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RESUMEN 

NUNCIO LIMÓN MÓNICA IVONNE. USO DE LA TÉCNICA DE RT-PCR Y 

SECUENCIACIÓN PARA LA DETECCIÓN DEL VIRUS DE DISTEMPER CANINO 

VACUNAL EN MUESTRAS CLÍNICAS. (Bajo la dirección de la Dra. Laura Cobos 

Marín, Dr. Francisco Javier Basurto Alcántara). 

En los últimos años se han hecho reportes a nivel mundial sobre la presentación 

de cuadros clínicos de Distemper Canino postvacunal en animales. Tomando 

como base estos reportes y que en las pruebas de diagnóstico convencionales no 

es posible diferenciar al virus de campo del vacunal, se implementó la prueba de 

Transcripción Reversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) para 

diferenciar cepas de este virus a partir de muestras clínicas de perros con 

Distemper canino postvacunal. Se diseñaron los iniciadores tomando como base 

un fragmento de 756 pb de las secuencias reportadas en el Gene Bank del gen de 

la nucleoproteína de las cepas Lederle, Onderstepoort, Rockborn así como una 

cepa Wild type. Se utilizaron como testigos positivos de prueba las cepas antes 

mencionadas en cultivo puro y que fueron donadas por diversas empresas 

productoras de vacunas. Como muestra testigo de extracción de ARN se utilizó la 

amplificación del gen de la Beta actina. Se trabajaron muestras previamente 

positivas por inmunofluorescencia, de éstas 29 eran de sangre, 2 de encéfalo y 2 

de linfonodo; 12 resultaron positivas por RT-PCR. A la fecha se han obtenido 13 

secuenciaciones de los productos amplificados y que han sido comparados 

mediante el sistema BLAST del NCBI, los cuales corresponden a las siguientes 

cepas: 1 testigo con el 95% de homología con la cepa Lederle,  otro tiene 99% de 

homología con la cepa Ondersterpoort. El amplificado obtenido de una muestra de 

encéfalo y la muestra 2583 obtuvieron 97% de homología con un virus de 

Distemper canino aislado en China; la muestra 133 presento un 90% de 

homología con la cepa Shuskiy secuenciada en Kazakhstan, las muestras 160 y el 

aislamiento Adulto tuvieron un 100% de homología con un aislado de Guadalajara; 

las muestras 182 y 2568 obtuvieron un 98% y 100% respectivamente con un 

aislado del Estado de México; la muestra 1455 obtuvo un 92 % de homología con 

un aislado de USA;  Uno de los testigos de Lederle presentó dos bandas, una de 

756 pb que correspondió a la secuencia esperada y otra banda de 1000 pb que en 

la secuenciación tuvo una homología del 99% con Mycoplasma arginini. Con los 

resultados obtenidos de la secuenciación se observó que ninguna muestra 

coincide con cepas vacunales; además la prueba de RT-PCR y la secuenciación 

pueden ser utilizadas como pruebas de identidad y pureza en la constatación de 

biológicos y en el control de calidad de vacunas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El moquillo canino también conocido como Distemper canino (DC), enfermedad de 

Carré o hard pad, es una enfermedad viral multisistémica grave. Se caracteriza 

por diversos signos que incluyen: fiebre ondulante (de allí el nombre Distemper), 

signos respiratorios, intestinales y trastornos neurológicos. 1 

La infección por virus de Distemper canino (VDC) es una de las principales causas 

de muerte en perros domésticos y una de las principales  amenazas  para la 

conservación de especies silvestres en peligro de extinción. Se presenta 

principalmente en cachorros, animales seniles e individuos inmunocomprometidos. 

Es considerada una de las enfermedades de mayor trascendencia y de gran 

interés veterinario.2, 3 

Debido a su distribución global, el virus representa un desafío para la medicina de 

pequeños animales y los programas de preservación de especies silvestres. Se 

sabe que las vacunas para el control del DC son de virus vivo atenuado o 

modificado y que además son vacunas de los tipos polivalentes o combinados con 

otros antígenos. Dentro de las desventajas de estos inmunógenos,  se pueden 

citar: que las vacunas polivalentes proporcionan una limitada protección y su uso 

debe ser exclusivo en animales sanos, el riesgo del desarrollo de encefalitis 

postvacunal y la reversión a virulenta de las vacunas. Además, el VDC puede 

producir inmunosupresión por sí solo, y mezclado con otros antígenos los efectos 

sobre el sistema inmune (SI) suelen ser letales para el individuo 

inmunocomprometido. Muchas de las desventajas antes mencionadas, aunque 

son de gran importancia, suelen ser ignoradas en la práctica clínica.4 
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1.1 ASPECTOS HISTÓRICOS 

Se menciona que la enfermedad se originó en España en el siglo XVIII. La primera 

vez que se describió fue en 1748 por  Antonio de Ulloa en su trabajo “Relación 

histórica del viaje a la América meridional”5. 

Fue hasta 1809 cuando el DC fue descrito por Edward Jenner, que basó  sus 

observaciones en perros con signología grave de la enfermedad, y realizó  una 

descripción muy amplia acerca de los signos y lesiones que causaba. Por otra 

parte, intentó establecer una línea diagnóstica entre el DC y la hidrofobia, 

concluyendo que no contaba con los antecedentes necesarios que le permitieran 

entregar un concepto definitivo6. 

En 1923 Laidlaw y Dunkin trabajaron en la preparación de una vacuna para 

inmunizar contra DC, utilizan tejido de SNC de perro, inactivado con formalina. 

Aun cuando sus resultados fueron dudosos acerca de la  protección contra la 

enfermedad. 7,8,9 Es a ellos a quienes se les atribuye los primeros trabajos en la 

realización de una vacuna contra  el DC. 

1.2 CARACTERÍSTICAS DEL VIRUS DE DISTEMPER CANINO 

El virus  de Distemper canino (VDC) es un virus envuelto de tipo ARN de cadena 

sencilla polar negativa, de simetría helicoidal con un tamaño de entre 150 y 300 

nm de diámetro. Presenta una envoltura lipoproteica con proyecciones que 

corresponden a las glicoproteínas. Pertenece al orden de los Mononegavirales de 

la familia Paramixoviridae, subfamilia Paramixovirinae,  género Morbillivirus 

(Véase Cuadro 1).  
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Orden 
 
Familia  
Genero 

Mononegavirales 
 
              Bornaviridae 
                                         Bornavirus 

Familia 
Genero  

              Rabdoviridae 
                                         Vesiculovirus 
                                         Lissavirus 
                                         Efimerovirus 
                                         Novirabdovirus 
                                        Citorabdovirus 
                                        Nucleorabdovirus 

Familia 
Genero 

               Filoviridae 
                                        Marburvirus 
                                        Ebolavirus 
 

Familia  
Subfamilia  
Genero 
 
 
 
 
 
 
Subfamilia 
Genero 

               Paramixoviridae 
                            Paramixovirinae 
                                        Rubulavirus 
                                        Avulavirus 
                                        Respirovirus 
                                        Henipavirus 
                                       Morbillivirus 
 
 
                            Neumovirinae 
                                        Neumovirus  
                                        Metaneumovirus            
                                         
                             

 

  

 

Hasta la fecha, el género de los Morbillivirus de la familia Paramixovoridae se 

compone de seis miembros establecidos: el virus de Distemper  canino (VDC), 

virus del sarampión (VS), que afecta principalmente a niños y produce 

enfermedades crónicas en los adultos humanos como la panencefalitis 

esclerosante (SSPE), esclerosis múltiple y enfermedad de Paget, el Morbillivirus 

de los cetáceos que afecta a delfines, marsopas y ballenas10, 11, el Morbillivirus de 

las focas o fócidos12,13,14
, responsable de la muerte de 23,000 focas en Europa en 

1988 y 30,000 en el año 2000 respectivamente15. Se reporta también el virus de la 

Cuadro 1. Organización Taxonómica del orden de los Mononegavirales. 

Tomado y modificado del Virus Taxonomy ICTV, octavo reporte Elsevier 2005. 
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peste de los pequeños rumiantes que afecta a caprinos y ovinos16,17 y el virus de 

la peste bovina o Rinderpest que afecta bovinos, búfalos domésticos y algunas 

especies silvestres de pezuña hendida18 el cual fue erradicado en el año 201119. 

Las especies del género Morbillivirus poseen características biológicas 

desarrolladas en la infección in vitro como es la formación de sincitios y lisis 

celular.20, 21, 22 En específico el DC está relacionado estrechamente con el virus de 

sarampión en un 75-80% de su genoma23.  

Tiene una amplia variedad de huéspedes entre los que se encuentran los 

siguientes: canidos (perros, lobos, zorro, coyotes)24, 25, 26, mustélidos (hurones, 

martas, minks, mofetas, tejones)27, 28, 29, prociónidos (mapaches, coatíes), ailúridos 

(pandas menores y gigantes),30 ursidos (osos),31, 32, 33 félidos (leones, tigres, 

leopardos, linces),34, 35, 36, 37, 38, 39 mamíferos marinos,40, 41, 42 se mencionan 

también casos en la hiena manchada43 y en monos infectados de forma natural.44, 

45 

Se reconocen al menos siete linajes a nivel mundial basándose en la 

Hemaglutinina (H) viral, proteína mas variable entre los Morbillivirus, estos son: 

América -1(cepas vacunales), América- 2, Asia-1, Asia-2, cepas Articas, cepas 

Europeas y cepas Europeas de fauna silvestre46, 47 
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1.3 ORGANIZACIÓN GENOMICA 

El genoma del VDC está compuesto por 15,690 pb,48 codificando en dirección 3´-

5´. Comprenden seis genes en el siguiente orden: Nucleoproteína- Fosfoproteína 

V/C- Matriz- Fusión- Hemaglutinina- Proteína Grande (Ver Figura 1). 

 

 

La Nucleoproteína (NP), está constituida por 1,572 pb y se encarga de envolver y 

proteger el genoma.  

La Fosfoproteína (P) es fosforilada, es conservada entre los Morbillivirus, está 

asociada con la Nucleoproteína y la Proteína Grande en la nucleocápside. En 

conjunto con la proteína Grande (L) forma un complejo ribonucleoproteico con 

actividad de polimerasa que sirve para la transcripción y la replicación del genoma 

viral.49 Tiene un tamaño de 1,524 pb, codifica en las primeras  500 a 1,000 pb de 

su extremo 5´ el gen C y gen V de las proteínas C y V, respectivamente, de las 

cuales su función está íntimamente relacionada con la replicación y actividad la 

inmunosupresora del virus. 50 

La Proteína de Matriz (M) es el tercer gen transcrito, constituido por 1,008 pb. Se 

encuentra debajo de la bicapa lipídica y sirve como un enlace entre la 

nucleocápside y las dos glicoproteínas de la superficie (H y F),  forma parte de la 

Figura 1. Organización del Genoma del virus de Distemper canino. Tomada 

y modificada del ICTV, octavo reporte Elsevier 2005. 
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membrana interna, posee la característica de ser hidrófobica. Desempeña una 

función importante durante la maduración del virus51. 

El gen de la proteína de Fusión (F) está constituido por 1,989 pb, proteína 

estructural y glicoproteína de la envoltura, involucrada en la unión del virus con la 

membrana plasmática de la célula. Es altamente conservada entre los 

morbillivirus, y la protección cruzada observada entre los virus del grupo puede ser 

debido a esta región.52 

El gen de la Hemaglutinina (H) es el más variable de los morbillivirus,53 y está 

constituido por 1,815 pb. La proteína se caracteriza por ser glicosilada y altamente 

relacionada con la virulencia y la inmunosupresión que inducen los Morbillivirus. 

En un reporte se realizó una modificación en los sitios N-glicosilación logrando 

niveles de expresión reducidos de esta proteína y conservó totalmente su 

funcionalidad, contribuyendo a la atenuación de la virulencia sin afectar la 

inmunosupresión54. 

La proteína Grande (L) está constituida por 6,555 pb, su gen es el último en 

transcribirse, en asociación con la NP y la P y el ARN genómico forman la 

nucleocapside, y es la proteína que tiene la actividad de la polimerasa de 

ARN.55(Ver figura 2) 
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1.4 REPLICACIÓN 

La replicación es a nivel citoplasmático, dependiente de la hemaglutinina (H) viral, 

glicoproteína de la envoltura lipídica que reconoce y se une al receptor linfocitario 

CD150/SLAM.20 La unión de esta molécula podría explicar el linfotropismo e 

inmunosupresión natural de los Morbillivirus. 

Inmediatamente después actúa la proteína de Fusión (F), generando la fusión del 

VDC con la membrana plasmática del huésped y libera el material genético viral al 

citoplasma. Estas dos proteínas son el principal objetivo de los anticuerpos 

neutralizantes sintetizados por el SI del hospedero56 

El material genético viral es liberado en el citoplasma de la célula donde se llevará 

a cabo la replicación, es en este punto donde se utiliza como hebra molde la 

Figura 2. Esquematización de la estructura del VDC. Tomada y modificada de 

Nature Reviews Microbiology 2006 
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Nucleoproteína (NP). El ARN tiene sentido negativo y debe de ser transcrito a un 

ARNm de sentido positivo complementario antes de que las proteínas puedan ser 

sintetizadas, las cadenas recién sintetizadas pueden servir a su vez como 

plantillas para la duplicación del material genético, para la transcripción. 

 La proteína Grande (L) sirve como co-factor a la NP para ayudar a catalizar la 

síntesis del genoma, y en compañía de la Fosfoproteína forman el complejo de la 

polimerasa. La secuencia guía 3´ del ARN, provee el punto de entrada para la 

ARN polimerasa dependiente de ARN, dando como resultado un ARN 

monocistrónico unido al extremo 5´ y con el extremo 3´ poliadenilado por el 

complejo de la polimerasa. Posteriormente se detiene la polimerasa y se reinicia la 

síntesis de ARNm de cada gen hasta completar la longitud del genoma. Las 

subsecuentes síntesis de cadenas de sentido negativo y positivo dependerán de la 

disponibilidad de la NP. Además, la traducción de los transcritos primarios, permite 

la acumulación de las proteínas virales y funciona como interruptor de la 

transcripción.49 

Posteriormente se da el ensamblaje viral, interviniendo la NP y la proteína de 

Matriz, proteína asociada a la envoltura, y por su característica hidrofóbica, se 

encuentra en la superficie interna de la membrana del virión. Se conoce que la 

expresión restringida o nula de las proteínas M y F puede ocasionar bajos niveles 

de antígeno viral, lo que le facilita la persistencia del VDC, siendo la panencefalitis 

esclerosante subaguda una infección persistente ocasionada por este virus. 57, 58, 

59 (Ver figura 3) 
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1.5 PATOGENIA E INTERACIONES TEMPRANAS CON EL SISTEMA INMUNE 

El periodo de incubación es de 7 a 14 días, las vías de ingreso del virus son: la 

aerógena, la ocular-respiratoria y la oral. Se transmite a través de aerosoles y 

fomites por medio de los cuales alcanza superficies mucosas, estableciendo la 

primera interacción con el sistema inmune del hospedero mediante la infección 

temprana de linfocitos mononucleares CD150+. En el transcurso de las siguientes 

24 horas postinfección (PI) el virus se multiplica en los macrófagos tisulares y se 

disemina en estas células a través de los linfocitos locales a las amígdalas y los 

linfonodos bronquiales. La infección es dependiente de la H viral, glicoproteína de 

Figura 3. Esquematización del ciclo de replicación. Tomada de Nature 

Reviews Microbiology 2006. 
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la envoltura lipídica que reconoce y se une al receptor linfocitario CD/150 SLAM,53, 

60 presente en distintas poblaciones celulares. La amplia distribución de este 

receptor en poblaciones linfocitarias activas explica el linfotropismo del virus y la 

relevancia de la H en la virulencia y citopatogenicidad del VDC. 

En este punto el virus despliega una serie de mecanismos rápidos que permiten 

neutralizar y evadir la respuesta inmune antiviral innata y adaptativa61. Éstos se 

describen a continuación: 

Al infectar las células inmunes, el virus asegura por un lado: la síntesis del ARNm 

y una replicación intracitoplásmatica efectiva formando un complejo ribonucleico 

que evita el reconocimiento de intermediarios de ARN de doble hebra por parte de 

TLR-3 (Toll Like Receptor- 3) y de esta forma inhibe las vías de activación del 

factor de transcripción NF-КB (Nuclear Factor- Kappa B) responsable de activar la 

expresión de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesión y 

receptores inmunológicos62. Por otro lado, la utilización de células del sistema 

inmune como vehículo de transporte a los nódulos linfáticos regionales. 

Alrededor de dos a cuatro días PI, aumenta el número de virus en amígdalas y 

linfonodos retro faríngeos y bronquiales, pero en otros órganos linfáticos se 

encuentran cifras bajas de células mononucleadas infectadas con VDC63. Es en 

este momento que  se establece la viremia primaria.  

Hacia los días cuatro a seis PI ocurre la multiplicación del virus dentro de folículos 

linfoides del bazo, lámina propia del estómago, intestino delgado, linfonodos 

mesentéricos y las células de Kupffer del hígado.64 Es a partir de este momento 

que pueden presentarse signos gastrointestinales y respiratorios como tos, 
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diarrea, vómitos, anorexia, deshidratación y pérdida de peso, siendo las 

infecciones secundarias las que a complican la enfermedad. El virus comienza a 

ser eliminado por todas las excreciones del cuerpo, incluso en perros con infección 

subclínica. 

La proliferación amplia del virus en órganos linfoides produce el aumento inicial de 

la temperatura corporal y leucopenia; la elevación de la temperatura coincide con 

la aparición de interferón circulante. La patogenia es influenciada adicionalmente 

por dos productos del ciclo replicativo viral, que derivan del gen P: las proteínas V 

y C. La primera actúa inhibiendo las vías de señalización intracelulares 

involucradas en  la síntesis de interferones tipo I (IFNα  y β), citocinas 

proinflamatorias (TNFα e IL-6), expresión de proteínas antivirales y citocinas, así 

como en la síntesis de citocinas del perfil Th1 y Th2 (IL-2 e IL-4) siendo de esta 

manera  un determinante de virulencia esencial en la invasión del hospedero. 50, 65 

De esta forma es posible explicar la inhibición de la secreción de (IFNγ) en 

linfocitos Th1 y células NK y consecuentemente la interferencia de la respuesta 

inmune antiviral.66 La proteína C corresponde a un factor  de infectividad que 

asegura el ensamble y liberación de partículas virales estables, sustentado fases 

tardías del cuadro multisistémico, mecanismo que ha sido mejor estudiado en el 

virus de sarampión.67,68, 69 

Mediante estos fenómenos el virus utiliza células inmunes para viajar a órganos 

linfáticos secundarios como pulpa blanca del bazo, nódulos linfáticos y tejido 

linfoide asociado a mucosas (tonsilas y placas de Peyer) sitios de replicación 

preferencial del virus  antes del establecimiento de la viremia secundaria61 . Es en 
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estos órganos donde el virus, a través de la unión  a CD150, ejerce un 

agotamiento selectivo de linfocitos CD4+ Th1 mediante un proceso apoptótico,70,71 

afectando también la actividad proliferativa de células B y T involucradas en la 

respuesta inmune (Th1) durante las primeras 72 horas PI.72 

Lo anterior explica la severa leucopenia descrita entre el primer y séptimo día PI, 

con una disminución de hasta el 80% de las células mononucleares periféricas y 

un alto porcentaje de linfocitos T y B infectados (40-60%). 73 

Se ha mencionado que la infección de tonsilas y placas de Peyer es uno de los 

eventos claves en el compromiso de la respuesta inmune de mucosas mediada 

por IgA, facilitando el ingreso de patógenos oportunistas.61 

La fiebre y la leucopenia casi siempre pasan inadvertidas, la rápida y masiva 

replicación viral en linfocitos prepara la invasión sistémica a través de la viremia 

secundaria asociada a células, que se caracteriza por altos títulos virales  y el 

inicio del cuadro clínico. En este punto el sulfato de heparina74 presente en la 

superficie de células epiteliales y no inmunes actúa como receptor para la 

hemaglutinina, sustentando de esta manera la diseminación epiteliopantrópica 

propia de la fase más tardía de la infección,75 donde el comportamiento de la 

enfermedad dependerá completamente de la respuesta inmunológica del 

individuo. Se describe que aproximadamente un 30% de los animales que 

desarrollan un cuadro multisistémico presentan algún grado de compromiso 

neurológico y que de ellos un 10% muere de encefalitis aguda 73. 
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La presentación de la enfermedad varía de individuo a individuo, y dependerá, 

tanto de la cepa viral como del nivel de respuesta inmune generado. La respuesta 

inmune suele desarrollarse a los 14 días PI y puede ser de tres formas: 

 Existe un nivel adecuado de anticuerpos contra las glicoproteínas de la 

envoltura viral H y F,76 y una adecuada citotoxicidad mediada por células. 

Lo anterior permite la eliminación del virus en la mayor parte de los tejidos y 

los animales no muestran signos clínicos.77 

 Si la respuesta inmunitaria es deficiente, es decir hay títulos bajos de 

anticuerpos y una pobre citotoxicidad celular, el virus se disemina hacia 

todos los tejidos, los signos son graves y el virus persiste en los tejidos 

hasta la muerte.63 

 En animales con una respuesta inmune intermedia, se puede desarrollar 

una enfermedad moderada o silenciosa, en la que el virus persiste en 

pulmones, tejido uveal, neuronas y cojinetes plantares.78 

Finalmente, se puede presentar la recuperación completa acompañada por un 

proceso de inmunidad prolongada y el cese de la excreción del virus. Sin 

embargo, pueden permanecer algunas secuelas neurológicas como temblores, 

mioclonos y ataxia, si la infección es persistente  en el SNC. 

Vías de entrada del virus al SNC, se explican dos teorías:73 

 Vía clásica o hematógena. Las células infectadas se detectan por primera 

vez en el plexo coroideo y en estrecha relación con los vasos sanguíneos 

cerebrales. Una vez que está en contacto con el líquido cerebroespinal 

puede invadir las membranas que rodean al SNC, el epéndimo y el 
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revestimiento superficial de la corteza cerebral, seguido  por la infección de 

las neuronas y células de la glía.79 Algo importante de mencionar es que, la 

llegada del virus al SNC a través de la barrera hematoencefálica ocurre en 

un escenario de severa inmunosupresión y aunado a la presencia de 

citocinas que aumentan la permeabilidad de dicha barrera, como lo son: IL-

6, IL-1β y TNFα. 80  

 Vía anterógrada o por bulbo olfatorio. Algunas cepas durante la invasión 

masiva de la mucosa respiratoria y de sus células epiteliales infectan 

neuronas receptoras cercanas y mediante sinapsis neuronales alcanzan el 

bulbo olfatorio. Esto ocurre hacia el día 21 PI, lugar donde comienza el 

proceso patológico, diseminándose luego al resto del SNC.73 

Alrededor del día 28 PI, la enfermedad se acompaña con la presencia de virus 

libre en el fluido cerebroespinal, por lo cual se explican los grandes focos de 

desmielinización ubicados bajo la piamadre en capas subyacentes del cuarto 

ventrículo, la corteza cerebral y cerebelar. Las placas desmielinizantes aparecen 

alrededor de la tercera semana PI, algunos perros desarrollan una encefalomielitis 

desmielinizante, caracterizada por un inicio gradual o abrupto de severos signos 

neurológicos incluyendo temblores, espasmos, paresia, parálisis y convulsiones. 

Estos signos pueden aparecer semanas o meses después de la recuperación de 

la enfermedad generalizada. 

 Se reconocen dos tipos de enfermedad crónica en perros adultos que se 

desarrollan sin ningún tipo de enfermedad clínica precedente en perros de edad y 

vacunados. Una descrita como encefalitis del perro viejo,81, 82 caracterizada por ser 
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un desorden progresivo que afecta usualmente a los perros mayores de 6 años, 

que se presenta con ataxia, movimientos en circulo, presión de la cabeza contra 

objetos y cambios en la personalidad (no hay respuesta a estímulos externos o no 

reconoce a los dueños). La persistencia del virus en SNC produce una reacción 

inflamatoria, con una encefalitis crónica. Estos animales no transmiten la infección, 

pero su recuperación es muy difícil y por su similitud con la esclerosis múltiple en 

el humano, el perro ha sido modelo de estudio al inducirle las desmielinizaciones 

con cepas de VDC83, 84. La otra manifestación se presenta a consecuencia de un 

proceso inmunomediado producida por una encefalitis multifocal que progresa 

lentamente y se menciona que el mayor daño ocasionado en el SNC se debe a 

citotoxicidad. Esta forma ocurre en perros de 4 a 8 años, se presenta con debilidad 

de los miembros posteriores, falta de respuesta a la amenaza, parálisis y 

temblores de la cabeza85. (Ver figura 4) 



17 
  

 

 

1.6 SIGNOS CLINICOS 

Los signos clínicos varían de acuerdo con la virulencia del virus, las condiciones 

ambientales, edad del receptor y estado inmunológico. La presentación de la 

enfermedad suele ser de manera multisistémica encontrando al examen físico: 

deshidratación, indiferencia, emaciación, aumento de tamaño de los nódulos 

linfáticos, fiebre, vómito, diarrea en ocasiones con sangre y moco, tenesmo, rinitis 

mucopurulenta, tos seca que en poco tiempo se convierte en productiva, aumento 

de los sonidos respiratorios anormales, hiperqueratosis nasal y digital86. 

Figura 4. Esquema de la patogenia del Virus de Distemper Canino.  Tomado 

y modificado de Céspedes et al 2010 y Berrios et al 2005. 
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Si los fetos se infectan durante la gestación, en general desarrollan signos 

neurológicos durante las primeras 4 a 6 semanas de vida. Se pueden observan 

abortos, mortinatos y nacimientos de cachorros débiles, según el estado de 

infección durante la gestación. Los perros con infección prenatal o neonatal que 

sobreviven suelen sufrir inmunodeficiencias persistentes.63
 

Los signos neurológicos con frecuencia se inician 1 a 3 semanas después de la 

recuperación de la enfermedad sistémica. Los perros maduros y parcialmente 

inmunes pueden desarrollar signos neurológicos sin antecedentes de enfermedad 

sistémica. Dentro de los signos neurológicos se encuentran: incoordinación 

mioclonos, sialorrea, ataxia, convulsiones, tetraparesis o tetraplejia y déficit de 

propiocepción, micción y defecación involuntaria.87 Dependiendo de la severidad 

de la infección, todos o ninguno de los signos neurológicos pueden ser evidentes. 

Después de la recuperación del distemper agudo o de una presentación 

inaparente, los trastornos neurológicos pueden tardar en presentarse algunas 

semanas o hasta meses, o no presentarse. 

1.7 LESIONES 

Las lesiones sistémicas que suelen encontrarse son: infección de vías 

respiratorias altas, neumonía intersticial difusa, cardiomiopatía, osteodistrofia 

hipertrófica, atrofia del timo, artritis en perros adultos, cambios degenerativos en 

epitelio respiratorio, gastrointestinal, vejiga urinaria, hiperqueratosis nasal y digital, 

cuerpos de inclusión intranucleares e intracitoplasmaticos eosinofilicos. 78, 88, 89, 90 

La distribución de las lesiones en SNC  pueden ser focales, multifocales y difusas, 

presentándose: degeneración neuronal, leptomeningitis no supurativa, 
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desmielinización y cuerpos de inclusión principalmente en células de la glía; las 

lesiones se distribuyen en tallo cerebral, hemisferios cerebrales y médula espinal. 

91, 92 

También se ha asociado el VDC a las lesiones en la enfermedad de Paget al 

detectarse el ARN del VDC dentro de las células de los huesos de perros con 

osteopatía metafisaria.93  

1.8 DIAGNÓSTICO 

Entre las pruebas utilizadas para el diagnóstico de la enfermedad se encuentran: 

 Aislamiento viral: Método de gran sensibilidad para algunos agentes virales, 

consiste en poner en contacto el material sospechoso con cultivos celulares 

susceptibles, para que el virus se multiplique y pueda detectarse su 

presencia por efecto citopático (ECP) u otros 

métodos  (inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, hemoadsorción, etc.) 

Se considera como el diagnostico definitivo. Además, es recomendable 

hacer la caracterización del virus y la cepa. El aislamiento se realiza 

mediante cultivo celular para lo cual se utilizan diversas líneas como la 

MDCK y VERO.94, 95, 96 En éstas se espera ver el efecto citopático (muerte 

celular, desprendimientos en placas y  formación de sincitios). 

 Histopatología: Esta prueba se realiza postmortem, lo cual impide su uso 

con fines de diagnóstico oportuno. Se deben analizar muestras de bazo, 

amígdalas, ganglios linfáticos, estómago, duodeno, vejiga y cerebro y las 

lesiones que se buscan son cuerpos de inclusión intranucleares e 
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intracitoplasmáticos eosinofílicos (cuerpos de Lenz), que indican sitios de  

replicación del virus97, 98. 

 ELISA: La detección de anticuerpos por sí misma, no es suficiente para el 

diagnóstico. Esta prueba se realiza mediante la detección de anticuerpos 

séricos IgM (contra las proteínas del núcleo viral NP y P) y las IgG (contra 

las proteínas capsulares H y F). La limitante de esta prueba es que no 

diferencia entre los anticuerpos maternos residuales, los anticuerpos 

vacunales y los anticuerpos por la infección. Además de que puede haber 

perros infectados de forma aguda que mueren sin seroconvertir.99 

 Inmunofluorescencia: esta prueba se realiza en perros con signología 

clínica, las muestras que comúnmente se utilizan son frotis citológicos de 

conjuntiva y frotis de sangre. Se usan anticuerpos antidistemper 

(policlonales o monoclonales marcados con fluoresceína). Es una prueba 

rápida de realizar y entre las desventajas que tiene es la intervención de un 

Técnico con experiencia para la interpretación de los resultados. 

 Transcripción Reversa – Reacción en Cadena  de la Polimerasa (RT-PCR): 

técnica molecular que permite identificar el ácido nucleico de las estructuras 

de los microrganismos, en este caso del VDC. Detecta porciones 

específicas de material genético del virus, tiene un alto grado de 

sensibilidad, cosa que depende del tipo y calidad de la muestra, el método 

de extracción y la elección de los iniciadores. Se utilizan una amplia 

variedad de muestras.100, 101 
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1.9 TERAPÉUTICA 

El DC es un virus ubicuo cuya infección es de elevada morbilidad y mortalidad. 

Debido a la inexistencia de protocolos estandarizados y antivirales específicos, es 

difícil lograr la sobrevida de los animales enfermos en ausencia de secuelas 

severas.  

La terapia puede ser diversa y debe de ir enfocada a la presentación de los signos 

y características de cada individuo. Ésta se debe de dirigir principalmente a 

controlar las infecciones oportunistas. Es recomendable el uso de antibióticos de 

amplio espectro como ampicilina o amoxicilina de 20 mg/kg por vía oral o 

parenteral, cada 8 horas por 7 días. Además de utilizar expectorantes, 

nebulizaciones, antieméticos y terapia de líquidos según el estado de hidratación 

del animal. Para tratar las convulsiones, el tratamiento varía de acuerdo al 

paciente. Entre los medicamentos que se pueden utilizar se encuentran: 

fenobarbital, diacepam, bromuro de potasio.  

Se deben de incluir antioxidantes, vitamina E, vitaminas del complejo B,  vitamina 

A, probióticos, inhibidores de NF-КB o bloqueantes de su unión a ADN como N-

acetil-cisteína (NAC)102 en asociación a un antiviral (azatioprina o ribavirina); la 

azatioprina ha sido utilizada experimentalmente desde 2006 en el tratamiento de 

esta virosis logrando limitar el progreso del cuadro multisistémico, aumentar la 

sobrevida y disminuir la presentación del cuadro neurológico. Sin embargo, si se 

utiliza de manera inadecuada produce severas complicaciones como 

trombocitopenia (en dosis mayores de 1mg/kg al día), además de que su principal 

uso es como inmunosupresor y aun está limitado como antiviral para esta 

enfermedad. En un estudio realizado por Elia y colaboradores en 2008, se observó 
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una inhibición de la replicación viral en células VERO y obtuvieron como resultado 

que la ribavirina actúa sobre el VDC al utilizarla en muy bajas concentraciones.103 

El IFN-γ corresponde a una citocina con funciones esenciales en la restricción de 

la replicación y diseminación multisistémica de agentes virales, mientras coordina 

la actividad de linfocitos Th1 y citotóxicos.104 Su uso debe restringirse a animales 

expuestos con riesgo de enfermar ya que sólo es efectivo durante etapas 

tempranas de la infección. 

El uso de la vitamina C debe restringirse por su capacidad de promover daño 

inmunomediado al potenciar la respuesta Th1 durante la activación de células T,105 

a diferencia la vitamina A que fue capaz de disminuir la severidad del cuadro 

clínico  y aumentar la sobrevida de hurones infectados experimentalmente.106 

 

1.10 VACUNAS 

En México, varios laboratorios elaboran vacunas para la inmunización en perros; 

éstas son muy similares en formulación y presentación pero varían de acuerdo al 

número de antígenos que las componen. Los agentes contra los que se desea 

inmunizar pueden consistir en antígenos activos, atenuados o muertos, la elección 

entre antígenos vivos o muertos dependerá del tipo de respuesta que se ha de 

inducir,107 antecedentes inmunológicos (presencia de anticuerpos maternos, 

vacunaciones anteriores) y edad del animal.  

Comercialmente encontramos vacunas de tipo monovalente y polivalente,  es decir 

que el número de antígenos que pueden contener las vacunas varía desde 2 hasta 

8 antígenos. En el caso particular de inmunógenos contra DC, es importante 

mencionar que comercialmente no hay ninguna vacuna contra el VDC de tipo 
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monovalente y esto es un problema ya que el VDC por sí solo causa una 

inmunosupresión y una combinación de VDC con adenovirus tipo 1 y tipo 2 puede 

inducir una supresión  del recuento del linfocitos en sangre.108  

Las vacunas vivas atenuadas se han utilizado por muchos años para el control de 

la enfermedad, pero éstas no están completamente libres de problemas. La 

producción de las vacunas para el VDC es de dos tipos: una se produce en células 

de aves (cepas Onderstepoort y Lederle) y la otra en células de riñón de perro 

(Rockborn).109 Una de las desventajas de las vacunas es que no pueden ser 

utilizadas en todas las especies a las que afecta el VDC. Las vacunas producidas 

en células de aves causan enfermedad en el visón,110 mientras que la vacuna 

producida con células de riñón de perro causa la enfermedad en los hurones,111 

zorros y en el panda menor,112 también es importante mencionar que la carga viral 

en vacunas multiples es menor que en las vacunas simples por lo cual baja la 

potencia de acción de esta. 

En México las vacunas para el VDC, son de virus activo modificado polivalentes, 

las cepas vacunales que se utilizan son la Onderstepoort, Lederle, Snnyder Hill, 

Rockborn;  y algunos laboratorios no mencionan el tipo de cepa que utilizan (Ver 

Cuadro 2). 
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NOMBRE COMPOSICION CEPA DE VDC LABORATORIO 

ADENOVAC® Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Moquillo canino, Hepatitis 
Infecciosa, Leptospira. 

Lederle Chinoin 

BAYOBAC® 
PROTECT  

Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Parvovirus, Adenovirus, 
Parainfluenza, Lepstospira. 

Desconocida Bayer 

CANIGEN® Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Parvovirus, Adenovirus, 
Parainfluenza, Leptospira. 

Lederle Virbac Salud Animal 

CANOMUNE® Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Hepatitis, Parvovirus, 
Adenovirus, Parainfluenza. 

Lederle 
Rockborn 

Holland de México 

PUPPY PET 
GUARD® 

Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Parvovirus. 

Buzzell Pet-guard de méxico 

DURAMUNE MAX® 
 
 
 
 
 
 
VANGUARD ® 

Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Parvovirus, Hepatitis 
infecciosa, Adenovirus, 
Parainfluenza y leptospira. 
 
Vacuna múltiple activa modificada 
*Distemper, Adenovirus, 
Parainfluenza, Parvovirus, 
Leptospira. 

Desconocida 
 
 
 
 
 
 
Snnyder Hill 

Pfizer Salud Animal 

NOVIBAC® 
 
 
 
 
 
QUANTUM DOG® 

Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Distemper, Parvovirus, Adenovirus, 
Parainfluenza y Leptospira. 
 
Virus activo modifcado 
*Distemper, Adenovirus tipo 1 y 2, 
Parainfluenza canina 
Bacterina 
*Lepstospira 

Onderstepoort 
 
 
 
 
 
Desconocida 

Intervet Schering-
Plough Animal Health 

POLIVAC CAN® Vacuna múltiple de virus activo 
modificado 
*Hepatitis, Adenovirus, Coronavirus, 
Parvovirus, Distemper. 

Snyder Hill Laboratorios Pier 

RECOMBITEK® Vacuna múltiple con genes de: 
*Distemper, Adenovirus, Parvovirus, 
Coronavirus, leptospira 

Distemper 
canino 
recombinante 
vector 
canarypox 
 

Merial 

VACUNA PUPPY 
FENCE® 

Vacuna múltiple activa modificada 
*Parvovirus, Distemper, Adenovirus 
tipo 2, Hepatitis infecciosa, 
Lepstospira 

Rockborn BIOZOO 

 

  

Cuadro 2. Vacunas fabricadas en México. Se muestra el nombre de la vacuna, 
su composición, cepa de VDC que contiene, y laboratorio fabricante. Tomado de 
Prontuario de Especialidades Veterinarias 2012 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Se ha demostrado que las vacunas contra el virus de moquillo canino pueden 

producir encefalitis cuando se realiza la vacunación a edad temprana en la 

camada, cuando se utiliza virus activo y son aplicadas en las tres primeras 

semanas de vida o cuando se vacuna a la madre durante la lactancia. En casos 

atípicos se llega a presentar moquillo por vacunación en animales seniles. 

Asimismo, puede ocurrir la infección natural en la hembra gestante o sus 

cachorros y causar la signología clínica. Además, existen reportes de animales 

vacunados113, 114, 115, 116(principalmente fauna silvestre) que presentan el cuadro 

clínico de la enfermedad y es difícil determinar si éste se debe a  una infección o al 

propio virus vacunal. El conocer si un animal se infectó con virus de campo o con 

virus vacunal ayudaría a hacer un diagnóstico mas certero de la enfermedad y a 

tener un conocimiento más amplio sobre su presentación, tanto en fauna silvestre 

como en perros domésticos, lo que daría una herramienta para la toma de 

decisiones sobre el tipo de vacuna que debe usarse y su correcta aplicación. Las 

pruebas diagnósticas convencionales no permiten diferenciar virus de campo y 

virus vacunal. Por lo anterior, en el presente trabajo se propone la implementación 

de las pruebas de Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa 

(RT-PCR), junto con la secuenciación para poder identificar el origen del virus de 

moquillo canino a partir de muestras clínicas de animales con signología 

sugerente a la enfermedad. 
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3. HIPÓTESIS 

El uso de la RT-PCR y la secuenciación permitirá la identificación y diferenciación 

del virus vacunal y virus de campo en muestras clínicas de perros con un 

diagnóstico positivo a moquillo canino.  

4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Identificar el ARN del VDC en muestras de perros con signología de la 

enfermedad y un diagnóstico positivo a moquillo, mediante la prueba de 

Transcriptasa Reversa – Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) y 

posteriormente secuenciar y analizar los productos amplificados para determinar si 

el virus es de origen vacunal o de campo.  

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Estandarizar la técnica de RT-PCR, para amplificar un fragmento del gen de 

la  nucleoproteína del VDC en muestras mediante la utilización de ARN viral 

con cepas vacunales de referencia, para utilizarlos como testigos positivos 

de la prueba. 

2. Estandarizar la técnica de RT-PCR  para amplificar un fragmento del gen de 

la β-actina y usarlo como control interno de la prueba, empleando cultivos 

celulares sin infectar. 

3. Utilizar la técnica de RT-PCR a partir del RNA obtenido directamente de 

muestras clínicas (aislamientos, sangre o tejidos) y de aislamientos de 

campo crecidos en células MDCK, para su posterior secuenciación. 
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4. Secuenciar los amplificados obtenidos, tanto en las cepas vacunales de 

referencia como en los aislamientos de campo y muestras clínicas, para 

identificar las diferencias entre las cepas vacunales y de campo. 
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5. MATERIALES Y METODOS 

ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE RT-PCR 

5.1 DISEÑO DE INICIADORES EN ELSOFTWARE VECTOR NTI ADVANCE 11.5 

 Iniciadores para amplificar un fragmento del gen de la β-actina de 
perro. 

Se diseñó un juego de iniciadores basados en el gen de la β- actina de perro, de 

acuerdo a la secuencia reportada de Canis familiaris beta actin, Genbank número 

de acceso U67202. Estos iniciadores amplifican un fragmento de 170 pares de 

bases Figura 5 y se muestran en el Cuadro 3: 

 

SENTIDO No. DE PARES DE 
BASES 

SECUENCIA 

FORWARD 20 pb 5´GTGTGACGTTGACATCCGCA 3´ 

REVERSE 20 pb 5´TCCACACAGAGTACTTGCGC 3´ 

Cuadro 3. Iniciadores para amplificar un fragmento del gen de la β-actina. Se 
muestran los dos iniciadores con sus respectivos números de pares de bases y 
secuencias. 

 

 

 

  Figura 5. Secuencia del gen de la β-actina de perro. Se señalan en        los 
iniciadores diseñados,  y en   el fragmento del gen que amplifican. 
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 Iniciadores para amplificar un fragmento del gen de la Nucleoproteína 

del VDC 

Se realizó el diseño de los iniciadores con el software Vector NTI Advanced 

basándose en las secuencias homólogas de la Nucleoproteína (NP) del VDC cepa 

Lederle (Genbank N° de acceso EF418783.1), VDC cepa Onderstepoort (Genbank 

N° de acceso AF305419.1), VDC cepa A75-17 Wild Type (Genbank N° de acceso 

AF164967.1). Estos iniciadores son pequeñas secuencias de ADN conservadas 

en el virus de Distemper canino y de los Morbillivirus. Dichos iniciadores se 

muestran en el Cuadro 4 y amplifican un fragmento  de 756 pb del gen de la 

Nucleoproteina. (Figuras 6, 7 y 8) 

 

SENTIDO NO. DE PARES 
 DE BASES 

SECUENCIA DEL INICIADOR 

FORWARD  20 pb 5´ TTCAAGAGGACTCGGGACCA 3´ 

REVERSE 24 pb  5´ CACAATGTAGTTATCTATATCACA 3´ 

Cuadro 4. Iniciadores para amplificar un fragmento del gen de la 
Nucleoproteína. Se muestran los dos iniciadores con sus respectivos números de 
pares de bases y secuencias. 
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Secuencias del gen de la NP de los VDC. Se señalan los iniciadores diseñados 
para el virus          y el fragmento del gen que amplifica   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Secuencia del gen de la NP del VDC cepa Lederle (Genbank 
EF418783.1) 

Figura 7. Secuencia del gen de la NP del VDC cepa Onderstepoort (Genbank  

AF305419.1) 

Figura 8. Secuencia del gen de la NP del VDC Cepa A75-17 Wild Type 

(Genbank AF164967.1) 
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5.2 MUESTRAS PARA ESTANDARIZACIÓN DE LA RT-PCR. 

Cepas de referencia del virus de Distemper canino. 

Se utilizaron como referencia del VDC dos cepas vacunales Lederle y una 

Onderstepoort propagadas en la línea celular MDCKa, para la obtención del ARN 

viral de cada una de ellas. Además, se utilizó la vacuna Nobivac DH Parvo-Cb (sin 

propagar en cultivo celular) que contiene virus de VDC cepa Onderstepoort, 

adenovirus canino tipo 2 cepa Manhattan LPV3 y parvovirus canino cepa 154. 

Para corroborar que las cepas de referencia correspondían a al virus de DC se 

utilizó un juego de iniciadores que ya habían sido diseñados y utilizados 

previamente,117 que amplifican la región de la fosfoproteína, pero al ser esta una 

proteína máas conservada no permite diferenciar entre cepas vacunales y de 

campo. Todas las cepas probadas con estos iniciadores amplificaron la región 

esperada. Posteriormente se procedió a la estandarización de los iniciadores 

diseñados en este trabajo. 

5.3 PREPARACIÓN DE CULTIVOS CELULARES 

Se utilizó la línea celular MDCK,118  las células fueron cultivadas en botellas de 

poliestirenoc con área de cultivo de 25cm2. El manejo de los cultivos celulares  se 

realizó en campana de flujo laminard. 

 Se utilizó MEMe al 8 % de Suero Fetal Bovino (SFB) calificadof, adicionado con 

Hidrolizado de Lactoalbuminag al 0.5% y Glutaminah al 1%. 

                                                
a
 Holland de México S.A de C.V 

b
 Intervet  

c
 Jet Biofil ®  

d
 Nuaire® Tipo II A/B3 
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Las células se mantuvieron a -70°C en ultracongelador hasta su utilización.  

Para descongelar las células se calentó agua en un pequeño recipiente a 37°C en 

un horno de microondasi, se procuró que la descongelación fuera lo más rápido 

posible para evitar la formación de cristales que maltrataran las células. Se 

centrifugaronj a 2000 rpm por 10 minutos a 4°C, para retirar el MEM con 

Dimetilsulfoxidok (DMSO) que se utiliza como crio protector. 

Se decantó y retiró el excedente de MEM, se agregó 0.5mL de SFB al vial para 

reconstituir la pastilla celular, y se transfirieron a la botella de cultivo. Se agregaron 

10 mL de MEM suplementado y se colocó en la incubadoral a 37°C por alrededor 

de 3 días hasta que se alcanzara un 90% de confluencia de cultivo celular. 

Posteriormente, pasados  3 días se procedió a dar pase a las células. 

Se decantó y retiró el excedente de MEM, y se realizó un lavado con 1mL de PBS, 

se eliminó el contenido y agregaron 2 mL de tripsinam al 0.05% con EDTA.Se 

colocó en la incubadora por un tiempo  de 3 a 5 min, para desprender las células. 

Se procedió a colocar 1mL en tubos eppendorf  de 1.5 mL y centrifugar a 2000 

rpm por 10 min a 4°C. 

Se decantó el contenido de los tubos centrifugados y se agregó 1 mL  de MEM a 

cada tubo; se transfirieron 0.5 mL por botella (4 botellas en total). 

                                                                                                                                               
e
 Gibco Invitrogen® 

f
 Gibco Invitrogen® 
g
 SIGMA Cell Culture® 

h
 Gibco Invitrogen 

i
 Goldstar 
j
 Eppendorf® Mod. 5416 
k
 J.T. Baker 

l
 Sanyo Scientific 
m
 Invitrogen® 
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Se agregaron 9.5 mL de MEM suplementado por botella y se pusieron a incubar  a 

37°C. Posteriormente los cultivos fueron utilizados para la extracción de ARN. 

Una vez que las células alcanzaron su máxima confluencia, se les realizó la 

extracción de ARN para usarlo como control de β-actina y control negativo a VDC.  

Para obtener los controles positivos se utilizaron células MDCK cultivadas de la 

misma manera descrita anteriormente, salvo que se realizó una infección en 

suspensión al momento de dar el pase celular, de la siguiente manera: 

Se decantó y retiró el exceso de MEM, posteriormente se realizó un lavado con 2 

mL de PBS, se decantó y se agregaron 2 mL de tripsina al 3%. Se incubó de 3 a 5 

minutos a 37 °C dentro de la incubadora, para desprender las células. Se procedió 

a colocar el contenido de la botella de cultivo en un tubo eppendorf de 2 mL y se 

centrifugó a 2000 rpm  10 minutos a 4°C.  

Se decantó el contenido del tubo y se agregó 1 mL de MEM para re suspender la 

pastilla de células y se colocaron 0.5 mL por botella (2 botellas en total). 

A cada botella se le agregaron 8.5 mL de MEM, se homogeneizaron y se agregó 1 

mL de la cepa de referencia Lederle u Onderspeoort por botella. Se colocaron en 

la incubadora  a 37°C. Se revisaron diariamente al microscopion hasta observar el 

efecto citopático, momento en el que se realizó la extracción del ARN.   

5.4 MUESTRAS CLÍNICAS. 

El material biológico utilizado para los experimentos fue: 29 muestras de sangre, 2 

de encéfalo y 2 linfonodos mandibulares positivos a Moquillo mediante la prueba 

                                                
n
 Olympus  IX71 
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de IF directa. Estas fueron procesadas en el Laboratorio de Virología del 

Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ-UNAM. Las muestras 

de sangre que llegaron para el diagnóstico venían en tubos con anticoagulante 

ácido etilendiaminotetracético (EDTA). Una vez obtenido el resultado positivo a la 

IF, se procedió a recolectar las muestras y se mantuvieron en congelación a -70°C 

en ultracongeladoro hasta realizarse la extracción de ARN. 

La muestras de encéfalo que se obtuvieron provenían: una de un perro Maltes de 

aproximadamente 2 meses de edad, vacunado, con signos nerviosos, 

respiratorios, diarrea, e hiperqueratosis nasal y digital, y la otra de un perro  Pastor 

Belga Mallinois, macho adulto que presentaba convulsiones y signos nerviosos. 

Ambas se procesaron directamente, como se describe mas adelante en la 

sección: extracción de ARN.  

Además, se utilizaron dos aislamientos de campo de perros que presentaron 

signología clínica de la enfermedad. Éstos se obtuvieron a partir de linfonodos 

mandibulares, de la siguiente forma: 

Se utilizaron trozos de linfonodo de 2x2 cm aproximadamente, se cortaron en 

trozos pequeños y se molieron en mortero estéril. El macerado se suspendió 1/10 

en MEM con antibióticos (100X) y se centrifugó a 3000 rpm durante 20 min a 4°C. 

El sobrenadante se agregó a las cajas de cultivo celular y se observaron 

diariamente, se hicieron 3 pases ciegos y fue hasta el último en el cual fue 

observado el efecto citopático. Se le realizó la prueba de IF y resultaron positivos 

por lo que se les mantuvo a -70°C hasta su posterior uso.  

                                                
o
 So- Low Ultra Low Freezer 
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5.5 EXTRACCIÓN DE ARN 

Todas las extracciones de ARN se realizaron en campana  de flujo laminar. 

 Preparación  de las muestras. 

 Cultivo celular.  Se decantó el MEM y se agregaron 2.0 mL de 

Trizolp por cada 25cm². 

 Muestra de Encéfalo. Se colocaron 100 mg de tejido en un  tubo 

eppendorf y se le agregó 1 mL de Trizol, se mezcló en el  

homogenizadorq a alta velocidad por tiempo de 1 min. 

 Muestras Sanguíneas. Se coloco 1 mL de sangre en el tubo y se 

agregó 1 mL de agua destilada estéril fría, se agitó en el 

homogenizador por 1min, posteriormente la muestra se centrifugó en 

refrigeración a 2000 rpm por 10 min a 4°C. Se decantó el tubo y se 

repitió este paso, al final de la centrifugación se agregaron  0.5 mL 

de Trizol.  

 Posteriormente se procedió a la separación de las muestras agregando 200 

µl de cloroformo, mezclando vigorosamente en el homogenizador, dejando 

incubar 5 min en hielo y procediendo a Centrifugar a 12 000 G, 20 min a 

4°C. 

 Terminada la Centrifugación se pasaron los sobrenadantes a tubos nuevos 

agregando 500 µl de Isopropanol mezclándose por inversión 7 veces. Se 

dejaron las muestras durante toda la noche a -20 °C, posteriormente se 

centrifugaron a 12,000 G por 20 minutos a 4°C. 

                                                
p
 Sigma ® 

q
 VM-1000 Vortex mixer 
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 Se decantaron los sobrenadantes y se agregó 1 mL de etanol al 75% con 

agua DEPC a cada muestra, se procedió a centrifugar las muestras 10 000 

G por 15 minutos a 4°C. 

 Las muestras se decantaron y se pusieron a secar las pastillas  por 

alrededor de 10 minutos, para finalmente suspender las muestras deARN 

con 10 µl de agua DEPC, incubándose en baño Maríar a 55- 60 °C por 10 

min para una mejor solubilización. 

 

5.6 CUANTIFICACIÓN DE ARN 

La cuantificación del ARN fue realizada por espectrofotometría con el equipo Nano 

Drops, con la finalidad de determinar las concentraciones de ARN adecuadas para 

los ensayos. 

  

                                                
r
 Select Bio-Products® 

s
 Thermo Scientific® 
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5.7 RT- PCR 

Se realizo en 2 pasos: 

5.7.1 TRANSCRIPTASA REVERSA 

Una vez cuantificado el ARN, se procedió a realizar la transcripción reversa para 

obtener ADNc. Los ensayos fueron realizados con una cantidad de 1µg de ARN 

por cada muestra clínica; una parte  para la  amplificación de un fragmento del gen 

de la β-actina y la otra para la amplificación de un fragmento del gen de la 

nucleoproteína del VDC. 

Las muestras transcritas fueron: ARN de células MDCK  infectadas (testigo 

positivo), y ARN de células sin infectar (testigo negativo) cuyo ADNc fue utilizado 

en los ensayos de PCR para la amplificación de productos de un fragmento del 

gen de la nucleoproteína del VDC, y del gen de la β-actina. Las mezclas de los 

reactivos fueron preparadas en campana de flujo laminar  y su composición se 

encuentra especificada en el Cuadro 5.  

Para la mezcla de reacción de la Transcriptasa Reversa de la hebra molde del gen 

de la Nucleoproteína se utilizó el iniciador Antisentido nombrado Oligo NP3´; y 

para la transcriptasa reversa del gen de la βeta Actina se utilizó Oligo DTt 

REACTIVO  LABORATORIO CONCENTRACIÓN FINAL µL 

Buffer 10X Omniscript RT Kit 
Qiagen® 

 

 
1X 

 

 
2 

dNTP´s Omniscript RT Kit 
Qiagen® 

0.5mM 2 

 Oligo NP3´ Invitrogen® 1µM 2 

                                                
t
 Qiagen® 
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 Oligo DT  

 
Qiagen® 

Inhibidor de 
Rnasas 

Invitrogen® 1 unidad 1 

Transcriptasa 
Reversa 

 
Omniscript RT Kit 

Qiagen® 
 

 
4 unidades 

1 

ARN  1µg 1-10 

Agua estéril  Cbp 20µl  

                                           

 

Una vez preparadas las reacciones se incubaron en el termociclador, donde se 

llevaron a cabo  los ciclos necesarios para la transcripción de la hebra molde. El 

ciclo que se siguió fue el especificado en el Cuadro 6. 

 NOMBRE DEL 
CICLO 

TEMPERATURA TIEMPO (min) NÚMERO DE 
CICLOS 

 

Transcriptasa 
reversa 

37°C 60 1 

Extensión final 65°C 10  1 

 

 

 

5.7.2 PCR PARA AMPLIFICAR UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA β-ACTINA 

Los iniciadores utilizados para amplificar el gen de la β-actina amplifican un 

fragmento de 170 pb y se muestra su secuencia específica en el Cuadro 3. Los 

ensayos se realizaron a partir  de ADNc obtenido de la Transcriptasa Reversa 

(RT) de células MDCK (testigo positivo), ADNc de las muestras experimentales y 

se incluyó una reacción  con agua como testigo negativo. Las mezclas fueron 

preparadas en una campana de flujo laminar y su composición se encuentra 

especificada en el Cuadro 7. 

Cuadro 5. Mezcla de reactivos  para la Transcripción Reversa. Se muestran los 

reactivos, laboratorios, concentraciones y cantidades utilizadas. 

Cuadro 6. Ciclo de la Transcriptasa Reversa. Se muestra el nombre del ciclo, la 
temperatura, el tiempo y el número de ciclos. 
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COMPONENTE 
 

 
INICIAL 

 
FINAL 

 
µL 

 
LABORATORIO 

 
Amortiguador para 

PCR 

 
10X 

 
1X 

 
2 

 
Invitrogen® 

 
MgCL2 

 
50mM 

 
2µM 

 
0.8 

 
Invitrogen® 

 
dNTP´s 

 
 

 
 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

 
Iniciador sentido 

 
20µM 

 
0.4µM 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

 
Iniciador 

antisentido 

 
20µM 

 
0.4µM 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

 
Taq polimerasa 

 
5U 

 
1U 

 
0.2 

Platinum Taq 
polimerasa 
Invitrogen® 

ADNc   2  

Agua estéril cbp 
20µl 

  13.8  

 

 

 

Una vez realizadas las mezclas de reacción, se colocaron en un termocicladoru. 

Los ciclos de amplificación fueron determinados con base en las temperaturas 

estimadas en el programa Vector NTI Advance y los parámetros de función de la 

enzima Taq polimerasa recombinante para su amplificación. Éstos se especifican 

en el Cuadro 8 y son esquematizados en la Figura 9. 

NOMBRE DEL 

CICLO 

TEMPERATURA TIEMPO (min) NUMERO DE 

CICLOS 

Desnaturalización 

Inicial 

 
94°C 

 
1  

 
1 

Desnaturalización 

Alineamiento 

Extensión 

94°C 

53°C 

72°C 

1 

1 

1  

 

35 ciclos 

 

Extensión Final 72 °C 5  1  

 

                                                
u
 Techne FT Gene 2D 

Cuadro 7. Mezcla de reactivos para amplificar un fragmento del gen de la β-actina 
mediante PCR. Se muestran los reactivos, concentraciones, cantidades utilizadas y 
laboratorio. 

Cuadro 8. Ciclos de la PCR para amplificar un fragmento del gen de la β-actina. Se 
muestra el nombre del ciclo, la temperatura, el tiempo y el número de ciclos. 
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5.7.3 PCR PARA AMPLIFICAR UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA 

NUCLEOPROTEÍNA DEL VDC. 

Se amplificó un fragmento del gen de la NP  del VDC, constituido por 756 pb, con 

base en regiones conservadas entre las distintas cepas del VDC119. Los 

iniciadores se muestran en el Cuadro 4. Los ensayos para la amplificar un 

fragmento del gen de la NP del VDC se realizaron a partir de ADNc de células 

MDCK infectadas con las cepas vacunales Lederle y Onderstepoort (testigos 

positivos), ANDc de las muestras experimentales y ADNc de células MDCK sin 

infectar (testigo negativo); dichas muestras se mezclaron con los reactivos 

necesarios, tal como se presenta en el Cuadro 9. 

 
COMPONENTE 

 

 
INICIAL 

 
FINAL 

 
µL 

 
LABORATORIO 

 
Amortiguador para 

PCR 

 
10X 

 
1X 

 
2 

 
Invitrogen® 

 
MgCL2 

 
50mM 

 
2µM 

 
0.8 

 
Invitrogen® 

 
dNTP´s 

 
 

 
 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

 
Iniciador sentido 

 
20µM 

 
0.4µM 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

Figura 9. Esquematización de los ciclos de  RT-PCR para amplificar un fragmento 

del gen de la β-actina de perro. Donde TR representa a la transcripción reversa, PCR 

es la reacción en cadena de la polimerasa; 0 son las variaciones de temperatura, 1 es la 

desnaturalización inicial, 2 alineamiento, 3 extensión inicial y 4 extensión. Los pasos 1, 2 

y 3 se repiten 35 ciclos. 
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Iniciador 

antisentido 

 
20µM 

 
0.4µM 

 
0.4 

 
Invitrogen® 

 
Taq polimerasa 

 
5U 

 
1U 

 
0.2 

Platinum Taq 
polimerasa 
Invitrogen® 

ADNc   2  

Agua estéril cbp 
20µl 

  13.8  

 

 

Las reacciones se colocaron en el termociclador. Los ciclos de amplificación 

fueron determinados con base en las temperaturas estimadas en el programa 

Vector NTI Advance, los cuales se muestran en el Cuadro 10 y son 

esquematizados en la Figura 10. 

NOMBRE DEL 

CICLO 

TEMPERATURA TIEMPO (min) NUMERO DE 

CICLOS 

Desnaturalización 

Inicial 

 
94°C 

 
1  

 
1 

Desnaturalización 

Alineamiento 

Extensión 

94°C 

48°C 

72°C 

1 

1 

1  

 

35  

 

Extensión Final  72 °C 5  1  

 

FIGURA 

Cuadro 9. Mezcla de reactivos para amplificar un fragmento del gen de la 
nucleoproteína mediante PCR. Se muestran los reactivos, concentraciones, cantidades 
utilizadas y laboratorio. 

Cuadro 10. Ciclos de la PCR para amplificar un fragmento de 756 pb del gen de la 
nucleoproteína del VDC. Se muestra el nombre del ciclo, la temperatura, el tiempo y el 
número de ciclos. 
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5.8 VISUALIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS MEDIANTE RT- 

PCR.  

La visualización de los productos de RT-PCR se llevóo a acabo mediante 

electroforesis, para lo cual se utilizaron geles de agarosa al 1% en TAE. Las 

muestras se colocaron en el gel y se les aplicaron 70 Volts por 1 H con la fuente 

de poder. Posteriormente se tiñeron en una solución de Gel Red® Nucleic Acid 

Gel Stainv a la 1X en agua destilada y se sumergieron por alrededor de 30 min. 

Una vez finalizada la tinción se utilizó la foto documentadora para obtener las 

imágenes de los geles. 

  

                                                
v
 Biotium 

Figura 10. Esquematización de los ciclos de  RT-PCR para amplificar un fragmento 

del gen de la Nucleoproteína del VDC. Donde TR representa a la transcripción reversa, 

PCR es la reacción en cadena de la polimerasa; 0 son las variaciones de temperatura, 1 

es la desnaturalización inicial, 2 alineamiento, 3 extensión inicial y 4 extensión. Los pasos 

1, 2 y 3 se repiten 35 ciclos. 
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5.9 SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS 

Para la secuenciación se utilizó el servicio ofrecido en el Instituto de Fisiología 

Celular de la  UNAM. Las muestras se purificaron con un Kit comercialw empleando 

las especificaciones del comerciante. 

El análisis de la secuencias se llevó a cabo mediante el sistema BLAST del 

NCBI.119
 

 

 

  

                                                
w
 QIAaquick Gel Extraction Kit  
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6. RESULTADOS 

6.1 INFORMACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Se trabajaron un total de 33 muestras de las cuales 29 (88%) eran de sangre, 2 

(6%) de encéfalo y 2 (6%) de linfonodos; de las cuales 12 fueron positivas al VDC  

por la RT-PCR y de éstas 9 (75%) fueron de sangre, 1 (8%) de encéfalo y 2 (17%) 

de Linfonodo. (Ver figura 11) 

 

 

 

De las 33 muestras analizadas 19 (58%) eran machos y 14 (42%) eran hembras; y 

de las 12 muestras positivas 8 (67%) eran machos y 4 (33%) eran hembras. (Ver 

figura 12) 
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Figura 11. Tipo de muestras que se utilizaron totales y positivas por la 

RT-PCR 
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. 

 

El rango de edad vario desde 1 mes hasta 7 años de edad con una edad promedio 

de 7 meses y medio. Se agruparon por edades  en cachorros  de 0 a 12 meses, 

adultos de 13 a 84 meses y un hubo otro grupo de animales en los que no 

proporcionaban este dato. (Ver figura 19) 
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Figura 12. Relación machos y hembras   
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Solo en el 46% de las muestras el animal había sido vacunado, 27% no había sido 

vacunado y el 27% restante no proporcionó este dato, como se muestra en la 

Figura 14. 
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Figura 13. Distribución según la edad. 

Figura 14. Estado de la vacunación. 
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De las 12 muestras positivas para la RT-PCR el estado de vacunación fue 50% 

animales vacunados, 33% no vacunados, 17% sin datos. Como se muestra en la 

figura 15. 

 

 

Los signos clínicos reportados en las hojas de trabajo se clasificaron según el o 

los sistemas afectados como sigue: (Ver figura 16) 

 Digestivos: vómito, diarrea. 

 Respiratorio: Secreción nasal, tos, disnea. 

 Neurológico: Incoordinación, convulsiones, paresis. 

 Inespecífico: Anorexia, depresión fiebre, debilidad. 

 

Muestras positivas a RT-PCR y estado 
de vacunación 

Vacunados 50%

No vacunados 33%

Sin datos 17%

Figura 15. Estado de vacunación de acuerdo a las muestras positivas 

por la RT-PCR 
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Figura 16. Signos clínicos reportados para las muestras totales y para 

las muestras positivas para la RT-PCR.  
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6.2 ESTANDARIZACIÓN DE LA RT-PCR. 

 Preparación de cultivos celulares 

Se realizó el cultivo celular de las tres cepas de referencia y en todas se observó 

el efecto citopatico. En la figura 11 se muestra un cultivo infectado con la cepa  

Lederle y otro con la Onderstepoort (Figura 17) 

 

   

 

 

C 

Figura 17. Cultivo de células MDCK. (A) Células MDCK testigo sin infectar. (B) 
Células MDCK infectadas con Virus de Distemper canino cepa Lederle 48 horas post 
Infección. (C) Células MDCK infectadas con Virus de Distemper canino cepa 
Onderstepoort 72 horas post infección. En las fotografía con las letras B y C puede 
observarse el efecto citopatico (muerte celular y desprendimiento en placas). Objetivo 
20X. 

  A 

  B 
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 RT-PCR 

Del RNA obtenido a partir de los cultivos celulares con las cepas de referencia y el 

cultivo celular sin infectar se pudieron amplificar las secuencias correspondientes 

a la región de B-actina y a la nucleoproteína del VDC Figura 18.                                       

 

 

 

  

Figura 18. Estandarización de la RT-PCR; Letra A productos  de 170 pb  del gen 
de la β-actina. Letra B productos de 756 pb de gen la Nucleoproteína del VDC. 
(A) Gel de agarosa al 1% en TAE. En el carril 1 se observa el marcador 1 kb plus DNA 
Ladder, carril 2 VDC cepa Lederle (laboratorio 1), carril 3 VDC cepa Onderstepoort, 
carril 4 células sin infectar. (B) Gel de agarosa al 1% en TAE. En carril 1 se observa el 
marcador 1 kb plus DNA Ladder, carril 2 VDC cepa Lederle, carril 3 VDC cepa 
Onderstepoort, carril 4 células sin infectar. 
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6.3 AMPLIFICACION  DE UN FRAGMENTO DEL GEN DEL VIRUS DE 

DISTEMPER CANINO Y DE β-ACTINA DE PERRO A PARTIR DE LAS 

MUESTRAS CLÍNICAS 

En total se procesaron 33 muestras. Todas fueron positivas a β-actina y de éstas 

solo 12 resultaron positivas por RT-PCR para el fragmento del gen de la 

nucleoproteína del VDC. Los productos amplificados mediante ensayos de RT-

PCR se presentan en las Figuras 19, 20, 21 y 22. En la figura 19 se muestra un 

amplificado de 1000pb que se obtuvo de la cepa vacunal Lederle (laboratorio 2). 

Cabe señalar que de esta cepa también se obtuvo el producto de PCR del peso 

esperado (756 pb). 

 

 

 

 

 

Figura 19. Productos de 756 pb del gen de la nucleoproteína del VDC amplificados 
mediante RT-PCR y de 170 pb para el gen de la β-actina de perro. Gel de agarosa al 
1% en TAE. Gel A. En el carril 1 se muestra el marcador 1 kb plus DNA Ladder. De los 
carriles 2 al 7 se observan productos amplificados de diversas  muestras: carril 2 VDC 
cepa Lederle (lab 1); carril 3 VDC cepa Lederle (lab 2) en esta muestra se observan dos 
bandas una de 756 pb y una 1000pb; carril 4 VDC cepa Onderstepoort; carril 5 VDC 
cepa Rockborn; carril 6 Vacuna; carril 7 encéfalo Maltes; carril 8 células sin infectar 
(control Negativo). Gel B. Amplificados de  Β-actina correspondientes a las muestras de 
los carriles de arriba. 
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Figura 20. Productos de 756 pb del gen de la nucleoproteína del VDC 
amplificados mediante RT-PCR y de 170 pb para el gen de la β-actina de perro. 
Gel de agarosa al 1% en TAE. Gel A. En el carril 1 se muestra el marcador 1 kb plus 
DNA Ladder. De los carriles 2 al 11 se encuentran reacciones de PCR de muestras 
sanguíneas de pacientes con VDC; siendo los carriles 7,8,9,10 donde se observa un 
producto amplificado; Carril 7 M2568; carril 8 M2583; carril 9 M2584; carril 10 M133; 
carril 12 control positivo; carril 13 células sin infectar (control Negativo). Gel B. 
Amplificados de Β-actina correspondientes a las muestras de los carriles de arriba. 
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Figura 21. Productos de 756 pb del gen de la nucleoproteína del VDC 
amplificados mediante RT-PCR y de 170 pb para el gen de la β-actina de perro. 
Gel de agarosa al 1% en TAE. Gel A. En el carril 1 se muestra el marcador 1 kb plus 
DNA Ladder. De los carriles 2 al 11 se encuentran reacciones de PCR de muestras 
sanguíneas de pacientes con VDC; siendo los carriles 2, 3, 6, 8 donde se observa un 
producto amplificado; Carril 2 Mallinoa sangre; carril 3 PS sangre; carril 6 M160; carril 8 
M182; carril 12 control positivo; carril 13 células sin infectar (control Negativo). Gel B. 
Amplificados de β-actina correspondientes a las muestras de los carriles de arriba. 
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Figura 22. Productos de 756 pb del gen de la nucleoproteína del VDC 
amplificados mediante RT-PCR y de 170 pb para el gen de la β-actina de perro. 
Gel de agarosa al 1% en TAE. Gel A. En el carril 1 se muestra el marcador 1 kb 
plus DNA Ladder. De los carriles 2 al 11 se encuentran reacciones de PCR de 
muestras sanguíneas de pacientes con VDC; siendo los carriles 3, 10, 11 donde se 
observa un producto amplificado; Carril 3 M1455; carril 10 Adulto aislamiento; carril 
11 cachorro aislamiento; carril 12 control positivo; carril 13 células sin infectar 
(control Negativo). Gel B. Amplificados de β-actina correspondientes a las muestras 
de los carriles de arriba. 
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6.4 SECUENCIACIÓN. 

De las 12 muestras clínicas que se lograron amplificar para el VDC, solo se 

pudieron obtener 8 secuenciaciones, a las cuales se les realizó un análisis 

mediante el sistema BLAST. De éstas, cuatro presentaron homología con aislados 

mexicanos, dos con aislados reportados en China, una con un aislado de Estados 

de Unidos de Norteamérica, una de Kasakstán. Estos resultados se muestra en el 

Cuadro 11.  

MUESTRA ANALISIS 
(BLAST) 

PORCENTAJE 
DE 

HOMOLOGIA 

NUMERO DE 
ACCESO 

PAIS 

Encéfalo CDV Aislado 
GS0812-5 NP  

97% (HQ850149.1) China 

M133 CDV SHUSKIY 
CG        

90% (HM063009.1) Republica de 
Kazakstán 

M160 CDV AISLADO 
GDL-1 NP  

100% (HM771708.1) México 

M182 CDV AISLADO 
EdoMex7  

98% (FJ490191.1) México 

M1455 CDV AISLADO 
CC 14-09 NP  

92% (FJ710186.1) Estados 
Unidos de 

Norteamérica 

M2583 CDV SDWD06-M2 
NP  

97% (EU715246.1) China 

M2568 CDV AISLADO 
EdoMex11 NP                    

100% (HM771707.1) México 

AISLADO 
ADULTO 

CDV AISLADO 
GDL-1 NP  

100% (HM771708.1) México 

 

 

También se enviaron a secuenciar los amplificados obtenidos de las 3 cepas de 

referencia crecidas en cultivo celular. Dos de ellos corresponden al producto 

esperado de 756 pb y uno corresponde al producto de 1000 pb obtenido a partir 

Cuadro 11. Análisis de las muestras clínicas secuenciadas. Se muestra la 

identificación de la muestra, análisis mediante sistema BLAST del NCBI, 

porcentaje de homología, número de acceso y país al que pertenece. 
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de la cepa Lederle (laboratorio 2). En el Cuadro 12 se muestran las cepas y el 

análisis de éstas. 

MUESTRA ANÁLISIS 
(BLAST) 

% DE 
HOMOL

OGIA 

NÚMERO DE 
ACCESO 

PAIS 

VDC LEDERLE 
LAB 1 

CDV LED NP 
GEN  

95% (EF418783.1) CHINA 

VDC LEDERLE 
LAB 2 (756 PB) 

CDV LED NP 
GEN  

97% (EF418783.1) CHINA 

VDC LEDERLE 
LAB 2 (1000 PB) 

Mycoplasma 
Arginini  

99% (HM179556.1) ESTADOS 
UNIDOS 

VDC 
ONDERSTEPOORT 

CDV 
Onderstepoort 

NP GEN  

99% (AF378705.1) ESTADOS 
UNIDOS 

 

 

 

 

  

Cuadro 12. Análisis de las cepas de referencia utilizadas como testigos. Se 

presenta la identificación de la muestra, el análisis mediante el sistema BLAST 

del porcentaje de homología, el número de acceso y el país al que pertenece.  
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7. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se identificó el ARN del VDC en muestras clínicas de perros con 

un diagnóstico positivo a moquillo y se pudo definir a cual cepa de campo 

correspondió. Lo anterior se logró mediante la amplificación de un fragmento de 

756 pb de la región de la nucleoproteína del VDC por RT-PCR a partir del ARN 

obtenido de muestras de sangre, encéfalo o linfonodos de perros con signología 

positiva, para posteriormente secuenciar y analizar los productos amplificados.  

Si bien existen otros estudios en los que se han identificado y secuenciado virus 

de distemper canino en México (Simon-Martinez et al 2008), éste es el primer 

trabajo cuyo objetivo es diferenciar vacunales de los procedentes de casos 

clínicos. Para ello, se incluyeron cepas vacunales y se analizaron un mayor 

número de muestras de perros con signos clínicos, en contraste con lo reportado 

en el trabajo antes mencionado, con lo cual se demostró que los iniciadores 

diseñados amplifican una región que permite distinguir entre ambos tipos de 

cepas.  

De las secuencias analizadas, como se describió en materiales y métodos, en 

cuatro de ellas se encontró un 98% a 100% de similitud con cepas circulantes en 

México previamente, reportadas por Simon-Martinez et al 2008120 y Gamiz et al 

2011121 y en una secuencia se encontró un 92% de similitud con una cepa de 

Estados de Unidos de Norteamérica (Cunningham et al 2009,122  lo cual es factible 

debido a la cercanía con este país. Sin embargo, llama la atención que los otros 

tres aislamientos secuenciados presentaran homología con cepas reportadas en 

China  (Wang XR et al 2011 y Wang FX et al 2009) 123 y Kazakstán (Zholdybayeva 
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et al 2010).124   Es pertinente hacer un estudio con un mayor número de muestras, 

para determinar cuáles son las variantes virales que predominan en el país.  

Con el análisis de los resultados obtenidos de la secuenciación se muestra que los 

virus de campo circulantes en México son distantes a los de las cepas vacunales y 

se asemejan a los reportados en el trabajo de Gámiz et al 2011; quienes 

realizaron un sondeo epidemiológico con diversas cepas colectadas de 2007 a 

2010 y donde encontraron que las cepas circulantes presentaban variaciones 

genéticas con respecto a las cepas vacunales reportadas a nivel mundial; y a lo 

obtenido por Lan et al  2006, 125 en un estudio realizado en Japón, quienes 

mostraron que una cepa que infectó a los perros con signología clínica de 

Distemper tenía una relación genética lejana a la vacunal y por lo tanto no mostró 

evidencia de que el  virus de la vacuna hubiera revertido a una forma virulenta.  

Con el análisis de la secuenciación de las cepas vacunales comerciales del 

presente trabajo, se encontró una homología entre el 90 y 100%, lo cual indica que 

los iniciadores desarrollados para este trabajo, permiten determinar que la región 

amplificada corresponde a una cepa vacunal. Lo anterior es importante, ya que 

podría ofrecerse un diagnóstico mas completo que ayudaría a detectar aquellos 

casos de encefalitis u otros signos causados por la vacunación, tal y como ocurre 

en fauna silvestre, animales seniles o perros vacunados a edad temprana. Por otra 

parte, la amplificación y secuenciación de esta región podría ser empleada para la 

constatación y control de calidad de vacunas que contengan a este virus. 

La prueba de RT-PCR mostró resultados satisfactorios al utilizar muestras de ARN 

obtenidas de sangre, encéfalo y cultivo celular, esto coincide con los trabajos 
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reportados por Shin Y. et al(1995),126 Frisk AL et al (1999), Saito TB et al 2006, 

Amude AM et al 2006, Kim D et al 2006,127, 128, 129 quienes utilizaron el mismo tipo 

de muestras para amplificar diferentes regiones del virus de Distemper. 

La selección de muestras incluyó a la IF como prueba tamiz, para posteriormente 

procesarlas mediante de RT-PCR. En este proceso se observaron variaciones 

importantes en los resultados, ya que hubo una concordancia del 100% cuando 

las muestras provenían de cultivo celular o encéfalo, mientras que, solamente se 

obtuvo el  35% con las muestras de sangre. Si bien, en este estudio se observó 

que la técnica de RT-PCR puede ser utilizada en muestras de sangre sin 

necesidad de optimizar la extracción de ARN o de la PCR, sería recomendable 

probar lo anterior para determinar si mejorando estos aspectos aumentaría el 

número de muestras positivas en sangre, ya que ésta resulta ser la más fácil de 

obtener y por ende la más comúnmente enviada para las pruebas de diagnóstico. 

Es importante señalar que se determinó la pureza del ARN de manera cuantitativa 

obteniendo una relación A260/A280, que osciló entre 1.8 y 2.0, la cual se considera 

apropiada, respecto a los parámetros reportados.130 Este dato nos indica que los 

procedimientos se realizaron con ARN adecuado. Aunque, esto se confirmó 

posteriormente con la amplificación del control de β-actina (fragmento que se pudo 

amplificar en todas las muestras experimentales, con un peso de 170 pb), se debe 

señalar que la cantidad de ARN viral obtenido, pudo no haber sido suficiente, se 

pudo haber degradado o perdido durante el manejo, según ha sido reportado en 

otros trabajos131.  
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El análisis de las muestras positivas mostró que todas son causadas por virus de 

campo, lo que concuerda con lo reportado por Simon-Martinez et al (2008),115 

quienes en un estudio realizado en México encontraron que los aislamientos 

obtenidos correspondían a virus de campo. El 75% de las muestras positivas 

correspondió a animales de menos de 1 año de edad (cachorros) y esto  coincide 

con la literatura en relación a que esta es una enfermedad, principalmente, de 

animales jóvenes.132 Finalmente, las signos clínicos asociados a moquillo canino 

que se reportaron con mayor frecuencia en los sujetos de este estudio, fueron los 

respiratorios y en segundo lugar los neurológicos, lo cual coincide con lo dicho por 

Pandher et al (2006)133, Blixenkrome-Moller et al (1993)¡Error! Marcador no 

definido. quienes reportaron que los respiratorios como predominantes; y difiere 

con Koutinas AF. et al 2002,134 quienes observaron signos neurológicos con 

ausencia de respiratorios.  

Los resultados mostraron que 6 casos positivos en fueron de animales vacunados, 

esto concuerda con los trabajos de Blixenkrone-Moller et al 1993, Ek-Kommonen 

et al 1997, Panzera et al 2012, Gemma et al 1996, Simon-Martinez et al 2008, 

Gamiz et al 2011, Gallo et al 2007, en los que se reporta la enfermedad a pesar de 

la vacunación,115, 116,121, 135, 136, 137 Estos resultados no son indicativos de que la 

enfermedad haya sido causada por el biológico. 

De las cepas vacunales empleadas como testigo en este estudio, una de las 

correspondientes a la cepa Lederle (B), mostró dos bandas (Ver figura 19). 

Ambas se mandaron secuenciar, una de ellas, de 756 pb correspondió a la 

secuencia esperada, mientras que la otra, de 1000 pb, mostró una homología del 
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99% con la unidad ribosomal 18S de Mycoplasma arginini, y que es uno de los 

contaminantes más frecuentes de líneas celulares en laboratorios industriales y de 

investigación.138, 139 Lo anterior abre la posibilidad de futuros estudios para 

determinar el uso potencial de estos iniciadores como una herramienta que 

permita demostrar la presencia de Mycoplasmas contaminantes en las vacunas 

elaboradas en cultivo celular y así proponerlo para algunas pruebas de pureza en 

la constatación y en el control de calidad de productos biológicos.  
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8. CONCLUSIONES 

 

1. Se estandarizó una técnica de RT-PCR para detectar al VDC a partir de 

muestras de sangre, encéfalo y aislados virales, con la amplificación 

paralela de un fragmento del gen de la β-actina como control de extracción 

del ARN. 

2. Se amplificó, mediante RT-PCR, el fragmento esperado para la 

nucleoproteína del VDC en 12 muestras. El análisis por secuenciación de 

estos productos mostró que ninguno coincide con las cepas vacunales 

reportadas. 

3. Cuatro muestras secuenciadas concuerdan con cepas circulantes en 

México previamente reportadas. Dos con aislados reportados en China, una 

de Kazakstán y una en los  Estados Unidos de Norteamérica. 

4. Los iniciadores diseñados amplifican una región de la nucleoproteína del 

VDC que permite distinguir entre cepas vacunales y de campo; esto 

facilitaría hacer un diagnóstico rápido y efectivo de la enfermedad mediante 

el empleo de ensayos de restricción enzimática.  
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9. PROSPECTIVA 

 

- Al hacer el análisis de todas las secuencias obtenidas, utilizando el 

programa Vector NTI Advance se vio que sería factible obtener patrones de 

corte que distinguirían entre cepas vacunales y de campo si se empleara la 

enzima Alu I, obteniendo 4 cortes para las cepas vacunales (388, 251, 84, 

33) y 3 cortes para las cepas de campo (388, 284, 84). Por lo anterior, en un 

futuro podría utilizarse para el diagnóstico, sin necesidad de la 

secuenciación. 

- Evaluar los iniciadores diseñados en este trabajo con diversas cepas de 

Mycoplasma spp, para corroborar su utilidad en las pruebas de pureza.  
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11.  ANEXO DE PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

AGUA CON DEPC 
Disolver 100µl de DEPC en 100 mL de agua miliQ, para tener una concentración 
de 0.1%. 
Incubar 12 horas en baño María a 37°C. 
Inactivar la solución con DEPC en autoclave 15 minutos, 20 libras. 
 
AMORTIGUADOR DE CARGA 
1mM EDTA pH 8.0 
0.25%azul de bromofenol 
0.25% de xileno cianol 
50% glicerol 
 
ETANOL AL 75% 
Disolver 75mL de etanol en 25mL de agua con DEPC. 
 
GELRED® 1X 
Disolver 30µl de GelRed a la 10,000X en 970µl de agua destilada. 
 
HIDROLIZADO DE LACTOALBUMINA 5% (10x) 
Disolver 5g de hidrolizado de lactoalbumina en 100mL de agua  miliQ. 
Esterilizar por Autoclave. 
Utilizar al 0.5% 
 
MEM. 
Solubilizar 9.5 g de MEM en polvo en 1L de agua MQ. 
Modificar el pH con una solución de bicarbonato de sodio al 10% hasta llegar a un 
pH 7.2. 
Esterilizar por filtración con membrana  de 0.2 micras. 
Hacer alícuotas de 500 mL. 
 
SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) pH 7.2 
Disolver en 900 mL de agua tridestilada.                                                               
Cloruro de sodio (NaCl): 8.5 g                   
Fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4 ): 1.1 g          
Fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4 ): 0.32 g            
Ajustar el pH a 7.2.                   
Aforar a 1L.                                                        
Esterilizar en autoclave. 
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TAE 5OX (Tris acetato EDTA)242 g de Tris                                                                                                                                   
57.1 mL de ácido acético glacial                                                                                                              
100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0 

TAE 1X 
Disolver una parte de TAE 50X en 49 partes de agua. 
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