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. RESUMEN

Se llevdé a cabo un estudio epidemiologico retrospectivo de prevalencia
durante los afios 2015, 2016 y 2017. El objetivo de este trabajo fue determinar
la prevalencia de Moquillo canino en el hospital veterinario de pequefas
especies (HVPE) del IICV-UABC, asi como identificar los factores de riesgo
asociados a la presencia de la enfermedad. Adicionalmente, se realizé la
estandarizacion de una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (Real-time RT-PCR) para la deteccibn gendémica de la
nucleocapside viral. Durante el periodo estudiado se analizaron un total de 1357
expedientes de pacientes atendidos en el HVPE detectando una prevalencia
general de 1.8% (25/1357). Las prevalencias para 2015, 2016 y 2017 fueron de
0.2%, 3.8% y 1.3% respectivamente. Se observaron 19% mas casos en 2016
en compraracion con el 2015, mientras que no se observé diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de casos del 2017 con respecto al
2015. Con respecto a los factores de riesgo, los perros <1 afio presentaron 3.5
(OR= 3.5; IC 1.5-8.1; p<0.05) veces mas probabilidades de ser detectados con
distemper en comparacion con los >1 afio. La raza labradora se afectado mas
(OR=12; 1C95% 1.4-99.6; p<0.05) en comparacién con la raza schnauzer.
Factores tales como época del afio, vacunacion, sexo y talla no fueron
estadisticamente significativos. ElI 58% del total de los signos clinicos
presentados por los perros con moquillo fueron: secresion nasal, diarrea,
anorexia, vomito y depresion. Adicionalmente se estandarizd un sistema RT-
PCR para el diagnostico de moquillo canino donde fue posible detectar casos
mismos que fueron enviados a secuenciaciéon mostraron una similitud del 96%
para el gen de la nucleocapside, demostrando la presencia del virus en los

pacientes analizados por esta tecnica.

PALABRAS CLAVE: Virus del distemper canino, factor de riesgo, prevalencia,
diagnostico.



SUMMARY

A retrospective epidemiological study of prevalence was carried out during the
years 2015, 2016 and 2017. The objective of this work was to determine the
prevalence of canine distemper in the veterinary hospital of small species
(HVPE) of the IICV-UABC, as well as to identify the risk factors associated with
the presence of the disease. Additionally, the standardization of a polymerase
chain reaction test in real time (Real-time RT-PCR) for the genomic detection of
the viral nucleocapsid was performed. During the period studied, a total of 1357
records of patients seen in HVPE were analyzed, detecting a general
prevalence of 1.8% (25/1357). The prevalences for 2015, 2016 and 2017 were
0.2%, 3.8% and 1.3% respectively. There were 19% more cases in 2016
compared to 2015, while no statistically significant difference was observed in
the number of cases in 2017 with respect to 2015. With regard to risk factors,
dogs <1 year had 3.5 (OR = 3.5, Cl 1.5-8.1, p <0.05) times more likely to be
detected with distemper compared to> 1 year. The Labrador race was more
affected (OR = 12, 95% CI 1.4-99.6, p <0.05) compared to the Schnauzer race.
Factors such as time of year, vaccination, sex and height were not statistically
significant. The 58% of the total clinical signs presented by dogs with distemper
were: nasal discharge, diarrhea, anorexia, vomiting and depression.
Additionally, an RT-PCR system was standardized for the diagnosis of canine
distemper where it was possible to detect cases that were sent to sequencing
showed a similarity of 96% for the nucleocapsid gene, demonstrating the

presence of the virus in patients analyzed by this technique.

KEY WORDS: Canine distemper virus, risk factor, prevalence, diagnosis.



Il INTRODU
CCION

Las enfermedades infecciosas que afectan a la poblacion canina son de
gran importancia en la préactica clinica diaria, esto, por la frecuencia en la que se
presentan y por la severidad de los cuadros clinicos que producen
(Budaszewski, 2016). Una de las enfermedades mas comunes y de mayor
importancia a nivel global es el Distemper canino o Moquillo canino,
enfermedad viral multisistémica altamente contagiosa que afecta a los perros y
otros carnivoros de la familia Canidae, Mustelidae, Procyonidae, Felidae,
Ailuridae, Hyaenidae, Ursidae y Viverridae, sin embargo, puede afectar a una
amplia variedad de especies (Sarute, 2013; Wilkes, 2014). Esta enfermedad
esta caracterizada por alteraciones respiratorias, desérdenes gastrointestinales,
alteraciones de la piel y del sistema nervioso central, ademas de una
inmunosupresion causada por la replicacion en linfonodulos (Lempp et al.,
2014).

El Distemper canino estd causado por un virus ARN del género Morbillivirus
y de la familia de los Paraximovirus (Espinal et al., 2014; Romanultti et al, 2015).
Es una enfermedad viral altamente contagiosa, siendo una de las principales
causas de muerte en caninos domésticos y otros carnivoros. En los ultimos
afos, la incidencia parece haber aumentado, documentandose la aparicion de
nuevas cepas; las razones que explicarian estos cambios y los efectos en su

epidemiologia aun son desconocidas (Retamal, 2013).

La enfermedad se ha reportado en todo el mundo, como por ejemplo Japon
(Susuki et al; 2015), Iran (Aviseh et al; 2017), Turquia (Gencey et al; 2004),
Espafia (Sobrino et al; 2010), Portugal (Santos et al; 2009), Brazil (Curi et al;
2016), Venezuela (Arlinton y graca; 2000), Chile (Jamett et al; 2015), EE. UU,

China, Rusia, Colombia, Dinarmarca solo por mencionar algunos.
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Por su parte, en México, son escasos los estudios epidemiolégicos de
prevalencia sobre la enfermedad, la mayoria de ellos han sido realizados por
universidades en diferentes regiones del pais. Guadalajara (Chagoya, 1992),
Estado de México (Gamiz et al; 2012), (Martinez et al; 2008), Monterrey
(Vallejo; 2014), Coahuila (Vidafa; 2016). Gamiz y colaboradores (2012)

afirmaron que no existian suficintes estudios en el pais.

Actualmente los médicos veterinarios en todas partes del mundo han
reportado una mayor incidencia de casos de Distemper canino, entre las causan
gue se citan estan la atenuacion insuficiente de cepas vacunales, cepas mas
virulentas o la incorrecta administracion y seguimiento del calendario de
vacunaciéon. Los médicos veterinarios colombianos reportaron un aumento de
casos sin precedentes. Por ello Espinal et al (2014) también efectué estudios
epidemioldgicos en el valle de Aburra en el departamento de Antioquia,
Colombia, descubriendo una nueva posible nueva cepa, bautizdndola como
“Sudamérica 3”. Riley y Wilkes, (2015) por su parte afirman que en un brote
detectado en los estados de Carolina del sur, Tennessee y Kentucky se detecté
un décimo linaje al que han bautizado como linaje Tennesse. Lo anterior
demuestra que no estamos ante un fendmeno aislado, sino contra una

enfermedad de la que aun desconocemos bastante.

La prueba de oro para el diagnéstico de la enfermedad es la serologia, pero
presenta serias desventajas tales como requerir un tiempo considerable de
minimo 8 dias para poder detectar los anticuerpos, los cuales a su vez estan
influenciados por muchas variables, por ello el diagnostico se hace complicado
(Jeremiah y Lehenbauer, 2001; Gray et al, 2012; Labrini et al; 2017).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha descubierto que las pruebas
moleculares pueden detectar el material genético viral a partir del segundo dia

despues de la infeccion y con una minima cantidad de muestra, por lo cual seria



un candidato a considera en el diagnostico de la enfermedad. Actualmente las
pruebas de diagnostico molecular permiten detectar varias de las proteinas
estructurales del virus, la mas importante de ellas es la proteina de la
nucleocpside (NP) que muestra un alto grado de conservacion entre las
diferentes cepas (Donx et al, 2014; Rommanutti et al, 2017) Las pruebas
moleculares suelen presentar buenos resultados aln en presencia de una baja
carga viral dada su alta sensilidad y especificidad en comparacién con pruebas
convencionales (Burgos, 2009; Dios et al., 2004; Dong. X. Y et.al, 2014; Gizzi et
al., 2014) lo que las convierte idoneas para el diagndstico. Por lo anteriormente
discutido el objetivo de esta investigacion fue realizar un estudio
epidemioloégico de prevalencia de Distemper canino de los pacientes
atendidos durante los afios (2015-2017) en el HVPE del 1ICV-UABC.



l1I.JUSTIFICACION

Considerando que el distemper canino es una enfermedad de distribucion
mundial, la cual presenta una alta morbilidad y mortalidad, costos elevados
asociados a los tratamientos y riesgos para otros animales que convivan en el
ambiente del animal infectado hacen necesario realizar estudios
epidemiologicos con el fin de conocer las caracteristicas que aun
desconocemos de la enfermedad, su distribucion por consiguiente desarrollar

una estrategia adecuada para disminuir la presencia de nuevos casos.

Ademas, entre los médicos veterinarios de pequefias especies de la
ciudad de Mexicali, existe la sospecha de que en los ultimos afios se ha
presentado un aparente incremento de casos de Distemper canino. Ellos
argumentan que una posible explicacidon a este evento es que las mascotas no
llevan un calendario de medicina preventiva apropiado o que exista la presencia
de nuevas cepas virales con la capacidad para evadir las defensas del sistema
inmunoldgico. Sin embargo, no existen cifras sobre la frecuencia y distribucién
de la presencia de la enfermedad en la region que nos permita asegurar que se
esta presentando un incremento en los casos. Considerando que el HVPE del
[ICV cuenta con registros confiables de todos los pacientes atendido se propone
realizar un estudio retrospectivo de prevalencia que nos permitan comprender el
comportamiento de la enfermedad asi como los posibles factores de riesgo
asociados. Es por ello que este trabajo plantea la elaboraciéon de un estudio de
prevalenia en el hospital de pequefias especies del ICV-UABC de los ultimos 3
afos, asi como estudiar la relacion de las principales variables de interés y la
implementacion de la estandarizacién de una prueba de Real time RT-PCR
para dar una explicacion parcial de la epidemiologia de la enfermedad y como

primer paso para estudios mas complejos.



IV.REVISION DE LITERATURA

Virus del moquillo canino

La enfermedad de Distemper canino o moquillo canino es causada por el
virus de Distemper canino, el cual causa una enfermedad sistémica, letal y
altamente contagiosa con distribucion a nivel mundial (Beineke et al., 2015). El
virus infecta y produce enfermedad clinica en miembros del orden Carnivorae
gue incluye miembros de la familia Canidae (zorros, coyotes, lobos), Mustelidae
(hurén, marta, vison, zorrillo, tejon), Procyonidae (mapache, coati), Felidae
(ledn, tigre, ocelote, jaguar), Ailuridae (panda rojo), Hyaenidae (hienas), Ursidae
(Oso), Herpestidae (Mangosta, suricata) y Viverridae (Civeta, fosa). El virus
causa enfermedad en los sistemas respiratorio, nervioso y digestivo (Sarute,
2013; Wilkes, 2014; Budaszewski, 2016; Riley y Wilkes, 2015).

Caracteristicas estructurales del virus

Romanutti et al. (2015) afirma que el virus del Moquillo canino (VMC) es
un miembro del género Morbillivirus, de la familia Paramyxoviriridae. Este virus
es muy grande, midiendo de 150-250 nm. Los morbillivirus se caracterizan
principalmente por causar enfermedades respiratorias, gastrointestinales
moderadas a severas, urinarias, 0seas, cutaneas y nerviosas, asi, como una
marcada inmunosupresion en sus huéspedes (Beineken et al.,, 2015;
Budaszewski y messling 2016). Gomez y Guide (2010) mencionan que este
virus afecta a perros domeésticos, principalmente entre los 3 y 9 meses de edad,
asi como a una gran diversidad de especies animales. Este virus posee una
cadena de ARN sencillo en sentido negativo de aproximadamente 15.7 kb, que
codifica 8 proteinas virales: Matriz (M), Fusion (F), Hemaglutinina (H),
Nucleocapside (NP), Polimerasa (L), Fosfoproteina (P) y las proteinas no
estructurales V y C (Budaszewski, 2016).



Figura 1: Estructura del virus del moquillo canino.
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Estructura del virus del Distemper canino: H (Hemaglutinina), F (proteina de fusion), M
(proteina de matriz), E (Envoltura lipoproteinica), NP (nucleocapside), P (proteina de

polimerasa) y L (proteina grande). Tomado de Sarute et al., 2014.

La proteina de matriz (M) juega un papel fundamental en el ensamblado
de los Paramixovirus, dado que sirve como unién entre la nucleocapside y las
glucoproteinas de la envoltura, se encarga de conectar las glicoproteinas de
superficie y la nucleocdpside durante la maduraciéon viral (Tizzano, 2013;
Yévenes, 2014).

Sarute et.al, (2014) Las proteinas F y H son las glucoproteinas
responsables de la entrada y la fusion del virus en las membranas celulares. La
glucoproteina H es importante en la infeccion porque determina el tropismo viral
(Espinal et.al, 2014) y su variabilidad antigénica puede afectar el rango de
huéspedes, virulencia y mecanismos de neutralizacién (Ke et al., 2015). Estas
glicoproteinas son mas variables que otras proteinas y presentan los principales
determinantes antigénicos que inducen respuestas inmunes protectoras contra
el virus. Dichas caracteristicas han hecho que sean las glucoproteinas
adecuadas para el estudio de la diversidad genética y antigénica de la

enfermedad (Romanutti et al., 2015).



Castilho et.al, (2007) La nucleoproteina NP es la proteina viral mas
abundante y es la principal nucleoproteina reguladora de la replicacion viral y la
transcripcion. Por lo tanto, la NP es altamente inmunogénica a pesar de su
ubicacion interna, dicha proteina forma la base de la mayoria de los ensayos de
diagnostico para VMC. Los anticuerpos contra esta proteina aparecen en
estadios clinicos tempranos de la infeccion (Li Yi et.al, 2016).

Cheng, (2015) comenta que la proteina fosforilada P es vital para la
replicacion del virus, ya que esté involucrada en todos los aspectos del ciclo
viral. Unida a la proteina L, integra el complejo de polimerasa, encargado de la
sintesis de ARN. La proteina L se asocia al ARN a través de la interaccion con
la proteina P, quien actia como enlace para formar el complejo de transcripcion
(Tizzano, 2013, Yévenes, 2014).

Zhao, (2015) La naturaleza del genoma del VMC ocasiona altas tasas de
mutacion, lo cual implica una amplia variacion genética, las proteinas H se unen
a la molécula de activacion de sefalizacion linfocitaria (CD150 Slam) con lo cual
se facilita la entrada y fusion del virus a las células del hospedero (Panzera,
2015; Sawatsky, 2012; Carvalho et al., 2012).

La nectina-4 es una proteina que se expresa en las neuronas y representa
un receptor vital para la interaccion del virus de Distemper canino con dichas
células, esta interaccibn causa la inmunoreactivacion neuronal con el
subsecuente dafio. Aunque dicha proteina no se ha estudiado lo bastante, se
ha demostrado su presencia en pacientes con la forma cronica de la
enfermedad por lo que su papel en el proceso inmunomediado ha demostrado
su importancia en los ultimos afios (Di guardo et. al, 2016).

Aunque solo se ha identificado un serotipo del virus, se han detectado
diferencias en cuanto a la patogenicidad de las diferentes cepas aisladas. Se
han descrito las cepas Snyder hill, A75-17, Convac y R252 (Gomez y Guide,



2010). 164,071, 01-2681, 5804P, Arg23, UY102, 19876, 18133, 21261, HL,
W729B, GS0812-4, HeB(07)1, Thl12, TW-KM2, 007Lm-1vp, M25CR, 011C,
50Con, Arg24, Arg25, Arg26, Edmonston-Zagred (Vallejo, 2014; Yeven és,
2014). Romanutti et al., (2015) reporta ademas la existencia de la cepa
Onderstepoort para la cual estd desarrollada la mayoria de las vacunas,
ademas de la cepa Lederle y Rockborn. Ludlow et al., (2012) por su parte
afirma que la infeccion en los perros con cepas de tipo salvaje como Ohio R252
y A75/17 da como resultado una encefalitis desmielinizante focal a largo plazo,
en contrastes con la cepa Snyder hill que produce una encefalitis rapida, aguda
y fatal. Aun se desconocen los factores que determinan las diferencias de
virulencia en el sistema nervioso central. Pinotti et al., (2009) reporta la cepa

007Lm que se aislo en Japon de un canino con enfermedad grave.

Linajes del virus del moquillo canino

Los linajes de VMC circulantes en el mundo se han descrito en base al
analisis de la proteina hemaglutinina, esto debido a que posee un alto grado de
heterogeneidad genética, permitiendo hasta la fecha, clasificar la mayoria de las
cepas de campo en ocho linajes: Africa, América-1 (cepas vacunales),
América-2, Asia-1, Asia-2, Europa-1, Europa-2 (Europe wild-life) y Europa-3
(Arctic). Sin embargo, nuevos estudios han detectado mayores variaciones en
la secuencia aminoacidica de una region de la proteina de fusion (F) (Yévenes,
2014).

Un estudio desarrollado en Colombia detecto un noveno linaje bautizado
como Sudamérica 3, basadndose en estudios en base a la hemaglutinina
(Espinal et al, 2014).

Riley y Wilkes, (2015) afirman que en un brote recientemente detectado
en los estados de Carolina del sur, Tennessee y Kentucky se detecté un décimo

linaje que ha sido bautizado como linaje Tennesse.



Cuadro 1: Cepas y linajes del virus de moquillo canino.

Cepa Origen Linaje
Onderstepoort Vacuna/EE.UU Ameérica 1
Snyder Hill Vacuna/Canada América 1
Lederle Vacuna/EE.UU América 1
Rockborn Vacuna/EE.UU América 1
A7T5/17 Suiza América 2
164071 EE.UU América 2
01-2689 EE.UU América 2
5804P EE.UU Europa 1
Arq23 Argentina Europa 1
uYy102 Uruguay Europa 1
19876 EE.UU Europa 2
18133 EE.UU Europa 3
HL China Europa 3
21261 EE.UU Europa 3
W729B Japon Asia 1
GS-0812-4 China Asia 1
HeB(07)1 China Asia 1
Th12 Tailandia Asia 1
TW-KM2 Taiwan Asia 1
007Lm Japon Asia 2
007Lm-1vp Japon Asia 2
M25CR Japon Asia 2
011C Japén Asia 2
50Con Japon Asia 2
Arg24 Argentina Sudamérica
Arg25 Argentina Sudamérica
Arg26 Argentina Sudamérica
Edmonston-Zagred Vacuna/EE.UU | -

Caracteristicas ambientales del virus

Modificado de Yevenés, 2014.

El VMC es bastante susceptible a la luz ultravioleta, aunque sus
proteinas y antioxidantes ayudan a protegerlo de la inactivacién. Sobrevive una
hora a 37°C, 3 horas aproximadamente a temperatura ambiente de 20°C y por
lo menos 20 minutos en exudados. Es extremadamente vulnerable al calor y la

desecacion, por lo que, en climas calidos, se destruye entre 50 y 60°C durante



30 minutos. En climas tropicales el virus no se mantiene viable en las perreras
después de ser eliminado por los perros infectados, mientras que en ambientes
de 0°C a -40°C permanece viable durante semanas. En temperaturas de —70°c
a -192°c (nitrégeno liquido) se mantiene activo durante varios afios. En cuanto
al pH, el virus solo es estable en ambientes de 4.5 a 9.0. Al ser un virus
envuelto, es sensible al éter, cloroformo, soluciones diluidas de formalina al
0.5%, fenol al 0.75% y a los compuestos cuaternarios de amonio al 0.3%
(Greene, 2008).

Replicacién

Panzera, (2015) afirma que las particulas virales reconocen a las células
hospedadoras por medio de la interaccion de la hemaglutinina viral con dos
receptores presentes: la CD46, una proteina cofactor de unién que inhibe la
activacion de complemento y la CD150 o SLAM, un receptor presente en
linfocitos y células dendriticas que participa en la activacion de estas células (Di
guardo et.al, 2016; Galan et al, 2014; Khosravi et al., 2016). Después del
reconocimiento del receptor en la membrana celular, la proteina H provoca una
serie de cambios conformacionales sobre la proteina F en la cual la regién
hidrofébica del péptido de fusion queda expuesta y se inserta en la membrana
plasmética de la célula hospedadora induciendo la fusion de las membranas,
permitiendo de esta forma el ingreso del virus a la célula. Luego del ingreso, la
polimerasa se asocia a la nucleocapside para la replicacién y transcripcion
(Zhao, 2015). A partir de la hebra de ARN gendémico se lleva a cabo la
transcripcion de los diversos genes virales. Una vez que existen componentes
proteicos para formar suficientes viriones comienza la replicacion, la cual
consiste en la produccion de copias de polaridad positiva a partir del ARN
gendmico, las cuales son denominadas antigenémicas y se utilizan como molde

para la sintesis de ARN gendmico (Budaszewski y messling, 2016).
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La particula viral no necesita formarse para que se infecten otras células, ya
que con la expresion de las glicoproteinas de envoltura se induce la fusion de la
membrana de la célula hospedera con células vecinas y de esta manera se
transfieren las nucleocapsides de una célula a otra sin exponerse al exterior de

las células (Tizzano, 2013; Khosravi et al., 2016).

La liberacion de los viriones maduros es por medio del proceso de
gemacion, los viriones estan cubiertos por una envoltura que contiene lipidos y
glucoproteinas virales. EI ARN recién formado se asocia a proteinas de la
nucleocépside, que se producen en exceso y se acumulan en el citoplasma,
dando lugar a la formacion de los cuerpos de inclusién caracteristicos (Pinotti et
al., 2009).

Figura 2: Proceso de replicacion viral del género Morbillivirus
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Ciclo de Replicacién del Morbillivirus: 1) Adsorcién de la particula viral a la membrana
de la célula hospedera; 2) Fusién de las membranas celular y viral; 3) Liberacion de la
nucleocapside al citoplasma; 4) Sintesis de ARN de cadena positiva (antigenoma) y replicacion
de genoma; 5)Produccién de ARN mensajero; 6a) Sintesis de proteinas virales; 6b) Las
proteinas F y H son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso y glicosiladas en el aparato
de Golgi; 7) Las proteinas N, P y L son acopladas al ARN recién sintetizado y la proteina M se

ubica en la parte interna de la membrana celular; 8) Las proteinas F y H son exportadas a la
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membrana citoplasmica en contacto intimo con la proteina M; 9) La afinidad de las proteinas N,
PyLconlaMyeéstaconlaFyH es determinante para el ensamble del virién, el cual es
liberado por exocitosis; 10) los viriones pueden infectar las células inmediatamente vecinas a
través de la fusibn membrana célula-célula, debido a la expresion de las proteinas virales en la
membrana de la célula hospedera.

Pinotti, 2013.

Factores de riesgo

Son muchos los factores que favorecen la infeccién, asi como la
irresponsabilidad de algunos duefios de no seguir el calendario de vacunacion
apropiadamente, ocasionando que los perros con el tiempo vayan perdiendo la
inmunidad que han adquirido y se encuentren susceptibles al virus (Jensen et
al., 2015).

La vacunacion es la principal estrategia para el control de la enfermedad.
Las vacunas con virus vivos atenuados (VVA) estimulan la respuesta inmune
humoral y celular e inducen memoria inmunoldgica. La utilizacion de este tipo
de vacunas ha logrado disminuir la incidencia, sin embargo, recientemente se
han observado brotes de la enfermedad en poblaciones inmunizadas en
diversas areas geograficas. Aunque no se han determinado las causas, se ha
planteado la posibilidad de una reversion de cepas atenuadas o la existencia de
nuevas cepas lo suficientemente variables para evadir la respuesta inmune
generada por las vacunas, sin descartar la posibilidad de fallas en la
administracion de dichas vacunas y el estado inmunoldgico del animal

(Budaszewski y messling, 2016).

La vacunacién antes de las 6 semanas causa una proteccion insuficiente
ya que aun estan presentes los anticuerpos maternos, si bien, dichos
anticuerpos desaparecen a las 12 semanas, a partir de las 8 semanas de edad

los titulos de anticuerpos se encuentran en un nivel que permite una correcta
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inmunizacion. Para una mayor certeza se recomienda hacer un estudio de
titulacion a la hembra y realizar la inmunizacion cuando haya titulos de 1:100.
Ademas de esto se recomienda mantener una correcta alimentacion (Povey,
1986).

Una mala alimentacion es sin6bnimo de una deficiente proteccion, por lo
gue es importante mantener una alimentacion adecuada. Algunos farmacos
como las tetraciclinas, cloranfenicol, clindamicina, griseofulvina, acido nalidixico,
sulfas y glucocorticoides estdn asociados a una deficiente respuesta
inmunoldgica por lo cual no se debe someter a ningln perro a un proceso de
inmunizacion si se encuentra bajo alguno de estos tratamientos (Kruth y Ellis,
1998).

El manejo referente al cultivo de los virus que serdn usados en la
elaboracion de los biologicos, debe de llevarse a cabo con la mayor delicadeza
y de la forma correcta, ya que es comun que los virus sufran dafios
considerables durante su manipulacion, lo que ocasiona que no logren ofrecer
una reaccion aceptable en la respuesta inmunologica de los pacientes. Si bien,
este problema se describié desde hace méas de 80 afios, aun sigue siendo un
aspecto importante y vital en la elaboracion de los biolégicos (Bresalier y
Worboys, 2014).

La viabilidad de las vacunas es un factor importante en el fracaso en la
vacunacion. Las influencias ambientales adversas pueden afectar la respuesta
a la vacunacion, la humedad de 85 a 90% vy las altas temperaturas que provoca
que los perros tengas temperaturas rectales en promedio de 38.9°C reducen la
respuesta inmunolégica después de la vacunacion (Greene, 2008).

Phillps et al., (1989) junto con Céspedes y Navarro (2010) han comentado
que el uso de vacunas polivalentes reduce significativamente la proteccion

contra la enfermedad, ya que la interaccion entre el adenovirus canino y el virus
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de distemper no resulta beneficiosa, ya que el primero es mas activo que el
segundo y logra bloquear la interaccion de este con el sistema inmunologico,
ademas dichas vacunas polivalentes causan una depleccion linfocitaria y
favorecen una infeccion bacteriana por la disminucion en la cantidad de

neutrdfilos circulantes.

El tamafio de la poblacion canina es un factor demogréafico importante
gue influencia en la persistencia de la infeccion. Estudios previos determinaron
que mientras mayor es el numero de individuos que existe en la poblacion

mayor sera la susceptibilidad que presenten (Santos de la torre, 2014).

El contacto de las poblaciones caninas con fauna silvestre carnivora,
favorece una mayor presencia del virus, ya que est é, puede permanecer en
cualquier especie de mamifero carnivoro. Esta documentada la muerte de
cientos de especies salvajes asociados a brotes de distemper canino. El
problema toma mayor importancia por el dafio que el virus ocasionaria en
poblaciones animales en peligro de extincion, por lo que se debe de evitar la
interaccion de fauna silvestre y dom éstica (Curi et al., 2016).

Aungue todas las razas caninas son susceptibles a la infeccion, la mayor
incidencia de la enfermedad es en perros mestizos con edades que oscila de 3
a 6 meses, siendo los machos los que tienen el mayor riesgo en comparacion

con las hembras (Morales et al., 1997).

Campos (2014) por su parte indica que los perros braquiocefélicos tienen
una menor prevalencia, mortalidad y secuelas comparadas con las razas
dolicocefalicas, siendo, la raza Pastor Aleman la mas predisponente, seguido

de las razas Greyhound, Husky, Weinmaraner, Samoyedo y Alaska Malamute.
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Se ha observado que los cambios climéticos juegan un papel importante
en la transmision de la enfermedad, el 11% de la variacion en la prevalencia de
Distemper se presenta debido a variaciones climaticas, siendo los factores mas
importantes la temperatura y la humedad. La mayor parte de los casos se
presentan en primavera e invierno Aun asi la naturaleza de la enfermedad es
variable y su curso depende en gran medida de las complejas interacciones
entre las caracteristicas biolégicas del virus (atenuacion, tropismo vy
polimorfismo genético) y el sistema inmune del hospedero (grado de madurez,
refuerzo, especificidad y eficiencia) siendo éste Ultimo uno de los principales
factores en determinar el curso, consecuencias y letalidad de la infeccién
(Morales et al., 1997).

Formas de transmision

Campos, (2014); Gutiérrez y Saenz (2016) La transmision de los virus
respiratorios se produce a través del contacto directo o indirecto entre los
animales, principalmente por las secreciones y aerosoles nasales que estan
contaminados, los cachorros de menos de 90 dias son mas susceptibles, asi
como los perros inmunodeprimidos y animales sin antecedentes de vacunacion.
Los fracasos en la vacunacion o inmunidad materna también contribuyen en

gran medida (Monteiro et al., 2016).

Patogénesis

Inicialmente, el VMC entra en contacto con el huésped por medio de la
inhalacion de aerosoles contaminados y toma contacto con el epitelio del tracto
respiratorio superior. Dentro de las primeras 24 horas se multiplica en los
macrofagos tisulares ya que son el blanco principal y se propaga en dichas
células a través de los vasos linfaticos locales hacia las amigdalas. Entre el

2do-4to dia posinfeccion, aumenta la cantidad de virus en las amigdalas y
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ademas se encuentran pequefias cantidades en otros Organos linfoides
(Beineken et.al, 2015).

Basurto y Marin (2009) Mencionan que después de la exposicion se
produce fiebre y leucopenia transitoria entre el cuarto y séptimo dia, sin que se
presenten manifestaciones de la enfermedad. Después, la temperatura regresa
al rango normal durante siete a catorce dias, luego viene una segunda

elevacion de la temperatura acompafiada de conjuntivitis y rinitis.

Figura 3: Conjuntivitis y secrecion nasal purulenta en un paciente con moquillo canino.

Figueroa y Victoria 2015.

Greene (2008) explica que entre el cuarto a sexto dia, ocurre la
multiplicacion del virus dentro de los foliculos linfoides del bazo, la lamina propia
del estdbmago, el tejido linfoide del intestino delgado y las células de Kupfter en
el higado. La proliferacion del virus en los nédulos linfoides corresponde con el
aumento inicial de la temperatura corporal y la leucopenia entre el 3er y 6to dia
posinfeccion La propagacién posterior a los tejidos epiteliales y del SNC en el
8vo a 9no dia posinfeccion (Pl) probablemente ocurra en forma hematégena
como una viremia de fase plasmatica y asociada a células y dependiendo del
estado inmunolégico del perro. La liberacién del virus comienza en el momento
de la colonizacion epitelial y se produce a través de todas las secreciones

corporales. Para el dia 14 los animales con adecuados titulos de anticuerpos
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para el VMC vy citotoxicidad mediada por células eliminan el virus de la mayoria
de los tejidos y no muestran signos clinicos de enfermedad (Pope et. al, 2016).

Formas de presentacion

La infeccién por el virus del Distemper canino se presenta como una
enfermedad multisistémica potencialmente fatal que puede involucrar al SNC.
Los perros pueden desarrollar una infeccién clinica o subclinica. Se piensa que
la mayoria de las infecciones de VMC son subclinicas, y no requieren
tratamiento. La infeccion clinica se manifiesta de tres formas: aguda, subaguda

y cronica (Morales et al., 1997; Pope et.al, 2016).

Forma aguda

Campos, (2014) Es la forma mas comun de presentacion, el periodo de
incubacion normalmente es de 7 a 14 dias. Entre los 3 a 7 dias, se presenta
fiebre y leucopenia que casi siempre pasan inadvertidas. Pope et.al, (2016) La
fiebre disminuye durante algunos dias hasta que se desarrolla una segunda
fase febril que normalmente va acompafiada de conjuntivitis, rinitis y anorexia.
Los signos gastrointestinales y respiratorios como tos, diarrea, vomitos,
anorexia, deshidratacion y pérdida de peso pueden aparecer poco después. Las
infecciones bacterianas secundarias usualmente complican este cuadro
(Piewbang et.al, 2016; Villalba, 2010; Wheeler, 2007).

Forma subaguda

Villalba (2010) En esta etapa los sintomas respiratorios y digestivos son
discretos. Entre los dias 14 a 21 se pueden observar algunos signos nerviosos
como son incoordinacién, hiperestesia, convulsiones, ataxia, paresia, paralisis,
sialorrea y temblores musculares. Una forma tipica de manifestacion de las

convulsiones del distemper canino es aquella donde el animal saliva
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profusamente y mueve sus mandibulas asemejando la acciébn de masticar
chicle, los ataques pueden hacerse cada vez mas frecuentes y severos, hasta
el punto en que el animal se echa al suelo y realiza movimientos con sus patas,
ademas de presentar incontinencia urinaria y fecal, vocalizaciones y ceguera
(Willi et al., 2015).

Figura 4: Hipergueratosis nasal, signo caracteristico de la infeccién por moquillo

canino.

Castro S/A

Forma crénica

Vidafa, (2016) ha reconocido dos formas crénicas en perros adultos. La
primera se presenta como consecuencia de un proceso inmunomediado que
produce una encefalitis multifocal que progresa lentamente. Esta forma de
presentacion normalmente ocurre en los perros de 4 a 8 afios. Se presenta con
debilidad en miembros posteriores, falta de respuesta a la amenaza, paralisis y
temblores de la cabeza. Esta encefalitis crénica va acompafiada de un
incremento de anticuerpos antimielina, que se piensa es una reaccion

secundaria al proceso inflamatorio (Torrején, 2009).

La segunda forma de presentacion es conocida como encefalitis cronica

del perro viejo. Es un desorden progresivo que afecta usualmente a perros
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mayores de 6 afios. Se presenta con ataxia, movimientos en circulo, presion de
la cabeza contra objetos y cambios en la conducta. La persistencia en el SNC
provoca una reaccion inflamatoria, ocasionando una encefalitis cronica (Galan
et al, 2014). Se ha demostrado que la infeccion del epitelio del plexo coroideo
se desarrolla durante todo el curso de la misma porque el virus se reproduce de
manera continua. Estos animales no son infecciosos, pero si la diseminacion del
virus en el SNC ha sido extensa entonces ocurre un dafio difuso (Torrejon,
2009).

Deteccién clinica

Un amplio nimero de parametros clinicos y ensayos de laboratorio se
han sugerido para el diagnostico antemortem definitivo de la enfermedad. Sin
embargo, el curso impredecible y variable de la enfermedad, asi como la
duracion de la viremia, los signos clinicos, la inmunidad humoral tardia o bien la
respuesta inmune celular dificultan el diagndstico correcto de la patologia (Elia
et al., 2014).

Biometria hematica

En la hematologia puede verse linfopenia durante las primeras fases de
la infeccion acompafiada de monocitosis, en algunos casos llega a presentarse
trombocitopenia (menos comun). En la fase inicial de la enfermedad pueden
detectarse cuerpos de inclusion en el interior de leucocitos, principalmente en
linfocitos y en eritrocitos, sin embargo, se ha reportado que pueden aparecer
también en células de descamacion en el epitelio corneal y/o conjuntival.
Lamentablemente dichos cuerpos de inclusién solo pueden verse entre los dias
2 a 9 luego de la infeccion y no suelen estar presentes cuando los sintomas
clinicos aparecen (Giné, 2012; Willi et al., 2015; Raurell y Cendellas, 2014).
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Figura 5: Presencia de cuerpos de inclusion en eritrocitos y leucocitos caninos.

A

Los incisos A Y B muestran un cuerpo de inclusion de Distemper canino en un
monocito y en un neutrofilo respectivamente, mientras que los incisos C y D muestran
varias inclusiones virales en eritrocitos.

Cortesia del laboratorio veterinario Hema

Pruebas de serologia

Un amplio nimero de técnicas inmunodiagnosticas se han desarrollado
para la deteccion de la infeccion por VMC en los perros, incluyendo ensayos de
inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA) especificos para la proteina de la
nucleocapside (Ki-hyun Cho et al., 2014; Han, 2015). Actualmente las pruebas
seroldgicas se consideran las pruebas de referencia. En el caso de las pruebas
serologias para conocer de manera cuantitativa el titulo de anticuerpos, permite
disefiar calendarios de vacunacion personalizados para cada canino, sin
embargo, su uso es limitado ya que el tiempo para obtener resultados es de 4 a

8 dias y se requiere de equipo especial (Messling et al., 1999)

El kit de ELISA se basa en la deteccion de anticuerpos contra el virus por
medio de antianticuerpos monoclonales basadose en el analisis cromatografico
encargado de la deteccion cualitativa del anticuerpo en la secrecion conjuntival,

descarga nasal, saliva, orina, suero o plasma (Li et al., 2013).
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Biopsias de piel

Un estudio reciente ha descubierto que el virus puede ser encontrado en
biopsias superficiales de 1 cm de piel normal del cuello dorsal. La biopsia de
piel es una prueba ante-mortem viable. El efecto de la vacunacién en esta
prueba, es incierto y probablemente sea menos confiable durante la fase

neuroldgica avanzada de la enfermedad (Lempp et al., 2014).

Pruebas de inmunofluorescencia

Actualmente el diagndstico rutinario del virus del distemper canino por
inmunofluorescencia se basa en la demostracion de antigenos, dicha prueba se
aplica a varios especimenes como son frotis conjuntivales, vaginales,
espécimenes nasales, lavados traqueales y sedimento de orina usando

anticuerpos policlonales o0 monoclonales (Amude et al., 2006; Elia et al., 2006).

Kapil y Neel. (2015) han evaluado una prueba con anticuerpos policlonales
fluorescentes con un conjugado de la compafia (VMRD, Inc., Pullman WA) para
detectar la replicacion viral en el citoplasma del epitelio conjuntival, nasal y
genital. Las mucosas externas ofrecen un acceso facil y muestras altamente
celulares, sin embargo, la sensibilidad de la prueba es baja (80%) en
comparacién con la prueba de PCR con transcriptasa inversa, ademas de que
no permite estimar las diferencias de los anticuerpos con respecto a la

vacunacion.

Evaluacién de liguido cefalorraquideo

Los signos neurolégicos suelen aparecer entre 1 y 3 semanas, luego de que
el perro se ha recuperado de los signos gastrointestinales y/o respiratorios. La
determinacién de anticuerpos especificos contra el VMC en LCR es diagndstico

de encefalitis por Distemper. Si los titulos de la muestra de LCR son mas altos
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gue los del suero, se considera que esos anticuerpos se han producido
localmente y demuestran una infeccion activa. También puede diagnosticarse
Distemper de forma presuntiva, detectando un aumento en la concentracion de
proteinas del LCR, pleocitosis linfocitaria, ademas se puede detectar los
anticuerpos especificos en una muestra, siempre y cuando no esté

contaminada con sangre periférica (Greene, 2008).

Histopatologia

La histopatologia es una prueba de diagnéstico de mucha importancia en
la practica clinica diaria por lo cual se recomienda evaluar muestras de bazo,
amigdalas, nédulos linfaticos, estbmago, duodeno, vejiga y cerebro debido a
que el virus puede localizarse en diferentes tejidos. Al examen postmortem
comunmente se observan lesiones macroscépicas representadas por una
neumonia bilateral, la cual puede ser moderada o severa, consolidacion,
congestion y edema de ambos pulmones, los cuales fallan y colapsan.
Histol6gicamente, los hallazgos mas comunes son neumonia broncointersticial
no supurativa, caracterizada por hiperplasia y formacién de sincicios, asi como
encefalitis no supurativa multifocal, asociada con una severa y generalizada
deplecién linfoide tisular. Es comun la presencia de inclusiones eosinofilicas a
nivel intracitoplasmatico e intranuclear dentro del epitelio bronquial y bronquiolar
(Jara, 2007).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Los recientes desarrollos en técnicas moleculares revelaron la idoneidad de
estos meétodos en el diagnéstico de la infeccion por VMC. Sin embargo, la gran

mayoria dichos estudios se llevaron a cabo en perros infectados

experimentalmente, por lo cual se requieren de mas estudios (Elia et al., 2014).
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Esta prueba permite detectar la proteina NP de la nucleocapside viral y
puede resultar positiva aun cuando las pruebas de aislamiento y de
inmunocitoquimica no logren detectar la presencia viral. Una prueba de PCR
puede incluso detectar infecciones en el segundo dia posinfeccion. Es posible
encontrar falsos positivos alrededor de 1 a 2 semanas luego de la vacunacion
(Sehata et al., 2015).

Garcia et al., (2014) establece que la PCR en tiempo real permite medir
los productos amplificados en un punto en el cual la reaccion se encuentra en
un rango exponencial. En un estudio realizado para la deteccion, se logré
detectar a los pacientes enfermos, aunque la carga viral de estos era

demasiado discreta para ser detectada por otros métodos.

El virus del distemper canino da lugar a un gran nimero de muertes cada
afio, causando importantes pérdidas econdémicas. En los ultimos afios, con el
uso de métodos basados en técnicas de biologia molecular, se han realizado
diagnosticos precisos, especificos y sensibles de la infeccion por el VMC.
Dicha prueba se utilizé para detectar el gen de la Hemaglutinina H de VMC. En
un estudio realizado con 67 perros, la prueba mostré buenas cualidades para
diferenciar de manera efectiva entre perros infectados naturalmente de aquellos

vacunados (Dong.X. Y et al., 2014).

Vacunacioén

De todas las medidas existentes para prevenir enfermedades
infecciosas, la vacunacién es sin duda la mas util (Pastoret et al, 2007).
Bresalier y Worboys (2014) Mencionan que durante la primera guerra mundial
los cientificos britanicos Laidlaw y Dunkin empezaron a buscar un método de
proteccion contra la enfermedad, la cual habia sido descrita por Carr é unos
afios atras, para ello utilizaron virus que habian sido obtenidos de hurones

infectados experimentalmente, descubriendo que cuando se elaboraban
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vacunas con cultivos desarrollados en las células de la misma especie que se

pretende proteger ofrecen una mejor proteccion.

La rapidez con que se desarrolla la inmunidad después de la vacunacion
dependera de las condiciones del animal y de la vacuna. Generalmente, se
toma de 3 a 8 dias en empezar a desarrollarse inmunidad, principalmente,
cuando se trata de una primera exposicion al antigeno. La medicion de los
titulos de anticuerpos sericos, generalmente I1gG e IgM, representa el método
disponible para valorar la eficacia y duracion de la proteccién vacunal. Aunque
los resultados de los test serolégicos deben ser interpretados con mucho

cuidado y precision (Campos, 2014).

El propdsito de la mayoria de las vacunas es inducir la inmunidad a largo
plazo contra los virus, mediante el establecimiento de la memoria inmunolégica,
gue se activa cada vez que el virus invade el cuerpo (Brindis, 2011). El
desarrollo y la utilizacion de vacunas con virus vivos atenuados ha contribuido a
una drastica reduccion en la incidencia de Distemper canino. Los veterinarios
han informado que el numero de casos de distemper se ha incrementado,
presentandose en perros que habian sido inmunizados, incluso repetidas veces,
con las diferentes clases de vacunas, dando la impresion de que ninguna
vacuna comercial ofrece una inmunizacion total. Llama la atenciéon que desde
1980 veterinarios del Reino Unido, Australia, Suiza y Nueva Zelanda también
han observado una mayor presentacion de distemper y un incremento en la
frecuencia de fallas vacunales. Esto indica que no sélo en México se ha

aumentado la incidencia de distemper (Yévenes, 2014).

Otro grupo de fracasos aparentemente en las vacunas guarda relacion
con ciertas circunstancias en las cuales queda reprimida la respuesta inmune,
por ejemplo, no se debe vacunar a los animales intensamente parasitados o
desnutridos, en cualquier situacion de estrés en general, incluyendo la prefiez,

el frio o calor extremoso, la fatiga o la desnutricion, éstos inhibiran la respuesta
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inmune normal. Otras causas de fracaso real de vacunacion pueden obedecer a
que el animal vacunado ya estuviera incubando el padecimiento antes de la
vacunacion. Pero la mas importante es la interferencia por inhibicion de los
niveles de anticuerpos maternos. En el perro sb6lo una pequefia porcion de
éstos atraviesa la placenta para llegar a la sangre fetal. La mayoria se ingieren
a partir del calostro, durante las primeras horas de vida del cachorro (Meeusen
et al., 2007).

Vacunas vivas modificadas

Las vacunas vivas modificadas se atentan de tal manera que retienen la
inmunogenicidad y la capacidad de replicacion en el huésped sin ocasionar la
enfermedad. La mayoria de las vacunas disponibles actualmente se obtienen a
partir de cultivos de células caninas o células aviares. Promueven tanto la
inmunidad humoral como celular de una manera mas eficiente y por mas tiempo
gue las vacunas muertas. Un inconveniente que posee este tipo de vacunas es
gue presentan susceptibilidad a inactivarse y pueden provocar enfermedad si
no estan correctamente atenuadas o si se aplican en animales con las defensas
bajas. Este tipo de vacunas son muy efectivas, ya que logran una inmunidad
prolongada (no menor a 1 afio en la mayoria de los perros); sin embargo,
aunque estas cepas virales son capaces de inmunizar al 100% de los perros
susceptibles, esporadicamente pueden producir encefalitis 0 desmielinizacion

posvacunal (Meeusen et al., 2007).

Vacunas de virus muertos

Las vacunas inactivadas estan hechas de agentes Vvirales
desnaturalizados sin destruccion de su inmunogenicidad. Son mas seguras
puesto que no tienen riesgo de virulencia, pero no simulan una infeccion natural
Yy, en consecuencia, poseen una eficiencia y duracion menor, sobre todo la

relativa a la inmunidad celular. Por esta razon, en la mayoria de los casos, se
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debe afiadir un adyuvante para incrementar la duracion y alcanzar un grado de
estimulacién inmunolégica similar al de las vacunas vivas modificadas. El
hidroxido de aluminio (AlI(OH)3) es uno de los adyuvantes mas usados al
mantiener el antigeno en un sitio especifico mediante un efecto de depdsito
intensificando la respuesta inmune del organismo hacia éste (Meeusen et al.,
2007).

Vacunas recombinantes

El desarrollo de las vacunas recombinantes (VR) comenzé en la década
de 1970, y su perfeccionamiento continla. Estan constituidas por un
microrganismo no patogénico que funciona como vector, al cual se le insertan
los genes que codifican las proteinas capsulares H y F del virus del distemper.
Debido a que estas vacunas contienen sélo los genes especificos, no inducen
la enfermedad en el animal vacunado, no revierten su virulencia y tampoco
pueden replicarse ni difundirse en el ambiente (Meeusen et al.,, 2007;
Stephensen et al., 1997).

Vacunas heterotdpicas contra Sarampién

Las vacunas a virus heterotopico tienen la ventaja de no interferir con la
inmunidad que proporcionan los anticuerpos maternos. Sin embargo, induce
una inmunidad limitada contra la infeccion por VDC. Se puede utilizar en
combinacién con vacunas atenuadas de VDC en cachorros de 6 a 10 semanas

de vida, o s6lo como sustituta de la primera vacunacion (Meeusen et al., 2007).

Programa de vacunacion

Se recomienda que el protocolo de vacunacién en cachorros comience a
las seis u ocho semanas. A esta edad se deben dar minimo tres dosis cada una

con tres o cuatro semanas de separacion, seguido de una revacunacion anual.
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Si bien las vacunas polivalentes convencionales son capaces de estimular la
produccion de anticuerpos neutralizantes, éstas solo tienen una distribucién

sérica y un limitado poder de difusion a superficies mucosas (Retamal, 2013).

Interaccién inmunolégica

El virus distemper se caracteriza por dafar la inmunidad innata y
adaptativa desde momentos iniciales del cuadro infeccioso gracias a su elevado
linfotrépismo y capacidad de generar disrupcion en funciones esenciales de
células inmunes. Lo anterior se explica por complejas interacciones entre las
proteinas virales y elementos propios de cada via de sefializacion, que limita el
desarrollo de una respuesta inmune antiviral Thl efectiva y en perfecto
equilibrio con una respuesta de mucosas Th2. Esta Ultima cumple el rol
fundamental de evitar infecciones productivas neutralizando agentes patdgenos
a nivel de superficies mucosas, mediante la secrecién de anticuerpos IgA
especificos. La respuesta Thl permite eliminar infecciones ya establecidas
utilizando linfocitos T citotoxicos CD8+ secretores de IFNy y células plasmaticas
secretoras de anticuerpos neutralizantes de los isotipos 1gG2a e IgG2c séricos.
Considerando esta diferenciacion funcional, una estrategia de vacunacion
Optima debe ser capaz de estimular ambas respuestas, de forma soélida y

equilibrada (Céspedes y Navarro, 2010).

No obstante, se ha descrito que los virus atenuados utilizados en
vacunas polivalentes poseen un linfotropismo y capacidad de inducir
inmunosupresion residual, comprometiendo el balance de las respuestas

inmunes mencionadas (Phillps et al., 1989; Gumley, 1999).
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia sobre Distemper canino en pacientes atendidos
en el Hospital Veterinario de Pequefas Especies del IICV-UABC durante el
periodo 2015 a 2017.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de distemper canino en pacientes atendidos
en el Hospital Veterinario de Pequefias Especies del IICV.

2. Establecer los factores de riesgo asociados a la enfermedad (raza,
edad, sexo, época, vacunacion).

3. Disefio e instrumentaciéon de un sistema de PCR en tiempo real para
la confirmacion del diagnéstico clinico y/o serolégico.

4. Obtencion de las secuencias de los casos positivos de moquillo

canino con el fin de verificar que se trata del virus de interés.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en el Hospital Veterinario de
pequefias especies (HVPE) de la UABC, el cual se encuentra ubicado en el Ex
ejido Coahuila y colinda con las colonias Independencia, Avenida Lazaro
Cérdenas y Boulevar Benito juar éz. El HVPE es reconocido por brindar
servicios veterinarios de excelencia, anualmente se atienden en promedio 650

pacientes (consultas) entre perros y gatos.

Disefio y duracion del estudio

Se llevé a cabo un estudio epidemioldgico observacional retrospectivo
con el fin de determinar la prevalencia de casos de distemper canino durante
los afios 2015, 2016 y 2017 en la poblacion canina de pacientes atendidos en el
HVPE-IICV. Fueron incluidos en el estudio todos los expedientes de pacientes
gue estaban completos y que llegaron a consulta por cualquier motivo. Un caso
de distemper fue aquel que resultdé positivo a la prueba de ELISA, un caso
sospechoso fue aquel que fue declarado como sospechoso a la enfermedad
sobre la base de signos compatibles a la enfermedad de acuerdo al criterio del

médico tratante y que el duefio no aceptd que se realizara la prueba de ELISA.

Base de datos

Se disefid una base de datos en un programa de Excel para la captura y
manejo de la informacién generada en el HVPE. Algunas de las variables
capturadas fueron: fecha, nombre del perro, raza, sexo, edad, talla, motivo de

consulta, signologia, diagnostico del caso entre otros.
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Confirmacion de Moquillo canino por PCR de tiempo real.

Con el propésito de confirmar la infeccibn con el virus del moquillo
canino, se disefid y estandarizd un sistema de PCR en tiempo real que
amplifica un fragmento de 88 pares de bases del gen que codifica para la
nucleocapside viral (Del Puerto et al., 2010), de acuerdo con la secuencia
disponible en las bases de datos de GenBank con numero de identificacién
KU552083.1, publicada el 12 de mayo de 2016. El gen que codifica para la
nucelocapside del virus del moquillo canino fue selecionada sobre la base que
es altamente conservada en las diferentes cepas del virus y es la proteina mas

abundantemente expresada.

Como controles positivos se tomardn muestras sanguineas de 3 perros
qgue fueron atendidos en consulta y cumplieron con los siguientes criterios: 1)
signos y sintomas compatibles con la enfermedad; 2) resultado positivo a
mogquillo canino por serologia y; 3) identificacibn de cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos en globulos blancos. Los controles negativos consistieron

en mezcla maestra sin DNA y agua grado biologia molecular.

Extraccion del ARN

Para la extraccion del ARN se utilizo el juego de reactivos Total RNA
Fatty AND Fibrous Tissue (Bio Rad Autorum™) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Del producto de las extracciones (100 pl) de las muestras se

procedi6 a realizar un combinado de DNA para la estandarizacion de la técnica.

Oligonucleétidos

Para la amplificacion del fragmento de 88 pb del gen que codifica para la
nucelocapside del virus del moquillo canino, se disefiaron los oligonucleétidos
5-GGACAGACTTGTTAGATTGG-3’ en sentido positivo y 5-
GTATCCTCTCCCTTGTTCGTG-3 en sentido negativo (Cuadro 2); empleando
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los programas GeneRunner version 6.1 y Primer3Plus version 2.4, disponibles
en (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y Oligocalc
version 3.2. Los oligonucedtidos fueron sintetizados por GeneScript Inc. (New
Jersey, USA). Para la estandarizacion y ejecucion de las pruebas RT-PCT se
utilizé un termociclador BioRad de tiempo real con paqueteria CFX Manager

software, asi como material de laboratorio diverso.

Cuadro 2. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados a partir del

gen de la nuceocapside del virus del moquillo canino

Foward GGACAGACTTGTTAGATTGG
Longitud: 20 pb Tm: 50.4°C GC: 45%
Reverse GTATCCTCTCCCTTGTTCGTG

Longitud: 21 pb Tm:52.4°C GC: 50%

Amplicon: 88 pb

Reconstitucion de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos fueron reconstituidos con agua grado biologia
molecular a una concentracion de 10 uM y estandarizados a concentraciones
de 200, 400 y 800 Nm con 1, 2 o 3 uL de DNA templete, utilizando la mezcla
maestra BioRad | Script One-Step RT-PCR (Biorad, Hercules, CA) formulada

con el fluréforo SYBR Green |, tal y como se muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3: Concentracion de reactivos para la estandarizacion

Reactivo 200 nM 400 nM 800 Nm
Cantidad | 1reaccion 1reaccion 1 reaccion
Maxter mix 5ul 5ul 5l
DNA 1-2-3 pl 1-2-3 pl 1-2-3 pl
templete
Primer F 0.25 ul 0.5 ul 1.0 pl
Primer R 0.25 ul 0.5 ul 1.0 pl
H20 4.0 ul 3.0 pl 2.0 pl
Volumen 10 pl 10 pl 10 pl
final

Protocolos de pruebas RT-PCR para moquillo canino

Los parametros de desnaturalizacion, hibridacién y extension fueron
calculados empleando la herramienta Protocol Autowriter de la paqueteria
CFX96, tomando en consideracion el tamafio del producto del PCR, la
secuencia de oligonucledtidos y el tipo de enzima de la mezcla maestra,
resultando en un ciclo de 95°C durante 3 minutos, 15 segundos de
desnaturalizacion a 95°C, 20 segundos de hibridacion a 51.2°C y un ciclo final
de extension de 20 segundos a 72°C durante 40 ciclos. Asimismo, para cada
corrida se realizé el analisis de curva de disociacion a partir de 65°C y hasta
95°C para la identificacion de curvas de amplificacion dentro de la temperatura
estimada de 75.5°C +/- 1°C del producto del PCR de 88 pb y discriminar entre
artefactos distintos a la amplificacion del templete de ADN esperado.

Interpretacion de resultados

Los resultados de la prueba RT-PCR para distemper canino fueron

considerados positivos cuando la muestra correspondiente obtuvo una seiial
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fluorescente de amplificacion antes del ciclo 40, por encima de la linea umbral
de control que el programa CFX96 establece automaticamente y que
corresponde a 10 veces la desviacion estandar del promedio de indice de
fluorescencia generada por todas las muestras durante los 10 primeros ciclos
de cada corrida. Los resultados fueron considerados negativos cuando la
muestra correspondiente no logro desarrollar una sefial fluorescente de
amplificacion por encima de la linea umbral del control negativo de referencia

en un maximo de 40 ciclos.

Analisis estadisticos

La prevalencia de la enfermedad se determind apartir del cociente del
namero de casos positivos de acuerdo a la prueba de ELISA entre el nimero de
pacientes atendidos por afio. Ademas, se utilizd el programa Statistix para
determinar si la enfermedad resulté asociada estadisticamente a los factores de
riesgo evaluados. Ademas, con el fin de determinar la magnitud de asociaciéon
entre la enfermedad y los factores de riesgo se calculé la tasa de momios (OR) y

su intervalo de confianza del 95%.
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VIl. RESULTADOS

Prevalencia de casos de moquillo canino en pacientes atendidos en el
HVPE-IICV.

El cuadro 4 muestra la prevalencia de casos de distemper canino en
pacientes atendidos en el HVPE-IICV del 2015 al 2017 dependiendo de su
clasificacion diagnostica. La prevalencia general de casos positivos durante el
periodo de estudio fue de 1.8% observandose un incremento durante el afio
2016 (3.8%) y 2017 (1.3%) con respecto al 2015. Al sumar los casos positivos y
sospechosos para el célculo de la prevalencia se observa una prevalencia
general de 4.3%. Ademas se observa una tendencia similar, es decir

incremento en 2016 y 2017 con relacion a 2015.

Cuadro 4 Prevalencia de casos de moquillo canino en pacientes atendidos en el HVPE-

IICV del 2015 al 2017 dependiendo de su clasificacion diagndstica.

Afio Pacientes Positivos Sospechosos Pos+Sosp

atendidos (Prevalencia %) | (prevalencia %) | (Prevalencia %)

2015 479 1(0.2) 10 (2.1) 11 (2.3)
2016 492 19 (3.8) 10 (2.1) 29 (6.1)
2017 386 5 (1.3) 13 (3.4) 18 (4.7)
Total 1357 25 (1.8) 33 (2.4) 58 (4.3)

Magnitud de asociacion de casos de distemper entre los diferentes afios

de estudio.

Como se puede observar en el cuadro 5, los perros atendidos durante
2016 presentaron 19 (OR=19.2; P<0.05) veces mas probabilidad de ser
detectados con distemper con relacion a 2015 que fue utilizado como
referencia. Sin embargo, al comparar 2015 con 2017 no se detect6 diferencia

estadisticamente significativa entre los casos.
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Cuadro 5 Magnitud de asociacién de casos positivos a moquillo entre los diferentes

anos.

Afo  Positivos Negativos Prevalencia  OR IC95% P value
2015 1 478 0.2 Ref

2016 19 473 3.8 19.2 (2.5-14.4)  P<0.05
2017 5 381 1.3 6.2 (0.7-53.9) P=0.13 NS

Gréfica 1: Comportamiento mensual de los casos positivos de moquillo canino y los

anos de estudio.
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La grafica 1, muestra que el mayor nUmero de casos se presentaron
durante durante invierno y primavera, siendo los meses de enero a marzo

donde se presentan los mayores picos de incidencia.
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Gréfica 2: Comportamiento mensual de los casos positivos + sospechosos de moquillo
canino y los afios de estudio.
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La grafica 2, muestra que el mayor nUmero de casos se presentaron
durante durante el invierno, primavera y el verano siendo los meses de enero a

junio donde se presentan la mayor cantidad de casos.

Gréfica 3: Razas afectadas por moquillo canino durante el periodo 2015-2017.
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Razas mas afectadas por distemper canino

Se calculé la prevalencia de las razas mas afectadas de distemper
canino observandose que las 4 razas mas afectadas fueron: labrador, husky,

chihuahuefio y pastor alemén aportando un 72% del total de casos.

Factores de riesgo asociados a la enfermedad

Como se puede observar en el cuadro 6, la Unica variable
estadisticamente significativa fue la edad del animal a la que fue detectada la
enfermedad. Los perros <1 afio presentaron 3.5 veces mas probabilidades de
enfermar en comparacion con los >1 afio. Aunque el efecto de la vacunacién no
fue estadisticamente significativo es importante sefialar que el 23% (311/1357)
del total de registros (pacientes) analizados refirieron haber sido vacunados,
aunque solo 29 (9.3%) de ellos recordaron la marca de la vacuna utilizada. De
estos 29, el 69% utilizo vacuna Canigen® MHA2 Puppy (Virbac) y el resto

fueron otras marcas comerciales.

Cuadro 6: Magnitud de asociacién entre factores de riesgo y la enfermedad.

Factor de riesgo | Estrato | Positivo | Negativo OR 1IC95% Valor p
Edad <1 afio 17 503 3.5 (1.5-8.1) 0.001

>1 afo 8 829

Epoca P-V 13 752 1.1 (0.5-2.6) NS
O-l 12 580

Vacunacion No 23 1023 3.4 (0.8-14.8) NS
Si 2 309

Raza Puro 25 1206 2.6 (0.3-19.0) NS
Mestizo 0* 126

Sexo Macho 9 667 1.7 (0.7-4.0) NS
Hembra 16 665

Talla Peg-med 23 1001 3.8 (0.8-16.2 NS
Grande 2 331

*En esta columna se coloco el 1 para hacer la prueba.
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El cuadro 7 muestra la magnitud de asociacion entre las razas de perros
y la enfermedad. La raza schnauzer fue la menos afectada y utilizada como
referencia para el analisis donde se observa que la raza labrador presento 12
veces mas probalilidad de ser detectado con distemper en relacion al

schnauzer. El analisis de las otras razas no fue significativo.

Cuadro 7. Magnitud de asociacion entre las razas de perros y la enfermedad.

Razas Animales No de OR IC95% Valor P
atendidos casos

Schnauzer 75 1 1.0 Referencia

Labrador 49 8 12.0 (1.4-99.6) 0.01
Chow-chow 9 1 8.2 (0.4-143.1) NS
Boxer 36 1 2.0 (0.1-33.8) NS
Pug 74 2 2.0 (0.2-22.5) NS
Pitbull 135 2 1.1 (0.1-12.3) NS
Pastor Aleman 95 3 2.3 (0.2-22.9) NS
Chihuahuefio 212 3 1.0 (0.1-10.2) NS
Husky 34 4 0.1 (0.01-1.0) NS
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Distribucion espacial de caso de distemper canino en Mexicali.

Con el fin de ubicar la distribucion de casos en Mexicali, este fue dividido
en 4 cuadrantes y un cuadradante adicional que representa a California. EI 56%

(14/25) de los casos se presentaron en las zonas 2 y 4. Es importante sefialar

que el 28% (7/25) de los casos fueron pacientes procedentes de Calexico.

Figura 6: Numero de casos positivos y sospechosos registrados en la ciudad de

Mexicali.
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Principales signos que presentaron los perros diagnosticados con

distemper (n=25).

En total fueron referidos 56 signos. La secresion nasal, diarrea, anorexia,

vomito y depresion contribuyeron con el 58% (grafica 4).

Grafica 4: Signos presentes en los perros positivos y sospechosos de moquillo durante
el periodo (2015-2017).
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Estandarizacion de la prueba de RT-PCR para el diagnéstico de distemper
canino.

El mejor desempefio del sistema RT-PCR para moquillo canino se obtuvo
mezclando los oligonucledtidos a una concentracion de 400 nM con 2 pl de
DNA temlpete en mezcla maestra con un volumen final de 20 pl por reaccion. El
promedio del ciclo umbral de amplificacion (Threshond cycle/Ct) para los
controles negativos fue 16.69. Ninguno de los controles negativos de mezcla

maestra o agua grado biologia molecular desarrollaron amplificacion alguna.

Grafica 5: Curvas de disociacidon en la estandarizacion del RT-PCR para

mogquillo canino a partir de muestras de capa flogistica de sangre de perros.
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La curva de la derecha muestra el producto de amplificacion del
fragmento de 88 pb del gen que codifica para el moquillo canino con una Tm
estimada en 75.5 °C. Los controles negativos no presentaron amplificacion

detectable, haciendo valida la prueba.
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La grafica de la curva estandar confirma la validéz de la prueba RT-PCR
para moquillo canino al cumplirse los parametros de eficiencia (E) entre 90% y
110%, correlacion (R2) mayor a 0.995 y con una amplitud (slope) entre

diluciones con promedio de 3.316.

Grafica 6: Curva estandar en diluciones seriadas con factor logaritmico para la

estandarizacién del sistema RT-PCR para moquillo canino
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Para comprobar que la amplificacion detectada en el espectofotometro
corresponde a la secuencia de nucleétidos que codifican para la nucleocépside
viral de moquillo canino se mandardon a secuenciar a (eurofins Genomics 12701
Plantside Dr. Louisville, KY 40299) 4 muestras de productos del Real time RT-PCR
(Pool de muestras) mismas que fueron amplificados por medio de la PCR de
punto final siguiendo las mismas indicaciones técnicas de la PCR anterior.
Posteriormente se corri6 un gel de agararosa al 2% detectando fragmentos
menores a 100 pb. Dado que en la amplificacion se trabajé con un pool de
muestras positivas, se envié una muestra con un duplicado tanto en su forma
foward como reverse, quedando de la siguiente forma: muestra 1 foward,
muestra 1 reverse, muestra 2 foward y muestra 2 reverse. Las muestras fueron

enviadas en el volumen y bajo las indicaciones recomendadas por la compaifiia.
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Los resultados obtenidos en la secuenciacion fueron analizados en la
herramienta de alineacién de secuencias (Blast) del Genbank mostrando una
similitud del 96% para el gen que codifica para la nucleocapside del virus de
mogquillo canino, obtenido del mismo banco genético con nuamero de
indentificacion KU552083.1. Lo anterior demuestra que el material genético
amplificado corresponde al genoma viral y que la estandarizacion y los primers
fueron perfectamente disefiados, obteniendo resultados seguros y confiables

con esta metodologia.

Cuadro 8: Resultados de la alineacion.

lein gene compleks ods M3 T3 100% Be-10 96% KU

T3 713 100% %10 96% KPristnd
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VIIl. DISCUSION

En nuestro estudio la prevalencia general detectada de Distemper canino
durante el periodo 2015 al 2017 en el HVPE fue de 1.8%. Esta cifra esta muy
por debajo de lo encontrado en otros paises ya que Gencay et al., (2004)
reportaron en Turquia una prevalencia del 9% (55/609) en perros utilizando la
prueba de neutralizacién viral. En otro estudio Jamett et al., (2015) reportaron
una prevalencia del 52% (257/501) en perros no vacunados en la region de
Aracaunia, Chile empleando pruebas serolégicas de Elisa. Ademas Curi et al.,
(2016) analizaron 380 muestras de perros de zonas rurales de Brazil
detectando una prevalencia del 15%. La prevalencia general de nuestro trabajo
(1.8%) no pueden ser comparados con otros estudios en México ya que los
pocos reportes que existen solo consideran tamafios de muestras reducidos y
estratos de poblacién muy especificos. Tal es el caso de Vidafa (2016) quien
reporta una prevalencia de 23.3% (7/30) de una pequefia poblacién de la
comarca lagunera (Coahuila), sin embargo, todos los pacientes incluidos en el
estudio eran sospechosos a la enfermedad. Otro estudio realizado por Vallejo
(2014) en la ciudad de Monterrey reportd una prevalencia de 71% (73/102)
utilizando t écnicas moleculares. En 2017, duefios de clinicas veterinarias en
Mexicali mostraban preocupacion por el incremento de casos de distemper en
los pacientes que llegaban a consulta. Sin embargo, no se contaba con cifras
de prevalencias anuales que permitieran evaluar el comportamiento de la
enfermedad y verificar si efectivamente se estaba presentando una mayor
cantidad de casos. Si bien es cierto que las prevalencias encontradas en
nuestro trabajo estdn muy por debajo de lo reportado en otros paises. Nuestro
trabajo permitio identificar un incremento sustancial de la prevalencia del 2015
(0.2%) con relacion al 2016 (3.8%) ya que los perros atendidos durante 2016
presentaron 19 veces mas probabilidad de ser detectados con distemper con
relacion a 2015 este comportamiento no puede ser explicado debido a las

limitaciones que tienen los estudios descriptivos como el nuestro ya que solo
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permite conocer las dimensiones del problema, pero no identificar las causas de

este incremento.

Factores de riesgo

En nuestro trabajo, de todas las variables analizadas solamente la
variable edad (<1 afio y > 1 afio) mostré diferencia estadisticamente
significativa. Es decir, los perros <1 afio presentaron 3.5 veces mas
probabilidades de ser detectados con distemper con relacién a los >1 afio
(p=0.001, IC95% 1.5-8.1).

Aungue el tipo de raza (puro—mestizo) no fue significativa; se encontro
una asociacion estadisticamente significativa al analizar dos razas puras; los
resultados indican que la raza labrador present6é 12.0 veces mas probabilidades
de enfermar de distemper en comparacién con la raza schanuzer (p=0.01,
IC95% 1.4-99.6). Otros estudios realizados por Avizeh et al (2017) y Morales et
al (2007) no encontraron significancia estadistica al anlizar la raza, sexo, edad y
época. Lo anterior demuestra que las variables que principalmente se atribuyen
a la enfermedad no siempre resultan ser significativas y quizds existan otros
aspectos (densidad de poblacion, prevalencia de la enfermedad en la region,
tenencia responsable de la mascota, medicina preventiva, entre otras) que

intervienen en el comportamiento y presencia de la enfermedad.

Vacunacion

La vacunacion es el método mas eficaz para cotrolar las enfermedades
infecciosas en las personas y en los animales. Ademas es una de las
estrategias de medida preventiva primaria que representa una accion muy
importante para la prevencién y control de las enfermedades (Tizard, 2009). En
nuestro estudio la vacunacion no fue estadisticamente significativa este

comportamiento puede ser explicado en parte porque quizas las vacunas que
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se utilizan en Mexicali contienen cepas diferentes a las que circulan en el
campo y por lo tanto no genera inmunidad activa contra las cepas que puedan
estar circulando en la regién y por lo tanto pudieran no proteger al animal.
Demeter et al., (2010) en Hungria analizaron la variacion genética de las
proteinas N, M, P y F vacunales (Vacuna Vanguard® Plus; Pfizer Animal Health)
y de las cepas de campo en la regién. Se reporté que la vacuna contiene la
cepa (Snyder Hill) que correponde al linaje (America-1) y dentro del cual se
encuentran todas las cepas vacunales. Sin embargo, las cepas de campo
aisladas fueron del linaje (America-2), por lo cual esas vacunas aparentemente
no ofrecen ninguna proteccion a los perros inmunizados. En nuestro estudio la
utilizacién de la vacuna no mostré ningun efecto sobre la prevencion de la
enfermedad; del total de pacientes que refirieron vacunacion y que recordaron
la marca, el 69% utiliz6 vacuna Canigen® MHA2 Puppy (Virbac) y el resto
fueron otras marcas comerciales. Por lo anterior, es imperativo realizar los
estudios necesarios para evaluar si los hallazgos encontrados por Demeter et

al., (2010) se estan presentando en nuestra region.

Durante bastante tiempo se ha intentado dar una explicacion a la
creciente cantidad de brotes registrados en todo el mundo, para ello se han
propuesto varias posibles causas. Una de ellas es la presencia de nuevas
cepas virales. Riley y Wilkes (2015) determinaron el origen de una nueva cepa
viral que fue encontrada en EE. UU (Tennesse y Kentucky) y bautizada como
cepa Tennesse. La genotipificacion reveld que esta cepa aparecio por primera
vez en 2011 y se detectd en perros de varios estados en la regién sudeste de
los Estados Unidos. Pero no han sido las Unicas cepas descritas se ha
comunicado el descubrimiento de nuevas cepas virales que difieren de las
cepas vacunales y de campo por todo el mundo, lo que demuestra que es una
problematica global, por ejemplo, se han descrito nuevas cepas en Colombia
(Restrepo et al, 2014), India (Swati et al, 2015) y China (Feng et al, 2016) solo
por mencionar algunos. En nuestro pais Martinez et al., (2008) y Gamiz et al.,
(2012) realizaron estudios moleculares en el Estado de M éxico reportando un
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nuevo genotipo del virus de moquillo canino, aungque no se puede asegurar que
solo es excusivo de esta region ya que no se han realizado estudio a nivel

nacional.

Signos de la enfermedad

Con respecto a la signologia de Distemper canino, no existe un signo
patognomaonico, sin embargo, la presencia conjunta de varios de ellos en un
animal constituye una buena evidencia diagnéstica. La signologia que se puede
presentar durante la enfermedad es muy variable ya que depende de varios
factores tales como: la cepa del virus, la carga viral, la etapa de infeccion, la
inmunidad del paciente entre otros (Greene, 2008). En nuestro estudio los
signos reportados mas frecuentemente fueron la secrecion nasal, diarrea,
anorexia y vomito, los cuales contibuyeron con el 58% de la signologia
observada en los 25 perros positivos registrados. Por su parte Rodriguez (2017)
encontré en un estudio realizado en 52 perros que los signos respiratorios,
digestivos y nerviosos fueron los mas comunes. Lo anterior demuestra que los
signos nerviosos no siempre se van a presentar como se suele pensar, lo que
nos obliga a ser mas precavidos y nunca descartar que el paciente curse con la

enfermedad al observar solo signos poco especificos.

Estandarizacion RT-PCR

En este trabajo se disefio, estandariz6 e instrumenté exitosamente un
sistema RT-PCR que permtiod la confirmacién de la presencia de cDNA del virus
del moquillo canino empleando el RT-PCR en muestras positivas a serologia o
sospechosas sobre la base de la historia clinica del animal. En la actualidad,
este tipo de pruebas se estan convirtiendo en una parte fundamental del
diagnostico de esta y otras enfermedades, ya que ofrecen alta sensibilidad y
especificidad y permite obtener resultados en cortos periodos de tiempo a
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comparacién con otros tipos de pruebas. Wang et al., (2011) desarrollo en china
una prueba de RT-PCR para diferenciar cepas vacunales y de campo,
utilizando las secuencias genéticas registradas en el GenBank incluida la cepa
A75/17. La técnica demostré ser eficiente y precisa para llevar a cabo la
diferenciacion, ya que inclusive logro detectar cepas mutantes. Dong et al.,
(2014) y Wang et al., (2017) tambien disefiaron pruebas de RT-PCR multiplex
para detectar y diferenciar cepas vacunales y de campo y concluyeron que el
diagnéstico molecular buenos resultados, ya que se requiere una cantidad
pequefia de muestra y los resultados son muy rédpidos. Como se puede
observar, las pruebas de diagnéstico molecular, en este caso la técnica de PCR
y sus variantes ofrecen las caracteristicas de una pueba rapida y confiable, ya
gue, a comparacion de otras pruebas, se puede emitir un diagnostico desde el
segundo dia posinfeccidén y detecta una cantidadtan pequefia de material viral
de hasta 8 pg/ml. En nuestra estandarizacion pudimos observar que se detectd
el virus en todas las diluciones probadas, por lo cual también concordamos en
la gran versatilidad y eficacia de las pruebas moleculares en las detecciones

virales.

Una limitante de nuestro estudio es que solo incluyé el analisis de
informacion de un solo hospital y por supuesto estas cifras no pueden ser
extrapoladas a toda la poblacion de Mexicali, pero si consideramos que
anteriormente no existia informacion disponible sobre esta enfermedad, este
trabajo nos brinda informacion de linea base sobre la situacién epidemiolégica
de la enfermedad en el area de influencia del HVPE-UABC. Es importante
sefalar que hace falta realizar estudios epidemiologicos en el area de pequefias
especies de compafiia (perros, gatos y animales exoéticos) que nos permitan
dimensionar el impacto de sus enfermedades tanto en la salud animal como en

la salud humana.
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IX.CONCLUCIONES

La prevalencia general de casos positivos a distemper durante el periodo de
estudio fue de 1.8% observandose un incremento durante el afio 2016 (3.8%) y
2017 (1.3%) con respecto al 2015.

Los perros atendidos durante 2016 presentaron 19 (OR=19.2; P<0.05) veces
mas probabilidad de ser detectados con distemper con relacion a 2015. Sin
embargo, al comparar 2015 con 2017 no se detecto diferencia estadisticamente

significativa entre los casos.

Las 4 razas mas afectadas de distemper canino fueron: labrador, husky,

chihuahuefio y pastor aleman aportando un 72% del total de casos.

Los perros <1 afio presentaron 3.5 veces mas probabilidades de enfermar

en comparacion con los >1 afio.

Los factores evaluados tales como época, vacunacion, raza, sexo y talla no

fueron estadisticamente significativos.
En total fueron referidos 56 signos en los perros positivos a distemper. La
secresion nasal, diarrea, anorexia, vomito y depresion contribuyeron con el 58%

de ellos.

Las pruebas de diagndstico molecular (Real time RT-PCR) han mostrado

buena respuesta para la deteccion temprana de la enfermedad.

Existe la duda razonable de que quizas las vacunas no estén funcionan

adecuadamente para prevenir la enfermedad en la region.
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