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COMUNICACIONES

Deteccion de virus herpes canino tipo 1 en Chile*

Canine herpesvirus-1 detection in Chile
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SUMMARY

This work reports the detection of canine herpesvirus type 1 (CHV-1) in Chile, confirming the strong clinical
suspicion of its existence. A viral isolate, RP5, was obtained from diagnosed clinical cases such as hemorrhagic
diseases of puppies. This viral isolate was inoculated in cell monolayers and produced the typical cytopathic
effect of members of the Alphaherpesvirinae subfamily, Herpesviridae family: cellular lysis in a short period
of time. This viral isolate demostrated its effect in primary cultures of canine lung and canine kidney, and also
in the MDCK cell linc. This effect was lost due to prior incubation of the inoculate with an organic solvent,
therefore the adenovirus presence was ruled out. As a specific confirmation of VHC-1 presence, a direct
fluorescence test in inoculated cell cultures was carried out using monoclonal antibody anti CHV-1, fluorescein
isothiocyanate conjugated (VMRD, Inc.) whose results suggest the presence of the virus. It is of great importance
to determine the presence of the virus because the isolation and characterization of the virus will allow to
carry out future investigations. This includes the evaluation of the magnitude of infection in the canine
population and obtaining information about virus infection repercussion in reproductive places. It may also
the challenge of diagnostic design of laboratory methods such as immunofluorescence, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) and Polymerase Chain Reaction (PCR). In addition it may possible to devise
strategies in order to devclop an eventual vaccine.
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INTRODUCCION

El virus herpes canino tipo 1 (VHC-1) es el
agente causal de la enfermedad hemorragica
mortal en cachorros menores de 4 semanas,
abortos y también infecciones del tracto
respiratorio superior y de la mucosa externa del
aparato genital en adultos. Si bien esta
enfermedad fue descrita por primera vez en
Estados Unidos de Norteamérica (Carmichael y
col., 1965), existen otros informes que le otorgan
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presentacion mundial (Ratud y Werner, 1967;
Huxtable y Farrow, 1970; Thompson y col.,
1972; Reading y Field, 1998).

El VHC-1 pertecnece a la familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
del cual so6lo se conoce un serotipo (Manning y
col., 1988), existicndo algunos trabajos en los
cuales se ha investigado parte del genoma de este
virus (Xuan y col., 1990; Xuan y col., 1996; Burr
y col.,, 1996). La subfamilia Alphaherpesvirinae
incluye cepas virales capaces de realizar ciclos
liticos en las células que infectan, son de
propagacion rapida, con un amplio rango de
hospedadores y producen infecciones latentes,
principalmente en los ganglios nerviosos
(Boehmer y Lehman, 1997).

227



C. NAVARRO, M. CELEDON, J. PIZARRO

Se sabe que tanto en la consulta privada de
pequeflos animales como en planteles
reproductores este cuadro clinico ha estado
presente, si bien no ¢s un motivo de consulta de
rutina, existe. La presencia de este virus en
nuestro pais ha sido sugerida por hallazgos
clinicos que incluyen principalmente muerte
neonatal. En estos cachorros, al realizar la
necropsia s¢ evidenciaron lesiones tipicas de
virus herpes y la histopatologia del higado
demostré cuerpos de inclusién intranucleares.
Sin embargo, el aislamiento no fue informado,
a pesar de evidenciar lisis en las células
inoculadas (Larenas y col., 1992). Actualmente,
este cuadro clinico se ha manifestado en
repetidas ocasiones, afectando a camadas enteras
en el Area Metropolitana, segiin informacion
proporcionada por profesionales del area privada
y por casuistica en el Departamento de Patologia
Amimal de nuestra Facultad.

En ausencia de un aislado viral, es imposible
implementar técnicas de diagnostico virologicas
y serologicas que permitan conocer la magnitud
de la infeccidn en la especie canina en nuestro
medio, y por lo tanto, no se pueden establecer
medidas de control para la infeccion. Esto
motivo a realizar el aislamiento de una cepa
nativa de este virus.

MATERIAL Y METODOS

Muestras: Las muestras fueron obtenidas de
caninos, cuyo caso clinico hizo sospechar de la
presencia del VHC-1, por ejemplo: lesiones en
mucosa genital y enfermedad respiratoria en el
adulto, cachorro con mortalidad neonatal y feto
abortado. En el animal vivo se tomaron muestras
mediante torulas estériles y en animal muerto se
tomaron muestras de 6rganos.

Inoculo: Los exudados o liquidos de
vesiculas tomadas con torulas se agitaron en un
“vortex” para desprender particulas virales desde
algoddn, ayudandose de una solucidn salina
adicionada de antibioticos penicilina (100Ul/ml)
y estreptomicina (100 ug/ml). El sobrenadante
resultante constituyo el inoculo. En el caso de
tejidos como trozos de 6rganos, éstos se cortaron
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con tijeras y luego se trituraron con una
substancia abrasiva (arena). Postcriormente se
diluyeron en solucién salina y se centrifugaron
a 1500xg durante 5 minutos. El sobrenadante
obtenido después de la centrifugacion constituyo
el in6culo viral.

Cultivos celulares: Se prepararon cultivos
celulares primarios (CCP) a partir de rifion y
pulmoén canino. Las células se obtuvieron por
digestion enzimatica, utilizando tripsina al
0.25% en solucion salina y luego se cultivaron
a 37° C en medio esencial minimo de Eagle
(MEM), adicionado con antibidticos (penicilina
(100U/ml), estreptomicina (100 pug/ml)) y
suplementado con 10% de suero fetal bovino.
Ademas se utilizo la linea celular MDCK
(Madin-Darby canine kidney), proveniente de
rifién canino.

Aislamiento viral: Cada inoculo se sembroé en
un volumen de 200 ul en monocapas de cultivos
celulares de pulmon y rifion canino de 24 horas,
incubando durante una hora a 32-33° C. Luego
se retiré el sobrenadante y se reconstituyé el
volumen original. Posteriormente se incubd a la
misma temperatura descrita con observacion
diaria durante 5 a 7 dias. Se realizaron 5 pasajes
seriados antes de descartar el indculo por
considerarlo negativo.

Se considerd como muestra negativa todo
aquel indculo que en un proceso de 5 pasajes
seriados no manifestara efecto citopatico (ECP)
en las monocapas de células, y como muestra
positiva a todo aquel inoculo que manifestara
ECP en ausencia del uso de solventes organicos.

Prueba de inmunofluorescencia directa: Se
procedio a cultivar células en fubos Leighton.
Brevemente, las laminillas con monocapas
fueron infectadas con el aislado RP5.
Confirmada la aparicion del efecto citopatico se
procedio a fijar las células mediante el uso de
acetona fria por 5 minutos y luego a enfrentar
estas células con un anticuerpo monoclonal
marcado con isotiocianato de fluoresceina y
dirigido contra VHC-1 (VMRD, Inc. USA). Se
incub6 en camara himeda por 30 minutos a
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37°C, luego se retird el exceso de reactivo
mediante lavados con PBS. Finalmente, para
verificar reaccidn positiva y negativa (cultivos
sin infectar), se utilizd un microscopio de
fluorescencia Nikon con aumento de 1000X.

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 20 muestras obtenidas tanto
de organos de cachorros sospechosos como
también dc muestras de adultos, se logro obtener
un aislado procedente de un rifién canino (RPS),
que provoca EC en cultivos primarios de rifion
y pulmon canino, efecto que aparece a partir del
tercer pasaje (figura 1). Este resultado preliminar
sugiere la presencia de un virus perteneciente a
la familia Hespesviridae, agente capaz de
provocar in vitro un ECP caracterizado por lisis
celular. No obstantc, los virus herpes no son los
unicos que poseen esta caracteristica. Dentro de
los virus que afectan a canidos y que producen
un ECP similar se encuentra el virus de la
hepatitis infecciosa canina (VAC-1), virus ADN
de tamafo medio (75 nm) sin envoltura
lipoproteica. Para dilucidar entre estos dos
posibles virus, se preincubd el aislado RP5 en
presencia de solventes lipidicos. La inoculacion
posterior en cultivos celulares no pudo
reproducir el ECP, ya descrito, lo cual indicaria
que la presencia de envoltura es fundamental
para iniciar un ciclo infectivo, tal como esta
descrito para los virus de la familia
Hespesviridae.

Es sabido que los cultivos primarios ticnen un
n mitético definido y que, por lo tanto, la
reproducibilidad de los resultados de una
experiencia no es optima. Bajo esta consideracion,
se realizaron en paralelo algunas experiencias que
demostraron susceptibilidad y permisividad de la
linca celular MDCK, frente a nuestro aislado RPS
(figura 2). Con este nuevo hallazgo y ante la
imposibilidad de contar con un antisuero contra
VHC-1 para realizar una prueba confirmatoria
mediante un ensayo de seroncutralizacion, se optd
por implementar una  prueba  dc
inmunofluorescencia directa, utilizando un
anticuerpo monoclonal comercial (VMRD, Inc.,
USA), conjugado con isotiocianato de

fluoresceina, dirigido contra VHC-1. Los
resultados obtenidos demuestran una alta reaccidén
entre el anticuerpo y antigenos virales presentes
en Jas células infectadas (figura 3), contrastando
con la nula reactividad en el control negativo
(Fotografia 4). Si consideramos que este
conjugado no tiene reaccion cruzada con otros
virus caninos, s6lo cabe la posibilidad de que se
esté en presencia de VIHC-1. La enfermedad
hemorragica de los cachorros se ha diagnosticado
en repetidas ocasiones en forma clinica. Si bien
la descripcion de los casos clinicos, el examcen
post mortem y la presencia de cuerpos de
inclusion concuerdan plenamente con la literatura,
solo el aislamiento viral constituye una prucba
confirmatoria y definitiva. El aislamiento
informado constituye el punto de partida que
permitira comenzar la caracterizacion biologica y
gendmica del virus, por una parte, y la elaboracion
de un método diagnostico, por otra.

RESUMEN

Estc trabajo informa la deteccion del virus
herpes canino tipo | (VHC-1) en nuestro pais,
confirmando la fuerte sospecha clinica de su
existencia. Se logro obtener un aislado viral,
denominado RP5, a partir de¢ casos clinicos
diagnosticados como enfermedad hemorragica
de los cachorros. Este aislado inoculado en
monocapas celulares produce el tipico efecto
citopatico de miembros de la subfamilia
alphaherpesvirinae, familia Herpesviridae: lisis
celular a tiempos cortos. Este aislado manifiesta
este efccto tanto en cultivos primarios de pulmoén
y rifién canino, como también cn la linea celular
MDCK. Este efecto se pierde al preincubar el
inoculo con solventes organicos,-lo cual indica
presencia de envoltura lipoprotcica, lo cual
descartaria la presencia de VAC-1 en este
aislado. Como segunda confirmacion de la
presencia de VHC-1 en los cultivos celulares
inoculados se procedid a realizar una prueba de
inmunofluorescencia directa, utilizando un
anticuerpo monoclonal anti VHC-1, conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (VMRD, Inc.),
cuyos resultados sefialan inequivocamente la
presencia del virus.
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FIGURA 1. Efecto citopatico provocado por aislado
RPS5 en cultivo primario de riiién canino. 100X.

Cytopathic effect observed in canine
kidney primary cell cultures infected with RP5 isolate.
100X.

FIGURA 3.
Reaccidn positiva al infectar células de la linea
MDCK con RPS. 1000X.

Direct immunofluorescence. Positive
reaction observed in MDCK cell line infected by RP5
isolate. 1000X.

Inmunofluorescencia directa.

Determinar la presencia del virus es de gran
importancia, pues al aislar y caracterizar el virus
se podra contar con un instrumento imprescindible
para realizar futuras investigaciones. Por ejemplo,
evaluar la magnitud de la infeccion en la especie
canina, conocer de la repercusion de la infeccion
por este virus en planteles reproductores, como
también enfrentar el desafio del disefio de métodos
diagnostico de laboratorio mediante técnicas
que involucran la inmunofluorescencia, el
enzimoinmunoanalisis (ELISA) y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), y también elaborar
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FIGURA 2. Efecto citopatico provocado por
aislado RP5 en células de la linea MDCK.

Cytopathic effect observed in MDCK cell
line infected with RPS isolate. 100X.

directa.

Inmunofluorescencia
Reaccion negativa. Células de la linea MDCK sin
infectar con RP5. 1000X.

Direct immunofluorescence. Negative
reaction. MDCK cell line without infection by RPS isolate.
1000X.

FIGURA 4.

posibles estrategias mediante la utilizacion de una
eventual vacuna.
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