TRABAJOS ORIGINALES

~

. Distemper canino;
;jReemergencia o negligencia?

El Distemper canino es una enfermedad grave y altamente contagiosa, que
afecta, entre otros, el sistema gastrointestinal, respiratorio y nervioso de cd-
nidos, grandes felinos y pinnipedos principalmente. El contagio ocurre por la
existencia de animales que estdn infectados y que eliminan constantemente
al ambiente particulas virales a través de todo tipo de secreciones, exudados
y fluidos. Este trabajo se referird exclusivamente al proceso viral en caninos,
y a su tradicional y discutido control de la enfermedad, la que se ha basado
principalmente en una Vacuna a Virus Vivo Modificado (VVM) desde los arios
50, y que sin embargo, en estos ultimos ha aumentado el numero de infecta-
dos a pesar de ser vacunados. No obstante, los perros que corren mayor ries-
go son los que no han sido vacunados contra la enfermedad y los cachorros
de menos de cuatro meses. En consideracion a lo anterior, es que surgen dos
hipétesis acerca de las posibles causas que estén provocando este notorio
y preocupante aumento de infeccién en animales vacunados; una hipétesis
seria el mal manejo del protocolo de vacunacidn contra el distemper canino,
y la otra es la posibilidad de la variaciéon genética del virus en los ultimos
anos y que no sea concordante con la cepa modificada en la vacuna siendo
insuficiente para la neutralizacion del virus. ; Qué estd sucediendo?....
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n todo el mundo, la enfermedad causada

por el virus distemper canino (VDC) ha sido

conocida por siglos y sigue siendo una de
lasimportantes enfermedades contagiosas tan-
to en los perros como en otros carnivoros. En el
perro, los cuadros clinicos pueden variar desde
presentaciones sistémicas agudas a crénicas
con una alta tasa de mortalidad. Asimismo, se
han observado fluctuaciones temporales de
la prevalencia de la enfermedad, observando-
se un incremento en su frecuencia durante la
temporada fria. Se sabe que existe una corre-
lacién de susceptibilidad a la infeccion con la
edad del cachorro debido a una declinaciéon
en la inmunidad materna hacia los dos meses
de edad, periodo en que estan protegidos con
una inmunidad pasiva. Asi, los primeros signos
de la presentacion pulmonar son la inflamacion
serosa de bronquios y laringe, fiebre oscilante,
decaimiento, tonsilitis y tos. Luego, bronquitis o
bronconeumonia catarral y en ocasiones, pleu-
ritis. Los signos gastrointestinales comprenden
vomitos y diarrea grave. Cuando la enfermedad
se hace sistémica algunos perros desarrollan
signos neuroldgicos después de la enfermedad
sistémica. Dependiendo de la cepa viral, estos
signos pueden relacionarse con la enfermedad
aguda (ataques y mioclonia con depresién e
hiperestesia) o con la enfermedad subaguda
(incoordinacion, paresia, ataxia, paralisis y tem-
blores musculares).

Existe una variedad de signos clinicos que no se
asocian con una etapa Unica de la infeccion del
Sistema Nervioso Central (SNC) y la caracteristi-
ca de aguda, subaguda y crénica tiene relacion
con las caracteristicas histopatoldgicas de SNC.
La zona del SNC afectada tiene relaciéon con los
signos, pudiendo existir cuadros agudos muy di-
seminados en el SNC, con infeccién asociada de
cerebelo y signos de ataxia-incoordinacion. Los
signos meningeos de hiperestesia y rigidez cervi-
cal pueden ser observados en ambas. Las lesiones
de retina y la neuritis optica en perros infectados
con VDC son frecuentes. La mayoria de las cepas

virales producen hiperqueratosis de la almohadi-
lla plantar y de la nariz. La encefalitis postvacunal
generalmente provoca signos nerviosos como
cambios en el comportamiento, ataques y amau-
rosis o ceguera de origen neuroldgico, alrededor
de una a dos semanas posteriores a la inmuniza-
cion con una alta tasa de mortalidad.

Laviaaerdgena, ocular, respiratoria-oralatravésde
aerosoles y fomites son las principales vias de in-
greso del virus, y por las cuales alcanza superficies
mucosas donde establece la primera interaccion
con el sistema inmune del hospedero, mediante la
infeccion temprana de linfocitos locales y células
mononucleares CD150. Se puede observar un pe-
riodo de incubacién entre unay cuatro semanas o
mas. El inicio de la propagacion del virus en el or-
ganismo esta asociado con fiebre transitoria que
puede presentar un peak entre los tres y seis dias
post infeccién. Posteriormente, entre los dias seis
y nueve postinfeccion, el VDC se propaga a mas
6rganos mediante viremia afectando a las células
epiteliales. En esta etapa, la virulencia de la cepa,
la edad y el estado inmune del animal definen el
resultado de la infeccién y la severidad de los sig-
nos. Asi, el virus es eliminado de los tejidos si el
animal desarrolla una eficiente respuesta inmune,
recuperandose completamente de su infeccion.
En cambio, si el perro desarrolla una respuesta
inmune débil, el virus desarrolla una infeccion epi-
teliopantrépica que se extiende a SNC.

El virus.

El VDC pertenece al género Morbillivirus de la
familia Paramixoviridae, que incluye al virus del
sarampion (VS), virus distemper focino (VPF o
de los pinnipedos) y virus de la peste bovina
(VPP), los cuales son patégenos virales altamen-
te contagiosos. Su genoma estd constituido por
acido ribonucleico (ARN) no segmentado de
hebra simple y sentido de codificacion negati-
vo, formado por aproximadamente 15,7 kb que
incluyen seis genes. En direccion 5°-3" codifica
siete proteinas: la proteina de la nucleocapside
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(gen N; 1,5 kb), la fosfoproteina (gen P; que con
un largo total de 1,5 kb codifica en la primeras
500 a 1000 bases de su extremo 3" el geri Cy el
gen V de las proteinas C y V, respectivamente),
la proteina de la matriz (gen M; de 1kb), la pro-
teina de fusién (gen F; de 1,9 kb), la hemagluti-
nina (gen H; de 1,8 kb) y la polimerasa grande
(gen L; de 6,5 kb). Las proteinas estructurales
corresponden a las proteinas de matriz, de la
nucleocépside, la polimerasa, la fosfoproteina y
las glicoproteinas de envoltura: hemaglutinina
y de fusion.

Cualquier vacuna
del tipo modificado
puede ser fatal
para ciertos
animales salvajes
y de zooldgico,
por ejemplo,
pandas rojos o
hurones de patas
negras. Para estas
especies deben
utilizarse vacunas
recombinantes.

Estas Gltimas son la encargadas del reconocimien-
to e ingreso del virus a la célula blanco, siendo el
principal objetivo de los anticuerpos neutralizan-
tes sintetizados por el sistema inmune del hospe-
dero. La mas alta variacién ha sido encontrada en
la proteina H, por ende, es la més apropiada para
ser estudiada para la deteccion de cambios gené-
ticos del virus. Actualmente ha sido posible identi-
ficaralo menos seis genotipos de VDC, denomina-
dos Asia-1, Asia-2, Europeo, Artico, Americano-1y
Americano-2 con una variacion promedio de 10%
en la composicion del gen H.
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A raiz de lo planteado anteriormente, surgen dos
hipétesis acerca de las posibles causas que estén
provocando que animales vacunados presenten
la enfermedad.

Hipotesis

Una primera hipétesis plantea el mal disefio del
protocolo de vacunacién. Se sabe que uno de los
desafios mas grandes y habituales en la préctica
clinica es proveer una inmunidad adecuada a los
animales que se presentan a diario en los consul-
torios, con el menor riesgo de inducir problemas a
consecuenciade lavacunacion. Por otra parte, una
caracteristica del VDC es el dafo a la inmunidad
innata y adaptativa desde momentos iniciales del
cuadro infeccioso debido a un alto linfotropismo
y a su capacidad de generar mal funcionamiento
en células inmunes, explicado por complejas inte-
racciones entre las proteinas virales y elementos
propios de cada via de sefalizacion, lo cual limita
el desarrollo de una respuesta inmune antiviral
efectiva y en perfecto equilibrio con una respues-
ta especifica a nivel de mucosas. Considerando
esta diferenciacion funcional, una estrategia de
vacunacién éptima debe ser capaz de estimular
ambas respuestas, de forma sélida y equilibrada,
ademas de prevenir la enfermedad desde la ex-
posicién al patdégeno, evitando el desarrollo de
inmunosupresiéon y de cuadros patolégicos de
elevada letalidad.

Lainmunizacion mediante vacunacién controlada
es la Unica forma efectiva de profilaxis para el VDC
actualmentey el uso de vacunas a virus vivo modi-
ficado (VVM) induce unainmunidad duradera que
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ha permitido tener la enfermedad bajo control en
los ultimos 35 afos. Sin embargo, Ultimamente
han aparecido brotes de la enfermedad en algu-
nos paises (incluido Chile) en animales vacunados,
incluso se han publicado algunos informes sobre
probables efectos indeseados a consecuencia de
la vacunacion. La mayor parte de las vacunas dis-
ponibles actualmente son producidas por adapta-
cion del virus a células aviares o cultivos celulares
caninos. Este tipo de vacunas es muy efectivo al
generar una inmunidad no menor a un afio hasta
varios afos en la mayoria de los perros. Pero exis-
ten pequenas desventajas en cada vacuna: las ce-
pas virales adaptadas a células caninas inmunizan
al 100% de los perros susceptibles, pero esporadi-
camente pueden producir encefalitis postvacunal.
Al contrario, las cepas virales adaptadas a células
aviares son mas seguras para caninos, si bien la
respuesta inmune aparece dos a tres dias después
que la producida por vacunas adaptadas a células
caninas y, ademas, posee la desventaja de que no
todos los perros susceptibles son protegidos. Es
mas, cualquier vacuna del tipo modificado puede
ser fatal para otros animales salvajes y de zooldgi-
co (por ejemplo, pandas rojos o hurones de patas
negras), para estas especies deben utilizarse va-
cunas recombinantes, pues el virus inactivado es
muy pobre inductor de inmunidad.

Considerando la limitada proteccién de las vacu-
nas polivalentes y el riesgo de encefalitis postva-
cunal propia de ellas, es importante desarrollar
vacunas recombinantes. Asimismo, prescindir de
virus atenuados para vacunar contra VDC es un
objetivo que también debe plantearse para pre-
venir la enfermedad en poblaciones de caninos
domésticos, especialmente si se desea aplicar pro-
gramas de vacunacion sobre la base de vacunas
recombinantes con el fin de erradicar el virus de
zonas geograficas de interés para la preservacion
de vida silvestre.

El uso de las vacunas preparadas con virus vivo
modificado en la década de los 60 disminuy¢ la
presencia del DC que, sin embargo, posteriormen-
te reaparecié. La Ultima serie de vacunas prepara-

das en 1997 utilizando un vector recombinante
(Recombitek) induce una buena respuesta inmu-
nolégica y no presenta riesgo de enfermedad
postvacunal.

Los esquemas de vacunacién que se aplican son
diferentes segun sea el riesgo imperante en la
ciudad o zona amagada. Considerando que los
cachorros no son inmuno competentes antes de
los dos meses de vida y que los anticuerpos ma-
ternos (94% en calostro) duran en el recién naci-
do aproximadamente entre ocho y diez semanas,
y que entre las doce y catorce semanas disminu-
yen a un valor cero, se aconseja el siguiente es-
guema:

Para Vacuna Séxtuple (virus Distemper canino,
Leptospira, virus Hepatitis 1y 2, Parvovirus canino
tipo 2 y Parainfluenza canina tipo 2):

«1°Dosis de vacuna Séxtuple: dos meses.
«  2°Dosis de vacuna Séxtuple: tres meses.
«  3°Dosis de vacuna Séxtuple: cuatro meses.

Algunos ejemplos de vacunas que se ofrecen en el
comercio en Chile:

+  Canigen MHA2 PPi/L: vacuna a virus vivo ate-
nuado, que contiene cinco antigenos que
protegen contra enfermedades virales y bac-
terianas, confiere una proteccion equivalente
a la desarrollada por vacunas individuales; se
usa para la prevencién de: Distemper canino
(cepa Onderstepoort), Hepatitis infecciosa ca-
nina, Parvovirus canino, Parainfluenza canina
y Leptospirosis canina.

«  Nobivac® DHPPi + L: vacuna combinada a vi-
rus modificado contra el virus del Distemper
canino (cepa Onderstepoort), Adenovirus
canino tipo | y II, Parvovirus canino, virus de
Parainfluenza canina y bacterina Leptospira.

« Nobivac® Puppy DP: Vacuna combinada a vi-
rus vivo modificado contra Distemper (cepa
Onderstepoort) y Parvovirus canino.
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« Nobivac® DHPPi:Vacuna combinada a virus vivo
modificado contra Distemper canino (cepa On-
derstepoort), Adenovirus canino tipo | y II, Par-
vovirus canino y Virus Parainfluenza canina.

Un dato importante lo constituye el componente
distemper de Nobivac Puppy DP (cepa Onders-
tepoort), pues si bien contiene un titulo viral 100
veces mayor que cualquier vacuna para primera
vacunacion, tiene inconvenientes como la gene-
racion de encefalitis postvacunal y la posibilidad
de generar inmunosupresion, ademas de consu-
mir los anticuerpos maternales.

Asimismo, se debe considerar al momento de
vacunar, algunas caracteristicas del animal por
inmunizar, como la edad, pues es importante
para definir el tipo de vacuna a utilizar. Antes de
las ocho semanas, estan indicadas sélo las vacu-
nas monovalentes, por la posibilidad de las poli-
valentes de inducir inmunosupresién y efectos
colaterales. También se debe considerar el estado
sanitario del animal, pues Unicamente deberian
ser vacunados animales en perfectas condiciones
de salud, por la posibilidad de inducir reacciones
adversas en animales inmunodeprimidos con la
vacuna VVM. Finalmente, se debe considerar la
raza del animal, pues hay algunas de ellas en se
han mostrado menos hébiles para desarrollar in-
munidad, sobre todo en cachorros.

En algunas lineas de Rottweiler, Doberman y
Labrador han aparecido ejemplares dificiles de
inmunizar, probablemente por inmadurez de su
sistema inmunoldgico.

{Cémo deben aplicarse las vacunas? se debe res-
petar la via de aplicacion y seguir las instrucciones
de almacenamiento (cadena de frio) recomenda-
da por el fabricante en el rotulado. Es conveniente
utilizar para cada vacuna una jeringa y aguja nue-
va. No deberan mezclarse productos del mismo o
diferente fabricante en la misma jeringa, salvo que
esté especificado. Cualquier cambio en el proceso
de fabricacién, por minimo que pudiera parecer,
podria traducirse en una modificacién sustancial
de la eficacia del producto final. Si no se tiene el
proceso bien estandarizado, podrian existir va-
riaciones entre las diferentes partidas del mismo
producto. Una buena idea es suplementar la dieta
con vitamina Cy zinc, ademas de una dieta rica en
proteinas, pues ésta promueve una excelente in-
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munidad adaptativa. Esta dieta debe comenzar al
menos una semana antes y terminar una semana
después de la administracion de las vacunas.

Entonces, las fallas de la vacuna pueden tener dos
componentes:

Relacionados al animal: principalmente al nivel
de anticuerpos y falta de maduracién del sistema
inmune del animal, como por ejemplo presencia
de anticuerpos maternos adquiridos pasivamente
presentes atin al momento de la ultima vacuna-
cion, animales inmunodeprimidos, inhabilidad
genética de algunos animales de responder a cier-
tos antigenos vacunales o reacciones adversas.

Relacionados a la vacuna: insuficientes revacu-
naciones o sin la periodicidad adecuada, que sea
poco inmunogénica, falla de algunos componen-
tes en el caso de la vacuna polivalente, algunos
lotes inefectivos, transporte inadecuado o mala
conservacién del producto.

La otra hipdtesis apunta a un cambio en el geno-
ma del VDC: Variacién del gen de la hemaglutini-
na. Otra posible causa ante la presentacion de la
enfermedad de VDC en animales vacunados, es la
eventual variacién genéticadelvirusenlos tltimos
anos. Al existir esta variacion, puede ocurrir que la
cepa inactivada en la vacuna no sea concordan-
te con la cepa viral, y por lo tanto los anticuerpos
obtenidos por la cepa vaccinal no son suficientes
para la neutralizacion del virus de campo.

Se han realizado variados andlisis en diferentes
partes del mundo que comprueban diferencias
significativas genéticas entre aislados clinicos y
cepas utilizadas en vacunas comerciales: Snyder-
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En algunas lineas de Rottweiler, Doberman y Labrador han
aparecido ejemplares dificiles de inmunizar, probablemente
por inmadurez de su sistema inmunoldgico.

hill, Oderstepoort, Rockborn, Convac y Lederle.
Dichos estudios han identificado seis genotipos
con una variacién promedio de un 10% en la
composicion del gen H, diferencia que determina
la cantidad y ubicacion de sitios de glicosilacion
de la hemaglutinina y, de esta forma, la fuerza de
interaccién con los receptores celulares, la exten-
sién de la propagacion viral y la virulencia de este
Morbillivirus.

La proteina H es en parte responsable del reco-
nocimiento, unién e ingreso del virién a la célula
blanco y constituye el blanco de los anticuerpos
neutralizantes. La variacion del gen H ha sido in-
formada mediante la técnica de Elisa donde se ha
encontrado que existen diferencias en ensayos
de seroneutralizacidn cruzada entre los sueros de
perros experimentalmente infectados con la cepa
Oderstepoort (antigua) y los aislados de campo
(nuevas). En Japén también se ha comprobado
que de cuatro anticuerpos obtenidos a partir de la
vacunacion con la cepa“antigua’; solo tres reaccio-
nan en forma efectiva ante la cepa nueva. Ademas,
se ha demostrado que los sitios de glicosilacion,
han aumentado en las nuevas variantes.

{Qué informacién hay en Chile al respecto? Hace
algunos afios atrds, un aislado viral nacional se-
mejante al VDC inoculado en hembras ratones
BALB/C comprobd ser un buen inmundgeno. La-
mentablemente, a la fecha no existen estudios
filogenéticos en Chile que permitan desarrollar
prototipos de vacuna que consideren las varian-
tes genéticas circulantes en el pais, especialmente
delos antigenos mas conservados entre ellas. Esto
ultimo limita a los médicos veterinarios a utilizar
vacunas recombinantes disefiadas con material
genético de cepas extranjeras, que no constitui-
rian los prototipos adecuados para erradicar la
enfermedad.

Araiz de los antecedentes presentados es de gran
utilidad la caracterizacién de las variaciones exis-
tentes en aislados nacionales de VDC que den pie
ala creacién de una vacuna nacional que permita

un mejor control de este virus. Una de las estra-
tegias utilizadas para estudiar el gen H ha involu-
crado el uso de las enzimas de restriccion Fba | y
Nde .

Para la obtencién de la informacion genética se
utiliza la técnica de RT-PCR y posteriormente los
productos son digeridos con las endonucleasas
mencionadas. Asi, el fragmento de ADN obtenido
del RT-PCR de un tamafio original de 2599 pb es
escindido en un sitio, generandose dos fragmen-
tos de ADN (188 y 2431 pb) en las “cepas nuevas”;
obien en tres fragmentos de ADN (1888, 543y 188
pb) en las “cepas antiguas”. Al digerir con Nde | se
esperaobtener tres fragmentos de ADN (1576, 294
y 749 pb) enlas“cepas” o un fragmento de ADN de
2599 pb en las“cepas antiguas” (es decir, la enzima
no encontrd ningunssitio de corte). Asi, el aumento
en el nimero de fragmentos de ADN que se obtie-
nen en las cepas nuevas podria estar relacionado
con un aumento o disminucién de sitios de unién
para posibles anticuerpos y asf, al vacunar con la
“cepa antigua” el animal podria infectarse con la
“cepa nueva’, ya que los anticuerpos necesarios no
serian suficientes para neutralizar el virus.

Comentario final. Actualmente en varios paises,
se han descrito brotes de DC que incluyen pe-
rros previamente vacunados. La secuencia de
nucledtidos y el analisis filogenético de aislados
de VDC provenientes de animales naturalmente
infectados han sugerido la diversidad genética de
VDC circulantes. Por esta razon y sumado al gran
potencial epidémico del VDC, resulta de suma
importancia evaluar las posibles causas por las
cuales la poblacién canina esta respondiendo de
forma refractaria a los medidas profilacticas y con-
trae la enfermedad.

Por un lado, a lo largo de los afios se ha incremen-
tado la preocupacién por los animales, especial-
mente en lo que se refiere a mascotas, por lo cual
dia tras dia son mas los perros que llegan hasta las
clinicas veterinarias a ser vacunados, pero se debe
preguntar si los protocolos de vacunacion estan
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siendo los correctos. Asimismo también es cues-
tionable si los medios de adquisicién de la vacuna
son los méas apropiados (mantenimiento de cade-
na de frio). Por otro lado, es importante considerar
que las cepas de las vacunas con las cuales se va-
cuna hoy a la poblacién canina no son locales ni
actuales lo que deja sin considerar la posibilidad
de variaciones geografico-temporales.
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