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Al Alfa y Omega



APRENDI.

Aprendi que los paradigmas estan ahi por la ausencia de nuevas

formas...

Entendi que la ignorancia nos vuelve temerarios...

Aprendi que la voz del sentido comun puede ser una compariera

silenciosa...

Entendi al silencio como lenguaje...

Aprendi a aprender lo que no me ensafiaron...

Entendi que aprender es crear nuevas dudas...

Aprendi que el inicio influye en el final...

Entendi que cada final es un inicio...

Aprendi a vivir insatisfecho, pero gozando agradecido lo que

tengo...

Entendi que la satisfaccidon debe ser pasajera...

Aprendi a entender...

GRCM (2009)
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| RESUMEN

LOPEZ HUERTA CINDY FERNANDA UTILIZACION DE LA PRUEBA DE
INMUNOPEROXIDASA PARA EL DIAGNOSTICO DE DISTEMPER CANINO
(BAJO LA DIRECCION DE : DRA. LAURA COBOS MARIN Y MVZ.

RAYMUNDO ITURBE RAMIREZ).

El Distemper Canino (DC) es una enfermedad viral multisistémica de
distribucion mundial que se conoce desde 1760 y se presenta principalmente
en cachorros, animales viejos y adultos sometidos a tension o a intensa
actividad fisica, asi como en individuos inmuno-deprimidos. Constituye una de
las enfermedades mas relevantes y graves entre los caninos y otras especies
silvestres, por lo que es importante confirmar su diagndstico clinico con
pruebas de laboratorio eficaces, a fin de establecer manejos y tratamientos

adecuados.

En este trabajo se utilizé la prueba de inmunoperoxidasa para el diagndstico de
DC en 149 casos de perros y un hurdon con diagndstico clinico de distemper
canino comparandola después con la prueba de inmunofluorescencia; se
obtuvo una correspondencia del 92% y no se encontr0 una diferencia
estadistica significativa®, por lo que se concluye que la inmunoperoxidasa es

una prueba adecuada y eficiente para el diagnostico de DC.

!(P<0.05), K=0.9179



§ INTRODUCCION

El distemper canino (DC) es una enfermedad viral multisistémica de
distribucién mundial que se conoce desde 1760. Se presenta principalmente en
cachorros, animales viejos y adultos sometidos a tensién o a intensa actividad
fisica, asi como en individuos inmuno-deprimidos, y es una de las

enfermedades mas graves e importantes en los caninos y en otras especies.’

Debido a las similitudes morfologicas de los cambios neuropatoldgicos
provocados por el virus de DC y enfermedades desmielinizantes en humanos
tales como la esclerosis multiple, es un modelo de estudio de la patogénesis de
la pérdida de mielina asociada a mecanismos inmunomediados’. Mas aun, la
eliminacion linfoide y la prolongada disminucion de la respuesta inmune en las
infecciones por distemper son comparables a las ocasionadas por infeccion con

el virus de Sarampién.

Epizootiologia

Este padecimiento tiene una morbilidad de entre el 25% y 75%, una mortalidad
de entre el 50% y 90% y afecta a un amplio rango de hospederos que incluye a
canidos, félidos, mustélidos y mamiferos marinos, entre otros, provocando
desérdenes digestivos (diarrea, gastroenteritis), respiratorios  (rinitis,
neumonias), cutaneos (hiperqueratosis del plano nasal, de los cojinetes, y
dermatitis pustular) y nerviosos (ataxia, incoordinacién, convulsiones)**°. La
inmunosupresion y la leucoencefalitis desmielinizante son las principales

secuelas en perros®”®°,



No se ha comprobado una predisposicion por raza, pero se menciona que hay
una menor incidencia, mortalidad y secuelas en los animales braquicefalicos
con respecto a los dolicocefalicos y que en las razas greyhound, alaskan
malamute y siberian husky se presentan méas casos'® . El virus puede
eliminarse durante 60 a 90 dias y encontrarse en células epiteliales hasta por 3

semanas postinfeccion™.

Se sospecha de perros y lobos como transmisores del agente en algunos
brotes de DC hacia focas y grandes felinos de parques y reservas'**. Hasta
ahora se reconoce un solo serotipo de DC y varios genotipos con diferente

virulencia y tropismo***>1%171819:20,

Algunas cepas estan relacionadas con la polioencefalitis (Snyder Hill-CDV )
mientras que otras inducen una leucoencefalitis desmielinizante (R252 y A75-

17- CDV*),

Aunque la enfermedad se ha controlado mediante el uso de vacunas, la
apariciéon de variantes del virus y los informes de casos aun en animales
vacunados®, en México y otros paises, resaltan la necesidad de continuar
aislandolo en casos positivos vacunados, estudiar dichos aislamientos y
comparar su inmunogenicidad con la de las cepas vacunales® que se utilizan
actualmente, (Haas et al., 1997; Iwatsuki et al., 2000; Uema et al., 2005) ya que
entre cepas vacunales y las aisladas de campo se ha encontrado diversidad
genética (principalmente en la hemaglutinina, la proteina de fusion y la
nucleoproteina) que puede provocar un cambio antigénico®® asociado al
aumento en la incidencia y la presentacion de la enfermedad en individuos

vacunados.



Caracteristicas generales del virus

El virus del DC es un virus envuelto, RNA de cadena simple en sentido
negativo enrollado en simetria helicoidal, que codifica para 6 proteinas
estructurales: la nucleocépside (N), la fosfoproteina (P), la proteina grande (L),
la protefna matriz (M), la hemaglutinina (H), y la proteina de fusién (F)?° (figura
1). Pertenece al género Morbillivirus y a la familia Paramyxoviridae, tiene un
tamafio aproximado de 150-250nm de diametro. Es susceptible a la luz
ultravioleta, fenoles, cuaternarios de amonio, jabones, calor y desecacién. Se
inactiva por exposiciones de al menos 30 minutos a temperaturas de 50 a 60

°~27
c.

figura 1. Estructura del virus de distemper canino Nature Reviews Microbiology 2006



Componente. Abreviatura. Peso Funcion.
molecular.
Envoltura:
Hemaglutinina H 76 Estructural-unién viral.
Proteinas de M 34 Estructural-penetracion.
matriz
Proteina de fusion Fi 40 Estructural-penetracion.
1
Proteina de fusién F, 20-13 Estructural-penetracion.
2
Nuclear:
Proteina grande L 180-200 Funcional-complejo de
polimerasa.
Polimerasa P 66 Funcional-complejo de
polimerasa.
Nucleocéapside N 58 Estructural-protege el genoma.

Cuadro 1 Componentes estructurales del virus de distemper canino tomado de Greene
Enfermedades Infecciosas en Perros y Gatos (2000)

Patogenia.

La infeccién ocurre via inhalacion de aerosoles, que introduce el virus en el

tracto respiratorio.
Dias Post-infeccién (PI)
» 1 Lainfeccidn se inicia en el tracto respiratorio y macrofagos alveolares.

» 2 Elvirus es trasportado a los nodos linfaticos bronquiales y tonsilas.



» 3-6 En este periodo el virus, asociado a células mononucleares, es llevado
via sanguinea (viremia primaria) a la médula ésea, bazo, timo, ganglios
linfaticos cervicales y mesentéricos, tejido linfoide asociado a mucosas,
macrofagos en la lamina propia del estbmago e intestino delgado y células
de Kupffer. La viremia sucede por la dispersion de particulas virales libres,

asi como por particulas asociadas a leucocitos y trombocitos.

» 5 Multiplicacién viral en el sistema linfoide invadido, lamina propia intestinal
y células de Kupffer, lo que genera la necrosis del tejido linfoide con sus

consecuentes manifestaciones (leucopenia); primera etapa febril.

» 7-9 Segunda viremia con células mononucleares infectadas y particulas
virales libres: tiene como resultado la infeccién de células parenquimales y
de todos los tejidos del cuerpo, es por esto que el virus de DC puede
encontrarse en células vasculares (incluyendo fibroblastos y trombocitos),
bronquiales, endoteliales, epiteliales, neuroectodermales, del tracto
respiratorio, digestivo y urinario, del sistema endocrino, del sistema nervioso
central y de tejido linfoide®. Esta viremia continGa durante varios dias
(frecuentemente asociada con fiebre alta) y el virus es eliminado incluso por

perros que no presentan signos clinicos.

» 14 Se consideran tres posibles escenarios que dependen de la respuesta
celular y humoral del hospedero que, a su vez, determina parcialmente el

grado de propagacion y distribucién del virus.

e La produccion de anticuerpos neutralizantes y la respuesta citotoxica

mediada por células alcanzan niveles suficientes, por lo que la



infeccion es controlada rapidamente y no se presentan signos

clinicos evidentes.

e La respuesta del sistema inmune es deficiente o nula, la
propagacion continla afectando el epitelio intestinal, respiratorio,
urogenital, piel, glandulas exoécrinas, endocrinas y sistema
linforeticular; la enfermedad es multisistémica grave con signos
gastrointestinales (vomito, enteritis de catarral a hemorragica,
deshidratacion, desequilibrio electrolitico y acido-base), cutaneos
(hiperqueratosis, dermatitis pustular) y respiratorios (bronquitis y

algunas veces neumonia), lo que puede terminar en muerte.

e Respuesta intermedia: El virus permanece de manera prolongada
en tejidos epiteliales y predispone a una enfermedad cronica de la
sustancia blanca. En la encefalitis crénica hay incremento de
anticuerpos antimielina como reaccidon secundaria al proceso
inflamatorio. Ademas, puede presentarse un aumento de los
anticuerpos neutralizantes intratecales, los cuales activan
macrofagos infectados y producen la liberacion de radicales libres

que destruyen las células oligodendrogliales®.

El virus entra al Sistema Nervioso Central (SNC) ya sea como particulas virales
solas o en relacion con linfocitos, penetra las células endoteliales de las
meninges, y llegue hasta las células ependimales que recubren el sistema
ventricular y asi alcanza el liquido cefaloraquideo (LCR). El curso depende de
la edad, respuesta inmune del hospedero y propiedades neurotrépicas e

inmunosupresoras del virus.



La encefalitis aguda ocurre en animales jévenes o con inmunosupresion. El
virus causa lesiones multifocales en la sustancia blanca y gris debido a la
infeccion y necrosis neuronal produciendo polioencefalomalacia. En la
sustancia blanca es caracteristica la desmielinizacion no inflamatoria de las
lesiones agudas relacionada con la infeccidn viral de los macréfagos y células
astrogliales mas que las oligodendrogliales, que son las que producen la

mielina.

Los animales afectados presentan ataxia, temblores, mioclonos y convulsiones
que, dependiendo de la intensidad, pueden dejar secuelas o conducir a la
muerte Una forma de encefalitis cronica, también conocida como “encefalitis
del perro viejo”, se presenta progresivamente en perros mayores de 6 afos de
edad, sus signos incluyen marcha compulsiva en circulos, cambios de
conducta, pérdida de la vista, vocalizaciones y escasa respuesta a estimulos

ambientales.

La enfermedad multisistémica por lo general dura de 2 a 4 semanas con una
mortalidad de entre el 50% y 100%, sobre todo en cachorros menores a las 6

semanas de vida que tienen escasa proteccién materna.

Los perros que se recuperan con minimas repercusiones son aquellos que
tienen una respuesta humoral y celular eficiente, es decir, aquellos con una
produccion suficiente de anticuerpos neutralizantes contra las proteinas
nucleares P y NP entre los 6 y 8 dias post-infeccion (DPI), y contra proteinas
de envoltura H y F, 10 a 20 DPI detectados por medio de ELISA o
Inmunoprecipitacion. La respuesta inmune mediada por células aparece 10 a

14 DPI.



Semiologia

e Fiebre transitoria de 3 a 6 dias PI, con o sin leucopenia; estos signos
pueden pasar desapercibidos o presentarse junto con anorexia y
depresion. La fiebre persiste por varios dias antes de que se presenten

descargas nasales serosas, secrecion ocular mucopurulenta.

e Los signos respiratorios y gastrointestinales son los mas frecuentes y

suelen complicarse con infecciones bacterianas debido a la leucopenia.

e Se presentan también hiperqueratosis de los cojinetes, del plano nasal,

dermatitis pustular en muslos, abdomen y cara interna de las orejas.

e Durante el desarrollo de los dientes permanentes el virus de DC infecta

los ameoblastos ocasionando hipoplasia del esmalte.

e Uveitis anterior, neuritis 6ptica con pupilas dilatadas sin respuesta,

zonas circunscritas de hiperreflexia.

e Los signos neuroldgicos frecuentes incluyen:
1) Movimientos involuntarios de un musculo o grupo de
musculos tales como los de la pierna o faciales: mioclonos,

espasmo flexor e hiperquinesia;

2) Movimientos voluntarios exagerados;
3) Paresis o paralisis (mas notorio en los miembros pélvicos

en forma de ataxia) seguida de tetraparesia y tetraparalisis;

4) Salivacion y movimientos de masticacion.



Si los episodios se hacen mas frecuentes y severos, se pueden
presentar movimientos de carrera, asi como pérdida del control para

orinar y defecar.

El curso de la manifestacién sistémica puede ser de 10 dias, pero la
presentacion inicial de los signos neuroldgicos puede tardar varias

semanas o incluso meses.

Lesiones

Atrofia del timo;

Bronconeumonia;

Enteritis;

Necrosis de tejido linfatico;

Neumonia intersticial;

Cuerpos de inclusién citoplasmaticos e intranucleares en epitelio

respiratorio, urinario y gastrointestinal.

Degeneracion, necrosis y desprendimiento de la retina

Degeneracion  neuronal, gliosis, desmielinizaciébn, congestién
perivascular, leptomeningitis no supurativa y cuerpos de inclusion

principalmente en células de la glia.

Diagnastico

Considerando que algunos signos aparecen cuando la enfermedad esta ya

muy avanzada y que el DC puede confundirse con infecciones multisistémicas



ocasionadas por otros agentes virales (como hepatitis infecciosa canina),
bacterianos (como leptospira), protozooarios (neospora, coccidia, toxoplasma)
y quimicos (plomo y organofosforados) que provocan los mismos signos, es
importante confirmar el diagndstico clinico con pruebas de laboratorio, a fin de
establecer un manejo y tratamiento adecuados. Se debe considerar al DC
como diagnéstico diferencial en cachorros no vacunados con manifestaciones
sistémicas, cuadros febriles, anorexia y depresion. De confirmarse la
enfermedad, debe ponerse en cuarentena al paciente para evitar la
diseminacién de la enfermedad e iniciar el tratamiento con antibidticos para
combatir las infecciones secundarias.

La confirmacién del diagnostico clinico se realiza determinando la presencia del
virus mediante el aislamiento viral®*®; con pruebas serolégicas o con pruebas
moleculares que detecten la presencia del virus, entre las que se pueden
mencionar:

a) La inmunofluorescencia directa (IF), en la que muestras de frotis nasal,
conjuntival o vaginal se incuban con anticuerpos antidistemper (policlonales o
monoclonales) marcados con fluoresceina;

b) La inmunohistoquimica (IHQ)%%*3

, en la que se utliza un anticuerpo
primario (anticuerpo monclonal o policlonal antidistemper) y un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa de rabano o alguna otra enzima. Para esta
prueba se utilizan biopsias de piel a fin de confirmar el diagndstico antemortem,
y cortes de diversos tejidos para diagnodstico postmortem. Esta es una prueba

confiable, sensible y especifica, pero su utilidad para confirmar diagndstico

antemortem esta limitada por el tipo de muestras que requiere;



c) La inmunocromatografia (IC)**, prueba que tiene el mismo principio que la
ELISA sandwich, con la diferencia de que la reaccion se lleva a cabo en papel
cromatografico por capilaridad. Se utilizan dos anticuerpos especificos para el
antigeno de interés, uno de ellos se inmoviliza en el papel y el otro se marca
con oro coloidal y se infiltra en la almohadilla de la muestra. Dado que el liquido
de la misma migra rapidamente a través de la membrana, es posible detectar la
presencia o ausencia del antigeno en 15 minutos. La limitante de los kits de
cromatografia es la elevada cantidad de antigeno que se necesita para obtener
una linea visible;

d) La transcripcidn reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), al
detectar porciones especificas de material genético del virus, tiene un alto
grado de sensibilidad, pero ello depende del tipo y calidad de la muestra, el
método de extraccion del acido ribonucléico (ARN) y la eleccién de los
iniciadores; ademas, es técnicamente laboriosa y requiere de 4 a 8 horas para
un resultado®**",

Otro método es por pruebas seroldgicas, midiendo anticuerpos en muestras de
suero y liquido cefalorraquideo (LCR) entre los dias 7 al 12 post exposicion®**,
con técnicas como la ELISA*"*** para detectar I1gG e IgM, Ila
inmunofluorescencia indirecta, la Inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA) y la
seroneutralizacion**. Las pruebas serolégicas no resultan muy Utiles para el
diagnéstico de la enfermedad debido a que la inmunosupresion causada por el
virus puede provocar un retraso en la respuesta humoral o la ausencia de la
misma, amén que un alto titulo de anticuerpos no es necesariamente producto
de una infeccion en curso; para determinar si un titulo alto de anticuerpos se

debe a una infeccidn activa se debe realizar un monitoreo. La deteccion de



titulos altos de IgG antidistemper en LCR en pacientes con cuadro clinico
neurolégico es indicativa de una encefalitis por distemper, ya que los
anticuerpos se producen de forma local y no se presentan aumentos de IgG
antidistemper en LCR de pacientes vacunados o0 con manifestaciones
sistémicas de la enfermedad; sin embargo, la presencia de anticuerpos en LCR
depende de el curso de la enfermedad y la respuesta del paciente. En general
las pruebas serologicas son mas funcionales para valorar la adecuada

46,47

respuesta a la vacunacion 0 para dar un prondstico que para el diagndstico

de una infeccion activa.

Tratamiento

El tratamiento va encaminado al control de infecciones bacterianas
secundarias, para lo que se utilizan: antibioticos de amplio espectro, terapia de
fluidos para el control del balance hidrico-electrolitico, suplementos
alimenticios, alimentacion parenteral, antipiréticos, analgésicos,
antiinflamatorios y anticonvulsivos. El uso de antivirales no es muy accesible,
pero se encuentran en desarrollo tratamientos basados en la accion

inmunomoduladora de diversos farmacos.

No existe un tratamiento que asegure una recuperacion completa, algunos
pacientes tendran secuelas (principalmente contracciones ténico-clonicas). Hay
casos en que las manifestaciones sistémicas son tan severas que a pesar de
los cuidados intensivos no se logra una respuesta favorable y el cuadro termina
con la muerte del animal. Cuando los signos neurologicos son graves se

recomienda la eutanasia.



Control

Desde 1960 la enfermedad se controla mediante la inmunizacién con vacunas
de virus activo modificado; sin embargo, existen factores ambientales propios
de los inmunégenos y sus formas de aplicacion que han favorecido la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion canina. A partir de 1994 se han
presentado y reportado brotes, aun en animales vacunados, en diferentes
paises. Lo anterior sugiere que actualmente la diversidad genética entre el
virus de campo y las cepas utilizadas en las vacunas afecta la inmunogenicidad

y antigenicidad de las mismas.



IJustificaci()n

Con la finalidad de ofrecer un diagnostico mas eficiente, es decir, en el menor
tiempo y con la mayor certidumbre posible, se busca implementar pruebas con
menor tiempo de realizacion, mayor especificidad y, de ser posible, menor
costo. Algunas de las pruebas utilizadas para confirmar el diagnostico de DC
requieren de equipos e insumos especiales que aumentan su costo y
disponibilidad, otras requieren entre 7-20 dias para su realizacion, lo que las

hace poco utiles cuando se necesita un resultado rapido.

A diferencia de la IF, en la IP sélo se utiliza un microscopio 6ptico para la
interpretacion, pero tiene una sensibilidad similar y la marca color café-rojizo

gue da la reaccion, permanece estable durante meses.

En este trabajo se propuso determinar la presencia del virus de DC en
muestras sanguineas y de impronta conjuntival mediante la prueba de IP, y
evaluar su uso como una prueba alternativa en el diagndstico de distemper
canino, para lo cual se siguieron la hipétesis y objetivos y se utilizaron el
material y métodos que a continuacion se enuncian; con base en lo cual se
llegd a los resultados que se describen mas adelante, para posteriormente
hacer un andlisis de los mismos en el apartado de discusion y llegar a

conclusiones propias.

IHipétesis

La prueba de IP determinara la presencia del virus de distemper canino en
muestras sanguineas y de impronta conjuntival de animales con diagnostico

clinico de la enfermedad de igual manera que la IF.



IObjetivo general

Implementar la prueba de inmunoperoxidasa en muestras de sangre e
improntas conjuntivales de animales con diagndstico clinico de distemper

canino y evaluar su uso como prueba alternativa en el diagnéstico de la misma.

IObjetivos particulares

e Establecer las condiciones Optimas para la realizacién de la prueba de
IP utilizando células vero infectadas con cepas vacunales para
posteriormente utilizar la técnica en muestras de pacientes con

diagnéstico clinico de la enfermedad.

e Comparar los resultados con la prueba de IF y establecer la

correspondencia entre ambas.



| Material y métodos

Para establecer las condiciones o6ptimas de realizacion de la prueba se
hicieron ensayos infectando células VERO con dos cepas virales: Snyder Hill y
Lederle. Se utilizaron también diferentes tiempos de incubacion, nimero de
lavados, y soluciones de lavado y sueros para posteriormente realizar la prueba
en muestras de sangre e impronta conjuntival de animales con diagndstico

clinico de DC.

1. Estandarizacién de la prueba de IP para la deteccién del

virus de DC en cultivo celular.

1.1. Cultivo celular

Para corroborar la capacidad de infeccion de las cepas virales utilizadas,
primero se propago el virus en células VERO crecidas en botellas de poliestireno
con un &rea de cultivo de 25cm? en medio de cultivo Minimum Esential
Medium (MEM) suplementado con suero fetal bovino (5%) a una confluencia

del 90%.

Se retird el MEM por decantacion; se realizé un lavado con 2ml de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) y una vez retirado el PBS, se hizo un lavado
con 2ml de tripsina retirandola después por decantacion; se agregoé tripsina
nuevamente (0.5ml) y se coloco en la incubadora a 37°C durante 3-5 minutos

para desprender las células.

Las células se re-suspendieron en 5 ml de medio sin suplementar y se
trasladaron 2.5ml de la mezcla a una botella nueva. A cada botella se le agreg6

1ml de las cepas de referencia (lederle y Snyder Hill respectivamente) y se



incubaron a 37°C durante una hora agitando suavemente cada 10 minutos.
Posteriormente se agregaron 8.5ml de medio suplementado a cada botella 'y se
mantuvieron en incubadora a 37 °C, hasta observarse efectos citopaticos.
Células vERO sin infectar fueron mantenidas en las mismas condiciones que las

infectadas como testigo negativo.

1.2 Determinacion de la presencia viral mediante la técnica
de RT- PCR.

Ademas de observar el efecto citopatico en cultivos celulares infectados con la
cepa Lederle y a otro infectado con la cepa Synderhill, asi como a los
respectivos cultivos testigos (no infectados), se realiz6 la extracciéon de ARN a
dichos cultivos utilizando 2.0ml de trizol por cada botella de 25cm? a la que
previamente se le retird el medio de cultivo y se lavo 3 veces con PBS estéril.
También se proces6 una muestra de encéfalo positivo a DC por IF para
posteriormente utilizarlo como control positivo de la prueba de IP al trabajar las
muestras clinicas; se utilizé 1.0ml de trizol por 100mg de muestra mezclandolos
en el homogeneizador. Luego de incubar durante 5 minutos en hielo, se
agregaron 220pl de cloroformo frio agitando manualmente durante 15
segundos, para después incubar durante 5 minutos en hielo y, finalmente, se
centrifugo a 12000G por 15 min a 4°C. Se tomo el sobrenadante (fase acuosa)
sin interfase y se colocé en un tubo nuevo al que se agregaron 520ul de
Isopropanol mezclando por inversion y se dejé incubar dirante 20 minutos en
hielo, pasado lo cual se centrifugaron los sobrenadantes a 12000G durante 15
minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y a la pastilla de ARN se le agrego
1ml de etanol al 80% mezclando suavemente para luego centrifugarla a 7500G
durante 5 minutos a 4°C. Se retir0 todo el etanol y se dejé secar la pastilla

durante 5 minutos en la campana de flujo laminar, una vez seca se re-



suspendio la pastilla de ARN en 15ul de agua destilada con Dietil Pirocarbonato

(DEPC) y se incub6 en bafio maria durante 10 min a 50°C.

Después de solubilizar el ARN, se cuantificO por espectofotometria para

realizar el RT-PCR en un solo paso con 1ug de ARN por muestra. La mezcla

de reaccion se prepard en la campana de flujo laminar como se muestra a

continuacion. La secuencia de los iniciadores utilizados se muestra en el

cuadro 3.

Reactivo Cantidad (ul)
2X Reaction Mix 25
RNA X(1ug)
Primer 1 1
Primer 2 1

RT/ Platinum® Taq Mix 1
Agua destilada Ajustar a 50
TOTAL 50

Cuadro 1 Mezcla de reaccion para RT-PCR en un solo paso

Sentido Secuencia # pares de
bases
sentido 5 TCATGA AGT GTG ACG TGG ACATC3 22pb
antisentido | 5 CTC TCC TGT GCC CTT TTT AAT GG3’ 23pb

Cuadro 2 Iniciadores utilizados para la RT-PCR*

Luego de preparar la mezcla de reaccion, las muestras se colocaron en el

termociclador para la amplificacion segun el programa mostrado en el cuadro 4.




Nombre del ciclo | Temperatura Tiempo Numero de
°C ciclos
RT 42 lhora 1
Desnaturalizacion 94 1min 30s 35
Alineamiento 56 2min
Extensién 72 1min 30s
Extension final 72 7min 1

Cuadro 3 Ciclos de la RTPCR para amplificar un fragmento de 696pd del gen de la fosfoproteina del virus de DC

Una vez concluida la RT-PCR, el producto amplificado se visualiz6 por
electroforesis de las muestras en geles de agarosa al 2% a los que se les
aplico una descarga de 80 volts durante 45 minutos, posteriormente los geles
se tifieron con una solucion de bromuro de etidio (10pug/ml) y se obtuvieron

imagenes con el fotodocumentador.

1.3. Estandarizacion de la prueba de IP en microplacas

Para determinar la dilucion de trabajo del anticuerpo y la proteina A peroxidada,
se realizaron varios ensayos en microplacas.

e Se utilizaron 4 microplacas de 96 pozos para cada cepa.

e Se realizaron diluciones del virus de 10*a 10™

e A cada pozo se le agregd una cantidad constante de células

VERO (50,000 células /100pl).

e La infeccidon de las células se realiz6 de forma simultanea a la
siembra en la micro placa adicionando a los pozos de las
columnas 1, 4, 7 y 10, 100ul de medio y a los pozos de las

columnas 2, 3, 5,6, 8,9, 11y 12, 100ul de medio con virus de DC



e Las microplacas se sellaron e incubaron a 37° C, se reviso el
estado de las células diariamente y se fijaron al observar el efecto

citopético en ellas.

Fijacion de microplacas.

Una vez observado el efecto citopatico en las células infectadas, las placas se

fijaron con el siguiente protocolo:

Retirar el medio de las placas por inversion.

Sumergir la micro placa en un recipiente que contenga solucion
amortiguadora de fosfatos al 0.01M y desechar inmediatamente por

inversion de la microplaca (2 veces).

Sumergir la microplaca en un recipiente que contenga acetona al 30%

durante 10 min.

Retirar la solucion fijadora (por inversion) y sacudir la microplaca sobre

un material absorbente para eliminar los residuos de la solucion.

Secar la micro placa a 37° C durante 2 hrs y congelar a -30°C para su

uso posterior.



Prueba de los sueros testigo

En estas placas se probaron diferentes diluciones del suero positivo, del
negativo y del conjugado, para establecer las diluciones de trabajo, con

tiempos de incubacion de 60 y 30 minutos.

Se afiadieron 100ul de suero antidistemper a cada pozo para después incubar
30 minutos® a 37°C. Después de la incubacion se lavé con PBS y se agregaron
100ul de la proteina A peroxidada, se incub6 nuevamente durante 30minutos a
37°C, se realiz6 un segundo lavado con PBS, posteriormente, se agregaron
100pl de sustrato (solucién de revelado), realizando un ultimo lavado con PBS
5 minutos después. Como una ultima prueba de las condiciones bajo las que se
trabajaron posteriormente las muestras de pacientes con diagnadstico clinico de
distemper canino, se utilizaron también cultivos de células VERO 96 horas Pl y

sin infectar en Lab-Tek™ Chamber Slide™ System de ocho pozos.

2. Prueba de IP para la deteccion del virus de DC en muestras de

animales con diagnostico clinico de distemper canino.

Se emplearon muestras recibidas en el laboratorio de virologia del
departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la UNAM durante los meses de marzo y abril de 2009,
para diagnostico de DC mediante IF. Las muestras fueron de perros de

diferentes edades, sexo, estado de vacunacion y signos clinicos.

! Se probaron diferentes tiempos de incubacién (1 hora, 40 minutos, 30 minutos) a 37C sin
una diferencia aparente, por lo que se establecié como tiempo de incubacidon 30 minutos.



Se incluyeron como testigos una impronta de encéfalo positivo a distemper por
IF, confirmado por RT-PCR y una impronta de encéfalo negativo a distemper

por IF.

En el caso de muestra sanguinea, se realizdé primero el frotis, para después
continuar con el mismo procedimiento que para las muestras de conjuntiva

como se describe a continuacion:

e Delimitar del area a trabajar con lapiz diamante

e Fijar la muestra en acetona al 30% durante 30 minutos

e Agregar 100 pul de suero positivo 1/20

e Incubar en cAmara himeda a 37°C durante 30 minutos

e Lavar con PBS 2 veces

e Agregar 100ul de proteina “A” peroxidada 1/400

e Incubar en cAmara hiimeda a 37°C durante 30 minutos

e Lavar con agua destilada 2 veces

e Agregar 100ul de solucion de revelado

e Esperar 3 minutos

e Lavar con agua destilada

e Dejar secar, y

e Observar al microscopio



Una vez registrada la lectura de la prueba se comparo el resultado de la prueba
de IP con el obtenido mediante IF. La prueba de IF fue realizada por el
responsable del diagndstico viroldgico y el suplente del diagndstico virolégico
del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ segun el manual

de métodos de prueba.



| Resultados

1. Estandarizacion de la prueba de IP para la deteccion del virus
de DC en cultivo celular.

1.1. Cultivo celular

Se observo efecto citopético en las células inoculadas con la cepa Lederle a
partir de las 72 horas, mientras que con la cepa Snyderhill se observaron
después de las 96 horas Pl. Como testigo negativo se conservaron células
VERO sin infectar mantenidas en las mismas condiciones que las infectadas.

figura 1 Células VERO 72horas Pl figura 2 Células VERO sin infectar

1.2. RT-PCR

Se amplifico el fragmento de 696pb de los cultivos celulares infectados
con las cepas Lederle y Snyderhill, asi como del encéfalo que se utilizé

como control positivo al trabajar las muestras clinicas.




figura 3 Productos de 696pb amplificados mediante RT-PCR. carril A encéfalo; carril B testigo negativo;
carril C células vero infectadas con VDC cepa Lederle; carril D células vero infectadas con la cepa
Snyderhill; carril E marcador.

1.3. Estandarizacion en microplacas

Después de probar las diferentes combinaciones de diluciones de
anticuerpo, conjugado, tiempos de incubacion y lavados en células
VERO inoculadas con DC y en células no infectadas (testigo), se
establecid una dilucion de trabajo para el anticuerpo de 1:20 y del
conjugado 1:400 con tiempos de incubacion de 1 hora y 30 minutos
para observar la marca en las células infectadas con ambas cepas de
DC.



Figura.4 IP en células vero no infectadas figura 5. IP en células vero infectadas

2. Pruebade IP parala deteccién del virus de DC en muestras de
\ animales con diagnaostico clinico de distemper canino.

2.1. Resultados de la prueba de IP en los controles y muestras

Cada vez que se realizé la prueba de IP en muestras clinicas, se incluyeron una
impronta de encéfalo positivo a distemper por IF y RT-PCR (figura 7 y 8) y una

impronta de encéfalo negativo a distemper por IF (figura 9 y 10).

figura 6. Encéfalo positivo figura 7. Encéfalo positivo



Figura 1. IP en control negativo Figura 2. IP en control negativo

Figura 3. IP negativa en sangre Figura 4. IP negativa en sangre

Figura 5. IP positiva en sangre Figura 6. IP positiva en sangre



Figura 7. IP negativa en conjuntiva

2.2. Informacion de los pacientes

Se trabajaron muestras de 149 pacientes caninos de diferentes razas y un huron,

de los cuales 77 (51%) eran hembras y 73 (49%) machos.

El rango de edad varié desde un mes hasta 16 afios, con una edad promedio de

dos afios y medio. Se agruparon por edades en cachorros de 0 a 12 meses,

Figura 8. IP positiva en conjuntiva

adultos de 13 a 84 meses y geriatricos de 85 meses en adelante.
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figura 8. Distribucion de los pacientes segun grupos etarios




Solo el 12 % de los pacientes tenia cartilla de vacunacion al corriente, el 81% no
contaba con vacunas, el 7% restante no proporcioné este dato como se muestra

en la figura 10.

Desconocido Estado de vacunacion

7%
Si
12%

No
81%

figura 9. Estado de vacunacion
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figura 10. Estado de vacunacién por grupos de edad



Diagndstico por edades
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figura 11. Diagnéstico de distemper por grupos de edad
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figura 12.Diagndstico de distemper por estado de vacunacion

Los signos clinicos mas frecuentes informados por los MVZ que remitieron las

muestras fueron: depresioén, anorexia y fiebre, que son totalmente inespecificos vy,



en la mayoria de los casos registrados, acompafian a las manifestaciones
sistémicas. Debido a la gran variedad y combinacion de signos clinicos

registrados, se clasificaron segun el o los sistemas afectados como sigue:

€4 Digestivo: vémito, diarrea, dolor abdominal.

4 Respiratorio: Disnea, secrecion nasal, tos, estertores.

4 Neuroldgico: Mioclonos, incoordinacion, tremores, convulsiones, sialorrea,
alteraciones en la propiocepcion, paresis.

4 Cutaneo: Hiperqueratosis, lesiones papulares.

% Inespecifico: Anorexia, depresion, fiebre, debilidad.



Prueba IP IF
Cuadro Numero | Negativos | Positivos | Negativos | Positivos
clinico de casos
Conjuntivitis 1 1 1
Digestivo 28 15 13 12 16
Digestivo, 2 2 2
neuroldgico
Digestivo, 1 1 1
neurolégico,
cutaneo
Digestivo, 12 9 3 8 4
respiratorio
Inespecificos 30 14 16 12 18
linfopenia 1 1 1
Neuroldgico 37 13 24 13 24
Ninguno 1 1 1
No referidos 8 4 4 4 4
Respiratorio 22 11 11 11 11
Respiratorio, 6 3 3 2 4
Digestivo
Respiratorio, 1 1 1
neurolégico
Total 150 76 74 68 82




Diagndstico de distemper canino por la prueba de IF segun el cuadro
clinico reportado
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figura 13. Numero de casos positivos y negativos a distemper canino por la prueba de IF segun el cuadro clinico reportado
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figura 14. Numero de casos positivos y negativos a distemper canino por la prueba de IP segtin el cuadro clinico reportado




Los signos mas frecuentes en cada cuadro se muestran en la siguiente tabla:

Signo Numero Positivos Negativos
de casos
Anorexia 38 13 26
Depresién 25 11 15
Fiebre 7 3 4
Convulsiones 26 19 7
Mioclonos 4 3 1
Diarrea 31 13 18
Voémito 34 11 26
Secrecién ocular 5 0 5
Secrecién nasal 11 6 5
Tos 17 5 13

Cuadro 1. Signos clinicos mds frecuente y diagnostico de distemper canino por IF. Ningun caso reporto un solo signo
clinico

Informacion de las muestras

Las muestras de pacientes con diagndstico presuntivo de distemper canino
gue fueron sometidas a ambas pruebas (IF e IP) corresponden a 150 casos. En
algunos casos se proces6 sélo una muestra (sangre o conjuntiva) y en otros
ambas muestras (sangre y conjuntiva), por lo que en total se procesaron 203

muestras.



Tipo de muestra | NUmero de casos Numero de
muestras
Solo sangre 86 86
Solo conjuntiva 14 14
Sangre y conjuntiva | 51 102
Total 150 203

Cuadro 2. Distribucién de las muestras

Tipo de muestra [ Numero de muestras
Sangre 138
Conjuntiva 65
Total 202

Cuadro 3. Muestras por "tipo"

80

delPelF

74

Comparacion de los resultados de las pruebas

~
N

70

66

64

60

(€3]
w

50

46

40
30

20

19

10

negativo

positivo ‘

IP ‘

negativo

sangre conjuntiva

positivo

figura 15. Comparacién de los resultados de las pruebas de IF e IP en las 203 muestras trabajadas
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figura 16. Comparacion de los resultados de las pruebas de IP e If en los casos en que se trabajaron ambas
muestras

2.3. Analisis estadistico

A falta de una prueba dorada como el aislamiento o la RT-PCR para calcular la
especificidad y sensibilidad de la prueba de IP, se utilizé el indice kappa®® para
medir la concordancia entre ambas pruebas (IF e IP) y una prueba de
homogeneidad de proporciones. Se obtuvo un indice de kappa general de
0.9571 con un 96% de coincidencias y sin diferencia estadistica (P<0.05). En
muestras de conjuntiva se obtuvo un indice de kappa de 0.9077 con 91% de
coincidencias y una diferencia estadistica (P>0.05). En muestras de sangre el
indice de kappa fue 0.9580 con 93% de coincidencias y sin diferencia

estadistica (P<0.05)

En 26 de los 51 casos en los que se procesaron muestras de sangre e
impronta conjuntival se obtuvo el mismo resultado en ambas muestras por la
prueba de IF. De estos casos, en las muestras de sangre se obtuvo una

correspondencia del 96%, y del 88% en el caso de impronta conjuntival.



No se encontré diferencia estadistica entre ambas pruebas y no se encontrd
diferencia estadistica entre la prueba de IP e IF en muestras sanguineas; sin
embargo, si hubo una diferencia estadistica entre las pruebas en el caso de las

muestras de impronta conjuntival.

IDiscusién

La prueba de inmunoperoxidasa fue capaz de detectar al virus de DC en
muestras de sangre e impronta conjuntival de pacientes con diagndstico clinico
de distemper canino. Esto coincide con Frisk A. L. et al (1999) quienes

emplearon la técnica de IHC para el diagnéstico de DC.

Se obtuvo un indice de kappa® muy bueno entre las pruebas de IF e IP por lo
gue se puede decir que se ambas técnicas son funcionales y su uso puede ser
indistinto, aunque hubo una mejor concordancia entre ambas cuando se
trabajaron muestras de sangre. El alto porcentaje de correspondencia y
concordancia entre las pruebas coincide con trabajos en los que se han
comparado ambas técnicas para el diagnéstico de otras enfermedades®' como

la leishmaniasis y la enteropatia proliferativa.

La correspondencia entre ambas pruebas fue menor en las muestras de
impronta conjuntival, esto pudo deberse en parte al escaso contenido celular de
muchas de las muestras y a la poca homogeneidad de las mismas, ya que aun
cuando se obtuvieron hasta 4 muestras de un solo animal la calidad no era

igual en todas las improntas®?.



El 80% de los pacientes de con diagndstico clinico de distemper no estaban
vacunados, lo cual es indicativo de la importancia de la vacunacion para

prevenir esta enfermedad.

Hubo 8 casos positivos en animales vacunados, esto concuerda con los
trabajos de Blixenkrone-Mgller et al., 1993; Appel et al., 1994; Morell, 1994,
1996; Harder et al., 1995, 1996; Roelke-Parker et al., 1996; Haas et al., 1997;
Ek-Kommonen et al., 1997; Summers and Appel, 1999;lwatsuki et al., 2000;
Uema et al., 2005 ; Lan et al., 2005; Calderon Gallo et al. 2007; en los que se
reporta infeccion a pesar de la vacunacion. En dichos se estudios se obtuvo el
asilamiento viral y se encontré que existian diferencias genéticas entre la cepa
vacunal y la de campo, lo que podria indicar que el virus circulante en dichas
regiones se ha modificidado®. Hubiera sido importante hacer el asilamiento de
estos ocho casos y secuenciar para comparar las diferencias con la cepa con
la que fueron inmunizados y determinar si la infeccion pudo deberse a estas
diferencias y si el aislamiento correspondia con las cepa CIESAJSMC
(GeneBank Accession Number DQ887333) secuenciada por Simon-Martinez

et al (2008)**.

El mayor numero de casos con diagnostico positivo correspondié a animales
entre 0 y 12 meses de edad, esto coincide con la literatura® donde se indica
gue la enfermedad afecta principalmente a animales jévenes, aunque puede
afectar adultos sometidos a estrés (en los datos clinicos del paciente, no se

contaba con esta informacion).

El 36.5% de los casos confirmados de DC (por IF e IP) presentd cuadros

neuroldgicos (con convulsiones como principal manifestacion), mientras que el



28% tuvo signos digestivos (con diarrea y vomito), el 22% respiratorios (con
anorexia y secrecion nasal) y el 12% presentd signos respiratorios y digestivos.

56,57,58

Estos datos coinciden con lo reportado en la literatura como las

manifestaciones mas frecuentes de la enfermedad.

En este trabajo se establecio la técnica de IP como una alternativa para el

diagnéstico de DC, ya que mostrd una alta concordancia con la de IF directa.



IConcIusiones

La prueba de IP es una alternativa para confirmar el diagndstico de DC con una

eficiencia igual a la de la prueba de IF.

Se debe tener cuidado al tomar las muestras de impronta conjuntival con el fin
de que resulte adecuada® (con el suficiente nimero de células) y permita un

diagnéstico eficiente y confiable.

Los casos confirmados de DC en este estudio se presentaron principalmente
en cachorros (de 0 a 12 meses de edad) no vacunados y la semiologia mas
frecuente fue la nerviosa, seguida de la digestiva, la respiratoria o las dos

dltimas en conjunto.
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