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Resumen 

El Distemper canino es una enfermedad vírica multisistémica grave, altamente contagiosa. 

Los casos severos presentan signos como conjuntivitis, catarro respiratorio, diarrea, fiebre 

difásica y signos nerviosos. Es causada por el virus del distemper canino (CDV) que pertenece 
a la familia Paramyxoviridae. Al igual que el CDV, el parvovirus canino (CPV) ataca a cachorros 
caninos de entre 2 y 6 meses de edad. El CPV es el agente causal de severas gastroenteritis 
hemorrágicas, linfopenia, sepsis y en algunas ocasiones miocarditis, este virus pertenece a la 

familia Parvoviridae. La producción de las vacunas contra estas dos enfermedades pasa por 

controles de calidad que incluyen estudios de inactivación, estabilidad, efectividad y pureza 
del producto y titulación viral. 

En el presente trabajo se realizó la implementación de una técnica empleada en biología 

molecular; la técnica de qPCR, como una metodología más eficiente para la identificación y 

cuantificación viral de las vacunas contra el CDV y el CPV, que las metodologías de hemaglu
tinación y efecto citopatogénico actualmente empleadas en el control de calidad de la pro

ducción de ambas vacunas. Lo cual permite un considerable ahorro de tiempo en el proceso 
de control de calidad y titulación de los lotes de vacunas fabricadas, así como un incremento 
en la precisión del mismo. Se establecieron las condiciones óptimas para la extracción de los 
ácidos nucléicos de ambos virus, la síntesis del cDNA y las condiciones de amplificación tanto 
por PCR convencional como por qPCR. Lo cual además permitirá la adecuada identificación 
y cuantificación del material viral presente en las vacunas producidas por una empresa de 
fármacos de uso veterinario. 

[11] 



Introducción 

El desarrollo de las vacunas ha sido una prioridad para contrarrestar las infecciones por virus 
o bacterias, las cuales tienen un impacto significativo en la salud de humanos y animales en 

términos de morbi-mortalidad (Jennings y Potter, 1999). Entre las enfermedades que atacan 

a gran cantidad de caninos, principalmente los domésticos, encontramos al distemper y al 
parvovirus canino. 

El distemper o moquillo canino es una enfermedad vírica multisistémica grave, de dis
tribución mundial, altamente contagiosa, que ataca a los perros así como a muchas otras 

especies del orden Carnívora. Afecta a los animales de todas las edades, sin embargo es más 
frecuente en los cachorros no vacunados de 2 a 6 meses de edad, el SO<fo de las infecciones 

presentan una recuperación completa, sin embargo la mortalidad puede variar del O al 1003 
dependiendo de la virulencia de la cepa, de la edad y el estado inmunitario del huésped (Sher
ding, 2000). Los casos leves raramente presentan cuadro clínico, en los casos severos se pre

sentan signos como conjuntivitis, catarro respiratorio, diarrea, fiebre difásica, inmunosupre
sión, hiperqueratosis o engrosamiento de las almohadillas plantares. Cuando la enfermedad 
tiene una evolución de tres o más semanas se presentan signos de alteraciones del sistema 

nervioso, así como leucoencefalitis desmielinizante (Kim y col., 2006; Sherding, 2000; Beine
ke y rnl., 2009). 

El virus del distemper canino (CDV) pertenece al género Morbillivirus de la familia Para

myxoviridae, tiene una estructura esférica y algunas veces filamentosa, puede ser altamente 
pleomórfico. Presenta un diámetro de 100 a 700 nm, está constituido por una cadena simple 
de RNA (ssRNA) de sentido negativo, de aproximadamente 15. 7 kb, cubierta por una nu
cleocápside. Es un virus envuelto por una membrana lipoprotéica, la cual es proveniente de 
la célula hospedera infectada (Appel, 1992; Chulakasian y col., 2010). Este virus contiene 
seis proteínas estructurales: la nucleocápside (N), la fosfoproteína (P), la proteína larga (L), 
la proteína de matriz (M), la hemaglutinina (H) y la proteína de fusión (F) (Figura 1). Ade
más de 2 unidades transcripcionales del gen P, las proteínas C y V (Beineke y col., 2009). La 
transmisión del virus es directa de un animal contagiado a otro a través de las excreciones y 

secreciones. Como la mayoría de los virus que poseen envoltura, este no es muy estable fuera 
del huésped (Appel, 1992). 

[13] 
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Figura 1. Estructura y ruta de infección celular del CDV. a) Estructura del CDV. b) Genoma del CDV, c) Ruta de 
infección celular del CDV (Tomado de: Moss y Griffin, 2006). 

El parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) tiene una rápida propagación y distribución en todo el 
mundo. A diferencia del CDV, es sumamente estable en el medio ambiente, se transmite fá
cilmente por medio de las heces de perros infectados o fómites a través de la vía feco-bucal. 
Es el agente causal de severas gastroenteritis hemorrágicas en perros, los cuales pueden pre
sentar anorexia, depresión, fiebre, vómito, diarrea, linfopenia, sepsis, en algunas ocasiones 
miocarditis. Pueden infectarse los perros de cualquier edad, principalmente los cachorros no 
vacunados entre el destete y los 6 meses de edad (Sherding, 2000). 

El CPV-2 pertenece al género Parvovirus de la familia Parvoviridae; es un virus redondo 
(Figura 2), de aproximadamente 20 nm de diámetro, sin envoltura, constituido por la cápside 
y una cadena sencilla de DNA (ssDNA) de sentido negativo de alrededor de 5 kb que codifica 
para 2 proteínas estructurales: la VPl y la VP2, así como dos proteínas no estructurales, la 
NSl y la NS2 (Elia y col., 2007). 
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~ Canine parvovirus PDB_ID: 2CAS 

Figura 2. Estructura tridimensional del Parvovirus ca_nino (CPV). Imagen tomada de http://\w.lw.virology.\Msc.edu/ 
virusworld/ICTV8/cpv·canine-parvovirus·ictv8.jpg 

En el caso de la infección por el CDV no existe un tratamiento antivírico eficaz. El tratamien

to de la parvovirosis es principalmente de mantenimiento y similar al de una gastroenteritis 
grave. Por esta razón el mejor método de prevención para ambas enfermedades consiste en 
la vacunación, así como en evitar la exposición con animales infectados (Sherding, 2000). El 
propósito de la mayoría de las vacunas virales es inducir la inmunidad a largo plazo contra 
los virus, mediante el establecimiento de la memoria inmunológica, que se activa cada vez 
que el virus invade el cuerpo. Para poder establecer fuertemente la memoria inmunológica 
se requiere que las vacunas presenten material viral altamente inmunogénico, esto es que 
induzca una respuesta inmune vigorosa (Carter y Saunders, 2007) pero sin que se desarrolle 
la enfermedad sistémica. 

Entre las diferentes vacunas virales que podemos encontrar están: las vacunas de virus 

inactivos, las vacunas de virus inactivos producidas por tecnología de DNA recombinan te, las 

vacunas con subunidades de virión y las vacunas de virus activos atenuados. En el caso del 
distemper canino y del parvovirus canino se trata de vacunas de virus activos atenuados, las 
cuales contienen una cepa mutante del virus (atenuada) que se ha derivado de la cepa silvestre 

virulenta y que es incapaz de infectar a la célula hospedera original. La atenuación del virus 
se realiza mediante pasajes repetidos en células clínicamente inapropiadas, a temperaturas 

entre los 28-35ºC. El desarrollo y control de todos los tipos de vacunas incluye estudios de 

inactivación, estabilidad, pruebas de laboratorio y evaluaciones de efectividad en animales 
(Jennings y Potter, 1999; Carter y Saunders, 2007). Para la producción a escala de las vacunas, 
se cultiva el virus en células clínicamente inapropiadas, tal cultivo proporciona un aproxi-



16 Implementación de la técnica de PCR en tiempo real (qPCR) en el control de calidad 
para la elaboracion de las vacunas contra el distemper canino y el parvovirus canino 

mado de 3 cosechas virales o más. La cosecha I se colecta a los 5 días de la infección viral, la 

cosecha II a las 72 horas de la colecta 1, y :finalmente la cosecha III a las 72 horas de la cosecha 
II. La dosis infectiva requerida para generar la respuesta inmune se formula con el título viral 
obtenido en cada cosecha. 

La presencia de los virus puede ser determinada por diferentes métodos como son: prue
bas hematológicas, estudios serológicos, inmunofluorescencia indirecta o seroconversión, 
examen citológico, inmunofl.uorescencia directa de muestras citológicas o histopatológicas 
o por la técnica de reacción en cadena de la pohmerasa (PCR). Esta última permite la identi
ficación de la secuencia genética del virus de interés y su amplificación de modo exponencial 
hasta alcanzar una cantidad analizable. Una de las principales ventajas de esta metodología 
es que no requiere grandes cantidades de material génico. Sin embargo, la cuantificación del 
DNA en la muestra, utilizando la técnica de PCR convencional o punto final, resulta en oca
siones complicada, puesto que la eficacia de amplificación de la PCR va disminuyendo con el 
tiempo de reacción, hasta que llega a una fase de saturación en la que ya no se produce un in
cremento del DNA sintetizado. Además se requiere de una electroforesis como paso posterior 
a la amplificación para la identificación del fragmento amplificado (Costa, 2004). 

A diferencia de la PCR convencional, la técnica de PCR en tiempo real (qPCR) es una 
variante técnica de mayor precisión que captura los datos a lo largo del proceso de la PCR, 
realiza la amplificación e identificación en un solo paso y permite conocer la cinética de la 
reacción, a través del uso de agentes fluorescentes que correlacionan la concentración del pro
ducto de PCR con la intensidad de la fluorescencia. Además esta técnica permite discriminar 
entre la fluorescencia de fondo y la fluorescencia emitida durante la amplificación, así como 
el valor umbral conocido como Ct (Cycle Threshold) el cual se relaciona de forma inversamente 
proporcional a la cantidad de copias de material genético inicial de la muestra original, por lo 
que, la qPCR es una metodología adecuada para el análisis de la expresión génica, la determi
nación de la carga viral, la detección de células y organismos genéticamente modificados, así 
como la discriminación alélica (Costa, 2004; Wongy Medrano, 2005; QIAGEN, 2010). 

En el presente trabajo se realizó una investigación de tipo experimental, ya que se evaluó 
la aplicabilidad de la técnica de qPCR como una técnica eficiente en el control de calidad de 
la elaboración y las titulaciones virales de las vacunas contra las enfermedades del distemper 
canino y del parvovirus canino. 



Antecedentes 

El término vacunación se deriva de la palabra en latín vacca, que significa vaca. Esto es porque 
el procedimiento original involucraba la inoculación de material de las lesiones de viruela de 

las vacas en gente saludable. Edward Jenner probó la primera vacunación en 1796 después 
de observar que los rostros de la mayoría de los ordeñadores no se marcaban por pústulas, 

debido a que los ordeñadores raramente contraían viruela. Jenner inoculó el brazo de un niño 

de 8 años con las lesiones de la viruela de las vacas, seis semanas después de la inoculación con 

las costras de la viruela, el niño permaneció saludable (Carter y Saunders, 2007). A partir de 
esta fecha se han desarrollado vacunas para proteger contra las enfermedades causadas por 

muchos virus que afectan tanto a hombres como animales. 

El virus del distemper canino fue identificado por Carré en 1905. Durante 1920, Dukin 

y Laidlaw realizaron estudios en Inglaterra sobre la transmisión, patogenia y prevención de 

esta enfermedad en perros y hurones. Junto con Puntoni, Carré desarrolló una vacuna de 

virus inactivados que fue utilizada durante varias décadas con éxito limitado. A fines de los 

años cincuenta, comenzaron a utilizarse las vacunas de virus activos atenuados después de 

que Cabasso y Haig atenuaran el virus mediante su pasaje en embriones de pollo y de que 

Rockborn lo hiciese en cultivos de tejidos caninos (Appel, 1992). Sin embargo en la actualidad 

el virus del distemper canino aún se presenta con frecuencia en muchas especies salvajes y no 

ha sido posible su erradicación. 
El parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) surgió en 1978, casi simultáneamente en Europa y 

en el Norte de América. Mediante el uso de anticuerpos monoclonales, análisis de restricción 

enzimática y secuenciación de DNA, Parrish y col. en 1991 demostraron que el tipo CPV-2 ha

bía sido reemplazado, entre 1979 a 1981, por una variante antigénica CPV-2a. El CPV-2b un 

segundo biotipo apareció alrededor de 1984 y es este último el que se presenta predominante

mente en los Estados Unidos. Experimentos previos no han demostrado alguna significancia 

relevante de los cambios antigénicos con respecto a la habilidad de las vacunas para proteger 

a los perros de la infección. No obstante, otros estudios han mostrado una reactividad cru

zada por CPV-2b a CPV-2 de los sueros de cachorros inoculados con vacunas de virus activos 

modificados CPV-2 o CPV-2b (Pratelli y col., 2001). 

Sin embargo, con el surgimiento de las vacunas y las diferentes variantes de estas, fue ne

cesario llevar un control y regulación de la producción de las mismas. Dicho control surgió en 

1901, cuando un niño en los Estados Unidos de América murió de tétanos contraído de una 

antitoxina de difteria contaminada. En 1955 se produjeron lotes de vacunas de poliovirus que 

[17] 
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fueron inactivadas inadecuadamente, lo que llevo a tener un mayor control en la producción 

de las vacunas (Jennings y Potter, 1999). 
Actualmente en México, a diferencia de otras patologías en animales, no existe una Nor

ma Oficial específica que regule los requisitos mínimos para las vacunas empleadas contra 
las enfermedades del distemper canino y del parvovirus canino (consultado en el Catálogo 
de Normas Oficiales Mexicanas: http://www.economia-noms.gob.mx/noms/inicio.do). Sin 
embargo en la Norma Oficial Mexicana No. 63, que establece las especificaciones que deben 
cumplir los biológicos empleados en la prevención y control de enfermedades que afectan a 
animales domésticos, se anexa un Apéndice Normativo (NOM-063-200-1999, Apéndice B) 
el cual describe las pruebas de seguridad, titulación y potencia que actualmente solicita la 
SAGARPA para las vacunas comerciales contra el distemper canino. En el caso del parvovirus 
la misma Norma Oficial describe también estas pruebas, pero para las vacunas contra parvo
virus porcino (NOM-063-200-1999, Apéndice E) yno así para parvovirus canino. 

Trabajos anteriores han evaluado técnicas como: la PCR convencional para el diagnóstico 
tanto del CDV como del CPV, ensayos de RT-PCR sobre muestras de fluidos y tejidos de cacho
rros infectados experimentalmente con CDV para la temprana detección de la enfermedad 
(Kim y col., 2006), ensayos serológicos para evaluar el desarrollo de anticuerpos ante vacunas 
de virus activos modificados contra el CPV (Pratelli y col., 2001), ensayos de qPCR para la 
detección y cuantificación del CPV en heces fecales de perros diarreicos (Decaro y col., 2005), 
así como estudios realizados con la técnica de ARMS-PCR Sistema Múltiple de Amplificación 
Refractaria de Mutación por PCR (Amplification Refractory Mutation System-PCR por sus siglas 
en inglés) para el diagnóstico de infección por el CDV (Chulakasian y col., 2010), entre otras. 



Planteamiento del problema 

Durante el proceso de control de calidad que se debe tener en la producción de las vacunas 
para el distemper canino y el parvovirus canino, es importante verificar que el tipo viral co

rresponda al de la vacuna en producción, de la misma manera, es necesario conocer si las 
titulaciones virales son las requeridas para producir la respuesta inmune necesaria, sin llegar 

a causar la enfermedad como tal. Ambos aspectos, tanto la identificación del virus como las 
titulaciones, requieren un lapso aproximado de 5 a 7 días en cada una de las evaluaciones que 

se hacen a las cosechas virales, debido a que actualmente se realizan por medio de métodos 

de visualización en cultivos celulares (que implican 7 u 8 días más) y por ensayos de hemaglu

tinación. El desarrollo y la implementación de la técnica de qPCR, al ser más rápida y especí

fica, permitirá reducir el tiempo requerido para la identificación y titulación en la vacuna ya 

elaborada a entre 1 y 2 días, lo que redundará en una importante reducción de los costos de 

producción, así como en una mayor confiabilidad en la calidad del proceso de elaboración de 

la vacuna. 

[19] 



Justificación 

Actualmente se cuenta con diversos métodos tanto para identificar los tipos virales como 
para evaluar las titulaciones de las vacunas virales de uso veterinario. Sin embargo requieren 
de entre 10y14 días para producir un resultado. La aplicación de la técnica de qPCR emplea
da en biología molecular, permitirá una identificación en menor tiempo (1 a 2 días) y una 

cuantificación más precisa del material viral presente en las vacunas del distemper canino 

y del parvovirus canino. Es necesario establecer una metodología alternativa (qPCR) para 

el control de calidad que se debe tener en la producción de las vacunas virales del distemper 
canino y del parvovirus canino. Las empresas dedicadas a la producción de dichas vacunas se 

verán beneficiadas con esta técnica que asegura la efectividad, potencia y pureza del producto. 

[21] 



Hipótesis 

La técnica de qPCR permitirá identificar de forma precisa las partículas virales presentes en 

las vacunas del distemper canino y del parvovirus canino en un menor tiempo que el emplea

do con otras metodologías. 

[23] 



Objetivos 

General 

Desarrollar e implementar la técnica de qPCR para control de calidad de las vacunas del dis
temper canino y del parvovirus canino. 

Específicos 

Diseñar los oligonudeótidos específicos para la detección de los virus del distemper cani
no y del parvovirus canino. 
Identificar por medio de PCR convencional la presencia de material viral específico en las 

vacunas del distemper canino y del parvovirus canino. 

Comparar los datos de amplificación por PCR convencional y por qPCR. 
Evaluar la eficacia de la técnica de qPCR en la titulación del material viral presente en las 
vacunas del distemper canino y del parvovirus canino. 

[25] 
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Figura 3. Secuencia génica del virus del Distemper canino obtenida de la base de datos de GenBank del NCBl. 
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Figura 4. Secuencia génica del Parvovirus canino obtenida de la base de datos de GenBank del NCBl. 

La síntesis de los oligonucleótidos diseñados fue solicitada a la casa comercial Accesolab. 
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Extracción de RNA de las cosechas virales del Distemper canino 

Una vez colectada la cosecha viral se realizaron alícuotas de 1.8 mL, tales alícuotas fueron las 
muestras a las que se procedió a realizar la extracción del RNA con el protocolo de extracción 
con trizol (Invitrogen) descrito en la tabla l. 

Tabla 1 
Protocolo de extracción de RNA con trizol 

Centrifugar las muestras a 12000 g durante 20 mina 4·c. 
Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de trizo! (Invitrogen). 
Incubar 5 min a TA. 
Agregar 200 µL de cloroformo frío (Sigma). 
Incubar 3 mina TA. 
Centrifugar a 12000 g durante 15 mina 4"C. 
Recuperar la fase acuosa y adicionar 500 flL de isopropanol frío (Sigma). 
Incubar durante 10 mina TA. 
Centrifugar a 12000 g durante 10 mina 4ºC. 
Descartar el sobrenadan te y agregar 1 mL de etanol al 75%. 
Centrifugar a 7500 g durante S mina 4ºC. 
Descartar el sobrenadan te y dejar secar el pellet de RNA. 
Resuspender el pellet en 40 flL de H

2
0 libre de RNasas. 

Incubar las muestras a 55ºC por 10 min. 

Cuantificación y electroforesis del RNA del Distemper canino extraído. 

El material de RNA extraído se cuantificó por medio del espectro fotómetro (DR 5000 HACH). 
Se calibró el blanco a las longitudes de onda de 260/280 nm con 1 mL de H,O libre de RNasas. 
La lectura de la densidad óptica (DO) del RNA se realizó con 5 µL del RNA, los cuales que se 
llevaron a un volumen final de 1 mL con H

2
0 libre de RNasas, para un factor de dilución (FD) 

de 200. Posteriormente se realizaron los cálculos para obtener la concentración del RNA, con 
la siguiente fórmula: 

!!ssRNA!! = (40 1~0 )(26~~m )(FD) 
muestra 

La pureza del RNA extraído se consideró adecuada cuando la relación de las absorbancias 
A

260
/ A

280 
se encontró entre 1.7 a 2. 

Para evaluar la integridad del RNA extraído se realizó una electroforesis, en la que las 

muestras procesadas migraron en un gel de agarosa (Sigma) al 1.5%, teñido con 3 µL de BrEt 

(10 mg/mL). 
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Síntesis de cDNA del virus del Distemper canino 

A partir del RNA del virus del Distemper canino extraído, se sintetizó el cDNA con el First

Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare), para lo cual se siguieron las instrucciones del fa
bricante, como se menciona a continuación: 

Primero la solución de RNA se incubó a 65ºC durante 10 min, posteriormente se enfría en 
hielo. Los volúmenes de mezcla por cada reacción se muestran en la tabla 2. 

Tabla2 
Condiciones por reacción para la síntesis del cDNA 

Mezcla de reacción de la primer cadena Primerpd 
(N) 

11 µL 1 µL 

Solución DTT 

1 µL 

RNA 
(1-5 µg) 

20µL 

Volumen final 

33 µL 

La mezcla final se calienta a 37ºC durante una hora. Para visualizar la integridad del cDNA 
sintetizado se realizó una electroforesis en un gel de agarosa (Sigma) al 23, teñido con 3 µL 
de BrEt (10 mg/mL). 

El cDNA se cuantificó por medio del espectrofotómetro (DR 5000 HACH). Se calibró el 
blanco a las longitudes de onda de 260/280 nm con lmL de H

2
0 libre de RNasas. La lectura 

de la DO del cDNAse realizó con 5 µL del cDNA, que se llevó a 1 mL con H
2
0 libre de RNasas, 

!lssDNAll = (37 1~0 )(z6~~m )(FD) 
muestra 

para un FO de 200. Posteriormente se realizaron los cálculos para obtener la concentración 
del cDNA, con la siguiente fórmula: 

La pureza del cDNA sintetizado se consideró óptima cuando la relación A
260

/ ~80 se en
contró entre l. 7 a 2. 

PCR convencional del virus del Distemper canino 

Con la finalidad de comprobar la especificidad y la eficiencia de los oligonucleótidos diseñados 
para el CDV, se realizó una amplificación de la muestra procesada de la cosecha I del CDV por 
PCR convencional. Se empleó la Taq DNA polymerasa (Vivantis) en un gradiente de 6 tempe
raturas diferentes, entre 53 y 63ºC, próximas a la Tm teórica de 61 ºC de ambos oligonucleó
tidos. En cada reacción de PCR de 25 µL se utilizaron: 2.5 µL de amortiguador lOx, 100 mM 
MgC12, 5 µM dNTPs, 1 µM de cada oligonucleótido, 0.3 µL de Taq DNA polimerasa (5 u/µL), 
13.7 µL de H20 libre de RNasas, 1 µL del DNA muestra (3.38 µg/µL). 
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La muestra se amplificó en un termociclador (Corbett) bajo las siguientes condiciones: 1) 
desnaturalización inicial del DNA a 95ºC durante 10 min, 2) 35 ciclos de tres pasos: a) desna
turalización a 95ºC durante 35 seg, b) alineación o hibridación de los oligonucleótidos al DNA 
en gradiente de 53 a 63ºC durante 1:30 min, c) extensión a 72ºC durante 1 min; 3) elongación 
final a 72ºC por 10 min (Figura 5). Posteriormente se realizó la identificación del fragmento 
amplificado, mediante electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa (Sigma) al 23, 
teñido con 3 µL de BrEt (10 mg/mL), el marcador de peso molecular empleado en la electro
foresis fue Marquer 1 (Dongsheng Biotech) de 600 pb. 

95°C 95ºC 72ºC 72°C 
10:00 00:30 53·63°C 01:00 10:00 

01:30 

lx 35x lx 

./ 1, J\ - --y-- -·-·y---
E:.:tensién Slong:;.ción 

Figura 5. Condiciones de amplificación por PCR convencional del CDV. 

qPCR del virus del Distemper canino 

Se realizó la qPCR de la muestra del CDV correspondiente a la cosecha l. Se preparó la dilución 
inicial con 2 µL (3.38 µg/µL) del cDNA que se llevaron a un volumen de 20 µL con H20 libre 
de RNasas, de esta se tomaron 10 µL (0.338 µg/µL) que se llevaron a un volumen de 100 µL 
con H

2
0 libre de RNasas para la primer dilución serial 1:10 con respecto a la dilución inicial, 

posteriormente se realizaron 4 diluciones seriadas más, a la proporción 1:102
, 1:103

, 1:104 y 
1:105• Esto con la finalidad de evaluar la eficiencia de amplificación de la reacción, así como de 
corroborar el decremento en la concentración por dilución. 
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Figura 6. Condiciones de amplificación por qPCR del CDV.1) Desnaturalización inicial del DNA a 95ºC durante 30 seg, 
2) desnaturalización a 95ºC durante 5 seg, 3) hibridación en gradiente de 57 a 64ºC durante 30 seg, 
4) ex1ensión a 72ºC durante 30 seg. 5) repetición de los pasos del 2·4 durante 40 ciclos, 6) curva de fusión del 
producto amplificado de 65 a 95ºC con un incremento de O.SºC cada 5 seg. 

Por cada reacción de 20 µL se emplearon 10 µL de SsoFast EvaGreen Supermix (BIO-RAD), 
500 nM de cada oligonucleótido, 5.5 µL de H

2
0 libre de RNasas y 2 µL de la dilución corres

pondiente. La muestra se amplificó en un termociclador Mini Opticon (BIO-RAD) y los datos 
se procesaron con el CFX Manager™ software. Se programó el termociclador con la siguiente 
información: la placa con las muestras a procesar, el blanco de la reacción, la concentración 
de la muestra (0.0338 µg/µL), las diluciones en decremento (en base 10), el número de repe
ticiones, que en este caso fue de 3, el fiuoróforo empleado que fue EvaGreen y las siguientes 
condiciones de amplificación: 1) desnaturalización inicial del DNA a 95ºC durante 30 seg, 2) 
40 ciclos de tres pasos: a) desnaturalización a 95ºC durante 5 seg, b) hibridación en gradiente 
de 57 a 64ºC durante 30 seg, c) extensión y elongación a 72ºC durante 30 seg; 3) paso final 
de 65 a 9SºC con un aumento de 0.5°C cada 5 seg para evaluar la curva de fusión (melt curve) 

del producto amplificado (Figura 6). Los productos de qPCR se separaron por electroforesis 
en gel de agarosa al 23, teñido con 3 µL de SYBR Safe DNAgel stain (Invitrogen). Se empleó el 
marcador de peso molecular Marquer 1 (Dongsheng Biotech) de 600 pb. 
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Extracción de DNA de las cosechas virales del Parvovirus canino 

Una vez colectada la cosecha viral se realizaron alícuotas de 1.5 mL a las que se procedió a 
realizar la extracción del DNA con el protocolo de extracción con fenol-cloroformo-alcohol 
isoamílico descrito en la tabla 3 (Sambrook y col., 2001). 

Tabla 3 
Protocolo de extracción de DNA con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 

A partir de 1 mL de la cosecha viral agregar 500 µL de amortiguador TE (Tris 10 mM, 
EDTA 1 mM, proteinasa K 100 µg/µL) pH 7.9 y 13 de SDS. 
Incubar a SSºC durante 45 min. 
Agregar 500 µL de fenol-doroformo-isoamilico (Sigma), incubar 5 mina TA y centrifu
gar a 10000 g durante 2 min. 
Recuperar la fase acuosa y repetir el paso anterior. 
Recuperar la fase acuosa y agregar 500 µL de cloroformo (Sigma), incubar durante S 
mina TA y centrifugar a 10000 g durante 2 min. 
Recuperar la fase acuosa y agregar 40 µL de NaCl 5 M, más el mismo volumen que se 
recuperó de isopropanol frío (Sigma). 
Someter a congelación durante 30 min. 
Centrifugar a 10000 g durante 10 min y descartar el sobrenadante. 
Realizar un lavado con 300 µL de etanol al 703 y centrifugar a 10000 g durante 5 min, 
realizar un segundo lavado con etanol absoluto (Sigma). 
Dejar secar el pellet y resuspender en 40 µL de H

1
0 bidestilada estéril. 

Cuantificación y electroforesis del DNA del Parvovirus canino extraído 

Se cuantificó el material de DNA extraído de la cosecha I del CPV, por medio del espectrofo
tómetro (DR 5000 HACH). Se calibró el blanco a 260/280 nm con 1 mL de H20 bidestilada. 
La lectura del DNA se realizó a las longitudes de onda señaladas, con 10 µL del DNA que se 
llevaron a un volumen final de 1 mL con H

2
0 bidestilada, para un FD de 100. Posteriormente 

se realizaron los cálculos para obtener la concentración del DNA, con la siguiente fórmula: 

llssDNAll = (37 1~0 )(26~~m )(FD) 
muestra 

La pureza del DNA extraído se consideró óptima de acuerdo a la relación A
260

/ A280, siempre 
que el valor obtenido se encontrará entre 1. 7 y 2. Para visualizar la integridad del DNA extraí
do se realizó una electroforesis; las muestras migraron en un gel de agarosa (Sigma) al 1.53, 
teñido con 3 µL de BrEt (10 mg/mL). 
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PCR convencional del Parvovirus canino 

Para evaluar la especificidad y el umbral en la eficiencia de amplificación por parte de los oligo
nucleótidos diseñados para el CPV, se realizó la PCR convencional de la muestra procesada de 
la cosecha 1 del CPV, con la Taq DNApolymerasa (Vivantis) en un gradiente de 10 temperaturas 
entre SS y 63ºC, cercanas a la Tm de 61 ºC de ambos oligonucleótidos. En cada reacción de PCR 
de 2S µL se utilizaron 2.5 µL de amortiguador lOx, 100 mM MgCI

2
, S µM dNTPs, 1 µM de 

cada oligonucleótido, 0.3 µL de Taq DNA polimerasa (S u/µL), 12. 7 µL de H
2
0 libre de RNasas, 

2 µL DNA muestra (0.0333 µg/µL). La muestra se amplificó en un termociclador (Corbett) 
bajo las siguientes condiciones: 1) desnaturalización del DNA a 9SºC durante 10 min, 2) 3S 
ciclos de tres pasos: a) desnaturalización a 95ºC durante 30 seg, b) hibridación en gradiente 
de S5 a 63ºC de 1:30 min, c) extensión a 72ºC durante 1 min; 3) paso final de elongación a 
72ºC durante 10 min (Figura 7). Posterior a la amplificación se realizó una electroforesis de 
los productos de PCR en un gel de agarosa (Sigma) al 1.53, teñido con 3 µL de BrEt (10 mg/ 
mL). Se empleó el marcador de peso molecular Marquer 1 (Dongsheng Biotech) de 600 pb. 
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Figura 7. Condiciones de amplificación por PCR convencional del CPV. 

qPCR del Parvovirus canino 

Después de comprobar la especificidad de los oligonucleótidos diseñados para el CPV, se realizó 
la qPCR de la muestra de la cosecha 1 del CPV. Se tomaron 2 µL del DNA (0.0333 µg/µL) que se 
llevaron a un volumen de 20 µL con H2 O libre de RNasas para la dilución inicial, de esta última 
se tomaron 10 µL (3.33 ng/µL) que se llevaron a un volumen de 100 µL con H

2
0 libre de RNasas 

para la primer dilución serial 1:10 con respecto a la dilución inicial. Posteriormente se realiza-
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ron 6 diluciones seriadas con una concentración de 1:102
, 1:103, 1:101. 1:105, 1:106y1:107, con 

la finalidad de encontrar la dilución con la concentración ideal para la amplificación por qPCR. 
Por cada reacción de 20 µL se emplearon 10 µL de SsoFast EvaGreen Supermix (BIO-RAD), 

500 nM de cada oligonudeótido, 5.5 µL de H
2
0 libre de RNasas y 2 µL de la dilución corres

pondiente. La muestra se amplificó en un termocidador Mini Opticon (BIO-RAD) y los datos 
se procesaron con el CFX Manager software. Se programó el termociclador con la siguiente 
información: la placa con las muestras a procesar, el blanco de la reacción, la concentracióh 
de las muestras (0.333 ng/µL), las diluciones en decremento (en base a 10), el número de re
peticiones que en este caso fue de 2, el fluoróforo empleado que fue EvaGreen y las siguientes 
condiciones de amplificación (Figura 8): 1) desnaturalización inicial del DNA a 95'C durante 
30 seg; 2) 35 ciclos de tres pasos: a) desnaturalización a 95'C durante 5 seg, b) hibridación a 
56.S' C durante 30 seg, c) extensión y elongación a 72' C durante 30 seg; 3) paso final de 65 a 
95'C con un aumento de O.S'C cada 5 seg para evaluar la curva de fusión (melt curve) . 

Posteriormente a la amplificación por qPCR, se realizó una electroforesis de los productos 
amplificados, en un gel de agarosa (Sigma) al 1.53, teñido con 3 µL de SYBR Safe DNAgel stain 

(Invitrogen). Se empleó el marcador de peso molecular Marquer 1 (Dongsheng Biotech) de 
600 pb. Recordando que este paso no es necesario en la qPCR puesto que esta técnica es capaz 
de detectar la amplificación en tiempo real, por lo que únicamente se realizó con la finalidad 
de visualizar el tamaño del fragmento y el decremento del producto amplificado por dilución. 
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Figura 8. Condiciones de amplificación por qPCR del CPV. 1) Desnaturalización inicial del ONA a 95ºC durante 30 seg, 
2)desnaturalizacióna95ºCdurante5seg, 3) hib00acióna56.5ºCdurante30seg, 4)extensióna 72ºCdurante30seg, 
5) repetición de los pasos del 2-4 durante 35 ciclos, 6) wva de fusión del producto amplificado de 65 a 95ºC 
con un incremento de 0.5°C cada 5 seg. 



Resultados 

Diseño de los oligonucleótidos del virus del Distemper canino 

Los oligonucleótídos correspondientes al CDV, diseñados bajo las condiciones antes des
critas son: el oligonudeótido sentido (Forward) conformado por 22 nucleótidos con la se
cuencia 5, -GCATTGAAACTATGTATCCGGC-3,, con un porcentaje de G-C de 45.45%, y 

el oligonucleótido antisentido (Reverse) consistente en 21 nucleótidos con la secuencia 

5 '-TGCCCGAGTCTGAAGTAAGCT-3 ',con un porcentaje de G-C de 52.38o/o. Los cuales ampli
ficaron un fragmento de 271 pb, que corresponde a un segmento del gen que codifica para la 
proteína N constitutiva de la nucleocápside del CDV 

Ambos oligonucleótidos no presentan regiones de anillamiento, secuencias repetidas o 
sitios de complementariedad entre ellos que impidan una correcta amplificación del segmen
to esperado. 

Extracción de RNA viral del virus del Distemper canino 

La extracción del RNA, realizada con el protocolo del trizol produjo una adecuada concentra
ción del material de RNA de las muestras procesadas A y B correspondientes a la cosecha 1 del 
CDV. Como se aprecia en la figura 9 ambas muestras presentan un barrido uniforme, el cual 
corresponde al RNA total extraído. 

La lectura de la densidad óptica y la concentración del RNA de cada muestra calculada a 
partir de las densidades ópticas se detallan en la tabla 4. Los valores muestran corresponden
cia con la intensidad del barrido presente en el gel de agarosa (Figura 9). 

[39] 
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Figura 9. RNA total de las cosechas virales del CDV. A) ANA total de la cosecha 1 muestra A, B) RNA total de la 
cosecha 1 muestra 8. Gel de agarosa al 1.5% Tinción con BrEt 

Muestra A 

Muestra B 

Tabla4 
Absorbancias del RNA total del virus del Distemper canino 

260nm 

0.052 

0.055 

Absorbancias (A) 

280nm 

0.024 

0.027 

A,.,,IA"0 nm 

2.166 

2.037 

Concentración del RNA 

Concentración (µglmL) 

416 

440 

Concentración (µglµL) 

0.416 

0.44 

Síntesis de cDNA del virus del Distemper canino 

La síntesis de cDNA realizada con el RNA total de las muestras A y B del CDV correspondien
tes a la cosecha I, fue óptima, el cDNA se apreció con un barrido uniforme en el gel de agarosa " 
una vez realizada la electroforesis. La muestra B presentó el barrido más intenso en compa

ración con el barrido de la muestra A (Figura 10), lo que denota una mayor co'.qcentración 
del cDNA en la muestra B con respecto a la muestra A. Tal característica corresponde con los 
valores de concentración calculada a partir de las densidades ópticas obtenidas por medio del 
espectrofotómetro, las cuales se detallan en la tabla S. 
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Figura 10. cONA de la cosecha viral 1 del COV. A) cDNA muestra A del CDV, B) cDNA muestra 8 del COV. Gel de 
agarosa al 2%. Tinción con BrEt 

Tabla 5 
Absorbancias de las muestras de cDNA del virus del Distemper canino 

Absorbancia (A) Concentración del cDNA 

260nm 280nm A1.,IA280 nm Concentración (µg/mL) Concentración (µg/µL) 

Muestra A 0.112 0.061 1.836 828.8 0.8288 

Muestra B 0.457 0.260 1.757 3381.8 3.3818 

Amplificación por PCR convencional del cDNA del virus del Distemper canino 

La amplificación por PCR convencional para el CDV produjo: una única banda en cada una de 
las temperaturas evaluadas. La banda corresponde con el tamaño del fragmento esperado de 
271 pb. La temperatura que mostró ser la más eficiente para la amplificación fue de 60. 9ºC, 
como se aprecia por la intensidad de la banda con respecto a las bandas de las otras tempera
turas evaluadas (Figura 11). 
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Gradiente de temperatura 

MP 1 2 3 4 5 6 

271 

Figura 11. Productos de PCR del CDV cosecha l. MP) Marcador de peso molecu~. 1) 53°C, 2) 55. 1 ºC. 3) 57. 1 ºC, 
4) 59"C, 5) 60.9ºC. 6) 63ºC. Gel de agarosa al 2%. linción con BrEt. 

Amplificación y cuantificación por qPCR del virus del Distemper canino 

Una vez realizada la amplificación por qPCR con los oligonucleótidos diseñados para el CDV 
de la muestra correspondiente a la cosecha l, bajo las condiciones antes descritas se obtuvo: 
a) La gráfica de amplificación en tiempo real de la muestra procesada por dilución. La dilución 

1:10 fue la primera en amplificar en el ciclo 23 de amplificación de acuerdo con las unida
des de fluorescencia relativa (RFU). Lo que indica una mayor concentración de material 
viral, con respecto a las demás diluciones (Figura 12). 

b) La gráfica logarítmica de la regresión lineal de amplificación con las diluciones empleadas. Se 
observó el coeficiente de correlación (R"2) de 0.992 que indica una alta correspondencia 
de los datos de amplificación con la regresión lineal y una alta reproducibilidad de esta 
reacción; la eficiencia de amplificación (E) del 105% y la pendiente (slope) de la regresión 
lineal de -3.207 (Figura 13). 

Amplification 
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Figura 12. Gráfica de amplificación por qPCR del CDV. 1-5) Diluciones seriadas del material del CDV. 
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Figura 13. Gráfica logarítmica de regresión lineal de la amplificación por qPCR del COV. 
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c) La gráfica de la curva de fusión (melt curve), que indica el punto de fusión del producto 
amplificado que fue a 81.SºC en todas las diluciones, el que se representa como el punto 
donde las RFU declinan drásticamente. Al coincidir en todos los casos la temperatura de 
fusión, significa que se generó un único producto de amplificación (Figura 14). 

Melt Curve 

2 . 

óS 70 s: 15 
Temperature, Celsius 

Figura 14. Gráfica de la curva de fusión del producto amplificado por qPCR del CDV. 

d) La gráfica de la curva de disociación de los productos amplificados (melt peak). Se apreció la 
presencia de un sólo pico, lo cual corresponde con la amplificación de un solo producto 
en la reacción. Las diferentes alturas del mismo pico corresponden a la concentración del 
producto amplificado en cada una de las diluciones empleadas, siendo el pico más alto la 
dilución 1:10 (Figura 15). 
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Figura 15. Gráfica de la curva de disociación de los productos amplificados por qPCR del COV. Se muestra la ampli
ficación de un solo fragmento. 

e) La tabla con los valores Ct obtenidos en cada dilución con su desviación estándar, la canti

dad inicial del material viral (SQ) por dilución y el valor calculado de las partículas virales 

presentes por muestra con base en el valor Ct obtenido en cada una (tabla 6). 

Tabla 6 

Valores de amplificación por qPCR del CDV 

Muestra Promedio C(c) Desv. Ese. Cantidad inicial No. de copias 
C(c) (SQ) 

Distemper 1 23.32 0.011547005 0.014 276868 

Distemper 2 26.74 0.176162803 0.0014 317260 

Distemper 3 30.08 0.030550505 0.00014 341801 

Distemper 4 33.36 0.119303534 0.000014 374330 

Distemper 5 36.43 0.80014582 0.0000014 339691 

Eficiencia de amplificación (E) 1.05 329990 

La concentración inicial del CDV se calculó a partir del peso m olecular (PM) del genoma viral el 

cual es de 4.85 µg/pmol (Kibbe, 2007), si se colocaron 2 µL (0.0338 µg/µL) del cDNA en la dilu

ción 1:10, se tiene que la concentración inicial para la dilución 1 :10 fue de 0.014 pm ol del virus, 

con una eficiencia de amplificación (E) de LOS se obtuvo un promedio de 329, 990 copias (tabla 

6). El número de copias por ciclo se p uede calcular con la siguiente fórmula (tabla 7): 

iVo.co ias = ¡¡concentración ¡¡+ (CllConcentraciónll)(Eficien_cia~e )) 
p m1c1al m zcza/ \ampl1f1caaon 
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Tabla 7 

Cálculo del número de copias por ciclo en una PCR 

Ciclo Concentración Eficiencia de No. de copias 
inicial (SQJ amplificación 

1 0.014 1.05 0.0287 

2 0.0287 1.05 0.058835 

3 0.058835 1.05 0.12061175 

1.05 

Con base en la cuantificación relativa del material viral presente en las diluciones empleadas 
que corresponde al 0.03o/o de la cosecha viral del CDV, se obtuvieron 611,092 copias (partícu
las virales) presentes por cada microlitro de la cosecha viral 1 del CDV. 

En la electroforesis real.izada con los productos de qPCR del CDV se obtuvo la visualiza
ción del fragmento amplificado de 271 pb presente en las 5 diluciones empleadas, las cuales 
van de la mayor a la menor concentración (Figura 16). 

"º m 

Gradiente de temperatura 

Figura 16. Productos de qPCR del COV en diluciones seriadas. MP) Marcador de peso molecular, 1-5) Diluciones 
seriadas de mayor a menor concentración del CDV. Gel de agarosa al 2%. Tinción con SYBR. 

Diseño de los oligonucleótidos del Parvovirus canino 

Los oligonucleótidos para la identificación del CPV, diseñados bajo los criterios antes men
cionados, son: el oligonucleótido de sentido (Forward) conformado por 21 nucleótidos con 

la siguiente secuencia 5'-TGATAGTCTCGCCAAAAAGCA-3', con un porcentaje de G-C del 
42.86o/o, y el oligonucleótido antisentido (Reverse) constituido por 20 nudeótidos con la se
cuencia 5 · -CTGTCGTCACTGTGGTTTCA-3 ·, con un porcentaje de G-C del SOo/o. Tales aligo-
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nucleótidos amplificaron un fragmento de 563 pb, el cual es un segmento del gen que codifica 
para las proteínas no estructurales NSl y NS2 del CPV. 

Ambos oligonucleótidos no presentan regiones de anillamiento, secuencias repetidas o 
sitios de complementariedad entre ellos que impidan una correcta amplificación del segmen

to esperado. 

Extracción de DNA viral del Parvovirus canino 

Se siguió el protocolo de extracción de DNA con fenol-cloroformo-isoamíl ico para las mues
tras de la cosecha 1 del CPV: Se produjo una óptima extracción del material de DNA conteni
do en estas, el cual se apreció por las bandas presentes en el gel de agarosa (Figura 17). La 
concentración del DNA extraído, calculada con base en las densidades ópticas, se detalla en 
la tabla 8. Los bajos valores obtenidos en las densidades ópticas corresponden con el exiguo 
material de DNA presente en las muestras 1 y 2, como se observa por lo tenue de las bandas 
(Figura 17). 

Figura 17. DNA de la cosecha viral 1 del CPV. 1) DNA total de la muestra 1 de Ja cosecha 1 del CPV. 2) DNA total de 
la muestra 2 de la cosecha 1 del CPV. Gel de agarosa al 1 .5%. Tinción con Brtt. 

Muestra 1 

Muestra 2 

Tabla 8 
Absorbancias de las muestras de DNA del Parvovirus canino 

260nm 

0.011 

0.009 

280nm 

0.008 

0.005 

2601280 nm Concentración (µglmL) Concentración (µglµL) 

1.375 40. 7 0.0407 

1.8 33.3 0.0333 

Amplificación por PCR convencional del Parvovirus canino 

La amplificación por PCR convencional del CPV de la cosecha 1, produjo como resultado una 
única banda en cada una de las temperaturas evaluadas en la PCR. El fragmento amplificado 
corresponde con el tamaño de 563 pb del fragmento esperado (Figura 18). 

Como resultado de la estandarización para la óptima amplificación por PCR del CPV con 
los oligonucleótidos diseñados, se obtuvo una temperatura ideal de hibridación a 56.5ºC, que 
corresponde con la 2' temperatura evaluada. Lo cual se apreció por la intensidad de la banda 
con respecto a las bandas de las otras temperaturas evaluadas (Figura 18) . 
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Gradiente de temperatura 

3 4 s 6 7 8 9 10 

Figura 18. Productos de PCR del CPV cosecha 1muestra2. MP) Marcador de peso molecular. 1) SSºC. 2) 56.SºC, 
3 )57.3ºC, 4) 58ºC, 5) 58. 7ºC, 6) 59.3ºC. 7) 60.7ºC, 8) 61.SºC, 9) 62.2ºC, 10) 63ºC. Gel de agarosa al 1.5%. 
Tinción con SIEt. 

Amplificación por qPCR del Parvovirus canino 

La amplificación por qPCR de la muestra de la cosecha 1 del CPV. bajo las condiciones antes 
descritas, se obtuvo: 

a) La gráfica de amp/if¡cadón en tiempo real de las muestras procesadas por dilución. Se apreció 
la amplificación de cada dilución siendo la dilución 1:10 la primera en amplificar, en el ciclo 
15, de acuerdo con las RFU. Lo que indica una mayor concentración de material viral en la 
dilución 1:10 con respecto a las diluciones restantes. A partir de la dilución 1:105 la amplifi
cación fue deficiente debido a la baja concentración del material presente (Figura 19). 
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Figura 19. Gráfica de amplificación por qPCR del CPV. 1-7) Diluciones seriadas del material del CPV. 
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b) La gráfica logarítmica de la regresión lineal de la ampliflcación, con los valores de la eficiencia 
de amplificación (E) de 1013, el coeficiente de correlación (R"2) de 0.995, el cual indica 
un alto valor de correlación con la regresión lineal y una alta reproducibilidad de la reac
ción; una pendiente (slope) de la regresión lineal de -3.298 (Figura 20). 
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Figura 20. Gráfica logarítmica de regresión lineal de la amplificación por qPCR del CPV. 

o 

c) La gráfica de la curva de fusión (melt curve) del producto amplificado que muestra el punto 
de fusión a 79ºC en todas las diluciones, el cual se apreció como el punto en el cual las RFU 
decrecen súbitamente. Al coincidir en todos los casos la temperatura de fusión, significa 
que se generó un único producto de amplificación (Figura 21). 
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Figura 21. Gráfica de la curva de fusión de Jos productos amplificado por qPCR del CPV. 

d) La gráfica de la curva de disociación de los productos amplificados. Se apreció un único pico, 
que corresponde con la amplificac.ión de un sólo producto en las 7 diluciones empleadas. 
La altura de este pico corresponde con la concentración del producto amplificado en cada 
dilución, siendo el más alto de ellos el pico de la dilución 1:10 (Figura 22). 
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Figura 22. Gráfica de la curva de disociación de los productos amplificados por qPCR del CPV. Se muestra la ampli· 
ficación de un solo fragmento. 

e) La tabla con los valores Ce obtenidos en cada dilución con su desviación estándar, la can
tidad inicial del material viral (SQ) y el valor calculado de las partículas presentes por 
muestra, con base en el valor Ct obtenido en cada una de ellas (Tabla 9). 

Tabla 9 
Valores de amplificación por qPCR del CPV 

Muestra Promtdio Desv. Est. Cantidad inidal No. de copias 
C(t) C(t) (SQ) 

Parvovirus 1 15.11 0.15556349 0 .0004 16 

Parvovirus 2 19.11 1.31521861 0.00004 26 

Parvovirus 3 21.84 0.03535534 0.000004 17 

Parvovirus 4 25.5 0.31112698 4E-07 23 

Parvovirus 5 28.80 0.07778175 4E-08 22 

Parvovirus 6 31.91 0 .01414214 4E-09 19 

Parvovirus 7 34.85 o 4E-10 15 

Eficiencia de ampli(icaci6n(E) 1.01 20 

La concentración inicial del CPV se calculó a partir del peso molecular (PM) del genoma viral 
el cual es de 1 .65 µg/pmol (Kibbe, 2007), si se colocaron 2 µL (0.333 ng/ µL) del cDNA en la 
dilución 1:10, se tiene que la concentración inicial para la dilución 1:10 fue de 0.0004 pmol 
del virus. El número de copias por ciclo esta dado por la relación de la concentración inicial 
del material viral (SQ) más el resultado de la concentración inicial del material viral (SQ) por 
la eficiencia de amplificación (E). Con una eficiencia de amplificación de 1.01 y una concen~ra
ción inicial de 0.0004 pmol, se obtuvo un promedio de 20 copias (tabla 9). 
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Con base en la cuantificación relativa del material viral presente en las diluciones emplea
das que corresponde al 0.053 de la cosecha viral del CPV. se obtuvieron 27 copias (partículas 
virales) presentes por cada microlitro de la cosecha viral I del CPV. 

La electroforesis realizada con los productos de qPCR del CPV permitió la visualización de 
un fragmento menor a las 600 pb que corresponde con el tamaño del fragmento esperado de 
563 pb, el cual se observó en cada una de las diluciones empleadas (Figura 23). 
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Figura 23. Productos de qPCR del CPV diluciones seriadas. MP) Marcador de peso molecular, 1-5) Diluciones seria
das de mayor a menor concentrackín del CPV. Gel de agarosa al 1 .5%. Tlnción con SYBR 



Discusión 

En la elaboración y producción de vacunas contra enfermedades, tanto humanas como en 
animales, es importante tener un control de calidad en el cual se verifiquen la potencia, pure
za, titulación y estabilidad del producto. Por esta razón es que el uso de técnicas moleculares 
como la qPCR constituye una herramienta importante para la vigilancia de estos aspectos. 

La técnica de la qPCR, posee una sensibilidad mayor que las metodologías basadas en el 

efecto citopatogénico, la cual depende en gran medida de la valoración visual realizada por 
un especialista, dejando abierta la posibilidad del error humano. Por otro lado, algunos virus 
como el CPV no siempre producen un efecto citopatogénico evidente, lo cual dificulta su de

terminación, y la presencia del virus debe ser determinada por otras metodologías como la 
inmunofluorescencia, la cual implica un mayor tiempo de trabajo. A lo largo del proceso de 

producción de las vacunas contra el CDV y el CPV, se pasa por un control de calidad para de
terminar el tipo viral y la titulación viral. Para fines prácticos en el caso de estas dos vacunas 
se realizan pruebas de hemaglutinación y de efecto citopatogénico, las cuales requieren de 

entre 10 y 14 días para arrojar un resultado por cada cosecha viral evaluada. Si bien es cierto 
que la prueba de hemaglutinación se realiza en un lapso de tiempo menor, esta no posee la 
sensibilidad ni la precisión necesaria para identificar algún tipo de contaminación o detectar 
la presencia de un tipo viral diferente al evaluado. Con la metodología de qPCR los errores 
humanos se reducen significativamente, ya que la reacción de amplificación se realiza bajo 
condiciones controladas y parámetros establecidos, la reacción es monitoreada durante todo 
el proceso de amplificación y es fácil detectar errores, como la presencia de agentes contami
nantes o bien agentes inhibidores de la reacción, así como la amplificación de productos no 
deseados, que tienen un impacto significativo en la cuantificación del DNA (Higuchi y col., 

1993). Además, esta metodología proporciona el resultado en unas cuantas horas, lo que se ve 
reflejado en la continuidad del proceso de producción de las vacunas, puesto que no tendrán 
que esperar tantos días para la determinación tanto de la identificación como de la titulación 
por cada cosecha viral. 

Una gran ventaja de la qPCR es que se realiza en un sistema de tubo cerrado, es decir, 
que no requiere de manipulación posterior a la amplificación, lo que simplifica el proceso de 
la PCR y reduce el riesgo de contaminación, con lo cual se disminuyen las variaciones en la 

medición del DNA muestra, si bien es cierto que existe la posibilidad de detectar falsos posi
tivos, esto se soluciona con la implementación de controles negativos (carentes de DNA) que 

confirmen una adecuada manipulación de las muestras. Además, esta metodología es alta

mente reproducible, calcula la eficiencia de amplificación, el coeficiente de variación y realiza 

[51] 
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la discriminación de la fluorescencia de fondo en base al fiuoróforo empleado. Las réplicas de 
amplificación pueden ser analizadas por cada muestra, minimizando de esta forma el error 
potencial. Los dos tipos de cuantificación, ya sean la relativa o absoluta, basadas en una curva 
estándar, permiten conocer los valores del número de copias de una muestra de concentra
ción desconocida (Heid y col., 1996; Wong y Medrana, 2005) lo cual no es posible al realizar 
una PCR de punto final (convencional). Esta capacidad de cuantificar el material de DNA por 
muestra hace a la metodología de qPCR aplicable para los fines prácticos de cuantificación 
viral. 

En el presente trabajo reportamos la amplificación de dos fragmentos de cepas virales; 
CDV (cepas Rockborn y Lederle) y CPV (cepa CPV-2 Cornell). Aunque para el CDV ya han 
sido reportadas secuencias de amplificación para PCR (Jóiwik y Frymus, 2005; Elia y col., 
2006; 2008). Sin embargo, se decidió diseñar nuestros propios oligonucleótidos debido a que 
al realizar el análisis observamos que no eran específicos para las cepas de nuestro interés y 
en algunos casos, el tamaño del fragmento de amplificación excedía la longitud recomendada 
para la qPCR. 

El fragmento amplificado para identificar el CDV con los oligonucleótidos diseñados en 
este trabajo es de 271 pb. La región amplificada corresponde a un segmento del gen que codi
fica para la nucleoproteína N constitutiva de la nucleocápside del CDV cuyo tamaño total es 
de aproximadamente 1683 nucleótidos y corresponde a los primeros 2/3 de gen de la mayoría 
de los miembros del género Morbillivirus al que pertenece el CDV. Esta característica hace de 
éste gen un buen objetivo molecular para la detección específica de este virus. La región am
plificada nos resultó útil en la identificación específica del virus ya que al parecer no presenta 
un elevado índice de variaciones en sus nucleótidos y es una región altamente conservada 
(Castilho y col., 2007; Elia y col., 2006). La nucleoproteína N es la proteína estructural más 
abundante y se ha demostrado que posee funciones reguladoras como la transcripción y la 
replicación así como el encapsulamiento del genoma viral en la nudeocápside que lo protege 
de la acción de las RNasas (Castilho y col., 2007). 

Estudios del CPV por medio de PCR y qPCR también han sido reportados con anteriori
dad (Decaro y col., 2005; Elia y col., 2007). La pareja de oligonucleótidos que se reporta en el 
presente trabajo amplifica un fragmento de 563 pb que corresponde a un segmento del gen 
que codifica para las proteínas no estructurales NSl y NS2 del CPV. Regularmente, en trabajos 
ya publicados, se reporta la amplificación de fragmentos correspondientes a los genes que co
difican para proteínas de la cápside VP1NP2, por lo que el presente trabajo aporta una región 
poco utilizada para la determinación del CPV. A pesar de que el tamaño del fragmento es más 
grande que el recomendado para qPCR, la especificidad de la amplificación fue óptima, tanto 
en la PCR como para la qPCR, como se muestra en la sección de resultados y no se presentaron 
am.plificaciones cruzadas. 

La amplificación observada para ambos virus fue altamente reproducible, como lo de
muestran las réplicas realizadas, así como el análisis de las curvas de disociación. 



Conclusiones 

La presente tesis aporta información, así como los protocolos para la identificación y cuan

tificación, mediante qPCR, de los virus del CDVy el CPV a partir de lotes elaborados de las 
correspondientes vacunas. 

De los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente; 
Los oligonucleótidos diseñados amplifican de forma específica los virus de interés, sin 

amplificaciones inespecíficas ni cruzadas. 
Los protocolos establecidos para la extracción, identificación viral y titulación de las 

muestras procesadas son los adecuados para su posterior comparación con el control están
dar de titulación conocida (de formulación viral establecida por el área de virología) aceptable 
como agente inmunizan te. 

La qPCR es una técnica capaz de realizar la identificación precisa y la titulación viral ne
cesaria para el control de calidad de la producción de las vacunas contra el CDV y el CPV, en 
un menor tiempo y con una mayor sensibilidad y precisión que con el empleo de otras meto

dologías. 
Utilizando la metodología de qPCR fue posible identificar en menor tiempo y de forma 

precisa, los virus de interés en comparación con las metodologías tradicionales. 

A pesar de ser una técnica de relativo costo elevado, su mayor sensibilidad frente a otras 
técnicas empleadas para la titulación viral, la hace costeable para la producción en serie de 
vacunas, ya que los resultados obtenidos mediante esta metodología son de mayor confianza 
y rapidez. 

Es posible utilizar la técnica de qPCR como procedimiento de rutina en el control de cali
dad de las vacunas. Ello permitirá llevar a cabo un mejor control de calidad en la elaboración 
de las vacunas veterinarias contra ambos virus. 
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