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APRENDI. 

Aprendí que los paradigmas están ahí por la ausencia de nuevas 

formas… 

Entendí que la ignorancia nos vuelve temerarios…  

 

Aprendí que la voz del sentido común puede ser una compañera 

silenciosa… 

Entendí al silencio como lenguaje… 

 

Aprendí a aprender lo que no me ensañaron… 

Entendí que aprender es crear nuevas dudas… 

 

Aprendí que el inicio influye en el final… 

Entendí que cada final es un inicio… 

 

Aprendí a vivir insatisfecho, pero gozando agradecido lo que 

tengo… 

Entendí que la satisfacción debe ser pasajera… 

Aprendí a entender… 

GRCM (2009) 
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RESUMEN 

 

LÓPEZ HUERTA CINDY FERNANDA UTILIZACIÓN DE LA PRUEBA DE 

INMUNOPEROXIDASA PARA EL DIAGNÓSTICO DE DISTEMPER CANINO 

(BAJO LA DIRECCIÓN DE : DRA. LAURA COBOS MARÍN Y MVZ. 

RAYMUNDO ITURBE RAMÍREZ). 

El Distemper Canino (DC) es una enfermedad viral multisistémica de 

distribución mundial que se conoce desde 1760 y se presenta principalmente 

en cachorros, animales viejos y adultos sometidos a tensión o a intensa 

actividad física, así como en individuos inmuno-deprimidos. Constituye una de 

las enfermedades más relevantes y graves entre los caninos y otras especies 

silvestres, por lo que es importante confirmar su diagnóstico clínico con 

pruebas de laboratorio eficaces, a fin de establecer manejos y tratamientos 

adecuados. 

En este trabajo se utilizó la prueba de inmunoperoxidasa para el diagnóstico de 

DC en 149 casos de perros y un hurón con diagnóstico clínico de distemper 

canino comparándola después con la prueba de inmunofluorescencia; se 

obtuvo una correspondencia del 92% y no se encontró una diferencia 

estadística significativa1, por lo que se concluye que la inmunoperoxidasa es 

una prueba adecuada y eficiente para el diagnóstico de DC. 

 

 

                                                           
1
(P<0.05), Κ=0.9179 



INTRODUCCIÓN 

 

El distemper canino (DC) es una enfermedad viral multisistémica de 

distribución mundial que se conoce desde 1760. Se presenta principalmente en 

cachorros, animales viejos y adultos sometidos a tensión o a intensa actividad 

física, así como en individuos inmuno-deprimidos, y es una de las 

enfermedades más graves e importantes en los caninos y en otras especies.1 

Debido a las similitudes morfológicas de los cambios neuropatológicos 

provocados por el virus de DC y enfermedades desmielinizantes en humanos 

tales como la esclerosis múltiple, es un modelo de estudio de la patogénesis de 

la pérdida de mielina asociada a mecanismos inmunomediados2. Más aún, la 

eliminación linfoide y la prolongada disminución de la respuesta inmune en las 

infecciones por distemper son comparables a las ocasionadas por infección con 

el virus de Sarampión. 

Epizootiología 

Este padecimiento tiene una morbilidad de entre el 25% y 75%, una mortalidad 

de entre el 50% y 90% y afecta a un amplio rango de hospederos que incluye a 

cánidos, félidos, mustélidos y mamíferos marinos, entre otros, provocando 

desórdenes digestivos (diarrea, gastroenteritis), respiratorios (rinitis, 

neumonías), cutáneos (hiperqueratosis del plano nasal, de los cojinetes, y 

dermatitis pustular)  y nerviosos (ataxia, incoordinación, convulsiones)3,4,5. La 

inmunosupresión y la leucoencefalitis desmielinizante son las principales 

secuelas en perros6,7,8,9. 



No se ha comprobado una predisposición por raza, pero se menciona que hay 

una menor incidencia, mortalidad y secuelas en los animales braquicefálicos 

con respecto a los dolicocefálicos y que en las razas greyhound, alaskan 

malamute y siberian husky se presentan más casos10 . El virus puede 

eliminarse durante 60 a 90 días  y encontrarse en células epiteliales hasta por 3 

semanas postinfección11. 

Se sospecha de perros y lobos como transmisores del agente en algunos 

brotes de DC hacia focas y grandes felinos de parques y reservas12,13. Hasta 

ahora se reconoce un solo serotipo de DC y varios genotipos con diferente 

virulencia y tropismo14,15,16,17,18,19,20. 

Algunas cepas están relacionadas con la polioencefalitis (Snyder Hill-CDV ) 

mientras que otras inducen una leucoencefalitis desmielinizante (R252 y A75-

17- CDV21,22).  

Aunque la enfermedad se ha controlado mediante el uso de vacunas, la 

aparición de variantes del virus y los informes de casos aun en animales 

vacunados23, en México y otros países, resaltan la necesidad de continuar 

aislándolo en casos positivos vacunados, estudiar dichos aislamientos y 

comparar su inmunogenicidad con la de las cepas vacunales24 que se utilizan 

actualmente, (Haas et al., 1997; Iwatsuki et al., 2000; Uema et al., 2005) ya que 

entre cepas vacunales y las aisladas de campo se ha encontrado diversidad 

genética (principalmente en la hemaglutinina, la proteína de fusión y la 

nucleoproteina) que puede provocar un cambio antigénico25 asociado al 

aumento en la incidencia y la presentación de la enfermedad en individuos 

vacunados.  



Características generales del virus 

El virus del DC es un virus envuelto, RNA de cadena simple en sentido 

negativo enrollado en simetría helicoidal, que codifica para 6 proteínas 

estructurales: la nucleocápside (N), la fosfoproteína (P), la proteína grande (L), 

la proteína matriz (M), la hemaglutinina (H), y la proteína de fusión (F)26 (figura 

1). Pertenece al género Morbillivirus y a la familia Paramyxoviridae, tiene un 

tamaño aproximado de 150-250nm de diámetro. Es susceptible a la luz 

ultravioleta, fenoles, cuaternarios de amonio, jabones, calor y desecación. Se 

inactiva por exposiciones de al menos 30 minutos a temperaturas de 50 a 60 

°C27. 

 
figura 1.  Estructura del virus de distemper canino Nature Reviews Microbiology 2006 



 

Componente. Abreviatura. Peso 

molecular. 

Función. 

Envoltura: 

    Hemaglutinina 

 

H 

 

76 

 

Estructural-unión viral. 

    Proteínas de 

matriz 

M 

 

34 

 

Estructural-penetración. 

 

    Proteína de fusión 

1 

F1 40 Estructural-penetración. 

    Proteína de fusión 

2 

F2 20-13 Estructural-penetración. 

Nuclear: 

    Proteína grande 

 

L 

 

180-200 

 

Funcional-complejo de 

polimerasa. 

    Polimerasa P 66 Funcional-complejo de 

polimerasa. 

    Nucleocápside N 58 Estructural-protege el genoma. 

Cuadro 1 Componentes estructurales del virus de distemper canino tomado de Greene 
Enfermedades Infecciosas en Perros y Gatos (2000) 

 

Patogenia.  

La infección ocurre vía inhalación de aerosoles, que introduce el virus en el 

tracto respiratorio. 

Días Post-infección (PI) 

  1 La infección se inicia en el tracto respiratorio y macrófagos alveolares. 

  2 El virus es trasportado a los nodos linfáticos bronquiales y tonsilas. 



 3-6 En este periodo el virus, asociado a células mononucleares, es llevado 

vía sanguínea (viremia primaria) a la médula ósea, bazo, timo, ganglios 

linfáticos cervicales y mesentéricos, tejido linfoide asociado a mucosas, 

macrófagos en la lámina propia del estómago e intestino delgado y células 

de Kupffer. La viremia sucede por la dispersión de partículas virales libres, 

así como  por partículas asociadas a leucocitos y trombocitos.  

 5 Multiplicación viral en el sistema linfoide invadido, lamina propia intestinal 

y células de Kupffer, lo que genera la necrosis del tejido linfoide con sus 

consecuentes manifestaciones (leucopenia); primera etapa febril. 

  7-9 Segunda viremia con células mononucleares infectadas y partículas 

virales libres: tiene como resultado la infección de células parenquimales y 

de todos los tejidos del cuerpo, es por esto que el virus de DC puede 

encontrarse en células vasculares (incluyendo fibroblastos y trombocitos), 

bronquiales, endoteliales, epiteliales, neuroectodermales, del tracto 

respiratorio, digestivo y urinario, del sistema endocrino, del sistema nervioso 

central y de tejido linfoide28. Esta viremia continúa durante varios días 

(frecuentemente asociada con fiebre alta) y el virus es eliminado incluso por 

perros que no presentan signos clínicos. 

 14  Se consideran tres posibles escenarios que dependen de la respuesta 

celular y humoral del hospedero que, a su vez, determina parcialmente el 

grado de propagación y distribución del virus. 

 La producción de anticuerpos neutralizantes y la respuesta citotóxica 

mediada por células alcanzan niveles suficientes, por lo que la 



infección es controlada rápidamente y no se presentan signos 

clínicos evidentes.  

 La respuesta del sistema inmune es deficiente o nula, la 

propagación continúa afectando el epitelio intestinal, respiratorio, 

urogenital, piel, glándulas exócrinas, endocrinas y sistema 

linforeticular; la enfermedad es multisistémica grave con signos 

gastrointestinales (vómito, enteritis de catarral a hemorrágica, 

deshidratación, desequilibrio electrolítico y ácido-base), cutáneos 

(hiperqueratosis, dermatitis pustular) y respiratorios (bronquitis y 

algunas veces neumonía), lo que puede terminar en muerte. 

  Respuesta intermedia: El virus permanece de manera prolongada 

en tejidos epiteliales y predispone a una enfermedad crónica de la 

sustancia blanca. En la encefalitis crónica hay incremento de 

anticuerpos antimielina como reacción secundaria al proceso 

inflamatorio. Además, puede presentarse un aumento de los 

anticuerpos neutralizantes intratecales, los cuales activan 

macrófagos infectados y producen la liberación de radicales libres 

que destruyen las células oligodendrogliales29. 

El virus entra al Sistema Nervioso Central (SNC) ya sea como partículas virales 

solas o en relación con linfocitos, penetra las células endoteliales de las 

meninges, y llegue hasta las células ependimales que recubren el sistema 

ventricular y así alcanza el líquido cefaloraquideo (LCR). El curso depende de 

la edad, respuesta inmune del hospedero y propiedades neurotrópicas e 

inmunosupresoras del virus.  



La encefalitis aguda ocurre en animales jóvenes o con inmunosupresión. El 

virus causa lesiones multifocales en la sustancia blanca y gris debido a la 

infección y necrosis neuronal produciendo polioencefalomalacia. En la 

sustancia blanca es característica la desmielinización no inflamatoria de las 

lesiones agudas relacionada con la infección viral de los macrófagos y células 

astrogliales más que las oligodendrogliales, que son las que producen la 

mielina. 

Los animales afectados presentan ataxia, temblores, mioclonos y convulsiones 

que, dependiendo de la intensidad, pueden dejar secuelas o conducir a la 

muerte Una forma de encefalitis crónica, también conocida como “encefalitis 

del perro viejo”, se presenta progresivamente en perros mayores de 6 años de 

edad, sus signos incluyen marcha compulsiva en círculos, cambios de 

conducta, pérdida de la vista, vocalizaciones y escasa respuesta a estímulos 

ambientales. 

La enfermedad multisistémica por lo general dura de 2 a 4 semanas con una 

mortalidad de entre el 50% y 100%, sobre todo en cachorros menores a las 6 

semanas de vida que tienen escasa protección materna. 

Los perros que se recuperan con mínimas repercusiones son aquellos que 

tienen una respuesta humoral y celular eficiente, es decir, aquellos con una 

producción suficiente de anticuerpos neutralizantes contra las proteínas 

nucleares P y NP entre los 6 y 8 días post-infección (DPI), y contra proteínas 

de envoltura H y F, 10 a 20 DPI detectados por medio de ELISA o 

Inmunoprecipitación. La respuesta inmune mediada por células aparece 10 a 

14 DPI. 



Semiología 

 Fiebre transitoria de 3 a 6 días PI, con o sin leucopenia; estos signos 

pueden pasar desapercibidos o presentarse junto con anorexia y 

depresión. La fiebre persiste por varios días antes de que se presenten 

descargas nasales serosas, secreción ocular mucopurulenta.  

 Los signos respiratorios y gastrointestinales son los más frecuentes y 

suelen complicarse con infecciones bacterianas debido a la leucopenia.  

 Se presentan también hiperqueratosis de los cojinetes, del plano nasal,  

dermatitis pustular en muslos, abdomen y cara interna de las orejas. 

 Durante el desarrollo de los dientes permanentes el  virus de DC infecta 

los ameoblastos ocasionando hipoplasia del esmalte. 

 Uveítis anterior, neuritis óptica con pupilas dilatadas sin respuesta, 

zonas circunscritas de hiperreflexia. 

 Los signos neurológicos  frecuentes  incluyen:  

1) Movimientos involuntarios de un músculo o grupo de 

músculos tales como los de la pierna o faciales: mioclonos,  

espasmo flexor e hiperquinesia;  

2) Movimientos voluntarios exagerados; 

3) Paresis o parálisis (más notorio en los miembros pélvicos 

en forma de ataxia) seguida de tetraparesia y tetraparálisis; 

4)  Salivación y movimientos de masticación.  



Si los episodios se hacen más frecuentes y severos, se pueden 

presentar movimientos de carrera, así como pérdida del control para 

orinar y defecar.  

El curso de la manifestación sistémica puede ser de 10 días, pero la 

presentación inicial de los signos neurológicos puede tardar varias 

semanas o incluso meses.  

Lesiones  

 Atrofia del timo; 

 Bronconeumonía; 

 Enteritis;  

 Necrosis de tejido linfático; 

 Neumonía intersticial; 

 Cuerpos de inclusión citoplasmáticos e intranucleares en epitelio 

respiratorio, urinario y gastrointestinal.  

 Degeneración, necrosis y desprendimiento de la retina 

 Degeneración neuronal, gliosis, desmielinización, congestión 

perivascular, leptomeningitis no supurativa y cuerpos de inclusión 

principalmente en células de la glía. 

Diagnóstico 

Considerando que algunos signos aparecen cuando la enfermedad está ya 

muy avanzada y que el DC puede confundirse con infecciones multisistémicas 



ocasionadas por otros agentes virales (como hepatitis infecciosa canina), 

bacterianos (como leptospira), protozooarios (neospora, coccidia, toxoplasma) 

y químicos (plomo y organofosforados) que provocan los mismos signos, es 

importante confirmar el diagnóstico clínico con pruebas de laboratorio, a fin de 

establecer un manejo y tratamiento adecuados. Se debe considerar al DC 

como diagnóstico diferencial en cachorros no vacunados con manifestaciones 

sistémicas, cuadros febriles, anorexia y depresión. De confirmarse la 

enfermedad, debe ponerse en cuarentena al paciente para evitar la 

diseminación de la enfermedad e iniciar el tratamiento con antibióticos para 

combatir las infecciones secundarias.  

La confirmación del diagnóstico clínico se realiza determinando la presencia del 

virus mediante el aislamiento viral30; con pruebas serológicas o con pruebas 

moleculares que detecten la presencia del virus, entre las que se pueden 

mencionar:  

a) La inmunofluorescencia directa (IF), en la que muestras de frotis nasal, 

conjuntival o vaginal se incuban con anticuerpos antidistemper (policlonales o 

monoclonales) marcados con fluoresceína;  

b) La inmunohistoquímica (IHQ)31,32,33, en la que se utiliza un anticuerpo 

primario (anticuerpo monclonal o policlonal antidistemper) y un anticuerpo 

secundario marcado con peroxidasa de rábano o alguna otra enzima. Para esta 

prueba se utilizan biopsias de piel a fin de confirmar el diagnóstico antemortem, 

y cortes de diversos tejidos para diagnóstico postmortem. Esta es una prueba 

confiable, sensible y específica, pero su utilidad para confirmar diagnóstico 

antemortem está limitada por el tipo de muestras que requiere; 



c) La inmunocromatografía (IC)34, prueba que tiene el mismo principio que la 

ELISA sándwich, con la diferencia de que la reacción se lleva a cabo en papel 

cromatográfico por capilaridad. Se utilizan dos anticuerpos específicos para el 

antígeno de interés, uno de ellos se inmoviliza en el papel y el otro se marca 

con oro coloidal y se infiltra en la almohadilla de la muestra. Dado que el líquido 

de la misma migra rápidamente a través de la membrana, es posible detectar la 

presencia o ausencia del antígeno en 15 minutos. La limitante de los kits de 

cromatografía es la elevada cantidad de antígeno que se necesita para obtener 

una línea visible; 

d) La transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), al 

detectar porciones específicas de material genético del virus, tiene un alto 

grado de sensibilidad, pero ello depende del tipo y calidad de la muestra, el 

método de extracción del ácido ribonucléico (ARN) y la elección de los 

iniciadores; además, es técnicamente laboriosa y requiere de 4 a 8 horas para 

un resultado35,36,37,38.  

Otro método es por pruebas serológicas, midiendo anticuerpos en muestras de 

suero y líquido cefalorraquídeo (LCR) entre los días 7 al 12 post exposición39,40, 

con técnicas como la ELISA41,42,43 para detectar IgG e IgM, la 

inmunofluorescencia indirecta, la Inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA) y la 

seroneutralización44,45. Las pruebas serológicas no resultan muy útiles para el 

diagnóstico de la enfermedad debido a que la inmunosupresión causada por el 

virus puede provocar un retraso en la respuesta humoral o la ausencia de la 

misma, amén que un alto título de anticuerpos no es necesariamente producto 

de una infección en curso; para determinar si un título alto de anticuerpos se 

debe a una infección activa se debe realizar un monitoreo. La detección de 



títulos altos de IgG antidistemper en LCR en pacientes con cuadro clínico 

neurológico es indicativa de una encefalitis por distemper, ya que los 

anticuerpos se producen de forma local y  no se presentan aumentos de IgG 

antidistemper en LCR de pacientes vacunados o con manifestaciones 

sistémicas de la enfermedad; sin embargo, la presencia de anticuerpos en LCR 

depende de el curso de la enfermedad y la respuesta del paciente. En general 

las pruebas serológicas son más funcionales para valorar la adecuada 

respuesta a la vacunación46,47 o para dar un pronóstico que para el diagnóstico 

de una infección activa. 

Tratamiento 
 

El tratamiento va encaminado al control de infecciones bacterianas 

secundarias, para lo que se utilizan: antibióticos de amplio espectro, terapia de 

fluidos para el control del balance hídrico-electrolítico, suplementos 

alimenticios, alimentación parenteral, antipiréticos, analgésicos, 

antiinflamatorios y anticonvulsivos. El uso de antivirales no es muy accesible, 

pero se encuentran en desarrollo tratamientos basados en la acción 

inmunomoduladora de diversos fármacos. 

No existe un tratamiento que asegure una recuperación completa, algunos 

pacientes tendrán secuelas (principalmente contracciones tónico-clónicas). Hay 

casos en que las manifestaciones sistémicas son tan severas que a pesar de 

los cuidados intensivos no se logra una respuesta favorable y el cuadro termina 

con la muerte del animal. Cuando los signos neurológicos son graves se 

recomienda la eutanasia. 

 



Control  

Desde 1960 la enfermedad se controla mediante la inmunización con vacunas 

de virus activo modificado; sin embargo, existen factores ambientales propios 

de los inmunógenos y sus formas de aplicación que han favorecido la 

prevalencia de la enfermedad en la población canina. A partir de 1994 se han 

presentado y reportado brotes, aun en animales vacunados, en diferentes 

países. Lo anterior sugiere que actualmente la diversidad genética entre el 

virus de campo y las cepas utilizadas en las vacunas afecta la inmunogenicidad 

y antigenicidad de las mismas. 

 



Justificación 

Con la finalidad de ofrecer un diagnóstico más eficiente, es decir, en el menor 

tiempo y con la mayor certidumbre posible, se busca implementar pruebas con  

menor tiempo de realización, mayor especificidad y, de ser posible, menor 

costo. Algunas de las pruebas utilizadas para confirmar el diagnóstico de DC 

requieren de equipos e insumos especiales que aumentan su costo y 

disponibilidad, otras requieren entre 7-20 días para su realización, lo que las 

hace poco útiles cuando se necesita un resultado rápido. 

A diferencia de la IF, en la IP sólo se utiliza un microscopio óptico para la 

interpretación, pero tiene una sensibilidad similar y la marca color café-rojizo 

que da la reacción, permanece estable durante meses.  

En este trabajo se propuso determinar la presencia del virus de DC en 

muestras sanguíneas y de impronta conjuntival mediante la prueba de IP, y 

evaluar su uso como una prueba alternativa en el diagnóstico de distemper 

canino, para lo cual se siguieron la hipótesis y objetivos y se utilizaron el 

material y métodos que a continuación se enuncian; con base en lo cual se 

llegó a los resultados que se describen más adelante, para posteriormente 

hacer un análisis de los mismos en el apartado de discusión y llegar a 

conclusiones propias. 

Hipótesis 

La prueba de IP determinará la presencia del virus de distemper canino en 

muestras sanguíneas y de impronta conjuntival de animales con diagnóstico 

clínico de la enfermedad de igual manera que la IF. 



Objetivo general 

Implementar la prueba de inmunoperoxidasa en muestras de sangre e 

improntas conjuntivales de animales con diagnóstico clínico de distemper 

canino y evaluar su uso como prueba alternativa en el diagnóstico de la misma. 

 

Objetivos particulares 

 Establecer las condiciones óptimas para la realización de la prueba de 

IP utilizando células vero infectadas con cepas vacunales para 

posteriormente utilizar la técnica en muestras de pacientes con 

diagnóstico clínico de la enfermedad.  

 Comparar los resultados con la prueba de IF y establecer la 

correspondencia entre ambas. 

 



 

 
 

Material y métodos 

 

Para  establecer las condiciones óptimas de realización de la prueba se 

hicieron ensayos infectando células VERO con dos cepas virales: Snyder Hill y 

Lederle. Se utilizaron también diferentes tiempos de incubación, número de 

lavados, y soluciones de lavado y sueros para posteriormente realizar la prueba 

en muestras de sangre e impronta conjuntival de animales con diagnóstico 

clínico de DC. 

1. Estandarización de la prueba de IP para la detección  del 

virus de DC en cultivo celular.  

1.1. Cultivo celular 

Para corroborar la capacidad de infección de las cepas virales utilizadas, 

primero se propagó el virus en células VERO crecidas en botellas de poliestireno 

con un área de cultivo de 25cm2  en medio de cultivo Minimum Esential 

Medium (MEM) suplementado con suero fetal bovino (5%) a una confluencia 

del 90%. 

Se retiró el MEM por decantación; se realizó un lavado con 2ml de solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS) y una vez retirado el PBS, se hizo un lavado 

con 2ml de tripsina retirándola después por decantación; se agregó tripsina 

nuevamente (0.5ml) y se colocó en la incubadora a 37°C durante 3-5 minutos 

para desprender las células. 

 Las células se re-suspendieron en 5 ml de medio sin suplementar y se 

trasladaron 2.5ml de la mezcla a una botella nueva. A cada botella se le agregó 

1ml de las cepas de referencia (lederle y Snyder Hill respectivamente) y se 



 

 
 

incubaron a 37°C durante una hora agitando suavemente cada 10 minutos. 

Posteriormente se agregaron 8.5ml de medio suplementado a cada botella y se 

mantuvieron en incubadora a 37 °C, hasta observarse efectos citopáticos. 

Células VERO sin infectar fueron mantenidas en las mismas condiciones que las 

infectadas como testigo negativo.   

1.2. Determinación de la presencia viral mediante la técnica 
de RT- PCR.  

Además de observar el efecto citopático en cultivos celulares infectados con la 

cepa Lederle y a otro infectado con la cepa Synderhill, así como a los 

respectivos cultivos testigos (no infectados), se realizó la extracción de ARN a 

dichos cultivos  utilizando 2.0ml de trizol por cada botella de 25cm2 a la que 

previamente se le retiró el medio de cultivo y se lavó 3 veces con PBS estéril. 

También se procesó una muestra de encéfalo positivo a DC por IF para 

posteriormente utilizarlo como control positivo de la prueba de IP al trabajar las 

muestras clínicas; se utilizó 1.0ml de trizol por 100mg de muestra mezclándolos 

en el homogeneizador. Luego de incubar durante 5 minutos en hielo, se 

agregaron 220µl de cloroformo frio agitando manualmente durante 15 

segundos, para después incubar durante 5 minutos en hielo y, finalmente, se 

centrifugó a 12000G por 15 min a 4°C. Se tomó el sobrenadante (fase acuosa) 

sin interfase y se colocó en un tubo nuevo al que se agregaron 520µl de 

Isopropanol mezclando por inversión y se dejó incubar dirante 20 minutos en 

hielo, pasado lo cual se centrifugaron los sobrenadantes a 12000G durante 15 

minutos a 4°C, se desechó el sobrenadante y a la pastilla de ARN se le agregó 

1ml de etanol al 80% mezclando suavemente para luego centrifugarla a 7500G 

durante 5 minutos a 4°C. Se retiró todo el etanol y se dejó secar la pastilla 

durante 5 minutos en la campana de flujo laminar, una vez seca se re-



 

 
 

suspendió la pastilla de ARN en 15µl de agua destilada con Dietil Pirocarbonato  

(DEPC) y se incubó en baño maría durante 10 min a 50°C. 

Después de solubilizar el ARN, se cuantificó por espectofotometría para 

realizar el RT-PCR en un solo paso con 1µg de ARN por muestra. La mezcla 

de reacción se preparó en la campana de flujo laminar como se muestra a 

continuación. La secuencia de los iniciadores utilizados se muestra en el 

cuadro 3. 

Reactivo Cantidad (µl) 

2X Reaction Mix 25 

RNA X(1µg) 

Primer 1 1 

Primer 2 1 

RT/ Platinum® Taq Mix 1 

Agua destilada Ajustar a 50 

TOTAL 50 

Cuadro 1 Mezcla de reacción para RT-PCR en un solo paso 

 

Sentido Secuencia # pares de 

bases 

sentido 5’ TCA TGA AGT GTG ACG TGG ACA TC3’ 22pb 

antisentido 5’ CTC TCC TGT GCC CTT TTT AAT GG3’ 23pb 

Cuadro 2 Iniciadores utilizados para la RT-PCR
48 

 

 

Luego de preparar la mezcla de reacción, las muestras se colocaron en el 

termociclador para la amplificación según el programa mostrado en el cuadro 4. 

 



 

 
 

Nombre del ciclo Temperatura 

°C 

Tiempo Numero de 

ciclos 

RT 42 1hora 1 

Desnaturalización 94 1min 30s 35 

Alineamiento 56 2min 

Extensión 72 1min 30s 

Extensión final 72 7min 1 

Cuadro 3  Ciclos de la RTPCR para amplificar un fragmento de 696pd del gen de la fosfoproteina del virus de DC 

Una vez concluida la RT-PCR, el producto amplificado se visualizó por 

electroforesis de las muestras en geles de agarosa al 2% a los que se les 

aplicó una descarga de 80 volts durante 45 minutos, posteriormente los geles 

se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (10µg/ml) y se obtuvieron 

imágenes con el fotodocumentador. 

1.3.  Estandarización de la prueba de IP en microplacas 

 

Para determinar la dilución de trabajo del anticuerpo y la proteína A peroxidada, 

se realizaron varios ensayos en microplacas. 

 Se utilizaron 4 microplacas de 96 pozos para cada cepa. 

 Se realizaron diluciones del virus de 10-1 a 10-4 

 A cada pozo se le agregó una cantidad constante de células 

VERO (50,000 células /100µl). 

 La infección de las células se realizó de forma simultánea a la 

siembra en la micro placa adicionando a los pozos de las 

columnas 1, 4, 7 y 10, 100μl de medio y a los pozos de las 

columnas 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11 y 12, 100μl de medio con virus de DC 



 

 
 

 Las microplacas se sellaron e incubaron a 37º C, se revisó el 

estado de las células diariamente y se fijaron al observar el efecto 

citopático en ellas. 

 

Fijación de microplacas. 

Una vez observado el efecto citopático en las células infectadas, las placas se 

fijaron con el siguiente protocolo: 

 Retirar el medio de las placas por inversión. 

 Sumergir la micro placa en un recipiente que contenga solución 

amortiguadora de fosfatos al 0.01M y desechar inmediatamente por 

inversión de la microplaca (2 veces). 

 Sumergir la microplaca en un recipiente que contenga acetona al 30% 

durante 10 min. 

 Retirar la solución fijadora (por inversión) y sacudir la microplaca sobre 

un material absorbente para eliminar los residuos de la solución. 

 Secar la micro placa a 37º C durante 2 hrs y congelar a -30ºC para su 

uso posterior. 

 

 

 



 

 
 

Prueba de los sueros testigo 

En estas placas se probaron diferentes diluciones del suero positivo, del 

negativo y del conjugado, para establecer las diluciones de trabajo, con 

tiempos de incubación de 60 y 30 minutos.  

Se añadieron 100µl de suero antidistemper a cada pozo para después incubar 

30 minutos1 a 37°C. Después de la incubación se lavó con PBS y se agregaron 

100µl de la proteína A peroxidada, se incubó nuevamente durante 30minutos a 

37°C, se realizó un segundo lavado con PBS, posteriormente, se agregaron 

100µl de sustrato (solución de revelado), realizando un último lavado con PBS 

5 minutos después. Como una última prueba de las condiciones bajo las que se 

trabajaron posteriormente las muestras de pacientes con diagnóstico clínico de 

distemper canino, se utilizaron también cultivos de células VERO 96 horas PI y 

sin infectar  en Lab-Tek™ Chamber Slide™ System  de ocho pozos. 

2. Prueba de IP para la detección del virus de DC en muestras de 

animales con diagnóstico clínico de distemper canino. 

Se emplearon muestras recibidas en el laboratorio de virología del 

departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia (FMVZ) de la UNAM durante los meses de marzo y abril de 2009, 

para diagnóstico de DC mediante IF. Las muestras fueron de perros de 

diferentes edades, sexo, estado de vacunación y signos clínicos. 

                                                           
1 Se probaron diferentes tiempos de incubación (1 hora, 40 minutos, 30 minutos) a 37ºC sin 

una diferencia aparente, por lo que se estableció como tiempo de incubación 30 minutos. 

 



 

 
 

Se incluyeron como testigos una impronta de encéfalo positivo a distemper por 

IF, confirmado por RT-PCR y una impronta de encéfalo negativo a distemper 

por IF.  

En el caso de muestra sanguínea, se realizó primero el frotis, para después 

continuar con el mismo procedimiento que para las muestras de conjuntiva 

como se describe a continuación: 

 Delimitar del  área a trabajar con lápiz diamante 

 Fijar la muestra en acetona al 30% durante 30 minutos 

 Agregar 100 µl de suero positivo 1/20 

 Incubar en cámara húmeda a 37°C durante 30 minutos 

 Lavar con PBS 2 veces 

 Agregar 100µl de proteína “A” peroxidada 1/400 

 Incubar en cámara húmeda a 37°C durante 30 minutos 

 Lavar con agua destilada 2 veces 

 Agregar 100µl de solución de revelado  

 Esperar 3 minutos 

 Lavar con agua destilada 

 Dejar secar, y  

 Observar al microscopio 



 

 
 

Una vez registrada la lectura de la prueba se comparó el resultado de la prueba 

de IP con el obtenido mediante IF. La prueba de IF fue realizada por el 

responsable del diagnóstico virológico y el suplente del diagnóstico virológico 

del Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ según el manual 

de métodos de prueba. 



    Resultados 

 

1. Estandarización de la prueba de IP para la detección del virus 
de DC en cultivo celular. 

 

1.1. Cultivo celular 

Se observó efecto citopático en las células inoculadas con la cepa Lederle a 

partir de las 72 horas, mientras que con la cepa Snyderhill se observaron 

después de las 96 horas PI. Como testigo negativo se conservaron  células 

VERO sin infectar mantenidas en las mismas condiciones que las infectadas.  

 
  figura 1 Células VERO 72horas PI 

 
figura 2 Células VERO sin infectar 

 

1.2. RT-PCR 

Se amplificó el fragmento de 696pb de los cultivos celulares infectados 

con las cepas Lederle y Snyderhill, así como del encéfalo que se utilizó 

como control positivo al trabajar las muestras clínicas. 



 
figura 3  Productos de 696pb amplificados mediante RT-PCR. carril A encéfalo; carril B testigo negativo; 

carril C células vero infectadas con VDC cepa Lederle; carril D células vero infectadas con la cepa 

Snyderhill; carril E marcador. 

1.3. Estandarización en microplacas 

Después de probar las diferentes combinaciones de diluciones de 

anticuerpo, conjugado, tiempos de incubación y lavados en células 

VERO inoculadas con DC y en células no infectadas (testigo), se 

estableció una dilución de trabajo para el anticuerpo de 1:20 y del 

conjugado 1:400 con tiempos de incubación de 1 hora y 30 minutos 

para observar la marca en las células infectadas con ambas cepas de 

DC. 

A D C B E 



 
Figura.4  IP en células VERO no infectadas                       figura 5.  IP en células VERO infectadas                                                  

 

 

2. Prueba de IP para la detección del virus de DC en muestras de 
animales con diagnóstico clínico de distemper canino. 

 

2.1. Resultados de la prueba de IP en los controles y muestras 

 

Cada vez que se realizó la prueba de IP en muestras clínicas, se incluyeron una 

impronta de encéfalo positivo a distemper por IF y RT-PCR (figura 7 y 8) y una 

impronta de encéfalo negativo a distemper por IF (figura 9 y 10). 

 
figura 6. Encéfalo positivo 

 
figura 7. Encéfalo positivo 



 

 
Figura 1. IP en control negativo 

 
Figura 2. IP en control negativo 

 

 
Figura 3. IP negativa en sangre 

 
Figura 4. IP negativa en sangre 

 

 
Figura 5. IP positiva en sangre 

  

 

 
Figura 6. IP positiva en sangre 

 



 
Figura 7. IP negativa en conjuntiva 

 
Figura 8. IP positiva en conjuntiva 

2.2. Información de los pacientes 

Se trabajaron muestras de 149 pacientes caninos de diferentes razas y un hurón, 

de los cuales  77 (51%) eran hembras y 73 (49%) machos. 

El rango de edad varió desde un mes hasta 16 años, con una edad promedio de 

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

adultos de 13 a 84 meses y geriátricos de 85 meses en adelante. 

 
figura 8. Distribución de los pacientes según grupos etarios 
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Sólo  el 12 % de los pacientes tenía cartilla de vacunación al corriente, el 81% no 

contaba con vacunas, el 7% restante no proporcionó este dato como se muestra 

en la figura 10. 

 
figura 9. Estado de vacunación 

 

 

figura 10. Estado de vacunación por grupos de edad 
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figura 11. Diagnóstico de distemper por grupos de edad 

 
figura 12.Diagnóstico  de distemper por estado de vacunación 

 

Los signos clínicos más frecuentes informados por los MVZ que remitieron las 

muestras fueron: depresión, anorexia y fiebre, que son totalmente inespecíficos y, 
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en la mayoría de los casos registrados, acompañan a las manifestaciones 

sistémicas. Debido a la gran variedad y combinación de signos clínicos 

registrados, se clasificaron según el o los sistemas afectados como sigue: 

 Digestivo: vómito, diarrea, dolor abdominal. 

 Respiratorio: Disnea, secreción nasal, tos, estertores. 

 Neurológico: Mioclonos, incoordinación, tremores, convulsiones, sialorrea, 

alteraciones en la propiocepción, paresis. 

 Cutáneo:    Hiperqueratosis, lesiones papulares. 

 Inespecífico: Anorexia, depresión, fiebre, debilidad. 

 



Prueba IP 
 

IF 

Cuadro 
clinico 

Número 
de casos 

Negativos Positivos Negativos Positivos 

Conjuntivitis 1 1   1 

Digestivo 28 15 13 12 16 

Digestivo, 
neurológico 

2 2  2  

Digestivo, 
neurológico, 
cutaneo 

1 1  1  

Digestivo, 
respiratorio 

12 9 3 8 4 

Inespecificos 30 14 16 12 18 

linfopenia 1 1  1  

Neurológico 37 13 24 13 24 

Ninguno 1 1  1  

No referidos 8 4 4 4 4 

Respiratorio 22 11 11 11 11 

Respiratorio, 
Digestivo 

6 3 3 2 4 

Respiratorio, 
neurológico 

1 1  1  

Total 150 76 74 68 82 



 
figura 13. Número de casos positivos y negativos a distemper canino por la prueba de IF según el cuadro clínico reportado 
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figura 14. Número de casos positivos y negativos a distemper canino por la prueba de IP según el cuadro clínico reportado
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Los signos más frecuentes en cada cuadro se muestran en la siguiente tabla: 

Signo Numero 
de casos 

Positivos Negativos 

Anorexia 38 13 26 

Depresión 25 11 15 

Fiebre 7 3 4 

Convulsiones 26 19 7 

Mioclonos 4 3 1 

Diarrea 31 13 18 

Vómito 34 11 26 

Secreción ocular 5 0 5 

Secreción nasal 11 6 5 

Tos 17 5 13 

Información de las muestras 

Las  muestras de pacientes con diagnóstico presuntivo de distemper canino 

que fueron sometidas a ambas pruebas (IF e IP) corresponden a 150 casos. En 

algunos casos se procesó sólo una muestra (sangre o conjuntiva) y en otros 

ambas muestras (sangre y conjuntiva), por lo que en total se procesaron 203 

muestras.   

 

 

Cuadro 1. Signos clínicos más frecuente y diagnostico de distemper canino por IF. Ningún caso reportó un solo signo 

clínico 



 

Tipo de muestra Número de casos Numero de 
muestras 

Solo sangre 86 86 

Solo conjuntiva 14 14 

Sangre y conjuntiva 51 102 

Total 150 203 

Cuadro 2. Distribución de las muestras 

 

Tipo de muestra Numero de muestras 

Sangre 138 

Conjuntiva 65 

Total 202 
Cuadro 3. Muestras por "tipo" 

 

 

figura 15. Comparación de los resultados de las pruebas de IF e IP en las 203 muestras trabajadas 
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figura 16. Comparación de los resultados de las pruebas de IP e If en los casos en  que se trabajaron ambas 

muestras 

2.3. Análisis estadístico 

 

 A falta de una prueba dorada como el aislamiento o la RT-PCR para calcular la 

especificidad y sensibilidad de la prueba de IP, se utilizó el índice kappa49 para 

medir la concordancia entre ambas pruebas (IF e IP) y una prueba de 

homogeneidad de proporciones. Se obtuvo un índice de kappa general de 

0.9571 con un 96% de coincidencias y sin diferencia estadística (P<0.05).  En 

muestras de conjuntiva se obtuvo un índice de kappa de 0.9077 con 91% de 

coincidencias y una diferencia estadística (P>0.05). En muestras de sangre el 

índice de kappa fue 0.9580 con  93% de coincidencias y sin diferencia 

estadística (P<0.05) 

En 26 de los 51 casos en los que se procesaron muestras de sangre e 

impronta conjuntival se obtuvo el mismo resultado en ambas muestras por la 

prueba de IF. De estos casos, en las muestras de sangre se obtuvo una 

correspondencia del 96%, y del 88% en el caso de impronta conjuntival. 
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No se encontró diferencia estadística entre ambas pruebas y no se encontró 

diferencia estadística entre la prueba de IP e IF en muestras sanguíneas; sin 

embargo, si hubo una diferencia estadística entre las pruebas en el caso de las 

muestras de impronta conjuntival.  

 

Discusión   
 

 

La prueba de inmunoperoxidasa fue capaz de detectar al virus de DC en 

muestras de sangre e impronta conjuntival de pacientes con diagnóstico clínico 

de distemper canino. Esto coincide con Frisk A. L.  et al (1999) quienes 

emplearon la técnica  de IHC para el diagnóstico de DC. 

Se obtuvo un índice de kappa50 muy bueno entre las pruebas de IF e IP por lo 

que se puede decir que se ambas técnicas son funcionales y su uso puede ser  

indistinto, aunque hubo una mejor concordancia entre ambas cuando se 

trabajaron muestras de sangre. El alto porcentaje de correspondencia y 

concordancia entre las pruebas coincide con trabajos en los que se han 

comparado ambas técnicas para el diagnóstico de otras enfermedades51 como 

la leishmaniasis y la enteropatía proliferativa. 

La correspondencia entre ambas pruebas fue menor en las muestras de 

impronta conjuntival, esto pudo deberse en parte al escaso contenido celular de 

muchas de las muestras y a la poca homogeneidad de las mismas, ya que aun 

cuando se obtuvieron hasta 4 muestras de un solo animal la calidad no era 

igual en todas las improntas52. 



El 80% de los pacientes de con diagnóstico clínico de distemper no estaban 

vacunados, lo cual es indicativo de la importancia de la vacunación para 

prevenir esta enfermedad. 

Hubo 8 casos positivos en animales vacunados, esto concuerda con los 

trabajos de Blixenkrone-Møller et al., 1993; Appel et al., 1994; Morell, 1994, 

1996; Harder et al., 1995, 1996; Roelke-Parker et al., 1996; Haas et al., 1997; 

Ek-Kommonen et al., 1997; Summers and Appel, 1999;Iwatsuki et al., 2000; 

Uema et al., 2005 ; Lan et al., 2005; Calderon Gallo et al. 2007; en los que se 

reporta infección a pesar de la vacunación. En dichos se estudios se obtuvo el 

asilamiento viral y se encontró que  existían diferencias genéticas entre la cepa 

vacunal y la de campo, lo que podría indicar que el virus circulante en dichas 

regiones se ha modificidado53. Hubiera sido importante hacer el asilamiento de 

estos ocho casos y secuenciar  para comparar las diferencias con la cepa con 

la que fueron inmunizados y determinar si la infección pudo deberse a estas 

diferencias y si el aislamiento correspondía con las cepa CIESAJSMC 

(GeneBank Accession Number DQ887333)  secuenciada por Simon-Martínez 

et al (2008)54. 

El mayor número de casos con diagnóstico positivo correspondió a animales 

entre 0 y 12 meses de edad, esto coincide con la literatura55 donde se indica 

que la enfermedad afecta principalmente a animales jóvenes, aunque puede 

afectar adultos sometidos a estrés (en los datos clínicos del paciente, no se 

contaba con esta información). 

El 36.5% de los casos confirmados de DC (por IF e IP) presentó cuadros 

neurológicos (con convulsiones como principal manifestación), mientras que el  



28% tuvo signos digestivos (con diarrea y vómito), el 22% respiratorios  (con 

anorexia y secreción nasal) y el 12% presentó signos respiratorios y digestivos. 

Estos datos coinciden con lo reportado en la literatura56,57,58 como las 

manifestaciones más frecuentes de la enfermedad. 

En este trabajo se estableció la técnica de IP como una alternativa para el 

diagnóstico de DC, ya que mostró una alta concordancia con la de IF directa. 

 



Conclusiones 

 

La prueba de IP es una alternativa para confirmar el diagnóstico de DC con una 

eficiencia igual a la de la prueba de IF.  

Se debe tener cuidado al tomar las muestras de impronta conjuntival con el fin 

de que resulte adecuada59 (con el suficiente número de células) y permita un 

diagnóstico eficiente y confiable. 

Los casos confirmados de DC en este estudio se presentaron principalmente 

en cachorros (de 0 a 12 meses de edad) no vacunados y la semiología más 

frecuente fue la nerviosa, seguida de la digestiva, la respiratoria o las dos 

últimas en conjunto. 
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