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IDENTIFICACION DE UNA VARIANTE GENETICA DEL VIRUS DE
DISTEMPER CANINO EN CASOS CLINICOS DE PERROS VACUNADOS EN

MEXICO.
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El distemper canino (DC) es una enfermedad viral altamente contagiosa y algunas
veces puede ser mortal en perros y otros carnivoros. La patogénesis y caracteristicas
clinicas del DC han sido ampliamente reportados (Apple et al., 1996); la enfermedad tiene
una distribucién mundial. El virus del DC (VDC) pertenece al género Morbillivirus dentro
de la familia Paramixoviridae, es un virus envuelto de RNA de hebra sencilla de sentido
negativo no segmentado de aproximadamente 15,616 nucledtidos. Dentro de su genoma
existen seis genes que codifican: uno para una proteina asociada a membrana, este gen
mide 1442 nucleétidos (M), dos genes para glicoproteinas (el H que mide 1947 nucledtidos
que codifica para la proteina de unién hemoaglutinina y el gen F de 2205 nucleétidos que
codifican para la proteina de fusion), el gen P de 1655 nucledtidos que codifica para la
fosfoproteina y el gen L de 6573 nucledtidos que codifica para una proteina grande con
actividad de transcriptasa; el gen N que codifica para la nucleocépside que encapsula el
RNA viral mide 1683 nucleétidos (Sidhu et al., 1993). Una proteina no estructural (C) es
producida por un marco de lectura abierto (ORF) alternativo en el gen P (Lamb et al.,
2001).

La principal forma de control del DC se realiza mediante el uso de vacunas
(Chappuis, 1995). Sin embargo, se han documentado muchos brotes de la enfermedad en
perros vacunados (J6zwik y Frymus, 2002). Una de las principales causas por lo que no se
obtiene una adecuada respuesta inmune después de la vacunacion es debido a la diversidad
genética que presentan los virus de RNA, lo que puede producir cambios en las proteinas
antigénicas del virus, logrando con esto que los anticuerpos vacunales no reconozcan a
virus con variantes genéticas. Ejemplo de esta diversidad genética es el caso de Japon
(Asia) en donde se han clasificado dos variantes del VDC basandose en el analisis de su
secuencia genomica (Hashimoto et al., 2001) y de América en donde se han encontrado tres

variantes del VDC analizando la secuencia completa del gen P y las secuencias parciales de
los genes H y F (Pardo et al., 2005).
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Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue identificar la diversidad genética del

VDC obt,egldos de perros previamente vacunados y que posteriormente presentaron un
cuadro clinico caracteristico de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

! Para identificar la diversidad genética del gen N, un fragmento de 640 pb se obtuvo
a.pamr de muestras de suero colectadas de dos perros mexicanos que provenian de
d}ferentes lugares. Ambos perros tenfan un afio de edad aproximadamente y mostraban
signos clinicos de DC (diarrea, tos, descarga nasal, mioclonos e hiperqueratosis en cojinetes
plantares). De 2-3 meses antes de presentar la enfermedad, los perros habfan sido
vacunados y revacunados por lo menos una vez, usando una vacuna comercial del VDC
que contenia la cepa Onderstepoort (Intervet).

Para la extraccién de RNA se utilizaron 250 1 de suero sanguineo utilizando Trizol
(Invitrogen), la técnica se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La pastilla
de RNA fue resuspendida en 15 1 de agua tratada con 1% de dietil pirocarbonato. Para la
amplificacion de un segmento del gen N del VDC, un par de iniciadores fue disefiado en
base a la secuencia de la cepa Onderstepoort (Numero de acceso al banco de genes:
AF305419): sentido (MNPF) 5" TCT GAG GCA GAT GAG TTC TT 3’ y antisentido
(MNPR) 5" CCA TAG CAT AAC TCC AGA GC 3'. La amplificacién se hizo utilizando
RT-PCR de un solo paso (Invitrogen). Los productos de PCR fueron clonados dentro de un
vector TOPO II utilizando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Sélo 2 mg de plasmidos purificados se obtuvieron y después la
secuencia de nucledtidos se obtuvo de la cadena de DNA, usando un kit comercial, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing,
Applied Biosystms). El anélisis de las secuencias se realizo en un Analizador Genético
3100 (Applied Biosystem).

RESULTADOS

Las secuencias obtenidas mostraron 100% de identidad entre ellas y fueron
nombradas CIESAJSMC (Numero de acceso al banco de genes: AF164967). Estas
secuencias se compararon con la secuencia de cepa vacunal Onderstepoort (Ntumero de
acceso al banco de genes AF305419) y con A75/17 (Numero de acceso al banco de genes
AF164967), considerada como prototipo virulento de campo de cepas del VDC (Fig. 1).
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Figura 1. Secuencia de nucleétidos de 640 pb del gen N fragmentos de las secuencias aisladas CIESAJSMC (Numero de Acceso al
banco de genes DQ887333) comparadas con las secuencias de las cepas de referencia Onderstepoort (Ntimero de acceso al banco de
genes AF305419) y A75/17 (Namero de acceso al banco de genes AF 164967). Las secuencias comienzan en el nucleétido 480. Los
puntos (.) indican identidad.

Utilizando la secuencia obtenida, una comparacién realizada en la base de datos
BLAST en el banco de genes encontré 32 secuencias diferentes de cepas y aislados de
re;ferencia del VDC. Y también se encontrd una similitud del 93-97% entre estas cepas y
aislados con la secuencia CIESAJSMC. Sin embargo, basandose en la alta variabilidad de
la longitud de las secuencias reportadas, estas fueron editadas para formar una secuencia de
260 pb. Doce cepas reportadas en el banco de genes mostraron 100% de similitud entre
ella,ls- por lo que fueron excluidas del estudio, el resto de las cepas se incluyeron en el
analisis de relacion filogenético y estas son: Onderstepoort a (AF305419), Onderstepoort b
(AY684629), Cepa vacunal de Brasil (AY738625), Ping Tung (DQ435615), TN
(AY399348), MVC2002 (DQ003302), 98-2654 (AY466011), Rockborn (AF166273),
1127Gi95 (AF166268), 2495Gi95 (AF166271), 2544Han95 (AJ009656), 5804P
(AY386316), 2852/Gi95 (AF166272), IP3045 (DQ005128), IP4712 (DQO05130), IP2705
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005127)-, IP3288 (DQ005129) y IP1407M (AY738624). Una
sarampion (AB032167) fue utilizada como raiz del 4rbol

&2 El alineamiento multiple de secuencias, analisis molecular y filogenético se realiz6
utilizando el paquete de software MEGA 3.1 como lo reporta (Kumar et al., 2004). Los
datos de las secuencias fueron analizados usando distancias corregidas para multiples hits
por el método de dos parametros de Kimura, Con esta distancia, un 4rbol filogenético fue

cogxstruido con el método neighbour-joining. El error estandar fue computarizado por el
método bootstrap usando 1000 replicas.

. Las transi.ciones fueron s6lo observadas entre los haplotipos del VDC. La distancia
g?nétlc.a prome_dlo fue de 0.031+ 0.006, considerando los haplotipos del VDC (n=20). La
distancia genctica menor tuvo un valor (0.022) y fue observada entre la cepa mexicana
(CIESAJSMC), la cepa de la vacuna Rockborn y las cepas de Estados Unidos de América
(01-2689, 00-2601, A75/17, 98-2645 y 98-2646), mientras que la distancia mayor fue con
la cepa de referencia Onderstepoort (0.07). La secuencia CIESAJSMC fue también

analizada con las cepas alemanas (1127/Gi95 y 2495/Gi95), y obtuvo distancias de 0.032 y
0.031, respectivamente (Fig. 2).

CONCLUSIONES

Las mutaciones mas reportadas son la de los genes que codifican para la proteina
hemoaglutinina H, la proteina de fusion F y la proteina de la nucleocapside N (Mochizuki
et al., 1999). En este estudio se analizé una regién del gen N, el més conservado de estos
genes. Basandose en estas caracteristicas, nosotros asumimos que el andlisis filogenético
del gen N puede ser el mas adecuado de los tres genes mencionados para identificar nuevos
linajes genéticos. Los resultados obtenidos indican la existencia de una variante genética
del VDC en México.

La calidad de la vacuna, las revacunaciones, una respuesta inmune baja y la
diversidad genética del VDC son las principales causas de fallas en la proteccion conferida
por las vacunas contra DC (Lan et al., 2006). La diversidad genética puede ser un factor
importante en el control de la enfermedad y nuevas variantes genéticas del VDC pueden
estar asociadas con los cambios en la patogénesis, o en algunas instancias, con la evasion
inmune en perros vacunados (Martella et al., 2006). Las proteinas H y F son la§ més

{ antigénicas para la respuesta inmune, en donde se ha encontrado la mayor.vanacnén
genética y antigénica. Los resultados del presente estudio proveen poca informacion acerca
de las razones aparentes de distemper canino en perros vacunados. Sin embargo, cambios
en la secuencia de nucle6tidos en el gen N son consistentes con cambios en el gen H

(Yoshida et al., 1997).

Trabajos futuros podrian enfocarse en el estudio de un gran nimero de muestras
clinicas de perros vacunados y no vacunados donde se podrian analizar los tres genes (H, F

yN).
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Figura 2. Arbol Neighbour-Joining enraizado con el virus del sarampion, construido usando el pardmetro 2 de Kimura para la distancia
entre haplotipos. Los niimeros de los nodos son series de valores obtenidos de 1000 repeticiones (Los valores <50% no se muestran).
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