Caracterizacion del virus del Distemper (moquillo
canino) en cultivos celulares, aislado
de animales clinicamente enfermos

Resumen

Se estndio el comportamiento del virus del Distenaper
Capmo (VIMZ) en oultivos celulares primarios y de
linea. 3¢ emplearon diversos VDO, aslados de encéfalos
provenicntes de perros que muneron mostmndo nna
sintomatologin nerviosa: histolSgicamente, dichos
encéfalos presentaron cuerpos de inelusidn v reaccidn
prasttva o immnnalucrescencia (IF) al emplear un
conjugado anti-DVE, Cada muestra se inoculd en céln-
las VERO y Cultive Primario de Rifidn de perro (CRP)
para evalnar ka mpacidad de: a) producir efecios
citopdticos (ECI), b) reaccionar frente a un conjugado
Nuorescente ant-DVC, o) hemoaglntdnor globulos ro-
jod de diverms especies en diferentes condiciones y d)
hetmaadsorber globulos rojos, Los resultados mosira-
rom que: ) mo hubo diferencia algona entre empleas
células VERD v CRE, shservindose cambios citopiticos
que permifieron diferenciar un cultvo infecmdo de
una na infecindo con viras vacunal, by el 8% de s
muestras conserva su antigenicidad, paes resolta posi
tivie e la prueba de 1F, observindose la mayor intensi-
dad de fluorescencia especifica a las 48 horas
pasinfecciin, o} el 38% de las muestras mosted hemo-
adsorcion v ) ninguna muestra, incluyendo los teste
gos, fue capaz de hemoaglotinar. No fue posible, con
base en los resuliados, establecer diferencias entre los
virus “de campo” y los vacunales,

Introduccion

E1 l]'isttl‘llptl' fMDqlLi.Uu Canmo o Enfermednd de
Camré) es una enfermedad producida por un para-
mixovirus del género morbillivirus, Esm enfermedad
infeccinsa afectn a chnidos (pervos, lobos, covotes),
prociénides (mapaches) y mustéhdos (hurenes ¥
\"iSIDI'H.‘!-:I.T'“'I' BB s vivus el la Bk hia Parumixavirplae
son pleomdrficos, tienen ARN de una sola cadena v la
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nucleccipside helicoidal con envoltura. Su didme tre es
e 10 a 300 nandmetros, La réplica de estos virms tiene
lugar en el citoplasma, Madumn por brote a través de
la membrana celulae, ™™

E1 VDN relacionado antigénicaments con los de ka
Peane El.wi.n:'l.'!.- Sarall.l.ln-:':u:l. o DL THE ELDGL hﬂm;gl NG,
pero no peuroaminidasa, Es sensible a solventes de
lipidos v estable a pH de 5 a 10; ademis, puede perme
necer aciivo durante un e - 100G e andefndamenie
A= 76 C o liofilizado, - 125

L1 Distemper se diagnostica e todo el mondo, mcle-
20 Mévico, donde s& comavdera wna enfemedacl snend-
fica cque afecta sobre todo o perros Jivenes (una ms
muy susceplible es el pastor alemsing .2 El penoda
e 1o incnbacidn de la enfermedad esde % a 8 odias, Los
animales presentan febre diffsica, descooga nasal
ocular, vomito, diarrea, disnea ¥ a veces lnperqiene
tmizaciin de los cojinetes plantares, Las mamifestacio-
nes nerviesas 500 hiperestasia, Incoordinacifn, convl-
Alores, pﬂ:u—.wi:r:m, parlisis y minerte, -

La gravedad v extension del dafio en el sistema
nervioso central, previn meningitis, marcard y definicd
el curso del cuadro clinen, Los animales que sobrevie
ven quedan infectdos de por vida, actoando como
portadores.® 1%

Chros agentes virales pueden provocar cuadnos seme-

jomtes al Distemper; por enile, es necesario confirmar

por prichas de bormatono e diagnastea clinico del
misme 1 Ly hicaenda bemdtc pueide establecer
alteraciones en la poblacadn lencocitam,™ ® El cxa-
men histolégico del tejide nemviose revela sielinses
neuronal, ne Lll.‘Lh.III.'I-EuE’iH.. g]insi.:. focal, mhbliracion
linfocitaria pervascitlar, proliferscion de astrocitos, fors
maciim de sincitios y, en ocisiones, cuerpos de inclusion
intracitoplismitcos e mranpcleares, MR R ] 5
ttenica de IF, permite determinar la presencin del
antigeno viral en tejide nerviose ¥ epitelal poncipak
menie, ¥ ] aiclamicnto del virus es laborioso v oo
siempre se tiene éxite.” ™ Sin embargo, ninguna de las
pruchas citndas permite, en case de chiener wn resul -
do positive, establecer si el virus infectante es vacwnal o
e compen, youe toddavin no existe wn marcador guoe los
diliill'*!"!:i.-t‘:.h d, 8 15 14 15 1821 2N, 88, 8T

En trahajos recientes en los que se emplea 1a técenica
dle electroforesis en geles de poliacrilamida se muestra
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e by diferencias #n el patrén electroforético de las
proteinas H oy F; In primern puede hemoadsorber v 1a
segunda provoca la fusiom del virus con la célila hnés-
ped. Estoes muny importante, poes by casos de mogquillo
en s que la evidenci sugiere que el virus vacunal
canisd el cidre elinieo obdersdo,® VIR IR S Dy
Ilemente, las cdiferencias en L |.1|:u|.-|:f:|'|:m H ¥ F e
asocien  lnvirnlence del virs, ol comoa s capacidad
de producir efectos cilopatsgiEnicos, hemoadsorber v
hemoaglutinar eritrocites de diversas especies, Los vi-
rus de campo producisin efectos citopalogénicas en
cultivos celulares v tendrin mavor capicidail
Iu!ll:l|.1;||:L'|.urEmntl:].rlmmruglll:rh'ﬂuﬂ{-;Imm'irus'l.':u:u:m]cs
na prodduciEn efectos citopatogénicos ¥ tendsin me-
nor crpaciciul hemoadsorbente y hemoaglntinanie,
La Hnalicud cle este rr:lhujn fune evalur b ql.[ﬂl.-.i-rl:l:l
el virus del DIH[I!II'I.E'H'!T ]'.lil.r.l.:
a) 'Dil'nrnlll::i::rlm"."inur]m".lln.'[l-u4]4,-.1,||I:1413.|:|.'|.'|."..1.4_1:r|.a.|.
b} Hemoasglatmar glabalos rojos de diferentes espe-
cies a distimtes pH v concentracones
¢} Hemoadsorber glibulos ropos de diferentes espe-
cies a mavds de culiovos celulares mlectulos con el
Wk,

Material y métodos

Se utilizaron: muestras congeladas de tepdo nervio-
s, provenientes de perros que muderon mostrando
[INREE ﬂlllul‘tlﬂ.fl‘.ﬂ:&ﬂh Frl‘.llﬂ:l!llil:l:].l‘l [emenbe |mn"i|:n.'ra, et
sitivos al virns del [Ji.'i.tr_'l't'l.]'.u.'r por IF, comn Cuerpos i
imclnsian al examen histolSgico vy mantenidas m- 70 C;
conjugado anti-VTHE producide y elabomda segin Ia
teciicn de Kawamum;™® células de nnon de mono
wverde (VERDY®, crecidas en Medio Minimo de Engle
(MEM)** suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino
(SFB) y anubiaticos {100 Ul de penicilina y 100 HE e
estreplonicina por ml de mediod, YVims waounal del
Dristemuper, empleado como restigo® ¥ cultive de CRP,
abtendo 5.231'::1 el r_lrl.u::r.-l,]i.|nu_f|'|1n tleserito [ror
Frtﬂh:c].'.” Ilr-l.'\-l.'ld.:l_'l.}l manteniclas con MEM adiciona-
do de 5FB y anibidicos.

Preparacidn de ba muestrs. Las mucestms provenien-
tes de encéfalo fueron macerulas a una concentracion
el 10% pesovolumen (p/v) utilizandeo comodiluyenie
una Solucidn Awortiguadora de Fosfatos (SAF) con pll
de 7.2 postericrmente, se cenwifugaron o LA00 g
durante 1% minuios, El sobrenadante de cuda muoesisa
s recuperd ¥ a cada uno se le adiciond 02 ml de
anfibidticos; despuds de 20 manueos, a4 G, seaplicd | ml
de cacka indenlo @ botellas de colitvo celulad de 25 om®
ﬂtil‘ﬂ':l.. 1.|II.3|t coplenian etlulun VERD, Se dil:a-lul 1j.-E1:|I|:|u
de adsorcion de 1 horma 37 C se retivd el sobrenadante,
g lavh el monoestrato con 2 ml de MEM v se adicions-
ron 10 mi de MEM que contenia 2% de SFB. Las

- I-"mr.mr:lnn.-n.-:lm[.l:ure-]l:h':|.|.1.|'|nmtr||ud.r.[ltunlnn'lngiq-pﬂ.-‘lrmu
de la Famleed de Medicinn Yelerineriay Zootenia de b URNAM.
Pm{.um'hlmln jrrred Deparrameni de Tnmimnologiay Viralgia
il ba Faculbmil de Medician Versrimarn  2ootecnia de L UNAM.
= IR0 Lalorateries, Y175 Evamley Rocad, Grand Island, New Yook

14078 o) Marea Casgqn; B Mocen Leats Wiotzlae v o) Marey Belloo.
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hotellas v moculadas se incubaron a 37 Cv se observa-
rom al micrascopo aptico mverido® a ks 24, 48 y 72
hors.

Transcurndas 72 horms pounoculacidn, se congela-
ron ¥ descongelaron ks botellas por wes ocasiones,
antes de efectiar un segundo pase a oubos de Leigihon
de 4 cm® de drea’ con cubreobjetos que contenian
célulis VERO v CRP. Cada mibo se inoculd con (0.2 ml
de sobrenadantce obtenide de cada bowella, 53¢ dio un
uempo de adsorcibn de 1 hora a 37 G, se petird el
undculoy seadicionaron Lhmlde MEM con 2% de 5FB.
Las céElulps se mantovieron enineabacion 37 Cdoarn-
iz 24, 48y T2 harme, Luego, los tlos se laviron con SATF,
wae fignrom durante Glhmaitosa emperatira ambaenie
con solucton de memnol absolowg, Se reticd el
l'l:l!]rl:'nl:ﬂt[l:u ronlemendo b ofluke tnocuakulas ¥ e
5|_'|-;|'||rl||::- # ka |'E|r|;|.|‘_'|.|€l de [F dhire T I !I‘E'I‘:I:I EI E“.!.I:'ﬂi"-l':d:
mrientordeseritn por Kawamrs. 1Ot parte se find con
colomnte de hematoxiling v eosina de acuerdo a b
tecnica de Freshoey™ Una parte mds se usd oen la
prucha de hemoadsorcidn previamente descrita por
Lennette, ™ wtillzindo eritrocitos humanos Lo O posi-
oy de cuve, a una eoncenteacidn de 0.5%., Con las
células CRE se signid simnltincamenie y por separadlo
el procedimicnto, lo mismo para las células infectadas
con ¢l virus vacumal,

ara la prucha de hemonglntinacion se utilizd e
procedimientn descritor por Lennette;™ para elio se
emplearon eritrocitos de ave, cerdo, equino, bovano,
conejn, cuye v hombre, npo O, en concentraciones de
05 RSy 1% ypHde 55,6, 65,7, 75y &

Resultados

1. Mo se aloered diferencm :ilg'mlu enire el empl:-.u- tle
células VERD v CRP.

2. En ¢l examen histolégico se determinaron los se
guientes cambios clomegalia, nicleos prominentes,
sncitios, cuerpes de inclusion intracitoplasmatices re-
dondos v eosnofilicos, vacuolzacion, cromatim finay
gramuku en T0% de las muesoras evaluadas { Cuadro 1).
& D las mvestras trabagudas 82% (15) resalid postyvo
ala pruels de TF en culivos celulares en las prinveras
horas posinoculacidn. La mayor infensidad especifica
s abseryd o kas 48 hovas (Coadeo 2).

4. Diez muuestras {5895 ) vesultaron positivis a ka prueba
de hemoadsaradn (Cuadeo 3.

B, Winguna muestra, wchuyendo bos testigos, lue capaz
ile hemwaglutnar,

Discusidan

El tejicloy mervioso del cual se tomaron los indculos era
e animales clinicamente enfermos, con W cuadso
predominantemente nerviosoy por ilimo perecieron,
lorcanal, de scuerdoala informacidn disponible, sugiere
epuoez s rakadle varus virulemio,* =" Esposvirns debieron
|:||'|:'|-||Ih::ir ECP. F_,.I'I il |:|r:-_|-|::|:|r|= ealiidl i.-u. al inocilar las
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Cundro [
RESULTADRDE DE LA PRODUCCHON DE EFECTOS
CITOPATICOS EN CULTIVOS CELULARES A LAS 24, 48 Y 72
HORAS MOSINOCLULACION

Il feaoivn de 24 harar 18 beras 73 horas
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muestras, sido el Y65 los prru'lujl;n, Metzler o of ® 15 for-
mamn ke en el I'_||"||1.'|.-|:1' |'E|.u.: -1 mllll.l'u:. L'.{-.1'||l.'.|.rr.a., | R
profubalidades de réplica del VDO estbdn restrimgidas v
se mcrementan para el segundo pase, de @l manem
gue se pucden observar ECP que desaparecen para el
tercero, Asi se podria explicer ¢ 24% de muestras
negativas obtenidas en este trabajo, en el que sélo se
realizaron 2 pases.

Morikawa of wl® al rabajar con el VDG adapiado a
células no nenrales comao las VERD, encontrd que si se

Cundin 2
RESUILUADCS DIE LA TRUESA DE INMUNOFLLOHRESCENCLA
REALIZADA A LAS 24, 48 Y 72 HUHEAS
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daba pase a c¥lulas provenientes de la ohigodendroglia,
eatod Virus recuperaban su virnlencia. En cambio, silos
pases e efectuaban en células del nenroblastona, la
reversion de la virlencin er parcial; este evento indica
que los virus provenientes de tejido nervicso pasados a
células no neurales ven su réplica restringida y,
ende, disminuye la protabilidad de observar ECP. Kl
origen renal de las células empleadas en este trabajo
fuizd permita explicar los resultados similares que se
ohiwvieron con ambas, aundgue unas scan de Gpo pis
marie  odras de line

Oros autores mencionan que VDO aislados de pe-
rros que mostraron cusdros con sinfomatologia respe-
ratoria o nerviosa, no produjeron ECP y reaccionaron
a la prucha de IF; ello sugiere diferencias entre ellos,
gue pueden radicar en suvirnlencia, mmunogenicidad
o ambas, y que se sospecha atmhien inclusive a las cepas
vacnmales® ** " Exte argumenta encuentra bases mis
silidas #n el raso del virus de m.n]ll'lE‘:liiflll himanas
(estrechamente relacionade con el VDO, pues se pu-
hlica fuE s wacurles de m—.umpiﬁ-n. como i
Beckmin, revierten su virulencia® * * la Edmonton,
Chang 41 y Chang 12 conservan su inmunogenicidad
haste cierto nimero de pases,™ v la Schavay produce
fiebire y eritema en b dosis que provoca seroconversion,

Cundre 3
RESULTATEDS DE LA PTRUERA DE HEMOASORCION
Tdeigificanin dr 24 farmr 45 hpras 73 R
fis veueriva YRR CRE VEROALRF VENOCHE
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Es dificil afirmar, von la informacidn aliora disponible,
que esto orurra con ks cepas vacunales del Distemper,
meas ka probabilidad no pucde descartarse.,

Las semejanzas entre los VIMC y del sarampidn son
iales, que se peede emplear L vacuna del segundo para
proteger contra el primero.? Estudios cuantitativos y
cualitafivos de las proteinas de estos virus demnesiran
que poscen las mismas proteinas: F, N, NP, Py M, que
sélo pueden presentar variaciones como resultacdo del
procesa de adaptaciin a determinadas condiciones y
cultives celulares, Dichasvanaciones se dan sohre todo
en la proteina F que, paradéjicamente, consera una
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parte e elip de maneraconsante. Esis 11ru!ni||:h13rr:rl.'r}
ea la adberencin y fusian del VOO con b célula hués-
e, ast como de laoindoccrin de imnunnglﬂhullnm
capaces de nentralizar al virus én wive ™ * " Esto cobma
particular importancia si s¢ considera que las prioebas
de seroncuiralizacion que s realzan fn wmire cletermi-
man la presencia de inmunoglobuolinas conira la protei-
i H (hemoaghutinante), que no brinda protecadn i
wivn,"* " Por otra parte, cuando ka proteina F se fraccio-
i lentamente s¢ trata de vires de baja vinnlencia y si se
fracciona con rapidez se trata de vires virnlentos.* En
este trabajo, los combios obeermdos o kns 24, 48 v T2
horas, asi como la sevenidad de ellos, no permitieron
estabilecer diferencaa alguna respecto al grado de
virulencie de los viens estudiacdos,

Dhira situacidn conocida que participa en el
agravaimiento del coadro cinico es que el virns del
Distemper, como ¢ del sammpion, producen estados
de mmunodeficiencia, pues se replica en tejido infoade
(eétulas cooperadoras G4, GDE v microfigos). Esto
provoca  gdemads la liberacian  de  laclores
inmlnnnmj]jq‘rs:_:rr_l. como las [_:ruxr.u.girl.n hnas {FGE‘.-!]
que :l:lj'u"lml_-n b setvackael el Tmfeeitos T |::-|.H:||:I|_'|.-.|.-|.'|-|'.|-
res, e mlinben la hiberacion de susancias gue estinlan
alas cflulas T coano bomterleucina 2, o merementian la
actividad de leneotfenos. ™ " 2% Ta] informacidn cx-
(ica en parte pocqué, a pesar de o vacunacidn, siem-
pre hay casos faales. Lo infonunacidn disponible en el
case del sarampadn dice que el L% de cada mil casos
es fatal"* A pesar de efectuar programas de vacunacian,
iichcs casos se atmbuyen o transmision adrea, alt
probabilidad de coptacto, registros de vacunactim ip-
r;|r.r|.-|.1:1l,- n:spl.l.-r_!da. 1TITIne ||.1:|.-|:J uuu‘.ll']:l.. par Ia I'.Ell:l.[rra.-
i edlaed de vacemiswedin o |.|-:‘:lr1=l efecto i.l.u:lllll:i:'ldl.tpt'ﬂ:‘:l:'
anies menciomado ™ *

Desaformunadamente, para el caso del Disremper no
stz encuentr informacidn disponible al respecto, salvo
e es wie de las enfermedades caninas mds diagnosti-
cadas después de la rabia en la Facultad de Medicing
Veterinaria ¥ Zootecnia de la Universidad MNacicnal
Aurdnomea de México " En otroestudio, se menciona
epure pror esda case de b confirmado porlaboratorio,
existen 1.27 casos de Distemper:'* no obstante, se des-
conoce ¢l porcentaje de poblockin canina vacunada, 1a
frecuencia de la vacunacidn, as coma las vaoans
{oepas) ufilizadas, por lo que con dificolad se obtiene
conclusion alguna respecto al comportaimiento de es
tos biclogicos en e poblacidn canina de México.

En cosnto s los pesuliandos chiferidos co la ]'n:rl.lelm. cli=
hemoaglutinacion, no se ohsensron resulladod posit-
vios o obstante haber utilizado pH, tpos de sangre,
concentraciones v temperatwrms diferentes; se confire
ma a8 lo mencionado por oiros autores, que informan
que esta prucha no es constante ¥ fealde como méida
de dingndstico.* "™ En laprueba de hemoadsorcidn 645
de las muestras resulti positive; desfortunadamente,
al no disponer de elatos obtenidos por olros aulores, e3
dificil hacer comparoon algumna, Sin embargo, Bacikeo,”
utilizando In procha de electroforess de polacmbamida,
informa gue b proteina H se determing ocasionalmen-
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te, en comparacidn con la proteina N {nucleocipside)
y la P (fosfoproteing), mis constantes, lo cual puede
explicar la inconsistencia de los resultados obrenidos
con ambas pruelas.

Considerando Ioe resuliados abtenidos con este tra-
hiajo, sl comio lnanformacién disponible al respecto, se
concluye que 41% de los vinis estudiados se comportd
coma virulento al producir ECP, sin que sea posible
establecer 51 el ongen de estos virns es o no vacwmnal,

La presencia de cambios citopdticos en kas muestras
[, 2y b que resuliaron J’HJ.IlEl‘i.m'llﬂl'“.l': rmg-ar.hlm ala
prucha de inmunofleorescenca, permite pensar gque
dichos cambios pudieron ser ocasionados por:

a) Virns del moguille canino que no reacciond
antigénicamente con €] conjugado empleado.

b} Otros vires que producen lesiones smilares.

¢} Toxicidad del medio para estas células en par-
ficular.

d) Algiin cambio fisico (tempemium) o quimico
(toxicidad de kas muestras inoculadas) que pudiera
afectar células muy suscephbles,

Abstract

The behovior of Canine Distemper Yous (CDV),
primary cell culture and VERO line cell cnlmre, was
evaluated, Different brain solates of SOV, obtained
from dogswhich had died with 2 nevrologic sgnology,
were used, Histopathological and immunofluorescence
{1F) stipclies wers pL-:r.rurlnH!-.."l.Jlh-.].i:ulllr.w.'ed:lllduﬁm]
hadies and were posiive Lo the IF reaction. Each sample
veas inoculated in both VERC line cell culiure and in
the kidney dog primary cell one. The following
parameters were evaluated: a) cytopathic effect
production, by reaction in the presence of anteCIV
fucrescent conpugate, o) hasmoagglotmation of red
blood or s from different animal speciesand m different
conditions and d}hasmoadsorption to red blood cells.
Resulis :n:.-nn;i'm“: 1o the prarameiers mentioneil ahove
were as [ollows: a) There were no differences when
VERO line cells or primary cell cultvre were nsed. Towas
possible to observe the cytopathic effect in the mfected
cells and no effect in the non-infected cells, b)
Antigenicity was not affected m B8% of the samples
prositive Lo IF {the greater intensity was observed at 43
howirs post-ancculaton, ¢ Ooly 58% of the samples
showed haesmoadsorption capacity and d) None of the
samples showed haemoagglutination, There were no
significant differences between the street viruses and
the vaccine ones,
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