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RESUMEN

El virus de Distemper canino (CDV) pertenece a la familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus, su genoma es RNA monocatenario con polaridad negativa, su tamafio es de
15 kb y codifica para 8 proteinas. Se ha demostrado que la glicoproteina Hemaglutinina
(H) es el antigeno responsable de la formacién de anticuerpos neutralizantes y muestra la
mayor variaciéon genética y antigénica. La mayoria de las cepas vacunales utilizadas a
nivel mundial fueron aisladas entre los afios de 1930-1950. Diversos estudios
filogenéticos de las cepas de CDV han demostrado la existencia de 7 estirpes. En México
se conoce poco sobre la situacion epidemiolégica de la enfermedad; pero se ha
reportado que las cepas circulantes del CDV forman un grupo distinto de otros descritos.
Estos estudios, estdn basados en pequefias muestras poblacionales, siendo necesarios
anélisis méas extensos que lo confirmen. Evidencias de aislamientos virales de cepas
locales, a partir de individuos vacunados y diferencias tanto en la reactividad con
anticuerpos monoclonales como en titulos de neutralizacién cruzada, sugieren la
existencia de variacion antigénica en cepas locales. Es de gran importancia disponer de
antigenos homodlogos a las cepas circulantes que se puedan emplear en sistemas de
diagnostico para la deteccion de individuos expuestos al virus, y evitar falsos negativos,
en estudios epidemiolégicos, para evaluar el nivel de inmunizacion en animales
vacunados y en su uso como posibles inmundégenos. En este trabajo se estandarizaron 2
pruebas moleculares diagnodsticas para la identificacion cualitativa y cuantitativa del CDV,
esto a través de una prueba de PCR anidada para la amplificacién parcial del gen de la
fosfoproteina (P) de CDV, asi como la clonacién de un fragmento del gen de la
nuclaocapside (N) para su uso como control de cuantificacién en una prueba de PCR en
tiempo real (QPCR). Se realizé un anélisis genético de la Hemaglutinina (H) del CDV en 21
casos clinicos del Distrito Federal, Estado de México y Guadalajara que confirman la
existencia de un clado distinto del resto de las cepas mundiales y vacunales, el cual se
encuentra circulando de forma preponderante. Se hizo el aislamiento viral de una cepa
circulante, asi como la clonaciéon y expresién del gen completo H en sistema de

baculovirus.

Palabras clave: Distemper canino, Glicoproteina H, variacién genética/ antigénica, cepas

locales.



1 INTRODUCCION

1.1 Marco tedrico.

1.1.1 Virus de Distemper canino.

El virus de Distemper canino (CDV), también conocido como moquillo canino,
presenta una distribucién mundial, origina una enfermedad aguda, febril y
altamente contagiosa. En 1809 Edward Jenner describié por primera vez el curso
de la enfermedad y en 1906 Henri Carré demostrd su etiologia viral. (Pinotti &

Gollan, 2009).

La enfermedad del moquillo presenta una morbilidad entre el 25 al 50% y una
mortalidad del 50 al 90% (Nelson & Couto, 2010). Afecta principalmente al
sistema respiratorio, gastrointestinal y nervioso. Sus manifestaciones patolégicas
mas severas son la inmunosupresion y la leucoencefalitis desmielinizante (LD)

(Krakowka & Higgins, 1985).

El CDV infecta animales de todas las edades, siendo particularmente vulnerables
los cachorros y animales viejos. Existe un cuadro conocido como “encefalitis del
perro viejo” el cual es un desorden progresivo que afecta usualmente a perros
mayores de 6 afnos lo cuales fueron infectados por CDV durante su etapa de
cachorros. Se presenta con ataxia, movimientos en circulo, presién de la cabeza
contra objetos y cambios en la personalidad (no hay respuesta a estimulos
externos o no reconoce a los duefios). La persistencia del virus en el SNC produce
una reacciéon inflamatoria, instaldndose una encefalitis crénica. Estos perros no

presentan una fase infecciosa. (Beineke, A; Puff, C; et al , 2009).



La enfermedad causada por CDV es una de las infecciones virales mas
importantes en perros. Fue la enfermedad con mayor porcentaje de mortalidad
en caninos de todo el mundo durante la primera mitad del siglo XX. (Appel &

Summers, 2009).

El CDV tiene un amplio rango de hospederos tales como la familia Canidae
(perro, perro salvaje australiano, zorro, coyote, lobo, chacal), la familia Mustelidae
(comadreja, hurdn, viséon, zorrillo, tejon, armadillo, marta y nutria), y la familia
Procionidae (coati, mapache, panda rojo), fécidos y recientemente se ha
identificado en grandes felinos (leones, leopardos y tigres). (Origgi, et al., 2012;

Roelke-Parker, 1996; Appel & Summers, 2009).

La ruta mas importante de transmisién del CDV es a través de aerosoles. La
eliminacién de virus comienza aproximadamente al séptimo dia post infeccién (PI).
Los animales infectados eliminan el virus mediante secreciones corporales
independientemente de la presencia de signos clinicos. (Beineke, A; Puff, C; et al ,

2009)

1.1.2 Aislamiento.

El aislamiento de CDV a partir de animales infectados resulta complejo y con
frecuencia sin éxito, si el animal no se encuentra en la etapa aguda de la infeccién
(Barrett, 1999). Cuando los animales son sospechosos de infeccién por CDV, la
presencia viral se puede demostrar mediante la inoculacién en animales
susceptibles libres de patégenos especificos (SPF), tipicamente hurones o perros a
partir de muestras tomadas de animales infectados, seguido por la observacién
del desarrollo de signos de la enfermedad en combinacién con serologia y otras

pruebas de verificacién como la PCR (Lednicky, 2004).



El aislamiento de CDV también se lleva a cabo mediante la inoculaciéon de
macréfagos peritoneales obtenidos de hurones SPF (Whetstone, Bunn, & Gourlay,
1981; Poste, 1971) macréfagos alveolares caninos (Appel & Jones, 1967; Appel,
1978) o linfocitos caninos estimulados con mitégenos (Appel & Pearce-Kelling,
1992) obtenidos a partir de perros SPF con células mononucleares de sangre
periférica o suspensiones de tejidos infectados por CDV durante la fase temprana

de la infeccidén.

Una forma menos comuin es el aislamiento del virus en la membrana
corioalantoidea de embriones de pollo (EP) en donde se requiere de multiples
pases semanales en EP antes de que el efecto citopatico (ECP) se haga evidente

(Schonbauer, Kolbl, & Schonbauer-Langle, 1984).

Estos enfoques son caros y poco utilizados, la alternativa mas empleada es el
aislamiento en cultivos celulares, siendo las lineas celulares Vero (Células
epiteliales de rifidn de mono verde) y MDCK (Céulas de rindn de perro Madin-
Darby) las mas utilizadas (Appel & Gillespie, 1972) (Visser, 1990). Sin embrago,
aun utilizando métodos de cultivo celular, el aislamiento tiende a ser prolongado
(>1 mes) y requiere multiples pases ciegos antes de que la replicacién viral se
haga evidente por la formacion del ECP (agregacion celular, redondeamiento
celular, formacién de sincitios, cuerpos de inclusion citosélicos, , lisis), ademéas no

todas las células desarrollan ECP al estar infectadas con CDV (Appel, 1987).

1.1.3 Organizaciéon genémica de CDV.

El CDV pertenece a la familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus (King &



Lefkowitz, 2011). Es un virus envuelto, ARN monocatenario, lineal, de sentido
negativo. El genoma del CDV tiene un tamafio de 15 kb, codifica para una
proteina de matriz asociada a la membrana (M), dos glicoproteinas de envoltura:
la hemaglutinina (H) y la proteina de fusién (F), una fosfoproteina asociada a la
ARN polimerasa viral (P), una proteina larga de la polimerasa viral (L), y una

proteina de nucleocapside (N) que rodea el genoma viral (Figura 1 a).

El gen que codifica para la proteina P gene tiene dos marcos abiertos de lectura
que codifican para dos proteinas no estructurales, la proteina V y C (Patterson,
Thomas, & Lewicki, 2000) (Figura 1 b). Se ha estudiado que estas proteinas,
implicadas en la supresién de la respuesta inmune del huésped, son prescindibles
para la replicacion del virus in vitro, sin embargo son necesarias durante las

infecciones in vivo. (Fenner, Bachmann, & Gibbs, 2014).

La cadena negativa de ARN se transcribe para producir un templado de cadena
positiva para la replicacion y la produccién de mas genoma ARN negativo. El
genoma de ARN se cubre con la nucleoproteina viral N, P y L para formar el

complejo de replicacion de ribonucleoproteina RNP.

La ARN dependiente de ARN (RdRp) puede desprenderse de complejo RNP
dentro de las regiones intergénicas que separan los genes virales, creando un
gradiente de transcripcion mediante el cual los genes que estan rio abajo de la
secuencia lider 3’ tienen cada vez menos ARNm transcrito (Von Messling, Zimmer,

Herrler, Haas, & Cattaneo, 2011) (Figura 1 b y Figura 1c).
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Figura 1. Estructura y organizacién del virién.. Esquema de la estructura y proteinas viricas de los morbilivirus (a) Estructura
y organizacién de un virién del género Morbillivirus. (b) Organizacién del genoma y las proteinas para las que codifica.(c)

transcripcién y replicacién de los morbilivirus (Delpeut, Noyce, Siu, & Richardson, 2012)

1.1.3.1 Nucleocapside (N) de CDV

La nucleocdpside (N) es un gen de 1683 nucledtidos, es altamente conservado
aunque se ha reportado que nuevos aislados de CDV presentan un cierto grado
de diversidad genética entre en las regiones que codifican para los dominios N'- 'y
C' terminal (Keawcharoen, 2005). La proteina de la nucleocdpside (N) es
codificada por el gen Ny presenta 525 aminoacidos (aa) (figura 1). La proteina N
juega un papel importante en el ensamblaje del virus , la replicacién, la
transcripcion, y también en la persistencia de la infeccion (Stettler M, 1995). El gen

N es un candidato para el diagnéstico molecular del CDV (Martinez et al 2008 ) .



1.1.3.2 Fosfoproteina (P) de CDV

EL gen de la fosfoproteina (P) mide 1.5 kb, codifica una proteina estructural (P) y
dos no estructurales (C y V). La fosfoproteina P esté constituida por 507 aa 'y es un
cofactor de la polimerasa que se activa por fosforilacién y forma parte activa del
complejo RNP (figura 1) (Lamb, 2007). Es esencial para la replicacion viral y esta

involucrada en todos los aspectos del ciclo viral.

Las proteinas C y V son consideradas no esenciales para la replicacién in vitro. La
proteina C es traducida a partir del mismo mRNA que P, pero presenta un codén
de inicio alternativo situado 22 nucledtidos corriente abajo del coddn iniciador de
la proteina P. Esto produce un corrimiento en el marco abierto de lectura (ORF)
generando un coddén de paro prematuro, lo cual determina que la proteina C
tenga una extension de 174 aa (Bellini, 1985). La proteina V consta de 299 aa y es
traducida a partir del mismo codén de inicio que la proteina P, sin embargo,
mediante un proceso de ediciéon del mRNA se aflade una guanina que determina
un corrimiento en el marco abierto de lectura y la formacién de un codén de paro
prematuro. Ambas proteinas presentan la misma secuencia de aa en los primeros
231 aa, pero los 68 aa del extremo carboxi-terminal de la proteina V difieren de

los presentes en la proteina P (Cattaneo, 1989).

Se ha sugerido que las proteinas accesorias C y V involucradas en la evasién de la

respuesta inmune mediada por el interferén- B (Lamb, 2007).

1.1.3.3 Hemaglutinina (H) de CDV.

El gen que codifica para la Hemaglutinina (H) tiene un tamano de 1824 pb. La

proteina H estd conformada por 607 aminoacidos con un peso entre 72y 80 kDa,
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dependiendo del nimero de N-oligosacaridos en las cadenas laterales de las
distintas cepas virales (Rima, Baczko, & Imagawa, 1987) (lwatsuki, Miyashita, &
Yoshida, 1997) (Harder, 1997). Es una proteina transmembranal tipo I, que media
la unién de los viriones a los receptores celulares y posee la capacidad de
promover la fusién virus-célula junto con la proteina de fusién (Lamb, 2007) (figura
2).

La proteina H presenta un dominio citoplasmatico corto en su extremo N-
terminal, un dominio hidréfobo transmembrana con funciones de localizacién y
anclaje a la membrana, y un ectodominio C-terminal (Zipperle, 2010). Dicha
proteina forma un tetrdmero a nivel de la envoltura que interactda fisicamente con

la proteina F (von Messling, 2004).

La glicoproteina H media la unién del virus a la membrana celular y la proteina F
realiza la fusién de las dos membranas permitiendo la entrada de la RNP viral en

el citoplasma (Stern, 1995) (Zipperle, 2010) (von Messling, 2004).

Figura 2. Representacion del mecanismo de fusion virus-célula mediado por la hemaglutinina y la proteina de fusién (Von

Messling, Zimmer, Herrler, Haas, & Cattaneo, 2011).



Figura 3. Receptores celulares de la proteina CDV (Sato, 2012 ).

La gH se une a los receptores celulares: SLAM-CD150 presente en linfocitos,
células dendriticas y macréfagos, Nectina-4 en células epiteliales y de la glia y
CD46 en células nucleadas como adaptacién a la infecciéon in vitro (Sato, 2012 )

(figura 3).

Estudios in vitro demostraron que la Hemaglutinina es el principal determinante
del tropismo celular (Stern, 1995) ademéas de ser el mayor determinante
antigénico para la formacién de anticuerpos neutralizantes (von Messling V. ,

2001).

La secuencia de aminoacidos de la proteina H muestra una variabilidad de
alrededor del 10% entre las diferentes cepas de CDV, en comparacién con el
resto de las estructuras proteicas que presentan un rango menor al 4 % de
variabilidad. Estudios comparativos entre cepas del CDV han revelado que el gen
H ademds de someterse a una mayor variacién genética, presenta la mayor
variaciéon antigénica comparada con el resto de las proteinas que lo constituyen

(Haas, Liermann, & Harder, 1999).

Se han encontrado diferencias en el patrén de glicosilacion de la proteina H que

contribuyen a cambios en la antigenicidad del virus (lwatsuki, Miyashita, &
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Yoshida, 1997). Estas variaciones pueden modificar epitopos relacionados con la
neutralizacién viral (Haas, 1997; Haas, Liermann, & Harder, 1999; Harder, 1993;

lwatsuki, 2000; Blixenkrone-Mgller, 1993).

En los dltimos afnos se ha reportado una pronunciada diversidad genética del gen
H en virus de campo recientemente asilados, esta situacion puede generar
cambios antigénicos que podrian traer diversas consecuencias como la falta de
proteccién al emplear las cepas vacunales convencionales. (Gemma & lwatsuki,
1996; Haas, 1997; Haas, Liermann, & Harder, 1999; Iwatsuki, 2000; Hirama, 2004;
Harder, 1997).

En los Ultimos afios se ha presentado un aumento en la incidencia de casos
positivos a CDV en la poblacién canina y fauna silvestre presentdndose varios
episodios de la enfermedad en animales vacunados (Blixenkrone-Mgller, 1993;
Decaro, 2004; Gemma & lwatsuki, 1996; Kai, 1993, Patronek, 1995; Scagliarini,
2003)

Diversos anélisis de nuevas cepas de CDV identificadas en varias zonas
geograficas y de diferentes especies animales ha puesto de manifiesto que la
deriva genética/ antigénica que actla sobre el gen / glicoproteina H de CDV es
impulsada principalmente por un patrén geogréfico. En consecuencia, un nimero
importante de nuevos linajes han sido identificados de acuerdo con las cepas de
campo circulantes (Carpenter, 1998; Perrone, Bender, & al, 2010; Haas, Liermann,

& Harder, 1999; Harder, 1997; lwatsuki, 2000; Martella, 2006; Mochizuki, 1999).

De acuerdo con la variabilidad genética de la proteina H se han establecido

patrones de distribucion geogréfica entre las distintas cepas del virus. Hasta el



ano de 2010 se reconocian siete linajes de CDV en todo el mundo: Asia-1, Asia-2,

American-1, América-2, Artico, Europa y Fauna Europea (figura 4).

: g Ty 1 As=iz-3

= g
ﬂé America-1 [vacunas)

Figura 4. Clasificacion de los linajes de CDV. La clave de registro en el genebank se encuentra de lado izquierdo y el

nombre del linaje al que pertenece de lado derecho (Zhao, 2010).
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Las cepas vacunales tradicionales: Onderstepoort, Snyder Hill, Lederle y Convac
pertenecen al linaje América-1 exceptuando a la cepa Rockborn. La mayoria de
éstas fueron aisladas entre los anos 1930-1950 (Dempsey & Mayer, 1934; Haig,
1956). La cepa Onderstepoort, usada en todo el mundo como una vacuna
activada y se remonta a un brote de zorros criados en granjas de América del

Norte en 1930 (Haig, 1956).

En Ultima década se han identificado nuevas cepas circulantes en diversas partes
del mundo como Argentina, Sudafrica, Italia, Alemania, Japén, China, Corea,
Tailandia, Brasil, Uruguay y México (lwatsuki, 2000; Martella, 2006; Woma & Van
Vuuren, 2010; Panzera & Calderén, 2012 ; Budaszewski, 2013; Zhao, 2010 ; An &
Yoon, 2008; Sarute & Pérez, 2014).

Las nuevas cepas cepas circulantes ademas de presentar cambios en la secuencia
de nucledtidos y aminoacidos en la proteina H, exhiben diferencias en los
distintos sitios de glicosilacion, asi como una heterogenicidad antigénica
demostrada a través del uso de anticuerpos monoclonales (Mabs) y policlonales

contra dicha proteina, con respecto de las cepas vacunales existentes.

Estos cambios de secuencia no sélo han sido observados en la proteina H, sino
también en proteinas conservadas como es el caso de la proteina N. (Martinez,
2011; lwatsuki, 2000; Martinez, 2011; Martella, 2006; Mochizuki, 2002; Haas,
1997).

1.1.4 Antecedentes en México.

Un estudio previo basado en el andlisis filogenético de los genes H'y N de cepas

circulantes del CDV en México, obtenidas los anos 2007 y 2010, logré distinguir
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10 variantes genéticas que constituyen un grupo Unico, claramente distinto de las

cepas vacunales y de campo circulantes en todo el mundo (Martinez, 2011) .

Las secuencias de accesos a Genbank que fueron incorporadas a partir del

estudio se muestran a continuacién:

EdoMex1(GenBank N gene: FJ490185, H gene: HM771709), EdoMex2 (GenBank N
gene: FJ490186, H gene: HM771710), EdoMex4 (GenBank N gene: FJ490188, H
gene: HM771711), EdoMexé (GenBank N gene: FJ490190, H gene: HM771712),
EdoMex7 (GenBank N gene: FJ490191, H gene: HM771713), EdoMex8 (GenBank N
gene: HM771704, H gene: HM771714), EdoMex9 (GenBank N gene: HM771705, H
gene: HM771715), EdoMex10 (GenBank N gene: HM771706, H gene: HM771716),
EdoMex11 (GenBank N gene: HM771707, H gene: HM771717), and GDL1 (GenBank
N gene: HM771708, H gene: HM771718).

Las genovariedades mexicanas muestran 98.4%-99.9% de identidad entre
nucledtidos (nt), un 91.3% -92.3% de identidad de nt con la cepa Ondesterpoort y
96%-96,6% de identidad nt a la cepa A75/17 (Martinez, 2011). Se encontraron tres
sitios potenciales de N-glicosilaciéon conservados en casi todas las cepas de
campo de CDV en la posicién (391-393, 422-424 y 456-458) sin embrago la cepa

Onderstepoort carece de los sitios de N-glicosilacion (391-393 y 456-458).

El arbol filogenético del gen N agrupa todas las variantes de México en el mismo
grupo, alejadas de las cepas vacunales y del resto de las cepas reportadas (figura

5).
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El analisis filogenético derivado de las secuencias parciales 509 pb de longitud

del gen H evidencié patrones geogréficos (genotipos) se asemejan a los patrones
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descritos anteriormente utilizando el gen de longitud completa H (Asia 1, Asia2,

Europa, el Artico, Latinal y America2).
Todas las variantes de CDV en México forman un grupo diferente, que incluye a la

cepa 19876 de América del Norte, detectada en Missouri, EE.UU., 2004 (Pardo &

Johnson, 2005) (figura 6).
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1.1.5 Pruebas Diagnésticas

Multiples pruebas se han desarrollado para detectar la presencia del virus o
anticuerpos dirigidos contra el CDV. Existen algunas pruebas inmunolégicas como
las pruebas de inmunofluorescencia, ELISA, inmunocitoquimicas; asi como
pruebas moleculares como la prueba de la reaccién de la cadena polimerasa

(PCR) en sus diversas variaciones.
1.1.5.1 Ensayos Serolégicos

1.1.5.1.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra CDV (IgG e IgM) se utilizan
pruebas como la Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Se puede realizar en
muestras de conjuntiva, tonsilas, epitelio respiratorio, sedimiento urinario o LCR.
En casos subagudos o crénicos estas pruebas pueden resultar negativas, aunque
no se descarta la presencia del virus. Existe la intervencién de un operador para la
interpretacién de los resultados, lo que puede representar una desventaja al

momento de generar los resultados. (Dong, 2007)

1.1.5.1.2 ELISA

La técnica de ELISA se emplea para la deteccion de anticuerpos IgG o IgM contra
CDV y permite determinar el inicio o el desarrollo de la infeccién en animales con
sintomas clinicos presuntivos de CDV. Sin embrago, animales con infeccién aguda
pueden perecer sin presentar titulos mesurables de anticuerpos, o animales con
infecciones subclinicas pueden presentar titulos de IgM semejantes a los de
animales vacunados. Titulos de IgM altos son especificos para diagnosticar
infecciones recientes del CDV, sin embargo la vacunacién reciente con VMC

puede dar resultados falsos positivos. (Appel & Summers, 2009).
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1.1.5.1.3 Seroconversidon

La medicién de anticuerpos IgM séricos (contra las proteinas N y P) e IgG (contra
los antigenos H y F), es utilizada en el diagndstico de CDV, pero la prueba no
diferencia los anticuerpos por infecciones subclinicas, de los anticuerpos maternos

y los anticuerpos vacunales.

La deteccidon de anticuerpos neutralizantes, precipitantes o citotdxicos no es
suficiente para el diagnoéstico. Los perros no vacunados, infectados en forma
aguda pueden morir sin la apariciéon de anticuerpos neutralizantes mientras que
los infectados en forma subaguda o crénica, pueden tener niveles de anticuerpos

comparables con los perros vacunados.

La IgM puede ser detectada en perros infectados no vacunados, entre los 6 y 8
dias post infeccién. La IgG aparece entre los 10 y 20 dias. La prueba de ELISA
para la deteccién de IgM especifica contra el CDV puede ser de utilidad, ya que la
IgM en perros infectados persiste por 5 semanas a 3 meses dependiendo de la
cepa y la respuesta del huésped. En perros vacunados la IgM persiste
aproximadamente 3 semanas. En perros que mueren en forma aguda pueden
observarse falsos negativos, sin la presencia de respuesta inmune, esto también

puede ocurrir en presentaciones subagudas o cronicas.

Para la deteccién de IgG se miden los titulos séricos en muestras con 2 semanas
de diferencia (los titulos Unicos no son recomendables), Unicamente tiene valor en

perros que no han sido vacunados dentro del mes anterior, un aumento de cuatro
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veces o mas, entre el suero de la fase aguda y convaleciente, es sefial de una

enfermedad activa. (Waner, 2003).
1.1.5.2 Técnicas Moleculares

1.1.5.2.1 RT-PCR

Esta prueba permite detectar el RNA viral y puede resultar positiva aun cuando las
pruebas de aislamiento viral e inmunofluorescencia no logran detectar al virus. En
los estudios diagnodsticos, los blancos de amplificacion son genes o regiones
gendmicas que presentan un alto grado de conservacion entre los aislamientos,

como Ny P (Si, 2010).

Las pruebas tradicionales de identificacion y deteccién de anticuerpos, son casi
obsoletas comparadas con ésta tecnologia; un resultado positivo de PCR nos
indica, casi sin margen de error, que el ARN del agente esté presente en el animal

y la infeccién esta presente.

La sensibilidad de ésta prueba ha sido incrementada notablemente, por medio de
la variante anidada, que comprende dos rondas de amplificacién con distintos
pares de iniciadores en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad y la
especificidad de la deteccién. Primero se realiza una reaccién con los iniciadores
externos para amplificar una regién de ADN mas extensa, que contiene el
segmento diana. Después, este producto de amplificacién se utiliza como molde
de una segunda PCR con los iniciadores internos para amplificar la region

especifica.
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Una prueba de PCR puede detectar infecciones incluso al segundo dia post-
infeccion (no debemos esperar el tiempo necesario para que se produzca la

seroconversion).

Es posible encontrar falsos positivos alrededor de 1 a 2 semanas luego de la
vacunacién. Un resultado positivo es un buen indicador de enfermedad, sin
embargo un resultado negativo, no descarta la infecciéon por CDV, sobretodo si la
muestra se toma en forma tardia durante el curso de la enfermedad, o sea cuando

la presencia y eliminacién del virus han disminuido.

1.1.5.2.2 RT-PCR Tiempo Real

El desarrollo de la tecnologia de la RT-PCR en tiempo real constituye uno de los
aportes mas relevantes aplicados en disgnodstico viral (Mackay, 2007; Scagliarini,
2003). Mediante esta técnica, se han implementado metodologias diagndsticas
mas rapidas y especificas, capaces de detectar al agente viral incluso en muestras
con baja carga viral, la deteccién de un bajo nimero de copias de RNA viral es util

para la identificacién de perros con manifestacion subclinica. (Scagliarini, 2007).

La PCR en tiempo real permite la cuantificacién de la técnica de PCR. En esta
prueba se pueden emplear sondas tipo Tagman (marcadas con fluorocromos). Las
sondas de hidrdlisis son oligonucleétidos que presentan fluorocromos en ambos
extremos y tienen una secuencia complementaria a parte del fragmento de ADN
que se quiere amplificar. Uno de los fluorocromos actia como donador de
fluorescencia en el extremo 5’ y el otro como aceptor de esta fluorescencia en el
extremo 3'. La ADN polimerasa se desplaza sobre la cadena de ADN sintetizando

la cadena complementaria a partir de un fragmento de ADN que sirve de molde
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(cebador). Al llegar al punto en el que la sonda se ha hibridado, la hidroliza. El
fluorocromo del extremo 5’ de la sonda (el donador) es liberado. El fluorocromo
aceptor no puede entonces absorber la fluorescencia del donador por estar
alejado de él espacialmente. Un detector realiza la medida de esta emisién de
fluorescencia, que es proporcional a la cantidad de ADN presente, y la representa

graficamente.

Ademas de proporcionar informacién cuantitativa, la PCR en tiempo real presenta
otra serie de ventajas frente a la PCR tradicional. La fundamental es su mayor
sensibilidad lo que disminuye el riesgo de falsos negativos. El hecho de que los
datos sean tomados en la fase exponencial del proceso asegura que ningin
componente pueda estar limitando el proceso de amplificacion. También es mas
rapida y tiene menos probabilidad de contaminacién con lo que disminuyen los
falsos positivos. Son muchas las aplicaciones de esta técnica en el campo de la
medicina veterinaria, como la cuantificacién viral, la cuantificacion de la expresién
de genes, el control de la eficacia de farmacos, la deteccion de agentes
infecciosos, el diagndstico de tumores y la deteccion de polimorfismos (Scagliarini,

2007).

1.1.6 Sistema de Expresion de Proteinas en Baculovirus.

Los Baculovirus son virus ADN de doble cadena circular que infectan Unicamente
a insectos. En la década de 1940 se comenzé la utilizacién de los baculovirus
como bioinsecticidas (Summers, 2006). Es a partir de 1980 cuando se inicia el
desarrollo de este virus como un vector en la expresién de proteinas
recombinantes, las cuales sufren procesos de modificacién post-traduccional

semejantes a las que ocurren en células de mamifero, conservando asi sus
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propiedades bioldgicas, tales como, fosforilacién, glicosilacion y plegamiento

(Harrison & Jarvis, 2006), utilizando como hospedero lineas celulares de insecto.

En el baculovirus es posible manipular la expresién de las proteinas
recombinantes, logrando exhibir antigenos protectores en su superficie. Esto,
aunado a la capacidad del virus de penetrar células de mamiferos, aves y peces,
los convierte en potenciales y eficientes vectores de inmunizacién por via

sistémica, oral y nasal (Luckow & Lee, 1993) (Summers, 2006).

Este sistema produce altas concentraciones de proteina, principalmente porque
utiliza el promotor del gen de la poliedrina (polh). La poliedrina puede constituir
hasta el 50% de la proteina en una célula infectada por el virus silvestre. La
funcién de esta proteina in vivo es proteger al virus del ambiente. Tal proteccién
no es necesaria in vitro, por lo que es posible sustituir dicho gen por el gen

recombinante de interés sin afectar la replicacién viral (Palomares, 2010).

Existen diversos sistemas comerciales para la expresién de proteinas
recombinantes en baculovirus, el sistema de expresién de baculovirus Bac to
Bac® que se utiliza en el Laboratorio de Genética Molecular de la FMVZ, UNAM;
aprovecha las propiedades de transposicion especificas del sitio del transposén
Tn7 para simplificar y mejorar el proceso de generacién de ADN recombinante en
bacmido (genoma de baculovirus que lleva origenes independientes para la
replicacién en bacterias o células de insecto) (Luckow & Lee, 1993). Este sistema
puede ser modificado para investigar cualquier gen de interés mediante la

sustitucion del gen de la poliedrina (Palomares, 2010). (Yang, 2009).
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2 JUSTIFICACION

En México se conoce poco sobre la situacion epidemiolégica del Distemper
canino; se ha reportado que las cepas circulantes del CDV forman un grupo
genético distinto con respeto a otros ya descritos mundialmente, incluyendo las
cepas vacunales. Sin embargo, sélo se han estudiado un numero limitado de
muestras por lo que se desconoce la prevalencia de este nuevo genotipo.
Ademads, no se tiene suficiente informacion acerca de si las cepas vacunales

circulan o si existe la presencia de variantes revertantes.

Aln cuando se ha demostrado la que las cepas circulantes conforman un clado
genético local Unico, se desconoce si existe variacion antigénica que conlleve
tanto a una inadecuada proteccién por parte de las vacunas asi como a una
deficiencia en el reconocimiento por los sistemas comerciales de diagnéstico

serolégico disponibles en el mercado.

Para extender el estudio filogenético de las cepas circulantes es indispensable la
identificacién de muestras clinicas positivas al CDV, por lo que es importante
contar con recursos moleculares de diagndstico estandarizados. Para ello es
necesario obtener un aislamiento viral de la cepa local para en un futuro estudiar
las caracteristicas antigénicas y la existencia de posibles variantes en el virus de
Distemper canino por experimentos de seroneutralizaciéon cruzada. Este aislado
también podra ser usado como cepa de desafio en experimentos de proteccién y

de dindmica de la infeccién.

Un recurso diagndstico es la determinacion de anticuerpos contra CDV por lo que
la construccién de un antigeno recombinante seleccionado a partir de cepas

locales, podria emplearse en la elaboracién de un sistema diagnéstico tipo ELISA,
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asi como en la elaboracion de un inmunégeno. Un factor necesario para la
evaluacién de la expresion de la hemaglutinina recombinante es la elaboracién de

un suero hiperinmune.

3 HIPOTESIS

El virus de distemper canino que circula en México corresponde a una estirpe
local exclusiva del pais y no se encuentran otras variantes genéticas. El
asilamiento viral del VDC llevard a la secuencia completa del gen H, a su

clonacion y expresion en baculovirus.

4 OBJETIVO GENERAL

Estudiar las variantes genéticas presentes del virus de distemper canino a partir
de casos clinicos; asi como realizar el asilamiento viral y la clonaciéon del gen

completo de la hemaglutinina de una cepa de campo.

5 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtencién de muestras clinicas positivas al virus de distemper canino.

2. Implementacién de dos pruebas moleculares para el diagnéstico cualitativo
y cuantitativo del CDV.

3. Anélisis de la variacion genética de la Hemaglutinina del CDV a partir de las
muestras positivas.

4. Expresion de la Hemaglutinina (H) recombinante del virus de distemper
canino a partir de una cepa local candidata, en baculovirus.

5. Aislamiento de una cepa circulante de distemper canino.

6. Obtencién de suero hiperinmune contra CDV.
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6 MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé en el laboratorio de Genética Molecular del Departamento de
Genética y Bioestadistica perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (FMVZ-UNAM).

6.1 Muestras.
Se obtuvieron 21 muestras clinicas positivas al virus CDV en Hospitales y Clinicas

del D.F asi como el Servicio de Dx del Laboratorio de Virologia e Inmunologia de

la FMVZ, UNAM.

6.2 Purificaciéon de ARN.

Se emplearon 500 pl de suero, sangre u orina, se agregé 1000 pl del Reactivo
RNAGet (Biotecnologias Moleculares SA de CV). Posteriormente, se adicionaron
200 pl de cloroformo y se centrifugdé a 14,000 rpm/ 10 min. Se separd la fase
acuosa superior donde se encuentra el ARN. Se precipité el ARN, agregando 500
pl de alcohol isopropilico, se incubd a -20°C durante 30 minutos. Se continué
centrifugando a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se desecha el
sobrenadante. El precipitado de ARN se lavé con etanol al 75% en agua dietil
pirocarbonanatada (DEPC), las muestras fueron centrifugadas y se desechd el
sobrenadante. El ARN se secé a 55°C por 15 min, y fue suspendido en 30 pl de
agua DEPC.

6.3 Amplificacion de dos fragmentos del gen que codifica para la

Fosfoproteina (P) de CDV mediante PCR anidada.

Para la identificacion molecular del CDV se empled un sistema de PCR anidado, el

cual consiste en dos reacciones de PCR sucesivas, en donde la segunda PCR o
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anidada amplifica un segmento interno del primer producto de amplificacion
(figura 7) lo cual garantiza una mayor sensibilidad y especificidad para el
diagndstico. Para ello se alinearon las secuencias del gen de la Fosfoproteina del
CDV y se disefid un primer juego de iniciadores (iniciadores externos) el cual
amplifica una regién de 430 pb (ver cuadros 1y 2) y una segunda reaccién de PCR

(iniciadores anidados o internos) el cual amplifica una regién de 420 pb.

Secuencia # Bases  Fragmento

S5'GTTACCATGTTTATGATCAC 3'

STTGACTTKDGWGCARRTYGGG'3

Cuadro 1. Iniciadores empleados para la amplificacién de un fragmento de 430 pb del gen P de CDV

Sentido Secuencia # Bases Fragmento

\eiAEdes 5'AGCGGTGAARMGGTTRARGG 3!

MorAPR S'GGTTGCACCACCTGTCRATS 3

Cuadro 2. Iniciadores empleados para la amplificacién de un fragmento anidado de 420 pb del gen P, CDV.
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Figura 7 .Alineamiento de nucleétidos con iniciadores . MorPF y MorPR externos (rosa), MorAPF y MorAPR internos (azul).
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Para la sintesis de ADN complementario (cDNA) se utilizé el iniciador delantero
MorPF [50 pmol], dNTP 's [1 mM], enzima transcriptasa reversa [200u/pl],
amortiguador de reaccién 1x, inhibidor de RNAsa [20u/pl], Agua DEPC cbp 20 pl
y 9.5 pl de ARN. Las condiciones de retrotranscripcién en el termociclador fueron:
57a70° 3" a4° 42° durante 1 horay 70 ° por 10 minutos.

Se utilizé como control positivo el ARN de la vacuna NOBIVAC® PUPPY DP. La
PCR anidada se estandarizé con los iniciadores internos (cuadro 2). La primer PCR

fue realizada empleando cDNA del gen P.

Las condiciones de las reaccién de PCR fueron las mismas para la 1er y 2da PCR:
Iniciadores [0.8 uM], dNTP’s [0.2mM], MgCI2 [1.5 mM], amortiguador de reaccién
1%, Taq polimerasa 2 pl]. La amplificacién con los diferentes pares de iniciadores
se realizé con el protocolo: desnaturalizacion durante 5 a 94 °C, seguido por 30
ciclos a 94 °C durante 307, la alineaciéon por gradiente de temperaturas de 56 a 60
°C durante 30" y extensién a 72 °C durante 307, con una extensién final de 15" a
72 °C. Los productos de amplificacion se corrieron por electroforesis en agarosa al
3% en buffer TAE junto con el marcador de peso molecular pBR. Los geles de
agarosa fueron, tefiidos con bromuro de etidio 100 pg/ml y visualizados en un

transiluminador de luz ultravioleta.

6.4 Técnica de PCR Cuantitativa (QPCR).

Se estandariz6 una prueba por PCR Tiempo Real cuantitativa segunda para la
deteccion del virus de CDV. Se sintetizaron los iniciadores y una sonda tipo
TagMAnN los cuales se muestran en el cuadro 3, éstos amplifican y detectan un
fragmento de 83 pb del gen de la Nucleocapside (N) del CDV (figura 8). El
fragmento fue clonado en un vector T, para la clonacién de un control estandar de
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cuantificaciéon. Ademas este sistema amplifica simultdneamente un segmento del

transcrito de beta actina celular, como control interno, que monitorea la

purificacion y estabilidad del RNA y permite descartar falsos negativos (Elia, 2006).

Iniciadores Secuencia # Bases

CDV-Fb 5' agctagtttcatcttaactatcaaatt3' 27pb

Fragmento del

Gen de la CDV-Rb 5' ttaactctccagaaaactcatgc 3' 23pb
Nucleocépside
CDV-Pbb 5'[HEX] -
83 pb acccaagagccggatacatagtttcaatge- 30pb
[TAMRA] 3'

Cuadro 3. Iniciadores empleados para la gPCR amplificando un fragmento de 83 pb del gen N de CDV.

Figura 8. Alineamiento de nucleétidos con iniciadores para la amplificacién de un fragmento de 83 pb del gen N

(anaranjado) sonda TagMAn (amarillo).

Las condiciones para la amplificaciéon por PCR en Tiempo Real se muestran en la

cuadro 4.
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Reactivo Concentracién del Stock.

Buffer

MgClg 30mM

dNTPs 2mM
Iniciadores N CDV
Iniciadores B actima
Sonda CDV

Sonda B actina

Taq Pol

H.O

ADN

Concentracién Fina

Reaccion

Cuadro 4. Componentes y concentraciones de la mezcla de reaccién.

Las condiciones de temperatura para la PCR-TR se muestran en el cuadro 5.

Temperatura

95°C 10 minutos

95°C 15 Segundos

60°C 45 Segundos

45

Cuadro 5. Temperaturas y nimero de ciclos para la gPCR.

6.4.1 Amplificaciéon y Clonacién del Control Estandar de Cuantificacion

PCR Tiempo Real (N).

Se amplificé un producto de 83 pb del gen N a partir del virus vacunal

Ondersteeport de CDV, el cual fue purificado por la técnica de Nal con perlas de

silice.
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6.4.2 Purificacion de los amplicones.

Las amplificaciones obtenidas por PCR, fueron separados por electroforesis en
genes de agarosa al 3 %. Las bandas de los amplicones fueron recortadas del gel
de agarosa y purificadas por el método de yoduro de sodio (Boyle y Lew, 1995).
Los fragmentos recortados de agarosa se pesaron y incubaron a 55°C con 3
volimenes de Nal 6M. Se adicionaron 15 pl de perlas de silice y se incubaron 30
minutos a 4°C. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 8000g/4
minutos/4°C y las pastillas se lavaron 2 veces con 500 pl de solucién de lavado
(NaCl 50 mM, Tris HCl pH7.5 10mM, EDTA 2.5mM, etanol 50% v/v). La pastilla se
secé y resuspendié en H20O. El ADN se eluyé de las perlas por incubacién durante
10 minutos a 55°C. Posteriormente la suspensién es centrifugada para recuperar
el ADN. Las muestras de ADN se analizaron por electroforesis en geles de

agarosa al 3%.

6.4.3 Clonacion en el vector pTZ57R/T.

El ADN de los fragmentos obtenidos de la purificacion, se cloné en el vector
comercial pTZ57R/T. Las reacciones de ligacién se hicieron en una relacion molar
inserto: vector 3:1, se utilizé 100 ng del ADN del amplicon y 110 ng de ADN del
vector, agregando 1 unidad de T4-ligasa en su amortiguador especifico,

posteriormente se incubd toda la noche a 4°C.
6.4.3.1 Transformacién de células competentes.

Fueron transformados 50 ng de ADN de la ligacion previa en 100 p| de las
bacterias competentes Escherichia coli DH5a. Se incubaron por 30 minutos en
hielo, posteriormente 1 minuto a 42°C, después se les adicioné 900 pl de medio

LB y se incubaron 1 hora a 37°C en agitaciéon. Al término de la incubacion, se
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espatulé 200 pl del cultivo sobre placas de agar LB con 100 ug/ml de ampicilina,
Xgal (266 pg/ml) e IPTG (266 pg/ml). Estas placas se incubaron a 37°C durante

toda la noche.
6.4.3.2 ldentificacion de clonas recombinantes por PCR en punto final.

Se eligieron colonias las blancas, las cuales se crecieron en placas de LB-
ampicilina y a la par se colocaron en tubos de 200 pl que contenian 50 pl de agua
destilada estéril. Las colonias que se encontraban en los tubos fueron lisadas a
94°C por 10 min. Esta suspension fue utilizada para la PCR con los iniciadores de
los plédsmidos M13. Aquellas clonas positivas a PCR se crecieron en medio liquido

de LB con ampicilina para obtener ADN plasmidico.

6.4.3.3 Purificacion de ADN plasmidico recombinante a pequefia escala

(Miniprep).

Las colonias bacterianas recombinantes se sembraron en 9 ml de LB con 100
pg/ml de ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C en agitacién. El cultivo
es centrifugado a 3,500 rpm por 6 min. El sobrenadante fue decantado vy la
pastilla se resuspendié en 600 pl de solucién de lisis (8% Sacarosa, 5% Triton X-
100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8), y fue incubada temperatura ambiente por
10 minutos. Se adiciond lisozima (1.25ug/p ) y se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se hirvié en bafo de agua por 1 min y se

centrifugé 10 minutos a 12,000rpm.

Se recuperd el sobrenadante y se adicioné RNAsa (15pug/ml) y proteinasa K (50
pg/ml). Se precipitdé con 2 volimenes de etanol absoluto e incubaron a -20°C por
30 minutos, después se centrifugd 10 minutos a 14,000 rpm. Finalmente se lavé la

pastilla con etanol al 70%, y se resuspendlé en 100 y| de agua estéril. Las
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muestras de ADN se verificaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Anélisis de la variabilidad genética del gen H.

Sentido Secuencia #Bases Fragmento

DiSecF 5'GGATCCTGGTTCACAARATGGTATYC 3! 20

PIEEEE  5'GGATCC CAACACCACTAAATTGGACT 3! 20 612 pb

Cuadro 6. Iniciadores utilizados para la amplificacién de un fragmento de 612 pb del gen H de CDV (Martinez S, 2011).

Las muestras que resultaron positivas mediante los métodos diagndsticos
descritos anteriormente, se utilizaron para la amplificacién y secuenciacién de un

fragmento de 612 pb del gen H del CDV.

Los iniciadores para la amplificacion de este fragmento H se obtuvieron a partir
del articulo del Dr. José Simén Martinez Castaneda 2011 (ver cuadro 6) (Martinez,
2011).

Los amplicones fueron clonados en el vector T comercial pTZ57R/T.

6.4.4 Secuenciaciéon de las clonas obtenidas.

Se seleccioné 1 clona de cada muestra para realizar las reacciones de
secuenciacion. Para cada reaccién se incluyeron 250-300 ng de ADN plasmidico,
se realizaron 2 reacciones de secuencia por muestra, utilizando el iniciador del
fragmento H delantero y reverso a 5 pM , 1 pl de Big dye y 2 ul de Buffer, estos
ultimos dos son reactivos del kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied biosystemsTM). Las condiciones del termociclador fueron: 1
ciclo de 94 °C por 4, seguido de 25 ciclos de 94°C por 10", 52°C por 15"y 50 °C

durante 4 minutos.
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Los productos de secuenciacién fueron filtrados por cromatografia de exclusion
molecular con sephadex g50. A cada columna se agregaron 600 pl de sephadex,
se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugaron las
columnas a 3000 g por 3 minutos. Posteriormente la columna se colocd en un
tubo limpio de 1.5 ml y se adiciond el contenido de la reaccién de secuencia. Se

repitié el paso de centrifugacion.

La muestra se secé al vacio y se mantuvo protegida de la luz. Las muestras fueron
enviadas al instituto de Investigaciones Biomédicas -UNAM para su lectura en un

secuenciador automatizado.
6.4.4.1 Ensamblaje de secuencias y andlisis genético.

Para cada clona secuenciada se generd una secuencia consenso con ambos

sentidos del ADN. En este analisis se empled el software Chromas Pro.

Con la secuencia consenso de cada clona fueron analizados los polimorfismos que
existian entre ellas y en comparacién con la secuencia descritas a nivel mundial,
incluyendo las cepas vacunales. Este andlisis se realizé6 mediante el alineamiento
de nucledtidos y de aminoacidos, empleando el software Clone Manager
Professional Suite, Versién 9,0. Una vez secuenciado se llevd a cabo el anélisis
filogenético basado en el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-
joining para la seleccién de la cepa candidata a la construcciéon del Ag

recombinante H.

Las variantes que se obtuvieron en este estudio, fueron incluidas en andlisis de
relaciones genéticas con otras cepas reportadas en estudios previos en: América,
Africa, Europa, Asia y el Artico. Las secuencias de accesos a Genbank que fueron

incorporadas para la relacién genética del gen H se muestran a continuacién:
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AY964110, HM771709, HM771710, HM771711, HM771712, HM771713,
HM771704, HM771714, HM771705, HM771715, HM771706, HM771716,
HM771707, HM771717, HM771708, HM771718, AY445077.2, AF259552.1,
DQ778941.1, 7Z35493.1, EF418782.1, AF305419.1, AB250736.1, AY26496.1,
AY498692.1, AF164967.1, Z54156.1, FJ461696.1, FJ461712.1, FJ461721.1,
FJ461703.1, Z477760.1, DQ889184.1, DQ889178.1, AY964108.1, AM422848.1,
AM422847.1, AM22850.1, AM422849.1, AM422846.1,AB252718.1, AB212730.1,
AY297454.1. ABO16776.1, AY378091.1, D85754.1, FJ535063.1, EU098105.1,
EU098104.1, EU098103.1, EU102.1, AF478546.1, Z47759.1, DQ889189.1,
X84999.1, GU810819.1, JX912978, JX912976, JX912978, JX912975, JX912971,
JX912961.

6.5 Amplificaciéon y clonacion del gen H del CDV circulante en México.

Para la amplificacién del gen H, se seleccioné una muestra que se logré aislar en
el laboratorio de Genética Molecular de la FMVZ,UNAM, la cual pertenecia al

grupo mas representativo del clado mexicano. La amplificacién completa del gen
H se llevd a cabo mediante la estrategia de unién de 3 fragmentos. Se utilizaron 3
juegos de iniciadores que se muestran en la cuadro 7 y en la fig. 9
respectivamente. El ensamblado de estos iniciadores generé un fragmento de
1921 pb, con la finalidad de realizar una PCR anidada, teniendo como PCR
externa la amplificacién de los fragmentos F1 a F3, para posteriormente realizar la

amplificacion interna con los iniciadores especificos para el gen H (1824 pb).
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FF1 5S’AGGGCTCAGGTASTCCARC 3’ 19
1033 pb

RF1 5'GCRACAGGTATCACYTCYTC 3’ 20

DiSecF 5' TGGTTCACAARATGGTATYC 3 20
612 pb

DiSecR 5" CAACACCACTAAATTGGACT 3’ 20

FF3 5'AACCCTTYGGAGGAGKACAG 3’ 20
714 pb

RF3 5" TAATACAATCRTCKGTAAGG 3’ 20

Cuadro 7. Iniciadores utilizados para el ensamblado del gen H completo. El disefio de los iniciadores FR1 y FR3 se realizd
en el laboratorio de Genética Molecular de la FMVZ, UNAM, el fragmento DiSec F-R se tomé del articulo del Dr. Martinez

S. Identification of a new genotype of canine distemper virus circulating in America. Vet Res Commun. 2011.

Figura 9. Fragmentos para el ensamblado y amplificacién del gen H de CDV. FF1: Iniciador delantero del fragmento 1,

RF1: Iniciador reverso del fragmento1, FSec: Iniciador delantero del fragmento 2, RSec: Iniciador reverso del fragmento 2,

FF1 FF1-RF3 1971 pb 1 P
f 1]

Gen H H N

' 1824 pb v o |F 1 Q

HF RH Fec ¥ %

W 04
FFL 1033 Bb ‘REL ¢ ' . i W
Rée 159

F B B

3 74pp R

FF3: Iniciador delantero del fragmento 3, RF3: Iniciador trasero del fragmento 3, FF1-RF3: Amplificacién de los 3

fragmentos, Gen H: Gen Hemaglutinina.

La estrategia de unién de los fragmentos se realizé a partir del siguiente protocolo:
Cada uno de los fragmentos fue amplificado de manera individual y se clonaron en
el vector pTZ57 R/T. A partir del ADN plasmidico se realizé una amplificacién y

purificacion de cada uno de los fragmentos.

33



Se llevaron a cabo dos amplificaciones iniciales:

» Union del fragmento F1-F2, utilizando el iniciador delantero de F1 con el

iniciador reverso del F2 (DiSecR).

» Union del fragmento F2-F3, utilizando el iniciador delantero de F2 con el

iniciador reverso del F3.

Una vez amplificados ambos fragmentos se realizé la unién de F1 a F3 como se

muestra en la cuadro 8.

Amplificacién del fragmento externo F1 a F3.

Sustratos

Fragmentos

(F1-F2, y F2- F3)

F1 FWD - F3 RVS

Buffer

dNTP’s

MgCl2

Iniciadores

Taq pol

H20

Ciclos
Concentracion | Concentracion 94°C/5’
1 ciclo
inicial final
2ul por 94°C/30"
- - fragmento
30 ciclos
10 Mm 0.4 uIM 0.8 l 56°C/30"
10x 1x 2 pl 72°C/1'30"
2 Mm 0.2 Mm 2 pl 72°C/5’ 1 ciclo
30Mm 1.5 Mm 1l
5 u/pl Tu/rx 0.2 ul 4°C oo
cbp 20 yl 8.8 pl

Cuadro 8. Componentes y concentraciones de la mezcla de reaccién F1-F3.

Como estrategia para la clonacién en el sistema Bac to Bac® se amplificéd el gen

completo H con el siguiente juego de iniciadores (cuadro 9), los cuales contienen

los sitios de corte para la enzima BamH?1; este amplificado se cloné en el vector

PTZ57R/T.
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Secuencia # Bases Fragmento
Sentido

DiHF5’ 5'GGATCC ATGCTCTCYTACCAAGACAAGG 3'

1824pb
5'GGATCC TCARGGWTTTGAACGGTTACATGAG 3' 25

Cuadro 9. Iniciadores para la amplificacion del gen completo H, a los cuales se les afiadié los sitios de corte para BamH1.

6.5.1.1 Clonacién del gen H en el vector pFHBTa.

El ADN plasmidico a partir de la clonacién en pTZ57R/T se digirié6 con la enzima

BamHlI para recuperar el inserto (cuadro10).

Reactivo

ADN plasmidico

BamH1

Buffer con BSA

H,O

Cuadro 10. Protocolo de Digestién del plasmido recombinante con la enzima BamH1.

El inserto linealizado y liberado se cloné en el vector pFHBTa con el siguiente

protocolo (cuadro 11):

‘ Reactivos Stock Final 1 rx.
Vector pFBHTa 100ng/ul 200ng 2ul
Inserto 40ng/ul 70ng 1.75ul
Buffer de ligacion 10X 1X 2ul
Tsligasa 1U/ul 1 U/rx 1 pl
Agua cbp 20yl 13.25 pl

Cuadro 11. Protocolo del ligacién en el vector pFasBac.
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Se seleccionaron las colonias por PCR utilizando lo iniciadores del inserto, para
posteriormente seleccionar solo las clonas correctamente orientadas, esto se
realizé utilizando los iniciadores del inserto y del vector, las clonas correctamente
orientadas se amplificaron con el iniciador anterior del vector y el iniciador
posterior del inserto, y las clonas incorrectamente orientadas con los iniciadores

anterior del vector y el iniciador anterior del inserto.

Se llevé a cabo la técnica de mini preparacién para recuperar el ADN del
plasmido. Se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para verificar la

extraccién y ver la calidad del ADN.
6.5.1.1.1 Transposicién en células competentes DH10BAC.

Se realizard la transposicion en células competentes DH10BAC, las cuales han
sido modificadas genéticamente y con ayuda de un plasmido cooperador insertan
en su genoma el ADN plasmidico obtenido de la clonacién anterior. Se llevé a

cabo el siguiente protocolo de transformacion:

1. Se colocaron 100 pl de células competentes DH10BAC en hielo.

2. Se agregaron 40 ng del plasmido recombinante y se mezclaron.

3. Se incubd en hielo 30 minutos.

4. La mezcla se expuso a un choque térmico de 42°C por 1 minuto.

5. Se enfrid en hielo durante 2 minutos.

6. Se agregaron 900 pl de medio SOC.

7. Los tubos se incubaron en agitacién (225 rpm) a 37°C por 4 horas.

8. Se espatularon 100 pl de cada dilucién. En placas de agar LB con 50 ug/ml

de kanamicina, 7 ug/ml de gentamicina, 10 pg/ml de tetraciclina, 200pg/ml|
de X-gal, 200 pg/ml de IPTG.
9. Las placas se incubaron a 37°C por 48 horas.
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Las clonas se seleccionaron por color y por PCR para determinar su correcta
transposicion. Las clonas correctamente transpuestas se seleccionan utilizando el
iniciador anterior del inserto y el iniciador reverso de M13.

Las clonas seleccionadas son sembradas en medio LB con 50 ug/ ml de
kanamicina, 7 p g/ml de gentamicina, 10 pg/ml de tetraciclina, en agitacién, a
37°C por 12 horas. Se realizé la técnica de Mini preparacion para obtener el ADN
del bacmido.

Para la obtencién del ADN del los bacmidos recombinantes se relazé la técnica de

mini preparacion.

6.5.2 Aislamiento viral.

Se obtuvo una muestra de encéfalo positiva a CDV. La muestra pertenecia a un
cachorro 2 meses no vacunado, el cual presentaba signologia respiratoria. El
diagndstico se realizé6 por PCR punto final en sangre, aplificando un fragmento
de 430 pn del gen P.

Seis dias posteriores al diagnéstico el cachorro comenzé la presentacion nerviosa
de la enfermedad (tremores, ataxia, convulsiones). Se realizé la eutanasia 3 dias
posteriores a la signologia. Se realizé la confirmacién del diagnéstico por PCR-
Tiempo real a partir de muestras de encéfalo y cerebelo.

Se prepard el indculo de acuerdo con al protocolo utilizado por (Del Castillo &
Gdmez, 2006):

-Maceracién y suspensién al 10% en PBS estéril

-Centrifugacién a 1280 g/10’

-Antibidtico de amplio espectro contra contaminantes bacterianos.

6.5.2.1 Cultivo celular.
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Se cultivaron las lineas celulares MDCK (Madin Darby Canine Kidney) y Vero
(Células Epiteliales de Rindn de Mono verde) con Medio Esencial Minimo (MEM)
suplementado con suero fetal bovino al 10% vy antibidtico (penicilina vy
estreptomicina).

Para aislamiento se llevé a cabo el protocolo de incubaciones largas indicado por
(Lednicky, 2004) al momento de la infeccidn el monoestrato en el cultivo celular se
encontraba en un 80% de confluencia; se eliminé el sobrenadante, se procedié a
agregar el inéculo y se mantuvo en agitaciéon durante 1 hora, pasado este tiempo
se agregd MEM sin suero fetal bovino y se incubd hasta observar el efecto
citopatico (ECP), que se puede manifestarse por la presencia de sincitios y lisis
celular. Como testigo negativo se mantiene un cultivo sin infectar incubado bajo
las mismas condiciones que el anterior.

Como testigo positivo se realizd la replicacién de las cepas vacunales Lederle,
Ondersteeport y la cepa Americana tipo 2/ A75 bajo las mismas condiciones. La

titulacion viral se realizd por las técnicas de Reed-Miiench y gPCR.

6.5.2.1.1 Titulacion viral en cultivo celular
Este método es aplicable a todos los virus que inducen un efecto citopatico (ECP).
El protocolo que se utilizd se basa en la infecciéon de monocapas celulares
sembradas 24 horas antes de la infeccion:
1. En una placa de 96 pozos se sembraron 1x10° células/pozo.
2. Se prepararon diluciones décuples seriadas de cada una de las cepas
virales de CDV (UNAM, Ondersteeport, Lederle y A/75).
3. Se retird el medio de cultivo y se inoculé con 25 ul de cada dilucién dentro
de cada pozo (por triplicado).
4. Se agregaron 100 ul de medio de mantenimiento a cada pozo, incluyendo

los pozos testigo.
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Se incubd a 37 °C.
Se observo el efecto citopatico (ECP) durante 5 dias.

Se fijé la placa con etanol absoluto y se tid con violeta de genciana.

© N o«

Se estimo la titulaciéon viral por el método de Reed- Muench.

6.5.2.1.2 Reed-Muench

Célculo de la dosis infectante en cultivo celular al 50% (TCIDs)) mediante la

formula de Reed-Muench.
TCID50 =

Dilucién donde ECP > 50% + (% positivo arriba del 50%) — 50% ¥ 10
rucion conae 0 (% positivos arriba del 50%) — (% positivos abajo del 50%) 0910

6.5.3 Suero Hiperinmune.

Se elabord un suero hiperinmune contra la cepa Lederle del CDV. Se realizaron
cuatro inmunizaciones de 200 ug de proteina total por inoculacién en los dias O,
14, 28 y 35. Antes de cada inmunizacién se sangré (1-2ml) cada conejo . En el dia

42 se sangré en blanco .
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7 RESULTADOS

7.1 Amplificacién de dos fragmentos del gen de la Fosfoproteina (P).

Para la identificacion molecular de las muestras clinicas positivas a CDV se
amplificé un fragmento de 430 pb del gen de la fosfoproteina (P) y un segundo
fragmento anidado de 420 pb. Las condiciones 6ptimas de amplificacion de los
fragmentos se establecieron por gradiente de temperaturas, utilizando el ARN de

la vacuna NOBIVAC® PUPPY DP (figura 10y 11).

Figura 10. Amplificaciones de un fragmento de 430 pb del gen de la Fosfoproteina (P) del virus de Distemper canino. (M)
Marcador de Peso pBR322/Mspl Gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio..Amplificacién del fragmento interno de 420
pb del gen de la fosfoproteina del CDV(AP).

Base Pairs
622 —
527 —

404 —

Figura 11. Amplificaciones de un fragmento anidado de 420 del gen de la Fosfoproteina (AP) del virus de Distemper

canino. (M) Marcador de Peso pBR322/Mspl Gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio.
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7.2 Técnica de PCR Cuantitativa (QPCR).
Se estandarizé la técnica de PCR Tiempo real cuantitativa como segunda prueba
tamiz para la identificacion de muestras positivas a CDV. Amplificando de un

fragmento de 83 pb del gen de la Nucleocdpside (N) para la elaboracién de un

control estandar de cuantificacion (figura 12).
\Y|

Base Pairs
622 —
527 —

160 + 160 —

Figura 12. Amplificaciones de un fragmento de 83 pb del gen de la Nucleocapside (N) del virus de Distemper canino. (M)

Marcador de Peso pBR322/Mspl. Gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio.

7.2.1.1 Purificacién del producto amplificado.

Posterior a la amplificacion de los fragmentos de la PCR anidada para cada
construcciéon se recortaron las bandas obtenidas y se purificaron con yoduro de
sodio y perlas de silica. En la figura 13 se muestra una electroforesis en donde se
confirma la recuperacién de los fragmentos.

M

Base Pairs
622 —
527 —

404 —
307 —

238 + 242
17

160 + 160
147 + 147

123 —
110 —

Figura 13. Recuperacion de los fragmentos purificados. Geles de Agarosa al 3% tefiidos con bromuro de Etidio. (N)

fragmento de 83 pb del gen N de CDV. (M) Marcador de Peso pBR322/Mspl.
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7.2.1.2 Seleccion de clonas con el inserto.
Para seleccionar las clonas que contenian el inserto, se realizé una PCR con los

iniciadores M13, y se seleccionaron las clonas recombinantes (figura 14).

Base Pairs
622 —
527 —

04—
307 —

238+ 242 -

ISO o
160 + 160 —
474 147

123 —
110 —

76—

Figura 14. Selecciéon de clonas recombinantes en el vector T. Electroforesis en geles de Agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de Etidio, en donde se muestran los productos de amplificaciéon con los iniciadores de M13 de las clonas
recombinantes candidatas , el peso esperado se calculé sumando el peso del inserto (83 pb) més el peso del polylinker

utilizando los iniciadores de M13 (152 pb) dando un total de 235 pb, MP: Lambda/BsEtl|

7.2.1.3 Mini Preparacion de ADN de plasmidos.

Para obtener una cantidad suficiente de ADN plasmidico, las clonas
seleccionadas se crecieron en un volumen de 15 ml de medio de cultivo con
ampicilina. EIl ADN plasmidico fue purificado mediante la técnica de mini

preparacion de ADN de plasmidos (MiniPrep), la figura 15 muestra el plasmido

bp
2323
1929
1371
1264
702

1% Agarose

purificado.

Figura 15. Plasmidos purificados de las clonas seleccionadas en vector T. M= Marcador de Peso Molecular (ADN Lambda

digerido con BsEtll) A= ADN plasmidico. Geles de Agarosa al 1% tefiidos con bromuro de Etidio.
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7.2.1.4 Técnica de PCR Cuantitativa (QPCR).

7.2.1.4.1 Control Estandar de Cuantificaciéon PCR Tiempo Real (N).
El ADN plasmidico fue cuantificado por espectofotometria (Epoch ®). Una vez

que se obtuvo la concentracién, se realizaron diluciones seriadas del ADN y se

generd una curva estandar de cuantificacion de 1 a 10 ng totales (figura 16).
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Figura 16. Curva Estandar de amplificacion 1a. 10-6 ng totales.

7.2.2 Muestras Positivas a Distemper canino.
Se lograron amplificar y secuenciar 21 muestras clinicas positivas a CDV. En el

cuadro 12 se muestra si los animales se encontraban previamente vacunados.

NUmero de  Vacunacidon contra NUmero de Vacunacion contra
Caso Distemper canino Caso Distemper canino

UNAM1 \Y UNAM 12 \
UNAM 2 NV UNAM 13 NV
UNAM 3 \Y UNAM 14 \
UNAM 4 \Y UNAM 15 NV
UNAM 5 NV UNAM 16 \%
UNAM 6 NV UNAM 17 \%
UNAM 7 \Y UNAM 18 NV
UNAM 8 \Y UNAM 19 \%
UNAM 9 \Y UNAM 20 NV
UNAM 10 NV UNAM 21 \%
UNAM 11 \Y

Cuadro 12. Relacién entre vacunacién y casos positivos.
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7.2.3 Filogénia

7.2.4 Amplificaciéon de un fragmento de 612 pb del gen de la
hemaglutinina (H).
Se realizé la amplificacion de un fragmento de 612 pb del gen H del CDV a partir
de las muestras clinicas positivas a CDV (figura 17).
Base Pairs

622 —
S27. —

N
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Figura 17. Amplificaciones de un fragmento del gen de la Hemaglutinina del virus de Distemper canino (H). Marcador de

Peso pBR322/Mspl (M). Gel de agarosa al 3% con Bromuro de Etidio
7.2.6 Secuenciacion.
Las secuencias obtenidas presentaron similitud del 98 al 100% a nivel de

nucledtidos y aminoacidos, tanto entre ellas como con respecto a las secuencias

mexicanas reportadas en el GeneBank.

El andlisis de las secuencias revelé sitios polimérficos con cambios sinénimos y no
sinbnimos, los cuales permiten agrupar a nuestras secuencias con las secuencias

mexicanas previamente reportadas. (cuadros 13y 14).
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Secuencias idénticas  Secuencias idénticas

a nivel de a nivel de . .,
. o Mutaciones sindnimas
nucledtidos aminoacidos
3y7 3y7 -

(6) Treonina Prolina Serina
UNAM:5,11,18,21 (10) UNAM 4,16: g’/8, c192, c249
Edomex: 6y 7 UNAM: 4,5,16,18,21 | UNAM 5,18,E6,E7: g78, c192, 1249

Edomex:1,6,7,10,11 Edomex10: 178, al92, t249
Edomex11: 178, c192, 1249
UNAM: 4y 16

Pro, Al, Pro, Ser, Pro, Pro

UNAM 2,6  a21,g78, a213, g273, g288, t360
UNAM: 12y 14 ) UNAM12,14: a21, g78, a213, g273, g288, a360
UNAM:2,6,12,13,14 | Edomex2: a21, g78, a213, a273, g288, a360
Edomex2,4y 9 Edomex4: a21, g78, t213, g273, t288, 360
Edomex9: g21, g78,a213, g273, 9288, t360
Cepa 19876 a21, a78, a213, g273, 9288, t360

UNAM: 2y 6

Cuadro 13. Secuencias mexicanas idénticas a nivel de nucleétidos y aminoécidos, donde se muestran los cambios

sinénimos entre ellas.

Cambios a nivel de

Secuencias ,, Cambios no sinébnimos
nucledtidos

GDL1 a 289g Isoleucina/ Valina
UNAM 1 t 80 ¢ Isoleucina/Treonina
UNAM 8 t 128 a Isoleucina/Asparagina
UNAM 9 g 44 a Isoleucina/Asparagina

t 14 ¢ Valina/Alanina
UNAM 10 t 104 ¢ Fenilalanina/Serina
UNAM 15 t 104 c Fenilalanina/Serina
UNAM 17 t 14 ¢ Valina/Alanina

g 39 a Glicina/Ac Glutdmico
UNAM 19

a269t Lisina/lsoleucina
UNAM 20 g 3%a Glicina/Ac Glutamico

Cuadro 14. Secuencias mexicanas no agrupadas las cuales muestran cambios no sinénimos a nivel de nucledtidos y

aminoécidos.
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7.2.6.1 Alineamiento de 32 Secuencias Mexicanas a nivel de Nucledtidos de un

fragmento de 509 pb del gen H de CDV.

A partir de alineamientos y la construccion de arboles filogenéticos se comparé la
diversidad genética existente entre nuestras variantes y el resto de las secuencias
mexicas. Se utilizé la cepa 19876, como secuencia de referencia (Pardo et al,

2005), el resultado del alineamiento se muestra en la figura 18.

Figura 18. Resultado del alineamiento de secuencias mexicanas a nivel de nucledtidos. Secuenciencias Lab. Genética:
UNAM 1-21. Secuencias Mexicanas (Martinez S. et al 2010) 1,2,4,6,7,8,9,10,11 y GDL1. Cepa 19876 (Pardo et al. 2005).

Las secuencias enmarcadas representan las secuencias identicas entre si.
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7.2.6.2 Dendrograma a nivel de Nucleétidos de un fragmento de 509 pb del gen

H de CDV de las secuencias mexicanas (figura 19).

- UNAM 1

UNAM 3
UNAM 7
UNAM 9
- Cepa 19876
UNAM 8
—___£:::::::: GDL 1
“UNAM 4
{ UNAM 16
‘ UNAM 5
UNAM 11
UNAM 18
[ UNAM 21
Edomex6
Edomex7
] T———— UNAM 19
UNAM 20
- Edomex10
Edomex1
[ Edomex11l
UNAM 2
L onav 6
“UNAM 12
UNAM 14
UNAM 10
[ UNAM 17
UNAM 15
L UNAM 13
L Edomex2
Edomex4
Edomex8
Edomex9

Figura 19. Dendrograma construido por el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-joining. Software Clone
Manager. Multiway ADN aligment. Secuenciencias Lab. Genética: UNAM 1-21. Secuencias Mexicanas : 1,2,4,6,7,8,9,10,11

y GDL1. Cepa 19876 (Pardo et al. 2005). Las secuencias enmarcadas representan las secuencias idénticas entre si.
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7.2.6.3Alineamiento de 32 secuencias mexicanas a nivel de Aminoacidos de un

fragmento de 509 pb del gen H de CDV (figura 20).

Figura 20. Resultado del alineamiento de secuencias mexicanas a nivel de aminoacidos. Secuenciencias Lab. Genética:
UNAM 1-21. Secuencias Mexicanas (Martinez S. et al 2010) 1,2,4,6,7,8,9,10,11 y GDL1. Cepa 19876 (Pardo et al. 2005).

Las secuencias enmarcadas representan las secuencias identicas entre si.
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En la figura 21 se muestra el alineamiento de 32 secuencias mexicanas a nivel de aminoéacidos.

Figura 21. Alineamiento de aminoéacidos de secuencias mexicanas. Secuencias Lab. Genética: UNAM 1-21. Secuencias
Mexicanas (Martinez S. et al 2010) 1,2,4,6,7,8,9,10,11 y GDL1. Cepa 19876 (Pardo et al. 2005). Las secuencias enmarcadas

representan las secuencias idénticas entre si.
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7.2.6.4Dendrograma a nivel de Aminoacidos de un fragmento de 509 pb del

gen H de CDV de las secuencias mexicanas (figura 22).

7.2.6.5

Figura 22. Dendrograma construido por el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-joining. Software Clone
Manager. Multiway Protein aligment. Secuenciencias Lab. Genética: UNAM 1-21. Secuencias Mexicanas (Martinez S. et al
2010) 1,2,4,6,7,8,9,10,11 y GDL1. Cepa 19876 (Pardo et al. 2005). Las secuencias enmarcadas representan las secuencias

identicas entre si.
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7.2.6.6 Alineamiento de un fragmento de 509 pb del gen H de CDV a nivel
mundial.

El alineamiento de las secuencias a nivel mundial muestra que las cepas vacunales

pertenecientes al clado Americano 1 son las mas distantes filogenéticamente con

respecto a cualquier otra secuencia descrita.

En el caso de las cepas mexicanas, tan solo en el fragmento secuenciado, existe
una diferencia desde 41 a 47 nucledtidos y de 14 a 19 aminoacidos con respecto
a la cepas vacunales Ondersteeport y Lederle, la cepas vacunales mas utilizada a

nivel mundial (Figura 23 y 24).

Figura 23. Resultado de alineamiento de secuencias mundiales a nivel de ADN.
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Figura 24. Resultado de alineamiento de secuencias mundiales a nivel de aminodcidos.
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Dendrograma a nivel de Nucleétidos de un fragmento de

509 pb del gen H de

CDV, secuencias mundiales (figura 25).
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Figura 25. Dendrograma construido por el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-joining. Software Clone

Manager. Multiway ADN aligment. Genotipo: Mexicano (verde), Africa(café), América 1(rojo), America2(anaranjado),

Asial(amarillo), Asia2(rosa palido), Brasil(verde limén), Argentina(celeste), Artico(azul marino), Europa(rosa), Fauna

Europea(morado), Rockborn(gris).
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7.2.6.7 Dendrograma a nivel de Aminoacidos de un fragmento de 509 pb del

gen H de CDV, secuencias mundiales (figura 26).
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Figura 26. Dendrograma construido por el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-joining. Software Clone

L Edomex8
L unaM 8
Manager. Multiway Protein aligment. Genotipo: Mexicano (verde), América 1(rojo), America2(anaranjado), Brasil(azul

marino), Argentina(celeste), Africa(café). Asial(amarillo), Asia2(verde claro), Europa(rosa), Fauna Europea(morado).



7.3 Estrategia de amplificacién del gen completo H de CDV  a partir de 3
fragmentos.

En la figura 27 se muestra la amplificacion de 3 fragmentos parciales del gen H de

CDV, como parte de la estrategia para la amplificacién del gen completo H.

sasa*
T242
f‘m F1 F2 F3

uem
404
1
242
193
14
n ’
110
67
34
K” |

Figura 27. Fragmentos para el ensamblado y amplificacion del gen H de CDV. F1: Iniciador del fragmento 1 (1033 pb), F2

Iniciador fragmento 2 de (612 pb), F3: Iniciador del fragmento 3 (714 pb). M1: Marcador de alto peso molecular
Lambda/BsEtll, M2: Marcador de bajo peso molucular pUC / Mspl, gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio..

En la figura 28 se observa la unién de los fragmentos f1-2 (1559 pb) y f2-3 (974
pb).

Figura 28. Fragmentos para el ensamblado y amplificacion del gen H de CDV. F1-2: Unién del fragmento 1y 2 (1559 pb).
F2-F3 Unién fragmento 2 y 3 (974 pb). M: Marcador de alto peso molecular Lambda/BsEtll, gel de agarosa al 1% con

Bromuro de Etidio.
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7.4 Amplificacion del gen de la Hemaglutinina del CDV de 1824 pb (figura
29).

1 % Agarose

Figura 29 (H) Gen de la Hemaglutinina del Distemper canino 1824pb, (M) marcador de alto peso molecular Lambda/BsEtll,

gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio.

Alineamiento del Gen H de CDV a nivel de nucleétidos (figura 30).

Reference molecule: México, Region 1 to 1824
Number of seqguences to align: 15
Total length of aligned seguences with gaps: 1824 bps

Seguence Start End Match NonMatch $Match
México 1 1824

Cepa 15876 1 1824 1811 13 S9S
A7 AEm2 1 1824 1740 24 SsS
Lederle Aml 1 1824 1663 16l S1
Onderstesport Am 1 1815 1643 181 SO
SnyderHill 2Zml 1 1824 1664 160 S1
Rockborn 1 1824 174% 75 Ss
CDV3 Aml 1 1824 1662 162 S1
Concav Zml 1 1824 1660 1c4 S1
Africal 1 1824 1697 127 S3
Artico 1 1824 1703 121 S3
Asial 1 1824 1650 134 S2
Asial 1 1824 1710 114 S3
Europa 1 1824 1731 S3 S4
FaunaEuropea 1 1824 1741 83 SSs

Figura 30. Resultado de alineamiento del gH a nivel de ADN.
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7.4.1.1 Dendrograma a nivel de Nucledtidos del gen completo H de CDV (figura
31).

‘— México
L Cepa 19876

A75 Am2
Rockborn
Europa
FaunaEuropea
Asia2

Artico

Africal
Lederle Aml
CDhV3 Aml

—— SnyderHill Aml

Ondersteeport Am
—|——<:oncav Aml

Asial

Figura 31. Dendograma del gen H construido por el método de distancia utilizando el algoritmo neighbor-joining. Software

Clone Manager. Multiway ADN aligment

Alineamiento del Gen H de CDV a nivel de aminoacidos (figura 32).

1S Nowv 2014 Zlignment Results

Alignment: Global Protein alignment against reference molecules
Parameters: Scoring matrix: BLOSUM 62

Reference molecule México, Region 1 to 1824

Number of seguences to align: 15

Total length of aligned seguences with gaps: c08 aas

Seguence Start End Match NonMatch $Match
México 1 1824

Cepa 159876 1 1824 603 S SS
A75 Am2 1 1824 sg4 24 S6
Rockborn 1 1824 S582 26 S5
Europa 1 1824 581 27 S5
FaunaEuropea 1 1824 583 25 S5
Asial 1 1824 572 36 S4
Artico 1 1824 572 36 s4
Africal 1 1824 376 32 S4
Lederle Aml 1 1224 55S 45 S1
CDV3 Aml 1 1824 558 50 S1
SnyderHill 2Zml 1 1824 559% 4S5 S1
Cndersteseport Am 1 1815 s43 63 85
Concav 2Zml 1 1224 551 57 SO
Asial 1 1824 569 39 S3

Figura 32. Resultado de alineamiento del gH a nivel de ADN.
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Dendrograma del gen H de Distemper canino a nivel de aminoacidos (figura 33).

—— México
L Cepa 19876
A75 Am2
Rockborn
Europa
FaunaEuropea
— Africal
- Artico
Lederle Aml
CDV3 Aml
SnyderHill Aml
Ondersteeport Am
Concav Aml
Asia2

Asial

Figura 33. Dendrograma del gen H de CDV construido por el método de Distancia utilizando el algoritmo Neighbor-

joining. Software Clone Manager. Multiway Protein Aligment. Secuencias 15.

7.4.1.2 Clonacion del gen completo H.

7.4.1.2.1 Clonacion en el Vector pTZ57R/T.

Los productos de amplificacion de las tres construcciones purificadas se clonaron

en el vector pTZ57R/T. Esta clonacién se realizé con el fin de garantizar los sitios

cohesivos para la enzima BamHI, necesarios para subclonarlos en el vector

pFastBac.

7.4.1.2.2 Seleccién de clonas con el inserto.

Las clonas recombinantes fueron seleccionados por amplificacion con los

iniciadores especificos del gen H (figura 34).
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8453*
7242
6369
5687*
4822
4324
3675

2323
1929

1371
1264

702

Figura 34. Seleccién de clonas recombinantes en el vector T. Electroforesis en geles de Agarosa al 1% tefiidos con bromuro
de Etidio, en donde se muestran las clonas recombinantes e amplificadas con los iniciadores especificos para el gen H (H),

marcado de peso Lambda/BsEtll (M).

7.4.1.2.3 Mini Preparacion de ADN de plasmidos

Para obtener suficientes cantidades de ADN de los plasmidos y obtener suficiente
producto de digestion para clonar en el siguiente vector, las clonas seleccionadas
se crecieron en un volumen de15 ml de medio de cultivo con ampicilina. El ADN
plasmidico fue purificado mediante la técnica de mini preparacién de ADN de
plasmidos (MiniPrep), la figura 35 muestra los plasmidos ya purificados.

bp

8453*
7242
6369
5687*
4822
4324
3675

2323
1929

1371
1264

702

Figura 35. a) Plasmidos purificado de la clona seleccionada en vector T (P), (M) Marcador de peso Lambda/BsEtll. Gel de

Agarosa al 1% tefidos con bromuro de Etidio.
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El pladsmido obtenido, se utilizé para transformar células competentes E. coli cepa

DH5a

7.4.1.2.4 Digestion con enzima BamH1
Una vez purificados los plasmidos, estos fueron digeridos con la enzima BamHI
para liberar los insertos clonados con los extremos cohesivos. En la figura 36 se

muestran los plasmidos digeridos con la enzima BamHI.

Digestién con BamH1

8453*
7242
6369
5687*
4822

4324
3675

2323
1929

1371
1264

702

Figura 36. Digestion de los plasmidos purificados con la enzima BamHI. Gel de Agarosa al 1% tefiido con bromuro de
Etidio. Se muestran la digestion del gen H clonado en un pladsmido pTZ. Se muestra el peso del vector pTZ (3kb) y el peso

del gen H (1.8 kb). M= Marcador de Peso Molecular (ADN Lambda digerido con BsEtll).

7.4.1.3 Clonacion en Vector pFHBTa

7.4.1.4 Posteriormente a la liberacion de los insertos, estos fueron purificados del
gel y clonados en el vector de movilizacién pFHBTa, el cual contiene

parte del genoma de Baculovirus.

7.4.1.5 Clonacion en Vector pFHBTa
Ya obtenidos los plasmidos se utilizaron para transformar células competentes

cepa DH5a de E. coli.
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Para seleccionar las clonas recombinantes y correctamente orientadas se realizd
una PCR con el iniciador delantero del inserto y el iniciador reverso del vector.

Las clonas recombinantes y correctamente orientadas se muestran en la figura 37.

702

Figura 37. Seleccién de clonas con el inserto en el vector pFast-Bac. Geles de Agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
Etidio. M= Marcador de Peso Molecular (ADN Lambda digerido con BsEtll). Las clonas seleccionadas se muestran con una

cruz blana.

7.4.1.5.1 Mini Preparacién de ADN de plasmidos
Las clonas recombinantes seleccionadas, se propagaron en un volumen de 15ml
de medio de cultivo, y se purificé el ADN plasmidico por la técnica de MiniPrep

figura 38. —_—

5687*
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Figura 38. Plasmidos purificados de las clonas seleccionadas en vector pFHBTa Gel de Agarosa al 1% tefiido con bromuro

de Etidio. M= Marcador de Peso Molecular (ADN Lambda digerido con BsEtll).
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7.4.1.5.2 Transposicién en células competentes DH10BAC
Una vez obtenido el ADN plasmidico de las clonas recombinantes en pFAST-BAC
se transformaron células competentes cepa DH10BAC de E.coli, con el fin de

insertar mediante transposicion en el genoma del baculovirus.

7.4.1.5.3 Seleccion de Clonas Correctamente Transpuestas
Para la seleccién de la clona recombinante y correctamente transpuesta se realizd
una PCR con el iniciador delantero del inserto y el iniciador reverso de M13. En la

figura 39 se muestra la clona seleccionada.

702
Figura 39. Seleccion del bacmido recombinante correctamente transpuesto. Gel de Agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
Etidio. M= Marcador de Peso Molecular (ADN Lambda digerido con BsEtll).

7.4.15.4

7.5 Estrategia de Aislamiento a partir de Tejido

Se logré el aislamiento de un virus CDV circulante nombrado cepa UNAM, el cual
fue caracterizado molecularmente e identificado como la secuencia UNAM 18,
este virus local pertenece al clado mexicano mas representativo.

El virus CDV UNAM se replicé en células VERO y fue detectado por PCR tiempo

real en el tercer pase ciego, el efecto citopatico se presenta a partir de las 72
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horas pos infecciéon observandose al citoplasma con apariencia granular,
vacuolizaciéon  (pequefias vacuolas), seguido por redondeo celular vy

desprendimiento (figura 42).

Figura 42 a) Células Vero testigo de 72 horas, b) Células infectadas con cepa UNAM de CDV a las 72 horas.

Ademas del aislamiento de la cepa local UNAM, se consigué la replicacion de:
» Cepa vacunal Ondersteeport,
» Cepa vacunal Lederle

» Cepa patégena A75 perteneciente al clado Americano 2.

En las cepas vacunales el ECP se presenté a partir de las 48 horas mientras que en
la cepa A75 se manifestd a partir de las 72 horas pos infeccién, observandose un
efecto de vacuolizaciéon, redondeo y desprendimiento celular. En ninguna de las

cepas replicadas se visualizd la formacion de sincitios.

7.5.1 Titulacién viral por el método de Reed-Muench
Las cuatro cepas virales fueron tituladas por TCID50% mediante el método

estadistico de Reed-Muench.
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Titulacion por TCID50%
Reed-Muench

Cepa Titulo

Linea Celular

Ondersteeport 1074/ ml VERO

Lederle 10829/ ml VERO

A75 (América2) 1074/ ml MDCK

Cepa UNAM 10%4¢/ ml VERO

Cuadro 15. Cepas virales replicadas en el laboratorio de Genética Molecular de CDV, su titulacién viral y lineas celulares

utilizadas.

7.5.2 Titulacién de virus de CDV por gPCR
Se correlaciond el titulo viral con el nimero de copias virales

obtenido por gPCR.

y =39.227x — (2x10%)

Siendo:
x= el nimero de copias virales

y= el titulo viral

Cepas Copias virales Titulo Viral

UNAM 4.90E+07 2.88E+06
Onder 1.16E+08 2.51E+09
A75 5.71E+07 2.51E+07
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7.6 Suero Hiperinmune

7.6.1 Evaluacion del suero hiperinmune por ELISA

La figura 43 muestra la evaluacién de la reactividad antigénica del suero
hiperinmune contra la cepa Lederle de CDV a través de un ensayo por triplicado
de ELISA indirecta. Se sensibilizé con 100 ug/ul , el primer anticuerpo fue el suero
hiperinmune de conejo contra el CDV en diluciones decuples seriadas, como
segundo anticuerpo se utilizé un anti-conejo acoplado a peroxidasa en dilucién

1:1500, el ensayo fue revelado con OPD.

Suerol

Suero?2

Figura 43. Titulacién del suero hiperinmune contra CDV cepa Lederle. Antigeno: Virus de Lederle en dilucion 1/10, primer

anticuerpo: suero hiperinmune de conejo, segundo anticuerpo: anti-conejo en dilucion 1:1500, revelado con OPD.

Se llevé a cabo un ensayo por Western Blot para evaluar el reconocimiento de la
proteina antigénica del CDV, la proteina H, por parte del suero hiperinmune

contra CDV elaborado previamente.
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7.6.2 Evaluacién del suero hiperinmune por Western Blot (figura 44).

Figura 44. (1) Gel de acrilamida al 12% con 30 ug de antigeno (CDV cepa Lederle), (2) Gel de acrilamida al 12% con 30 ug
de BSA. Westernblot con 30 ul de antigeno mas control de BSA contra suero hiperinmune CDV. (3 y 4) Suero hiperinmune
contra CDV en dilucién 1/100, (5 y 6) Suero hiperinmune contra CDV en dilucién 1/200, (7 y 8) Suero hiperinmune contra

CDV en dilucién 1/400. (9) carril control con BSA.

7.6.3 Evaluacion del suero hiperinmune por Inmunodifusién

Se realizé un ensayo de inmunodifusidon en agar el cual consiste en enfrentar en
pequenas perforaciones efectuadas en el agar las soluciones de antigeno y
anticuerpo. Cuando un anticuerpo es puesto en contacto con el antigeno
correspondiente, se forman complejos antigeno-anticuerpo que se insolubilizan
en su mayor parte, dando lugar a una reaccién de precipitaciéon, que podemos

observar como la formacién de una banda de identidad (figura 45).

Figura 45. SH1: Suero Hiperinmune de conejo 1 contra cepa Lederle CDV,
SH2: Suero Hiperinmune de conejo 2 contra cepa Lederle CDV, a: Cepa

vacunal Ondersteeport, b: Cepa vacunal Lederle, c: Cepa UNAM.
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8 DISCUSION

Diversos anélisis filogenéticos han observado que las cepas circulantes de CDV se
agrupan en linajes con una clara distribucion geografica (Martella, 2006; Bolt,
1997; Haas, 1997; Pardo & Johnson, 2005; Martinez, 2011; Sarute & Pérez, 2014).
En este estudio se analizaron 21 secuencias parciales del gen H, las cuales
mostraron un porcentaje de identidad del 99 al 100% a nivel de nucledtidos y
aminodcidos entre si y con respecto a las secuencias mexicanas previamente
reportadas por (Martinez, 2011), confirmando la existencia de un clado mexicano
claramente distinto de las cepas vacunales, asi como del resto de las cepas

alrededor del mundo.

Moreno, 2015 (comunicacién personal), estudié comunidades de carnivoros en el
noroeste de Chihuahua, encontrando muestras positivas a CDV en perros ferales
cuyas secuencias parciales del gen H correspondian al clado mexicano con un
elevado porcentaje de identidad, reafirmando los resultados obtenidos en este

estudio.

lwatsuki, et al 2000, demostrarén a través de un estudio realizado en hospitales
de Tokyo, Japdén que dos tercios de los perros positivos a CDV habian sido
vacunados, la mayoria con altos titulos de anticuerpos neutralizantes contra la

cepa vacunal Ondersteepoort.

En las Gltimas décadas, se han presentado diversos reportes del resurgimiento de
CDV en poblaciones de animales vacunados, de acuerdo con diversos autores

(Iwatsuki, 2000; Decaro, 2004; Calderon, 2007; Martella, 2006). Nuestro estudio
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indica que las muestras positivas a CDV pertenecientes a perros previamente
vacunados, corresponden a cepas circulantes mexicanas, rechazando |la
posibilidad de reversion a la virulencia por parte de las cepas vacunales; contrario

a lo sugerido por (Pardo & Johnson, 2005; Keawcharoen, 2005).

En este trabajo observamos que las cepas vacunales mas utilizadas en el mundo,
pertenecen al clado mas alejado filogenéticamente, coincidiendo con lo
reportado por diversos autores (Calderon, 2007; Sarute & Pérez, 2014; Woma &
Van Vuuren, 2010; Martinez, 2011). La eficacia de las vacunas empleadas en la
actualidad, puede ser parcialmente comprometida por la magnitud de la variacién
genética observada. Martella, et al 2006 demostraron que los sueros generados
contra cepas CDV de campo tienen titulos neutralizantes hasta 10 veces mayores

contra el virus homdlogos que contra las cepas vacunales.

En este trabajo se logro aislar una cepa circulante del virus de CDV en la linea
celular Vero, al igual que lo reportado por (Appel & Gillespie, 1972; Xian, 2005;
Lednicky, 2004).

Se ha reportado que la eficiencia en el aislamiento de CDV se considera baja,
tiende a ser prolongado y requiere de multiples pases ciegos (Barrett, 1999;
Roelke-Parker, 1996; Appel, 1987). Para lograr un aislamiento exitoso nosotros
requerimos de periodos de incubacion prolongados como los descritos por
Lednicky, 2004; en comparacién con los cortos periodos de tiempo indicados por

(Appel , 1992) .
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No se observéd ECP caracteristico de CDV en las células Vero infectadas por el
aislado mexicano, la ausencia de ECP en células Vero se informé previamente

durante el aislamiento primario de CDV circulante realizado por Appel, et al.1994.
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9 CONCLUSIONES

Se desarrollaron dos métodos diagnésticos del CDV basados en la RT-PCR
anidada de una secuencia parcial del gen P y una prueba de PCR en Tiempo Real

cuantitativa para la amplificacion de un fragmento del gen N.

Se obtuvieron 21 secuencias parciales del gen H de CDV a partir de muestras

clinicas provenientes del Distrito Federal, Estado de México y Guadalajara.

El andlisis filogenético realizado demostré que las genovariedades presentes en
este estudio, tienen un porcentaje de identidad del 99 al 100% a nivel de
nucledtidos y aminoacidos entre si y con respecto a las secuencias mexicanas
previamente reportadas, confirmando la existencia de un clado mexicano
claramente distinto de las cepas vacunales, asi como del resto de las cepas

alrededor del mundo.

El 100% de las secuencias obtenidas corresponden a cepas pertenecientes al
clado mexicano de CDV, de las cuales el 62% fueron obtenidas a partir de perros
enfermos con antecedentes de vacunacién previa, descartando en estos casos,
que la enfermedad presente en lo perros vacunados contra CDV sea resultado de
la reversién a la virulencia por parte de las cepas vacunales, si no la infeccién por

genovariedades locales.

Se amplificé y secuencié el gen completo H de una variante mexicana del virus de
CDV. El cual se cloné en el sistema comercial Bac to Bac ® (invitrogen) para la

expresiéon de proteinas recombinantes. La obtencion de la proteina recombinate
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H local podrd emplearse en la elaboracién de un sistema diagndstico tipo ELISA
con la finalidad de utilizar antigenos homodlogos a las cepas circulantes. Esta
proteina recombinante podréd ser utilizada en el desarrollo de un inmundgeno

especifico para el control de las cepas locales.

Se logré el aislamiento de un virus CDV circulante y se caracterizd
molecularmente, perteneciendo al clado mexicano mas representativo. La
obtencién un aislamiento viral de una cepa circulante permitird determinar la
presencia de posibles cambios antigénicos, asi como la existencia de serogrupos
en el virus de Distemper canino. Este aislado también podra ser usado como cepa

de desafio en experimentos de proteccion y dindmica de la infeccion.

Se obtuvieron anticuerpos en conejo contra la cepa Lederle del CDV que

permitirdn la evaluacion inmunoldgica del virus.

Andlisis mas extensos sobre los posibles cambios antigénicos en las cepas
circulantes de CDV podran proporcionar un conocimiento mas profundo de la
ecologia global del virus, sirviendo como base para la evaluacién de las vacunas

actuales.

71



10 BIBLIOGRAFIA

Calderon, M. (2007). Detection by RT-PCR and genetic characterization of canine
distemper virus from vaccinated and non-vaccinated dogs in Argentina. Vet.

Microbiol , 125, 341-349.

Lamb, R. (2007). Structure of the uncleaved ectodomain of the paramyxovirus
fusion protein. Proceeding of the National Academy of Sciences USA , 102, 9288-
9293.

Lan, N. (2006). Comparative analyses of canine distemoer viral isolates from
clinical cases of canine distemper in vaccinated dogs. Vet. Micobiol , 115, 32-42.
Carpenter, M. (1998). Genetic characterization of canine distemper virus in

Serengeti carnivores. Vet. Immunol. Immunopathol , 65, 259-266.

Lednicky, J. (2004). Effective primary isolation of wild-type canine distemper virus
in MDCK, MV1 Lu and Vero cells without nucleotide sequence changes within the
entire haemagglutinin protein gene and in subgenomic sections of the fusion and

phospho protein genes. Journal of virological methods , 118 (2), 147-157.

Luckow, V., & Lee, S. (1993). Efficient generation of infectious recombinant
baculoviruses by site-specific transposon-mediated insertion of foreign genes into
a baculovirus genome propagated in Escherichia coli. Journal of Virology , 67

(4566-4579).

An, D., & Yoon, S. (2008). Phylogenetic characterization of Canine Distemper virus
isolated from naturally infected dogs and marten in Korea. Veterinary

Microbiology , 132 (389-395).

72



Appel, M. (1987). Canine distemper virus. Virus Infections of Carnivores. Virus

Infections of Vertebrate , 1, 133-159.

Appel, M. (1978). Reversion to virulence of attenuated canine distemper virus in

vivo and in vitro. J. Gen. Viro, 41, 385-393.
Appel, M., & Gillespie, J. (1972). Canine distemper virus. Virol. Monogr, 11, 1-96.

Appel, M., & Jones, O. (1967). Use of alveolar macrophages for cultivation of

canine distemper virus. Proc. Soc. Exp. Biol. Med , 126, 571-574.

Appel, M., & Pearce-Kelling, S. (1992). Dog lymphocyte cultures facilitate the
isolation and growth of virulent canine distemper virus. J. Vet. Diagn. Invest , 4,

258-263.

Appel, M., & Summers, B. (2009). Distemper canino:estado actual. Retrieved 03
25, 2014, from Institute for Animal Health. College of Veterinary Medicine, Cornell
University, Ithaca, New York, USA.: http://www.ivis.org/advances/Infect_D

is_Carmichael/appel_es/chapter_frm. asp?LA=2

Blixenkrone-Mgller, M. ( 1993). Studies on manifestations of canine distemper

virus infection in an urban dog population. Vet. Microbiol , 37, 163-173.

Barrett, T. (1999). Morbillivirus infections, with special emphasis on morbilliviruses

of carnivores. Veterinary microbiology , 69 (1), 3-13.

Beineke, A; Puff, C; et al . (2009). Pathogenesis and immunopathology of systemic
and nervous canine distemper. Veterinary Immunology and Immunopathology ,

127, 1-18.

73



Bolt, G. (1997). Genetic diversity of the attachment (H) protein gene of current

field isolates of canine distemper virus. J. Gen. Virol , 78, 367-372.

Budaszewski, R. (2013). Genotyping of canine distemper virus (CDV) strains
circulating in Brazil. Unpublished Submitted (19-NOV-2013) Departamento de
Patologia Clinica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av Bento
Goncalves, 2090, Porto Alegre, Rio Grande do Sul 91540000, Brazil .

Datsenko, K., & Wanner, B. (2000). One-step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proceedings of the National Academy
of Sciences , 97 (12), 6640-6645.

Del Castillo, C., & Gémez, A. (2006). Manual de précticas para el laboratorio de
virologia. Distrito Federal, México: FMVZ-UNAM.

Decaro, N. (2004). Canine distemper and related diseases: report of a severe

outbreak in a kennel. The new Microbiologica , 27, 177-182.

Delpeut, S., Noyce, R., Siu, R., & Richardson, C. (2012). Host factors and measles

virus replication. Current opinion in virology , 2 (6), 773-783.

Demeter, Z. (2010). Controversial results of the genetic analysis of a canine
distemper vaccine strain. Vet. Microbiol , 142 (3-4), 420-426.

Dempsey, T., & Mayer, V. (1934). CANINE DISTEMPER VACCINE- Two
experiments with vaccine prepared by photodynamic inactivation of the virus with

methylene blue. General Articles , 197-201.

Elia, G. (2006). Detection of canine distemper virus in dogs by real-time RT-PCR.
Journal of Virological Methods , 136 (1), 171-176.

74



Fenner, F., Bachmann, P., & Gibbs, E. (2014). Veterinary virology. Massachusetts,

Estados Unidos: Elsevier.

Gemma, T., & lwatsuki, K. (1996). Serological analysis of canine distemper virus

using an immunocapture ELISA. J. Vet. Med. Sci., 58 (8), 791-794.

Haas, L. (1997). Analysis of the haemagglutinin gene of current wildtype canine

distemper virus isolates from Germany. Virus Res , 48, 165-171.

Haas, L., Liermann, T., Harder, T., & von Messling, W. (1999). Analysis of the H
gene, the central untranslated region and the proximal coding part of the F gene

of wild-type and vaccine canine distemper viruses. Vet. Microbiol. , 69, 15-18.

Haig, D. (1956). Canine distemper: immunization with avianized virus.

Onderstepoort . J. Vet. Res, 17, 19-53.

Harder, T. (1997). Canine distemper virus- a Morbilivirus in search of new host.

Trends Microbiol , 5, 120-124.

Harder, T. (1996). Canine distemper virus from diseased large felids: biological
properties and phylogenetic relationships. J. Gen. Virol , 77, 397-405.

Harder, T. (1993). Intertypic differentiation and detection of intratypic variants
among canine and phocid distemper morbillivirus isolates by kinetic neutralization

using a novel immunoplaque assay. J. Virol Methods , 41, 77-92.

Harrison, R., & Jarvis, D. (2006). Protein N-Glycosylation in the Baculovirus—Insect
Cell Expression System and Engineering of Insect Cells to Produce
“Mammalianized” Recombinant Glycoproteins. Advances in virus research , 68,

159-191.

75



Hirama, K. (2004). Phylogenetic analysis of the hemagglutinin (H) gene of canine
distemper viruses isolated from wild masked palm civets (Paguma larvata). Journal

of veterinary medical science , 66 (12), 1575-1578.

lwatsuki, K. (2000). Antigenic difference in the H proteins of canine distemper
viruses. Vet. 4 Microbiol , 71, 281-286.

lwatsuki, K., Miyashita, N., & Yoshida, E. (1997). Molecular and phylogenetic
analyses of the haemagglutinin (H) proteins of field isolates of canine distemper

virus from naturally infected dogs. J. Gen. Virol , 78, 373-380.

Kai, C. (1993). Use of B95a cells for isolation of canine distemper virus from clinical

cases. J. Vet. Med. Sci, 55, 1067-1070.

Keawcharoen, J. (2005). Nucleotide sequence analysis of nucleocapsid protein

gene of canine distemper virus isolates in Thailand. Vet. Microbiol , 105, 137-142.

Keawcharoen, J. (2005). Nucleotide sequence analysis of nucleocapsid protein
gene of canine distemper virus isolates in Thailand. Vet. Microbiol , 105, 137-142.
King, A., & Lefkowitz, E. (2011). Virus Taxonomy: Ninth Report of the International

Committee on Taxonomy of Viruses (1° ed.). Estados Unidos de América: Elsevier.

Krakowka, S., & Higgins, e. a. (1985). Canine distemper virus: review of structural
modulations in lymphoid tissues. American Journal of Veterinary Research , 41,

284-292.

Mérquez, M. (2006). Seroprevalencia de anticuerpos contra Moquillo canino en

perros no vacunados en dos municipios de Ciudad de la Habana (Antibodies

76



seroprevalence against Canine Distemper in non vaccinated dogs in two localities

in Havana City) . Revista Electrénica de Veterinaria REDVET , 1-6.

Martella, V. (2006). Heterogeneity within the hemagglutinin genes of canine
distemper virus (CDV) 14 strains detected in ltaly. Vet Microbiol , 116, 301-309.

Martinez, S. (2011). Identification of a new genotype of canine distemper virus

circulating in America. Veterinary research communications , 35 (6), 381-390.

Mochizuki, M. (2002). Complement-mediated neutralization of canine distemper
virus in vitro: cross-reaction between vaccine Onderstepoort and field KDK-1

strains with different hemagglutinin gene characteristics. Clin Diagn Lab Immunol ,

?(4), 921-4.

Mochizuki, M. (1999). Genotypes of canine distemper virus determined by analysis
of the hemagglutinin genes of recent isolates from dogs in Japan. J. Clin.

Microbiol , 37, 2936-2942.

Moreno, K. (2015). Estudio serolégico y molecular de distemper y parvovirus
canino en comunidades de carnivoros del noroeste de Chihuahua. Tesis de

Maestria, FMVZ, UNAM, Fauna Silvestre, Distrito Federal.

Nelson, R., & Couto, C. (2010). Medicina Interna de Pequefios Animales.

Barcelona, Espafia: Elsevier.

Origgi, F., Plattet, P., Sattler, U., Robert, N., Casaubon, J., Mavrot, F., et al. (2012).
Emergence of Canine Distemper Virus Strain With Modified Molecular Signature
and Enhanced Neuronal Tropism Leading to High Mortality in Wild Carnivores.

Veterinary Pathology Online .

77



Palomares, L. (2010). Efecto de la densidad celular y la multiplicidad de infeccion
sobre la produccién de baculovirus recombinantes en cultivos de células de

insecto. Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas , 13 (2), 65-72.

Panzera, Y., & Calderén, M. (2012 ). Evidence of two co-circulating genetic

lineages of canine distemper virus in South America. Virus Res. , 163 (1).

Pardo, I., & Johnson, G. (2005). Phylogenetic characterization of canine distemper
viruses detected in naturally infected dogs in North America. J. Clin. Microbiol ,

12 (43), 5009-5017.

Patronek, G. (1995). Canine distemper 15 infection in pet dogs: Il. A case-control
study of risk factors during a suspected outbreak in Indiana. J. Am. Anim. Hosp.

Assoc, 31 (16), 230-235.

Patterson, J., Thomas, D., & Lewicki, H. (2000). V and C proteins of measles virus
function as virulence factors in vivo. Oldstone MB: Virology , 267, 80-89.

Perrone, D., Bender, S., & Niewiesk, S. (2010). A comparison of the immune
responses of dogs exposed to canine distemper virus (CDV) — Differences
between vaccinated and wild-type virus exposed dogs. Can J Vet Res , 74 (3),
214-217.

Pinotti, M., & Gollan, A. (2009). Distemper canino. 8 (2), 29-45.

Rima, B., Baczko, K., & Imagawa, D. (1987). Humoral immune response in dogs
with old dog encephalitis and chroic distemper meningo-encephalitis. J. Gen.

Virol , 68, 1723-1735.

78



Roelke-Parker, M. (1996). A canine distemper virus epidemic in Serengeti lions

(Panthera leo). Nature , 379, 400-401.

Schonbauer, M., Koélbl, S., & Schonbauer-Langle, A. (1984). Perinatale
staupeinfektion bei drei eisebaren (Ursus maritimus) und bei einem brillenbaren

(Tremarctos ornatus). Verh. Int. Symp. Erkrank. Zoot. , 26, 131-136.

Scagliarini, A. ( 2003). Molecular analysis of the NP gene of Italian CDV isolates.
Vet. Res. Commun , 27, 355-357.

Santos de la Torre, J. (2014). Presencia de anticuerpos contra el virus de
distemper canino en perros domésticos (canis lupus familiaris) de areas rurales

habitadas por el zorro de sechura (lycalopex sechurae).

Sarute, N., & Pérez, R. (2014). Molecular typing of canine distemper virus strains
reveals the presence of a new genetic variant in South America. Virus Genes , 48,
474-478.

Sato, H. (2012 ). Morbillivirus receptors and tropism: multiple pathways for

infection . Frontiers in microbiology , 3.

Stern, L. (1995). The hemagglutinin envelope protein of canine distemer virus
(CDV) confers cell tropism as illustrated by CDV and measles virus

complementation analysis. J. Virol , 9, 1661-1668.

Summers, M. (2006). Milestones leading to the genetic engineering of
baculoviruses as expression vector systems and viral pesticides . Advances in virus

research , 68 (3), 73.

79



Visser, |. (1990). Comparison of two morbilliviruses isolated from seals during

outbreaks of distemper in North Europe and Siberia. Arch. Virol, 111,, 149-164.

von Messling. (2004). Canine distemoer virus and measles virus fusion
glycoprotein trimers; partial membrane-proximal ectodomain cleavage enhaces

function. J. Virol, 78, 7894-7903.

von Messling, V. (2001). The hemagglutin of canine distemper virus determines

tropism and cytopathogenecity. J. Virol. , 75, 6418-6427.

Von Messling, V., Zimmer, G., Herrler, G., Haas, L., & Cattaneo, R. (2011). The
hemagglutinin = of canine distemper virus determines tropism and

cytopathogenicity. American Society for Microbiology , 75 (14), 6418-6427.

Whetstone, C., Bunn, T., & Gourlay, J. (1981). Canine distemper virus titration in
ferret peritoneal macrophages. Cornell Vet., 71, 144-148.

Woma, T., & Van Vuuren, M. (2010). Phylogenetic analysis of the haemagglutinin
gene of current wild-type canine distemper viruses from South Africa: Lineage

Africa. Veterinary Microbiology , 143 (2), 126-132.

Xian, S. (2005). Isolation of canine distemper virus. Journal of Mountain

Agriculture and Biology , 5, 002.

Yang, J. (2009). Novel Vectors for Baculovirus Expression. Genetic Engineering &

Biotechnology News , 29 (21), 1-3.

Zhao, J. (2010 ). Phylogenetic analysis of the haemagglutinin gene of canine
distemper virus strains detected from breeding foxes, raccoon dogs and minks in

China. Veterinary microbiology , 140 (1), 34-42.

80



Zipperle, L. (2010). Identification of key residues in virulent canine distemper virus

hemagglutinin that control CD150/SLAM-binding activity. J. Virol , 84, 9618-9624.

81



	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Justificación

	3. Hipótesis   4. Objetivo General   5. Objetivos Particulares 
	6. Material y Métodos

	7. Resultados

	8. Discusión

	9. Conclusiones

	10. Bibliografía


