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RESUMEN 

 

El presente trabajo presenta los primeros aislamientos documentados de 
herpesvirus canino (CHV-1) en el país, un virus que ocasiona una infección 
hemorrágica generalizada en cachorros miembros de la familia Canidae.  

Dichos aislamientos se obtuvieron a partir de cachorros muertos dentro de las 
primeras cuatro semanas de edad y que presentaron lesiones patológicas 
compatibles con herpesvirosis canina Las lesiones más relevantes fueron 
hemorragias petequiales y equimóticas en riñones, hígado y pulmones, nefritis 
interticial proliferativa, necrosis multifocal en hígado y riñones, así como encefalitis 
con cuerpos de inclusión intranucleares. La presencia del virus se confirmó 
mediante inmunofluorescencia, microscopía electrónica y reacción en cadena de la 
polimerasa. 

Además, es el primer estudio serológico reportado en el país, encontrándose una 
seropositividad del 87%, mediante la técnica de ELISA, en caninos de criaderos de 
la zona cercana a la FES-Cuautitlán.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Clasificación del herpesvirus canino tipo 1 

Los herpesvirus se pueden distinguir morfológicamente de una manera sencilla 

de otros virus (Davison y col. 2009; Roizmann y col. 1992). Un herpesvirión típico 

varía desde 120 a 300 nm de tamaño, consiste en un núcleo con un genoma 

lineal de doble cadena de ADN de 125-290 kpb (kilo pares de bases), una 

cápside icosaédrica, tegumento y envoltura (Davison y col. 2009; Roizmann y 

Baines 1991). La cápside tiene aproximadamente 100 a 110 nm de diámetro que 

incluye 162 (150 hexaméricos y 12 pentaméricos) capsómeros (Roizmann y col. 

1992; Roizmann y Baines 1991; Field y col. 2006). El tegumento consiste en una 

matriz proteinácea y está rodeada por la envoltura con numerosas proyecciones 

glicoprotéicas (Davison y col. 2009; Roizmann y col. 1992) (figura 1). 

 

 

l  

 

 

Figura 1. Estructura del CHV-1  (herpesvirus canino) (Rodes 2003) 
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La subfamilia alfa de los herpesvirus se encuentra muy diseminada entre 

humanos, animales domésticos y silvestres, con seroprevalencias tan altas como 

del 90% en algunas especies (Davison y col. 2009; Field y col. 2006). Presentan 

un espectro de hospedadores variable, algunas especies tienen un amplio rango 

de hospederos, como es el caso del virus de la pseudorrabia que puede afectar 

a cerdos, caninos, felinos, etc; mientras que otras especies presentan un rango 

de hospederos muy cerrado, como el caso del CHV-1 (Herpesvirus canino tipo 

1) (Davison y col. 2009). 

Los alfaherpesvirus se caracterizan por un ciclo productivo relativamente corto, 

rápida diseminación en cultivo con destrucción de las células infectadas y la 

habilidad de establecer latencia que puede durar toda la vida, principalmente en 

ganglios sensoriales (Jones 1998; Roizmann y col.1992). 

Los alfaherpesvirus son neurotrópicos con afinidad por las estructuras neurales 

(Mettenleiter 2003). Pueden causar infecciones subclínicas, enfermedades 

sistémicas severas, o enfermedades confinadas al sistema nervioso central 

(Borchers y col. 1999; Decaro y col. 2008; Gacek 2002).  

El CHV-1 es un virus DNA de doble cadena que pertenece a la Familia 

Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus (Arvin y col. 

2007) (figura 2). El Herpesvirus canino tipo 1 es parecido, filogenéticamente, a 

los alfa herpesvirus que afectan a otras especies, pero existen receptores 

específicos en la superficie de las células que ocasionan que el virus tenga un 

rango de hospederos muy restringido para los perros domésticos y otros 

miembros de la familia Canidae (Greene 2012). 
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Carmichael y Barnes (1969) estudiaron el crecimiento del CHV-1 en cultivos de 

células renales de caninos y en cultivos de macrófagos caninos, y demostraron 

que la temperatura óptima para el crecimiento viral máximo era a los 35-36°C. El 

virus presenta un tropismo hacia las células epiteliales de la mucosa de las vías 

aéreas altas y el tracto reproductor, donde se encuentra esta temperatura óptima 

para su replicación (Greene 2012).  

Únicamente se ha reconocido un serotipo de herpesvirus canino, aunque es 

posible que otros aislamientos o cepas de CHV-1 presenten diferente virulencia 

para los tractos respiratorio y genital (Ronsse y col. 2004). 

El virus es inactivado a pH menor de 5 y mayor de 8, con la exposición  a los 

desinfectantes comunes, a los solventes lipídicos y al calentamiento por encima 

de los 40°C (Greene 2012). El virus es sensible y rápidamente destruido cuando 

Figura 2. Árbol filogenético para los herpesvirus. El árbol está basado en el alineamiento de las secuencias de 

aminoácidos, construidas a partir de árboles de máxima relación para los subgrupos de estos genes. Las líneas gruesas 

indican parentesco incierto. Tomado de Arvin y col. 2007 

Divergencia 
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se expone a factores ambientales, por lo que la transmisión se da por contacto 

directo con secreciones de mucosas. 

1.2 Estructura y ciclo viral 

Estudios realizados con CHV-1 han demostrado que aunque el herpesvirus 

canino difiere de otros herpesvirus por tener un rango de hospedadores muy 

restringido (Strandberg y col. 1969), la estructura y el patrón de desarrollo viral 

en las células permisivas es muy similar a los descritos previamente para el 

Herpes simplex humano (HSV-1) (Strandberg y col. 1969; Aurelian 1969). Se  

describirá la estructura y el ciclo viral para el HSV-1, ya que se dispone mayor 

información. 

En el HSV-1, el ADN genómico se encuentra empaquetado dentro de la 

nucleocápside, presenta cerca de 153 kb (Zhou y col. 1999; Alexander y col. 

2000). La estructura tan compacta de los herpesvirus sugiere que el genoma de 

los herpesvirus se empaqueta “desnudo”, es decir, sin proteínas de tipo histona 

asociadas (Newcomb y col. 2001). 

El tegumento ocupa el espacio entre la cápside y la envoltura. La cápside y el 

virión son de ˜125nm y ˜220 nm de diámetro, respectivamente. El tegumento 

representa una parte significativa del virión, y contiene aproximadamente el 40% 

de su masa protéica (Gibson 1996). El tegumento contiene más de 20 proteínas 

diferentes codificadas por el virus (Roizman y Knipe 2001), las más notables 

incluyen la VP16 o αTIF (del inglés Viral protein-16 o Transcription factor for 

alpha genes), y la proteína VHS (del inglés virion host shutoff). La VP16 actúa 

como un activador de la transcripción de los genes de transcripción inmediata 

del virus, además de ser una proteína estructural del tegumento (Preston y col. 
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1988). La proteína VHS es una RNasa que degrada la mayoría de los RNAm del 

hospedero durante la fase inicial de la infección viral, facilitando la expresión 

genética del virus (Everly y col. 2002). Entre las proteínas de cápside relevantes 

se encuentran las VP5 y VP26, las cuales forman los pentones y hexones. Las 

proteínas VP1-2 se asocian a un complejo que se une a la secuencia alfa 

terminal del genoma, el cual contiene señales para el empaquetamiento del 

genoma en la cápside (Chou y Roizman 1989). 

La envoltura contiene la mayoría de las glicoproteínas del virión. El genoma de 

los herpesvirus codifica entre 10 y 12 glicoproteínas, algunas de ellas son 

altamente conservadas entre todos los herpesvirus (Kieff y Rickinson 2001). El 

HSV-1 contiene aproximadamente 80 genes, de los cuales 30 codifican para 

proteínas del virión, entre las que se encuentran las glicoproteínas de la 

envoltura (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL y gM) (Roizman y Knipe 2001), 

siendo cinco de éstas las más importantes (gB, gC, gD y el complejo gH y gL) 

(Maurer y col. 2009). 

A nivel ultraestructural, las glicoproteínas forman “spikes” (proyecciones) largos, 

cada uno formado por un solo tipo de glicoproteína. La envoltura contiene de 600 

a 750 proyecciones que varían en longitud, espaciado y en angulación. Su 

distribución en la envoltura sugiere acúmulos funcionales (Grunewald y col. 

2003) (figura 3). 
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Estas moléculas glicoprotéicas participan en la inducción de las respuestas 

inmunes celulares y humorales en el hospedador. Además de las glicoproteínas, 

la envoltura también contiene numerosas proteínas del hospedador. (Compton y 

col. 2003). 

La envoltura viral se adquiere, en primera instancia, en la membrana interna del 

núcleo, misma que intercambia con el sistema membranal del citoplasma (SER, 

Aparato de Golgi) y a los largo de este trayecto  adquiere las proteínas del 

tegumento en el Aparato de Golgi. (Mettenleiter y col. 2006) (Figura 4).  

Figura 3. Acúmulos funcionales (“Clusters”) de las proteínas de envoltura 

en HSV-1. Los arcos blancos indican los acúmulos. La barra indica 100nm 

(Maurer y col. 2013). 
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La entrada del HSV-1 es de tipo celular específica, por ejemplo, en los cultivos 

celulares de neuronas y células VERO la entrada es por fusión entre la envoltura 

viral y la membrana plasmática con la subsecuente liberación de la cápside en 

el citosol; mientras que en los queratinocitos y las células HeLa, el primer paso 

de entrada necesita de endocitosis, sin embargo, en ambas situaciones existe 

una fusión de membranas (Nicola y col. 2005).  Después de una adhesión inicial, 

mediante una interacción no escencial de la gC con los proteoglicanos heparán 

Figura 4. Los diferentes pasos de la salida del virión de las células infectadas: I, gemación de las cápsides nucleares a los 
espacios perinucleares; II, desenvoltura en la membrana nuclear externa y liberación de las cápsides al citoplasma; III, 
envoltura secundaria con las membranas de la red  trans Golgi; IV, transporte extracelular de viriones envueltos. Las 

glicoproteínas se muestran como barras negras sintetizadas en el retículo endoplásmico y transportadas vía vesículas desde 
el aparato de Golgi, y expresadas en la superficie de las células infectadas (Chouljenko y col. 2012). 

Red Trans Golgi 

(RTG) 

Golgi 
 

Retículo 

endoplásmico 

Vesícula derivada de la 

RTG 

Núcleo 
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sulfato de la membrana plasmática, la entrada prosigue con la unión de la gD a 

alguno de los tres receptores celulares conocidos, el mediador de la entrada de 

herpesvirus (HVEM, por sus siglas en inglés, Herpesvirus entry mediator), 

nectina-1 o 2, o un heparán sulfato modificado (Spear 2004). El heterodímero 

gH/gL y el homotrímero gB se requieren para la fusión de membranas (Maurer y 

col. 2008) (figuras 5a y 5b).  

 

 

 

 

Después de la fusión, la nucleocápside liberada, y proteínas del tegumento, 

viajan a través de los microtúbulos a los poros nucleares, en donde se libera el 

Figura 5a. Dos pasos de la entrada viral: La unión  y la fusión con la célula hospedadora. El virus se une a los receptores celulares (Morado o Azul) vía las glicoproteínas 
de la envoltura (Café o Amarillo) para adherirse, el virus, a la membrana celular. Algunos eventos de unión al  receptor sirven simplemente para adherir el virus a la 

célula (glicoproteínas cafés con receptores morados), mientras otras desencadenan cambios conformacionales en la entrada de las glicoproteínas que median la fusión 
de membrana (glicoproteínas amarillas con receptores azules). Después del desencadenamiento de la fusión, dicha fusión progresa a través de una hemifusión 

intermedia en la que la membrana externa se une. Posteriormente, se da una fusión completa en que la membrana interna se une formando un poro, dando como 
consecuencia la liberación de la cápside viral. 

Figura 5b. Rutas de entrada. Los virus herpes pueden penetrar a la célula  por fusión con la membrana citoplasmática, o por fusión con la vacuola endocítica después de 
la  endocitosis. (Connolly et al. 2011). 

Unión a la célula Fusión con la membrana celular hospedera 

Fusión con la membrana endocítica 
Fusión con la membrana plasmática 

Adhesión Señalización inducida por 

receptor 

Hemifusión Formación del poro 
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ADN hacia el núcleo. Se ha calculado que, sin la ayuda de los microtúbulos, le 

tomaría a las nucleocápsides 231 años en moverse 10 mm en el citoplasma 

axonal (Sodeik 2000). Mediante la transportación por medio de microtúbulos, las 

cápsides son capaces de moverse a una velocidad de 1.1µm/s (Smith y col. 

2001). 

Los genes codificados por los herpesvirus son transcritos por la ARN polimerasa 

II celular y sucede en una organización de tiempo que involucra tres grupos 

mayores de genes. El primer grupo consiste en los genes “muy tempranos” o α, 

los cuales se definen como aquellos que son transcritos en ausencia de síntesis 

proteica de novo. Estos genes regulan la expresión subsecuente de otros genes. 

El siguiente grupo, los genes “tempranos” o β, codifican a las enzimas 

involucradas en el metabolismo de nucleótidos y la replicación del genoma viral, 

así como múltiples glicoproteínas de la envoltura. El último grupo, los genes 

“tardíos” o γ, requieren de la  síntesis del ADN viral para su expresión (Beurden 

y col. 2013) 

En las infecciones por HSV-1, los primeros genes en transcribirse son los genes 

muy tempranos que se diferencian de los genes tempranos y tardíos por una 

secuencia específica en la región de los promotores de los genes muy 

tempranos.  Este elemento es reconocido por una proteína de tegumento viral, 

la VP16, la cual se une como parte de un complejo protéico que contiene dos 

factores de la célula, Oct-1 y HCF. Este complejo de proteínas activa la 

transcripción de los genes muy tempranos (Kristie y col. 1989).  

Los promotores de los genes tempranos, a diferencia de los de los genes muy 

tempranos, no contienen secuencias responsivas a VP16, sin embargo, 
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contienen elementos que se unen a activadores transcripcionales celulares, 

incluido Sp1. En contraste, los promotores de los genes tardíos carecen de estas 

secuencias (Ruyechan y col. 2013). 

Replicación del ADN viral. 

La replicación del ADN de los herpevirus tipo alfa ha sido objeto de intenso 

estudio durante los últimos años. El interés en la materia no únicamente depende 

de una curiosidad por conocer este paso del ciclo viral, sino porque la replicación 

del ADN viral es un blanco muy útil para la terapia antiviral, como se ha 

demostrado con agentes como el Aciclovir.  

Existen más de 30 especies de herpesvirus tipo alfa infectando a los organismos. 

Sus genomas recaen en dos principales categorías, ya sean similares a HSV-1 

o similares a VZV, con dos a cuatro formas isoméricas cada uno. Todos los 

genomas de herpesvirus tipo alfa contienen cuatro componentes estructurares, 

secuencias únicas cortas (US) y largas (UL) que codifican genes de una sola 

copia, y regiones repetidas invertidas que se unen con las regiones únicas. La 

replicación de ADN inicia en las secuencias origen (ori), existiendo de dos a tres 

en cada genoma. Las evidencias indican que únicamente se requiere de un ori 

para la replicación del ADN, aún se desconoce si existe una función para el o los 

otros sitios ori (Roizman y Knipe 2001, Balliet y col. 2005). 

La replicación del ADN se da en el núcleo, y se sabe que el ADN viral se 

circulariza inicialmente, después, la síntesis inicia en el origen y continúa de 

forma bidireccional. Poco después, el tipo de síntesis cambia a un modo de 

círculo, donde los amplificados genómicos de tamaño completo se desprenden 

y empaquetan conforme se van produciendo (Falkenberg y col. 2000). 
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 Como en todos los herpesvirus, las nucleocápsides del HSV se ensamblan en 

el nucleoplasma (Muranyi y col. 2002). 

1.3 Patogénesis y signos clínicos. 

Las infecciones con el CHV-1 se pueden manifestar de diferentes maneras, 

dependiendo de la edad, género, sistema inmune y la ruta de transmisión. 

Infección durante la gestación. 

Hashimoto y colaboradores, en 1983, demostraron que la reactivación viral o una 

infección primaria con el CHV-1 durante la gestación pueden ocasionar 

transmisión transplacentaria al feto. En general, los virus pertenecientes a la 

familia Herpesviridae, pueden transmitirse en forma transplacentaria y ocasionar 

lesiones necróticas en la pacenta, como se describe en otros mamíferos: 

humanos, equinos y bovinos (Hashimoto y col. 1979; Dubovi y Maclachlan 2010). 

Tal como ocurre en otras especies de mamíferos, en los caninos el desenlace 

de la gestación depende de la etapa en la que se da la infección. La 

administración intravenosa experimental a hembras de caninos gestantes en el 

día 30 a 40 resultó en infecciones transplacentarias del feto, con presencia de 

muerte fetal, abortos, momificación, parto prematuro y parto de cachorros vivos 

y muertos. Una hembra se inoculó al día 30 de la gestación, provocando muerte 

fetal y momificación de algunos cachorros, mientras que tres cachorros 

permanecieron vivos y fueron extraídos mediante cesárea. Estos cachorros se 

mantuvieron clínicamente sanos durante los primeros 14 días, momento en el 

que se realizó eutanasia y el estudio post mortem correspondiente, en donde no 
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se observaron lesiones ni se logró el aislamiento viral a partir de los órganos 

(Hashimoto y col. 1983).  

En otro estudio, donde se inocularon siete hembras entre los días 48 a 53 de 

gestación se logró el nacimiento (cesárea) de 31 cachorros vivos y 2 muertos. 

La mayoría de los cachorros vivos (n=26) se observaron débiles y murieron 

dentro de las dos semanas posteriores al nacimiento con signos de infecciones 

sistémicas por CHV-1. El resto (n=5) de los cachorros permanecieron 

clínicamente sanos sin lesiones aparentes en el estudio post mortem, ni 

aislamiento viral que pudiera indicar infección alguna con CHV-1 (Hashimoto y 

col. 1982).  

Un hallazgo que se observó fue la aparición de cachorros no infectados (sin 

signos clínicos de infección ni aislamiento viral), en camadas en donde la 

mayoría de los cachorros se encontraban aparentemente infectados por el CHV-

1. La razón de este hallazgo no pudo ser explicada por los autores. Sin embargo, 

ellos compararon la infección transplacentaria por otros miembros de la familia 

Herpesviridae, la cual tiende a variar con la etapa de la gestación y el grado de 

desarrollo placentario, dejando restringida la infección por CHV-1 a algunos fetos 

y en ciertos momentos en los cuales el feto está expuesto (Hashimoto y col. 

1983). 

Infección durante el periodo neonatal 

Los cachorros recién nacidos pueden adquirir la infección in utero o cuando 

atraviesan el canal de parto, pero la ruta más común para la infección es a través 

de las secreciones oronasales de la hembra, por hermanos de camada 

infectados o por otros perros cercanos (Rootwelt y col. 2009; Greene 2012). 
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Appel y sus colaboradores en 1969 señalaron que los cachorros que se infectan 

después de las dos semanas se ven relativamente poco afectados por el virus y 

la infección generalmente se asocia con infecciones localizadas en las vías 

aéreas altas.  

El periodo de incubación varía de 4 a 10 días, y la mayoría de los cachorros 

afectados tienen menos de tres semanas de edad cuando se presentan los 

signos clínicos de enfermedad. La mortalidad de la camada puede ser alta y 

alcanzar tasas cercanas al 100% (Decaro y col. 2008). Los signos clínicos que 

se pueden presentar son anorexia, pérdida de interés en mamar, dolor 

abdominal, vocalización, opistótonos, descarga nasal, estornudos y heces 

blandas. Sin embargo, algunos cachorros no muestran signos evidentes 

(Carmichael y col. 1965; Poulet y col. 2001; Rootwelt y col. 2009). Carmichael en 

1970 resumió en un artículo que después de la inoculación oronasal en 

cachorros, el sitio primario para la replicación es el epitelio nasal y las tonsilas. 

Después de tres a cuatro días, el virus entra al torrente circulatorio, generando 

una viremia asociada a los leucocitos, probablemente debido a la fagocitosis de 

macrófagos. El virus se disemina a través de la sangre y se replica en el endotelio 

vascular que reviste pequeños vasos sanguíneos, llevando a vasculitis 

necrosante con hemorragias difusas secundarias en múltiples órganos, 

incluyendo riñones, glándulas adrenales, hígado, bazo y pulmones (Poulet y col. 

2001, Wright y Cornwell 1968). 

En un estudio realizado por Percy y sus colaboradores en 1968, donde se 

infectaron experimental y naturalmente cachorros con CHV-1, se demostró que 

el virus provoca focos de edema, degeneración neuronal e infiltración de 
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neutrófilos en la retina. Además, el encéfalo presentó meningoencefalitis no 

supurativa, debido a la diseminación desde el ganglio trigémino.  

Hasta la tercera semana de vida, los cachorros neonatos son incapaces de la 

regulación de la temperatura corporal. La temperatura rectal normalmente se 

encuentra  de 1 a 1.5°C debajo de la temperatura normal en perros adultos, lo 

cual es óptimo para la replicación viral (Greene 2012). 

En un estudio realizado por Carmichael y sus colaboradores en 1969, se 

utilizaron cachorros, normalmente resistentes, de 4 a 8 semanas de edad, a los 

cuales se les disminuyó la temperatura corporal después de ser inoculados por 

vía intraperitoneal. Estos cachorros presentaron lesiones microscópicas y se 

logró el aislamiento viral de CHV-1 a partir de sus órganos, lo cual no se pudo 

conseguir en sus hermanos de camada inoculados intraperitonealmente, pero 

conservados a una temperatura normal. Además de tener una capacidad de 

termorregulación baja, los cachorros recién nacidos presentan un sistema 

inmune poco desarrollado que los hace incapaces de generar una respuesta 

febril e inflamatoria adecuada antes de las 6 semanas de edad (Day 2007). Por 

lo tanto, se ha sugerido que estos dos factores (baja capacidad de 

termorregulación y pobre desarrollo inmune) hacen a los cachorros altamente 

vulnerables a la infección por CHV-1 (Carmichael y col. 1969; Rootwelt y col. 

2009; Carmichael 1970). 

Los anticuerpos contra CHV-1 en el suero y calostro de hembras seropositivas 

reducen el riesgo de trastornos reproductivos y protegen a los cachorros de 

desarrollar infecciones sistémicas fatales (ocasionados por CHV-1) (Carmichael 

1970; Poulet 2001). Los cachorros que son amamantados por hembras 



15 
 

seronegativas o con bajos títulos de anticuerpos pueden infectarse y padecer la 

enfermedad de forma fatal, mientras que los cachorros amamantados por 

hembras con títulos altos de anticuerpos se pueden infectar, pero no presentan 

signos clínicos y la infección se limita a la región orofaríngea (Carmichael 1970; 

Huxsoll y Hemelt 1970). Con la presencia de anticuerpos protectores en el suero 

de las hembras infectadas se ha observado que si se infectan naturalmente y 

paren cachorros enfermos, usualmente tendrán camadas sanas en las 

gestaciones subsecuentes (Huxsoll y Helmet 1970; Evermann y col. 2011). 

Los cachorros que sobreviven a infecciones generalizadas con CHV-1 

frecuentemente presentan lesiones residuales en el sistema nervioso central, 

ojos, pulmones y riñones (Percy y col. 1968; Percy y col. 1971) y pueden 

desarrollar signos neurológicos y ceguera  cuando son adultos (Greene 2012; 

Percy y col.1971). 

Infección en adultos. 

Infección en el tracto respiratorio. 

El CHV-1 se ha asociado a la enfermedad respiratoria multifactorial llamada 

traqueobronquitis infecciosa, también conocida como “Tos de las perreras”. 

Appel y sus colaboradores en 1969 inocularon cachorros de 5 a 12 semanas de 

edad por vía oronasal con una cepa de CHV-1 y demostraron la replicación viral 

en el tejido epitelial del tracto respiratorio superior, provocando signos clínicos 

moderados de rinitis y faringitis. Los signos de la traqueobronquitis infecciosa se 

relacionan con una tos enérgica no productiva. Estos signos fueron investigados 

por Erles y sus colaboradores en el 2004 en un estudio longitudinal de dos años 

en un refugio canino. Se observó tos consistentemente y las muestras obtenidas 
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de fosas nasales y tráquea mostraron CHV-1, pero también otros agentes virales. 

Dentro de estos, se destacan: el virus de parainfluenza canina y Bordetella 

bronchiseptica (Erles y col. 2004; Evermann y col. 2011), mientras que el papel 

del CHV-1 como etiología de la traqueobronquitis infecciosa aún no está bien 

esclarecido y permanece en investigación constante (Evermann y col. 2011). 

Lesiones genitales. 

El CHV-1 se replica en temperaturas más frías, en la mucosa del tracto 

respiratorio superior y tracto genital. Se han reportado nodulaciones linfoides y 

hemorragias petequiales en el pene, prepucio y vagina, cuando se inocula 

experimentalmente  al virus por vía intragenital (Hill y Maré 1974). Las lesiones 

genitales pueden ocasionar que el virus se transmita durante la cópula. Sin 

embargo, las lesiones genitales son un riesgo de transmisión aún más importante 

para cachorros durante el parto (Hill y Maré 1974; Rootwelt y col. 2009). 

Lesiones oculares 

La lesión en retina producida por el CHV-1 se ha demostrado en cachorros 

neonatos (Percy y col. 1968), en contraste, las lesiones oculares en perros 

adultos generalmente se restringen a la córnea, conjuntiva y párpado (Everman 

y col. 2011). Mediante una inoculación tópica ocular experimental de 8 caninos, 

Ledbetter y sus colaboradores indujeron, en 2009, conjuntivitis bilateral en todos 

los sujetos experimentales, seguido de latencia viral. Después de ocho meses, 

el virus se logró reactivar mediante la aplicación de prednisona, y las lesiones 

fueron caracterizadas por conjuntivitis y, en uno de los perros, por ulceración 

conjuntival superficial.  

Las presentaciones clínicas se encuentran resumidas en la figura 6. 
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1.4 Latencia en el CHV-1 

Una de las características típicas de los virus pertenecientes a la familia 

Herpesviridae es su habilidad para ocasionar infecciones latentes de por vida 

(Dubovi y Maclachlan 2010). Es una etapa de infección no productiva, reversible 

(Borchers y col. 1999; Gacek 2002). Durante la latencia, el ADN viral se 

encuentra en forma circular, no integrado, principalmente en el núcleo de las 

células nerviosas sensoriales (Borchers y col. 1999). Estimaciones calculan que 

tanto en humanos como en animales del 0.01 al 10% de las células ganglionares 

http://www.theage.com.au/ftimages/2006/11/24/1163871582627.html 

http://www.petclic.es/sites/default/files/library/fotos-west-

highland-white-terrier-cachorros_10.jpg 

 

Infección transplacentaria (in 

utero) 

Muerte fetal, momificaciones, 

nacimiento de cachorros vivos y 

muertos. 

Viremia 

Infección 

generalizada 

Replicación en el endotelio 

vascular, vasculitis con necrosis y 

hemorragias secundarias en 

múltiples órganos. 

Cachorros de menos de 2 semanas de edad 

Cachorros de más de dos semanas de edad 

y perros adultos 

Asintomático, o 

infecciones respiratorias, 

lesiones genitales y 

oculares. 

Latencia 

Reactivación 

Estrés, gestación, 

inmunosupresión. 

Supervivencia con lesiones 

residuales en SNC y ojos. 
Muerte neonatal. 

Figura 6. Patogenia y manifestación de las infecciones con CHV-1. Los cachorros de más de dos semanas de edad al momento de la 

infección quedan relativamente poco afectado por el virus, mientras que los cachorros menores de dos semanas al momento de la 

infección pueden desarrollar viremia con infección generalizada en múltiples órganos (Modificada de Harrison 2013). 
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pueden estar infectadas en forma latente, con 10 a 1000 copias del genoma viral 

por neurona (Borchers y col. 1999; Simmons y col. 1992; Cohrs y Gilden 2001). 

Durante la latencia, la transcripción viral se restringe a los LATs (del inglés 

latency associated transcripts, transcriptos asociados a latencia). La detección 

del ADN viral a través de la PCR no permite la diferenciación de virus infectantes 

o en latencia. Se necesita de RT-PCR (transcriptasa reversa- PCR) o de 

hibridación in situ para detectar los LATs y demostrar realmente la latencia 

(Borchers y col. 1999; Jones 1998; Ohmura y col. 1993; Townsend y col. 2004). 

Para determinar las células afectadas y los sitios en donde se da la latencia por 

CHV-1, Miyoshi y sus colaboradores en 1999 inocularon experimentalmente a 

perros adultos, seronegativos, por vía intranasal (n=2), vía intranasal e 

intravenosa (n=3) o vía intravaginal (n=3) con CHV-1. Utilizando la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) pudieron determinar el ADN viral en el ganglio 

trigémino, sin importar la vía de inoculación. Otro sitio importante de latencia viral 

fueron los linfonodos retrofaríngeos, detectándose en 7 de los 8 caninos. 

También se detectó  ADN viral en el ganglio lumbosacro, pero solo en 4 de los 8 

caninos (50%). 

Burr y sus colaboradores en 1996 utilizaron la PCR para detectar CHV-1 en 12 

sitios claves, que se consideran importantes para latencia en otros Herpesvirus. 

El DNA viral se detectó en 9 de 12 animales probados. Los tejidos que más 

comúnmente se afectaron fueron los ganglios lumbosacros, tonsilas, hígado y 

las glándulas salivales parótidas. 

Los abortos y los mortinatos se pueden asociar con la localización viral en 

ganglios lumbosacros a la vía de transmisión del tracto reproductor o 
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transplacentario. Sin embargo, es más frecuente que se detecte en tejidos 

relacionados con la mucosa oronasal, lo que podría indicar que la ruta de 

transmisión más común es a partir de secreciones oronasales. Durante la 

latencia, aparentemente el CHV-1 se “esconde” en los tejidos linfoides y 

ganglionares de las mucosas oronasales y genitales, ya que en ninguno de los 

estudios mencionados se encontró ADN viral en la sangre (Burr y col. 1996; 

Miyoshi y col. 1999) (figura 7). 

 

Reactivación y diseminación viral 

La reactivación viral ocurre esporádicamente, asociada a estrés, gestación y a la 

administración de medicamentos inmunosupresores (Greene 2012). La 

reactivación de la latencia de CHV-1 se demostró en hembras tratadas con 

prednisolona con historial de trastornos reproductivos ocasionados por el virus. 

A las hembras se les administraron dosis altas de prednisolona (600mg) por 

cinco días consecutivos; se confirmó la reactivación en 4 de las 5 hembras 

Lugar de latencia asociada a la 
diseminación viral de la mucosa 
oronasal: Ganglio trigémino, 
Linfonodos retrofaríngeos, tonsilas y 
glándulas salivares parótidas. 

Lugar de latencia asociada a la 
diseminación viral del tracto 
reproductivo: Ganglio lumbosacro. 

Figura 7. Localización del CHV-1 durante la latencia, relacionado con el sitio de replicación viral. (Basado en la investigación 

de Burr et al. 1996) 
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tratadas (Okuda y col. 1993). Los autores no observaron ningún signo clínico en 

las hembras, pero se logró obtener CHV-1 de las mucosas oral, nasal, vaginal y 

ocular desde una hasta tres semanas después del inicio del tratamiento (Okuda 

y col. 1993). La diseminación viral, posterior a la reactivación dura sólo unos 

pocos días, comparada con la diseminación que se daría a partir de una infección 

primaria la cual es prolongada y con altos títulos virales (Ronsse y col. 2005; 

Okuda y col. 1993). 

La dificultad en la predicción de la reactivación y los patrones de anticuerpos se 

enfatiza en el estudio desarrollado por Ronsse y sus colaboradores en el 2005, 

en el que se dio seguimiento a 27 hembras reproductoras durante un ciclo 

reproductivo para la detección de ADN viral y de anticuerpos específicos. Todos 

los individuos serológicamente negativos seroconvirtieron durante el estudio. Sin 

embargo, el 40% de los individuos seropositivos se transformó en seronegativos 

una o dos veces en el tiempo que duró el trabajo. Además, se encontraron dos 

tipos de patrón de anticuerpos en hembras con fertilidad reducida y con 

trastornos reproductivos. Algunas hembras mostraron títulos positivos altos o 

moderados durante todo ciclo reproductivo, mientras que otras tuvieron 

decremento en los títulos de anticuerpos durante el diestro temprano y tardío 

(Ronsse y col. 2005). Cuando se compararon las medias de títulos de 

anticuerpos entre hembras apareadas, con y sin problemas reproductivos no se 

encontró diferencia estadísticamente significativa. Sin embargo, se observó una 

tendencia de aumento de títulos durante el estro y el inicio del diestro para las 

hembras que no presentaban problemas reproductivos (Ronsse y col. 2005). 

Esto podría indicar un aspecto de protección del suero de las hembras gestantes 

para la reducción del riesgo de trastornos reproductivos. 
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1.5 Diagnóstico. 

La información obtenida de la historia clínica de los cachorros, comparándola 

con la mortalidad elevada de la camada durante el periodo neonatal, usualmente 

hace sospechar al médico veterinario de una infección con CHV-1. Para 

confirmar el diagnóstico, se debe realizar en análisis patológico e 

histopatológico, así como la detección del ADN viral en los órganos de los 

cachorros muertos. 

Hallazgos postmortem. 

El examen postmortem es importante en el diagnóstico de CHV-1. La apariencia 

general de los cachorros frecuentemente es normal, algunas veces muestran 

baja de peso (Poulet y col. 2001). Las lesiones macroscópicas características 

incluyen hemorragias petequiales y equimóticas, así como agrandamiento de 

algunos órganos especialmente riñones, hígado, bazo e intestino delgado 

(Carmichael y col. 1965; Wright y Cornwell 1968; Poulet 2001). Una de las 

lesiones que se encuentra con mayor frecuencia son los riñones con apariencia 

heterogénea y moteada debido a una vasculitis y necrosis agudas, con 

hemorragias secundarias (McGavin y Zachary 2007; kirsbride 2012). Los 

pulmones no se colapsan debido al edema. Además, las hemorragias 

petequiales y equimóticas se encuentran en forma difusa sobre la superficie, 

dando un aspecto de áreas grises y rojizas. Se observa agrandamiento de 

linfonodos (Carmichael 1965) con signos de meningoencefalitis hemorrágica 

difusa y lesiones en retina en cachorros infectados experimental o naturalmente 

(Percy y col. 1968). 
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Hallazgos histopatológicos. 

Cuando se tiñen los cortes de tejido con hematoxilina y eosina (HE), los 

hallazgos histopatológicos de las infecciones naturales o experimentales en 

cachorros neonatos se caracterizan por focos diseminados de necrosis con 

hemorragias periféricas en los riñones, pulmones, bazo, intestino delgado y 

encéfalo (Carmichael y col. 1965; Love y Huxtable 1976; Poulet y col. 2001) 

(figura 8). Carmichael en 1965 reportó que se puede encontrar un infiltrado 

leucocitario leve, pero que en general, raramente se encuentra inflamación en 

las áreas de necrosis. La síntesis del ADN y las nucleocápsides se da dentro del 

núcleo del hospedero (Rootwelt y col. 2009). La replicación es rápida y altamente 

destructiva, da lugar a cuerpos de inclusión eosinófilos intranucleares en la 

periferia de los focos necróticos, lo cual es de valor diagnóstico (Greene 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Órganos de un cachorro de 13 días de edad que murió espontáneamente de infección con CHV-1.  A: 

Pulmones, se observan con edema, apariencia heterogénea, hemorragias petequiales a equimóticas que se observan 

como áreas rojizas a grises que penetran desde la superficie. B: Riñones, con hemorragias petequiales a equimóticas. C: 

Hígado, se encontró agrandado, con hemorragias petequiales. D: Timo, presentó hemorragias petequiales. (Tomado de 

la tesis de maestría de Rikke Wendt Larsen). 
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Detección de ADN viral.  

La determinación e identificación de las infecciones por CHV-1 recaían 

anteriormente en el aislamiento viral a partir de tejidos o muestras obtenidas con 

hisopos, o en los estudios serológicos para determinar anticuerpos. El gran éxito 

de la PCR ha hecho de este método uno más común y sensible para la detección 

del ADN viral del genoma del CHV-1 y, especialmente, para la detección del virus 

en latencia (Burr y col. 1996; Decaro y col. 2010). 

1.6 Seroprevalencia 

El CHV-1 ha sido aislado en diversos países alrededor del mundo, y estudios 

recientes en Europa sugieren que es una enfermedad enzoótica en la población 

canina (Lacheretz y Cognard 1998; Reading y Field 1998; Rijsewijk y col. 1999; 

Ronsse y col. 2002). 

El virus se considera pobremente inmunogénico, con anticuerpos neutralizantes 

que desaparecen tan solo unos pocos meses después de la infección 

(Carmichael y Greene 1998). 

Los estudios más recientes estiman la seroprevalencia entre el 30 y 40% (Tabla 

1, figura 9), observando una mayor prevalencia en caninos de criaderos; siendo 

el tamaño del criadero, la higiene y la presentación de la tos de las perreras 

factores de riesgo. Además, se ha establecido una relación entre la 

seroprevalencia y el historial de abortos y mortalidad neonatal (Guigal y col. 

2002; Ronsse y col.2004). 
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Año Referencia País Población Seroprevalencia 

1969 Lundgreen y Clapper 

1969 

USA Muestreo aleatorio 12.8% 

1974 Fulton et al. 1974 USA Muestreo aleatorio 6% 

1975 Bibrack y Schaudinn 

1976 

Alemania 1-Muestreo aleatorio 

2-Caninos con problemas 

reproductivos 

1-12% 

 

2-39.1% 

1977 Osterhaus et al. 1977 Holanda 1-Caninos particulares 

2-Caninos con problemas 

reproductivos 

1-2.8% 

 

2-12% 

1979 Delisle 1982 Francia 1-Caninos particulares 

2-Caninos de criadero 

1-0.5% 

 

2-28.4% 

1980 Engels et al. 1980 Suiza Muestreo aleatorio 6.3% 

1980 Schwers et al. 1980 Bélgica Muestreo aleatorio 1% 

1990 Takumi et al. 1990 Japón Muestreo aleatorio 26.2% 

1989-1991 Poulet y Dubourget 

1993 

Francia Caninos de criadero 15.5% 

 

 

 

 

 

Tabla 1 . Seroprevalencias encontradas en diferentes países alrededor del mundo. 
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Año Referencia País Población Seroprevalencia 

1994 Seo et al. 1994 Corea 1-Caninos particulares 

2-Caninos de criadero 

1-28% 

 

2-58% 

1997-1998 Rijsewijk et al. 1999 Holanda Caninos particulares 39.3% 

1998 Reading y Field 1998 Reino Unido Caninos particulares 88% 

1998 Lacheretz y Cognard 

1998 

Francia Caninos con problemas 

reproductivos 

43% 

2000 Ronsse et al. 2002 Bélgica Caninos con problemas 

reproductivos 

46.1% 

2000 Guigal et al. 2002 Francia Caninos de criadero 30.6% 

2001 Van Gucht et al. 2001 Bélgica Caninos de criadero 49.5% 

2005 Góngora 2005 Perú Muestreo aleatorio 32% 

2007 Dahlbom 2007 Finlandia 1-Caninos con problemas 

reproductivos 

2-Caninos sin problemas 

reproductivos 

1-100% 

 

 

2-65% 

2008 Nöthling et al. 2008 Sudáfrica Caninos de criadero 22% 

2009 Engelbrecht 2009 Dinamarca Población específica 26.4% 

2009 Abuzer 2009 Turquía Raza Kangal 71.8% 

2010 Babaei 2010 Irán 1-Caninos particulares 

2-Caninos de criadero 

1-19.1% 

2-22.9% 

2012 Yesilbag 2012 Turquía Muestreo aleatorio 62.1% 

2013 Musayeba 2013 Lituania 1-Caninos particulares 

2-Caninos de criadero 

1-11% 

2-85% 

 

 

 

Tabla 1 (continuación). Seroprevalencias encontradas en diferentes países alrededor del mundo. 
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1.7 Tratamiento 

En caninos adultos únicamente se utiliza tratamiento contra el problema 

respiratorio, ocular o las lesiones genitales; en la mayoría de los casos no hay 

necesidad de administrar tratamiento ya que es una enfermedad autolimitante 

(Evermann y col. 2011). 

El tratamiento con dosis elevadas de medicamentos antivirales como el Aciclovir 

se recomienda en el caso del herpes neonatal humano, y presenta buenos 

resultados (Kimberlin y col. 2001). En el reporte de un caso clínico en California 

se describe el uso efectivo del Aciclovir en la terapia y mantenimiento de 

cachorros neonatos infectados con CHV-1 (Davidson y col. 2003). Sin embargo, 

Sin datos 

Prevalencia del 1 – 20% 

Prevalencia del 21 –40% 

Prevalencia > 40% 

Figura 9. Distribución de seroprevalencias de acuerdo a la Tabla 1 del presente trabajo. Se marca la prevalencia más alta reportada 
por país.  

Color gris= No hay datos reportados, Color verde= Prevalencia máxima reportada entre el 1 y el 20%, Color  naranja= Prevalencia 
máxima reportada entre el 21 y el 40%, Color rojo= Prevalencia máxima reportada por encima del 40%. 



27 
 

se han reportado signos de intoxicación debido a la ingestión accidental del 

Aciclovir a dosis de 40mg/kg (Richardson 2000). La farmacocinética, la 

biodisponibilidad y la dosis terapéutica efectiva para CHV-1 en perros se 

desconoce actualmente y se requieren mayores estudios antes de 

recomendarse su uso como tratamiento antiviral en los casos de herpesvirosis 

canina neonatal (Evermann y col. 2011).  

La proteína blanco de las terapias antivirales, contra los alfaherpesvirus, recae 

en la ADN polimerasa; sin embargo, durante la latencia, el virus no expresa este 

gen por lo que las terapias convencionales no afectan a los virus en latencia 

(Field y col. 2006; Hussein y Field 2008). 

La inyección intraperitoneal de 1 a 2 ml de suero inmune, obtenido de un perro 

con anticuerpos contra CHV-1, o una elevación en la temperatura corporal para 

reducir la replicación viral, aparentan reducir la mortalidad en aquellos cachorros 

que no presentan signos de una infección generalizada (Greene 2012). El 

tratamiento para los caninos neonatos con signos de infecciones generalizadas 

por CHV-1 es muy limitado y con un pronóstico pobre. 

1.8 Vacunación y procedimientos profilácticos. 

Existe una vacuna en Europa con licencia (Eurican® Herpes 205, Merial, 

Francia), la cual contiene una proteína de superficie específica (glicoproteína gB) 

de CHV-1 (EMEA 2002). Esta se administra por vía subcutánea a las hembras 

gestantes en un régimen de dos dosis, para asegurar un nivel elevado de 

anticuerpos neutralizantes al momento del parto. La primera vacunación se debe 

de hacer durante el estro o de 7 a 10 días después de la monta, la segunda 

vacuna se debe de aplicar de una a dos semanas antes del parto (EMEA 2002). 
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La vacunación provee inmunidad materna pasiva a los cachorros, cuando 

absorben las inmunoglobulinas G del calostro y la leche en las primeras 12-36 

horas de vida (EMEA 2002). 

Poulet y sus colaboradores demostraron, en el 2001, que la vacunación a las 

hembras gestantes protegía a los cachorros contra el CHV-1. Se desafiaron 

cachorros de hembras vacunadas y no vacunadas, por vía oronasal tres días 

después del nacimiento con una cepa virulenta de CHV-1. La mayoría de los 

cachorros de hembras no vacunadas murieron de una infección generalizada 

entre los 6 y los 14 días después del desafío. Ninguno de los cachorros de las 

hembras del grupo vacunado murió de la infección por CHV-1. 

La vacunación se debe de suplementar con procedimientos profilácticos para 

reducir el riesgo de infección por CHV-1 en los cachorros neonatos. Ronsse y 

sus colaboradores en el 2004 estudiaron los factores que influencian los niveles 

de anticuerpos y, consecuentemente, el riesgo de la infección por CHV-1 en 

perros de criadero. Los principales factores de riesgo fueron el tamaño del 

criadero, la higiene y la tos de las perreras. Los criaderos con un gran número 

de perros (> 6 perros), y con higiene pobre, tuvieron niveles más elevados de 

anticuerpos. Además, los perros con historial de brotes de tos de las perreras en 

el criadero presentaron niveles significativamente más elevados de anticuerpos 

que los perros sin dicho historial (Ronsse y col. 2004). 

Para proteger a los perros neonatos de la infección, una sugerencia de un 

régimen de profilaxis para criaderos grandes puede ser mejorar la higiene y aislar 

a las hembras con cachorros para disminuir el riesgo de la infección por CHV-1 

de perros cercanos. Adicionalmente, las buenas condiciones ambientales que 
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aseguren una elevación en la condición corporal, pueden proteger a los 

cachorros no infectados (Carmichael 1970). Además, el consumo de calostro 

dentro de las primeras horas de vida es esencial para que los cachorros reciban 

anticuerpos maternos que los protejan de la infección.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

En México no existe ningún reporte del aislamiento del Herpesvirus canino, ni de 

su asociación con enfermedad en caninos del país. Además, la herpesvirosis 

presenta elevada mortalidad de los cachorros infectados, lo que representa 

grandes pérdidas económicas para los criadores de perros en el país, sin contar 

con opciones de diagnóstico, tratamiento o profilaxis. 

 

 

3. HIPÓTESIS. 

El Herpesvirus canino tipo 1 se encuentra infectando a la población de caninos 

de la zona cercana a la FES-C. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la presencia del Herpesvirus canino en el área metropolitana de la 

ciudad de México, mediante la detección, aislamiento e identificación del virus, 

así como la determinación de anticuerpos en caninos de criaderos de la zona de 

influencia de la FES-Cuautitlán. 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

1-Evaluar las alteraciones patológicas en caninos de menos de 25 días de edad 

remitidos a necropsia y establecer la posible relación con el CHV-1. 

2-Aislar al CHV-1 en cultivo celular e identificarlo mediante inmunofluorescencia, 

reacción en cadena de la polimerasa y microscopía electrónica. 

3-Determinar la prevalencia de anticuerpos de la clase IgG contra CHV-1 en 

caninos de criaderos de la zona de influencia de la FES-C, mediante una prueba 

de ELISA comercial. 

4-Comparar la técnica de ELISA comercial contra la técnica de 

seroneutralización por reducción en la formación de placas.  
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6. MATERIAL Y MÉTODOS. 

El estudio se realizó a partir del hallazgo de casos de caninos cachorros de 

menos de un mes de edad remitidos a necropsia, con lesiones macroscópicas y 

microscópicas sugestivas de CHV-1. Las lesiones macroscópicas más 

relevantes encontradas fueron hemorragias petequiales y equimóticas en 

pulmones, riñones, hígado e intestino, con múltiples focos de áreas grisáceas. 

Las alteraciones microscópicas relevantes consistieron en hemorragia multifocal 

en la corteza renal, hígado, en pulmones y en encéfalo, necrosis multifocal en 

riñones, intestino y pulmones, así como inflamación proliferativa en pulmón, 

bazo, riñón, hígado y encéfalo. 

Partiendo de este punto se planteó realizar el diagnóstico definitivo para la 

infección por CHV-1, mediante inmunofluorescencia y PCR. Cabe destacar que 

durante el proceso se obtuvieron necropsias de cachorros de menos de un mes 

de edad a los que se sometió bajo el mismo criterio diagnóstico. 

Inmunofluorescencia (IF). 

Se utilizó inmunofluorescencia directa, la cual utiliza anticuerpos marcados con 

reactivos fluorescentes que van dirigidos contra el antígeno blanco. Una vez 

hecha la reacción, se expone a luz ultravioleta emitida por un microscopio de 

epifluorescencia (Odell y Cook 2013). 

Para este trabajo se utilizó un conjugado policlonal anti CHV-1 comercial (VMRD, 

Inc, WA USA) y se siguió el procedimiento recomendado por el fabricante: 

La muestras de tejidos fueron incluidas en bloques de parafina, los cuales fueron 

sometidos a cortes (0.2 micras) y montados sobre el portaobjetos. El corte de 
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tejido fue desparafinado y se dejó secar durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. La laminilla fue posteriormente fijada con acetona –metanol (75/25) a 

temperatura ambiente por 20 minutos. 

La tinción se realizó adicionando 75 µl del conjugado (Antisuero anti-CHV1 

policlonal conjugado a Isotiocianato de fluoresceína marca VMRD) por 30 

minutos a 37ºC en cámara húmeda. 

La laminilla con el corte del tejido se enjuagó gentilmente en Buffer de enjuague, 

pH 9.0 (Na2HPO4 0.119%, NaH2PO4 0.022%, NaCl 8.55%). Se eliminó el exceso 

de líquido de la laminilla.  

Finalmente se adicionó medio de montaje FA (Glicerol/Buffer de enjuague, 

pH9.0, 1:1) y se realizó la observación microscópica en un microscopio de 

epifluorescencia (Zeiss). 

Reacción en cadena de la polimerasa 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es la síntesis específica y 

exponencial de una región predeterminada de ADN por medio del uso de dos 

pequeños fragmentos de ADN específicamente diseñados (iniciadores, 

cebadores, primers u oligonucleótidos) (Van Pelt-Verkuil y col. 2008). 

Para tener una muestra de ADN, tiene que ser extraído y separado de todo el 

material celular y tisular. En el presente trabajo se utilizó un Kit comercial de 

extracción de ADN a partir de tejido (DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen), 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante: 

-Se cortaron fragmentos de aproximadamente 0.5 cm cuadrados de los tejidos 

de las necropsias de los cachorros sospechosos de haber muerto por 



34 
 

herpesvirosis canina, los cuales se introdujeron en tubos de microcentrífuga de 

1.5 ml y se les adicionaron 180 µl del buffer ATL y 20 µl de la proteinasa K. Se 

realizó una mezcla y se incubó a 56°C hasta que se obtuvo una lisis completa 

(aproximadamente 2 horas) y se mezcló nuevamente.  

-Se adicionaron 200 µl del buffer AL y se mezcló completamente mediante 

vórtex, se adicionaron 200 µl de etanol al 96%, mezclando completamente. 

-El líquido se transfirió a las columnas del kit, misma que se colocó en un tubo 

de colección de 2 ml y se centrifugó por 1 minuto a 6,000 x g. 

-La columna se cambió a un tubo de 2  ml y se le agregaron 500 µl del buffer 

AW1. Se centrifugó a 6,000 x g por 1 minuto. 

-La columna se cambió a un tubo de 2  ml y se le agregaron 500 µl del buffer 

AW2. Se centrifugó a 20,000 x g por 3 minutos. 

-Se transfirió la columna a un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml y se le 

adicionaron 200 µl del buffer AE de dilución, se incubó durante 1 minuto a 

temperatura ambiente y se centrifugó por un minuto a 6,000 x g. El extracto de 

ADN se congeló a -20°C hasta su uso. 

Para determinar la presencia del ADN de Herpesvirus en las muestras de tejido 

se utilizó un protocolo descrito por VanDeVanter y sus colaboradores en 1996, 

dirigido a amplificar un fragmento del gen de la ADN polimerasa viral, a través 

de oligonucleótidos degenerados. Es específico para la familia Herpesviridae, 

amplificando fragmentos de 215 a 315 pb. Se realizó una PCR anidada con dos 

oligonucleótidos sentido y uno contrasentido en la primer reacción (DFA-5’- GAY 

TTY GCI AGY YTI TAY CC -3' (sentido), ILK-5’-TCC TGG ACA AGC AGC ARI 
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YSG CIM TIA A -3' (sentido), KG1-5’- GTC TTG CTC ACC AGI TCI ACI CCY TT 

-3' (contrasentido)). Mientras que en la segunda reacción se utilizan uno sentido 

TGV-5’- TGT AAC TCG GTG TAY GGI TTY ACI GGI GT -3', y uno contrasentido 

IYG-5’- CAC AGA GTC CGT RTC ICC RTA IAT -3' (Tabla 2). 

Para la primera reacción se utilizaron 400 ng de ADN como muestra, con una 

mezcla de PCR compuesta por 400nM de cada oligonucleótido, 100µM de cada 

dNTP, 10mM de KCl, 10 mM (NH4)2 SO4, 20 mM Tris-HCl, 2 mM MgSO4, 0.1% 

Triton X-100 at pH 8.8 y 1 unidad de Taq polimerasa (Bioline, USA). Se utilizó un 

termociclador Multigene (Labnet internacional), con las condiciones de ciclado 

de incubación inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 20 

segundos, 46°C por 30 segundos, y 72°C por 30 segundos. Se dio un paso final 

de 10 minutos a 72°C (Figura 10). Para la segunda reacción de PCR anidada se 

utilizaron las mismas concentraciones, pero utilizando 5µl de la primera reacción 

como templado de ADN. 

 

 

94 ºC 94 ºC 
46 ºC 

72 ºC 72 ºC 

4 ºC 

5:00 
0:20 

0:20 

0:30 10:00 

∞ 

 Etapas que se 

repiten 

  Cíclicamente  

 

         35 ciclos 

 

    Elongación Conservación del 

producto 

Desnaturalización       

Figura 10. Ciclos de temperatura y tiempo para la amplificación de un fragmento del gen 

de la ADN polimerasa 
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Para evidenciar el amplificado se realizó una electroforesis horizontal con un gel 

de agarosa al 3% conteniendo 0.5 µg/ml de bromuro de etidio, y se visualizó en 

un transiluminador de luz UV. 

 

Iniciadores utilizados 
Fragmento 

esperado 
Condiciones de termociclado 

P
rim

er
a 

re
ac

ci
ón

 d
e 

la
 P

C
R

 

an
id

ad
a 

 

DFA-5’- GAY TTY GCI AGY YTI TAY 

CC -3' 

215 a 315 kpb 

94°C 5 minutos  

 

ILK-5’-TCC TGG ACA AGC AGC ARI 

YSG CIM TIA A -3' 

94°C 20 segundos 

55 ciclos 
KG1-5’- GTC TTG CTC ACC AGI TCI 

ACI CCY TT -3' 
46°C 20 segundos 

S
eg

un
da

 re
ac

ci
ón

 d
e 

la
 P

C
R

 a
ni

da
da

 

 

TGV-5’- TGT AAC TCG GTG TAY 

GGI TTY ACI GGI GT -3' 

72°C 20 segundos 

IYG-5’- CAC AGA GTC CGT RTC ICC 

RTA IAT -3' 
72°C 10 minutos  

 

Aislamiento viral en células MDCK. 

Una vez confirmado el diagnóstico por estas IF y PCR, se procedió a realizar el 

aislamiento viral en células MDCK (de riñón de perro), para lo cual se utilizaron 

los tejidos de los caninos que se guardaron en congelación (Encéfalo, hígado, 

pulmón, riñón y bazo). 

-Se cortaron en fragmentos de 0.5 cm3 y se maceraron con ayuda de un mortero 

y PBS estéril frio. Posteriormente el macerado se pasó por un homogeneizador 

de vidrio para lisar completamente la muestra. Se resuspendió en PBS estéril 

frio, para obtener una suspensión al 10% y se centrifugó dos veces a 1,500 rpm 

Tabla 2. Condiciones del proceso de reacción en cadena de la polimerasa para la amplificación 

de un fragmento del gen de la ADN polimerasa. 
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por 15 minutos, obteniendo el sobrenadante, con el fin de eliminar los detritus 

grandes. 

-El sobrenadante se filtró con membranas millipore ™ de 0.22µm de diámetro 

poro para evitar la contaminación bacteriana y se inocularon 0.5 ml en cajas de 

24 pozos Nunc con monocapa de células MDCK.  

-Se dejó adsorber el virus durante 1 hora a 34-35°C, posteriormente, se 

adicionaron 1.5 ml de medio esencial mínimo (MEM) adicionado con 2% de suero 

de ternero neonato y se dejó en incubación a 34-35°C durante 5 días, con 

observación diaria de efectos citopáticos y citolíticos. 

Para confirmar la identidad viral, se realizaron las técnicas de 

inmunofluorescencia directa, PCR y microscopía electrónica de transmisión 

(MET). 

Inmunofluorescencia sobre cultivo celular. 

Para la inmunofluorescencia directa sobre cultivo celular se realizó el siguiente 

protocolo: 

-Las células se cultivaron sobre laminillas (Cell culture coverslip, sterile, 

Thermanox Plastic 13mm diámetro, marca NUNC). Posteriormente, se infectaron 

con los aislados virales y se incubaron durante 48-72 horas a temperatura de 34-

35°C.  

-Después de la incubación, las laminillas se retiraron y se adhirieron a un 

portaobjetos con resina, dejando hacia arriba la cara de la laminilla que contenía 

las células infectadas.  
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-Las laminillas se enjuagaron con solución amortiguada de fosfatos (PBS), con 

un pH de 7.2, y se fijaron con acetona durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se dejaron secar 10 minutos a 37ºC en ambiente seco. 

-La tinción fue realizada adicionando 75 µl del conjugado (Antisuero anti-CHV1 

policlonal conjugado a Isotiocianato de fluoresceína marca VMRD) por 30 

minutos a 37ºC, en cámara húmeda. 

-La laminilla con las células se enjuagó con Buffer de enjuague, pH 9.0 (Na2HPO4 

0.119%, NaH2PO4 0.022%, NaCl 8.55%). Se eliminó el exceso de líquido de la 

laminilla. 

-Finalmente, se adicionó medio de montaje FA (Glicerol/Buffer de enjuague, 

pH9.0, 1:1) y se realizó la observación microscópica en un microscopio de 

epifluorescencia (Zeiss). Se obtuvieron fotografías para su posterior análisis. 

Reacción en cadena de la polimerasa PCR 

En esta sección del trabajo se utilizaron dos protocolos de PCR, uno dirigido a 

amplificar un fragmento del gen de la ADN polimerasa viral (Van de Vanter 1996), 

y otro dirigido a amplificar un fragmento del gen de la gB (Burr y col. 1996). 

La extracción de ADN fue realizada con un protocolo similar al descrito con 

anterioridad para tejido, con el kit de extracción de marca Qiagen, con la 

variación del tiempo de lisis, siendo éste de 10 minutos. 

El protocolo para la PCR anidada que amplifica un fragmento del gen de la ADN 

polimerasa viral se realizó de la misma forma que se describió anteriormente. 
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El protocolo de la PCR descrito por Burr y sus colaboradores en 1996 que 

amplifica un fragmento del gen de la gB del CHV-1, esperando un amplificado de 

120 pb. Para este protocolo se utiliza un oligonucleótido sentido y uno 

contrasentido  (P1: 5’ CAG GAC TAT TGG ACT ATA GT 3’ (sentido), P2: 5’ TTG 

CAA TGC CCC TCA TAA TT 3’ (contrasentido)). 

Se utilizaron aproximadamente 400 ng de ADN como muestra, con una mezcla 

de PCR compuesta por 1 mM de cada oligonucleótido, 200 µM de cada dNTP, 

10 mM de KCl, 10 mM (NH4)2 SO4, 20 mM Tris-HCl, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton 

X-100 at pH 8.8 y 1 unidad de Taq polimerasa (Bioline, USA). Se utilizó un 

termociclador Multigene (Labnet internacional), con las condiciones de ciclado 

de incubación inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 56°C por 30 segundos, y 72°C por 30 segundos. Se dio un paso final 

de 10 minutos a 72°C (Figura 11). 
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Figura 11. Ciclos de temperatura y tiempo para la amplificación de un fragmento del gen 

de la glicoproteína B 
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Para evidenciar el amplificado se corrió en electroforesis horizontal con un gel 

de agarosa al 3% conteniendo 0.5µg/ml de bromuro de etidio, y se visualizó en 

un transiluminador de luz UV. 

 

Microscopía electrónica de transmisión (MET). 

La MET fue realizada en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, en el 

laboratorio de microscopía electrónica, con apoyo de la Maestra Sofía González 

Gallardo. 

Tinción negativa de sobrenadantes de cultivo celular 

-Los sobrenadantes de cultivo de células infectadas se fijaron con Karnosky y 

posteriormente se depositó una gota sobre papel parafilm.  

-Se colocaron sobre la gota 2 rejillas de cobre de 200 MES marca STI con 

membrana durante 20 minutos.  

-Después se tomaron las rejillas y se les retiró el exceso de fijador con papel 

filtro, se depositaron en una gota de agua destilada y por último, en una gota de 

ácido fosfotúngstico (AFT solución al 1% con pH de 7.2) durante un minuto. A 

las rejillas se les retiró el exceso de colorante con papel filtro. 

-Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente, observadas y 

fotografiadas en el microscopio electrónico de transmisión (JEOL JEM 100S).  

-Se tomaron fotografías de un estándar de tamaño de partícula de 60 nm 

(Sigma®) como referencia para describir las estructuras observadas en las 

muestras. 



41 
 

Estudio Serológico. 

Paralelo al aislamiento viral, surgió la pregunta de qué tan diseminado se 

encuentra la enfermedad, partiendo de que no existe ningún reporte en México 

de la presencia del virus en el país, ni existe evidencia serológica relacionada. 

Para lo cual se diseñó un muestreo serológico en criaderos cercanos a la 

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán. Para obtener el número de muestra 

se utilizó la siguiente fórmula estadística, utilizando la probabilidad de éxito en 

0.5, ya que se desconoce la prevalencia en el país: 

 

𝑛 =  
𝑍2 ∝

2⁄ 𝑝𝑞

𝑒2
 

Dónde: 

1 – α: Nivel de confianza (95%) 

Z ∝ 2⁄  : Valor de Z que delimita un área ∝ 2⁄  a la derecha de la distribución normal 

estándar. (1.96, con un 95% de nivel de confianza) 

e: Error máximo de estimación (0.1) 

p: probabilidad de éxito (Serológicamente positivo, se desconoce, 0.5) 

q: 1 – p 

Se obtuvo un número de tamaño de muestra adecuado de 96.04 individuos, por 

lo que se decidió cerrar el número a 100 individuos. 
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Los criterios de inclusión se determinaron de la siguiente forma, caninos 

habitando en criaderos, mayores de 1 año de edad y menores de 7 años y 

clínicamente sanos al momento del muestreo.  

Se obtuvieron al menos 2 ml de sangre venosa de la vena safena o yugular, de 

acuerdo al tamaño del individuo con ayuda del sistema Vacutainer™ en tubos 

sin anticoagulante para la obtención de suero. La sangre, una vez coagulada, se 

centrifugó a 3,500 rpm en una centrífuga clínica con el fin de separar el suero del 

paquete celular. El suero se distribuyó en alicuotas en microtubos de 1.8ml 

marca Eppendorf™ para su inmediata congelación a -70°C hasta su uso. 

Durante el muestreo se realizó una encuesta que incluía algunos datos del 

propietario y del criadero, edad, peso, talla, raza, etc. Así como historial de 

enfermedades oculares, cutáneas, de traqueobronquitis infecciosa y 

reproductivas (presentaciones clínicas de herpesvirosis canina). 

Técnica de ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). 

Para detectar la presencia de anticuerpos contra CHV-1 se utilizó un kit comercial 

de ELISA marca EVL (Woerden, Holanda), el cual utiliza la partícula viral 

completa como antígeno.  

Las muestras se procesaron de acuerdo a las recomendaciones del Dr Ir J R Van 

Herwijnen de la empresa EVL, bajo el siguiente protocolo: 

-Se lavaron los pozos de las microplacas a usar mediante la adición de 250 µl 

de solución de lavado a cada pozo y su vaciado mediante inversión, por cinco 

veces. Al finalizar los 5 lavados se dejó la placa sobre papel absorbente para 

eliminar el exceso de líquido. 
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-Se realizaron diluciones 1:30, 1:90, 1:270 y 1:810 de los controles positivo y 

negativo, así como dilución 1:250 de los sueros problema, y se adicionaron 100 

µl de cada una de las diluciones a un pozo recién lavado. Se selló la placa y se 

incubó durante 60 minutos a 37°C. 

-Se lavó la placa de la misma forma en que se realizó en el primer punto y se 

dejó secar sobre papel absorbente. 

-Se adicionaron 100 µl de los anticuerpos anti-canino conjugados con peroxidasa 

de rábano (HRPO) a cada uno de los pozos. Se selló la placa y se incubó durante 

60 minutos a 37°C. 

-Se lavó la placa de la misma forma en que se realizó en el primer punto y se 

dejó secar sobre papel absorbente. 

-Se mezclaron partes iguales de los Buffer A y B (Solución generadora de color 

a base de tetrametilbencidina (TMB)) mediante pipeteo suave y se dispensaron 

100 µl a cada uno de los pozos. Se incubó durante 18 minutos a temperatura 

ambiente y en oscuridad. 

-Se adicionaron 50 µl de la solución de paro a cada pozo y se leyó a 450 nm en 

un espectrofotómetro con una agitación previa de 5 segundos. 

Con los resultados de absorbancia se realizó el cálculo del título (título calculado) 

de cada una de las muestras, de acuerdo a las recomendaciones del Dr Ir J R 

Van Herwijnen. El cálculo de dicho título se basa en el supuesto que el control 

positivo presenta un título de 3600. 
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Seroneutralización. 

Paralelamente, se detectaron los anticuerpos neutralizantes en 20 de las 

muestras serológicas, las cuales fueron seleccionadas aleatoriamente. Sin 

embargo, para realizar dicha determinación, se enfrentaron algunos problemas; 

se requería de un abasto viral suficiente para todas las pruebas, además el 

herpesvirus canino, así como los miembros del género Varicellovirus, presentan 

una alta dependencia a la célula, por lo que sus efectos citolíticos son pobres. 

Para resolver dichos problemas, se realizaron dos pases de los aislamientos 

virales en embrión de pollo, mediante inoculación en membrana corioalantoidea, 

una técnica ampliamente usada para la replicación de otras especies de 

herpesvirus tipo alfa, como HSV-1, HSV-2, HSV-3, VZV, virus de laringotraqueítis 

infecciosa, virus de la pseudorrabia, etc (Akter y col. 2013). No existen reportes 

de la replicación de herpesvirus canino en embrión de pollo, sin embargo la Dra. 

Laura Cobos, asesora de este trabajo, la realizó con la muestra que fue 

proporcionada. 

Para el ensayo de neutralización viral de herpesvirus canino, así como del virus 

de Varicela-Zoster (perteneciente al mismo género viral), se ha utilizado 

principalmente la técnica de neutralización por reducción del número de placas 

(Gerna y Chambers 1976; Engels y col. 1980; Takumi y col. 1989; Xuan y col. 

1990; Nöthling y col. 2008;). 

Para el presente trabajo se utilizó el protocolo descrito por Gerna y Chambers en 

1976, en donde se combina la prueba de neutralización por reducción del número 

de placas, con la técnica de inmunoperoxidasa. Lo anterior se realizó debido al 

bajo efecto citopático que presentan las cepas de CHV-1 aisladas; ya que, como 
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los miembros del género varicellovirus, son virus estrictamente asociados a la 

célula. 

Para la inoculación de los embriones se siguió la metodología que se describe a 

continuación (Barrón 2007): 

-Se marcó la cámara de aire y el sitio de inoculación sobre el primer tercio del 

huevo en una zona con desarrollo vascular, en huevos embrionados de 

aproximadamente 9 días. 

-Se desinfectaron los sitios marcados (cámara de aire y punto de inoculación) 

con una solución de Yodo y alcohol. 

-Se  perforó el cascarón y la membrana con ayuda de una aguja de calibre 18G, 

sin penetrar la membrana en el sitio de inoculación. 

-Con ayuda del ovoscopio se realizó una falsa cámara de aire en el sitio de 

inoculación, succionando ligeramente sobre el orificio en la cámara de aire y 

manteniendo el huevo en posición horizontal, con el sitio de inoculación hacia 

arriba. 

-En el sitio de formación de falsa cámara de aire se introdujo ligeramente la aguja 

de a jeringa y se depositaron 0.2ml de inóculo. 

-Se realizó el sellado de los orificios con parafina y se dejó incubar a los 

embriones durante 5 días. 

-El quinto día de incubación se sacaron los huevos de la incubadora y se dejaron 

en refrigeración durante toda la noche. 
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-Al siguiente día se rompió el huevo, por el extremo agudo y se descartó el 

contenido, permaneciendo con la membrana corioalantoidea, la cual se expuso 

sobre una caja de Petri para observar las lesiones pustulares. 

-Dichas lesiones se recolectaron, maceraron y re suspendieron en 10 veces el 

volumen de PBS.  

- La muestra se centrifugó para eliminar los detritus celulares grandes y se filtró 

con membrana millipore (0.2 micrometros). 

Cuando se contó con la muestra obtenida a partir de embrión de pollo, se 

procedió a titular las partículas virales 

La metodología realizada fue la siguiente: 

-Las partículas virales fueron contabilizadas mediante la titulación por medio de 

formación de placas, para lo cual se realizaron diluciones decimales del 

aislamiento viral (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) y se adicionaron 0.5 ml en cada 

uno de los pozos de una placa marca NUNC de 12 pozos,  conteniendo una 

monocapa de células MDCK confluente. Se permitió la adsorción viral durante 

una hora a 35°C, redistribuyendo el inóculo cada 15 minutos y posteriormente se 

agregó lentamente medio MEM con 0.6% de agarosa y 1% de suero de ternero 

neonato a 45°C permitiendo la solidificación del mismo. 

-Se incubó la placa a 35°C durante tres días, después de los cuales se agregó 

una gota de formol (43%) a cada uno de los pozos, lo que permitió retirar la capa 

de agarosa al siguiente día. 

-Los pozos fueron lavados cuidadosamente con PBS y se fijaron con 

acetona/metanol durante 10 minutos.  Posteriormente, se adicionaron a cada 
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pozo 0.5 ml de una dilución 1:80 del suero control positivo contra herpesvirus 

canino (EVL) y se incubó durante 30 minutos a 37°C. Los pozos se lavaron tres 

veces con PBS y se les adicionó una solución de conjugado peroxidado anti IgG 

canino (Sigma Aldrich) a una dilución de 1:200 y se permitió su actividad durante 

30 minutos a 37°C. Finalmente se lavaron tres veces los pozos con PBS y se 

adicionó una solución de diaminobencidina con 0.01% de peróxido de hidrógeno 

que permaneció durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de repetir el 

lavado con PBS y realizar una tinción contrastante con Hematoxilina de Harris 

por 15 segundos. Posteriormente se contabilizaron las placas (en los pozos en 

donde se obtengan de 20 a 100 placas), para obtener el título en unidades 

formadoras de placas (UFP) mediante la siguiente fórmula UFP/ml = Número de 

placas X inverso de dilución X 1/0.5. 

El ensayo de neutralización fue realizado incubando, por 30 minutos a 37°C, 

cantidades iguales del virus (50 UFP) con diluciones de los sueros problema (1:4, 

1:8, 1:16, 1:32 y 1:64) previamente tratado por 30 minutos a 56°C para inactivar 

el complemento endógeno.  

-Se inocularon 0.5 ml de la mezcla suero-virus a pozos de placas de 12 pozos 

marca NUNC y se permitió la adsorción viral durante una hora a 35°C, 

redistribuyendo el inóculo cada 15 minutos y posteriormente se agregó 

lentamente medio MEM con0.6% de agarosa y 1% de suero de ternero neonato 

a 45°C permitiendo la solidificación del mismo. 

Se incubó la placa a 35°C durante tres días, después de los cuales se agregó 

una gota de formol al 40% a cada uno de los pozos, lo que permitió retirar la 

capa de agarosa al siguiente día y se realizó el tratamiento de la placa de igual 
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forma que en el punto anterior. Se consideró el título final al inverso de la máxima 

dilución donde se obtuviera una reducción de al menos 50% del número de 

placas. Se consideró un suero negativo si a la dilución 1:8 del suero no 

presentaba una disminución del 50% o más en la formación de placas.  
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7. RESULTADOS. 

De los tres casos de caninos de menos de tres semanas de edad (identificados 

como CHV-1 FESC 1, 2 y 3), los tres presentaron anorexia, pérdida de interés 

en mamar, dolor abdominal, vocalización, opistótonos, descarga nasal, 

estornudos y heces blandas, mientras uno de ellos mostró infección ocular 

purulenta. De los tres casos, toda la camada murió con signología similar, o 

murieron espontáneamente. 

Necropsia. Hallazgos macroscópicos. 

De los tres casos, en únicamente dos se logró realizar la necropsia, ya que en el 

tercero se observaban avanzados cambios post mortem. 

Durante la inspección externa e incisión primaria se observó una moderada 

opacidad y engrosamiento de la córnea (Figura 14). 

Después de realizar la incisión secundaria se observó una escasa cantidad de 

líquido serosanguinolento en cavidad abdominal, así como notorio aumento de 

tamaño del hígado (Figura 12). 

El hígado presentó pequeños focos de hemorragia petequial y equimótica, así 

como salida de abundante cantidad de sangre al corte (Figura 13).  

Los pulmones mostraron salida de líquido serosanguinolento al corte, así como 

zonas de hemorragia petequial y equimótica (Figura 15). 

Los vasos sanguíneos del encéfalo se observaron congestionados (Figura 16), 

mientras que los riñones mostraron las lesiones clásicas hemorrágicas, tanto 

petequiales como equimóticas (Figura 17). 
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Figura 12. Organografía después 

de remover el esternón y abrir la 

cavidad abdominal CHV-1FESC 2 

Figura 13. Hígado CHV-1FESC 2. Muestra 

agrandamiento, con hemorragias petequiales y 

equimóticas. 

Figura 14. Ojo CHV-1FESC 2. Muestra opacidad marcada 

y engrosamiento de la córnea. 

Figura 15. Pulmones CHV-1FESC 2. Presentan hemorragias petequiales y equimóticas, así como salida de 

líquido serosanguinolento. 
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Figura 16. Encéfalo CHV-1FESC 2. Muestra severa congestión del parénquima y meninges. 

Figura 17. Riñones  CHV-1FESC 2. Presentan hemorragias equimóticas y petequiales. 
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Necropsia. Hallazgos histopatológicos. 

 

Se realizó la histopatología de los tejidos extraídos, encontrándose marcadas 

alteraciones, principalmente: 

-Pulmones (figura 18): hemorragia multifocal moderada, neumonía intersticial 

proliferativa difusa moderada a severa, bronquitis supurativa multifocal 

moderada, edema multifocal moderado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Pulmones. 

A. Bronquitis supurativa moderada, CHV-1FESC-1 

(40X) 

B. Bronquitis supurativa moderada, Neumonía 

intersticial proliferativa difusa severa, CHV-1FESC-

2 (100x). 

C. Bronquitis supurativa (flecha), CHV-1FESC-2 

(400x). 

 

A 
B 

C 



53 
 

-Riñones (figura 19): congestión difusa moderada, degeneración albuminosa 

difusa severa, degeneración vacuolar multifocal moderada, hemorragia 

multifocal moderada con infiltrado linfocitario moderado, nefritis intersticial 

proliferativa moderada, necrosis multifocal moderada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Bazo (figura 20): hiperplasia linfoide moderada, congestión difusa moderada, 

hemorragia multifocal leve. 

 

 

 

 

Figura 19. Riñones. 

A. Nefritis intersticial proliferativa severa, hemorragia 

multifocal severa (Flechas) CHV-1FESC-1 (40x). 

B. Hemorragia moderada, inflamación proliferativa CHV-

1FESC-2 (400x). 

C. Foco de hemorragia, Degeneración albuminosa 

moderada, CHV-1FESC-2 (400x). 

 

A B 

C 

Figura 20.Hiperplasia linfoide leve, CHV-1FESC-1 (40x). 
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-Hígado (figuras 21 y 22): congestión difusa moderada, degeneración 

albuminosa difusa severa, hepatitis proliferativa perivascular leve a moderada, 

hemorragia multifocal leve, necrosis multifocal moderada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Intestino (figura 23): enteritis proliferativa difusa leve, hemorragia multifocal 

moderada. 

 

 

 

 

Figura 21.Hepatitis proliferativa perivascular moderada (flechas), Hemorragia multifocal leve. A. CHV-1FESC-1, B.CHV-1FESC-2 (400x). 

A B 

Figura 22. A. Congestión difusa moderada, hemorragia multifocal leve  CHV-1FESC-1 (40x). B. Degeneración albuminosa difusa 
severa CHV-1FESC-2 (400x). 

Figura 23. Enteritis proliferativa CHV-1FESC-1 (40x). 

A B 
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-Encéfalo (figura 24): congestión difusa moderada a severa, meningoencefalitis 

no supurativa difusa severa, infiltración linfocitaria perivascular, presencia de 

cuerpos de inclusión intranucleares. 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Encéfalo. 

A. Cuerpo de inclusión intranuclear (flecha), CHV-1FESC-2 

(1,000x). 

B. Cuerpo de inclusión intranuclear (flecha), CHV-1FESC-1 

(1,000x). 

C. Meningoencefalitis no supurativa severa, CHV-1FESC-1 

(400x). 

D. Infiltrado linfocitario perivascular, CHV-1FESC-2 (400x). 

E. Edema, CHV-1FESC-1 (400x). 

 

A B 

C D 

E 
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Inmunofluorescencia sobre tejido. 

La técnica de inmunofluorescencia resultó positiva encontrándose mayor 

marcaje fluorescente hacia el endotelio vascular (figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Resultados de inmunofluorescencia. 

A. Riñón CHV-1FESC-2 

B. Encéfalo CHV-1FESC-2 

C. Encéfalo CHV-1FESC-1 

D. Riñón CHV-1FESC-1 

 

D 

C 

B 

A 
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Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Adicionalmente, se realizó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) descrita por VanDeVanter en 1996, la cual amplifica un fragmento de entre 

215 y 315 pb del gen de la ADN polimerasa viral, un gen muy conservado entre 

los herpesvirus de toda la familia, por lo que se utilizó una muestra de herpes 

simplex tipo 1 (HSV-1) como control positivo (figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aislamiento Viral. 

Una muestra adicional fue donada por la Doctora Laura Cobos Marín, de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, la muestra se identificó como CHV-1L.Cobos-1. Esta 

muestra corresponde al segundo pase en membrana corioalantoidea de  

embrión de pollo y fue obtenida a partir de un inóculo de riñón de un neonato que 

falleció en un criadero en el que se sospecha de la presencia de la enfermedad. 

Figura 26. Electroforesis en agarosa al 3% del amplificado por PCR de un fragmento del gen de la ADN polimerasa  
Carril 1 (CHV FESC-1), Carril 2 (CHV FESC-2), Carril 3 (Control positivo), Carril 4 (CHV FESC-3), Carril 5 

(Negativo). 
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El cultivo viral, realizado en células MDCK, de riñón de perro, mostró resultados 

citopáticos y citolíticos moderados (tabla 3, figura 27), siendo la temperatura a la 

que mayores efectos se observaron entre 34 y 35°C. 

 

CASO TEJIDO EFECTOS A 
LOS 5 DIAS 

CHV-1FESC-1 Encéfalo ++ 
CHV-1FESC-1 Hígado ++ 
CHV-1FESC-1 Riñón ++ 
CHV-1FESC-1 Pulmón ++ 
CHV-1FESC-1 Bazo + 
CHV-1FESC-2 Encéfalo ++++ 
CHV-1FESC-2 Hígado ++ 
CHV-1FESC-2 Riñón ++ 
CHV-1FESC-2 Pulmón ++ 
CHV-1FESC-2 Bazo + 
CHV-1FESC-3 Encéfalo +++ 
CHV-1FESC-3 Hígado ++ 
CHV-1FESC-3 Riñón ++ 
CHV-1FESC-3 Pulmón ++ 
CHV-1FESC-3 Bazo ++ 

CHV-1L.COBOS-1 E.P. ++ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Efectos sobre las células MDCK por los aislamientos de CHV-1 

.E.P.= Primo aislamiento en embrión de pollo, +=Efectos leves sobre las células, ++=Efectos moderados 

sobre las células, +++=Efectos marcados sobre las células, ++++=Efectos severos sobre las células. 

Figura 27.Efectos citopáticos del CHV-1 sobre células MDCK en monocapa, 48 horas post infección. A. Control negativo; 
B. CHV-1FESC-2 
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Identificación viral del aislamiento. 

La confirmación de la identidad viral sobre cultivo celular se realizó mediante tres 

técnicas: inmunofluorescencia, reacción en cadena de la polimerasa y 

microscopía electrónica de transmisión. Se eligieron únicamente los tejidos que 

mostraron mayores efectos sobre las células, es decir Encéfalo para las CHV-

1FESC-2 y 3, e Hígado para la CHV-1FESC-1. La muestra CHV-1L.Cobos-1 fue 

una muestra única. 

Con la técnica de Inmunofluorescencia se observó una fuerte positividad, 

principalmente en el núcleo (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Resultados de inmunofluorescencia 

sobre cultivo celular. 

A. CHV-1FESC-1 

B. CHV-1FESC-2 

C. CHV-1FESC-3 

D. CHV-1 L.COBOS-1 

 

D 

A 

B 

C 
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Reacción en cadena de la polimerasa. 

Para la identificación también se utilizó la técnica de PCR, mediante dos 

protocolos, el descrito por Van de Vanter en 1996 (Figura 29) el cual amplifica 

un fragmento del gen de la ADN polimerasa de 215 a 315 pares de bases. Y el 

protocolo descrito por Burr y colaboradores en 1996, el cual amplifica un 

fragmente del gen de la glicoproteína B, de aproximadamente 120 pares de 

bases (Figura 30).  
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Figura 29. Electroforesis en agarosa al 3% del amplificado por PCR de un fragmento del gen de la ADN polimerasa  
Carril 1 (Control positivo), Carril 2 (CHV FESC-1), Carril 3 (CHV FESC-2), Carril 4 (CHV FESC-3), Carril 5 (CHV-

1L.Cobos-1), Carril 6 (Negativo). MWM= Marcador de peso molecular 
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Figura 30. Electroforesis en agarosa al 3% del amplificado por PCR de un fragmento del gen de la glicoproteína B.  
Carril 1 (CHV FESC-1), Carril 2 (CHV FESC-2), Carril 3 (CHV FESC-3), Carril 4 (CHV-1L.Cobos-1), Carril 5 

(Negativo). MWM= Marcador de peso molecular 

1 
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Microscopía electrónica de transmisión. 

Mediante la técnica de Microscopía electrónica de transmisión se encontraron 

partículas compatibles con Herpesvirus, de cápsides midiendo 

aproximadamente 100 nm de diámetro, y el virión completo midiendo entre 200 

y 280 nm de diámetro (figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31.Microfotografías electrónicas de transmisión. 

A. CHV-1FESC-2 (15,000x) 

B. CHV-1L.Cobos-1 (30,000x) 

C. CHV-1FESC-2 (30,000x) 

T=Tegumento, N C=Nucleocápside, EV=Envoltura viral. 
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NC 
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Serología. 

De acuerdo al cálculo de número de muestra, se requerían muestrear 96.04 

individuos, por lo que se cerró el número a 100 caninos de más de 1 año de edad 

y menos de 7 años, todos ellos provenientes de ocho criaderos en la zona de 

influencia de la FES-Cuautitlán, clínicamente sanos (Tabla 4). 

De los ocho criaderos muestreados, el identificado con el número cinco contó 

con el mayor número de individuos (32), mientras que el número seis contó 

únicamente con tres individuos (Figura 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se tuvieron 11 razas diferentes (Pug, Doberman, Bulldog inglés, Pastor alemán, 

Westhighland White Terrier, Dachshund, Mastín napolitano, Gran Danés, 

Labrador, Chihuahueño y Cobrador), cuyas distribuciones se muestran en la 

figura 33. Se muestreó mayormente a la raza Dachshund. 
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Figura 32. Distribución de caninos por criadero 
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La mayor parte de los individuos muestreados fueron hembras (68%), con un 

32% de machos. El promedio de edad fue de 43.67 meses (3.64 años). 

Durante el muestreo se realizó una encuesta que incluía algunos datos del 

propietario y del criadero, edad, peso, talla, raza, etc. Así como historial de 

enfermedades oculares, cutáneas, de traqueobronquitis infecciosa y 

reproductivas (presentaciones clínicas de herpesvirosis canina) (figura 34). 
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Figura  33. Distribución de caninos por raza 
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Figura 34.Encuesta realizada a criadores, dueños de los caninos muestreados. 
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Con la encuesta se observó que el 86% de los individuos habían nacido en 

México; mientras que de los 14 restantes, 4 nacieron en USA, 4 en Chile, 1 en 

Argentina, 1 en Dinamarca y 1 en España. El 85% de los individuos no han salido 

nunca del país. 

Todos los caninos presentaban un cuadro de vacunación nacional completo, y 

ninguno había sido inmunizado previamente con CHV-1. 

El 61% de los animales muestreados había copulado, mientras que 32 de las 68 

hembras habían tenido al menos una camada. 

Según la encuesta, el 26% de los individuos muestreados ha presentado 

problemas reproductivos, 14% traqueobronquitis infecciosa, 1% problemas 

oculares y 4% problemas en piel (no relacionados a la presentación cutánea de 

traqueobronquitis infecciosa). 

Prueba de ELISA (EVL, Netherlands) 

De acuerdo a las recomendaciones del Dr Ir J R Van Herwijnen de la empresa 

EVL, se realizó el corrimiento de las muestras a dilución 1:250, mientras que se 

procesaron los controles positivo y negativo en diluciones 1:30, 1:60, 1:90 y 

1:270. 

Al control positivo se le restó la densidad óptica (OD) del control negativo para 

realizar un ajuste (en cada dilución), mientras que a la OD de las muestras se 

les restó el resultado de OD del control negativo a la dilución más parecida, es 

decir 1:270. 

En la figura 35 se muestran los resultados del control positivo (ajustado con el 

negativo) en donde se compararon los resultados de la OD obtenida con el título 
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que según la empresa fabricante posee el control positivo y se obtuvo la ecuación 

de la gráfica, obteniendo el intercepto y la pendiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo a la ecuación de la gráfica se sustituyeron los resultados de la 

densidad óptica obtenida (ajustada con el control negativo) de cada una de las 

muestras y se obtuvo el título calculado (Tabla 4). Cabe destacar que algunos 

valores son negativos debido a que son el resultado de una fórmula, no un título 

observado.  
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Figura 35. Relación de la densidad óptica obtenida, con el título supuesto del 

control positivo. 
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Muestra criadero Raza Sexo Edad 
(meses) 

Título 
calculado 

001 1 Pug Hembra 39 *1069.4 
002 1 Pug Macho 46 *295.5 
003 1 Pug Hembra 14 *376.1 
004 1 Pug Hembra 14 *854.1 
005 1 Pug Macho 27 *1812.3 
006 1 Pug Macho 13 *1492.2 
007 1 Pug Hembra 58 *462.2 
008 1 Pug Hembra 51 *545.0 
009 1 Pug Hembra 32 73.6 
010 1 Pug Hembra 37 -255.4 
011 1 Pug Hembra 24 *1000.9 
012 2 Doberman Macho 13 *1120.2 
013 2 Bulldog Hembra 42 *760.3 
014 3 Pastor alemán Hembra 48 -204.6 
015 3 Pastor alemán Macho 36 -252.1 
016 3 Pastor alemán Hembra 72 -483.9 
017 3 Pastor alemán Hembra 36 -382.4 
018 3 Pastor alemán Hembra 14 *166.3 
019 3 Westy Hembra 84 *2049.7 
020 3 Westy Hembra 24 *351.8 
021 3 Westy Hembra 29 *1864.2 
022 3 Westy Hembra 24 *225.9 
023 3 Westy Hembra 29 *2748.5 
024 3 Pastor alemán Hembra 60 -336.0 
025 6 Mastín Napolitano Hembra 48 *521.8 
026 6 Mastín Napolitano Macho 45 *1390.6 
027 7 Pastor alemán Hembra 39 *240.3 
028 7 Pastor alemán Hembra 30 *242.5 
029 7 Westy Macho 72 -63.3 
030 7 Westy Hembra 48 *570.4 
031 6 Mastín Napolitano Hembra 48 *2037.6 
032 2 Gran Danés Hembra 18 *1494.4 
033 2 Gran Danés Hembra 30 *2190.9 
034 3 Pastor alemán Hembra 42 *140.2 
035 7 Pastor alemán Macho 72 *337.8 
036 7 Pastor alemán Macho 24 *950.4 
037 7 Pastor alemán Hembra 30 *1996.7 
038 4 Gran Danés Macho 12 *2083.9 
039 4 Gran Danés Macho 12 *963.2 
040 4 Gran Danés Macho 13 *221.5 
041 4 Gran Danés Hembra 12 *1366.6 
042 4 Gran Danés Hembra 84 *1021.4 
043 4 Gran Danés Hembra 48 *1956.0 
044 4 Gran Danés Hembra 48 *3262.7 
045 4 Gran Danés Macho 60 *2718.7 
046 5 Dachshund Hembra 72 *1200.4 
047 5 Dachshund Hembra 83 *766.8 
048 5 Dachshund Hembra 83 *972.5 
049 5 Dachshund Macho 36 *967.9 
050 5 Dachshund Hembra 38 *1449.2 

 

 

 

 

Tabla 4. Título de anticuerpos anti CHV-1 calculado mediante la prueba de ELISA EVL™ de 

los animales muestreados. 

* Resultado positivo. 
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Muestra criadero Raza Sexo Edad 
(meses) 

Título 
calculado 

051 5 Dachshund Macho 84 *452.9 
052 5 Dachshund Macho 60 *1103.9 
053 5 Dachshund Hembra 13 *1306.2 
054 5 Dachshund Hembra 12 *1355.0 
055 5 Dachshund Hembra 84 *2655.9 
056 5 Dachshund Hembra 38 *1037.6 
057 5 Dachshund Hembra 83 *1052.7 
058 5 Dachshund Macho 12 *1530.5 
059 5 Dachshund Macho 81 *605.2 
060 5 Dachshund Hembra 25 *1915.3 
061 5 Dachshund Macho 84 *667.9 
062 5 Dachshund Hembra 36 *1398.0 
063 5 Dachshund Macho 82 *198.3 
064 5 Dachshund Macho 48 *264.5 
065 5 Dachshund Hembra 84 *1670.1 
066 5 Dachshund Macho 83 *2361.8 
067 5 Doberman Hembra 24 *869.3 
068 5 Doberman Hembra 25 *1253.4 
069 5 Doberman Macho 80 *1283.6 
070 5 Doberman Hembra 12 *1176.8 
071 5 Doberman Macho 13 *714.9 
072 5 Doberman Hembra 13 *886.7 
073 5 Doberman Macho 13 *1276.6 
074 5 Doberman Macho 13 *218.2 
075 5 Cobrador Hembra 36 *834.5 
076 5 Doberman Macho 60 *1333.5 
077 8 Dachshund Hembra 36 *887.8 
078 8 Dachshund Hembra 12 *981.8 
079 8 Dachshund Hembra 12 *484.0 
080 8 Dachshund Macho 14 *1347.4 
081 8 Dachshund Hembra 36 12.8 
082 8 Dachshund Hembra 12 *130.0 
083 8 Dachshund Macho 36 *2575.3 
084 8 Dachshund Hembra 66 *1786.1 
085 8 Dachshund Hembra 84 *732.3 
086 8 Dachshund Hembra 84 *1807.0 
087 8 Dachshund Hembra 72 *3812.5 
088 8 Labrador Macho 30 *550.1 
089 8 Chihuahueño Hembra 60 -142.8 
090 8 Chihuahueño Hembra 84 61.5 
091 8 Chihuahueño Hembra 16 *423.6 
092 8 Chihuahueño Hembra 84 25.5 
093 8 Dachshund Hembra 12 *1580.7 
094 8 Dachshund Hembra 80 *125.3 
095 8 Dachshund Macho 48 *651.1 
096 8 Dachshund Hembra 72 *880.9 
097 8 Dachshund Hembra 84 *1308.0 
098 8 Dachshund Macho 12 *1182.6 
099 5 Doberman Hembra 48 *779.9 
100 3 Chihuahueño Hembra 62 -95.2 

 

 

 

 

Tabla 4 (continuación). Título de anticuerpos anti CHV-1  calculado mediante la prueba 

de ELISA EVL™ de los animales muestreados. 

* Resultado positivo. 
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De acuerdo con las recomendaciones por el Dr Van Herwijnen, se tomaron como 

positivos a los individuos que tuvieran un título calculado mayor a 100, teniendo 

87 individuos con esta característica (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con la ayuda del programa Statgraphics® se procesaron los datos mediante el 

tipo de análisis de Modelos Lineales Generalizados, utilizando como Variable 

dependiente al título calculado y las Variables independientes el resto de factores 

(edad, sexo, raza, criadero, peso, talla, país de nacimiento, si ha copulado o no, 

el número de camadas, si ha presentado traqueobronquitis infecciosa, 

problemas oculares, cutáneos o reproductivos). 

 

 

POSITIVO
87%

NEGATIVO
13%

Figura 36. Seroprevalencia por la técnica de ELISA  de los caninos muestreados. 
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Esta función de Modelos lineales generalizados, genera un modelo matemático 

por medio de una ecuación con los factores utilizados, y muestra si el modelo es 

probable o no. De no ser probable el modelo, indica qué factores son los que 

están menos relacionados con la variable dependiente, las cuales se van 

eliminando hasta quedar las variables que, ajustadas en el modelo, tengan una 

relación estadísticamente significativa (Montgomery 2004). 

Para nuestro estudio, las únicas variables que presentaron dicha relación fueron 

“Raza” y “Criadero”, teniendo en cuenta que la variable “Raza” se encuentra 

anidada al factor “Criadero”, ya que depende de qué criadero se trate, son  las 

razas que se encuentran en cada uno. Se obtuvo un valor de p de 0.0006, y una 

R2 de 0.3649, lo que indica que el 36.49% de la variabilidad del título calculado 

se explica con las variables Raza y Criadero (Figuras 37 y 38, Tablas 5 y 6). 

Ninguno de los otros factores (edad, sexo, peso, historial de traqueobronquitis 

infecciosa, historial de problemas cutáneos, historial de problemas 

reproductivos, historial de problemas oculares, país de nacimiento, si se ha 

realizado monta o no y número de camadas) presentó relación estadísticamente 

significativa con el título final calculado. 
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De los dos factores que presentan relación estadística con el título calculado, el 

factor “criadero” mostró diferencias estadísticamente significativas con el nivel 4 

(criadero identificado con el número 4) en contra de los niveles 1, 3, 7 y 8 (figura 

37, tabla 5). 

 

 

 

 

criadero Recuento Media MC Sigma MC Grupos Homogéneos 
3 13 386.535 280.334 X 

7 7 503.545 303.599 X 

8 22 611.774 276.758 X 

1 11 702.355 218.819 X 

5 32 1000.35 259.155 XX 

2 4 1241.05 382.499 XX 

6 3 1316.67 419.007 XX 

4 8 1699.25 256.588  X 
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Figura 37. Medias e intervalos LSD (95%) del título calculado por 

criadero. 

Tabla 5.Comparaciones múltiples para título calculado por 

criadero 95% LSD. 

Usando columnas de X’s se observa que dentro de cada columna, los niveles 

conteniendo X’s forman un grupo sin diferencias estadísticamente significativas. 

Se presentan diferencias entre el grupo 4 con los grupos 1, 3, 7 y 8. 
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De los dos factores que presentan relación estadística con el título calculado, el 

factor “raza” mostró diferencias estadísticamente significativas entre varios 

niveles. Las razas Chihuahueño y Pastor alemán presentaron títulos 

significativamente menores que las razas Doberman, Westhighland White Terrier 

(Westy), Dachshund, Mastín Napolitano y Gran Danés. La raza Gran Danés 

presentó los títulos más elevados, los cuales fueron estadísticamente diferentes 

que las razas Dachshund, Doberman, Pastor Alemán y Chihuahueño. Se debe 

Raza Recuento Media MC Sigma MC Grupos 
Homogéneos 

Chihuahueño 5 54.52 329.957 X 

Pastor aleman 12 201.267 212.986 X 

Labrador 1 550.1 737.807 XXX 

Pug 11 702.355 222.457 XX 

Bulldog 1 760.3 737.807 XXX 

Cobrador 1 834.5 737.807 XXX 

Doberman 11 992.1 222.457 X 

Westy 7 1106.74 278.865 XX 

Dachshund 38 1189.95 119.688 X 

Mastin Napolita 3 1316.67 425.973 XX 

Gran Danes 10 1727.93 233.315 X 
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Figura 38. Medias e intervalos LSD (95%) del título calculado por 

raza. 

Tabla 6.Comparaciones múltiples para título calculado por raza 

95% LSD. 

Usando columnas de X’s se observa que dentro de cada columna, los niveles 

conteniendo X’s forman un grupo sin diferencias estadísticamente significativas.  
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tener presente que estas relaciones se encuentran anidadas al criadero, es decir, 

depende qué criadero se está trabajando las razas que se presentan en él, por 

lo que no representa un factor de riesgo por raza, más bien por criadero. 

 

Comparación de la prueba de ELISA (EVL ™) con la técnica de 

Seroneutralización. 

Titulación por medio de formación de conteo de unidades formadoras de focos 

peroxidasa positivos (UFFPP). 

Se siguió el mismo protocolo descrito para la técnica de unidades formadoras de 

placas, realizando una tinción de inmunoperoxidasa dirigida contra el 

herpesvirus canino para una mayor visualización de las placas. Sin embargo, 

dichas placas únicamente fueron visibles microscópicamente, por lo que se 

utilizará el término de “focos peroxidasa positivos”. (Figura 39). 

Al diluir el virus en forma decimal y detectar el efecto citopático mediante la 

técnica de inmunoperoxidasa antes descrita, se determinó que únicamente en la 

dilución 1:100, el número de focos peroxidasa positivos por pozo estuvo 

comprendido en el rango de 20 a 100 (Tabla 7), rango que ha sido previamente 

validado estadísticamente como útil para este tipo de métodos de titulación 

(Barrón 2007). 
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Dilución Número de focos positivos Interpretación 

1:10 Incontables N/A 

1:100 86 17,200 UFP / ml 

1:1,000 18 N/A 

1:10,000 0 N/A 

1:100,000 0 N/A 

 

 

 

Se obtuvo un título de 17.2 x103 unidades formadoras de placa por mililitro de 

cultivo viral (UFP/ml). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Conteo de focos peroxidasa positivos para la titulación del CHV-1 

Figura 39. Focos peroxidasa positivos sobre 

cultivo celular. Células MDCK a las 72 horas de 

incubación. 

Se diluyó el herpesvirus canino en forma decimal,  se infectaron células MDCK y posterior a la incubación 
se tiñó con inmunoperoxidasa con un conjugado anti-CHV. N/A el número de focos positivos no se 

ecnontraba dentro del rango de 20 a 100, por lo que no es válido para el cálculo del título. 
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Los resultados serológicos de neutralización viral se realizaron para 20 de las 

muestras de caninos, seleccionadas aleatoriamente. Se  observan en la tabla 8: 

 

 

 

Muestra criadero Raza Sexo Edad (meses) Título 
calculado 

ELISA 

Título 
Seroneutralización 

002 1 Pug Macho 46 295.5 64 
015 3 Pastor alemán Macho 36 -252.1 <8 
016 3 Pastor alemán Hembra 72 -483.9 <8 
018 3 Pastor alemán Hembra 14 166.3 <8 
022 3 Westy Hembra 24 225.9 <8 
025 6 Mastín Napolitano Hembra 48 521.8 <8 
031 6 Mastín Napolitano Hembra 48 2037.6 8 
032 2 Gran Danés Hembra 18 1494.4 <8 
039 4 Gran Danés Macho 12 963.2 <8 
043 4 Gran Danés Hembra 48 1956.0 64 
045 4 Gran Danés Macho 60 2718.7 32 
048 5 Dachshund Hembra 83 972.5 16 
051 5 Dachshund Macho 84 452.9 32 
063 5 Dachshund Macho 82 198.3 <8 
066 5 Dachshund Macho 83 2361.8 64 
071 5 Doberman Macho 13 714.9 <8 
079 8 Dachshund Hembra 12 484 <8 
084 8 Dachshund Hembra 66 1786.1 <8 
091 8 Chihuahueño Hembra 16 423.6 <8 
094 8 Dachshund Hembra 80 125.3 <8 

 

 

 

 

Para poder comparar ambas pruebas, se hicieron dos tipos de análisis; una 

prueba de regresión simple y una tabla de contingencia.  

Se realizó una correlación entre los resultados del título calculado por ELISA y el 

título de seroneutralización por medio de una regresión simple para comparar 

ambas pruebas. Para la construcción del modelo, se consideraron lo títulos 

menores a 8 en seroneutralización como negativos (valor de 0). 

 Los resultados se muestran en el siguiente gráfico (Figura 40): 

 

Tabla 8. Tabulador de los individuos muestreados y el título de seroneutralización. 
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Gráfica 9. Regresión simple Título de ELISA contra Título de Seroneutralización
Titulo ELISA = 612.561 + 17.5414*Titulo SN
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Se obtuvieron, con el análisis de regresión simple, los siguientes valores: 

-Coeficiente de correlación: 0.4626 

-R2: 21.40 % 

-Valor P del análisis de varianza comparando los valores de título de ELISA 

contra título de seroneutralización: p=0.04. 

Dado que el análisis de varianza arrojó un valor de P menor a 0.05, existe una 

relación estadísticamente significativa entre el título de ELISA y el título de 

seroneutralización (SN) con un nivel de confianza del 95%. 

Comparación por medio de regresión simple entre los valores de título de ELISA y título de 

Seroneutralización (SN)  

Figura 40 
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Además, la R2 indica que el modelo explica solamente el 21.40% de la 

variabilidad en el título de ELISA. El coeficiente de correlación es de 0.4626, lo 

que indica una relación muy baja entre ambas variables. 

Se realizó, por otra parte, la comparación de los resultados en forma de variables 

categóricas (positivo o negativo) para lo cual se tomaron los resultados como 

negativo (Título de ELISA menor a 100, título de seroneutralización <8) o positivo 

(Título de ELISA mayor a 100, título de seroneutralización mayor o igual a 8), y 

se realizó el cuadro de contingencia, quedando de la siguiente forma (Tabla 9):  

 

 

 

SERONEUTRALIZACION 

ELISA Positivo Negativo TOTAL 

Positivo a=7 c=11 18 

Negativo b=0 d=2 2 

TOTAL 7 13 n = 20 

 

Con este cuadro se calculó el coeficiente de concordancia Kappa, el cual es una 

medida estadística que ajusta el efecto del azar en la proporción de una 

concordancia observada; es decir, mide el acuerdo entre dos observadores (en 

este caso, las dos pruebas) eliminando el efecto del azar. 

Para calcularlo se utilizó la siguiente fórmula: 

𝑘 =  
𝐶𝑜 − 𝐶𝑒

1 − 𝐶𝑒
 

Tabla 9. Cuadro de contingencia para validar la técnica de ELISA con respecto a la 

seroneutralización. 
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Donde:  

Co: Concordancia observada: (𝑎+𝑑)

𝑛
 

Ce: Concordancia esperada: (𝑎+𝑏)(𝑎+𝑐)

𝑛2 +
(𝑐+𝑑)(𝑏+𝑑)

𝑛2  

El cálculo nos arroja un coeficiente de concordancia de 0.1129 que, de acuerdo 

a Landis y Koch (tabla 10) es una fuerza de concordancia leve. 

 

 

Coeficiente kappa Fuerza de concordancia 

0.00 Pobre 

0.01 – 0.20 Leve 

0.21 – 0.40 Aceptable 

0.41 – 0.60 Moderada 

0.61 – 0.80 Considerable 

0.81 – 1.00 Casi perfecta 

 

 

Por otra parte, se realizó el análisis comparativo entre ambas pruebas para los 

cálculos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos, tomando en cuenta 

que no se contamos con un verdadero positivo (un canino del que se tenga 

certeza de infección) ni un verdadero negativo (un canino del que se tenga 

certeza de ausencia de infección); por lo que la prueba de seroneutralización no 

funge como “estándar de oro”. Únicamente se realiza este análisis como un 

Tabla 10. Valoración del coeficiente kappa de acuerdo a Landis y Koch, 1977. 
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ejercicio de comparación entre ambas pruebas, por lo que no es un elemento 

que realmente determine la sensibilidad, especificidad ni valores predictivos de 

la prueba de ELISA. 

Para poder contar con individuos clasificados como verdaderos positivos o 

negativos, se tendría que realizar el aislamiento o, al menos, reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) para confirmar o descartar la presencia del virus en el 

organismo. 

El cuadro de contingencia genera algunos conceptos, como son verdadero 

positivo, verdadero negativo, falso positivo y falso negativo, como se ejemplifica 

en la tabla 11 

 

 

 

SERONEUTRALIZACION 

ELISA Positivo Negativo 

Positivo VP (verdadero positivo) FP (falso positivo) 

Negativo FN (falso negativo) VN (Verdadero negativo) 

 

La sensibilidad corresponde a la proporción de muestras que, siendo positivos a 

la prueba estándar de referencia (para este ejercicio se tomó en cuenta a la 

seroneutralización), es identificada como tal por la prueba diagnóstica a evaluar 

(ELISA). Dicho de otra forma, la sensibilidad es la probabilidad de clasificar 

correctamente como positivo una muestra que sea positiva de acuerdo al 

estándar de referencia.  Es calculada mediante la división del número de 

Tabla 11. Cuadro de contingencia donde se explica la generación de conceptos para la 

interpretación. 
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verdaderos positivos entre la sumatoria de los verdaderos positivos más los 

falsos negativos, es decir: 

 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑎𝑑 = 𝑉𝑃
𝑉𝑃 + 𝐹𝑁⁄         

 

Para este estudio, la sensibilidad de la prueba de ELISA, con respecto a la 

seroneutralización es de 1 (100%).  

Una prueba diagnóstica de alta sensibilidad es útil en contextos clínicos donde 

el hecho de no diagnosticar la enfermedad (falsos negativos) genera más 

problemas que el exceso de diagnóstico (falsos positivos). Es el caso de tamizaje 

o “screening”, que se realiza aplicando una prueba diagnóstica que otorgue 

resultados válidos y confiables, que sea de bajo costo, de fácil realización y 

mínima incomodidad para el usuario. 

La especificidad, por su parte, corresponde a la proporción de muestras que, 

siendo negativos a la prueba estándar de referencia (para este ejercicio se tomó 

en cuenta a la seroneutralización), son identificados como tal por la prueba 

diagnóstica a evaluar (ELISA). Es decir, es la probabilidad de clasificar 

correctamente a una muestra como negativa y que sea negativa de acuerdo al 

estándar de referencia. Es calculada mediante la división del número de 

verdaderos negativos entre la sumatoria de los verdaderos negativos más los 

falsos positivos, es decir: 

𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 = 𝑉𝑁
𝑉𝑁 + 𝐹𝑃⁄  

Para este estudio, se obtuvo una especificidad de 0.154 (15.4%). 
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Los valores predictivos positivo y negativo, reflejan la probabilidad de que un 

individuo presente o no la enfermedad cuando se obtiene un resultado positivo 

o negativo en la prueba. Sin embargo, para este ejercicio se tomará como 

“estándar de referencia” a la prueba de seroneutralización. 

El valor predictivo positivo (VPP), para este ejercicio, corresponde a la 

probabilidad de que una muestra, al ser positiva mediante la prueba diagnóstica 

a evaluar (ELISA), sea positiva ante la prueba estándar de referencia (para este 

ejercicio se tomó en cuenta a la seroneutralización). Es calculada mediante la 

división del número de verdaderos positivos entre la sumatoria de los verdaderos 

positivos más los falsos positivos, es decir: 

𝑉𝑃𝑃 = 𝑉𝑃
𝑉𝑃 + 𝐹𝑃⁄  

Para este estudio, el valor predictivo positivo resultó en 0.39 (39%). 

Por su parte, el valor predictivo negativo (VPN), para este ejercicio, corresponde 

a la probabilidad de que una muestra, al ser negativa mediante la prueba 

diagnóstica a evaluar (ELISA), sea negativa ante la prueba estándar de 

referencia (para este ejercicio se tomó en cuenta a la seroneutralización). Es 

calculada mediante la división del número de verdaderos negativos entre la 

sumatoria de los verdaderos negativos más los falsos negativos, es decir: 

𝑉𝑃𝑁 = 𝑉𝑁
𝑉𝑁 + 𝐹𝑁⁄  

Para este estudio, el valor predictivo negativo resultó de 1 (100%).  
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8. DISCUSIÓN. 

 

Hasta el momento de escritura de la presente tesis, no existía otro trabajo 

publicado en México acerca de la presencia, infección o epidemiología del 

Herpesvirus canino (CHV-1), por lo que éste trabajo presenta las primeras 

evidencias patológicas que relacionan la muerte de cachorros de perro con el 

aislamiento e identificación del herpesvirus canino. 

Necropsia. Hallazgos macroscópicos y microscópicos. 

En cachorros neonatos el virus entra al torrente sanguíneo generando una 

viremia asociada a leucocitos, con replicación viral en el endotelio vascular que 

revisten los vasos sanguíneos pequeños, llevando a vasculitis necrosante con 

hemorragias secundarias (Puolet y col. 2001; Wright y Cornwell 1986). Las 

lesiones características de la infección por CHV-1 en cachorros neonatos 

incluyen hemorragias petequiales a equimóticas en múltiples órganos 

(Carmichael y col. 1965; Wright y Cornwell 1968; Poulet y col. 2001). Las dos 

necropsias realizadas durante el presente trabajo mostraron lesiones 

hemorrágicas en los órganos donde el CHV-1 tiende a replicarse, principalmente 

en riñón, hígado y pulmones. Las lesiones patológicas encontradas fueron 

altamente sugestivas de herpesvirosis canina, aunque existen otros agentes 

etiológicos que producen lesiones en el endotelio vascular llevando a 

hemorragias secundarias. La sepsis y la endotoxemia es una causa común de 

daño endotelial (McGavin & Zachary 2007) mientras que el Adenovirus canino 

(CAV-1) se replica en las células endoteliales vasculares y en hepatocitos, 

llevando a hemorragias equimóticas y petequiales en los órganos de cachorros 

(Decaro y col. 2008).  
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Las lesiones en riñón (hemorragias y necrosis), descritas como características 

de la infección por CHV-1 a nivel macroscópico (McGavin & Zachary 2007), se 

encontraron, pero con un grado de alteración menor, siendo mayormente 

evidenciadas durante la histopatología.  

Otro de los hallazgos patológicos fue la presencia de edema pulmonar, que 

impedía el colapso normal de los pulmones al ser extraídos de la cavidad 

torácica, así como hepatomegalia. Lo anterior está dado, principalmente, por una 

respuesta celular de degeneración hidrópica que es resultado de una falla en el 

mantenimiento de la homeostasis celular (McGavin y Zachary 2007). Además, el 

edema pulmonar pudo haber sido resultado de la replicación viral en el endotelio 

vascular, lo que pudo haber llevado a un aumento en la permeabilidad vascular 

terminando en un edema secundario (McGavin y Zachary 2007). 

Los hallazgos histopatológicos de las infecciones naturales o experimentales en 

cachorros neonatos se caracterizan por focos diseminados de necrosis con 

hemorragias periféricas en los riñones, pulmones, bazo, intestino delgado y 

encéfalo (Carmichael y col. 1965; Love y Huxtable 1976; Poulet y col. 2001), en 

los cachorros a los que se les realizó la necropsia se encontraron dichos focos 

de necrosis y hemorragia, siendo más marcadas las zonas de hemorragia, 

mientras que la necrosis se mantuvo en un grado moderado, además, no 

encontraron focos de necrosis en el encéfalo. Por otra parte, se encontró un 

fuerte infiltrado leucocitario, de predominio linfocítico en riñones, encéfalo y 

pulmones, contrario a lo que reporta Carmichael en 1965 que dice se puede 

encontrar un infiltrado leucocitario leve, pero que en general, raramente se 

encuentra inflamación en las áreas de necrosis.  
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Se lograron observar cuerpos de inclusión intranucleares, consistente a lo 

reportado por Greene en el 2012.  

Identificación del agente etiológico por inmunofluorescencia y reacción en 

cadena de la polimerasa. 

Se logró la identificación viral por medio de las técnicas de inmunofluorescencia 

y PCR. 

La inmunofluorescencia produjo una mayor positividad en el endotelio vascular, 

principalmente de riñón y encéfalo. Esto es congruente con lo descrito por 

McGavin y Zachary en el 2007, quienes indican que la replicación viral se da 

particularmente en las células de los endotelios vasculares. 

Por medio de la PCR se lograron amplificados de aproximadamente 250 pares 

de bases, compatible con los descrito por el autor que los diseñó, Van de Vanter 

en 1996, el cual menciona que se esperan amplificados entre 125 y 315 pares 

de bases. 

Aislamiento e identificación viral. 

Este trabajo representa el primer estudio acerca del aislamiento del CHV-1. Se 

consiguió para los tres cachorros a los que se les realizó la necropsia, así como 

para la muestra adicional donada por la Doctora Laura Cobos.  

Se lograron efectos citopáticos y citolíticos en células de origen canino (MDCK), 

los efectos citopáticos se observaron desde las 48 horas post infección, mientras 

que las alteraciones citolíticas se encontraron a partir de las 72 horas. La 

identificación viral se consiguió mediante las técnicas de PCR, 

inmunofluorescencia y microscopía electrónica de transmisión. 
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La técnica de reacción en cadena de la polimerasa logró amplificar fragmento de 

ADN dentro de los límites esperados, de aproximadamente 250pb para el 

fragmento de la ADN polimerasa (Van de Vanter 1996), y de aproximadamente 

120 pb para el fragmento del gen de la glicoproteína B (Burr y col. 1996), ambos 

resultados son congruentes con los autores que los desarrollaron. 

La técnica de inmunofluorescencia, la cual emplea un conjugado policlonal en 

contra de CHV-1, mostró un marcaje fluorescente en el núcleo y la membrana 

citoplasmática, congruente con la evolución del ciclo viral, el cual se replica en el 

núcleo, donde adquiere las proteínas de nucleocápside y tegumento; mientras 

que las proteínas de envoltura las adquiere por medio de vesículas provenientes 

del aparato de Golgi (Maurer y col. 2008). El virus, al penetrar otra célula deja 

remanentes de su envoltura (incluyendo glicoproteínas) sobre la membrana 

celular (Spear 2004). Esto explica la localización del marcaje fluorescente. Cabe 

resaltar que el fabricante del reactivo utilizado para la inmunofluorescencia 

(VMRD®) menciona que tiene cierta reacción con el virus de distemper canino 

(CDV) y el virus de parainfluenza tipo 2 (CPI-2), por lo que no debe tomarse 

como único método diagnóstico, debe apoyarse de otras técnicas como la PCR 

para su confirmación. En este trabajo se utilizaron la microscopía electrónica y 

la PCR como apoyo al diagnóstico. 

La partícula madura del herpesvirus consta de una nucleocápside que contiene 

el genoma viral y las proteínas asociadas (core), el tegumento que rodea la 

nucleocápside y la envoltura viral, la cual es derivada de la membrana de la 

célula del hospedero y en la que están incorporadas las glicoproteínas de 

membrana codificadas por el virus. Las fotografías obtenidas mediante MET 
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muestran dichas características, por lo que podemos presumir que se trata de 

herpesvirus. 

Dado que su envoltura es relativamente flexible, la forma del virión no es siempre 

la misma y su diámetro estimado varía de 120 a 300 nm (Fields y col., 1996). En 

ella se encuentran los peplómeros, cuya función es la adsorción y la penetración 

en la célula hospedadora. En la envoltura se encuentran varias glicoproteinas, 

algunas encargadas de la adherencia y otras de la fusión. Además, en la 

envoltura se induce la producción de anticuerpos neutralizantes. Los resultados 

obtenidos en cuanto a estructura y tamaño coinciden con los presentados por 

autores como Roizman y Knipe (2001), que describen estas características a 

través de la microscopía electrónica de transmisión. Su cápside icosaédrica de 

100 nm de diámetro está compuesta por 162 capsómeros de los cuales, 150 son 

hexagonales (hexámeros) y 12 son pentagonales (pentámeros). Alrededor de la 

cápside y bajo la envoltura se encuentra el tegumento, material amorfo a veces 

asimétrico (Wagner, 2003). 

Serología 

En México, debido a que no existían reportes de la presencia del virus, nunca se 

había realizado y reportado un estudio de epidemiología y seroprevalencia, por 

lo que este trabajo representa la primer evidencia serológica de la presencia del 

CHV-1 en la población en México, y fue realizada en perros de criadero, 

clínicamente sanos, de los cuales ninguno había sido inmunizado en contra de 

CHV-1. 

Los resultados de la prueba de ELISA (EVL) muestran una seroprevalencia, 

dentro de los individuos muestreados, del 87%, la cual es alta, de acuerdo a las 
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reportadas en otros países (Lundgreen y Clapper  1969; Fulton y col. 1975; 

Bibrack 1976; Osterhaus y col. 1977; Delisle 1982; Engels 1980; Takumi y col. 

1990; Poulet 1993; Seo y col. 1994 Rijsewijk y col. 1999; Lacheretz 1998; Ronsse 

y col. 2002; Guigal y col. 2002; Van Gucht y col. 2001; Góngora 2005; Dahlbom 

2007; Nöthling y col. 2008; Engelbrecht 2009; Abuzer 2009; Babaei 2010; 

Yesilbag 2012; Musayeba 2013), pero es comparable con las reportadas por 

Reading y Field en 1998 que muestran un 88% de prevalencia en caninos 

particulares, con la publicada en Finlandia por Dahlbom en 2007 que muestra un 

100% de prevalencia en caninos que presentaban problemas reproductivos, la 

de Avuzer en 2009 en Turquía con perros de la raza Kangal con un 71.8% y, la 

más comparable, Muyaseba en 2013 en Lituania quien reportó un 85%, 

muestreando, al igual que en éste trabajo, perros de criaderos. 

Durante la evaluación estadística únicamente se encontró relación con el factor 

de raza y criadero, siendo la raza dependiente del criadero en que se 

muestreaba. Llama la atención que ninguno de los factores de presentación 

clínica (historial de haber presentado traqueobronquitis infecciosa, lesiones 

cutáneas u oculares, o de haber padecido problemas reproductivos) haya tenido 

una relación estadísticamente significativa con el título calculado. 

Lo anterior permite suponer que la mayor parte de la población viral diseminada 

se encuentra en estado de latencia, o que las presentaciones clínicas se 

encuentren ocasionadas por otras etiologías. 
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Comparación de la técnica de ELISA (EVL ™) con la técnica de 

seroneutralización. 

La comparación entre ambas pruebas se realizó para poder tener un punto de 

referencia en cuanto a protección se refiere, es decir qué tanto funcionaría la 

prueba de ELISA para establecer si un canino se encuentra protegido o no. Al 

no tener muestras de las que se tenga certeza sean positivas o negativas, esta 

comparación no nos permitió establecer un parámetro de infección. 

En este punto se debe tomar en cuenta que la prueba se basa en la detección 

de anticuerpos neutralizantes que surgen como respuesta protectora ante una 

infección viral, por lo que su función es detectar protección en el individuo. Sin 

embargo tiene ciertas limitantes, principalmente referentes a la gran subjetividad 

en la lectura de la prueba, disponibilidad de tiempo, altos costos en la obtención 

y mantenimiento de cultivos celulares, así como posibles contaminaciones no 

deseadas de ellos (Dinter 1989). 

Las pruebas de ELISA, por su parte, han demostrado ser una herramienta 

efectiva para el diagnóstico de enfermedades, dadas sus múltiples ventajas, 

entre las cuales cabe destacar su automatización, estabilidad de sus reactivos, 

medición de los resultados en forma objetiva mediante equipos estandarizados, 

utilización de pequeñas cantidades de reactivos y bajo nivel de peligro biológico 

(Meléndez y col. 1987). Además resulta ser una prueba de diagnóstico rápida 

sobre un gran número de muestras y muy versátil pues puede utilizarse 

indistintamente en suero sanguíneo, plasma  o leche (Dinter 1989). 
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Las desventajas que se le atribuyen a la prueba de ELISA se refieren 

principalmente a la posibilidad de reacciones inespecíficas, reactividad cruzada 

y sensibilidad a inhibidores de la actividad enzimática (Meléndezy col. 1987). 

Para la comparación, se diseñó el modelo de regresión lineal, asociado a un 

análisis de varianza y al cálculo del coeficiente de correlación y el valor de R2. 

Con el análisis de varianza se observó que ambos valores (título en ELISA y 

título en seroneutralización) están estadísticamente relacionados, es decir, 

siguen un modelo lineal. Sin embargo, el coeficiente de correlación indica una 

relación muy baja, por lo que la relación estadística carece de validez. Por su 

parte, la R2 evidencia que únicamente el 21.4% de la variabilidad se puede 

explicar con el modelo. Este resultado indica una correlación muy baja entre 

ambas pruebas. 

Además, se realizó el cálculo del coeficiente kappa para eliminar los resultados 

atribuibles al azar, con lo que se obtuvo un índice de concordancia del 0.1129, 

lo cual se clasifica como leve (de acuerdo a Landis y Koch en 1997). Esto es 

fácilmente explicable, ya que las dos pruebas, a pesar de medir anticuerpos, no 

detectan exactamente lo mismo. La técnica de seroneutralización detecta 

únicamente a los anticuerpos neutralizantes, los que interfieren con la infección 

viral directamente. Por su parte, la ELISA es capaz de distinguir anticuerpos 

neutralizantes y no neutralizantes, por lo que tiene un repertorio más amplio de 

anticuerpos, así como anticuerpos que cruzan antigénicamente con otras 

proteínas, recordando que la prueba utilizada utiliza al virus completo. Sin 

embargo únicamente detecta inmunoglobulinas de la clase G. Además, el 

Herpesvirus canino es pobremente inmunogénico, y los anticuerpos específicos 
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contra el virus permanecen poco tiempo en altos títulos en la sangre (Carmichael 

y Grene 1998), por lo tanto, los ensayos de seroneutralización pueden fallar en 

detectar niveles bajos de anticuerpos. Takumi y sus colaboradores en 1990 

desarrollaron la técnica de ELISA indirecta, detectando 26.2% de positividad, en 

contraste con un 5% mediante la técnica de neutralización en 557 perros.  

En algunos trabajos se ha realizado el análisis de la reactividad serológica contra 

las glicoproteínas virales, encontrando actividad neutralizante principalmente en 

las gp 145/112 (gB), gp 80 (gC) y la gp 47 (gD) (Xuan y col. 1997). 

Para lograr tener una comparación más práctica, se realizó un ejercicio donde 

se confrontaron las dos pruebas en cuanto a positividad o negatividad en los 

resultados, considerándose como positivos a ELISA los resultados con títulos 

calculados mayores a 100, mientras que en la seroneutralización se consideró a 

los resultados de título de 8 o mayores (Gerna y Chambers 1976). 

Se realizó la tabla de contingencia para poder calcular los valores de 

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, 

sin embargo debe tomarse en cuenta que dichos valores no son válidos para la 

prueba, ya que no se contaron con muestras verdaderamente positivas y 

negativas, únicamente se utilizó como un mecanismo de comparación. Con este 

ejercicio, se encontró un nivel de sensibilidad muy elevado, de 1; mientras que 

el nivel de especificidad de la prueba de ELISA, con respecto a la 

seroneutralización resultó ser de 0.154. 

Una prueba diagnóstica de alta sensibilidad es útil en contextos clínicos donde 

el hecho de no diagnosticar la enfermedad (falsos negativos) genera más 

problemas que el exceso de diagnóstico (falsos positivos). Es el caso de tamizaje 
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o “screening”, que se realiza aplicando una prueba diagnóstica que otorgue 

resultados válidos y confiables, que sea de bajo costo, de fácil realización y 

mínima incomodidad para el usuario (Manterola 2009). 

Estos conceptos de sensibilidad y especificidad permiten darle validez a una 

prueba diagnóstica, sin embargo carecen de utilidad en la práctica clínica, para 

esto se calcularon los valores predictivos positivo y negativo.  

El valor predictivo positivo resultó ser del 39%, esto quiere decir que una muestra 

que es positiva mediante la prueba de ELISA tiene solo el 39% de probabilidad 

de resultar positiva mediante la prueba de seroneutralización. 

Este valor es bajo, por lo que en un estudio clínico o epidemiológico si se obtiene 

un resultado positivo, este tendría que ser confirmado por la prueba de referencia 

(seroneutralización). 

Por otra parte, el valor predictivo negativo resultó ser del 100% en este estudio, 

lo que indica que si una muestra resulta negativo bajo la prueba de ELISA, tiene 

el 100% de posibilidad de ser negativa bajo la prueba de referencia. Con este 

valor se tiene la confianza de que, en un estudio clínico o epidemiológico, un 

resultado negativo es realmente negativo.  

De acuerdo a este ejercicio, la prueba de ELISA realizada en este trabajo es útil, 

para realizar un monitoreo (“screening”) de la población ya que un resultado 

positivo en esta prueba se requiere la confirmación con la prueba de 

seroneutralización, así mismo, un resultado negativo en ELISA indica una alta 

probabilidad de ser negativo en SN, por lo que ya no se requiere una 

confirmación con esta prueba, abatiendo enormemente los costos y el tiempo de 

diagnóstico. 
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Con la prueba de ELISA se observó una sensibilidad muy buena, pero la 

especificidad es baja, esto puede deberse al cruce antigénico o reacciones 

inespecíficas por parte de los anticuerpos. Además, la cantidad de anticuerpos 

no neutralizantes y neutralizantes, mayor a los que puede detectar la 

seroneutralización. 
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9. CONCLUSIONES. 

 

 

I. Se logró el aislamiento de cuatro cepas virales de CHV-1, así como su 
identificación por medio de reacción en cadena de la polimerasa, 
inmunofluorescencia directa y microscopía electrónica de transmisión. 

II. Se pudo establecer una relación entre las lesiones 
macroscópicas/microscópicas de la necropsia de cachorros que 
murieron dentro de los primeros 25 días, con la presencia de 
herpesvirus canino. 

III. Se obtuvo un 87% de positividad serológica de anticuerpos de la clase 
IgG (mediante la técnica de ELISA) contra CHV-1 en la población 
muestreada de 100 caninos de criaderos cercanos a la FES-C. 

IV. No se encontró una correlación significativa entre la técnica de ELISA 
y seroneutralización. 
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