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LISTADO DE ABREVIACIONES Y DEFINICIONES

Buffer: Solucién quimica que mantiene constante su pH.

DAB: 3,3’ — diaminobencidina — tetrahidrocloruro.

DNA o ADN: Acido Desoxirribonucleico.

H&E: Hematoxilina y Eosina.

H20: Agua.

IHQ: Inmunohistoquimica.

Kb: kilobase (1000 bases nitrogenadas).

LFB: Luxol Fast Blue.

mL: mililitro.

mg/Kg: miligramo / Kilo de peso

PBS: Phosphate Buffered Saline. Solucion salina de fosfatos tamponada.
PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
pH: Logaritmo de la inversa de la concentracién de hidrogeniones.

RNA o ARN: Acido Ribonucleico.

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa precedida de Retro-Transcripcion.
SPF: Libre de patdgenos especificos.

SNC: Sistema Nervioso Central.

pUm: micras.

VDC: Virus Distemper Canino.



RESUMEN

El virus del Distemper canino causa una enfermedad de gran letalidad en un
amplio espectro de huéspedes, incluyendo animales que pertenecen al orden
Carnivora, y debido a la existencia de un gran numero de hospederos susceptibles,
la inmunizacion a través de la vacunacion sistematica es la Unica medida profilactica
eficaz para su control, aunque igualmente se han producido brotes ocasionales de
la enfermedad en animales vacunados. La infeccion puede provocar una variedad
de presentaciones clinicas, afectando los sistemas respiratorio, gastrointestinal,
tegumentario y nervioso. Siendo la manifestacion neurolégica mas comun la
encefalomielitis y sus signos clinicos pueden ser variados, debido al dafio que el
virus provoca tanto en la sustancia blanca como en la gris del sistema nervioso.

En este trabajo, se identificO neurodegeneracion en caninos infectados
naturalmente, tanto en animales vacunados como en no vacunados, evaluando
presencia, intensidad y distribucién de las lesiones causadas por el virus en cerebro
y cerebelo, estudiando la asociacion estadistica entre dichas lesiones y los signos
neurolégicos de estos animales.

Se usaron 39 animales enfermos de Distemper canino, 17 de ellos estaban
vacunados, sus edades oscilaron entre 2 meses y 10 afios, a los que se les realizo
un seguimiento clinico durante 3 meses obteniendo un registro de la evolucién de
sus signos clinicos. Durante ese periodo, 7 animales murieron espontaneamente y
12 fueron sometidos a eutanasia. A todos ellos se les realiz6 la autopsia, tomando
muestras de cerebro, cerebelo, tronco encefdlico y pulmén para estudios
histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

Los signos neurolégicos observados con mayor frecuencia fueron mioclonias,
signos medulares, encefalitis y convulsiones. El 95% de los animales no vacunados
presentaron mioclonias. Ademas, todos tuvieron algun signo sistémico de la
infeccion, en forma simultanea o previamente a la aparicibn de los signos
neuroldgicos.

Los animales infectados sobrevivientes fueron el 51%, con un mayor tiempo
de sobrevida en los vacunados y los mayores de 6 meses. Con respecto a las
lesiones histopatoldgicas, el hallazgo constante fue la desmielinizacién. Ademéas se
observo gliosis, leptomeningitis, manguitos perivasculares, necrosis y cuerpos de
inclusion, siendo estos hallazgos mas severos en el cerebelo. Ademas, usando la
inmunohistoquimica contra el virus de Distemper canino, se co-localiz6 la presencia
del virus en aquellas regiones con los mencionados dafios histopatologicos,
principalmente en astrocitos. La unica diferencia histopatoldgica entre vacunados y
no vacunados, fue la presencia de zonas de hemorragia perivascular en los no
vacunados.

El estudio estadistico no encontré asociaciones entre signos neurolégicos y
los hallazgos histopatologicos. Aunque se pudieron identificar dos de las rutas de



ingreso del virus al sistema nervioso, a través de la diseminacién hematégena
directa, asi como a través del fluido cerebroespinal.

Paralelamente a este trabajo, y a partir de la secuenciacion genética de las
cepas virales del moquillo canino en dos de los animales vacunados, se confirmaron
dos cepas de campo sudamericanas (Kiki y Uy251), ambas del linaje Europa-1 /
Sudameérica. 1, que no estan incluidas en las vacunas comerciales disponibles en
Uruguay.

Finalmente, en base a nuestros resultados y dada la alta tasa de prevalencia
de animales con Distemper canino en el pais, la enfermedad siempre deberia
incluirse dentro del diagndstico diferencial en perros con enfermedad neurologica,
incluso en aquellos animales vacunados.



SUMMARY

Canine Distemper virus causes a highly lethal disease in a wide spectrum of
hosts, including animals belonging to the Carnivora order, and due to the existence
of a large number of susceptible hosts, immunization through systematic vaccination
is the only one effective prophylactic measure for its control, although occasional
outbreaks of the disease have occurred in vaccinated animals. The infection can
cause a variety of clinical presentations, affecting the respiratory, gastrointestinal,
integumentary, and nervous systems. The most common neurological manifestation
is the encephalomyelitis, and its clinical signs can be variable, considering the
damage that the virus cause both in the white and gray matter of the nervous system.

In the present work, the neurodegeneration in naturally infected canines was
identified, both in vaccinated and unvaccinated animals, evaluating the presence,
intensity and distribution of the lesions caused by the virus in cerebrum and
cerebellum, studying statistical association among these lesions and the
neurological signs of these animals.

Thirty-nine Canine Distemper infected dogs were used, 17 of them were
vaccinated, their ages ranged between 2 months and 10 years, and they were
followed-up for 3 months to record the evolution of their clinical signs. During this
period, 7 animals died spontaneously and 12 were euthanized. All of them were
autopsied, taking samples of cerebrum, cerebellum, and lung for histopathological
and immunohistochemical studies.

Myoclonus, spinal signs, encephalitis, and seizures were the neurological
signs most frequently observed. Ninety-five percent of the unvaccinated animals had
myoclonus. Furthermore, all of them had some systemic sign of the infection,
simultaneously or before the appearance of neurological signs.

The surviving infected animals were 51%, with a greater survival time of those
vaccinated, and those older than 6 months. Regarding the histopathological lesions,
the constant finding was demyelination. In addition, gliosis, leptomeningitis,
perivascular cuffings, necrosis and inclusion bodies were observed, these findings
were more severe in the cerebellum. Furthermore, using immunohistochemistry
against canine Distemper virus, the presence of the virus was co-localized in those
regions with the aforementioned histopathological damage, mainly in astrocytes.
The only histopathological difference between vaccinated and unvaccinated was the
presence of perivascular hemorrhage areas in the unvaccinated.

The statistical study found no associations between neurological signs and
histopathological findings. Although two of the routes of entry of the virus in the
nervous system could be identified, through direct hematogenous dissemination, as
well as through the cerebrospinal fluid.

Parallel to this work, and from the genetic sequencing of the canine Distemper
viral strains in two of the vaccinated animals, two South American field strains were
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confirmed (Kiki and Uy251), both belong to the Europa-1 / South America lineage.
1, which are not included in the commercial vaccines available in Uruguay.

Finally, based on our results and given the high prevalence rate of animals
with canine Distemper in the country, the disease should always be included in the
differential diagnosis in dogs with neurological disease, even in those vaccinated
animals.

Vi



1. FUNDAMENTO TEORICO

El virus del Distemper canino (VDC) es un virus RNA, perteneciente al orden
Mononegavirales, género Morbillivirus, el cual se encuentra clasificado
taxondmicamente dentro de la familia Paramyxoviridae, los miembros de este
género comprenden otros patdgenos contagiosos importantes como el virus del
sarampion humano, el virus rinderpest bovino, el virus de la peste de los pequefios
rumiantes, el morbillivirus de los cetaceos, el virus del Distemper focino y el
recientemente descubierto morbillivirus de los felinos (Fig. 1) (Lempp et al. 2014;
Seibel et al. 2014; Budaszewski & von Messling, 2016). Filogenéticamente, el VDC
y el virus del Distemper focino son los mas estrechamente relacionados
(Budaszewski & von Messling, 2016).

P § ’W ANy
r Virus Distemper focino k,, L “

Morbillivirus de los cetaceos ( H 0)

Virus Distemper canino

H Virus peste de los
pequefios rumiantes
Iﬂ l

” ‘ Morbillivirus de los felinos

Virus rinderpest bovino

Virus del sarampion

Fig. 1. Arbol filogenético de las diferentes especies virales del género Morbillivirus con sus respectivos
hospederos. Fuente: adaptado de Budaszewski & von Messling, 2016.

Es un virus envuelto, pleomarfico, con un diametro aproximado entre 150 — 300 nm
y contiene un genoma de RNA de aproximadamente 15.7 Kb, de cadena negativa
no segmentada que se encuentra empaquetado por la proteina de la nucleocapside
(Martella et al. 2008).

Permanece viable entre valores de pH de 4.5 a 9, es sensible a la radiacion
ultravioleta, al calor, a la desecacién, destruyéndose cuando es expuesto a
temperaturas elevadas de 50 — 60°C durante 30 minutos. En climas calientes el
virus no permanece en el ambiente después de eliminar a los animales infectados,
sin embargo, puede sobrevivir por lo menos 1 hora a 37°C, 3 horas en tejidos y 20
minutos en exudados a una temperatura de 20°C. En temperaturas frias de entre 0
y 4°C es capaz de sobrevivir durante 2 o 3 semanas (Martella et al. 2008; Scarpelli,
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2008). Como todo virus envuelto es sensible a la accion de solventes lipidicos como
éter y cloroformo, es inactivado por la utilizacion de solucién de formalina diluida al
0.5%, fenol, amonios cuaternarios y solucién de hipoclorito. Los procedimientos de
desinfeccién de rutina son efectivos para destruirlo (Martella et al. 2008; Pinotti et
al. 2012). No obstante, su alta infectividad y su constante eliminacion a través de
todo tipo de secreciones, exudados y fluidos corporales de animales infectados a
partir del 5° al 7° dia post-infeccion, independientemente de si muestran signos
clinicos o no, permiten su rapida diseminacion en el ambiente (Appel & Summers,
1995). Se sabe que la excrecion viral a través de la orina es una importante ruta
para mantener el virus en el ambiente y debe ser considerada como fuente de
infeccion continua (Silva et al. 2014).

El VDC es causante de una enfermedad infecciosa de distribucion mundial, la cual
fue descrita por Edward Jenner en 1809 y su etiologia viral fue demostrada por Henri
Carré en 1905 (Appel & Summers, 1995). Algunos datos histéricos sugieren que la
primera descripcion del virus ocurrid en 1746 en Peru. Luego fue exportado hacia
Europa, y en el transcurso de la década de 1760, la enfermedad se reportd en
Espafia, seguida por Inglaterra, Italia y Rusia. Aungque existen trabajos mas
recientes referidos a la filogenia y ubicacion geografica, que explican que las cepas
actuales del VDC surgieron en la década de 1880 en Estados Unidos (Panzera et
al. 2015). Dicho agente etiol6gico continta siendo uno de los principales problemas
en perros domésticos (Canis lupus familiaris) debido a su alta tasa de morbilidad y
mortalidad (Ke et al. 2015; Martinez-Gutiérrez & Ruiz-Saenz, 2016). Posee la
segunda tasa de letalidad mas alta entre todas las enfermedades infecciosas de los
perros domeésticos, s6lo superada por la rabia (Deem et al. 2000; Beineke et al.
2009; Kim et al. 2018).

Posee un amplio espectro de huéspedes, incluyendo a aquellas familias que
pertenecen al orden Carnivora (Canidae, Felidae, Mustelidae, Procyonidae, entre
otras) (van Moll et al. 1995; Deem et al. 2000; Beineke et al. 2009).

A nivel mundial han surgido grandes epidemias por el VDC, a modo de ejemplo se
puede mencionar que en 1994 fue observada la enfermedad en leones salvajes
(Panthera leo) que habitaban el Pargue Nacional del Serengeti en Tanzania,
muriendo aproximadamente el 30% de ellos (Roelke-Parker et al. 1996; Nikolin et
al. 2017). En 1988 murieron mas de 17.000 focas (Phoca vitulina) en los Mares
Baltico y del Norte a causa de un morbillivirus similar al VDC llamado Distemper
focino (Osterhaus et al. 1990). Asi mismo, en Japon en los afos ochenta, la
enfermedad se presentd en primates no humanos, donde un mono (Macaca fuscata)
fue infectado de forma natural (Yoshikawa et al. 1989). En el correr de los afos, son
muy variados los reportes referentes a casos de afecciones del VDC en diferentes



especies animales y su tendencia al cambio de hospedero, ha generado
preocupacion sobre los riesgos potenciales para los seres humanos (Cosby, 2012;
de Swart et al. 2012; Rendon-Marin et al. 2019) y la amenaza que esto genera para
los animales de vida silvestre en peligro de extincion (Megid et al. 2013; Ripple et
al. 2014; Beineke et al. 2015; Loots et al. 2017). Se ha demostrado que el VDC
puede circular en la vida silvestre, por lo tanto, estos actuarian como sistemas de
reservorio del virus (Viana et al. 2015).

Para caracterizar las cepas del VDC circulantes en el mundo, se han realizado
varios analisis filogenéticos y esto ha revelado que se agrupan en mas de 10 linajes
segun las diferentes areas geograficas (Panzera et al. 2012; Budaszewski et al.
2014; Espinal et al. 2014; Ke et al. 2015; Martinez-Gutiérrez & Ruiz-Saenz, 2016).
De esos linajes, 4 estan circulando en América del Sur, ellos son Europa-1/América
del Sur-1, América del Sur-2 (distribuido exclusivamente en Argentina), América del
Sur-3 y América del Sur 4, donde estdn agrupadas cepas ecuatorianas y
colombianas, respectivamente (Calderdn et al. 2007; Espinal et al. 2014; Panzera
et al. 2014). Existen trabajos que indican la presencia en Uruguay de un unico linaje,
Europa-1/América del Sur-1 (Panzera et al. 2012; Fuques, 2017).

A pesar de haber conseguido que fuera declarado oficialmente erradicado el virus
de la peste bovina en el afio 2011 por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y del actual esfuerzo para lograr la erradicacion del virus del sarampion, esa
realidad no es igual para el VDC, debido a la existencia de un gran nimero de
hospederos susceptibles. Siendo entonces, la inmunizacién a través de la
vacunacion sistematica la Unica medida profilactica eficaz para el control del
Distemper canino (Day et al. 2016; Budaszewski, 2017; Franco & Puentes, 2020).
La vacunacion individual de los animales es importante, no solo para proteger al
individuo, sino también para reducir el nimero de animales susceptibles en una
poblacién regional y de ese modo la prevalencia de la enfermedad. Aunque sea
dificil obtener cifras precisas, incluso en los paises desarrollados se estima que solo
el 30 — 50% de la poblacion de animales de compafiia esta vacunada, y este valor
es significantemente menor en las naciones en desarrollo (Day et al. 2016). Es
importante tener en cuenta que la vacunacion no es 100% eficaz en el total de la
poblacion vacunada, y que en animales que presenten signos clinicos sugestivos
de infeccion por el VDC, la enfermedad no debe ser excluida basandose solamente
en el antecedente de vacunacion previa (Araujo, 2018).

La vacuna contra el VDC es considerada por el Grupo de Directrices de Vacunacion
de la Asociacion Mundial de Veterinarios de Pequefios Animales (WSAVA), como
vacuna esencial, o sea, aquella que todos los perros en todo el mundo deben recibir
rutinariamente, en los intervalos recomendados, para proveer proteccion (Day et al.



2016). Un protocolo de vacunaciéon en perros sugerida por WSAVA es, iniciarlo a
los 45 — 60 dias de edad y luego cada 15 — 30 dias hasta los 4 meses de edad. De
acuerdo con esta recomendacion, el protocolo completo de vacunacion incluiria 3 o
4 vacunas, dependiendo de la edad de inicio de este (Day et al. 2016). Esto continGa
considerandose una practica apropiada teniendo en cuenta la persistencia de la
inmunidad pasiva de origen materno que puede evitar el correcto desarrollo de la
inmunidad activa originada por la vacunacion contra el VDC (Martella et al. 2008).
La proteccion contra la infeccion natural durante las primeras semanas de vida esta
dada por la transferencia pasiva de inmunoglobulinas, posteriormente esa
proteccion puede ser obtenida mediante la utilizacion de vacunas que posean una
adecuada capacidad inmunogénica y generen una combinacion de respuesta
inmunoldgica humoral y celular (Hass et al. 2008; Franco & Puentes, 2020).

A partir de la década de 1950, fueron desarrolladas vacunas a virus vivo atenuado
o modificado del linaje América 1 (cepas Onderstepoort, Leederle, Snyder Hill),
logrando asi una eficaz reduccion del impacto de la enfermedad en la poblacion
canina (Calderon et al. 2007; Martella et al. 2008; Espinal et al. 2014; Budaszewski,
2017). La cepa Rockborn todavia es encontrada en algunas formulaciones
existentes en el mercado internacional, a pesar de trabajos que mencionan que es
capaz de retener su patogenicidad (Appel, 1978; Martella et al. 2011).

Ademas, brotes ocasionales de enfermedad pueden ser observados en animales
vacunados, tanto jovenes como adultos (Koutinas et al. 2002; Lan et al. 2006; Feij6o
et al. 2009; Richards et al. 2011; Galan et al. 2014; Lariccia & Kramer, 2018). Se
sugiere que la falla en la vacunacion puede ser debida a multiples factores, se puede
mencionar la circulacion de nuevas variantes genéticas del virus, la baja reactividad
cruzada entre las cepas atenuadas y las cepas de campo circulantes, la
interferencia de anticuerpos pasivos, fallas individuales en la respuesta inmune,
calidad, conservacion y variabilidad genética del inmunogeno, la eventualidad de
una posible infeccion anterior al momento de la vacunacion, o protocolos de
vacunacién incorrectos, entre otros (Koutinas et al. 2002; Negrao et al. 2006;
Martella et al. 2008; Budaszewski et al. 2014; Riley & Wilkes, 2015; Day et al. 2016;
Anis et al. 2018).

El Distemper canino es una enfermedad grave cuya transmisién es dependiente en
gran medida de la estrecha asociacion entre animales afectados y susceptibles, por
lo tanto, para mantenerla se requieren poblaciones de individuos susceptibles y la
continua presencia del virus eliminado por los animales infectados (Summers &
Appel, 1994; Loots et al. 2017). En poblaciones susceptibles, la enfermedad afecta
a los animales de todas las edades, sin embargo, los cachorros tienen una mayor



prevalencia a la infeccion, debido a la pérdida de anticuerpos maternos (Appel &
Summers, 1995; Martella et al. 2008; Franco & Puentes, 2020).

La liberacion del virus ocurre mayoritariamente por via oro-nasal, aunque se puede
encontrar en cualquier descarga y secrecion corporal, y sus principales vias de
ingreso al organismo, son ocular, respiratoria y oral. La infeccion se produce
primariamente por contacto directo y por inhalacién de virus transportado por el aire
o por microgotas (Appel & Summers, 1995). Es importante conocer también, que la
transmision puede producirse de forma transplacentaria (Krakowka et al. 1977). Su
periodo de incubacion puede variar entre 1 a 4 semanas y su excrecion al medio
ambiente comienza antes que se manifiesten los signos clinicos e incluso puede
continuar excretandose durante 60 a 90 dias (Appel & Summers, 1995; Rudd et al.
2006; Martella et al. 2008).

La replicacién primaria del virus tiene lugar en los tejidos linfoides regionales y
aproximadamente 10 dias después de la infeccion, el VDC comienza a diseminarse
a través de linfocitos infectados, desde esos sitios de replicacién a varios tejidos
epiteliales y al SNC (Summers et al. 1979; Vandevelde & Zurbriggen, 2005; Rendon-
Marin et al. 2019). Probablemente, las alteraciones de las membranas plasmaticas
de los linfocitos infectados son las causantes de su migracién desde el torrente
sanguineo hacia el SNC y otros tejidos (Summers et al. 1979). Hay trabajos que
mencionan que, durante la viremia, el VDC infecta el SNC incluso en animales que
no presentan signos neurologicos de la enfermedad (Amude et al. 2010c).

Se han sugerido posibles rutas de diseminacion viral desde la periferia hacia el SNC,
una de ellas es la diseminacién a partir del fluido cerebroespinal y a través de las
células epiteliales del plexo coroideo (Higgins et al. 1982; Vandevelde et al. 1985),
provocando lesiones periventriculares y subpiales por la liberacion del virus
localmente (Vandevelde & Zurbriggen, 2005; Beineke et al. 2009). Otra ruta de
propagacion es la diseminacién hematdgena directa, el ingreso del virus se produce
por linfocitos infectados que invaden el parénquima cerebral que rodea los vasos
sanguineos (Summers et al. 1978; Rudd et al. 2006). La diseminacion viral a través
de la via anterégrada utilizando los nervios olfatorios es otra posible ruta de ingreso
al SNC, trabajos experimentales demuestran que esto se produciria 14 dias post-
infeccion (Summers et al. 1978, Rudd et al. 2006).

La infeccidn en los caninos puede resultar en una variedad de formas clinicas,
dependiendo de la edad al momento de la infeccion, del estado inmunolégico del
huésped y de la virulencia de la cepa actuante (Krakowka & Koestner, 1976;
Summers et al. 1984). Los sistemas afectados son el respiratorio, el gastrointestinal,
el tegumentario y el nervioso, ademas causa deplecion linfoide y la inmunosupresiéon
que produce es perdurable en el tiempo, favoreciendo asi las infecciones
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secundarias (Summers et al. 1984; Summers & Appel, 1994; Beineke et al. 2009;
Lempp et al. 2014).

La encefalomielitis es una manifestacion neuroldgica comun en el Distemper canino
y sus expresiones clinicas pueden ser muy variadas porque el VDC puede afectar
dentro del SNC tanto la sustancia blanca como la sustancia gris (Summers et al.
1984), pueden observarse en el animal una amplia variedad de signos clinicos
neurolégicos, incluyendo cambios de comportamiento, convulsiones, déficits
visuales, signos cerebelosos y vestibulares, paresia, pardlisis y mioclonias (Tipold
et al. 1992; Koutinas et al. 2002; Amude et al. 2010b). Puede aparecer en forma
simultdnea, después o en ausencia de los signos sistémicos de la enfermedad
(Summers & Appel, 1994; Koutinas et al. 2002; Vandevelde & Zurbriggen, 2005) y
su evolucion puede llevar en un alto porcentaje de pacientes, tanto a la muerte,
como a la definicidon de la eutanasia debido al mal prondstico (Koutinas et al. 2002;
Fighera et al. 2008; Headley et al. 2012).

Su curso clinico puede ser agudo o crénico y puede ir desde una infeccién
asintomatica o subclinica, la cual se produce en el 25 — 75% de los animales
(Budaszewski et al. 2014), hasta la enfermedad grave con mortalidad
aproximadamente del 50% de los animales infectados (Appel & Summers, 1995;
Deem et al. 2000; Beineke et al. 2009). Se sabe que los perros que se recuperan
completamente de la infeccién por el virus son inmunes durante afios, no se
mantienen infectados de forma persistente y dejan de eliminar virus (Appel &
Summers, 1995).

Dentro de las lesiones causadas por el virus en el SNC, es comun encontrar
leucoencefalomielitis desmielinizante (Vandevelde et al. 1985; Vandevelde &
Zurbriggen, 2005; Silva et al. 2007) y debido a las similitudes morfolégicas en los
cambios neuropatolégicos entre ésta y las enfermedades desmielinizantes
humanas, tales como la Esclerosis Mdltiple, representa uno de los pocos modelos
animales para el estudio de la patogénesis de la pérdida de mielina asociada con
mecanismos autoinmunes (Vandevelde & Zurbriggen, 2005; Beineke et al. 2009;
Amude et al. 2010a; Seehusen & Baumgartner, 2010).

Varias son las cepas del VDC que presentan un neurotropismo considerable siendo
capaces de provocar leucoencefalomielitis desmielinizante, tradicionalmente se ha
propuesto que esta patologia se asocia con una pérdida selectiva de la vaina de
mielina, acompafiada de diferentes grados de cambios espongiformes en el interior
de la sustancia blanca lesionada (Vandevelde & Zurbriggen, 2005; Silva et al. 2009).
Siendo la sustancia blanca del cerebelo, la zona periventricular, los tractos épticos
y la médula espinal, las regiones mas afectadas por la desmielinizacion (Vandevelde
& Zurbriggen, 2005).



En el Distemper canino es un hallazgo constante la desmielinizacion, aunque
variable en cuanto a su intensidad y extension, pudiendo ser focal o multifocal
(Vandevelde & Zurbriggen, 2005). Su estudio patogénico debe considerar una etapa
aguda y una crénica en su desarrollo, las lesiones iniciales comienzan a observarse
alos 21 — 24 dias post-infeccion en las regiones donde se detecta inmunomarcacion
contra el VDC y evolucionan durante un periodo de inmunosupresion masiva
(Summers et al. 1979; Vandevelde & Zurbriggen, 1995). Entonces, dependiendo del
grado y la velocidad de su recuperacién inmunoldgica, los animales pueden morirse
pronto o recuperarse después de transitar una enfermedad leve o incluso subclinica;
mientras que, otro grupo de animales se recupera lenta o parcialmente y tiende a
desarrollar una enfermedad cronica o incluso recidivante con progresion de las
lesiones desmielinizantes, estando esto asociado con la persistencia viral en el SNC
(Vandevelde et al. 1981; Vandevelde & Zurbriggen, 1995). Asimismo, se considera
gue las lesiones iniciales de la enfermedad estan mediadas por el virus, mientras
gue la progresion a las alteraciones de tipo esclerosante en forma de placas se
encuentra basicamente determinada por reacciones inmunopatologicas
(Vandevelde et al. 1981, 1985; Amude et al. 2007; Beineke et al. 2009).

Desde hace afos se estudian las bases patogénicas de la desmielinizacion aguda,
tratando de demostrar la alteracion primaria de los oligodendrocitos, aunque hasta
la fecha y contrariamente a lo esperado, las células gliales en las que el virus parece
acantonarse de forma preferencial son principalmente los astrocitos, la microglia y
en mucha menor medida los oligodendrocitos formadores de mielina (Mutinelli et al.
1988; Vandevelde & Zurbriggen, 2005). Esto aportaria informacién a la idea de que
la desmielinizacion central se daria mas por interaccién con otros tipos gliales, e
incluso con las neuronas afectadas, resultando los oligodendrocitos afectados por
su condicién de “espectador’ del dafio que se le ocasiona a los astrocitos y la
reaccion de estos hacia el virus, afectando secundariamente a otros tipos celulares
en su entorno cercano debido a cambios metabdlicos que posteriormente conducen
a dicha desmielinizacién (Vandevelde & Zurbriggen, 1995, 2005; Lempp et al. 2014;
Klemens et al. 2019).

Varios autores han descrito un esquema de clasificacion histopatolégica en etapas,
asi se distinguen lesiones agudas, subagudas y cronicas (Vandevelde et al. 1981;
Alldinger et al. 2000; Groters et al. 2005; Seehusen et al. 2007; Ulrich et al. 2014).
Sin embargo, se pueden observar las diferentes etapas de la lesion,
simultdneamente en un mismo individuo (Lempp et al. 2014). La lesi6on aguda se
caracteriza por la presencia de vacuolizacién focal, gliosis leve y cuerpos de
inclusion sin desmielinizacion; en las lesiones subagudas existe desmielinizacion,
gliosis moderada, cuerpos de inclusién, necrosis y manguitos perivasculares con 2
o 3 capas de ceélulas mononucleares. Mientras que las lesiones crénicas son



similares a la etapa subaguda, pero los manguitos perivasculares presentan mas de
3 capas de infiltracion mononuclear (Vandevelde et al. 1981).

La deteccidn del virus puede realizarse a partir de técnicas de inmunohistoquimica
(IHQ), las cuales son utilizadas con éxito para definir la patogenia de diferentes tipos
de enfermedades, al combinar técnicas anatomicas, inmunoldgicas y bioquimicas,
permitiendo asi localizar componentes tisulares definidos (“in situ”) mediante el
empleo de anticuerpos especificos y de moléculas marcadoras (Gimeno et al. 2000).
Existen numerosos trabajos que aplican las técnicas de IHQ para localizar y
diferenciar los distintos grupos celulares presentes en un tejido, logrando asi,
reconocer las caracteristicas morfolégicas de las diferentes lesiones
neuroparenquimatosas existentes en el Distemper canino (Moro et al. 2003;
Seehusen et al. 2007; Pan et al. 2013). También, es posible mediante IHQ,
determinar la presencia viral y el trabajo de Mutinelli et al. (1988) confirma la
presencia del VDC en los astrocitos ubicados en las regiones donde se observaba
desmielinizacion.

En este trabajo, se intentd determinar la existencia de neurodegeneracion en
caninos infectados naturalmente por las cepas circulantes del VDC en Uruguay,
caracterizando los dafios anatomopatoldgicos e histopatolégicos, comparando su
hallazgo en animales vacunados y no vacunados, y asociarlos con los diferentes
signos clinicos neuroldgicos presentados por ellos. Aportando al conocimiento de
esta enfermedad neurodegenerativa, que ocurre de forma espontanea y con alta
incidencia en los caninos de nuestro pais, incluso en animales vacunados.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El VDC es el agente etioldgico de una de las principales patologias infecciosas de
caninos jovenes y adultos, también llamada Enfermedad de Carré o Joven Edad.
Dicha enfermedad no se restringe exclusivamente a caninos, ya que se han
registrado casos en poblaciones silvestres de diversas familias de carnivoros. La
naturaleza de la enfermedad es variable, y el curso depende en gran medida de las
complejas interacciones entre las caracteristicas bioldgicas del virus y el sistema
inmune del huésped, siendo este dltimo uno de los principales factores en
determinar el curso, las consecuencias y la letalidad de la infeccién. El conocimiento
de la neurobiologia y la neuropatologia ocasionada por el VDC, permitiran
comprender en profundidad los mecanismos de la enfermedad, y con ello a su vez,
sera posible elaborar un abordaje para la prevencion y el diagnéstico.

Pudiendo también contribuir al conocimiento de la neuropatogenia del VDC en
caninos domésticos infectados de forma natural, y asi, aportar informacién
desarrollada en un modelo animal que se ha postulado de interés para la
profundizacién de las bases patogénicas y la busqueda de una potencial terapéutica
para algunas condiciones desmielinizantes de los humanos, como la Esclerosis
Multiple o la Panencefalitis Esclerosante subaguda inducida por el virus del
sarampion.



3. HIPOTESIS

El VDC causa un proceso de degeneracion del sistema nervioso que se reflejara en
dafios anatomopatologicos e histopatologicos, y estos se correlacionaran con los
signos clinicos neurolégicos producidos en caninos domésticos infectados
naturalmente por las cepas virales circulantes en Uruguay.

4. OBJETIVOS
4.1 — OBJETIVO GENERAL

Determinar y evaluar la existencia de neurodegeneracion causada por el VDC y
asociarla con los diferentes signos clinicos neurolégicos presentados en el grupo de
caninos estudiados.

4.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar presencia, intensidad y distribucion de las lesiones causadas por el VDC en
muestras de cerebro de animales infectados, sin antecedentes de vacunacion y
vacunados.

- Evaluar presencia, intensidad y distribucién de las lesiones causada por el VDC en
muestras de cerebelo en los mismos animales.

- Comparar la intensidad y distribucion de las lesiones causadas por el VDC entre el
grupo de vacunados y no vacunados.

- Analizar las lesiones estudiadas y asociarlas con los posibles signos clinicos
neuroldgicos observados en los caninos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1-POBLACION

En el presente estudio se trabajo con un nimero de 48 caninos con sospecha clinica
de infeccion viral causada por el VDC, adquirido de manera espontanea y 7
animales sanos (animales controles). Fueron caninos que concurrieron a consulta
en la Policlinica de Pequefios Animales del Centro Hospital Veterinario
perteneciente a la Facultad de Veterinaria (Udelar) y caninos provenientes de
Clinicas Veterinarias particulares.

Los animales que se incluyeron en este proyecto fueron caninos de ambos sexos,
sin distincion de edad, de raza, ni estado de vacunacion. La identificacion de los
animales clinicamente enfermos se baso en la presencia de alguno o la combinacion
de los signos clinicos mostrados en la Tabla 1.

Posteriormente fue confirmado dicho diagndéstico mediante la utilizacion de
diferentes métodos, , ya sea mediante la deteccion del antigeno viral por la técnica
de IHQ y/o mediante la técnica de RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa
precedida de Retro-Transcripcion), la cual fue realizada en la Unidad de
Microbiologia del Departamento de Patobiologia de la Facultad de Veterinaria
(Udelar). Mientras que los animales controles fueron caninos que concurrieron a
consulta y se decidié su eutanasia por causas no infecciosas y con ausencia de
antecedentes de signos neurolégicos de otro origen.

La adquisicion y el seguimiento de los pacientes enfermos fue realizada en un
periodo de tiempo de 26 meses.

A cada uno de los animales enfermos, se les realizé el examen fisico general y el
examen neuroldgico, con un registro sistematico de las observaciones clinicas a lo
largo del proceso de la enfermedad. A cada animal se le realizé un seguimiento
clinico de forma semanal y la terapéutica sintomatica necesaria. Se registraron los
signos clinicos mas relevantes tanto sistémicos como neuroldgicos, para asi llevar
un control de la evolucion de la enfermedad (Anexo 1). El tiempo de duracion del
seguimiento clinico de los animales enfermos fue de un maximo de 3 meses.
Algunos animales durante ese periodo de tiempo murieron de forma espontanea y
a otros cuyo pronéstico fue poco alentador, fue necesario someterlos a eutanasia,
mientras que el resto continuaron vivos mas alla del tiempo final del seguimiento.
La eutanasia fue realizada por sobredosis barbitirica via endovenosa, previa
sedacion con Xilacina (1 mg/Kg) o Acepromacina (5 mg/Kg), de acuerdo con el
protocolo aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales de la FVET-
Udelar (protocolo CEUA FVET-Udelar N° 320/16).
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Se tomaron en cuenta los diferentes signos clinicos del Distemper canino, para
catalogarlos en: presentes o0 ausentes. Dentro de los signos respiratorios se evalué
la existencia de secrecidn ocular y/o nasal, dentro de los signos digestivos, se valoré
la presencia de diarrea y dentro de los signos dermatoldgicos, se consideré la
presentacion de hiperqueratosis nasal y/o plantar. Los signos neurologicos fueron
divididos en mioclonias, convulsiones, ceguera, signos medulares, signos
vestibulares y signos clinicos sugerentes de encefalitis (ellos son marcha
compulsiva, vocalizaciones y presion de la cabeza contra objetos).

Se clasificaron los signos clinicos neuroldgicos en funcion de su inicio en agudos y
cronicos. Los animales clasificados como agudos desarrollaron signos neurolégicos
en las primeras 72 horas posteriores al inicio de la enfermedad, mientras que
aguellos animales que los presentaron mas alla de ese tiempo fueron clasificados
como cronicos.

Los propietarios de los animales dieron su consentimiento por escrito para autorizar
la participacion de sus mascotas en este estudio.

Tabla 1. Criterio clinico empleado para el diagnéstico de Distemper canino.

DIGESTIVOS RESPIRATORIOS NEUROLOGICOS DERMATOLOGICOS  OTROS
Vémitos Secrecion Nasal Mioclonias Hiperqueratosis Fiebre
Nasal
Anorexia Secrecion Ocular Convulsiones Hiperqueratosis
Plantar
Disorexia Tos Ceguera Pdstulas en
Region Ventral de
Abdomen
Diarrea Disnea Marcha compulsiva
Murmullo Vesicular Vocalizaciones
Aumentado
Reflejo Tusigeno Presion de la
Positivo cabeza contra
objetos

Signos Medulares

Signos Vestibulares
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5.2 — AUuTOPSIA

Como se comento, los animales utilizados fueron sometidos a eutanasia cuando su
pronéstico fue de muerte inminente debido a su mal estado general, o fueron
remitidos por sus propietarios inmediatamente de su muerte espontanea. Dentro de
las 24 horas posteriores a su muerte se les realizo la autopsia. Durante la misma se
hizo la descripcién escrita de lo observado, el registro fotografico y se tomaron
muestras de tejido pulmonar y de sistema nervioso central (SNC), dentro de este
altimo, las muestras recolectadas fueron de cerebro, cerebelo, tronco encefalico y
primeros segmentos cervicales de la médula espinal. El cerebro y el cerebelo de
cada animal fueron cortados en forma sagital, guardando en freezer a -86°C el
hemisferio izquierdo para su utilizacién en las pruebas de diagnostico molecular.
Mientras que el hemisferio derecho junto con la médula espinal, fueron colocados
en una solucion de formol tamponado al 10% durante 48 horas, seguido de 3
lavados en alcohol 70° GL con 24 horas de diferencia entre ellos, para su posterior
inclusion en parafina y procesamiento histopatol6gico e inmunohistoquimico. Las
muestras de tejido pulmonar se obtuvieron de mdultiples I6bulos, incluyendo los
I6bulos caudales, tanto izquierdo como derecho, fijdndolas en una solucion de
formol tamponado al 10% para su posterior procesamiento histopatolégico (ver
Anexo Xll la publicacion de Feijéo et al. 2019 en Brazilian Journal of Veterinary
Pathology, surgida a partir de los hallazgos en las muestras de pulmoén de estos
animales).

Al momento de la autopsia se hizo la recoleccion de fluido cerebroespinal mediante
puncion a través del espacio existente en la cara ventral de la articulacion atlanto-
occipital, el rendimiento de la toma de muestra dependi6 del tamafio del animal,
recolectandose entre 0.5 y 3 mL desde la cisterna magna. Se mantuvo refrigerado
para su posterior utilizacion en las pruebas de diagndstico molecular.

5.3 —HISTOPATOLOGIA

Posteriormente al tiempo de fijacién, el hemisferio derecho (tanto cerebro como
cerebelo) fue seccionado en forma transversal en 5 zonas diferentes vy
estandarizadas (segun Veterinary Anatomy - University of Minnesota
http://vanat.cvm.umn.edu/brainsect/levels.html?1). Ellas fueron: I6bulo frontal,
hipotalamo intermedio, coliculo rostral, pedinculo cerebeloso rostral y nucleo olivar.
Finalmente fueron tomadas de referencia para la interpretacion de los resultados,
las zonas de hipotalamo intermedio y pedunculo cerebeloso rostral, por ser las
regiones donde se observaron mayor niumero, extension y severidad de las lesiones
causadas por el VDC.
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Dichas muestras incluyendo tejido pulmonar y médula espinal, fueron procesadas
mediante el método habitual de inclusiébn en parafina (Anexo Il) y se prepararon
cortes seriados de 5 pm de espesor. Para realizar los estudios histopatolégicos se
tiferon todas las laminas con Hematoxilina y Eosina (H&E) (Anexo lll) para su
posterior observacién microscopica, y las laminas de SNC se tifieron ademas con
Luxol Fast Blue (LFB) para confirmar desmielinizacion (Anexo 1V).

A partir de las muestras de SNC seleccionadas se prepararon 3 cortes seriados de
cada bloque, se obtuvieron asi, 3 ldminas consecutivas para tefiir una de ellas con
H&E, la otra con LFB y la tercera para realizar la IHQ usando anticuerpo primario
contra VDC detectando asi la presencia del antigeno viral.

Los preparados histolégicos provenientes de cada una de las secciones, tefidas
con H&E, fueron analizados buscando hallazgos histopatoldgicos compatibles con
lesiones causadas por el VDC. Cada lamina fue observada al microscopio durante
3 dias consecutivos, para verificar la repeticion de los mismos hallazgos. Ademas,
fueron evaluadas por dos observadores diferentes de forma independiente para
luego comparar los resultados encontrados. Los parametros evaluados en las
diversas secciones del SNC incluyeron zonas de desmielinizacion, necrosis,
meningitis, gliosis, manguitos perivasculares, hemorragia y cuerpos de inclusion
(tanto intranucleares como intracitoplasmaticos).

Las lesiones se cuantificaron segun su observacion en: ausentes (0), leves (+)
cuando fueron encontradas hasta en un 10% del area visualizada, moderadas (++)
entre 11 — 79% del area, y severas (+++) entre 80 — 100% del area evaluada. Con
respecto a la visualizacion de los cuerpos de inclusion, su clasificacion se realizé en
funcién a la cantidad de ellos observados en 5 campos visuales diferentes, siendo
dividida en: ausentes (0), unico (+), moderada cantidad (++) y numerosos (+++).

Las lesiones histopatoldgicas fueron clasificadas en 3 etapas diferentes, aguda,
subaguda y cronica, basado en criterios previamente establecidos (Vandevelde et
al. 1981). De tal forma que las lesiones agudas fueron caracterizadas por
vacuolizacion focal, gliosis leve y cuerpos de inclusién sin desmielinizacion. Las
lesiones subagudas fueron diferenciadas por desmielinizacién, gliosis moderada,
cuerpos de inclusién, necrosis y manguitos perivasculares con 2 o 3 capas de
células mononucleares. Mientras que las lesiones cronicas fueron similares a la
etapa subaguda, pero los manguitos perivasculares fueron mas prominentes
observandose mas de 3 capas de infiltracion mononuclear.
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5.4 — INMUNOHISTOQUIMICA

Se realiz6 a partir de las secciones de tejidos incluidos en parafina, se montaron en
portaobjetos positivados y se dejaron over-night a 37°C. Fue realizada mediante la
técnica del complejo Avidina — Biotina — Peroxidasa (ABC), para detectar el antigeno
viral contra el VDC usando un anticuerpo monoclonal diluido en 1:250, siguiendo las
recomendaciones del fabricante (BIO-RAD®) (ver Anexo V). Para ello se utilizaron
de cada animal, las zonas del cerebro y cerebelo en las cuales fue observada mayor
lesion durante el estudio histopatoldgico. La inmunoreactividad positiva indicando la
union antigeno — anticuerpo fue confirmada mediante la incubacion de las laminas
con el cromogeno 3,3 — diaminobencidina — tetrahidrocloruro (DAB) y los
portaobjetos se contra-tifieron con Hematoxilina de Mayer. Los controles negativos
se realizaron utilizando secciones duplicadas en las que se utiliz6 PBS en lugar del
anticuerpo primario. El grado de inmunoreactividad fue evaluado en base a la
presencia o ausencia de reaccion, asi como en base a la extension de la misma.

5.5 — ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los datos previamente descritos, fueron utilizados estadisticos de
frecuencias para las variables categoricas (sexo, raza, plan de vacunacion, inicio de
signos clinicos, sobrevida). Para verificar si existia asociacion entre las variables
categoricas se utilizd la prueba de Chi cuadrado (X?) y el Test exacto de Fisher.
Para ello se usO el software estadistico computacional R Core Team 2020 (A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/). Se utilizé un intervalo
de confianza de 95% vy el nivel de significancia fue de p < 0.05. Posteriormente se
estudio la asociacion estadistica entre las variables analizadas, usando regresion
logistica.
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6. RESULTADOS
6.1 — ANIMALES VIVOS Y MUERTOS

De los 48 caninos a los que se les realizo el seguimiento clinico, 20 permanecieron
vivos durante el estudio, mientras que a 28 animales se les realiz6 la autopsia. De
estos ultimos, algunos se tuvieron que descartar por diferentes motivos y para el
andlisis final se incluyeron 19 animales, 7/19 (37%) murieron espontdneamente,
mientras que a 12/19 (63%) se les practicé eutanasia debido al pobre prondstico y
al mal estado general. Sus edades oscilaron entre 2 meses a 10 afos. De ellos,
13/19 (68%) eran de raza indefinida, 9/19 (47%) eran hembras y 10/19 (53%) eran
machos. En referencia al estado de vacunacion de estos animales, 5 de ellos habian
sido vacunados en diferentes momentos antes de su muerte.

Los animales que permanecieron vivos representaron el 51% de los animales
utilizados, de ellos, 17/20 (85%) no tenian raza definida, 14/20 (70%) eran hembras
y 6/20 (30%) eran machos. Con respecto al estado de vacunacion de estos animales
Vivos, 6 presentaban vacunas al dia (habiendo recibido la vacunacion dentro del
altimo afio), 6 habian sido vacunados en algin momento de su vida y 8 de ellos
nunca habian sido vacunados. El rango de edades de los recuperados fue entre 3
meses y 6 afos.

De los 7 animales que se seleccionaron inicialmente como controles, se descartaron
3 debido a que, pese a no haber muerto por enfermedad neurolégica, presentaban
cambios histopatol6gicos compatibles con desmielinizacién. El rango de edades de
los controles fue de 2 meses a 14 afios.

En el Cuadro | se muestra el analisis descriptivo de los 39 animales enfermos con
Distemper canino incluidos en el proyecto, tanto los 20 animales que permanecieron
vivos como los 19 que murieron. Teniendo en cuenta el desarrollo del sistema
inmunoldgico, se los clasific6 en menores de 6 meses y mayores de 6 meses, de
este resultado se desprende que, de los 39 perros, el 59% fueron mayores de 6
meses.

Los datos descriptivos referentes a los distintos signos clinicos presentados por el
total de los animales se detallan en el Cuadro II, alli también se observa la
clasificacion del inicio de los signos clinicos neurol6gicos (esto es sobre la base de
37 animales ya que en 2 de ellos no se pudo determinar la fecha de su comienzo).

Los signos sistémicos caracterizados por diarrea, vOmitos, tos, secreciones nasales
y oculares, descamacion de piel, pustulas abdominales e hiperqueratosis nasal y
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plantar, ya sean aislados o combinados, fueron presentados por la totalidad de los
animales.

Cuadro | Cuadro 1l
VARIABLE N = 39! VARIABLE N = 37"
Sexo Signos clinicos
Hembra 23 (59%) Agudo 8 (22%)
Macho 16 (41%) Crobnico 29 (78%)
Raza N = 39!
Indefinida 30 (77%) Mioclonias 32 (82%)
Pura 9 (23%) Convulsiones 10 (26%)
Vacunados 17 (44%) Sugerente Encefalitis 20 (51%)
Vivos 20 (51%) Signos medulares 23 (59%)
Edad (> 6 meses) 23 (59%) Ceguera 3 (7.7%)
! Estadistica presentada: mediana (IQR); n (%). Nistagmo 2 (5.1%)
Marcha en circulo 1 (2.6%)
Signos sistémicos 39 (100%)

1 Estadistica presentada: mediana (IQR); n (%).

*en 2 animales no fue posible determinar la fecha
de inicio de los signos clinicos.

Se realiz6 un analisis de asociacion entre la sobrevida de los animales con
diferentes variables como edad, sexo, raza y estado de vacunacion. En el Cuadro
[l se muestran dichos resultados, encontrando una diferencia significativa (p =
0.016) en la sobrevida de los animales en funcion de su edad, siendo los
sobrevivientes mayores de 6 meses. Ademas, se encontr6 una tendencia
estadistica a la sobrevivencia en los animales vacunados (p = 0.072), siendo los
vacunados el 60% de los sobrevivientes.

No se encontrd asociacion estadistica entre sobrevida y sexo, ni entre sobrevida y
raza.
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Cuadro Il

Animales Animales

VARIABLE N muertos vivos Valor p?
N = 19} N = 20*
Edad (> 6 meses) 23 7 (37%) 16 (80%) 0.016
Sexo 39 0.3
Hembra 9 (47%) 14 (70%)
Macho 10 (53%) 6 (30%)
Raza 39 0.3
Indefinida 13 (68%) 17 (85%)
Pura 6 (32%) 3 (15%)
Vacunados 17 5 (26%) 12 (60%) 0.072

1 Estadistica presentada: n (%).
2 Pruebas estadisticas realizadas: X2; Test exacto de Fisher.

En el Cuadro IV se buscé la magnitud de la asociacion estadistica entre la sobrevida
de los animales, el inicio de los signos clinicos neuroldgicos y el estado de
vacunacioén, considerando todas las variables descritas previamente. El resultado
muestra la existencia de correlacion estadistica entre las variables edad y sobrevida
(OR =10.0; IC 95% = 1.72, 92.8; p = 0.019).

Cuadro IV
Sobrevida Inicio Signos clinicos Vacunados
VARIABLE
OR! 95% IC! valorp OR! 95% IC! valorp OR! 95% IC! valorp
Vacunados 1.14 0.16 7.73 0.9 0.61 0.08 451 0.6

Signos clinicos

Agudo

Cronico 1.14 0.12 11.6 =>0.9 0.53 0.06 4.28 0.5

Edad (> 6 meses) 10.0 1.72 92.8 0.019 0.66 0.07 5.09 0.7 414 0.68 354 0.14

Mioclonias 0.28 0.01 6.13 0.5 240 0.19 332 05 0.00 >0.9

Convulsiones 0.34 0.03 249 0.3 3.14 034 76.2 0.4 0.26 0.01 2.11 0.3

Sugerente 0.17 0.02 0.91 0.053 1.35 0.20 962 08 072 0.12 437 0.7
Encefalitis
Vivos 1.27 015 103 0.8 1.32 020 872 0.8

10R = Odds Ratio; IC = intervalo de confianza.
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La presentacion de los signos clinicos en funcion de la sobrevida de los animales
se muestra en el Cuadro V, observandose una diferencia significativa (p = 0.016)
entre la presencia de signos clinicos sugerentes de encefalitis y la sobrevida de los
animales, el 74% de los muertos presentaron signos sugerentes de encefalitis, en
cambio para el grupo de sobrevivientes solo los presentaron el 30%.

Ademas, en este estudio no hubo una asociacién estadistica entre el inicio de los
signos clinicos neurolégicos y la sobrevida de los animales.

Cuadro V
Animales Ani_males Valor
VARIABLE N muertos vivos 2
N=19t N=20t P
Signos clinicos 37* 0.7
Agudo 3(17%) 5 (26%)
Cronico 15 (83%) 14 (74%)
Mioclonias 39 17(89%) 15(75%) 0.4
Convulsiones 39 7 (37%) 3 (15%) 0.2
Sugerente Encefalitis 39 14 (74%) 6 (30%) 0.016
Signos medulares 39 10(53%) 13(65%) 0.6
Ceguera 39 2(11%) 1(5.0%) 0.6
Nistagmo 39 2(11%) 0 (0%) 0.2
Marcha en circulo 39 1(5.3%) 0 (0%) 0.5

1 Estadistica presentada: n (%).
2 Pruebas estadisticas realizadas: X?; Test exacto de Fisher.

*en 2 animales no fue posible determinar la fecha de inicio de los signos clinicos.
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Por otro lado, se buscé la existencia de una asociacion estadistica entre los
animales no vacunados y vacunados en funcién de distintas variables como el inicio
de la enfermedad neuroldgica y la presencia de cada signo clinico neuroldgico
presentado separadamente.

En el Cuadro VI se observa diferencia significativa (p = 0.030) en la correlacion entre
la vacunacién de los animales y la presencia de mioclonias, es decir, de los animales
no vacunados, el 95% presentaron este signo clinico, mientras que lo present6 un
65% de los animales vacunados.

Cuadro VI
Animales Animales
VARIABLE N Vacu'\:]%dos VaNcu_nf;Jlos Valor
N = 22} B
Signos clinicos 37* 0.3
Agudo 3 (14%) 5 (31%)
Cronico 18 (86%) 11 (69%)
Mioclonias 39 21 (95%) 11 (65%) 0.030
Convulsiones 39 7 (32%) 3 (18%) 0.5
Sugerente Encefalitis 39 14 (64%) 6 (35%) 0.2
Signos medulares 39 13 (59%) 10 (59%) >0.9
Ceguera 39 3 (14%) 0 (0%) 0.2
Nistagmo 39 1 (4.5%) 1(5.9%) >0.9
Marcha en circulo 39 0 (0%) 1 (5.9%) 0.4

1 Estadistica presentada: n (%).
2 Pruebas estadisticas realizadas: X?; Test exacto de Fisher.

*en 2 animales (uno del grupo No vacunados y otro del grupo Vacunados) no fue posible determinar la fecha
de inicio de los signos clinicos.
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Se busco la existencia de asociacion estadistica entre el inicio de los signos clinicos
neurologicos y diferentes variables como: sobrevida, edad, sexo, raza, estado de
vacunacion y cada signo neurolégico.

En el Cuadro VII se muestra que no hubo diferencias significativas entre estas
variables.

Cuadro VI
VARIABLE N Al\clagglo CEENZ';O V%'Zor
Vivos 20* 5 (62%) 14 (48%) 0.7
Edad (> 6 meses) 23 6 (75%) 17 (59%) 0.7
Sexo 37 0.11
Hembra 7 (88%) 15 (52%)
Macho 1 (12%) 14 (48%)
Raza 37 0.6
Indefinida 7 (88%) 21 (72%)
Pura 1 (12%) 8 (28%)
Vacunados 17* 5 (62%) 11 (38%) 0.3
Mioclonias 37 6 (75%) 26 (90%) 0.3
Convulsiones 37 1 (12%) 9 (31%) 0.4
Sugerente Encefalitis 37 3 (38%) 16 (55%) 0.4
Signos medulares 37 6 (75%) 17 (59%) 0.7
Ceguera 37 0 (0%) 3 (10%) >0.9
Nistagmo 37 0 (0%) 2 (6.9%) >0.9
Marcha en circulo 37 0 (0%) 1 (3.4%) >0.9

1 Estadistica presentada: n (%).
2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.

*en uno de los animales no fue posible determinar la fecha de inicio de los signos clinicos.
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6.2 — ANIMALES MUERTOS: VACUNADOS

Dentro de este grupo hubo 5 caninos que habian sido vacunados entre 7 dias y 22
meses antes de su muerte, utilizando una vacuna combinada comercial. El rango
de edades fue de 2 meses a 5 afos, incluyendo 3 hembras y 2 machos, todos de
diferentes razas. La muerte se produjo entre 5 a 40 dias después de iniciar la
presentacion de los signos clinicos neuroldgicos caracteristicos del Distemper
canino.

Signos clinicos

Todos los animales presentaron, uno 0 mas signos clinicos caracteristicos de
afectacion de los sistemas digestivo, respiratorio y dermatoldgico junto a los signos
neurologicos. Tres presentaron signos sistémicos de la enfermedad entre 8 y 50
dias antes de presentar los signos neurolégicos, mientras que 2 animales
presentaron en forma simultdnea los signos sistémicos y neuroldgicos.

El signo clinico neurolégico predominante fue la presencia de mioclonias, tanto
localizadas como generalizadas, que se confirmé en 4 de los 5 animales. Seguido
por signos sugerentes de encefalitis y signos medulares que se encontraron en 3
de ellos. La afectacion de la médula espinal fue caracterizada clinicamente por
paresia o cuadriplejia. Convulsiones motoras y psicomotoras, generalizadas o
parciales, se pudieron ver en 2 animales.

La aparicion de los signos neurolégicos en todos los animales fue gradual con un
curso crénico progresivo.

En la Tabla 2 se muestran los signos clinicos neuroldgicos presentados por este
grupo.

Por detalles del seguimiento clinico de los animales de este grupo ver Anexo VI.
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Tabla 2. Datos agrupados de animales vacunados.

Caso N° Vacunacion  Inicio signos Inicio signos Signos clinicos
Sexo previaala sistémicos neurolégicos  neurolégicos
Edad muerte (dias) previoala previo a la

muerte (dias) muerte (dias)
1
Hembra 7 5 5 convulsiones
2 meses
2 Mioclonias
Hembra 27 15 7 Encefalitis
3 meses Cuadriplejia
3 Mioclonias
Macho 55 90 40 Cuadriplejia
13 meses Nistagmo
4 Mioclonias
Hembra 335 25 8 Encefalitis
24 meses Paresia
5 Mioclonias
Macho 670 25 25 Encefalitis
60 meses Convulsiones

Marcha en circulo

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.

Autopsia — Cambios macroscopicos del SNC

En 3 animales se encontré congestion con adherencia y engrosamiento de las
meninges, asi como congestion y aumento de volumen de la masa encefalica
evidenciado por el achatamiento de las circunvoluciones cerebrales a causa del
aumento de presién intra-craneana. En un animal (caso 5) fue hallado el |6bulo
frontal izquierdo hemorragico y con zonas de malacia, mientras que las meninges
se encontraban congestivas, engrosadas y adheridas. En el caso 1, no se
evidenciaron cambios macroscopicos.

Histopatologia e Inmunohistoquimica

En los 5 animales, los principales hallazgos histopatolégicos tanto en cerebro como
en cerebelo se dividieron en: desmielinizacion, gliosis, meningitis, necrosis,
manguitos perivasculares y cuerpos de inclusion.
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El hallazgo histopatologico méas caracteristico fue la desmielinizacion, confirmada
por la disminucion de la tincion con LFB en las areas de sustancia blanca del SNC
(Fig. 2A-B). En las regiones de cerebro con desmielinizacion, ademas, se detectod
por IHQ la presencia de antigenos virales de Distemper canino en astrocitos (Figs.
2C-D y 3), observandose también necrosis con abundante presencia de células de
Gitter, mientras que en las lesiones mas severas se observé neoformacion de vasos
sanguineos. De acuerdo con estos resultados, la desmielinizacion progreso en el
parénquima cerebral desde la region periventricular y desde areas perivasculares.
Acompafando estos cambios, se identificaron también zonas de gliosis,
principalmente astrocitosis.

Fig. 2. Preparados histolégicos pareados del Caso 3. A: se observa desmielinizacioén en parénquima
cerebral debajo del ventriculo lateral. H&E, 100x. B: la desmielinizacion se evidencia por la pérdida
de coloracion azulada caracteristica de la mielina. LFB, 100x. C: se observa inmunomarcacion
contra el VDC en el parénquima cerebral sub-ventricular. IHQ contra el VDC, 100x. D: mayor
aumento del preparado C donde se observa inmunomarcacion contra el VDC en las células
ependimarias, neuronas y astrocitos. IHQ contra el VDC, 400x.
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Fig. 3. Caso 2. Inmunomarcacioén contra el VDC en astrocitos del parénquima cerebral en foco de
desmielinizacién. IHQ contra el VDC, 400x.

Con respecto a los hallazgos en las meninges, en todos los animales, se confirmé
leptomeningitis, detectdndose abundantes linfoplasmocitos con inmunomarcacion
contra el VDC en su citoplasma y nucleo, asi como alrededor de los vasos
sanguineos en la piamadre, ademas, se confirmé desmielinizacion y necrosis de las
zonas del parénquima cerebral en contacto con las areas de meningitis (Figs. 4 y
5).

Fig. 4

Fig. 4. Caso 2. Inmunomarcacion contra el VDC alrededor del vaso sanguineo de la piamadre

cerebelosa. IHQ contra el VDC, 100x.
Fig. 5. Caso 2. Inmunomarcacion contra el VDC intravascular y perivascular de la piamadre

cerebral. IHQ contra el VDC, 400x.
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Se detectaron manguitos perivasculares en 4 de estos casos, tanto en el
parénquima cerebral como en el cerebeloso. La infiltracién linfoplasmocitica
perivascular fue de 2 a 3 capas de espesor en los casos 1, 4 y 5, siendo de mas de
3 capas en el caso 3 (Figs. 6y 7).
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Fig. 6. Caso 3. Manguitos perivasculares en el parénquima cerebral. H&E, 100x.
Fig. 7. Caso 3. A mayor aumento, se observa la presencia de varias capas de linfoplasmocitos que
llegan desde el torrente sanguineo a la zona agredida. H&E, 400x.

En 4 de estos animales, se confirmd tanto en la sustancia blanca como en la
sustancia gris del parénquima cerebral, asi como en la sustancia blanca y capas
granulosa y molecular de la corteza cerebelosa, la presencia de los tipicos cuerpos
de inclusion intranucleares e intracitoplasmaticos del VDC. También se confirmaron
cuerpos de inclusién en las células gliales, ependimarias y neuronas (Figs. 8 y 9),
siendo siempre mas abundantes en los astrocitos.
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Fig. 8. Caso 3. Mayor aumento de la Fig. 2A. Cuerpos de inclusion (flechas) en las células
ependimarias. H&E, 400x.
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Fig. 9. Caso 3. Cuerpo de inclusion intranuclear (flecha) en parénquima cerebeloso. H&E, 400x

Los principales hallazgos en el cerebelo de los casos 2 y 3, fueron necrosis cortical
con meningitis y la presencia de intensa inmunomarcacién contra el VDC,
confirmandose que el virus invadié desde la piamadre hasta llegar a las capas
profundas de la corteza cerebelosa, detectando inmunoreactividad en diferentes
tipos celulares, especialmente en las células de Purkinje (Fig. 10).
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En todos los animales se confirmo una notoria pérdida de células de Purkinje, sobre
todo en aquellas areas donde se encontré6 mayor desmielinizacion de la sustancia
blanca subyacente y severa necrosis cortical de la corteza cerebelosa.

Fig. 10. Caso 2. Cortes consecutivos de corteza cerebelosa. A: debajo de la inflamacion de la
piamadre se observa una lesion necrética de la corteza cerebelosa. H&E, 100x. B: se observa un
foco con intensa inmunomarcacion contra el VDC que pasa de la piamadre a la corteza cerebelosa
necrética. IHQ contra el VDC, 100x.

La inmunomarcacién contra el VDC se confirmdé en grupos neuronales del cerebro
y el cerebelo, siendo especialmente marcada en el pericario, asi como en las
dendritas y el axén (Fig. 11).
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Fig. 11. Caso 3. A: inmunomarcacion contra el VDC en grupos de neuronas de la corteza cerebral.

IHQ contra el VDC, 100x. B: se detecta inmunomarcacion contra el VDC en axones y dendritas de
neuronas piramidales de la corteza, asi como en astrocitos. IHQ contra el VDC, 400x.
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Se encontrg intensa inmunomarcacion en células epiteliales y vasos sanguineos del
plexo coroideo. Ademas, algunas células mononucleares (principalmente linfocitos)
también presentaban inmunomarcacion contra el VDC tanto en la luz de los vasos
sanguineos como en el entorno perivascular en la piamadre y el parénquima (Fig.
12).

Segun la clasificacion histopatologica los casos 1, 2, 4, y 5 fueron incluidos como
casos subagudos de la enfermedad, mientras que el caso 3 fue clasificado como
cronico.

Por detalle de los resultados referente a los hallazgos histopatoldgicos y los signos
clinicos neurolégicos identificados en este grupo, ver Anexo VII.

Fig. 12. Caso 4. Inmunomarcacion contra el VDC en las células endoteliales y la pared de un vaso
sanguineo del parénquima cerebral. IHQ contra el VDC, 400x.
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6.3 — ANIMALES MUERTOS: NO VACUNADOS

Dentro de este grupo hubo 14 caninos cuyo rango de edades fue de 2 meses a 10
afos, incluyendo 6 hembras y 8 machos, 12 de ellos sin raza definida, un perro raza
Pitbull y otro Border collie. La muerte se produjo entre 3 a 44 dias después de
mostrar los signos clinicos neuroldgicos caracteristicos del Distemper canino.

Signos clinicos

Todos ellos presentaron durante el seguimiento médico, uno o0 mas signos clinicos
caracteristicos de afectacion de los sistemas digestivo, respiratorio y dermatoldgico
junto a los signos neurolégicos. Ocho caninos presentaron signos sistémicos de la
enfermedad entre 9 a 37 dias antes de presentar los signos neurolégicos, mientras
que 4 animales presentaron en forma simultdnea los signos sistémicos y
neurolégicos. En 2 animales no fue posible obtener el registro del inicio de los signos
clinicos sistémicos.

El signo neuroldgico mas frecuente fue la presencia de mioclonias, tanto localizadas
como generalizadas, que se observo en 13 caninos. Seguido por signos sugerentes
de encefalitis en 11 animales, caracterizada clinicamente por vocalizacion, presion
de la cabeza contra objetos y marcha compulsiva. La afectacién de la médula
espinal representada clinicamente por paresia y cuadriplejia, fue encontrada en 7
animales. Convulsiones motoras y psicomotoras, generalizadas o parciales, se
pudieron ver en 5 animales. De forma menos frecuente se observo ceguera (en 2
casos) y nistagmo (en 1 caso).

Tres animales tuvieron un inicio de los signos neurolégicos de forma aguda,
mientras que 10 fueron clasificados como crénicos progresivos. En uno de ellos no
fue posible obtener datos del inicio de los signos neurolégicos.

En la Tabla 3 se muestran los signos clinicos neuroldgicos presentados por este
grupo.

30



Tabla 3. Datos agrupados de los animales no vacunados.

Caso N° Inicio signos Inicio signos Signos clinicos

Sexo sistémicos previo  neurologicos previoa neurologicos

Edad a la muerte (dias) la muerte (dias)

6 Mioclonias

Hembra 20 9 Copnisionies

o Encefalitis
Cuadriplejia

7 Mioclonias

30 15

Macho Cuadriplejia

3 meses

8 Mioclonias

Hembra 30 10 Encefalitis

3 meses Paresia
Mioclonias

Ei . 10 10 Convulsiones

3em = Encefalitis

meses :

Paresia

10 Mioclonias

Hembra 52 27 Encefalitis

3 meses

11 Mioclonias

Macho 36 27 Encefalitis

3 meses

12 Mioclonias

Hembra 40 3 Encefalitis

4 meses

13

Macho ND ND Encefalitis

4 meses

Continta en la siguiente hoja.
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Continuacién Tabla 3. Datos agrupados de los animales no vacunados.

Caso N° Inicio signos Inicio signos Signos clinicos
Sexo sistémicos previo  neurologicos previoa neurologicos
Edad a la muerte (dias) la muerte (dias)
14 Mioclonias
Macho 44 - Convulsiones
4 meses &
Encefalitis
15 Mioclonias
Hembra ND 3 Convulsiones
5 meses
Mioclonias
16 Convulsiones
Macho 10 10 Encef-aliti_s.
b s as Cuadriplejia
Ceguera
Nistagmo
17 Mioclonias
53 25
Macho Encefalitis
10 meses
18 Mioclonias
Macho 4 4 Cuadriplejia
11 meses Ceguera
19 Mioclonias
Macho 4 3 Encefalitis
120 meses Cuadriplejia

Abreviacion: ND. no dato.

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.

Autopsia — Cambios macroscoépicos del SNC

En 11 animales se describe de moderada a severa congestion meningoencefalica
con adherencias y engrosamiento de las meninges, asi como achatamiento de las
circunvoluciones cerebrales debido a la congestiébn y edema, y al consecuente
aumento de volumen y presion de la masa encefélica dentro del craneo. Un animal
(caso 15) presenté hemorragia focalmente extensa de los |6bulos occipitales. En 2
animales no se observo ningn cambio macroscopico en el SNC (casos 7 y 18).

Histopatologia e Inmunohistoquimica

También en este grupo, la principal lesion encontrada tanto en cerebro como en
cerebelo fue la desmielinizacion, la que se confirmo con LFB (Fig. 13A-C). La
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pérdida de mielina en el parénquima cerebral fue el factor comdn en todos los
animales y en 5 casos, ésta se acompafné de gliosis. Ademas, en el cerebro se
confirmé abundancia de cuerpos de inclusion intranucleares e intracitoplasmaticos
en células gliales y ependimarias, junto a células con intensa inmunomarcacion
contra antigenos del VDC (Fig. 13B-D). Esta desmielinizacion se incrementaba en
regiones perivasculares de la microcirculacién y en las zonas periventriculares,
generalmente acompafiada de inmunomarcacion positiva contra el VDC en
neuronas, células ependimarias y vasos sanguineos del plexo coroideo (Fig. 14).
En un mismo animal (caso 12) se confirmaron mdltiples focos de necrosis del
parénguima cerebral, con satelitosis y gran numero de células de Gitter (Fig. 15).

Fig. 13. Caso 16. Preparados histolégicos de cortes consecutivos de cerebro. A: se observa
desmielinizacion del parénquima. H&E, 100x. B: mayor aumento del preparado A, se observan
cuerpos de inclusion (flechas) y gliosis en las zonas de desmielinizacion. H&E, 400x. C: la
desmielinizacion se identifica por la pérdida de coloracion azulada caracteristica de la mielina. LFB,
100x. D: se detect6 inmunomarcacion positiva al VDC en la misma area. IHQ contra el VDC, 100x.
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Fig. 14. Caso 19. Preparados histolégicos de cortes consecutivos de cerebro. A: se observa
desmielinizacion del parénquima debajo del ventriculo lateral. H&E, 100x. B: la desmielinizacion se
identifica por la pérdida de coloracién azul. LFB, 100x. C: inmunomarcacion positiva al VDC en la
misma area del parénquima cerebral subventricular. IHQ contra el VDC, 100x.

Fig. 15. Caso 12. Obsérvese detalle de satelitosis en el parénquima cerebral. H&E, 400x.

En la sustancia blanca cerebelosa se confirmé desmielinizacién acompafada de
cuerpos de inclusién (intranucleares y/o intracitoplasmaticos) y gliosis en todos los
animales. En estas areas, la inmunomarcacién contra el VDC se expandia desde la
sustancia blanca hacia la capa granulosa (Fig. 16), confirmandose necrosis y
abundante presencia de células de Gitter en el parénquima cerebeloso en 9
animales.

En todos los animales se observé marcada pérdida de células de Purkinje, sobre
todo en aquellas areas donde se habia confirmado también una desmielinizacion
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mas severa de la sustancia blanca subyacente y acompafada de necrosis cortical
cerebelosa. Ademéds, las células de Purkinje frecuentemente contenian intensa
inmunomarcacion contra el VDC (Fig. 17).

G R T o
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Fig. 16. Caso 8, cerebelo. Inmunomarcacion positiva contra el VDC invadiendo desde la sustancia
blanca del cerebelo hacia la piamadre. Se observan cambios en la corteza inferior, pero no en la parte
superior. IHQ contra el VDC, 100x.

Fig. 17. Caso 11, cerebelo. Inmunomarcacioén positiva contra el VDC mostrando detalle de la intensa
positividad de las células de Purkinje. IHQ contra el VDC, 400x.

En todos los casos se confirmé leptomeningitis cerebelosa, observandose también
leptomeningitis en el cerebro de 13 de los casos estudiados. En las é&reas
inmediatamente por debajo de las zonas con meningitis severa, se observo intensa
desmielinizacion del parénquima cerebral.

En el parénquima cerebral de 7 animales y en el parénquima cerebeloso de 9
caninos se detectaron areas extensas repletas de manguitos perivasculares. La
infiltracion linfoplasmocitica perivascular fue de mas de 3 capas de espesor en 4 de
los casos estudiados.

En el parénquima cerebral de 2 animales (caso 6 y 17) y en el parénquima
cerebeloso del caso 15 (Fig. 18) se observaron zonas de hemorragia perivascular.

Segun la clasificacion histopatoldgica, 10 casos se clasificaron como subagudos y
4 fueron clasificados como cronicos.

Por detalle de los resultados referentes a los hallazgos histopatoldgicos y los signos
neurolégicos identificados en este grupo, ver Anexo VIII.
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Los animales utilizados como controles, en ningln caso presentaron los cambios
histopatolégicos descritos, ni la confirmacion por IHQ de inmunomarcacion contra
el VDC.

* 2 >
g 1 VR A

Fig. 18. Caso 15, cerebelo. Detalle de foco de hemorragia en la sustancia blanca del cerebelo.
H&E, 100x.

6.4 — ANIMALES MUERTOS AGRUPADOS (VACUNADOS Y NO VACUNADOS)
Signos clinicos

La aparicion de los signos neurolégicos fue aguda en 3 casos, gradual con un curso
cronico progresivo en 15 animales y en un caso no fue posible obtener datos del
inicio de los signos clinicos. Sin embargo, los signos neurologicos fueron
progresivos y multifocales en los 19 casos estudiados.

Hallazgos histopatolégicos descriptivos

A continuacion, se muestran en forma de graficos los resultados descriptivos de los
hallazgos histopatoldgicos (Figs. 19, 20, 21, 22, 23 y 24), se pueden observar por
separado las lesiones tanto en cerebelo como en cerebro de los animales
vacunados (n = 5), no vacunados (h = 14) y los animales agrupados (n = 19).

Por mas informacion referida a esta seccion, ver Anexo IXy X.
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DESMIELINIZACION
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Vacunados No Vacunados  Agrupados Vacunados No Vacunados Agrupados

Fig. 19. Histograma de barras mostrando la desmielinizacion observada tanto en cerebelo como en
cerebro.

MANGUITOS PERIVASCULARES
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Fig. 20. Histograma de barras mostrando los manguitos perivasculares observados tanto en cerebelo
como en cerebro.

CUERPOS DE INCLUSION
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Fig. 21. Histograma de barras mostrando los cuerpos de inclusion observados tanto en cerebelo
como en cerebro.
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GLIOSIS
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Fig. 22. Histograma de barras mostrando la gliosis observada tanto en cerebelo como en cerebro.

MENINGITIS
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Fig. 23. Histograma de barras mostrando la meningitis observada tanto en cerebelo como en cerebro.

HEMORRAGIA
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Fig. 24. Histograma de barras mostrando la hemorragia observada tanto en cerebelo como en
cerebro.
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Asociacion signos clinicos con hallazgos histopatoldgicos

A continuacion, se muestran los resultados del andlisis de asociacion estadistica
entre los 4 signos clinicos neuroldgicos predominantes en nuestros animales con
las lesiones histopatoldégicas como desmielinizacion, manguitos perivasculares y la
presencia de cuerpos de inclusién, tanto en cerebelo como en cerebro.

Por detalles de la asociacion de los signos clinicos que se presentaron con menor
frecuencia (ceguera, nistagmo y marcha en circulo) con las lesiones
histopatolégicas, ver Anexo Xl. No se encontraron asociaciones estadisticas entre
la presencia de alguno de esos signos clinicos con los hallazgos histopatoldgicos.

En el Cuadro VIII se muestra la asociacion de los signos clinicos predominantes con
la presencia de desmielinizacion en cerebelo y cerebro, observdndose una
tendencia a la asociacion estadistica entre mioclonias y desmielinizacion en
cerebelo (p = 0.14).

Cuadro VIl
Mioclonias Convulsiones Encefalitis Signos medulares
VARIABLE NO S1 valorp? NO SI valor p? NO SI valorp?  NO S1 valor p?
N=2! N=17 N=121 N=71 N=5! N=14 N=9' N=10
Desmielinizacion
Cerebelo 0.14 0.2 07 08
1 0 1 0 0 1 1 0
Leve (50%) (0%) (8.3%) (0%) (0%) (7.1%) (11%) (0%)
0 4 1 3 2 2 2 2
Moderado 0%)  (24%) (8:3%) (43%) (40%) (14%) (22%) (20%)
13 10 4 3
Severo (50%) (76%) (83%) (57%) (60%) (79%) (67%) (80%)
Desmielinizacion
Cerebro 05 =09 =0.9 =0.9
0 1 1 0 0 1 1 0
Leve 0%) (5.9%) (8.3%) (0%) 0%) (7.1%) (11%) (0%)
2
Moderado (100%) (41%) (50%) (43%) (60%) (43%) (44%) (50%)
0 9 5 4 2 7 4 5
Severo (0%)  (53%) (42%) (57%) (40%) (50%) (44%) (50%)

! Estadistica presentada: n (%).
2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.
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Por otro lado, se analizé la existencia de asociacion estadistica entre los signos
clinicos predominantes y la presencia de manguitos perivasculares en cerebelo y
cerebro. Dichos resultados se muestran en el Cuadro IX, observandose una
tendencia a la correlacion estadistica entre la presencia de signos clinicos
sugerentes de encefalitis y de manguitos perivasculares tanto en cerebelo (p = 0.14)
como en cerebro (p = 0.083).

Cuadro IX
Mioclonias Convulsiones Encefalitis Signos medulares
VARIABLE NO SI valorp? NO Sl valor p? NO SI valor p? NO SI valor p?
N=2! N=17' N=121 N=7' N=5' N=14! N=9' N=10'
Manguitos
Perivasculares 05 03 0.14 05
Cerebelo
; 0 6 3 0 6
Ausencia (0%) (35%) (25%) (43%) (0%) (43%) (22%) (40%)
Lova 2 6 4 4 3 5 4 4
(100%) (35%) (33%) (57%) (60%) (36%) (44%) (40%)
0 1 1 1 0 1
Moderada (0%)  (5.9%) (8.3%) (0%) (20%) (0%) (0%) (10%)
0 4 1 1
Severo 0%) (24%) (33%) (0%) (20%) (21%) (33%) (10%)
Manguitos
Perivasculares 02 0.6 0.083 0.2
Cerebro
; 0 8 6 2 2 6 2 6
Ausoliia (0%)  (47%) (50%) (29%) (40%) (43%) (22%) (60%)
{ oo 1 8 5 4 1 8 6 3
(50%) (47%) (42%) (57%) (20%) (57%) (67%) (30%)
1 0 0 1 1 0 1 0
Moderado (50%) (0%) (0%) (14%) (20%) (0%) (11%) (0%)
0 1 1 0 1 0 0 1
Severo (0%) (5.9%) (8.3%) (0%) (20%) (0%) (0%) (10%)

! Estadistica presentada: n (%).
2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.
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En el Cuadro X se muestra la asociacién de los 4 signos clinicos neuroldgicos
predominantes con la presencia de cuerpos de inclusién en cerebelo y cerebro,
observandose una tendencia a la asociacion estadistica entre la presencia de
convulsiones y de cuerpos de inclusién en el cerebro (p = 0.057). Asi como también
hay tendencia a la asociacion entre la manifestacion de signos medulares y la
presencia de cuerpos de inclusién en cerebelo (p = 0.068).

Cuadro X
Mioclonias Convulsiones Encefalitis Signos medulares
VARIABLE &5 4 valorp2. NO  SI  valorp? NO  SI  valorp? NO Sl  valorp?
N=2! N=17! N=121 N=7! N=5' N=141 N=9' N=10
Cuerpos de
Inclusion =09 05 06 0.068
Cerebelo
. 0 1 1 1 1
Ausencia (0%) (5.9%) (0%) (14%) (0%) (7.1%) (11%) (0%)
rgiz 2 8
Unico (100%) (65%) (75%) (57%) (100%) (57%) (89%) (50%)
0 4 0 4
Moderado 0%) (24%) (17%) (29%) (0%) (29%) (0%) (40%)
0 1 1 0 0 1 0 1
Numeroso 0%) (5.9%) (8.3%) (0%) (0%) (7.1%) (0%) (10%)
Cuerpos de
Inclusion =09 0.057 0.7 05
Cerebro
- 1 9 4 6 4
Ausencia (50%) (53%) (33%) (86%) (40%) (57%) (67%) (40%)
e 1 7 7 1 3 5 3 5
Unico (50%) (41%) (58%) (14%) (60%) (36%) (33%) (50%)
0 1 1 0 1 0 1
Moderado 0%) (5.9%) (8:3%) (0%) (0%) (7.1%) (0%) (10%)
0 0 0 0 0 0 0 0
Numeroso 0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

! Estadistica presenta'da: n (%).
2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.
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7. DISCUSION

En nuestra region son reportados frecuentemente brotes de Distemper canino tanto
en perros domésticos como en animales silvestres (Jara et al. 2007; Headley et al.
2012; Pinotti et al. 2012; Budaszewski, 2017).

Los valores de letalidad en nuestro estudio fueron de 49% y coinciden con lo
reportado por Beineke et al. (2009). Es sabido que no todos los animales infectados
con el VDC mueren, siendo esto dependiente en muchos casos de la cepa viral
infectante (Summers et al. 1984) y de la respuesta inmune protectora del animal
infectado. Segun el grado y la velocidad de la recuperacion inmunolégica, los
animales pueden morirse rapidamente o recuperarse después de desarrollar una
enfermedad leve o incluso subclinica (Krakowka et al. 1975; Vandevelde &
Zurbriggen, 1995).

En relacion con la sobrevida en nuestros animales en funcion de su edad, otros
autores han reportado resultados similares vinculando dichos hallazgos a la
inmadurez del sistema inmunolégico que hace al individuo mas susceptible al VDC,
la falta de inmunizacién pasiva a través del calostro, asi como a una inmunizacion
activa incompleta (Krakowka & Koestner, 1976; Silva et al. 2009; Headley et al.
2012). Ademas, las principales causas de muerte natural o de eutanasia en
cachorros en el Estado de Rio Grande do Sul (Brasil) fueron las enfermedades
infecciosas y dentro de ellas el Distemper canino (Fighera et al. 2008).

Al mismo tiempo, se encontré una tendencia a superar la infecciébn en aquellos
animales que habian sido vacunados en algin momento de su vida o presentaban
vacunas al dia. Teniendo en cuenta que, si el animal recibié su ultima dosis de
vacuna a partir de los 4 meses de edad, los anticuerpos maternos se encontrarian
en niveles suficientemente bajos como para permitir una eficaz inmunizacion activa,
por lo tanto, frente a una nueva exposicién al agente infeccioso la memoria
inmunologica seria capaz de desencadenar una respuesta inmune intensa y
duradera (Day et al. 2016; Franco & Puentes, 2020). Ademas, el trabajo de Day et
al. (2016) menciona que los perros vacunados apropiadamente con vacunas a virus
vivos modificados tendrian un 98% de proteccion contra la enfermedad del
Distemper canino.

Asimismo en la poblacion estudiada, se identificaron varios casos de animales que,
pese a estar inmunizados con vacunas combinadas comerciales que incluian
antigenos contra el VDC, igualmente enfermaron y murieron (ver Anexo Xlll la
publicacién de Feijéo et al. 2021 en Journal of Veterinary Diagnostic Investigation),
similares resultados fueron reportados por Lan et al. (2006), Feijoo et al. (2009),

42



Woma et al. (2010), Richards et al. (2011), Budaszewski et al. (2014), Galan et al.
(2014), Fairley et al. (2015), Anis et al. (2018), Lariccia & Kramer (2018).

En nuestros casos, los sintomas de la enfermedad ocurrieron dentro de los 15 dias
posteriores a la vacunacion en 2 animales (casos 1y 2), esto podria deberse a dos
situaciones diferentes, una de ellas es la posibilidad de aparicion del Distemper
canino debido a la vacunacién, ya que existe una afectacién neurologica llamada
encefalitis postvaccinal (Hartley, 1974), donde algunos animales jovenes
desarrollan la enfermedad entre 1 y 3 semanas después de la vacunacion (Larson
& Schultz, 2007; Fairley et al. 2015; Cantile & Youssef, 2016), mientras que otra
posibilidad podria ser la reversién de virulencia de la vacuna, y en referencia a esto
hay diferentes trabajos que plantean situaciones opuestas (Appel, 1978; Lan et al.
2006; Sarute et al. 2011).

En nuestro estudio, uno de los animales (caso 3) fue vacunado al mes de presentar
un cuadro de sintomatologia respiratoria, por lo tanto en este caso, pudo ser que
estuviera infectado previamente, ya que se sugiere que una de las posibles fallas
en la vacunacion es la eventualidad de una infeccion anterior al momento de
administrar la vacuna (Negrao et al. 2006). En otro animal (caso 4) se presentaron
sintomas de enfermedad 11 meses después de la vacunacién, y es sabido que a
medida que los anticuerpos disminuyen entre los periodos de vacunacion,
potencialmente hay un umbral importante en el que los anticuerpos ya no protegen
contra las cepas heterélogas virales (Anis et al. 2018). Por otro lado, en el caso 5,
el animal llevaba 22 meses sin recibir la vacuna, pero habia sido vacunado con
certificacion veterinaria durante los 3 primeros afios de su vida, y aunque la
revacunaciéon anual ha sido una practica comun durante los Ultimos afios, existen
estudios seroldgicos y de desafio que demuestran que la duracién de la inmunidad
para las vacunas a virus vivo modificado contra el VDC es de 3 a 9 afios 0 mas, por
lo que este animal deberia haber conservado inmunidad activa (Abdelmagid et al.
2004; Larson & Schultz, 2007; Schultz et al. 2010; Mitchell et al. 2012, Killey et al.
2018; Day et al. 2020), lo que no ocurrié en este caso, sin que haya reportes previos
gue nos puedan aportar datos para entender lo ocurrido.

Es por ello, que para los animales de los casos 3, 4 y 5 también se consideroé la
posibilidad que la infeccién podria haberse desarrollado por una cepa de virus
diferente a la utilizada en la vacuna (Lan et al. 2006; Schultz et al. 2010; Kapil &
Yeary, 2011). Desde hace varios afios, son frecuentes los trabajos que mencionan
la ocurrencia de enfermedad por el VDC en animales vacunados tanto jovenes como
adultos, sugiriéndose como una de las fallas en la vacunacion a la existencia de
diferencias antigénicas entre las cepas utilizadas en las vacunas comercializadas
en Uruguay y las cepas de campo que circulan actualmente (Koutinas et al. 2002;
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Lan et al. 2006; Negrao et al. 2006; Calder6n et al. 2007; Sarute et al. 2011;
Budaszewski et al. 2014; Riley & Wilkes, 2015; Anis et al. 2018). De hecho, para los
casos 3y 4 a partir de la caracterizacion genética de la cepa viral causante de la
enfermedad, confirmamos la infeccion por cepas de campo sudamericanas (Kiki y
Uy251) pertenecientes al linaje Europa-1/América del Sur-1, las cuales no estan
incluidas en las vacunas comerciales disponibles en Uruguay. Nuestros resultados
destacan la relevancia de la infeccién por el VDC en animales vacunados, la
circulacion de al menos dos cepas de campo que no estan incluidas en las vacunas
comerciales (Feijoo et al. 2021), la necesidad de intensificar las medidas de control
actuales y la necesidad de contar con vacunas comerciales especificas contra el
VDC que incluyan cepas de campo sudamericanas.

En todos estos animales es importante tener en cuenta como causal de falla en la
vacunacion, ademas de las citadas anteriormente, un manejo inadecuado de la
vacuna (Day et al. 2016), aunque esta opcion resulta poco probable en aquellos
animales con vacunacion certificada por Médicos Veterinarios.

Nuestros resultados referentes a los signos clinicos muestran que todos los
animales presentaron uno o mas signos sistémicos de enfermedad causada por el
VDC, en la mayoria fueron antes de presentar los signos neurologicos (entre 8 y 50
dias previos) y otros los presentaron en forma simultanea. Similares resultados
fueron reportados sugiriendo la ocurrencia de signos de afectacion del SNC entre 7
y 21 dias luego de la recuperacion de los signos clinicos respiratorios vy
gastrointestinales, aunque en algunos animales el deterioro neuroldgico ocurre
meses después, e incluso pueden ocurrir sin antecedentes de signos sistémicos
(Summers & Appel, 1994; Vandevelde & Zurbriggen, 2005; Martella et al. 2008).

Por los motivos antedichos destacamos la importancia de haber realizado el
seguimiento clinico en nuestros animales durante 3 meses antes de establecer un
prondstico vital favorable, pues se sabe que el virus puede persistir en el SNC
durante 60 dias o méas (Vandevelde et al. 1985; Martella et al. 2008; Kapil & Yeary,
2011).

Todos nuestros animales presentaron encefalomielitis y aunque es una
manifestacion comun de la infeccidén por el VDC, la bibliografia menciona que se
produce en el 30 — 50% de los animales infectados (Summers & Appel, 1994; Rudd
et al. 2006). Es probable que nuestros resultados difieran de esos autores debido a
un sesgo de seleccion, pues los animales que finalmente se incluyeron en este
trabajo presentaban algun signo neurolégico.

Las expresiones clinicas de encefalomielitis son muy variadas porque el VDC puede
afectar dentro del SNC tanto la sustancia blanca como la sustancia gris (Summers
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et al. 1984), y mientras que algunos trabajos refieren a que las complicaciones
neurolégicas presentadas por los animales dependerian de la distribucion viral en
el SNC (Deem et al. 2000; Koutinas et al. 2002), otros dicen que es erréneo
correlacionar las manifestaciones clinicas con la naturaleza y el alcance de la lesién
dentro del SNC (Vandevelde et al. 1981; Summers et al. 1984). Ademas, el alcance
de la inmunosupresion seria la determinante no solo de la duracion de la
enfermedad sino también de la neurovirulencia, y esto confirma ain mas el vinculo
entre la eficiencia de la respuesta inmune del huésped para controlar la infeccion y
la incidencia de neuroinvasion (Bonami et al. 2007; Headley et al. 2012). Pero
nuestros resultados muestran que la existencia de neurovirulencia fue
independiente de la duracion de la enfermedad y de la edad del animal al momento
de la infeccién, por lo tanto, coincidimos en pensar que no se deberian correlacionar
las manifestaciones clinicas presentadas por los animales con el alcance de la
lesion dentro del SNC.

Parece probable pensar entonces que, en la encefalomielitis por Distemper canino
presentada por nuestros animales, fue la cepa viral la que jugé un papel importante
en la interaccion huésped — agente, pues en los resultados de inoculacién
experimental con cepas virulentas realizados por Summers et al. (1984), hubo
animales que murieron, otros permanecieron persistentemente infectados y algunos
se recuperaron rapidamente. Suponiendo que esto mismo fue lo que sucedi6é con
los animales de este trabajo, aunque recordemos que pudiera existir un sesgo de
seleccién, ya que todos tenian signos neuroldgicos.

Referente al inicio de los signos neuroldgicos nuestros datos son similares a lo
reportado por Koutinas et al. (2002), siendo en la mayoria de nuestros casos, de
inicio gradual con un curso crénico progresivo, y en aguellos animales que murieron
fueron progresivos y multifocales.

El signo neurolégico predominante fue la presencia de mioclonias, tanto localizadas
como generalizadas, y esto coincide con lo reportado en otros trabajos (Koutinas et
al. 2002; Silva et al. 2007; Scarpelli, 2008; Headley et al. 2015). Ademas, fue posible
encontrar una diferencia estadistica significativa entre la presencia de mioclonias y
el hecho de estar vacunado, en donde un altisimo porcentaje de los animales no
vacunados presentaron mioclonias. Esto se podria explicar porque el hecho de estar
vacunados puede llevar a que la enfermedad se desarrolle en forma mas leve, con
menor cantidad de signos clinicos, Abdelmagid et al. (2004) demuestra que de todos
los animales vacunados que sobrevivieron a un desafio con el VDC, el 90% de ellos
no desarrollé signos clinicos de enfermedad.

En los animales que murieron y se les realizé el estudio anatomopatoldgico, fue
posible encontrar una tendencia a la asociacién entre la presencia de mioclonias y
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la presencia de desmielinizacion en cerebelo. Este resultado no explica la etiologia
de las mioclonias, aunque algunas investigaciones han atribuido la presencia de
mioclonias a dafios en la médula espinal o en el tronco encefalico dentro de circuitos
neuronales intrinsecos (Koutinas et al. 2002; Lorenz & Kornegay, 2004), la realidad
es que el mecanismo de las mioclonias en la encefalomielitis por Distemper canino
aun no ha sido dilucidado definitivamente.

El comportamiento clinico sugerente de encefalitis presentado en los animales,
como vocalizacion, presion de la cabeza contra objetos y marcha compulsiva, son
todos indicativos de un déficit cortical (Lorenz & Kornegay, 2004; Amude et al.
2007). Las lesiones histopatolégicas halladas en la corteza cerebral de los animales
gue murieron y fueron estudiados en este trabajo, parecen confirmar este signo
clinico, ya que se encontr6 una tendencia a la correlacion estadistica entre la
presencia de signos clinicos sugerentes de encefalitis y el hallazgo histopatolégico
de manguitos perivasculares indicadores de respuesta inflamatoria.

Siguiendo con el analisis estadistico, también se encontr6 diferencia significativa
entre la presencia de signos clinicos sugerentes de encefalitis y la sobrevida de los
animales, es decir, de los animales que murieron, el 74% de ellos presentaban esos
signos clinicos. Fighera et al. (2008) encontraron que el Distemper canino
representa la principal causa de muerte, o la razén para definir la eutanasia, en
aquellos caninos que habian sido sometidos a necropsia. Si bien el hecho de la
ausencia clinica de signos sugerentes de encefalitis podria hablar de un mejor
prondstico vital, es importante tener en cuenta en este resultado, que el punto final
para decidir la eutanasia en nuestros animales fue la presencia de algun signo
clinico sugerente de encefalitis, por lo que seria esperable que la mayor cantidad
de animales muertos en nuestro estudio hayan presentado esos signos clinicos.

La actividad convulsiva observada en los animales de nuestro estudio es indicativa
de dafos localizados en corteza cerebral, tAlamo e hipotalamo (Lorenz & Kornegay,
2004; Takenaka et al. 2016), los cuales fueron confirmados al realizar los estudios
histopatoldgicos en los animales que murieron. Ademas, existioé una tendencia a la
asociacion estadistica entre la presencia de convulsiones y de cuerpos de inclusiéon
en el cerebro. Es importante tener en cuenta que en nuestros resultados no esta
especificada exactamente la region anatémica en la cual fueron observados esos
cuerpos de inclusion ni cada célula en la cual fueron encontrados, como si fue
reportado previamente en otro estudio (Silva et al. 2007). En nuestro caso, tal como
lo indica Vandevelde et al. (1981), fue una confirmacion de la presencia de
replicacion viral en las células afectadas. La presencia de convulsiones no fue un
signo clinico muy frecuente en nuestros animales (10/39), pero una caracteristica
importante que presentaron este tipo de convulsiones fue la dificultad de controlarlas
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con los anticonvulsivantes utilizados de rutina en caninos, por lo tanto, se
necesitarian otros estudios para hallar algin farmaco que muestre mayor eficacia
en estos casos. Pudiendo ser este, un campo interesante de ensayo de nuevos
farmacos anticonvulsivantes.

Ninguno de los animales de este estudio presentd signos clinicos de disfuncion
cerebelosa, aunque las lesiones histopatoldgicas mayormente encontradas en ellos
estaban presentes en cerebelo. Se sabe que la sustancia blanca cerebelosa es uno
de los lugares més frecuentes para el hallazgo de las lesiones del VDC (Summers
etal. 1979; Vandevelde et al. 1981; Silva et al. 2009) y ademas Koutinas et al. (2002)
menciona en su trabajo que la mayoria de las lesiones cerebelosas encontradas, no
estdn acompafiadas por signos clinicos caracteristicos. Por consiguiente,
consideramos importante tener presente el VDC en el diagndstico diferencial de
animales que presenten sintomatologia de afectacion cerebelosa.

Nuestros resultados referentes a los cambios macroscopicos coinciden en parte con
lo encontrado en la literatura donde mencionan que no se encuentran hallazgos
graves en el SNC (Summers et al. 1979; Koutinas et al. 2002; Silva et al. 2009;
Slaviero et al. 2019). En nuestro estudio, se confirmdé macroscOpicamente
congestion meningoencefalica con adherencias y engrosamiento de las meninges
en 14 animales que, ademas, habian presentado previamente signos clinicos
compatibles con encefalitis entre otras manifestaciones clinicas. En base a nuestros
resultados, podemos suponer que el animal que presenta signos clinicos
sugerentes de encefalitis causada por el VDC ya tiene una alteracién estructural
(posiblemente vinculada al proceso inflamatorio asociado a la infeccion viral) que lo
conduce progresivamente a la compresion de su masa encefélica dentro del craneo,
por lo tanto, es légico pensar que ese animal esta padeciendo mucho dolor, siendo
necesario en estos casos, la administracion de analgésicos. Siendo este, otro
campo para el estudio de nuevos farmacos analgésicos en los caninos infectados.

En buena parte de este estudio y basandonos en los registros clinicos de los casos
estudiados, pudimos comparar las diferencias entre los animales vacunados y no
vacunados, en funcién de las lesiones histopatoldgicas identificadas con mayor
frecuencia en su SNC. En base al estudio histopatolégico de ambos grupos, el
cambio mas caracteristico hallado tanto en el grupo de vacunados como en el de
no vacunados fue la desmielinizacion multifocal, siendo el parénquima
periventricular la zona que mostré una desmielinizacion mas severa. Ademas, en
esas regiones con severa desmielinizacion, se detectdo mediante IHQ la presencia
de antigenos del VDC principalmente en el interior de las células gliales, siendo los
astrocitos la poblacién celular con mayor inmunomarcacion contra el VDC, este dato
es coincidente con reportes anteriores, y se considera que la abundante presencia
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del virus en los astrocitos esta relacionada con el mecanismo desencadenante de
la desmielinizacion en los animales afectados (Mutinelli et al. 1988; Pan et al. 2013;
Lempp et al. 2014). Existen varios trabajos realizados en animales naturalmente
infectados con el VDC con antecedentes de vacunacion desconocidos, que reportan
gue la desmielinizacion es uno de los cambios caracteristicos de esta enfermedad
(Summers et al. 1979; Vandevelde et al. 1981; Alldinger et al. 2000; Moro et al.
2003; Kabakci et al. 2004; Gréters et al. 2005; Amude et al. 2007; Seehusen et al.
2007; Silva et al. 2007; Pan et al. 2013; Galan et al. 2014; Lempp et al. 2014, Ulrich
et al. 2014).

Se considera que la desmielinizacion temprana no inflamatoria observada en la
encefalomielitis aguda por Distemper canino se produce por accion directa del virus,
pero que la misma puede agravarse y acelerar la destruccion de la mielina en las
siguientes etapas de la enfermedad por la accion de los astrocitos reactivos y la
accion de la inmunidad humoral local (Vandevelde et al. 1981; Amude et al. 2007;
Klemens et al. 2019). Por lo tanto, los animales infectados pueden sufrir una lesion
directa sobre el SNC inducida por el virus o una lesién indirecta, que seria la
resultante de la agresion celular por la inmunidad desarrollada (Beineke et al. 2009).

En nuestro trabajo, observamos la desmielinizaciéon y la presencia de manguitos
perivasculares al mismo tiempo, ya que no fue posible establecer el momento
preciso del ingreso del virus al organismo del animal. Seria posible establecer la
secuencia de eventos tempranos en la encefalomielitis por Distemper canino, si se
provoca una infeccidn experimental con una cepa conocida del VDC y se realizan
estudios secuenciales en momentos conocidos después de la infeccidn, tal como lo
reportado por Summers et al. (1979), quienes demuestran que la desmielinizacion
comienza a observarse a los 24 dias post-infeccién y que los dias anteriores sélo
se observaba inflamacion perivascular generalizada con manguitos
linfoplasmociticos perivasculares, que poco a poco van disminuyendo, y pasados
20 dias post-infeccion casi estan ausentes.

Nuestros resultados comparando los hallazgos histopatologicos en los animales
vacunados y no vacunados, mostraron que no hubo diferencias en cuanto a la
presencia e intensidad de las lesiones caracteristicas causadas por el VDC, en
todos los casos se observd desmielinizacibn, manguitos perivasculares,
leptomeningitis, gliosis y cuerpos de inclusion. Estas lesiones son similares a las
previamente reportadas por otros autores (Vandevelde et al. 1981; Silva et al. 2009;
Pan et al. 2013).

En nuestro caso, se observaron zonas de hemorragia perivascular en 3 animales
del grupo no vacunados, identificando esa lesion en el parénquima cerebral de 2 de
ellos y en el parénguima cerebeloso en el otro caso. Galan et al. (2014) describen
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las hemorragias multifocales como uno de los cambios caracteristicos en los perros
adultos vacunados. Aunque la incidencia de esta lesion fue baja en nuestro estudio,
este hallazgo puede ser uno de los cambios caracteristicos causados por la
infeccion por el VDC en animales no vacunados en nuestras condiciones, debiendo
considerarse al momento de hacer estudios histopatolégicos con fines diagnésticos
en nuestro pais.

Por otro lado, en cuanto a la distribucion de las lesiones, fueron méas severas en el
cerebelo que en el cerebro y esto fue observado en ambos grupos. Existen reportes
que estudian las lesiones en diferentes zonas del SNC (Bathen-Noethen et al.
2008), pero todos ellos coinciden en decir que el cerebelo es la zona que
mayormente se ve afectada (Summers et al. 1979; Vandevelde et al. 1981; Silva et
al. 2009). Amude et al. (2011) menciona una presentacion atipica donde se observa
mayor afectacion en el cerebro. No obstante ello, todos los reportes también
coinciden en reafirmar la caracteristica multifocal de la infeccién por el VDC
(Summers et al. 1979; Vandevelde et al. 1981; Silva et al. 2009).

En nuestro estudio, clasificamos las principales lesiones segun el método de
Vandevelde et al. (1981) y como resultado, en el grupo no vacunado, se clasificaron
10 casos subagudos y 4 crénicos, mientras en el grupo vacunado, fueron 4 casos
subagudos y 1 animal estaba en la etapa cronica de la enfermedad, considerando
estudios previos de clasificacion de las lesiones histopatolégicas (Summers et al.
1979; Vandevelde et al. 1981; Alldinger et al. 2000; Groters et al. 2005; Seehusen
et al. 2007; Lempp et al. 2014; Ulrich et al. 2014), y comparando nuestros resultados
con los previamente reportados, se entiende que no hubo diferencias en cuanto a
las etapas entre ambos grupos, ademas observamos que ningun animal present6
la etapa aguda de la enfermedad. Nuestros resultados difieren de los obtenidos por
Kabakci et al. (2004) y Headley et al. (2001), quienes, trabajando también en perros
infectados naturalmente, observan en forma frecuente animales en la etapa aguda
de la enfermedad, aunque no tenemos una explicacién definitiva para estas
discrepancias, no podemos descartar que las mismas sean debidas a la existencia
de diferencias entre las cepas del virus infectante entre los reportes anteriores y el
nuestro.

En los animales estudiados en nuestro trabajo, todas las regiones anatémicas
examinadas presentaron alguna lesion causada por la infeccién con el VDC,
confirmando el caracter multifocal del Distemper canino con cambios caracteristicos
que han sido reportados desde los primeros estudios histopatolégicos de esta
enfermedad (Perdrau & Pugh, 1930; Hurst et al. 1943; Koprowski et al. 1950).

Se han sugerido posibles rutas de diseminacién viral desde la periferia hacia el SNC
y en el presente estudio logramos confirmar algunas de ellas. De acuerdo con los
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resultados obtenidos, hubo evidencia de propagacion del virus a través del
revestimiento ependimario de los ventriculos y las células epiteliales del plexo
coroideo, desde las células de la piamadre a la sustancia gris subpial a través del
fluido cerebroespinal. Esta ruta de diseminacion a partir del fluido cerebroespinal y
a través de las células epiteliales del plexo coroideo ya habia sido sugerida en
estudios anteriores (Higgins et al. 1982; Vandevelde et al. 1985), y la liberacion del
virus localmente provocaria lesiones periventriculares y subpiales (Vandevelde &
Zurbriggen, 2005; Beineke et al. 2009). Ademas, existe evidencia que demuestra
que el virus que ingresa a través de esta via de propagacion, ya se encuentra en el
SNC a los 28 dias post-infeccién (Rudd et al. 2006).

Nuestro estudio también confirmé en varios de los animales, la invasion viral directa
de la corteza cerebelosa desde la piamadre afectada por meningitis, encontrandose
en esos casos, necrosis cortical en la zona subyacente a las meninges, y la
presencia de intensa inmunomarcacion contra el VDC en esas mismas regiones.
Hasta donde sabemos, no hay reportes previos que demuestren una evidencia tan
clara de la entrada del virus desde la piamadre hacia la sustancia blanca cerebelosa.

Otra ruta de propagacion que se confirmoé en nuestro estudio es el ingreso a partir
de la invasion del parénquima cerebral que rodea los vasos sanguineos, indicativo
de diseminacion hematdgena directa. Mediante la técnica de IHQ logramos detectar
células mononucleares dentro de las paredes de los vasos sanguineos y en la luz
vascular, que contenian el antigeno viral. En estos casos, la evidencia demostré
que el virus se movia desde los vasos sanguineos hacia el parénquima cerebral.
Resultados similares fueron propuestos previamente por Rudd et al. (2006),
mientras que el estudio realizado por Summers et al. (1978) demuestra que apenas
8 a 10 dias después de la infeccion experimental intranasal en perros SPF usando
una cepa virulenta de VDC, los linfocitos infectados ya estan presentes en los
manguitos perivasculares y en el parénquima cerebral adyacente.

La propagacion viral a través de la via anterégrada utilizando los nervios olfatorios
es otra posible ruta de ingreso viral al SNC. Segun algunos trabajos experimentales,
esto se produciria 14 dias post-infeccion (Summers et al. 1978, Rudd et al. 2006).
Esta via no fue demostrada en nuestra investigacion, pero resulta una interesante
linea de trabajo a explorar por nuestro grupo en el futuro, lo que contribuiria a
confirmar esta ruta de ingreso, y de esta manera, avanzar en el conocimiento de la
patogenia del VDC en animales infectados naturalmente.

Finalmente, y teniendo en cuenta que nuestro trabajo se bas6 en casos naturales,
no pudiéndose por ello, identificar los tiempos exactos de ingreso del virus al SNC,
ni la evolucion secuencial de las lesiones, ya que, para ello, se deberian haber
realizado infecciones experimentales como las descritas por Summers et al. (1978),
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en las que se define el momento preciso de la infeccién y se sacrifican los animales
infectados a tiempos conocidos. Como es bien sabido, estos disefios
experimentales son de gran severidad y hoy resultarian casi que imposibles de
justificar e implementar tanto por razones éticas, como economicas y sociales. Es
por ello, que considerando este Ultimo comentario solamente como un ejercicio
intelectual de cdmo “reforzar y pulir nuestro disefio experimental”’, en nuestras
condiciones de estudio, con las limitaciones ya manifestadas, pudimos explorar e
identificar dos de las rutas de ingreso del virus al SNC en perros domeésticos
infectados naturalmente por el VDC.
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8. CONCLUSIONES

1. Los signos clinicos neurologicos de los animales presentados para estudio post-
mortem, se correlacionaron parcialmente con los hallazgos histopatolégicos
identificados en su SNC, no pudiendo identificar un patron claro de asociacion
entre ambas variables.

2. Se confirmo la presencia de lesiones macroscoépicas sugestivas de encefalitis
durante el examen post-mortem, confirmandose histolégicamente por la
presencia de manguitos perivasculares de distribucion multifocal tanto en
cerebelo como en el cerebro de los mismos animales.

3. Las lesiones histopatologicas caracteristicas de la infeccion por el VDC tanto en
animales vacunados como no vacunados fueron la presencia de
desmielinizacion, gliosis, meningitis, manguitos perivasculares, necrosis y
cuerpos de inclusién. La diferencia constatada entre ambos grupos fue la
presencia de hemorragias perivasculares en el grupo de no vacunados.

4. En cuanto a la distribucién de las lesiones histopatoldgicas, fueron mas severas
en el cerebelo que en el cerebro en ambos grupos.

5. Usando IHQ contra el VDC en las regiones con dafios histopatologicos
caracteristicos, se confirmo su co-localizacion distribuyendo la inmunomarcacion
de forma extensa y multifocal en astrocitos, neuronas, linfocitos intravasculares
y perivasculares de la piamadre y células epiteliales del plexo coroideo, asi como
en células ependimarias de los ventriculos.

6. En nuestras condiciones experimentales pudimos explorar e identificar dos de
las rutas de ingreso del virus al SNC, a través de la diseminacion hematdgena
directa y del fluido cerebroespinal.

7. De acuerdo con nuestro estudio clinico y anatomo-patoldgico, el diagnéstico
diferencial de Distemper canino siempre debe considerarse en animales con
enfermedad neurolégica, incluso en animales vacunados.
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10.LISTADO DE ANEXOS

ANEXO |
PLANILLA SEGUIMIENTO CLINICO DEL PACIENTE

SINTOMATOLOGIA

DIGESTIVOS RESPIRATORIOS NEUROLOGICOS DERMATOLOGICOS
Vomitos SI/NO | Secrecién Nasal: Mioclonias: Hiperqueratosis nasal
Anorexia SI/NO | unilateral SI/NO | localizadas SI/NO
Disorexia SI/NO | bilateral SI/NO | generalizadas SI/NO
Diarrea SI/NO | serosa SI/NO Hiperqueratosis plantar:
Tenesmo SI/NO | purulenta SI/NO | Convulsiones SI/NO MAD MAI
Intususcepcion | SI/NO | mucopurulenta | SI/NO | Ceguera SI/NO MPD MPI
Secrecion ocular: Encefalitis:
unilateral SI/NO cambios . SI/NO Pustulas ventral abdomen
comportamiento
bilateral SI/NO | vocalizacién SI/NO SI/NO
serosa SI/NO | caminatas SI/NO
purulenta SI/NO |apoyacabeza |SI/NO Lesiones resto cuerpo
mucopurulenta | SI/ NO SI/NO

Signos medulares:

Tos: ataxia SI/NO
seca SI/NO | paresia SI/NO
hdmeda SI/NO | pardlisis SI/NO
productiva SI/NO
Estertores SI/NO | Signos vestibulares:
MV SI/NO inclinacion SI/NO
aumentado cabeza
Reflejo SI/NO | Nistagmo SI/NO
tusigeno +
Disnea SI/NO

OTROS

Hipoplasia dental SI/NO

Deshidratacion SI/NO

Fiebre SI/NO
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b)

c)
d)

9)

ANEXO Il
PROCEDIMIENTO INCLUSION EN PARAFINA

1°" Lavado: alcohol 95°GL durante 2 — 4 hs.

2° Lavado: alcohol 95°GL durante 2 — 3 hs.

1¢" Lavado: alcohol absoluto 100°GL durante 3 — 4 hs.
2° Lavado: alcohol absoluto 100°GL durante 3 — 4 hs.
1" Cloroformo: over-night.

2° Cloroformo: durante 3 — 4 hs.

Parafina: nomasde 4 -6 hs
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ANEXO llI
PROCEDIMIENTO TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA (H&E)

Dejar las laminas over-night en estufa.

Desparafinar con:

Xilol 1: durante 10’

Xilol 2: durante 15°

Hidratar con alcoholes decrecientes:

100°GL (pasajes 1y 2) - 95°GL - 70°GL (menos de 1’ en c/u)
Lavar con H20 corriente (Gltimo enjuague con H20 destilada)
Hematoxilina: 10’

Lavar con H20 corriente: 10’ corriendo el H20 fuerte.

Eosina: 3 -4’

Lavar H20 corriente (suave).

Deshidratar con alcoholes crecientes:

70°GL - 95°GL - 100°GL (pasajes 1y 2)

Xilol 1

Xilol 2

Montar
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ANEXO IV
PROCEDIMIENTO TINCION CON LUXOL FAST BLUE (LFB)

a) Desparafinar con:
Xilol 1: durante 5 - 10’
Xilol 2: durante 5 - 10’
b) Hidratar con alcoholes decrecientes:
100°GL (pasajes 1y 2) - 95°GL (menos de 5’ en c/u)
c) Incubar en solucion de tincién LFB al 0.1% over-night en estufa a 50°C.
d) Colocar en alcohol 95°GL durante 1’
e) Lavar con H20 corriente
f) Diferenciar la seccion por inmersion en solucion acuosa de Carbonato de Litio al
0.05% durante 5 — 20”
g) Colocar en alcohol 70°GL (3 pasajes durante 1)
h) Lavar con H20 corriente
i) Deshidratar con alcoholes crecientes:
70°GL - 95°GL - 100°GL (pasajes 1y 2) (menos de 5’ en c/u)
j) Xilol 1: durante 5 - 10’
Xilol 2: durante 5 — 10’
k) Montar
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ANEXOV
PROCEDIMIENTO TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

A partir de cortes de tejidos incluidos en parafina: colocar los cortes en laminas
positivadas limpias, dejar en estufa over-night a 37°C.
Desparafinar con:
Xilol 1: durante &’
Xilol 2: durante &’
Hidratar con alcoholes decrecientes:
100°GL - 95°GL - 70°GL (2’ en clu)
Lavar con H20 corriente (Gltimo enjuague con H20 destilada)
Colocar en vaporera 30" a 95°C (con Buffer citrato 0.01 M / pH=6.0)
Dejar a temperatura ambiente 20’
Colocar en Buffer PBS (0.1 M / pH=7.4) durante 5’
Secar con papel alrededor del preparado
Agregar Peroxidasa durante 1’
Enjuagar con H20 destilada &’
Secar con papel alrededor del preparado
ANTICUERPO PRIMARIO (Bio-rad® [1mg/mL] MCA 1893, California, USA)
Cubrir las muestras con el anticuerpo primario a diluciéon 1:250 e incubar over-night
en camara humeda a 4°C.

m) Lavar con Buffer PBS (0.1 M / pH=7.4) durante 5’

n)
0)
2.

p)
a)
r

s)
3.

y)

2)

Enjuagar con H20 destilada &’

Secar con papel alrededor del preparado

ANTICUERPO SECUNDARIO: (Mouse-on-canine HRP-polymer, Biocare Medical®, California,
USA)

Cubrir las muestras con el anticuerpo secundario (dilucion 1:250) e incubar 20’ a
temperatura ambiente.

Lavar con Buffer PBS (0.1 M / pH=7.4) durante 5’

Enjuagar con H20 destilada &’

Secar con papel alrededor del preparado

REVELADO:

Agregar cromogeno DAB durante 4’ (Betazoid DAB - Biocare Medical®)

Lavar con H20 corriente

Realizar coloracion de contraste (Hematoxilina Mayer) durante 4’

Lavar con H20 corriente durante 10’

Deshidratar con alcoholes crecientes:

70°GL - 95°GL - 100°GL (pasajesly 2) (menos de 2’ en c/u)

Xilol 1: durante 2’

Xilol 2: durante 2’

Montar
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ANEXO VI
DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y DEL SEGUIMIENTO MEDICO DE LOS ANIMALES VACUNADOS

El caso 1 era una hembra Border collie de 2 meses de edad, habia recibido 2 dosis
de una vacuna comercial combinada contra el VDC, a los 45 y 66 dias de edad. A
las 48 horas de la segunda dosis de la vacuna, el animal presento fiebre, un cuadro
respiratorio con secrecion nasal y ocular, junto con fotofobia y convulsiones. A los 7
dias de la vacunacion el animal murid, habiendo transcurrido 5 dias desde el inicio
de los signos clinicos de infeccion por el VDC. Se procedio a realizar la necropsia
15 horas posteriores a su muerte y a nivel macroscopico del SNC no se evidenciaron
lesiones particulares a mencionar.

El caso 2 era una hembra Maltesa de 3 meses de edad. Recibié 2 dosis de una
vacuna comercial combinada contra el VDC, a los dias 45 y 70 de edad. El dia 12
después de la ultima vacunacion, la perra presentd diarrea y fiebre, seguida de
sintomas respiratorios con secrecion ocular mucopurulenta e hiperqueratosis nasal
y de las almohadillas plantares. Las mioclonias aparecieron 20 dias después de la
vacunacion. Durante los dias sucesivos, las mioclonias fueron en aumento,
presentando cuadriplejia y comenzé con un cuadro de encefalitis con
vocalizaciones. Se decidio proceder a la eutanasia habiendo transcurridos 27 dias
desde la vacunacion, 15 dias del inicio de los primeros signos clinicos de infeccién
por el VDC y 7 dias del inicio del cuadro neurologico. Se realizé la necropsia
inmediatamente después de su eutanasia y con respecto a la observacién
macroscopica del SNC, se describe congestién con adherencia y engrosamiento de
las meninges, asi como congestion y achatamiento de las circunvoluciones
cerebrales por el aumento de volumen de la masa encefalica.

El caso 3 era un perro macho mestizo de 13 meses de edad. Este perro fue
vacunado de cachorro de acuerdo con el protocolo de 3 dosis, utilizando una vacuna
comercial combinada. Se realiz6 la revacunacién anual un mes después de haber
presentado un cuadro de corrimiento ocular bilateral que revirti6 con tratamiento
sintomético. A los 15 dias de la vacunacién comenzd con un cuadro dermatolégico
de hiperqueratosis nasal y de las almohadillas plantares. Posteriormente comenzo
el cuadro neurolégico con mioclonias, nistagmo y signos medulares que lo llevaron
a la cuadriplejia. Murié a los 40 dias del inicio de los signos neuroldgicos, 55 dias
posteriores a la vacunacion y 90 dias después de mostrar los primeros signos
clinicos de infeccion por el VDC. Se procedié a realizar la necropsia 10 horas
después de su muerte y macroscopicamente se observo congestion de cerebro y
cerebelo.

El caso 4 era una hembra Pitbull de 24 meses de edad, se confirmd que estaba
prefiada por ecografia 24 horas antes de proceder a su eutanasia por el grave
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deterioro del animal, en el Gtero se encontraron 3 fetos muertos, calculandose por
el tamafo de estos, una gestacion de 40 dias. Esta perra fue vacunada de cachorra
y habia sido revacunada anualmente. Once meses después de la Ultima
vacunacion, el animal presentd un cuadro digestivo de diarrea y vomitos. Seguido
de un cuadro respiratorio con secrecién nasal y ocular mucopurulenta, disnea y
fiebre. Al mismo tiempo se inicio el cuadro dermatologico con hiperqueratosis nasal
y el cuadro neurolégico caracterizado por mioclonias, paresia y encefalitis con
vocalizaciones, definiéndose la eutanasia por el deterioro general. Esta se realizd
25 dias después de la aparicion de los primeros signos clinicos de infeccion por el
VDC y 8 dias después de mostrar los signos neuroldgicos. Se procedio a realizar la
necropsia inmediatamente después de su eutanasia y macroscopicamente se
observé congestion de cerebro y cerebelo.

El caso 5 era un perro macho Labrador retriever de 60 meses de edad. Este perro
fue vacunado hasta la edad de 3 afios segun el protocolo, pero luego no se continud
con el plan de vacunacion. Después de 22 meses de la Gltima vacunacion, el animal
comenzé con un cuadro digestivo de diarrea y vomitos, junto a un cuadro
dermatolégico de hiperqueratosis plantar en ambos miembros posteriores.
Inmediatamente se iniciaron los signos neuroldgicos caracterizados por mioclonias,
convulsiones, marcha en circulo y encefalitis con vocalizaciones. El animal murié en
estado de estupor y presentaba corrimiento ocular bilateral purulento. Su muerte
espontanea ocurrié 25 dias de iniciados los signos neuroldgicos y sistémicos. Se
procedi6 a realizar la necropsia 22 horas posteriores a su muerte y con respecto a
la observacion macroscopica del SNC, fue hallado el I6bulo frontal izquierdo
hemorragico y con zonas de malacia, mientras que las meninges se encontraban
congestivas, engrosadas y adheridas.
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ANEXO VII

DATOS AGRUPADOS DE ANIMALES MUERTOS VACUNADOS

Caso N° Inicio signos  Signos Hallazgos Histopatolagicos Estadic
Sexo neurclogicos {:Iinicu‘s
previo a la neurclogicos Cerebro Cerebelo
Edad muerte (dias)
: 5 convulsionss Dnz_ﬁr(.ielinizan:i-:'-n Dnz_ﬁr(.ieliniza-:i-:'-n = ubagudo
Hembrs Gliosis Gliosis =ubag
R — Meningitis Meningitis
Cuerpos de Cuerpos de
inchusion Inclusion
Manguitos Manguitos
perivascularss perivasculares
2 . Mioclonias Desmislinizacion Desmislinizacion Subagudn
Hembra Encafalitis Gliosis Gliozis
1 meses Cuadriplejia Meningitis Meningitis
Cuerpos de Cuerpos de
inchusion inchusion
Mecrasis cortical
Mioclonias Desmislinizacion Desmislinizacion ..
3 40 o . . Cronico
WMacho Cuadripleja Gliosis Gliozis
12 meses Mistagmo Meningitis Meningitis
Cuerpos de Cuerpos de
inchusion inchusion
Manguitos Manguitos
perivascularss perivasculares
Wecrosis cortical
4 3 Mioclonias Desmislinizacion Desmislinizacion Subagudn
Hembra Encefalitis Gliosis Gliozis
74 meses Faresia Meningitis Meningitis
Cuerpos de Cuerpos de
inchusion inchusion
Manguitos Manguitos
perivascularss perivasculares
5 25 Mioclonizs Desmielinizacion Desmielinizacion Subagudo
Wacha Enc=falitis Gliosis Gliosis
&0 meses Caonvulsiones Meningitis Meningitis
Marcha en Manguitos Manguitos
circulo perivascularss perivascularss

presionar la cabeza contra objetos.
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ANEXO VI

DATOS AGRUPADOS DE ANIMALES MUERTOS NO VACUNADOS

Caso N° Inicio signos  Signos Hallazgos Histopatologicos Estadio
Sexo neurologicos clinicos
Edad previo a '? neurolégicos Cerebro Cersbelo
muerte (dias)
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion
6 9 Convulsiones Gliosis Gliosis Subagudo
Hembra Encefalitis Meningitis Meningitis
2 meses Cuadriplejia Manguitos perivasc. C. de Inclusién
Hemorragia Necrosis
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion
K/l 15 Cuadriplejia Gliosis Gliosis Subagudo
acho Meningitis Meningitis
3 meses : .
Manguitos perivasc.
C. de inclusién
Necrosis
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion
8 10 Paresia Gliosis Gliosis Subagudo
;k:n";g;as Encefalitis Meningitis Meningitis
C. de inclusion C. de inclusion
Necrosis
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacién
9 10 Paresia Gliosis Subagudo
I:;Iembra Convulsiones Meningitis
meses Encefalitis C. de inclusién
Necrosis
Kilaaiaiss Desr'me'll.mzaaon Dt?sn?lehmzacwn o
10 27 E i Meningitis Gliosis Crénico
Hembra ncefalitis 3 . s
3 Manguitos perivasc. Meningitis
mases C. de inclusién Manguitos perivasc.
C. de inclusién
Mioclonias Desrlmell |.n|za-:|un De.sn'.nellmzacmn
11 27 E e Meningitis Gliosis Subagudo
Macha ncefalitis S
3 Meningitis
meses C. de inclusion
Mecrosis
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion L.
12 3 Encefalitis Gliosis Gliosis Crénico
Eembra Meningitis Meningitis
meses Manguitos perivasc.  Manguitos perivasc.
C. de inclusién C. de Inclusicn
Mecrosis Mecrosis
Desmielinizacion Desmielinizacion
13 ND Encefalitis Gliosis Gliosis Subagudo
T?nc;;es Meningitis Meningitis
Manguitos perivasc. Ma"gl.'lms perivasc.
C. de inclusion
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion
14 44 , o 0
Machao Convulsiones  Meningitis Gliosis Subagudo
4 meses Encefalitis Meningitis

C. de inclusion

71



Continuacién Anexo VI

Caso N° Inicio signos Signos Hallazgos Histopatologicos Estadio
Sexo neurolégicos clinicos
Edad previo a I§ neurologicos Ciérehio Civibals
muerte (dias)
15 3 Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion -
Hembra Convulsiones  Meningitis Gliosis Cronico
5 meses Manguitos perivasc. Meningitis
C. de inclusion
Manguitos perivasc.
Hemorragia
Mioclonias Desmielinizacion Desmielinizacion
l‘:lﬁ':\cho 10 Convulsj_ones Meningitis » Glio§is - Subagudo
o Encefalitis C. de inclusion Memngms .
Cuadriplejia Manguitos perivasc.
Ceguera C. de Inclusion
Nistagmo Necrosis
; : Desmielinizacién Desmielinizacion s
l1\l17acho 25 g’::;lg;i't?: Meningitis Gliosis Crénico
R Manguitos perivasc. Meningitis
Hemorragia Manguitos perivasc.
C. de inclusion
Necrosis
18 Mioclonias Desmielinizacién Desmielinizacién
Macho 4 Cuadriplejia Meningitis Gliosis Subagudo
11 meses Ceguera C. de inclusion Meningitis
Manguitos perivasc.
C. de inclusién
Necrosis
19 3 Miodon.ie_as Desr_nie.li-nizacién [G)?sn?ielinizacién Subagudo
Macho Encefalitis Meningitis OS2
120 meses Cuadriplejia Manguitos perivasc. Meningitis

Manguitos perivasc.
C. de inclusion

Abreviaciones: Manguitos perivasc., manguitos perivasculares; C. de inclusion, cuerpos de

inclusion.

Signo clinico “Encefalitis” agrupa al conjunto de signos que demuestran trastornos de conducta, ellos son: marcha compulsiva, vocalizaciones y

presionar la cabeza contra objetos.
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ANEXO IX
CLASIFICACION RESPECTO A LA VISUALIZACION DE CUERPOS DE INCLUSION EN ANIMALES

NO VACUNADOS (N = 14), VACUNADOS (N =5) Y EN AGRUPADOS (N = 19).

Cerebelo Cerebro
Grupo
0 + ++ +++ 0 + ++  +++
No Vac. 0 11 3 0 9 5 0 0
Cuerpos
de Vac. 1 2 1 1 1 3 1 0
inclusion

Agrup. 1 13(68)* 4(21) 1(5) 10(53) 8(42) 1(5) O

Abreviaciones: No Vac., No vacunado; Vac., Vacunado; Agrup., Agrupados; 0, Ausente; +, Unico;
++, Moderada cantidad; +++, Numerosos; *, nimero (%).
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ANEXO X
INTENSIDAD DE LAS LESIONES HISTOPATOLOGICAS HALLADAS EN ANIMALES NO
VACUNADOS (n = 14), VACUNADOS (n =5) Y EN AGRUPADOS (n =19).

Cerebelo Cerebro
Hallazgos Grupo
0 + ++  +++ 0 + ++
No
Vac. 0 1 3 10 0 1 6 7
Desmielinizacion Vac. 0 0 1 4 0 0 3 2
Agrup. 0 1 4 14 0 1 9 9
G (21 (74) 5) (47 (47
No 5 5 1 3 7 7 0 0
) Vac.
Manguitos
Perivasculares vac. 1 3 0 1 1 2 1 1
Agrup. 6 8 1 4 8 9 1 1
B2) (429 (5 (21 (42 (47 (B4 (5
No o 1 12 1 9 5 0 0
Vac.
Gliosis Vac. 0 3 2 0 0 o 4 1
Agrup. 0 4 14 1 9 5 4 1
(21) (74 (5 (47)  (26) (21) (5)
No 0 14 0 0 1 8 2 3
Vac.
Meningitis Vac. 0 4 1 0 0 4 1 0
Agrup. 0 18 1 0 1 12 3 3
(95) (5 (5) (63) (16) (16)
No
Vac. 13 0 1 0 12 2 0 0
Hemorragias Vac 5 0 0 0 5 0 0 0

Agrup. 18 0 1 0 17 2 0 0
(95) (5) (89) (10)

Abreviaciones: No Vac., No Vacunado; Vac., Vacunado; Agrup., Agrupados; 0, Ausente; +, Leve
(hasta un 10% del &rea afectada); ++, Moderado (entre 11 — 79% del area afectada); +++, Severo
(entre 80 — 100% del area afectada); *, numero (%).
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ANEXO XI

ASOCIACION DE LOS SIGNOS CLINICOS MENOS FRECUENTES CON LOS HALLAZGOS

HISTOPATOLOGICOS.

Ceguera Nistagmo Marcha en circulo
VARIABLE NO S| valor p? NO SI valor p? NO S| valorp?
N=17% N=2! N=17% N=2! N=18! N=11!
gzrsen;)leelltljnlzacmn >0.9 >0.9 0.3
Leve 1 0 1 0 1 0
(5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
Moderado 4 0 4 0 3 L
(24%) (0%) (24%) (0%) (17%) (100%)
12 2 12 2 14 0
Severo

(71%) (100%)

(71%)  (100%)

(78%)  (0%)

Desmielinizaciéon
Cerebro

>0.9

0.5

>0.9

Leve 1 0 1 0 1 0
(5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
Moderado 8 1 ’ 2 9 0
(47%) (50%) (41%) (100%) (50%) (0%)
8 1 9 0 8 1
Severo

(47%) (50%)

(53%)  (0%)

(44%) (100%)

! Estadistica presentada: n (%).

2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.
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Continuacion Anexo Xl

Ceguera Nistagmo Marcha en circulo
VARIABLE NO S| valor p? NO Sl valorp? NO SI  valorp?
N=171 N=2! N=171 N=2! N=181 N=11
Manguitos
Perivasculares 0.5 0.7 >0.9
Cerebelo
Ausencia 6 0 6 0 6 0
(35%) (0%) (35%)  (0%) (33%) (0%)
6 2 7 1 7 1
Leve (35%) (100%) (41%)  (50%) (39%) (100%)
1 0 1 0 1 0
Moderado (5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
4 0 3 1 4 0
Severo (24%) (0%) (18%) (50%) 22%)  (0%)
Manguitos
Perivasculares >0.9 0.2 >0.9
Cerebro
. 7 1 8 0 8 0
Ausencia (41%) (50%) (47%) (0%) (44%)  (0%)
8 1 8 1 8 1
Leve (47%) (50%) (47%)  (50%) (44%) (100%)
1 0 1 0 1 0
Moderado (5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
1 0 0 1 1 0
Severo (5.9%) (0%) 0%)  (50%) (5.6%) (0%)
! Estadistica presentada: n (%).
2Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.
Ceguera Nistagmo Marcha en circulo
VARIABLE NO Sl valor p? NO Sl valorp? NO Sl valorp?
N=171 N=2! N=171 N=2! N=181 N=1!
Cuerpos de
Inclusion 0.5 0.5 0.11
Cerebelo
Ausencia L 0 L 0 0 !
(5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (0%) (100%)
- 12 1 12 1 13 0
Unico (71%) (50%) (71%)  (50%) (72%) (0%)
3 1 3 1 4 0
Moderado (18%) (50%) (18%) (50%) (22%) (0%)
1 0 1 0 1 0
Numeroso (5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
Cuerpos de
Inclusion >0.9 >0.9 >0.9
Cerebro
Ausencia 9 L 9 L 9 -
(53%) (50%) (53%) (50%) (50%) (100%)
- 7 1 7 1 8 0
Unico (41%) (50%) (41%)  (50%) (44%) (0%)
1 0 1 0 1 0
Moderado (5.9%) (0%) (5.9%) (0%) (5.6%) (0%)
0 0 0 0 0 0
Numeroso (0%)  (0%) (0%)  (0%) (0%) (0%)

! Estadistica presentada: n (%).

2 Prueba estadistica realizada: Test exacto de Fisher.
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Abstract

Canine distemper is an uncommon disease in vaccinated domestic dogs, but presents high incidence in South
America due to the lack of widespread prevention measures. The purpose of this study is to describe histological lung
lesions in non-vaccinated puppies affected by canine distemper virus (CDV). The lungs of 4 non-vaccinated puppies ageing
2 to 5 months that showed respiratory signs for about 15 days were examined. Interstitial pneumonia was histologically
detected in one puppy, while the other 3 showed alveolar lesions such as edema, congestion and hemorrhage. To our
knowledge, there are no previous reports of pulmonary disease without interstitial pneumonia in puppies diseased by CDV.
The differences observed between puppies may relate to distinct passive immune states. Remarkably, characteristic
inclusion bodies of CDV were only detected in alveolar epithelial cells and macrophages of the puppy with interstitial

pneumonia.

Key words: dogs, canine distemper virus, lung, histopathologic diagnosis.

Introduction

Canine distemper (CD) is currently an uncommon
disease in vaccinated dogs, but remains as one the most
prevalent and widespread viral diseases of domestic dogs
in South America because of deficient vaccination in
several countries (1, 8). It is most common between 3-6
months of age, and pups with impaired passive immunity
are easily infected (3, 10). The development of
characteristic lesions of this disease has been said to be
strongly dependent on the immune status of affected dogs
(3, 5, 10). The occurrence of pneumonia is one of the main
features in dogs infected by CDV, typically interstitial
pneumonia (2, 3, 4,5, 6, 7, 9, 10, 12). In the present study,
we describe the lung lesions of non-vaccinated puppies
ageing 2-5 months clinically, pathologically and
immunohistochemically diagnosed as affected by canine

distemper, and showing a history of at least 15 days of
respiratory progressive disease.

Material and methods

We studied 4 non-vaccinated puppies with clinical
diagnosis of canine distemper (CD) from Toledo,
Canelones, Uruguay (34°44°S / 56°05°W), between July-
August 2016, 3 of them mongrel (N° 1, 2, 4) and one
Border collie (N° 3) ageing 2 to 5 months. Two of the
mongrel puppies (cases 1 and 2) were kept by the same
owner but belonged to different litters. All of them
presented the typical clinical neurological signs of CD,
confirming CDV presence in central nervous system by
immunohistochemistry (data not shown). Case No. 3 died
spontaneously after the onset of neurological and
respiratory signs, while the remaining puppies were
euthanized upon request of the owners due to the
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progressive deterioration of their general condition. An
intravenous barbiturate overdose (100 mg/kg BW) was
implemented, according to a previously approved protocol
by IACUC of Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica (CEUA FVET-UdelaR N° 320/16).

Main clinical signs in cases 1 and 3 were
respiratory dysfunction with nasal mucopurulent discharge,
depression, anorexia, and also neurological signs including
generalized seizures. In cases of 2 and 4 clinical signs were
characterized by bloody diarrhea, vomiting, depression and
anorexia, starting approximately 30 days before the onset
of neurological signs, consisting of myoclonus, seizures,
and in the case No. 4, accompanied of clinical signs of
encephalitis. The puppy No. 2 had respiratory signs
characterized by coughing and ocular discharge that started
5 days after the onset of the digestive signs. All animals
showed skin lesions characterized by nasal and plantar
hyperkeratosis.

At necropsy, the lungs and brain were fixed in a
10% buffered formalin solution, and routinely processed
for histopathological evaluation. Lung histological
examination of each puppy included multiple lobes of both
lungs.

Results

At necropsy, gross lesions of the lungs were
similar in all puppies. The lungs at handling were heavier
than expected, wet and failed to collapse when the thorax
was opened. Free fluid was detected in the thoracic
cavities. The surface of the lungs looked edematous and
with sparse foci of dark red areas with no defined pattern
(Fig. 1). On the cut surface, white foamy exudates was
observed in major bronchi.

Figure 1. Animal N° 2. Gross findings. The surface of the
lungs is edematous and the color is not uniform.

Histologically, the main lesions were similar in 3
of the puppies (1, 3 and 4), in which the characteristic
change was the presence of eosinophilic proteinaceous
fluid in the alveolar space, accompanied by congestion and
hemorrhage in the alveolar septs (Figs. 2 and 3). Although
desquamated alveolar and bronchiolar epithelial cells,
foamy cells and inflammatory cells were observed in
alveoli and bronchioles/bronchi, these changes were not
severe. Thickening of the alveolar septa with presence of
inflammatory cells was not characteristic, and the
infiltration of inflammatory cells with edematous changes
around bronchi and bronchioles were not progressive to the
respiratory alveoli. The pathological changes were similar
in all histological preparations examined. In case No. 2,
interstitial pneumonia was observed along with the other
above-mentioned changes. Although alveolar edema,
congestion and hemorrhage were also observed as in the
other three cases, the interstitial pneumonia was only
characteristic in puppy No. 2; the alveolar septa were
thickened with infiltration of inflammatory cells
(neutrophils, lymphocytes, plasma cells, mast cells and
histiocytic cells), and alveolar epithelial cells were
swollen. Desquamation was also observed in the alveolar
lumens (Figs. 4 and 5). The alveolar and bronchiolar
spaces were filled with many detached alveolar and
bronchial epithelial cells, neutrophils, macrophages,
lymphocytes, necrotic, foamy and multinucleated syncytial
cells along with cell debris. The eosinophilic

intracytoplasmic and intra-nuclear inclusion bodies within
the alveolar epithelial cells and macrophages characteristic
of CD were only observed in this case (Fig. 6). In addition,
infiltration of various inflammatory cells, fibroblasts and
edema were observed in the mucosa and submucosa of the
bronchioles and bronchi (Fig. 7). The histological changes
are summarized in Table 1.

‘ V} k. B % ;y""'w'i“ ‘. ,.‘i \
Figure 2. Animal N° 1. Histopathological findings.
Alveolar spaces are filled with eosinophilic proteinaceous
fluid accompanied with congestion and hemorrhage in the

alveolar septa (HE, 100x).
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Figure 3. Histopéfhological findingé. Same as figure 2 at
higher magnification. Thickening of alveolar septa is not

Alveolar septa are thickened and with/by inflammatory
cells, and alveolar epithelial cells are swollen and
desquamate in the alveolar lumens (HE, 100x).
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Figure 5. Histopathological findings. Same as in figure 4
at higher magnification. Thickening of alveolar septa is
evident, as detached epithelial cells, macrophages and
giant cells in the alveolar spaces (HE, 400x).
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Figure 6. Animal N° 2. Histopathological findings.
Intranuclear inclusion bodies are present in desquamated
alveolar epithelial cells (arrows) (HE, 400x).

and inflammation can be observed in the mucosa and
submucosa of bronchi (bronchial cartilage on bottom right,
HE, 400x).

Discussion

The histological lung lesions reported here, in
non-vaccinated pups with previous clinical, pathological
and immunohistochemical diagnosis as affected by canine
distemper virus (CDV), confirmed in one case, the
previous information that the interstitial pneumonia is the
characteristic lung lesion of the dogs clinically affected by
CDV (2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12). However, the edematous
changes in the alveoli with congestion and hemorrhage
were the main changes of the other three cases without
interstitial pneumonia. Remarkably, changes in the
bronchial branches did not progress in depth in the
parenchyma. In  addition, changes  of  the
bronchioles/bronchi were not characteristic of what
described for the disease (7, 10). To our knowledge, there
are no previous reports describing alveolar edematous
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changes without interstitial pneumonia in puppies infected
with CDV. There were no relevant differences in age and
clinical stage of respiratory disease among all examined
cases. For these reasons, it was difficult to clarify why lung
lesions were not similar in all cases. A possible
explanation would be differences in the immune status, as
it is well known that the development of the lesions is
highly dependent on the passive acquisition of maternal
immunoglobulins in pups infected with CDV (3, 5, 10).
Although the studied puppies came from the same
geographic area, another possible source of variation
would be the CDV strains involved. Major CDV lineages
identified worldwide are America 1 and 2, Asia 1 and 2,
Europe 1, Europe wildlife, Arctic-like, and South Africa

(14). 1t was reported that the most prevalent lineage in
South America is Europe 1, recently renamed as Europe
1/South America 1 (11), present in Uruguay and southern
Brazil (13). This lineage is distantly related to current
vaccine strains, and whether genetic differences in the
Brazilian strains of CDV might be responsible for the
distemper outbreaks in local vaccinated canine populations
in the region deserves further study (2, 11). There is a
strong suspicious that various strains of CDV are present
in South American countries (11). However, the possibility
of distinct lung lesions in our study due to the different
strains of CDV is low, because cases No. 1 and No. 2 were
kept by the same owner and the clinical signs in these pups
developed at the same time.

Table 1. Histopathological changes of puppies infected with canine distemper virus.

Case Age Alveoli Bronchi/bronchioles
No.  (months) Edematous Congestion Thickening Cellular Interstitial Cellular
fluid in lumen and of alveolar elements inflammation elements in
hemorrhages septa in lumen and edema lumens
1 3 +++ +++ - + + +
2 2 ++ ++ +++ +++ +++ +++
3 5 +++ +++ + + - +++
4 4 +++ ++ - + - +

-, not observed, +; slight, ++; moderate, +++; severe

Inclusion bodies were detected only in the case
showing interstitial pneumonia, and were not detected in
the other 3 pups. From this fact, we presume that the
inclusion bodies appear when lung lesions progress, and
there is a large viral load. The brains of the puppies
showed  non-suppurative  encephalomyelitis  with
demyelination, gliosis, cuffing and eosinophilic inclusion
bodies, with the canine distemper virus antigen being
positive at immunohistochemistry (unpublished data). It is
very interesting that the appearance of inclusion bodies
was different between organs. In a previous study one
hundred dogs affected with CDV were examined for the
distribution of inclusion bodies in various tissues, and in
most of them they were detected in the lungs (70 dogs),
followed by the brain (20 dogs) (7). Lungs seems to be
candidate tissue for the detection of these diagnostic
structures. On the other hand, inclusion bodies may often
persist in the nervous tissue even when they are no longer
detectable in other locations (3). The differences between
the brain and lungs may relate to the response of each
organ and/or the passive immune status of puppies.

In  conclusion, alveolar edematous changes
without interstitial pneumonia should be considered as
histological lesions in puppies infected with CDV. Further
research would help to understand the occurrence of
different pathological features as related to the
lineages/strains of CDV involved, passive immune status
and genetic factors.
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Abstract. We examined the cerebellum and cerebrum of 4 vaccinated dogs, aged 3—60 mo, that
displayed clinical signs of canine distemper virus (CDV) infection, and died 740 d after
developing neurologic signs. The main histologic lesions were demyelination, gliosis,
meningitis, perivascular lymphocytic cuffing, and inclusion bodies. These lesions were similar in
all 4 cases regardless of the time since vaccination, except that meningoencephalitis and gliosis
were subacute in 3 dogs and chronic in 1 dog. However, these differences did not appear to be
related to their vaccination status. Immunohistologically, a CDV-positive immunoreaction was
seen mainly in astrocytes, neurons and their axons, lymphocytes around and in the blood vessels
of the pia mater and choroid plexus, ependymal cells of each ventricle, and the cells of the
choroid plexus. The histologic and immunohistologic changes were similar in the cerebellum and
cerebrum. The genetic characterization of the virus strains in 2 of these naturally occurring
canine distemper cases confirmed that they were South American wild-type strains (Kiki and
Uy251) belonging to the EUI/SA1 lineage. These strains are not included in the commercial

CDV vaccines available in Uruguay.

Key words: canine distemper virus; demyelination; dogs; pathology; vaccination.
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Introduction

Canine distemper virus (CDV; Paramyxoviridae, Morbillivirus) causes one of the most common
infectious diseases of domestic dogs. CDV is also known to infect various other non-canine hosts
sporadically, including a wide range of terrestrial and marine carnivores. Although commercial
CDV vaccines have been available since the 1950s, there have been reports of cases of CDV in
vaccinated dogs, and the incidence of CDV-induced disease is reported to be increasing in
vaccinated dogs throughout the world.?3-3-6:10.15.16.18.25 There has been much discussion regarding
these vaccine breaks or CDV-induced disease in vaccinated dogs. Suggested reasons include
improper handling of the vaccine that may reduce its effectiveness, maternal antibodies that may
interfere with vaccine immunogenicity, or there may be antigenic differences among wild-type
CDV strains and commercial vaccine strains.37:14.16

In a 5-y study (2008-2012) in Brazil, of 155 dogs that developed CDV-induced disease,
17 (12.2%) were vaccinated, 15 (9.6%) were not properly revaccinated or given boosters, 76
(49%) were unvaccinated, and the vaccine status of the rest was unknown.? These findings
suggest that CDV-associated neurologic disease in dogs occurs in South America even though
affected dogs have been vaccinated. There have been reports of CDV-induced disease in
vaccinated dogs in other parts of the world, involving various vaccines, vaccines from different
producers, and genetically diverse dogs.>%!0 Severe nonsuppurative leptomeningitis, with
multifocal demyelination and hemorrhages, has been described in vaccinated adult dogs in North
America.® Encephalitis, with gliosis, typical eosinophilic CDV inclusion bodies, and minimal
demyelination, has been described in New Zealand in Border Collie-cross littermates that were

reported to have been vaccinated.’ Neither report>® compared the effect of vaccination, such as
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vaccine titers or the time since vaccination. More information is needed to better understand
CDV-induced disease and its relationship to vaccination or animal immunocompetence.

We aimed to better characterize the pathologic changes in 4 CDV-vaccinated dogs with
CDV-associated neurologic disease in Uruguay. We analyzed the distribution and characteristics
of the CDV-induced lesions and the age and vaccination status of the dogs.

Materials and methods
Dogs
Case 1 was a 3-mo-old female Maltese dog that had been vaccinated by a veterinarian with
commercial CDV attenuated live vaccine (Providean Viratec 6CV; Tecnovax) at 45 and 70 d old.
Twelve days after the last vaccination, the dog developed diarrhea and fever. This was followed
by coughing, nasal and ocular mucopurulent discharge, and footpad hyperkeratosis. Myoclonus,
ataxia, and paresis appeared 20 d post-vaccination (dpv; Table 1). Neurologic disease became
more severe, and the dog died 27 dpv.

Case 2 was a 13-mo-old male, mixed-breed dog, reported to have been vaccinated by a
veterinarian according to the recommended protocol with initial immunization followed by a
booster 21 d later (Recombitek C6; Boehringer-Ingelheim). This dog also developed nasal
mucopurulent discharge as well as footpad and nose hyperkeratosis ~40 dpv. Severe neurologic
disease appeared at 40 dpv, and the dog died ~55 dpv.

Case 3 was a 24-mo-old female Pitbull Terrier. The dog was reported to have been
regularly vaccinated by a veterinarian with a yearly booster after the initial sequence of
commercial CDV attenuated live virus vaccine (the commercial vaccine name was not given in
the history). This dog developed signs of distemper, including dyspnea and coughing,

mucopurulent nasal discharge, and footpad hyperkeratosis. The dog developed myoclonus and

Page 4 of 17



Page 5 of 20

Journal of Veterinary Diagnostic Investigation

paresis and died 25 d later.

Case 4 was a 60-mo-old male Labrador Retriever that was vaccinated by a veterinarian
with yearly boosters of commercial CDV attenuated live virus vaccines until 3 y old (the
commercial vaccine names were not given in the history). Nearly 2 y later, the animal developed
diarrhea, vomiting, and nasal hyperkeratosis. Myoclonus, seizures, circling, compulsive gait, and
stupor developed, and the dog died 25 d later.

Histopathology and immunohistochemistry

An autopsy was performed on all 4 dogs, and selected tissues, including the brain and lungs,
were fixed in 10% neutral-buffered formalin and processed routinely for histologic examination.
Tissue sections were stained with hematoxylin & eosin and Luxol fast blue (LFB) stains. For
immunohistochemistry (IHC), a mouse anti-CDV monoclonal primary antibody (MCA 1893,
dilution 1:250; Bio-Rad) was used to detect CDV antigens. The primary antibody was incubated
overnight at 4°C followed by HRP-polymer incubation in two 10-min steps, at room
temperature, according to the manufacturer’s instructions (Mouse-on-canine HRP-polymer;
Biocare Medical). Positive antigen—antibody reactions were observed by incubation with 3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), as described previously.’ Slides were
counterstained with Mayer hematoxylin and coverslipped.

The stages of the histologic lesions were categorized as acute, subacute, or chronic based
on previous studies.!%11.19-24 Briefly, acute lesions were characterized by focal vacuolation,
minimal gliosis, minimal perivascular cuffing and inclusion bodies, and the presence of CDV-
positive cells. Subacute lesions included patchy demyelination, extensive gliosis, neuronal
necrosis, prominent perivascular cuffing (2-3 layers of mononuclear inflammatory cells),

prominent CDV inclusion bodies, and numerous CDV-positive cells. Chronic lesions were
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similar to those in the subacute stage but had increased neuronal degeneration and necrosis with
perivascular infiltration of at least 3 layers.
Amplification of the Fsp-coding region and genetic characterization of the CDV strains
Brain samples from the dogs were subjected to TRIzol treatment (Invitrogen, Life Technologies)
to isolate CDV RNA. The first-strand complementary DNA was synthesized in cases 2 and 3
(SensiFast cDNA synthesis kit; Bioline), according to the manufacturer’s instructions. Specific
primers were used to amplify the Fsp-coding region (681 bp). The cycling conditions and
primers, F4854: TCCAGGACATAGCAAGCCAACA and R5535:
GGTTGATTGGTTCGAGGACTGAA, were used according to a previous report.!® The PCR
products were sequenced (Macrogen, Seoul, Korea), and the sequences were aligned using
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Results
The main histologic lesions were demyelination, gliosis, meningitis, perivascular cuffing, and
inclusion bodies (Table 1). There were no qualitative or quantitative differences between the
cerebrum and cerebellum.

In all of the dogs, the most consistent change was demyelination (Fig. 1), which was
easily assessed using LFB staining (Fig. 2). In the demyelinated areas, many astrocytes contained
CDV-positive particles (Figs. 3, 4). Demyelination was most severe in periventricular white
matter tracts and submeningeal neuropil; gliosis, particularly astrocytic gliosis, was commonly
found nearby. Meningitis involving the pia mater was observed in all cases. Many of the
mononuclear inflammatory cells with anti-CDV immunoreaction were detected in and around
blood vessels in the pia mater; many more were present throughout the demyelinated and

necrotic foci.
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Cerebral and cerebellar necrosis with nonsuppurative meningitis was common in dogs 1
and 2 (Table 1). These animals also had intense submeningeal anti-CDV immunoreactivity that
extended from the pia mater deep into the cortex. A similar immunoreaction was detected in
various neurons, including cerebellar cortical neurons (Fig. 5). Perivascular cuffing was
prominent in 3 cases. The perivascular lymphocytic infiltration was 2—-3 layers thick in cases 3
and 4, and was more extensive, with >3 layers of thickness in case 2 (Fig. 6). Intranuclear
inclusion bodies were detected in glia, ependymal cells, and neurons (Fig. 7); however, inclusion
bodies were most common in astrocytes. From these findings, cases 1, 3, and 4 were considered
to be in the subacute stage, and case 2 in the chronic stage.

Animals that had severe white matter demyelination and cortical necrosis also had
decreased numbers of Purkinje cells (Fig. 8). In the cerebral cortex, there was intense anti-CDV
immunoreactivity, both in neurons and their dendrites and axons. There were patches of
degenerate neurons with anti-CDV-positive immunoreactivity in the cerebellum and cerebrum
(Fig. 9). Anti-CDV immunoreactivity was also positive in epithelial cells and blood vessels of
the choroid plexus. Furthermore, some mononuclear cells were CDV positive around and in the
blood vessels of the pia mater and the parenchyma (Figs. 10—12).

The Fsp-coding region sequences obtained from the brains of cases 2 and 3 were aligned
and compared to sequences in the NCBI database. The sequence of case 2 (histologically
classified as chronic) had nucleotide similarity of 96.2% to the CDV isolate Kiki (Table 2). The
sequence of case 3 (subacute) was 98.5% similar to CDV strain Uy251 (Table 3).

Discussion
Histologically, the main lesions in our cases were demyelination, gliosis, meningoencephalitis,

and inclusion bodies, consistent with a previous report.!? Unlike a previous report,® we did not
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observe hemorrhages. Our findings are similar to the basic histologic changes in an experimental
infection study using specific pathogen—free dogs.?!

We classified 3 cases as subacute and 1 case as chronic. The neurologic signs developed
over 7-25 and 40 d in the subacute and chronic cases, respectively. Therefore, we concluded that
there was an association between the clinical signs and the histologic classification. In a report of
21 naturally infected CDV dogs, cerebellar lesions were acute in 12, subacute in 5, and chronic
in 4 dogs; 12 of these dogs died naturally, and 9 were euthanized. In the group of dogs that died
naturally, all were found to have acute lesions. In another report, among 43 dogs infected with
CDV, 11 (26%) dogs had acute encephalopathy, 4 (9%) had acute lesions with necrotic changes,
22 (51%) had subacute encephalitis, and 6 (14%) had chronic encephalitis.’?*

The 4 dogs that we examined all died naturally, without findings of the acute histologic
stage. This may be because the dogs in our study were vaccinated. The differences, including the
histologic stages between the unvaccinated and vaccinated dogs, are suggested to be important in
considering the usefulness of vaccines, hence further investigation is needed. Furthermore, our
cases differed from post-vaccinal CDV disease, which characteristically occurs in young dogs 1—
3 wk after vaccination with commercial attenuated CDV vaccines.*> Post-vaccinal CDV disease
is typically characterized by acute-to-subacute clinical presentation (1-5 d) or is seen as “old
dog” encephalitis, which occurs as a consequence of long-term, subclinical, persistent CDV
infection.*

The invasion of CDV into the brain from other organs has been examined in previous
reports.!-14 The main route of invasion is via infected lymphocytes trafficking through the
blood-brain barrier; virus infects resident epithelial and endothelial cells.!! CDV-infected cells

are first detected in the choroid vessels, the surrounding pia mater, and the choroid plexus cells.
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Subsequently, virus spreads from the cells of the pia mater to the subpial gray matter.'* Once
inside the brain, the virus is proposed to spread via the cerebrospinal fluid and may infect the
ependymal lining cells of the ventricles and, ultimately, glia and neurons. In our
immunohistologic results, the ependymal cells and endothelial cells of the blood vessels in the
choroid plexus and pia mater were immunopositive to the anti-CDV antibody. Furthermore,
CDV-immunopositive mononuclear cells were detected intravascularly or perivascularly in the
pia mater and brain parenchyma. In addition, severe demyelination was evident in the
periventricular and subcortical white matter and co-localized with CDV antigen. These findings
support movement of the virus from the blood vessels into the brain parenchyma. Necrosis of
cerebellar white matter with meningitis was prominent in 2 cases, and these cases were
accompanied by high CDV immunoreactivity from the pia mater to the deep white matter. This
suggests that CDV entered the cerebellar cortex directly from the pia mater affected with
meningitis, resulting in cortical necrosis. A CDV-positive immunoreaction in astrocytes was one
of the characteristic findings in our study; the presence of CDV in many astrocytes is thought to
be related to the mechanism of demyelination.!!-1213

With reduced or incomplete vaccination in domestic dog populations,'® as occurs
frequently in some South American countries, herd immunity could be lower, increasing
classical CDV cases in previously vaccinated dogs because of increased exposure.'® In Brazil®
and Uruguay,'”'® some specific CDV circulating wild-type strains were genotyped. All of them
were found to belong to the EU1/SA1 clade and had important antigenic differences from CDV
strains included in commercial vaccines.>!'® Our results confirm these reports.®!7!3 In our cases,
2 wild-type strains acting on the central nervous system in vaccinated dogs were found.

Consistent with a previous report,> CDV disease in our cases was caused by wild-type strains not
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included in commercial vaccines, and not by post-vaccinal CDV disease. Our results highlight
the relevance of CDV infection in Uruguay, the circulation of at least 2 wild-type CDV strains
that are not included in commercial vaccines, the need to intensify current control measures,? and
the need for specific CDV commercial vaccines that include South American wild-type CDV
strains.
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Table 1. Clinical signs and histologic and immunohistologic changes consistent with canine

distemper in 4 vaccinated dogs.

Days showing

Histopathologic and immunohistologic

Case, sex, Neurologic | neurologic signs findings
age Vaccination | signs before death Cerebellum Cerebrum Stage
1 On Myoclonus, | 7 Demyelination, | Demyelination, | Subacute
F, 3 mo vaccination | ataxia, gliosis, gliosis,
plan paresis meningitis, 1B, meningitis, 1B,
cortical CDV particles
necrosis, CDV
particles
2 On Myoclonus, | 40 Demyelination, | Demyelination, | Chronic
M, 13 mo | vaccination | nystagmus, gliosis, gliosis,
plan quadriplegia meningitis, meningitis,
cuffing, IB, cuffing, IB,
cortical CDV particles
necrosis, CDV
particles
3 On Myoclonus, | 8 Demyelination, | Demyelination, | Subacute
F,24mo | vaccination | paresis gliosis, gliosis,
plan meningitis, meningitis,
cuffing, IB, cuffing, IB,
CDV particles CDV particles
4 Out of Myoclonus, | 25 Demyelination, | Demyelination, | Subacute
M, 60 mo | vaccination | seizures, gliosis, gliosis,
plan circling, meningitis, meningitis,
compulsive cuffing, CDV cuffing, CDV
gait, stupor particles particles

F = female; IB = inclusion bodies; M = male.
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Table 2. BLAST alignment of the Fsp-coding region from case 2 with existing sequences (NCBI

database) and nucleotide similarity percentage (NSP).

Max | Total | Query
Description score | score | cover | E-value | NSP | Accession

Canine morbillivirus isolate
CDV Kiki, complete genome 959 1,734 | 47% | 0.0 96.2*% | MH484613.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-05/03 fusion protein
gene, partial cds 942 1,712 | 47% | 0.0 95.7 | KY057345.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-MEG/14 fusion
protein gene, partial cds 937 1,715 | 46% | 0.0 95.6 | KY057353.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-18/03 fusion protein
gene, partial cds 937 1,704 | 46% 0.0 95.6 KY057349.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-15/03 fusion protein

gene, partial cds 937 1,695 | 47% | 0.0 95.6 | KY057347.1
Canine distemper virus strain
Uy251, complete genome 937 1,706 | 47% | 0.0 95.6 | KM280689.1

cds = coding sequences.
* High homology with the CDV isolate Kiki (Brazilian strain belonging to the EU1/SA1

lineage).
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Table 3. BLAST alignment of the Fsp-coding region from case 3 with the previously determined
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sequences (NCBI database) and nucleotide similarity percentage (NSP).

Description

Max
score

Total
score

Query
cover

E-value

NSP

Accession

Canine distemper virus strain

Uy251, complete genome

848

848

21%

0.0

98.5*

KM280689.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-MEG/14 fusion
protein gene, partial cds

815

815

21%

0.0

96.9

KY057353.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-LLK/16 fusion
protein gene, partial cds

809

809

21%

0.0

96.7

KY057357.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-ZNH/16 fusion
protein gene, partial cds

809

809

21%

0.0

96.7

KY057356.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-05/03 fusion
protein gene, partial cds

808

808

22%

0.0

96.5

KY057345.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-TCO/16 fusion
protein gene, partial cds

804

804

21%

0.0

96.5

KY057358.1

Canine morbillivirus strain
BRA/UEL-LLA/14 fusion
protein gene, partial cds

798

798

21%

0.0

96.3

KY057354.1

cds = coding sequences.

* High homology with the canine distemper virus isolate Uy251 (Uruguayan strain belonging to

the EU1/SAT lineage).
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Figures 1-4. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 1.
Demyelination in the periventricular white matter of the cerebrum in case 4. H&E. Original
objective 10x. Figure 2. Demyelination in the cerebrum of case 4. Same area as Fig. 1. LFB.
Original objective 10%. Figure 3. CDV-immunopositive cells in ependymal and other cells in the
cerebrum of case 4. IHC against CDV. Original objective 40%. Figure 4. CDV-immunopositive
particles in astrocytes in a demyelinated lesion in the cerebrum in case 1. IHC against CDV.
Original objective 40X,

Figures 5-8. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 5.
CDV-immunopositive cells in the pia matter and throughout the molecular layer in the cerebellar
cortex of case 1. [HC against CDV. Original objective 10x. Figure 6. Perivascular lymphocytic
cuffing in the cerebrum of case 2. H&E. Original objective 10x. Figure 7. Intranuclear inclusion
bodies in ependymal cells (arrow) in the cerebrum of case 4. High magnification of Fig. 1. H&E.
Original objective 100x. Figure 8. Necrotic area with Purkinje cell loss in the cerebellum of case
2. H&E. Original objective 10x%.

Figures 9-12. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 9.
CDV-immunopositive particles in nerve cell axons and astrocytes in the cerebrum of case 4. IHC
against CDV. Original objective 40x. Figure 10. Perivascular CDV-immunopositive cells in the
cerebral pia mater in case 1. [HC against CDV. Original objective 10x. Figure 11. Intravascular
and perivascular CDV-immunopositive cells in the cerebral pia mater in case 1. IHC against
CDV. Original objective 40x. Figure 12. CDV-immunopositive cells in endothelial cells and in

the blood vessel wall in the cerebellum in case 4. IHC against CDV. Original objective 40x.
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Figures 1-4. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 1. Demyelination in the
periventricular white matter of the cerebrum in case 4. H&E. Original objective 10x. Figure 2.
Demyelination in the cerebrum of case 4. Same area as Fig. 1. LFB. Original objective 10x. Figure 3. CDV-
immunopositive cells in ependymal and other cells in the cerebrum of case 4. IHC against CDV. Original
objective 40x. Figure 4. CDV-immunopositive particles in astrocytes in a demyelinated lesion in the
cerebrum in case 1. IHC against CDV. Original objective 40x.
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Figures 5-8. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 5. CDV-immunopositive
cells in the pia matter and throughout the molecular layer in the cerebellar cortex of case 1. IHC against
CDV. Original objective 10x. Figure 6. Perivascular lymphocytic cuffing in the cerebrum of case 2. H&E.

Original objective 10x. Figure 7. Intranuclear inclusion bodies in ependymal cells (arrow) in the cerebrum

of case 4. High magnification of Fig. 1. H&E. Original objective 100x. Figure 8. Necrotic area with Purkinje

cell loss in the cerebellum of case 2. H&E. Original objective 10x.
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Figures 9-12. Canine distemper nervous system lesions in vaccinated dogs. Figure 9. CDV-
immunopositive particles in nerve cell axons and astrocytes in the cerebrum of case 4. IHC against CDV.
Original objective 40x. Figure 10. Perivascular CDV-immunopositive cells in the cerebral pia mater in case
1. IHC against CDV. Original objective 10x. Figure 11. Intravascular and perivascular CDV-immunopositive
cells in the cerebral pia mater in case 1. IHC against CDV. Original objective 40x. Figure 12. CDV-
immunopositive cells in endothelial cells and in the blood vessel wall in the cerebellum in case 4. IHC against
CDV. Original objective 40x.
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