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Primer diagnóstico molecular y caracterización parcial del gen de la
nucleoproteína del Virus Distemper Canino en Uruguay
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El virus Distemper Canino (CDV) es el agente etiológico de
una severa enfermedad infecciosa, denominada Distemper o
Carré, que afecta a cánidos y diversas familias de carnívoros.
La enfermedad se caracteriza por presentar síntomas clínicos
asociados a lesiones en el aparato respiratorio, digestivo y/o el
sistema nervioso central. Su diversidad sintomatológica difi-
culta establecer un diagnóstico clínico ante-mortem preciso. En
este trabajo implementamos por primera vez en Uruguay, una
metodología diagnóstica ante-mortem mediante RT-PCR (reac-
ción en cadena de la polimerasa precedida por retrotranscrip-
ción) amplificando un fragmento conservado de 287 pb del gen
de la nucleocápside a partir de muestras provenientes de canes
con sintomatología clínica de Distemper. Se obtuvieron ampli-
cones en 44 de las 51 muestras analizadas. El análisis de las se-
cuencias nucleotídicas de tres muestras de campo reveló un 100%
de identidad. La comparación de estas secuencias con la cepa
vacunal (Onderstepoort) reveló numerosas variaciones nucleotí-
dicas. Estas diferencias nos permitieron diseñar un método de
RFLP (Polimorfismo en el Largo de los Fragmentos de Restric-
ción) para discriminar entre la cepa vacunal y virus de campo.
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Canine Distemper Virus (CDV) is the etiologic agent of a seve-
re infectious disease, known as Distemper or Carré, which
affects dogs and various families of carnivores. The disease is
characterized by clinical symptoms associated with lesions in
the respiratory, digestive and/or central nervous system. The
diversity of the symptoms makes it difficult to establish a
clinical ante-mortem diagnosis. In this work we implemented
for the first time in Uruguay, an ante-mortem diagnostic me-
thod using RT-PCR (reverse transcription - polymerase chain
reaction) to amplify a conserved fragment of 287 bp of the
nucleocapsid gene from samples belonging to dogs with
symptoms of Distemper. Amplicons were obtained in 44 out
of the 51 samples tested. The analysis of nucleotide sequences
of three field samples revealed that they were 100% identical.
The comparison of these sequences with the vaccine strain
(Onderstepoort) revealed numerous nucleotide variations. These
differences allowed us to design a method of RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) to discriminate between
the vaccine strain to field cases.
Key words: CDV, nucleocapsid gene, molecular diagnosis, RFLP

INTRODUCCIÓN
El virus Distemper Canino (CDV) es un
virus envuelto perteneciente al género
Morbillivirus de la familia Paramyxovi-
ridae. Se trata del agente etiológico de
una de las principales patologías infec-
ciosas de canes jóvenes y adultos, cono-
cida como Distemper, Enfermedad de
Carré o Joven Edad (1). La enfermedad
no se restringe exclusivamente a cánidos,
ya que se han registrado casos en pobla-
ciones silvestres de diversas familias de
carnívoros como vivérridos, mustélidos,
felinos y prociónidos (8-9, 12, 17-18).
Distemper se caracteriza por presentar
una amplia variedad de síntomas clínicos
asociados con lesiones en el aparato res-
piratorio, digestivo y/o sistema nervioso
central (SNC) que pueden causar la muerte
del animal (1). La diversidad en la sinto-

matología, asociada al ciclo impredecible
y variable del virus en el huésped, difi-
culta establecer un diagnóstico clínico
ante-mortem preciso en la mayoría de los
animales afectados (7). Los síntomas clí-
nicos de Distemper son similares a los de
otras patologías, como los de parainfluen-
za canina, adenovirus canino tipo 2 o co-
ronavirus respiratorio canino, provocan-
do frecuentemente confusión en el diag-
nóstico clínico (4).
Se han desarrollado diversas metodolo-
gías de diagnóstico complementario en-
tre las que se incluyen ensayos de in-
munohistoquímica y ELISA (Enzyme-
Linked InmunoSorbent Assay). Sin em-
bargo, dichas técnicas no satisfacen los
requerimientos de un ensayo de detec-
ción sensible, rápido y específico (7). El

desarrollo de metodologías moleculares
basadas en la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) precedida por retro-
transcripción (RT) del RNA genómico,
permite un diagnóstico ante-mortem rá-
pido, con un alto grado de sensibilidad y
especificidad (7, 10, 14, 20). La técnica
RT-PCR permite detectar genoma viral
por amplificación de regiones específi-
cas, y brindar información para análisis
posteriores de su composición nucleotí-
dica y aminoacídica.
Se ha detectado al genoma viral mediante
RT-PCR en muestras de suero, sangre,
líquido cefalorraquídeo (LCR) y orina, in-
dependientemente de los signos clínicos
del animal, títulos de anticuerpos neutra-
lizantes y distribución de antígenos vira-
les (7, 10). Mediante infección experi-
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mental de canes se demostró que en la
secreción ocular el genoma viral es detec-
tado tempranamente y por períodos más
prolongados respecto a la orina, sangre y
LCR (14).
CDV presenta un genoma de RNA de ca-
dena simple, polaridad negativa, y aproxi-
madamente 15.6 kb (15). Su genoma co-
difica para seis componentes estructura-
les del virión: dos proteínas de membra-
na, la hemaglutinina (H) y la proteína de
fusión (F), la proteína de matriz (M), la
proteína de nucleocápside (N), y dos pro-
teínas que integran el complejo RNA po-
limerasa RNA dependiente: la proteína
larga (L) y la fosfoproteína (P) (23). Par-
ticularmente la secuencia nucleotídica de
la región central del gen N se halla muy
conservada entre diversas cepas de CDV,
siendo generalmente utilizada para reali-
zar el diagnóstico etiológico (7, 10, 20).
La enfermedad de Distemper se ha con-
trolado por décadas con el uso de vacu-
nas con virus vivos atenuados desarrolla-
das en los años 50 (5). Sin embargo, en
los últimos años se ha registrado un in-
cremento en el número de casos de Dis-
temper en poblaciones caninas en diver-
sas regiones geográficas, e incluso una
expansión en el rango de huésped (3, 11,
18). Resulta preocupante que dicho in-
cremento se observe también en pobla-
ciones de canes correctamente vacunados
(2, 6, 11, 13, 16). Aunque la explicación
específica del aumento de casos de Dis-
temper aún se desconoce, existen varias
hipótesis, como la insuficiente atenuación
del virus vacunal (13), o la circulación de
nuevas cepas con la capacidad de evadir
la respuesta inmune generada por las va-
cunas administradas (19).
En Argentina, se ha reportado reciente-
mente un incremento en el número de ca-
sos de Distemper (2). Si bien no se cuen-
ta con estudios epidemiológicos de la en-
fermedad en nuestro país, en los últimos
años se han registrado numerosos casos
de Distemper.
Los objetivos del presente trabajo fueron
implementar por primera vez en el país
un método de diagnóstico molecular y
desarrollar un ensayo capaz de discrimi-
nar entre variantes de campo y la cepa
comúnmente utilizada en la fabricación
de vacunas (cepa Onderstepoort).
Como diseño experimental hemos ampli-
ficado por RT-PCR un fragmento conser-

vado de 287 pb del gen N, que nos permi-
tió detectar el genóma viral en muestras
provenientes de canes con síntomas clí-
nicos presuntivos de la enfermedad. Los
amplicones obtenidos fueron posterior-
mente analizados mediante secuenciación
y un sistema de RFLP (Polimorfismo en
el Largo de los Fragmentos de Restric-
ción), desarrollado para la rápida carac-
terización de las cepas circulantes.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras Analizadas
Todas las muestras de campo recibidas
en el laboratorio para análisis de Distem-
per, fueron alicuotadas y almacenadas a -
20 ºC a la espera de ser procesadas.
Se emplearon muestras de orina y secre-
ción óculo-nasal que ya han sido previa-
mente reportadas como adecuadas para
la detección del genoma viral  (10, 14,
20); además, presentan la ventaja de que
son de fácil recolección y no invasivas
para el animal.
Las muestras de secreciones óculo-nasa-
les fueron colectadas entre 1-14 días lue-
go de la aparición de síntomas clínicos,
mientras que las de orina se colectaron
entre 7-30 luego de la observación de sín-
tomas.
Se analizaron 39 muestras de orina y 14
de secreciones óculo-nasales provenien-
tes de 51 perros con síntomas clínicos
presuntivos de infección por CDV y 2
perros sin sintomatología clínica (Cua-
dro 1). Estos dos últimos (CDV29 y
CDV99) se utilizaron como control ne-
gativo. Como control positivo se utilizó
una muestra liofilizada de una vacuna con-
teniendo la cepa  Onderstepoort, con la
cual se estandarizó la extracción del RNA
genómico y la reacción de RT-PCR.

Obtención del genoma viral
La extracción de RNA a partir de muestras
de orina y liofilizado de vacuna (un vial fue
resuspendido en 800 �l de 1X PBS) se rea-
lizó con el kit «PureLink Viral DNA/RNA
MiniKit»  (Invitrogen, California, USA)
partiendo de 500 �l de volumen inicial.
Para las muestras de secreciones óculo-
nasales, el RNA viral fue extraído me-
diante el reactivo TRIzol (Invitrogen,
California, USA), homogeneizando la se-
creción con 1 ml de este reactivo. En am-

bos casos se siguió el protocolo sugerido
por el fabricante. Todas las extracciones
se realizaron en paralelo con las mues-
tras de perros sanos (CDV29 y CDV99).

Ensayo de RT-PCR
La reacción de retrotranscripción (RT) fue
realizada con la enzima «RevertAid M-
MìLV Reverse Transcriptase» (Fermen-
tas, Vilna, Lituania) utilizando el cebador
directo p1 y siguiendo las especificacio-
nes del fabricante.
En la reacción de PCR se utilizaron los
cebadores p1 y p2 (7) capaces de ampli-
ficar un fragmento de 287 pb correspon-
diente a la región conservada del gen de la
nucleocápside (Cuadro 2). En todas las
reacciones se ensayaron distintos volú-
menes de DNA complementario (cDNA)
y se incluyeron a las muestras de perros
sanos (CDV29 y CDV99).
Las reacciones de PCR fueron realizadas
en un volumen final de 10 �l conteniendo
1-3 �l de cDNA, 0.3 �l de cada cebador,
0.2 mM de dNTPs, 2.0 mM de MgCl2,
1U de Taq polimerasa (Fermentas, Vilna,
Lituania) en un termociclador 2720 Ther-
mal Cycler (Applied Biosystems, Cali-
fornia, USA) bajo las siguientes condi-
ciones: un ciclo de desnaturalización ini-
cial a 94 ºC durante 2 min, 35 ciclos de
amplificación (desnaturalización a 94 ºC
durante 30 s, apareamiento a 49 ºC por
45 s, extensión a 72 ºC por 1 min)  y un
ciclo de extensión final a 72 ºC por
15 minutos.
Los productos de PCR fueron visualiza-
dos mediante electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 6% y revelados por tin-
ción con nitrato de plata.

Clonación de amplicones positivos
Se clonaron cuatro amplicones con el kit
«GeneJet PCR Product Cloning kit»  (Fer-
mentas, Vilna, Lituania) utilizando célu-
las competentes de E. Coli XL-1 Blue.
El primer amplicón clonado fue el corres-
pondiente a la cepa vacunal Onderstepo-
ort. CDV11 fue el primer amplicón obte-
nido de una muestra de campo, siendo
clonado y envíado a secuenciar para con-
firmar su identidad con la base de datos
del NCBI. CDV20 y CDV75 fueron se-
leccionados debido a que pertenecían a
un animal no vacunado y uno reciente-
mente vacunado respectivamente.
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Cuadro 1. Muestras empleadas en el estudio. Se detalla la denominación, edad, localidad, vacunación y sintomatología de los
animales. NV: no vacunado; V: vacunado; SN: sintomatología neurológica; GI: sintomatología gastrointestinal; SR:
sintomatología respiratoria; Conj: conjuntivitis; ND: no determinado.

CDV113  ND  Canelones (Toledo)  NV ND ND ND ND   
CDV114  4  Canelones (Solymar)  V + - - -   
CDV115  12  Canelones (Rincón de la 

Bolsa)  
V + - - +   

CDV116  8  Montevideo  V + - + -   
CDV117  36  Montevideo  V - + - +   
CDV118  15  Montevideo  V + + - +   
CDV119  ND  ND  ND ND ND ND ND   
CDV120  15  Colonia  V - + - -   
CDV121  13  Canelones (El Pinar)  V - + - +   
CDV122  ND  ND  ND + - - -   
CDV123  11  Montevideo  V + - - + Pirexia  
CDV124  3  Montevideo  V - - - +   
CDV126  48  Canelones (Santa Rosa)  NV + - + - Pirexia  
CDV127  24  Canelones (Santa Rosa)  V - - + +   
CDV128  6  Canelones (Santa Rosa)  NV - - + +   
CDV129  60  Montevideo  NV + - - -   
CDV130  84  Montevideo  V - + - + Pirexia  
CDV131  ND  Canelones (Santa Lucía) 

NV  
 + + - - Depresión  

CDV132  ND  ND  V - + - + Depresión  
CDV139  12  Canelones (Santa Lucía)  V - - + + Pirexia  
CDV141  2  ND  V + - + +   

�

 
Muestra  

  
Edad (meses)  

  
Procedencia  

  
Vacunación  

  
Sintomatología Clínica  

  
       SN GI SR Conj Otros  
CDV2  8  Canelones (Solymar)  V + - + -   
CDV3  ND  Montevideo  ND + - - -   
CDV8  24  ND  ND - + - -   
CDV10  8  Montevideo  V + - + -   
CDV11  144  Montevideo  V (ND) + - - -   
CDV13  6  Montevideo  V + + - -   
CDV14  108  Montevideo  V + - + -   
CDV17  7  Lavalleja  V - + - + Pirexia  
CDV20  ND  Montevideo  NV + - + +   
CDV24  60  Montevideo  NV + - - -   
CDV29  24  Montevideo  V - - - - Animal Sano  
CDV30  ND  Montevideo  V - + - - Depresión  
CDV33  30  Canelones (Santa Lucía) V   - + + + Depresión  
CDV35  14  Canelones (Solymar)  V + - - -   
CDV36  72  Montevideo  V - + - -   
CDV40  2  Montevideo  NV - + - -   
CDV44  22  Paysandú  NV - + - +   
CDV63  12  ND  V - + - - Hiperque-

ratirosis  
CDV67  48  San José  NV + - - -   
CDV73  2  Rivera  V + - - -   
CDV74  60  Canelones (El Pinar)  V + - - -   
CDV75  5  Canelones (Santa Lucía)  V (dos dosis 

C4 02 y 03/ 
2007) 

+ - + + Leuco-penia  

CDV81  96  Canelones (Solymar)  NV + - - -   
CDV88  4  ND  NV + - - -   
CDV99  ND  Montevideo  ND - - - - Animal Sano  
CDV102  36  Montevideo  V - + + -   
CDV104  6  Montevideo  V - + - -   
CDV107  10  ND  V - - + - Pirexia  
CDV109  4  Canelones  NV ND ND ND ND   
CDV110  10  Canelones  V + - - -   
CDV111  ND  ND  V - + + -   
CDV112  ND  Canelones (Toledo)   NV ND ND ND ND   
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La extracción del DNA plasmídico de las
colonias con el inserto, se realizó mediante
la técnica de mini-preparaciones descrita
por Sambrook y col. (21).

Secuenciación y análisis
Los insertos de 287 pb fueron secuencia-
dos automáticamente utilizando el equi-
po ABI3130 (Applied Biosystems, Cali-
fornia, USA).  Las secuencias nucleotídi-
cas se analizaron y compararon con secuen-
cias provenientes de la base de datos del
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) a
través del método ClustalX, usando el pro-
grama MEGA versión 4.1 (22).

Análisis de restricción y RFLP
La secuencia nucleotídica de tres aisla-
mientos de campo y de la muestra vacu-
nal fueron sometidas a un análisis de res-
tricción con el programa WatCut (http:/
watcut.uwaterloo.ca).
Los productos de PCR de cinco aisla-
mientos de campo y el producto de la
muestra vacunal fueron digeridos con
EcoRV (Fermentas, Vilna, Lituania) du-
rante 3 horas a 37 ºC y posteriormente
visualizados en gel de agarosa al 2% con
tinción de bromuro de etidio.

RESULTADOS

Diagnóstico
Se amplificó el fragmento de 287 pb del
gen N en 34 de las 37 (92%) muestras de
orina, y en 10 de las 14 (71%) muestras
de secreciones óculo-nasales analizadas.
En ningún caso se registraron amplicones
específicos en las muestras de orina
CDV29 y CDV99 utilizadas como con-
trol negativo.

Análisis de secuencias
nucleotídicas
El análisis bioinformático de las secuen-
cias nucleotidícas obtenidas a partir de
los clones reveló que las muestras de cam-
po (Uy-06) presentaban 100% de identi-

dad entre si y 96,2% respecto a la cepa
vacunal. Las cepas de campo presenta-
ron 11 variaciones a nivel nucleotídico
respecto a la cepa vacunal, todas corres-
pondientes a transiciones (Figura 1). Tam-
bién se realizaron comparaciones con se-
cuencias de la base de datos del GenBank
procedentes de diferentes países. La com-
paración mostró que las secuencias pre-
sentan una conservación relativamente
elevada en la secuencia de bases. Los cam-
bios nucleotídicos observados fueron
mayormente sinónimos, por lo que la se-
cuencia aminoacídica es prácticamente
invariable para el fragmento amplificado.

Ensayo de RFLP
El análisis de las secuencias nucleotídi-
cas de las muestras de campo CDV11,
CDV20 y CDV75 y su comparación con
la cepa vacunal permitió detectar un sitio
de restricción diferencial para la enzima
EcoRV e implementar un ensayo de
RFLP. Las muestras de campo presentan
la diana específica (GAT  ATC) mientras
que la muestra vacunal registra en dicha
posición una transición T   C (GACATC),
lo cual determina la pérdida del sitio espe-
cífico para la enzima (Figura 1).
El ensayo desarrollado fue realizado en
las muestras CDV11, CDV20, CDV75,
CDV139 y CDV141 y en la cepa vacunal
Onderstepoort, corroborándose el patrón
de restricción esperado. En la electrofo-
resis de la figura 2 se observa la digestión
de las muestras de campo, dando como
resultado una banda correspondiente a
233 pb y otra a 54 pb.
El análisis in silico del RFLP reveló que
todos los aislamientos de campo sudame-
ricanos publicados hasta el momento pre-
sentan este mismo patrón de restricción,
excepto un aislamiento argentino (n° ac-
ceso en GenBank: FJ009229) (Figura 1).

DISCUSIÓN

Distemper es una de las enfermedades
virales de mayor incidencia en cánidos

domésticos y salvajes (1). Esto es debido
al constante surgimiento de brotes infec-
ciosos en diversas regiones del mundo
(11, 13, 16-17) y a la expansión en el
rango de huéspedes del virus (12, 18).
Muchos de los nuevos brotes de la enfer-
medad se observan en poblaciones de ca-
nes correctamente inmunizados, lo cual
ha puesto en duda la eficacia de las vacu-
nas administradas en dichos casos (2, 6,
16). Este hecho sumado a la dificultad
para realizar un diagnóstico clínico pre-
ciso, hacen imprescindible la implemen-
tación de metodologías que permitan rea-
lizar un diagnóstico ante-mortem rápido
y específico. En la actualidad, la técnica
basada en RT-PCR es una de las metodo-
logías más utilizadas para realizar el diag-
nóstico de Distemper (7).
En el presente trabajo se presenta la im-
plementación, por primera vez en Uru-
guay, de una metodología de diagnóstico
molecular basada en la amplificación de
un fragmento de 287 pb del gen N. Nues-
tro estudio constató la presencia del frag-
mento en el 86% de las muestras remiti-
das al laboratorio como casos sospecho-
sos de Distemper. El sistema de detec-
ción mediante la amplificación de dicho
fragmento ha sido empleado por otros au-
tores como un método de detección del
genoma viral altamente sensible y espe-
cífico en muestras de distinto orígen (7,
10, 20). En nuestro estudio, se detectó el
genoma de CDV en el 71% de las mues-
tras de secreciones óculo-nasales y en el
92% de las muestras de orina analizadas.
Si bien ambos porcentajes no son com-
parables debido a que las muestras pro-
vienen de distintos casos clínicos, nues-
tros resultados indican que estos fluidos
son adecuados para estudios diagnósti-
cos, como ha sido reportado previamen-
te (10, 14, 20).
En el 14% de los casos clínicos donde no
se detectó el genoma viral, puede haber
ocurrido que las muestras no correspon-
dieran a Distemper o bien que éstas pre-
sentaran una carga viral indetectable.
El análisis de las secuencias nucleotídi-
cas correspondiente a la región del gen N
de las muestras de campo uruguayas re-
veló 100% de identidad, sugiriendo que
estos aislamientos corresponderían a un
CDV predominante en Uruguay. La com-
paración de esta secuencia con las de ce-
pas de otras regiones mostró una elevada

Cuadro 2. Cebadores utilizados para amplificar por RT-PCR un fragmento de 287 pb
del gen N. Se indica la secuencia nucleotídica de cada cebador y su posición
en el genoma. nt: nucleótido.

  Cebador              Secuencia 5´- 3´  Posición en el genoma (nt)
p1 ACAGGATTGCTGAGGACCTAT 769-789
p2 CAAGATAACCATGTACGGTGC 1055-1035
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Figura 1. Alineamiento de la secuencia de los aislamientos de campo CDV11 (nº de acceso HQ285995), CDV20 (nº de acceso
HQ285996) y CDV75 (nº de acceso HQ285994) agrupadas en Uy 06, de la cepa vacunal Onderstepoort y secuencias de
varios países. Los puntos simbolizan identidad nucleotídica, cuando existe una sustitución se señala con la letra
correspondiente (C citosina, G guanina, A adenina, T timina). Ar: Argentina; Br: Brasil; Ch: China; Mx: México; Uy:
Uruguay. Se destaca en recuadro la diana de la enzima EcoRV.
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conservación a nivel nucleotídico y ami-
noacídico. La mayoría de los cambios re-
gistrados corresponden a transiciones que
no determinan sustituciones aminoacídi-
cas (Figura 1).
Los valores de identidad nucleotídica ob-
servados entre los aislamientos urugua-
yos y los provenientes de otras regiones
sustentan que la región conservada del
gen N es idónea para la detección del ge-
noma viral en muestras de campo.

Esto motivó al desarrollo de un ensayo
de RFLP cuya discriminación fuera de
utilidad para aportar información epide-
miológica; su desarrollo se basó en el aná-
lisis de la secuencia nucleotídica de los
aislamientos uruguayos y la cepa vacu-
nal (Figura 1). Dicho ensayo permite di-
ferenciar cepas de campo con respecto a
la cepa vacunal Onderstepoort de mane-
ra rápida y eficaz en virtud de diferencias
nucleotídicas. El RFLP se aplicó en tres

Figura 2. Polimorfismo en el largo de los fragmentos de restricción (RFLP)
de los productos de PCR con la enzima EcoRV. Carriles: 1)
Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas), 2) Amplicón
de muestra de campo sin digerir (287 pb), 3) Amplicón vacunal
sometido a digestión, 4) a 6) Muestras de campo digeridas (233
pb y 54 pb).

muestras de orina de  animales con histo-
ria de vacunación (CDV11, CDV75 y
CDV139), una muestra de orina de un
animal sin historia de vacunación
(CDV20) y en una muestra de secreción
óculo-nasal de un can vacunado
(CDV141). Los resultados obtenidos
confirman que la infección de los canes
fue causada por un virus de campo.

CONCLUSIONES
La implementación de técnicas molecula-
res para el diagnóstico (RT-PCR) y ca-
racterización (RFLP) nos permitió detec-
tar y diferenciar virus de campo de virus
vacunal de manera rápida y eficaz. De
cualquier forma, no se puede descartar la
ocurrencia de mutaciones en el genoma
que alteren la diana de restricción. En
aquellos casos que se sospeche de una
infección por cepas de campo y el análi-
sis de restricción sugiera una cepa vacunal,
se debe recurrir a la secuenciación del frag-
mento para confirmar su procedencia.
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