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Deteccion molecular del virus del distemper canino en casos
clinicos de caninos domésticos no vacunados y
evaluacion de factores de riesgo

MOLECULAR DETECTION OF CANINE DISTEMPER VIRUS IN CLINICAL CASES FROM
UNVACCINATED DOMESTIC DOGS AND ASSESSMENT OF RISK FACTORS

Andrea Soto R.!, Luis R. Luna E.!, Raul Rosadio A.!, Lenin Maturrano H.??

RESUMEN

El distemper canino (DC) es una infeccion virica causada por un Morbilivirus de la
familia Paramyxoviridae. Puede generar sintomatologia digestiva, respiratoria y nerviosa,
dependiendo de la cepa infectante. Este estudio estuvo destinado a detectar el virus del
DC a través de la técnica de RT-PCR y analizar los datos recolectados para tener una
vision actual del comportamiento de este virus en la zona de Lima, Pert. Se trabajé con
muestras de sangre entera recolectadas entre junio de 2012 y enero de 2015 de 52 caninos
no vacunados con signos clinicos compatibles con distemper canino. Se logré amplificar
la nucleoproteina de 287 pb en el 32.7% (17/52) de las muestras analizadas, encontrando,
ademas, una mayor deteccion del virus, aunque no significativa, en individuos que mani-
festaban signos clinicos sistémicos (signos respiratorios y digestivos vs nerviosos) y
dentro del rango etario de 1.5-4 meses.
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ABSTRACT

The canine distemper (CD) is a viral infection caused by a Morbillivirus of the family
Paramyxoviridae. It can generate digestive, respiratory, and nervous symptomatology,
depending on the infecting strain. This study was designed to detect the CD virus
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through the RT-PCR technique and perform the analysis of the data collected to have a
current view of the behavior of this virus in Lima, Peru. Whole blood samples from 52
unvaccinated canines with clinical signs compatible with canine distemper were collected
between June 2012 and January 2015. The nucleoprotein of 287 bp was successfully
amplified in 32.7% (17/52) of the samples analyzed. In addition, it was found a greater
detection of the virus, but not significative, in individuals that manifested systemic
clinical signs (respiratory and digestive signs vs nervous) and within the age range of

1.5-4 months.
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INTRODUCCION

El virus del distemper canino (CDV)
pertenece al género Morbilivirus, familia
Paramixoviridae, junto con otros virus cau-
santes de enfermedades en mamiferos, como
el virus del distemper focino, virus del saram-
pioén, virus de la peste bovina (rinderpest),
virus de la peste de los pequefos rumiantes
(Peste de petits ruminants) y otros
morbilivirus causantes de enfermedades en
delfines y ballenas (Barret, 1999). Este virus
presenta envoltura, contiene una molécula de
ARN de hebra simple de sentido negativo y
de aproximadamente 15 Kb, el cual estd aso-
ciado a una nucleoproteina (NP), siendo el
gen que codifica esta proteina un blanco id6-
neo para el diagnostico del virus mediante
métodos moleculares, particularmente la RT-
PCR (Frisk et al., 1999; Jozwik y Frymus,
2002).

El CDV es el agente causal de una en-
fermedad sistémica en perros, conocido como
distemper canino (DC), moquillo o enferme-
dad de Carré, el cual afecta un rango impor-
tante de organos incluyendo tejidos linfoides,
piel, encéfalo y tractos intestinal y respirato-
rio, lo cual se traduce en una variedad de sin-
tomas de caracter respiratorio, entérico y
nervioso (Blancou, 2004; Martella et al.,
2008). E1 CDV tiene la capacidad de infec-
tar una amplia gama de hospederos, siendo
los mamiferos carnivoros de las familias
Canidae, Felidae, Procyonidae y Mustelidae
los mas afectados (Deem et al., 2000).
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Dentro de la patogenia de esta enfer-
medad, se conoce que la principal via de in-
feccion de este virus es a través de
secreciones orales o nasales que se disper-
san en forma de aerosoles o por contacto de
individuos afectados con susceptibles (Fenner
etal.,1992). El 6rgano de replicacion inicial
es el tejido linfoide del tracto respiratorio su-
perior, dispersandose posteriormente a todo
el organismo en las células mononucleares
del torrente sanguineo, como el sistema res-
piratorio, digestivo y nervioso, dependiendo
del estado inmunitario del animal, producien-
do neumonia, gastroenteritis, alteraciones en
la piel y afeccion del sistema nervioso cen-
tral (Beineke et al., 2009; Greene, 2012).

La introduccién de cepas vacunales a
base de virus vivo modificado ha permitido
mantener bajo control la enfermedad en ca-
ninos domésticos; sin embargo, pese a la alta
tasa de cobertura vacunal en la poblacidén
susceptible, se sigue presentando esta enfer-
medad, evidenciandose diferencias
antigénicas entre las cepas de campo y
vacunales (Mochizuki ef al., 1999; Jozwik y
Frimus, 2002; Panzera et al., 2011, 2014).

Los métodos de diagnodstico que em-
plean la biologia molecular, como la PCR (re-
accion en cadena de la polimerasa), han con-
tribuido con el diagndstico de esta enferme-
dad en animales. La técnica de RT-PCR, dada
su alta sensibilidad, ha sido empleada en la
deteccion de este virus en diferentes tipos de
muestras biologicas y diferentes estadios de
la enfermedad (Frisk et al., 1999).
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El presente trabajo tuvo como objetivo
utilizar la técnica de RT-PCR en la detec-
cion de CDV en perros con signos clinicos
compatibles con la enfermedad vy
correlacionar estos datos con signos clinicos
especificos, edad y la estacion del afio en que
la muestra fue recolectada, para tener una
vision mas actual del desenvolvimiento de la
enfermedad en la zona de Lima, Pert.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de Animales

Las muestras de animales fueron de
canes no vacunados procedentes de varios
distritos de Lima Metropolitana, principal-
mente de La Molina, El Agustino, Lima Cer-
cado, Miraflores, San Borja, San Luis y Ate.
Se registro la edad, sexo, raza y estacion del
aflo. El procesamiento y analisis de las mues-
tras se realizaron en las instalaciones de la
Seccion de Biologia y Genética Molecular de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
Cos.

Se colectaron muestras de sangre en-
tera de animales no vacunados con signos
clinicos compatibles con distemper canino
(proceso respiratorio, digestivo, nervioso, de-
presion o inapetencia), entre junio de 2012y
enero de 2015. La eleccion de animales no
vacunados se debio a la posible interferencia
del virus vacunal con el virus de campo en la
deteccion por RT-PCR, pudiéndose obtener
resultados falsos positivos (Stephensen et al.,
1997). Se uso6 la formula de estimacion de
tamafio muestral a partir de una proporcion
para poblaciones infinitas, utilizando un nivel
de confianza del 90% y una prevalencia pre-
via de 26% (Veliz, 2004) y un maximo de
error admisible de 0.1, obteniéndose un ta-
maiio de muestra minimo de 52 individuos.

Las muestras de sangre se tomaron por

puncion de la vena cefalica, safena o yugu-
lar recolectandose entre 1 y 3 ml de sangre
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en tubos tipo Vacutainer con EDTA por ani-
mal. Las muestras fueron transportadas en
hielo para luego ser almacenadas a -80 °C en
el laboratorio para su conservacion hasta el
momento de su procesamiento.

Extraccion de ARN Viral

Para la extraccion de ARN se usaron
500 pl de sangre entera, los cuales fueron
lavados sucesivamente con agua libre de
nucleasas para eliminar los eritrocitos y la
hemoglobina, obteniéndose un pellet consti-
tuido mayoritariamente por células blancas.
Estas células fueron sometidas a shock tér-
mico con el fin de romper las paredes celula-
res empleando nitrégeno liquido y un bloque
térmico a 56 °C. Posteriormente, el
sobrenadante obtenido fue usado para reali-
zar la extraccion de ARN con el kit QIAamp®
Viral RNA de QIAGEN®), siguiendo el ins-
tructivo del fabricante. Como control positi-
vo se uso la vacuna a virus vivo atenuado
Vanguard DA2L (Pfizer).

RT-PCR

Para la deteccion de los acidos
nucleicos virales se usaron los cebadores
descritos por Frisk et al. (1999), que amplifi-
caron un fragmento de 287 bp del gen de la
nucleoproteina viral, los cuales son universa-
les para todos los Morbilivirus. Se empleo el
GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kit
para la realizacion de la retrotranscripcion
(RT) y la PCR en un solo paso (RT-PCR one

step).

Analisis de la Informacion

Los resultados fueron expresados en
proporciones. Se usé la prueba de X? de in-
dependencia para determinar asociaciones
entre la deteccion viral por RT-PCR y alguna
categoria o factor de riesgo especifico. Los
datos colectados (signos clinicos, edad, sexo
y estacion del afio) de cada animal se expre-
saron en cuadros y fueron analizados y
correlacionados posteriormente.
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Los signos clinicos fueron estratificados
en seis categorias (Cuadro 1) y los signos
clinicos sistémicos fueron divididos en tres
subcategorias (Cuadro 2). Asi mismo, las
edades se agruparon en 0-1.5,>1.5-4,>4-12,
>12 meses y ND (no determinado), el sexo
fue considerado como macho y hembra, y la
estacion del afio en que se recolectaron las
muestras fueron verano, otofio, invierno, pri-
mavera.

RESULTADOS

Al analisis de las 52 muestras, 17
(32.7%) fueron positivas al distemper canino
por la prueba de RT-PCR, amplificandose el
fragmento de 287 bp del gen N (Figura 1).
Con base a los signos clinicos presentados
en los 52 animales al momento de la toma de
muestra, se tuvieron mas animales agrupa-
dos en las categorias I, IV y III (Cuadro 3).
En forma similar, también fueron detectados
mas animales positivos al CDV en estas ca-
tegorias, aunque no hubo relacion significati-
va entre la sintomatologia de los animales con
la deteccion del virus por PCR (p>0.05).

La distribucion de los animales segtn la
clasificacion por signos sistémicos se mues-
tra en el Cuadro 4. Se encontrd una mayor
frecuencia de animales con signos tanto res-

12345678910111213141516

Figura 1. Muestras positivas a la amplifi-
cacion del fragmento de 287 bp por la técnica
de RT-PCR para la deteccion del virus del
distemper canino. Carril 2-14: Muestras
positivas, Carril 1: Control positivo, Carril 15:
Control negativo, Carril 16: Marcador de
peso molecular de 100 bp
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piratorios como digestivos, asi como una ma-
yor proporcién de positivos en esa
subcategoria; sin embargo, a la prueba de X?
de independencia no hubo relacion significa-
tiva entre los signos sistémicos con la detec-
cion del virus (p>0.05). En el Cuadro 4 y en
el analisis estadistico no se consideraron a
cuatro animales que presentaban solo signos
clinicos nerviosos o nerviosos e
hiperqueratosis nasal / plantal, por no tratar-
se de signos sistémicos.

La mayor proporcion de animales estu-
vo en el rango etario de 1.5-4 meses (Cuadro
5), no hallandose relacion significativa entre
los rangos etarios y la deteccion del virus
(p>0.05). El mayor nimero de muestras fue
colectado en primavera (22), seguida de ve-
rano (15), presentandose los casos positivos
mayormente en verano (7); sin embargo, tam-
poco se hallé asociacion estadistica entre es-
taciones con la deteccion del virus (p>0.05)
(Cuadro 6).

DiSCUSION

El CDV es una de las principales cau-
sas de muerte en caninos domésticos en el
mundo (Céspedes et al., 2010) y en el Peru
se encuentra ampliamente difundido, siendo
motivo de consulta frecuente en las clinicas
de animales de compaiiia. El diagnostico de
esta enfermedad suele ser apenas basado en
los signos clinicos debido a los altos costos
de los analisis de laboratorio que poseen una
sensibilidad y especificidad variables. Por ello,
el objetivo de este estudio fue utilizar la prue-
ba de RT-PCR para la deteccion del CDV,
conocida por su alta sensibilidad y especifici-
dad (Frisk et al., 1999).

El 32.7% de animales positivos a la
prueba de RT-PCR es menor al 50% de de-
teccion de otros estudios que también utiliza-
ron muestras de sangre (Frisk et al., 1999;
Gamiz et al., 2011); escenario que difiere
mucho al emplearse muestras de orina o
secreciones conjuntivales donde se obtienen
mayores porcentajes de deteccion (Frisk et
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Cuadro 1. Signos clinicos en canes sospechosos de distemper en el momento de la toma de

muestra

Categorias

Descripcion

I

II

III

v

VI

Animales que pueden presentar depresion, inapetencia, pérdida de peso,
deshidratacion fiebre, inflamacion de ganglios linfaticos, secreciones
conjuntivales, nasales, tos, diarreas, vomitos, y dermatitis pustular (signos
sistémicos).

Animales que pueden presentar ataxia, paresia, paralisis, convulsiones,
sialorrea contracciones involuntarios (tics nerviosos, fasciculaciones,
movimientos masticatorios), pedaleo, miccidon involuntaria, defecacion,
hiperestesia, vocalizacion, tambaleo e inestabilidad (signos nerviosos).

Animales que pueden presentar tanto los signos descritos en el grupo I como
los del grupo II.

Animales con los signos descritos en el grupo I y con hiperqueratosis nasal
y/o plantar.

Animales con los signos descritos en el grupo Il y con hiperqueratosis nasal
y/o plantar.

Animales con los signos descritos tanto del grupo I y 11, y con hiperqueratosis

nasal y/o plantar.

Cuadro 2. Signos clinicos sistémicos
observados en canes sospechosos de
distemper en el momento de la toma de
muestra

Sub- . .
. Signos sistémicos
categorias
1 Respiratorios y digestivos
2 Solo respiratorios
3 Solo digestivos

al., 1999; Sarute et al., 2014). Esto podria
deberse al hecho de que la deteccion de aci-
dos nucleicos virales en sangre periférica
depende de factores como el tiempo de in-
feccion del individuo y la presencia de
anticuerpos neutralizantes (Frisk et al., 1999).
Se sabe que la etapa de viremia dura cerca
de nueve dias, tiempo en que los titulos virales
llegan a sus maximos niveles, y que luego de
este tiempo los virus alcanzan los 6rganos
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objetivo y, ademas, se inicia la respuesta in-
mune humoral y celular (Craig, 2000; Rudd
et al.,2006; Lorenzana, 2008), con el corres-
pondiente descenso del nimero de particulas
virales circulantes, de manera que disminuye

Cuadro 3. Distribuciéon de los canes
sospechosos de distemper segun los signos
clinicos observados en el momento de la
toma de muestra y su positividad al virus
por PCR

Categoria Total Positivos

() %

! 20 47.0
II 3 0

111 12 23.5

v 13 29.4
A 1 0
VI 3 0

Total 52 (n1:0107)
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Cuadro 4. Distribucion de los canes
sospechosos de distemper segun los signos
clinicos sistémicos observados en el
momento de la toma de muestra y su
positividad al virus

Categoria Total Positivos
& (n) %

Res.plrat'orlos 26 64.70

y digestivos

Respiratorios 11 17.65

Digestivos 11 17.65

100

Total 48 (n=17)

Cuadro 5. Distribucion de los canes
sospechosos de distemper segun el grupo
etario y su positividad al virus

Edad Total Positivos
(meses) (n) %
0-1.5 2 0
>1.5-4 36 93.75
>4 12 6 6.25

>12 7 0

Total 51 (HIZOIO 6)

! No se consideré en el cuadro a un animal
positivo con edad no determinada (ND)

Cuadro 6. Distribucion de los canes
sospechosos de distemper segun la estacion
de presentacion y su positividad al virus

Estacion Total' Positivos
(n) %
Verano 15 4118
Otofio 3 588
Invierno 12 29 4
Primavera 22 235
Total ) (n1:0107)
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la posibilidad de deteccion del virus en mues-
tras sanguineas.

Los 52 animales fueron diagnosticados
clinicamente como compatibles a distemper
canino, donde la mayoria presentd signos
sistémicos (38.4%). Los signos
gastrointestinales, respiratorios (signos
sistémicos), frecuentemente asociados a sig-
nos nerviosos, son caracteristicos de la pre-
sentacion clasica del distemper canino; sin
embargo, estos signos no estan apenas pre-
sentes en esta enfermedad, y probablemente
no estén presentes en el momento de la ad-
mision del paciente (Amude et al., 2006).
Sintomas respiratorios y digestivos pueden ser
causados también por otros agentes infec-
ciosos virales y bacterianos y los sintomas
neuroldgicos pueden ser causados por
toxoplasmosis o encefalitis infecciosa, sien-
do reconocidos una variedad de agentes cau-
santes de estos cuadros (Tipold, 1995).

El hecho de que el mayor porcentaje de
positivos se observara en animales con sig-
nos clinicos sistémicos podria deberse a que
el muestreo pudo haberse dado en la primera
etapa de la infeccion (los primeros 7-14 dias),
fase en la que mayoritariamente no se obser-
van signos nerviosos. Por otro lado, como ya
ha sido mencionado, el virus desaparece de
la sangre periférica y se pueden obtener re-
sultados de falsos negativos. No obstante, se
encontr6é un porcentaje importante de canes
con signos nerviosos (23.53%), que también
presentaban signos sistémicos, positivos al RT-
PCR, lo que corrobora la alta sensibilidad de
esta técnica.

Dentro de los signos sistémicos, los ani-
males positivos presentaron principalmente
problemas digestivos y respiratorios a la vez
(Cuadro 4), lo que permite deducir que la
mayoria de cepas viscerotropicas presenta-
rian afinidad por ambos sistemas (digestivo y
respiratorio), y en menor medida solo por un
sistema (digestivo o respiratorio).

Si bien no hubo diferencia estadistica
entre animales positivos al CDV segtn el gru-
po etario, hubo una mayor proporcion en ca-
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nes de 1.5-4 meses de edad (Cuadro 5). Esto
se debe a que los cachorros después de los
45 dias de nacidos se vuelven mas suscepti-
bles a adquirir enfermedades ya que los
anticuerpos maternales disminuyen notoria-
mente (Von Messling et al., 1999; Lorenzana,
2008). La incidencia disminuye drasticamente
a partir de los cuatro meses, ya que la mayo-
ria de canes han adquirido cierta inmunidad,
sea natural o, en general, la inducida por las
vacunas.

En forma similar, se pudo apreciar una
mayor incidencia de casos en verano, lo que
estaria asociado a un aumento de nacimien-
tos en esa época y, por tanto, incremento de
cachorros susceptibles. No obstante, Ettinger
(1997) encontrd que el grado de presenta-
cioén es mayor en otofio-invierno.
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