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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas emergentes constituyen uno de los mayores desafios que
enfrenta tanto la salud humana como animal, asi como la conservacion de la biodiversidad.
El virus distemper canino ha llamado fuertemente la atencion en este aspecto, ya que posee

una alta prevalencia en la poblacion canina mundial.

El distemper canino es una enfermedad viral sistémica y altamente contagiosa, siendo una

de las principales causas de muerte en caninos domésticos y otros carnivoros.

En los dltimos afios, la incidencia de distemper canino parece haber aumentado,
documentandose la aparicidn de nuevas e inusuales cepas; las razones que explicarian estos

cambios y sus efectos en su epidemiologia ain son desconocidas.

El virus distemper canino posee un alto grado de heterogeneidad genética, principalmente
dado por la proteina hemaglutinina, la que demuestra patrones geograficos de

diversificacion que se utilizan para monitorear la epidemiologia molecular del virus.

En esta memoria de titulo se detect6 el gen de la hemaglutinina (gen H) del virus distemper
canino mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa previa transcripcion reversa, se
secuencié el fragmento de ADN amplificado y esta secuencia nucleotidica se incluyé en el
analisis filogenético para el gen H utilizando secuencias oficiales y conocidas de virus
distemper canino, incluyendo a las cepas vacunales utilizadas para la prevencién de la
enfermedad (Genbank®). Los resultados evidencian que en Chile al menos existirian dos

de los linajes conocidos para VDC: Europa y América 1.

PALABRAS CLAVE: distemper canino, hemaglutinina, vacuna.



ABSTRACT

Emerging infectious diseases constitute one of the biggest problems facing human and
animal health, and biodiversity conservation. Canine distemper virus has been strongly
called attention in this regard, since it possesses a high prevalence in the canine population

worldwide.

Canine distemper is a systemic viral disease, highly contagious, one of the major causes of
death in domestic dogs and other carnivores. In recent years, the incidence of canine
distemper seems to have increased, documenting the occurrence of new and unusual
strains. The reasons that explain these changes and their impact on the epidemiology of the

virus still unknown.

Canine distemper virus appears genetically heterogeneous, markedly in the hemagglutinin
protein, which shows geographic patterns of diversification that are useful to monitoring

the molecular epidemiology of canine distemper virus.

In this memory was detected hemagglutinin gene (H gene) of canine distemper virus using
the Reverse Transcription PCR method, was sequenced the amplified DNA fragment and
this nucleotide sequence was included in the phylogenetic analysis for the gene H using
known sequences and official of canine distemper virus, including vaccine strains used for
the prevention of disease (Genbank®). The results show that in Chile would be at least two

of the lineages known for canine distemper virus: Europe and America-1.

KEYWORDS: canine distemper, hemagglutinin, vaccine.



INTRODUCCION

El virus distemper canino (VDC) se clasifica dentro del género Morbillivirus de la familia
Paramixoviridae. A este género también pertenecen el virus del sarampidn, el virus de la
peste bovina, el de la peste de los pequefios rumiantes, el distemper de las focas y el
morbilivirus de los cetaceos. Su genoma esta constituido por una cadena simple de ARN no
segmentado de polaridad negativa, la cual codifica para una proteina de membrana M, dos
tipos de glicoproteinas (hemaglutinina H y proteina de fusion F), dos proteinas asociadas a
la transcriptasa (fosfoproteina P y polimerasa L) y para la proteina de la nucleocépside N
que encapsula al ARN viral (13). Las proteinas F y H inducen la produccion de anticuerpos
neutralizantes sintetizados por el sistema inmune del hospedador (2). Algunos estudios
comparativos entre cepas de VDC revelan que el gen H esta sujeto a mayores variaciones
genéticas y antigénicas que los otros genes de VDC: su secuencia aminoacidica varia
aproximadamente en un 10% entre las diferentes cepas de VDC (13) y a pesar de existir
diferencias antigénicas entre cepas del VDC demostradas seroldgicamente, se acepta que
existe un solo serotipo. Sin embargo, existen diferencias considerables en cuanto a su

patogenicidad (2).

El rango de hospederos del VDC comprende a todas las especies de la familia Canidae
(perro, dingo, zorro, coyote, chacal, lobo), Procionidae (mapache, coati, panda rojo),
Mustelidae (comadreja, huron, vison, zorrillo, tején, armifio, gardufia, nutria), a los grandes
felinos de la familia Felidae (ledn, leopardo, chita, tigre) y al pecari de collar. Los
numerosos reportes de brotes de distemper en leones del Parque Nacional Serengueti de
Tanzania y casos ocurridos en leopardos chinos (Panthera pardus japonensis), y otros
grandes felinos en zooldgicos, han confirmado graficamente la capacidad del virus de

invadir nuevos hospederos (12, 14).

Patogenia de la Enfermedad
Los perros jévenes son mas susceptibles que los adultos a la infeccion por VDC, mostrando
la mayor susceptibilidad dentro de los cuatro a seis meses de vida, después de que los

cachorros han perdido sus anticuerpos maternos (16).



La transmision del virus ocurre principalmente via contacto directo, por secreciones o
aerosoles, ya que no es estable en el ambiente. EI VDC es eliminado por todas las
secreciones Yy excreciones, a partir del quinto dia post infeccion antes de que comiencen los
signos clinicos, y continta eliminandose incluso durante semanas (12). Una vez dentro del
organismo el VDC comienza rapidamente a replicar en tejidos linfoides, resultando una
severa inmunosupresion, donde las células T linfociticas son las més afectadas: La baja de
linfocitos T CD4+ es rapida y persiste por varias semanas (13).

El periodo de incubacién viral puede ir de una a cuatro semanas o0 mas. Dentro de este
periodo pueden existir signos como fiebre recurrente que alcanza su maximo a los tres o
seis dias post infeccidn y se asocia con el inicio de la diseminacion del virus al organismo,
también se puede observar anorexia, ligera depresion, descarga nasal y ocular, tonsilitis.
Para el dia seis o nueve post infeccion, ocurre la difusion sistémica del virus dirigiendose
hacia las células epiteliales de la mayoria de los 6rganos. En esta etapa, el resultado de la
infeccion y la severidad de los signos varian marcadamente dependiendo en gran medida de
las interacciones entre las caracteristicas bioldgicas del virus (virulencia de la cepa,
tropismo, polimorfismo genético) y el sistema inmune del hospedero, siendo este Gltimo
uno de los principales factores en determinar el curso, consecuencias y letalidad de la
infeccion (4).

Si la respuesta inmune es adecuada, los anticuerpos neutralizantes alcanzaran niveles
adecuados y eliminaran al virus de los tejidos, recuperandose el animal completamente. Si
la respuesta inmune es débil o tardia, el virus es capaz de alcanzar a los tejidos epiteliales y
causar una severa enfermedad multisistémica la que incluye signos respiratorios, digestivos
y posteriormente, del sistema nervioso central (13). Los signos neurol6gicos pueden ser
causados directamente por el virus, o bien ser resultado de la respuesta inmune en contra
del SNC. En este Gltimo caso, los perros tienen un nivel de inmunidad intermedio, y el

subsecuente compromiso del SNC se puede desarrollar meses o afios después (7).

Actualmente no existe un tratamiento efectivo contra el distemper canino (DC),

consistiendo solo en cuidados de soporte y antibioticos para evitar infecciones bacterianas



secundarias, frecuentes en animales inmunocomprometidos (13). En perros que sobreviven
a la infeccion subclinica o subaguda los signos iniciales desaparecen, pero el virus persiste
por largos periodos en tejido neuronal, uvea o en urotelio y en algunas zonas de la piel
(ejemplo: hiperqueratosis de la almohadilla plantar o de la nariz). Los signos neuroldgicos
seguiran evolucionando de manera progresiva, aunque descontinuadamente. Algunos
perros pueden recuperarse, sin embargo, los movimientos involuntarios compulsivos, tales
como mioclonos o ataxia, tenderan a persistir (13). Finalmente el perro muere por dafio

masivo al SNC derivado del proceso inflamatorio exagerado (4).

Meétodos de Diagndstico

El DC debe ser siempre considerado dentro de los prediagnosticos frente a cualquier
cachorro con condiciones febriles y sintomas multisistémicos (13). Si bien la enfermedad
sistémica es facil de reconocer, la forma neuroldgica puede ser mas complicada. Los
cambios clinicos patoldgicos incluyen cuerpos de inclusion en eritrocitos y citologia
mononuclear de liquido cerebro espinal. La radiografia de térax puede ayudar a demostrar
neumonia viral con infeccién bacteriana secundaria (7). No obstante, es necesario un
diagnostico de laboratorio para excluir otras enfermedades que posean similares

manifestaciones clinicas (12). Asi, es posible incluir varias técnicas diagndsticas como:

a) Inmunofluorescencia: Es Util para demostrar la presencia del VDC en frotis de raspado

conjuntival y biopsias de piel (antemortem) o tejido de pulmon, intestino, estdmago,
rifidn, cerebro y vejiga recolectados a la necropsia (12). Sin embargo, esta técnica no es
tan sensible y ademas, la inmunofluorescencia directa s6lo puede detectar antigenos de
VDC dentro de las tres primeras semanas post infeccién, cuando el virus esté presente
en las células epiteliales (13).

b) Anaélisis de liguido cerebroespinal (LCE): Es posible hallar antigenos virales en células

de LCE en casos agudos de encefalitis por distemper; esto es patognomaénico en perros
con la barrera hematoencefalica intacta, pero su ausencia no excluiria la infeccion (2).

c) ELISA para la deteccidon de IgM especifica contra VDC: Es una prueba util ya que la

IgM en perros infectados por VDC persiste durante cinco semanas a tres meses



d)

dependiendo de la cepa y la respuesta del hospedero. En perros vacunados la IgM
persiste solo alrededor de tres semanas (2).

Aislamiento viral: Se puede aislar el virus distemper en lineas celulares, de frotis

conjuntival o de tejidos como bazo e higado, sin embargo es un proceso laborioso por
lo que no se realiza de manera rutinaria (13).

Técnicas moleculares: Se han utilizado técnicas moleculares como el PCR (del inglés

Polimerase Chain Reaction), posterior a la transcripcion reversa del genoma viral (RT-
PCR) para el estudio de la epidemiologia del virus distemper y su dindmica de
circulacién de las variadas cepas en animales susceptibles. Utilizando estas técnicas se
ha podido reconocer a nivel mundial la existencia de al menos ocho distintas lineas de
distemper canino, basadas en el analisis de secuenciacion del gen H (Asia 1, Asia 2,
América 1, América 2, Artico, Europeo, Europeo silvestre y Sudafricano) y
probablemente cepas nuevas e inusuales seran identificadas a futuro (12, 19). Ejemplo
de lo anterior, es el trabajo de Gamiz et al. (2011) en que se describiria un noveno linaje
en México (6).

Los resultados utilizando esta técnica son prometedores para el diagnostico de
distemper neuronal cuando el virus se encuentre en tejidos y fluidos. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que podria entregar resultados falsos positivos en perros que se
ponen en contacto con bajos niveles del virus y se recuperan después de una leve

infeccion o bien en perros vacunados (13).

Vacunacion

En animales correctamente inmunizados, la infeccion es incapaz de establecer un estado de

inmunosupresion gracias a la solida respuesta inmune antiviral. Se recomienda que el

protocolo de vacunacion 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

un “booster” anual (7).

En individuos menores de dieciocho meses de edad, el sistema inmune no esta

completamente maduro, por lo cual es recomendable recurrir a vacunas recombinantes que

prescinden del patdgeno. Esta tltima afirmacion se sustenta en la evidencia de la capacidad



de la vacuna a virus atenuado de revertir de manera fugaz su virulencia y causar
encefalomielitis postvacunal letal en caninos (4).

Si bien las vacunas polivalentes convencionales son capaces de estimular la produccién de
anticuerpos neutralizantes, éstas solo tienen una distribucion sérica y un limitado poder de
difusion a superficies mucosas. Su limitado poder de proteccion se explica por la
variabilidad genética (polimorfismo) del virus, demostrdndose una diferencia marcada en
las caracteristicas genéticas de cepas vacunales y las causantes de brotes epidémicos en
América del Norte, Africa, Europa, Japén y Argentina, tanto en poblaciones de caninos
domeésticos como silvestres. Efectivamente, el analisis de polimorfismo genético ha
demostrado diferencias significativas entre aislados clinicos y cepas vacunales utilizadas

hace décadas tales como SnyderHill, Onderstepoort, Rockborn, Convac y Lederle (3, 4, 5).

En este contexto, esta memoria de titulo propone como objetivo principal conocer cuél(es)
de los linajes existentes del VDC estarian presentes en Chile, a través del secuenciamiento
parcial del gen H del VDC posterior a la prueba de PCR. Al parecer y de acuerdo a la
literatura consultada este estudio seria el primer aporte en relacion a comprender

probablemente el por qué perros vacunados enferman y mueren.

Materiales y Métodos

Muestras clinicas y vacunales

Durante los afios 2011 y 2012 se obtuvieron cuarenta y dos muestras de sangre periférica
de perros domésticos en diferentes clinicas veterinarias de Santiago de Chile con una
amplia gama de sintomatologia compatible con DC, sin restriccion de raza, edad, o sexo.
Como virus de referencia se utilizaron dos cepas de VDC provenientes de vacunas

comerciales (Lederle y Onderstepoort).

Obtencion ARN Viral
La extraccion de ARN se realizé mediante un kit de extraccion (Trizol LS, Invitrogen®©).
Brevemente, 250 uL de suero se mezclaron con 750 uL de reactivo trizol. Se dejé a

temperatura ambiente (TA) durante cinco minutos y posteriormente, se agregaron 0,2 mL



de cloroformo. Se mezcl6 vigorosamente durante quince segundos y se dejo en reposo a
temperatura ambiente por cinco minutos.

Posteriormente, se centrifugd a 7.000xg durante quince minutos y la fase acuosa se
transfirié a un tubo limpio con un volumen de isopropanol. Se dej6 a temperatura ambiente
durante diez minutos y se centrifugo a 7.000xg durante diez minutos. Luego se elimino el
sobrenadante, se lavd tres veces con etanol (1 mL etanol 75%), se agitdé mediante vortex
por quince segundos y se centrifugd a 2.000xg durante cinco minutos. Se eliminé el
sobrenadante, el precipitado se secé al vacio durante diez minutos y se resuspendié en 100
uL de agua estéril, libre de nucleasas. Finalmente, el ARN se incub6 a 55-60° C por diez

minutos y se guardo a -20° C, hasta realizar el RT-PCR.

RT-PCR
Para la implementacién de esta técnica se emple6 un termociclador Apollo (CLP, USA) de
96 pocillos de 0,2 mL y un protocolo que involucra temperaturas y tiempos para cada etapa,

asi como el nimero de ciclos necesarios para el gen a detectar.

Mezcla de la reaccion. Se utilizo el “kit SuperScript one step RT-PCR with platinum Taq”
(Invitrogen®) y el protocolo contempld una incubacion a 50° C durante cuarenta minutos
y otra a 94° C durante dos minutos. En la reaccion de PCR se utilizaron los partidores
CDVL1: 5-GTCCTTCTCATCCTACTGG-3" y CDV2: 5-ACACTCCGTCTGAGATAGC-
3" (los que fueron encargados a Bioscan® para su sintesis) y un protocolo que incluye
treinta y cinco ciclos (94° C por un minuto; 50° C durante dos minutos; dos minutos a 72°
C) y una extension final a 72° C durante dos minutos. Este protocolo permitié obtener un
fragmento de ADN de alrededor de quinientos sesenta pares de bases (pb) (17).

Todas las muestras fueron analizadas en duplicado para la confirmacion de resultados.

Visualizacion de productos amplificados

La visualizacion del producto amplificado se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa (Winkler®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA (TAE) (Fermentas®) y posterior
incubacion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) (Fermelo®). Se tomaron 5uL del producto
de PCR, y se mezclaron con 1uL de un producto comercial de carga, 6X Mass Ruler



Loading Dye Solution (Fermentas®), para verificar el progreso de la migracion de las
bandas de ADN. La electroforesis se realizé a 90V por noventa minutos. Como marcador
de tamafio molecular se utilizé Hyperladder I (Bioline®), el cual contiene fragmentos de
ADN entre cincuenta y mil pares de bases. Con este producto se comparé el tamafio de los
fragmentos amplificados. Al finalizar la electroforesis, las bandas de ADN fueron
visualizadas en un transiluminador de luz UV (Transiluminator UVP®), y se fotografio
con camara digital y filtro adecuado.

Secuenciacion y andlisis filogenético del producto amplificado

El fragmento de ADN amplificado se envié al centro de secuenciacion de la empresa
Genytec® cumpliendo con sus requerimientos. Las secuencias obtenidas se alinearon
usando el programa Clustal W 2.0.12 de libre acceso (18) para obtener una secuencia de
consenso y posteriormente se obtuvo el porcentaje de identidad nucleotidica respecto de
secuencias de VDC almacenadas en el GenBank® utilizando el programa de libre acceso
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

El anélisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas se realizd6 mediante el
programa MEGA de andlisis bioinformético (10), en donde las secuencias nucleotidicas se
alinearon usando el programa Clustal W 2.0.12 (18). Las distancias genéticas existentes
entre ellas se calcularon usando el método de dos parametros de Kimura y los arboles
filogenéticos se construyeron usando el método de "neihbor-joining™ (9). La robustez del

arbol filogenético obtenido se determind por analisis de "bootstrap™ de mil réplicas.

RESULTADOS

a) Muestras clinicas

Se procesaron un total de cuarenta y dos muestras obtenidas de pacientes caninos de
diferentes clinicas veterinarias de Santiago de Chile. Las primeras veinte muestras se
obtuvieron de Marzo a Julio de 2010 en perros con una marcada sintomatologia compatible
con la fase neuroldgica de DC, todas se guardaron a 4°C para luego procesarse en Agosto

de 2010. Las siguientes muestras se obtuvieron de veintidds perros provenientes de



distintas clinicas veterinarias desde Septiembre de 2010 a Marzo de 2011, con diferentes
estadios sintomatoldgicos con sospecha de DC, las que se mantuvieron a 4°C. El criterio de
inclusion para estas muestras considerd que todas fueran positivas para el test de ELISA
especifico para VDC (IgM positivo). A su vez fueron procesadas en un periodo menor a

dos semanas desde su obtencion desde los animales. En el cuadro a continuacién muestra

las caracteristicas de los pacientes de los que se extrajeron las ultimas veintidos muestras
obtenidas (Cuadro 1).

Nombre Vacunacion Nivel de Titulos
contra DC signologia AclgM
neuroldgica

Happy Mestizo 6 meses No + 1:80
Cholo Mestizo 4 gfios No + + 1:80
Josefa Mestizo 2 afios No + + 1: 80
BlackJack Mestizo 2,5 afios  Si ++ 1:40
Charlotte Mestizo 1 afio No + + 1:80
Martin Baxer 2 afios Si + + 1:40
Sofia Mestizo 8 meses No ++ 1:80
Snoopy Beagle 1 afio Si + 4+ 1: 80
Lazy Mestizo 4 afios No + 1:40
Rosita Mestizo 3 afios No + 1:80
Estrellita Mestizo 2,5 afios  Si ++ 4+ 1: 80

Cachupin  Mestizo 6 afios No + + 1: 640
Pascual Mestizo 2 afios Si + 1: 80
NN Mestizo 2 afios ? + 1: 80
Milo Labrador 2 afios Si + 1:40
Agustina  Mestizo 2,5 afios No +++ 1:80
Renata Mestizo 3,5 afios No + 1:80
Tontin Mestizo 2 afios ? + 1:40
Tatan 0. Aleman 8 afios ? + 1:40
Cookie Mestizo 2 afios No + + 1:20
Facundo  Bdxer 2 afios No + + 1:40
Estrellita2 Mestizo 1 afio Si + 1: 80
Mestizo 2 afios + T

Cuadro 1: Caracteristicas de muestras de sangre periférica de perros IgM positivos a DC.
Se define la raza, edad aproximada, si fueron inmunizados o no con la vacuna para
distemper, el grado de sintomatologia neurologica y los titulos de anticuerpos obtenidos.

b) Identificacion de las muestras positivas a VDC mediante la deteccion del gen H
Todas las muestras fueron sometidas a la prueba de la Reaccion de la Polimerasa en Cadena

asociada a transcripcion reversa (RT-PCR) para la deteccion del gen H del VDC.
8



Posteriormente la visualizacion del material amplificado se realizé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%. En el gel se logré visualizar en tres muestras clinicas
(correspondientes a los pacientes Charlotte, Facundo y Estrellita-2) y en dos cepas
vacunales una banda correspondiente al fragmento de ADN de tamafio compatible a lo

esperado: mayor a quinientos pares de bases (Figura 1).
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Figura 1: Visualizacion de productos amplificados por RT-PCR mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% en buffer TAE y posterior incubacion en bromuro de etidio. Los
carriles nimero 1, 2 y 3 corresponden a muestras clinicas de los pacientes Charlotte,
Facundo y Estrellita-2 respectivamente (ver cuadro 1). El carril nimero 4 corresponde al
control positivo vacunal cepa Lederle. Los carriles nimero 5 y 6 corresponden a controles
positivos vacunales cepa Onderstepoort. El carril nUmero 7 corresponde al marcador de
tamafio molecular con fragmentos de entre cincuenta y mil pb. La flecha indica la
visualizacion de bandas de ADN de un tamafio cercano a los seiscientos pb.

c) Secuenciacion y determinacion del porcentaje de identidad nucleotidica de las
muestras positivas a RT-PCR

Dos de las muestras positivas se enviaron para su secuenciacion a la empresa Genytec®
(correspondientes a los pacientes Facundo y Estrellita-2 del Cuadro 1). Una vez obtenidas
las secuencias se determin0 su porcentaje de identidad nucleotidica respecto de secuencias

publicadas en la base de datos BLAST (Anexo 3). Dentro de las primeras cincuenta

9



secuencias alineadas, todas corresponden a VDC. Ademas, ambas secuencias arrojaron un
porcentaje de identidad nucleotidica superior a un 96% con respecto a las primeras cien
secuencias de VDC almacenadas en Genbank®. Esto demuestra indiscutiblemente que las

muestras obtenidas corresponden a VDC.

d) Andlisis filogenético

De ambas muestras enviadas se obtuvieron tres secuencias, las que se alinearon usando el
programa Clustal W 2.0.12, obteniéndose una secuencia consenso para cada muestra: del
paciente Facundo se obtuvo la secuencia CDV13/VSR/Chile y del paciente Estrellita-2
CDV12/VSR/Chile (Anexo 1y 2).

Se construy6 el arbol filogenético de la muestra CDV12/VSR/Chile utilizando una region
de cuatrocientos cincuenta pares de bases alineandola en conjunto con distintas secuencias
de VDC representantes de los ocho linajes principales conocidos sacados de GenBank®.
Asi mismo, el arbol para la muestra CDV13/VSR/Chile se construyé alineando
cuatrocientos sesenta y cinco pares de bases junto con distintas secuencias de VDC
representantes de las ocho lineas reconocidas oficialmente. Los resultados del alineamiento
permitié conocer el patron geografico de segregacion correspondiente; asi la secuencia
CDV12/VSRI/Chile segregd en el linaje Europeo (Figura 2), mientras que la secuencia
CDV13/VSR/Chile lo hizo en el linaje América 1 (Figura 3).
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Figura 2: Relacion filogenética entre cepas de VDC sacadas de GenBank® con la muestra
CDV/VSR12/Chile, usando el programa Clustal W 2.0.12. Se utilizaron distintas cepas de
VDC representantes de cada linaje principal conocido actualmente. La especie, nimero de
acceso para GenBank® vy lugar donde fue aislada estan indicados en cada muestra. El
circulo rojo indica el lugar en que la muestra CDV/VSR12/Chile se asoci6 quedando dentro

del linaje europeo.
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Figura 3: Relacion filogenética entre cepas de VDC sacadas de GenBank® con la muestra
CDV/VSR13/Chile, usando el programa Clustal W 2.0.12. Se utilizaron distintas cepas de
VDC representantes de cada linaje principal conocido actualmente. La especie, nimero de
acceso para GenBank® y lugar donde fue aislada estan indicados en cada muestra. El
circulo rojo indica el lugar en que la muestra CDV/VSR13/Chile se asoci6 quedando dentro
del linaje América 1.

DISCUSION

Desde hace décadas que el control del DC en los perros domeésticos del mundo se basa
principalmente en vacunas preparadas con virus vivo modificado del linaje América 1
(Ondersteeport, Leederle, etc). Actualmente, en varios paises se describe un aumento en el
namero de infectados a pesar de ser perros con su programa de vacunacién al dia (13). En

consideracién a lo anterior se han planteado posibles hipétesis respecto de este notorio y
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preocupante aumento de infeccion en los canes domésticos, entre las cuales es posible
destacar la circulacion de nuevas variantes genéticas del virus, malos programas de
vacunacion o bien un limitado poder de proteccién adquirido con las vacunas
convencionales. De acuerdo a la literatura consultada, actualmente en Chile no hay estudios
epidemioldgicos que permitan identificar -si existen- diferencias a nivel gendmico,
antigénico o biologico entre diferentes aislados nacionales del virus versus las cepas

vacunales.

Asi, los resultados de este trabajo muestran que de cuarenta y dos muestras de sangre
periférica de perros se logré detectar sélo en tres un fragmento de ADN de alrededor de
quinientos pares de bases y dos de ellas se mandaron a secuenciar. Si bien es sabido que el
método PCR es una herramienta diagnostica altamente sensible, se plantea la duda de
posibles falsos negativos en las veinte primeras muestras en primera instancia por el tiempo
que quedaron guardadas en refrigeracion desde su obtencion hasta su procesamiento en el
laboratorio, ya que es sabido de la labilidad del ARN viral luego de su extraccion, el cual
puede facilmente ser degradado por la accion de ARNasas presentes en la piel y por
temperaturas superiores a 4°C. Otra hipotesis es la fase en que la enfermedad se encontraba
en los pacientes, donde el virus posiblemente ya no se encontraba a nivel sanguineo sino

que principalmente en el tejido epitelial.

Para las siguientes muestras se considerd que todas fueran positivas para el test de IgM
especifico para VDC con titulos de anticuerpos mayor a 1:40 y se trabajaron en un periodo
de menos de dos semanas desde su obtencidn del hospedero hasta su procesamiento. De las
veintidds muestras obtenidas en tres de ellas se logro detectar un fragmento de ADN del
tamafo deseado correspondientes a los pacientes Charlotte, Facundo y Estrellita-2 ademas
de dos muestras vacunales correspondientes a las cepas Leederle y Onderstepoort (Figura
1). Posibles hipotesis de falsos negativos en las otras muestras es que el error puede ser
humano (ajuste incorrecto de instrumentos, contaminacion de muestras, protocolo de
diagnostico aun no definido, etc) debido a la inexperiencia de trabajar con el gen H como

herramienta diagndstico o bien debido a la labilidad del ARN viral.
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Es importante sefialar que las tres muestras positivas presentaron altos titulos de
seroneutralizacién para distemper y a su vez fueron las que tuvieron menos tiempo desde su
extraccion del hospedero hasta su procesamiento en el laboratorio. Estas caracteristicas
segun el trabajo de Jara, 2011 son ideales para implementar el método PCR en virus RNA y
confirma asi que es posible utilizar partidores para el gen H como herramienta diagnostica
para VDC (8).

Actualmente, gracias al analisis de secuencias del gen H ha sido factible clasificar a las
cepas de VDC obtenidas dentro de ocho principales lineas o linajes genéticos mundiales
aceptados (13), y los que presentan la mayor diversidad genética y antigénica son las cepas
vacunales (linaje América 1) con respecto a los otros linajes de VDC (3, 4, 5, 13). Al
incorporar las secuencias obtenidas y construir el arbol filogenético mediante el programa
MEGA se evidencio que la secuencia CDV/VSR13/Chile correspondiente al paciente
Facundo segrega dentro del linaje América 1, el mismo grupo de las vacunas (Figura 3). En
este caso el paciente no estaba inmunizado contra DC, por lo tanto el virus detectado
corresponde a una cepa de campo que circula en la poblacién de perro. Se podria inferir que
las vacunas utilizadas en Chile podrian ser eficaces para este grupo de virus (linaje América
1) y que en este caso el perro enfermd al no estar vacunado. Sin embargo para comprobar
esta afirmacion seria necesario desafiar experimentalmente a perros vacunados contra virus

nacionales de este linaje.

Por otro lado la existencia de la secuencia CDV/VSR12/Chile proveniente del paciente
Estrellita-2 confirmaria que en Chile no solo estan presentes virus del linaje América 1,
sino que también virus del linaje Europeo (Figura 2). Por otra parte el paciente si estaba
vacunado contra DC, dato que apoyaria la hipétesis de nuevas y diferentes cepas del virus
que se escaparian del poder protectivo de las vacunas convencionales. Sin embargo no es
una afirmacion totalmente garantizada ya que pueden existir otros factores relevantes tales
como un mal programa de vacunacion o la presencia de anticuerpos maternos al momento

de la inmunizacion, entre otros.

En conclusion y bajo los resultados de esta memoria, podemos inferir que una vacuna ideal

debe ser disefiada considerando el polimorfismo genético propio de la zona geografica. Sin
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embargo, en Chile no existen estudios acabados que permitan desarrollar prototipos de

vacuna que consideren las variantes genéticas circulantes en el pais (4).

La importancia de DC no sdlo se restringe a la medicina de animales domésticos; en todo el
mundo la enfermedad de distemper canino es una de las principales amenazas para la
conservacion de especies silvestres en peligro de extincion (11). Aunque no hay datos que
determinen la situacion de la fauna silvestre nacional, existen reportes que reconocen la
infeccion esporédica en zorros endémicos del bosque de Fray Jorge (15), existiendo altas
posibilidades de que los perros urbanos estén actuando como reservorios de VDC en esa
zona (1). El riesgo que corren estas poblaciones exige la aplicacion de vacunas seguras
capaces generar una buena respuesta inmune considerando las cepas nacionales, ya que la
presencia de reservorios de VDC puede significar la repentina declinacion de una poblacion

susceptible, incluso llegando a su extincion.

Finalmente, mediante este estudio se ha logrado establecer la existencia en Chile de dos de
los ocho linajes conocidos de VDC y que s6lo uno de ellos estaria genéticamente
relacionado con las cepas vacunales, lo cual si bien no clarifica el verdadero patron
epidemioldgico que ha tomado el virus en el pais, sugiere la posible participacion de otros
linajes causales de la enfermedad, los cuales pudiesen estar relacionados con el inquietante
nimero de casos de perros previamente inmunizados y que adquieren la enfermedad. Si
bien adn es una hipotesis que requiere ser confirmada, pone en tela de juicio la necesidad
de actualizar nuestros datos nacionales con respecto al VDC, aumentar su vigilancia
epidemioldgica, tener una buena caracterizacion celular y molecular del virus, identificar si

son nuevas variantes nacionales, y comprender asi la dindmica epidemioldgica del virus.
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ANEXO 1

Alineamiento de las secuencias obtenidas por Genytec® para la muestra
CDV/VSR12/Chile:

12 ~TTTTIGGECCEGRAGE-———- GACGCGCGGAAGCACAGAGCGEEGEGGAAGEGRAG-TA 53
I —ATTTIG---TGGRAGCTIGCAGTCECGTGARGGAACAGAG-GEEEEEEECEEEAAG-TA 54
2 TTTCTIGTGTCAGRATG-———AGACGTGTCTAGGCACCGARCGEECCAGGAGGEAGEATA 56
* hEkE EE T * &k &k &k * * k& k& kkE kR & FhkkE * k&
12 TGTA-GAATTGTTGARAGAGGATATGGAGAARTCAGAGGC-COTACAT-CACCAAGTCAT 110
< TGTATGARATGTTGAATGAGGATATGGAGARATTAGAGECTCGTACATTCACCAAGTCAT 114
2a TGTAT-ATTTGTTGARAGAGGAAATGGAGAART TAGAGGCTCGTACATTCACCAAGTTAT 115
HEEE * FEERERT FEFEE FEEAEFEAFIIEAEE REAEAEE AFEEEAEE FEEFEFEEEE FE
12 AGATETCTTGACACCGCTCTICARARTTATTGEAGATGAGETIGGETTACGETIGCCACR 170
3A AGATGTCTTGACACCGCTCTTCARAATTATTGGAGATGAGGTIGGETTACGETTGCCACR 174
2 1 AGATETCTTGACACCGCTCTTCARAATTATTGGAGATGAGGTTGGETTACGETTGCCACR 175
EE s s s s s s s s s s s i
12 ARAACTARACGAGATCARACAATTTATCCTTCARRAGACAARCTTCTTCAATCCGAACAG 230
3z ARAACTARACGAGATCARACAATTTATCCTTCARAAGACAARCTTCTTCARTCCGRACAG 234
2 1 ARAACTARACGAGATCARACAATTTATCCTTCARAAGACAARCTTCTTCARTCCGRACAG 235
R R L]
11 GGRATTCGACTTCCGCGATCTCCACTGETGCATTAATCCACCTAGTARGATCARGGTGAR 290
< SERATICEACTICCRCEATCTCCACTARTGCATIARTCCACCTAGTARGRICARGET AR 204
22 GGRATTCGACTTCCGCGATCTCCACTGETGCATTAATCCACCTAGTARGATCARGGTGAR 295
R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R AR AR AR AR R R R AR AR R R R AR AR A AR AR A AR A
12 TTITACTARTTATIGCGATACAATTGGEATCAGARAATCTATTGCATCGECAGCARATCE 350
3A TTTTACTARTTATTGCGATACAATTGGEATCAGARAATCTATTGCATCGGCAGCARATCC 354
2 1 TTTTACTARTTATTGCGATACAATTGGGATCAGARAATCTATTGCATCGECAGCARATCC 355
s s s s
12 CATCCTTTTATCAGCACTCTCAGGAGGCAGAGETGACATATTCCCACCATACAGATGCAG 410
3z CATCCTITITATCAGCACTCTCAGGAGGCAGAGETGACATATTCCCACCATACAGATGCAG 414
2 2 CATCCITTTATCAGCACTCTCAGGAGGCAGAGETGACATATTCCCACCATACAGATGCAG 415
R R L]
11 TGEAGCTACTACTICAGTGGGCAGAGTTTTCCCCCTATCAGTATCATIGTCCATGTCTTT 470
3 A TGEAGCTACTACTICAGTGEGCAGAGTTTICCCOCTATCAGTATCATIGTCCATGTCTTT 474
22 TGGAGCTACTACTTCAGTGGGCAGAGTTTTCCCCCTATCAGTATCATIGTCCATGTCTTT 475
R s s s
12 CATCTCARGRACATCAGAGATAACCARTA-TOCTARCTOCTATCCARC-COEERGE--TE 52
3A GATCTCAAGAACATCAGAGATAACCAATA-TGCTAACTGCTATCTCAR-CAGGRA--TGE 530
2 1 BATCTORAGAACATCAGAGATAACCARTAGTCOTARCTEOTATCTCARACGECRAGTTET 535
FEEEEFFFFFF I T I I I I I I A AT IR R EE IR AR R R R A AR R * * kEE Ex
12 ~TAGGEARLA - mmmmmmmmmmmmm e 534
3z TTANARARBANN -~ ——————m e e 542
2 2 TTAAGARARARAACGCCARCCACCTCCCGETCCTAGR 572
EE EE T
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Cuadro 2: Tabla de Puntaje segun Clustal W 2.0.12 de las tres secuencias obtenidas de una

muestra enviada a Genitek®.

Eesar Y mess Y s ) e e sy ===
1 1_A 534 2 2_A 572 85.0

1 1_A 534 3 3_A 542 §5.0

o or T 1 | =i i o oA C A7) CaAd
2 2 A 572 3 3_A 542 54.0

Secuencia consenso muestra CDV/VSR12/Chile:

ATGTATGAATTGTTGAAAGAGGATATGGAGAAATTAGAGGCTCGTACATTCAC
CAAGTCATAGATGTCTTGACACCGCTCTTCAAAATTATTGGAGATGAGGTTGGG
TTACGGTTGCCACAAAAACTAAACGAGATCAAACAATTTATCCTTCAAAAGAC
AAACTTCTTCAATCCGAACAGGGAATTCGACTTCCGCGATCTCCACTGGTGCAT
TAATCCACCTAGTAAGATCAAGGTGAATTTTACTAATTATTGCGATACAATTGG
GATCAGAAAATCTATTGCATCGGCAGCAAATCCCATCCTTTTATCAGCACTCTC
AGGAGGCAGAGGTGACATATTCCCACCATACAGATGCAGTGGAGCTACTACTT
CAGTGGGCAGAGTTTTCCCCCTATCAGTATCATTGTCCATGTCTTTGATCTCAA
GAACATCAGAGATAACCAATA
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ANEXO 2

Alineamiento de las secuencias obtenidas por Genytec® para la muestra
CDV/VSR13/Chile:

-—-ATCTARRAGRCAGET GUT GEIGAGGERA R GEEAGEET GEEEEEEE555AGEFERARRAG
FEEARCAGOGEEARAGEOGOGEEIGAGEAN A GEEAGEEAGEEEEEEEEEEEE55ARMA -~
----TITITIGAGRAGARG——-—-ARGER A EEREREEEAEEECEEEEEEEEEEEAGEEEEAAGE

LI A FEEE FERIFERFFTETF FEAIFITRFTITFTEE FEF E

ot
AT
ot
T

ARG R T AGTAGTTATATTGTATTTAGT AT -GEIGEEAATATGTCACCTCTG
AR R R R R R R R GTTATATAGTATCT -GTAT -GETGEEARTATGTCACCTICIG
AR GAGRRR R R R R R R T TATATAGTATTTAGTATTGEAGGEARTRAGTCRACCTCAS

wH REEREEREEREE * FEERFTRERET KREEE K REEE kR REAFTEIEE AEEEAAEEE ¥

CCT TR AGT GCT AT AL A A GG T GEEAT T TGCTGCCGAT GCARTAGATTTTICTGATIC
CCT TR AGT GOT AT AR A A GG T GEEAT T TGCTGCCGAT GCARTAGATTTTICTGATIC
CCT T A GAGT GOTGA T AR A A GG T GEEAT TTGCTGOCGATGCARTAGATTTTCTGATC

LR e A s s s ]

AR TTGeIAT O AR TR TTAGTAR R R TTCACCTIGAT CTTACTAGGTGEATTARTGCAD
AR TTGTAT O AR TR TTAGTAR R R TTCACCTIGAT CTTACTAGGTGEATTARTGCAD
CCAATTGTAT AR T A T TAGT AR A TTCRCCTIGAT CTTACTAGGT GEATTARTGCAC

LS S S R S s R R R R R A i s ]

CAGTERRAGAT GO GT A AT TCCCTGTTCGEAT TGARGRRGTTTGTICTTTT ARG 29

114
114
112

CRAGTEERGATCGCGERAGT A AT TOCCT T TCGGAT TGAAGARGTTTGTCTITTGARAGE 294

AT REAGA T OO TR TTCCCTGITCGGAT TRARGRAGTTTGTICTTITTGARGS 2

R R A R R R R R R A A R A A A R R AR A R A AR AR R AR AT R TR TR TR AR R

ATAR A TTGTITTGATCTCGTITTAGTITTTTGI GRCARCCGTARCCCARCCTCATCTCCAATR
ATARATTGTTTGAT CTCGTTTAGTITTITGI GRCARCCGTARCCCARCCTCATCTCCAATR
ATRR R TTGTTTGATCTCGTITAGTITIT I GECARCCGTARCCCARCCTCATCTCOCCATR

AR R R R AR AR R A AR R R AT R AT R AR AT AR A AT RN TRAR R AR AR R TR R TR AT kR

ATTTTGARGAGCGET T CARGRACATCTATGACTTGEIGAT GTACGECCTCTGATITCTCC
ATTTTGARGRGCGET T CAAGACAT CTATGACTIGEIGAT GTACGGCCTICTGATTITCTCC
ATTTTGARGAGCGET T CAAGACAT CTATGACTTGGIGAT GTACGGCCTCTGATTTCTCC

LR e A s s s ]

ATATCCTCITICAGC AR TCT GO TR A TTCCATATTGCTAGT IGATACTIGET ZARATCR
ATATCCTCITICAG AL TCT GO T AR A TTCCATATTGCTAGTTGATACTIGETGARATCG
ATATCCTCITICAT CARTCTGCTATATTCCCTATIGCTAGT IGATACTIGETGGAATCRAR

FEEFRFFEFTTEFTEE FHIFFRFREF AIIER FAFFRFFAFRAFIARIFRETRRET AR EE %

ACTCCAGT AT ARG AR GETCATGATTCCARCCAGTAGETGAGGRRGES

ACTCCAGT AT A ARG AR GETCATGATTCCARCCAGTAGGAGRA - —————- RRGRAGE
AT CCRCT AT GO A RGO G ETCATGATTCCTICCACTATAT GA-—————- FERRGEER
HREEEE RFFEEAARRFAARRFFAEAFFAAAE  kkE R F *% * *

CARCTRCARCTICCGT 5419

CACGHCACH---- 538
CRGRRCARCCC--- 535
w4k ET T
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Cuadro 3: Tabla de Puntaje segun Clustal W 2.0.12 de las tres secuencias obtenidas de una

muestra enviada a Genitek®.

cC
o

[4 =]
(4 =]

Scah | Mame |Length |ScaB |Name |Length | Score
1 1.8 4 2 2 B 535 2.0

1 1_B 549 3 3B 338

0

(4]

. 3 cCac el el cCa
2 Z_ B 235 3 3 B 338

2.0

(=]

Secuencia consenso muestra CDV/VSR13/Chile:

AAAAGAAAAAGAAAGAAGAGTTATATAGTATTTAGTATTGGTGGGAATATGTC
ACCTCTGCCTCCTGAGAGTGCTGATAAAAGGATGGGATTTGCTGCCGATGCAAT
AGATTTTCTGATCCCAATTGTATCGCAATAATTAGTAAAATTCACCTTGATCTT
ACTAGGTGGATTAATGCACCAGTGGAGATCGCGGAAGTCGAATTCCCTGTTCG
GATTGAAGAAGTTTGTCTTTTGAAGGATAAATTGTTTGATCTCGTTTAGTTTTTG
TGGCAACCGTAACCCAACCTCATCTCCAATAATTTTGAAGAGCGGTGTCAAGA
CATCTATGACTTGGTGATGTACGGCCTCTGATTTCTCCATATCCTCTTTCAGCAA
TCTGCTAAATTCCATATTGCTAGTTGATACTTGGTGAAATCGAACTCCAGTGAT
AGCAAGCAAGGTCATGATTCCAACCAGTAGGTGA
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ANEXO 3

Porcentajes de identidad nucleotidica de

las secuencias

CDV/VSR12/Chile 'y

CDV/VSR13/Chile con respecto a secuencias de VDC almacenadas en GenBank®. Se
utilizé el programa BLAST.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

:; Alignments

OO0 O0D0DDO0DO0ODOO000 0000000000000 000000000000000000A30

Description

Canine distemper virus isolate 265/02-3 hemadgglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus strain 746 Dog TN 07 hemagalutinin (H) gene, partial cds

Canine distemper virus strain CDVBR2 hemagalutinin gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 111/038 hemadgdglutinin {H) gene, complete cds

Canine distemper virus haemadgalutinin gene

Canine distemper virus strain CDVBR3 hemaaalutinin gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Uy-128/09 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Uy-111/08 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus strain COVBR4 hemagalutinin gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 324/03 hemadgglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate DK91 C haemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate C haemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate DK91 B haemadgqlutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate B haemagalutinin {H) gene, complete cds

Canine disternper virus isolate DKS1 A haemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate A haemagglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus haemadgalutinin gene

Canine distermper virus haemagglutinin gene
Canine distemper virus isolate DK91 D haemagglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate D haemaqgalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Uy-141/09 hemaagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Uy-102/07 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Lili hemagalutinin (H) gene, camplete cds

Canine distemper virus isolate SMLM75 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate SMLM3 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus strain 5378 Dog BZ 00 hemagglutinin {H) gene, partial cds

Canine distempervirus hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus hemagglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 4088-03 hemagdglutinin {H) gene, partial cds

Canine distemper virus strain 458/07 hemadguglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus strain 408/589/07 hemaaglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 2779-04 hemagdglutinin (H) gene, partial cds

Canine distemper virus isolate H04Bp1F hemadgalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate Uy-109/08 hemaaglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 5825-02 hemagdglutinin {H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 5417-02 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 5253-02 hemagalutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 4520-02 hemadgdglutinin (H) gene, complete cds

Canine distemper virus isolate 5527-02 hemagalutinin (H) gene, partial cds

Canine distemper virus isolate 5470-02 hemadgalutinin (H) gene, partial cds

Canine distemper virus isolate 5428-02 hemadgdglutinin (H) gene, partial cds

Canine distemper virus isolate 5332-02 hemagalutinin (H) gene, partial cds
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98%
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98%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
00
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Max Total Query E  Max

ident
99%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

Accession

DQ494318.1
HM443723.1
EU088103.1
DQ494319.1
Z776721
EU098104.1
JN215476.1
JN215475.1
EU098105.1
DQ4943171
AF478548.1
AF478547 1
AF478546.1
AF478545.1
AF478544.1
AF4785431
Z77673.1
Z77671.1
AF478550.1
AF478549.1
JN215477.1
JN215473.1
HM563059.1
HM563058.1
HMSB3057 1
Hm443718.1
GUO001864.1
GU001863.1
602143751
JN153025.1
JN153024.1
GQ214372.1
DQ88a177.1
JN215474.1
602143842
GQ0214380.2
602143782
GQ214376.2
602143831
602143821
602143811
602143791




Cuadro 4: Ejemplo de identidad nucleotidica de las secuencias CDV/VSR12/Chile y
CDV/VSR13/Chile con respecto a una secuencia de VDC de GenBank®.

Canine distemper virus isolate 265/02-3 hemagglutinin (H) gene, complete cds
Sequence ID: gh|DQ494318.1| Length: 1824 Humber of Matches: 1

Range 1: 216 to 655 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
7;82@];&(‘}7237) 0.0 436/442(99%) 2L4;42(foo) Plus/Plus

Query 9 ATTGTTGAAAGAGGATATGGAGAAATTAGAGGCTCGTACATTCACCAAGTCATAGATGTC 68
PEELEEEErrererrer e e eeerne terrer trerr e el
Sbict 216 ATTGTTGAAAGAGGATATGGAGAAATCAGAGGC-CGTACA-TCACCAAGTCATAGATGTC 273

Query 69  TTGACACCGCTCTTCAAAATTATTGGAGATGAGGTTGGGTTACGGTTGCCACAAAALCTA 128
||I|[|[|I|I|I|||||||||IIII|||]III[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 274 TTGACACCGCTCTTCAAAATTATTGGAGATGAGGTTGGGTTACGGTTGCCACALAALCTA 333

Query 129 AACGAGATCAAACAATTTATCCTTCAAAAGACAAACTTCTTCAATCCGAACAGGGAATTC 188
PELEEELELEEr et bt et e e e bbb e e e e e bbbl
Sbhict 334 AACGAGATCAAACAATTTATCCTTCAAAAGACAAACTTCTTCAATCCGAACAGGGAATTC 393

Query 189 GACTTCCGCGATCTCCACTGGTGCATTAATCCACCTAGTAAGATCAAGGTGAATTTTACT 248
FELELEEEEE e e e et e e e e e e e b e e e el
Shict 394 GACTTCCGCGATCTCCACTGGTGCATTAATCCACCTAGTAAGATCAAGGTGAATTTTACT 453

Query 249 AATTATTGCGATACAATTGGGATCAGAAAATCTATTGCATCGGCAGCAAATCCCATCCTT 308
PEELE TEEEEE e bbb ee e e e bbb e e e el
Sbict 454 AATTACTGCGATACAATTGGGATCAGAAAATCTATTGCATCGGCAGCAAATCCCATCCTT 513

Query 309 TTATCAGCACTCTCAGGAGGCAGAGGTGACATATTCCCACCATACAGATGCAGTGGAGCT 368
FEELEEEEr et Crrer e e e e e e e e e e e el
Sbjct 514 TTATCAGCACTCTCCGGAGGCAGAGGTGACATATTCCCACCATACAGATGCAGTGGAGCT 573

Query 369 ACTACTTCAGTGGGCAGAGTTTTCCCCCTATCAGTATCATTGTCCATGTCTTITGATCTCA 428
PEELEELEREEr e e et e b e e bbb e e b e e e el
Sbict 574 ACTACTTCAGTGGGCAGAGTTTTCCCCCTATCAGTATCATTGTCCATGTCTTTGATCTCA 633

Query 429 AGAACATCAGAGATAACCAATA 450
FoELEEEEE et
Sbict 634 AAMACATCAGAGATAACCAATA 655
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