se llevd a cabo en las islas de Galapagos cuando se presentd una epidemia
de moquillo en la poblacion canina a principios del afio 2000. Se tomaron las
medidas pertinentes para evitar el contacto de los perros con las poblaciones de
pinnipedos de las islas (lobo marino de Galapagos y lobo fino de Galapagos), el
Dr. Albert Osterhaus, del Centro de Rehabilitacion y de Investigacién de Focas de
Holanda, realizd un estudio serolégico en los lobos marinos de las diferentes

colonias e islas, sin encontrar evidencia de infeccion. 6

Al analizar la distribucién de este agente en pinnipedos, se puede plantear la
hipétesis de que este tipo de virus requiere ambientes frios para mantenerse
activo y asi dispersarse en una poblaciéon. El Golfo de California presenta
temperaturas muy elevadas durante el verano, época en la que se reunen los
lobos marinos para aparearse. Las islas del Golfo se pueden caracterizar como
calientes y secas ya que la precipitacion pluvial varia entre los 100 y 150 mm al
afo. ' Las temperaturas registradas oscilan alrededor de los 30° C a la sombra a
principios del verano, sin embargo, las temperaturas alcanzan los 40° C a finales
de la estacion. *” "*® Durante el muestreo se registraron temperaturas de hasta
42° C en la lobera reproductiva. Si se considera que los lobos marinos
permanecen en las orillas de las islas, en las cuales las temperaturas son mayores
a las registradas a la sormbra, es muy poco probable que estos virus permanezcan

activos en el medio ambiente, evitando asi su dispersion.
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En contraste a toda la informacion disponible sobre Distemper en focas, lo que se
conoce de estos virus en lobos marinos es practicamente nulo, a excepciéon de lo
publicado por Barrett, et al. (2004), sobre el caso del lobo marino en cautiverio en
Inglaterra % y el estudio realizado en lobos marinos de Galapagos. " Lo que
indica que hasta el momento no se ha publicado ningun trabajo sobre Morbillivirus
o Distemper en lobos marinos de California de vida libre en México, siendo el

presente trabajo el primero.

Los resultados de este trabajo coinciden con lo informado por Duignan, et al.
(1995) en focas del Pacifico, debido a que no se ha encontrado evidencia
serologica contra Morbillivirus en poblaciones de pinnipedos, especificamente en

focas comunes y grises. 4

Los lobos marinos de California son susceptibles a estos virus, si estas
poblaciones tuvieran contacto con dichos agentes a través de un reservorio o
transmisor, se presentaria una alta mortalidad. México cuenta con una especie
endémica de pinnipedo, el lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus townsend)), la
cual es una especie que estuvo a punto de extinguirse y que ahora esta en

recuperacion, 3% 140

seria muy riesgoso que esta especie sufriera una merma
debido a una mortalidad por Morbillivirus. De ahi resulta la importancia de realizar
monitoreos para detectar estos agentes y conocer sus posibles consecuencias,

como las epidemias presentadas en Europa. "*2%456.7.8.9
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5. Conclusiones

No se encontré evidencia de la presencia del virus de Distemper en crias de
lobo marino de California (Zalophus californianus) de la isla San Pedro
Nolasco, Sonora.

Se estandarizo la técnica de ELISA indirecto para detectar anticuerpos
sericos contra el virus de Disternper en lobos marinos.

Se estandarizé la técnica de RT-PCR para detectar el virus de Distemper a
partir de muestras biolégicas nasales y anales de lobos marinos.

El presente trabajo constituye el primer estudio sobre Morbillivirus realizado
en crias de lobo marino de California de vida libre que se tiene

conocimiento.

Prospectivas

1.

Confirmar el aislamiento de un virus diferente a Morbillivirus, el cual se
debera caracterizar.

Se propone la prueba de ELISA estandarizada como una herramienta para
evaluar la respuesta inmune humoral de perros contra el virus de Distemper
canino.

Se propone la RT-PCR estandarizada como una prueba para detectar el
virus de Distemper canino en muestras biologicas de perros.

Es necesario llevar a cabo estudios mas extensos sobre Morbillivirus en las
poblaciones de mamiferos marinos en México para conocer mejor la

epidemiologia y patogenia de estos virus en especies marinas.
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