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RESUMEN

El Distemper Canino es una enfermedad viral de distribucion mundial, letal y altamente
contagiosa, producida por el Virus Distemper Canino, el cual afecta a un amplio rango de
hospederos, como perros domésticos y representantes silvestres de distintas familias de

carnivoros, comprometiendo dréasticamente la conservacion de especies amenazadas.

Para el diagnostico definitivo ante-mortem de la enfermedad, se han sugerido una gran
variedad de parametros clinicos y diferentes tipos de ensayos, sin embargo, debido al curso
imprevisible y variable de ésta, el diagnostico final para algunos animales continta siendo

incierto.

En consideracion a lo anterior y a que el desarrollo de técnicas moleculares ofrece diversos
procedimientos para pruebas diagndsticas, el objetivo de esta memoria de titulo postulé la
deteccidn del gen de la proteina de la nucleocapside del Virus Distemper Canino mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa asociada a transcripcion inversa, como una forma de

diagndstico rapido y especifico para la deteccion del virus.

La especificidad del método se evidencio por la amplificacion del fragmento esperado en el
100% de los controles positivos a Virus Distemper Canino, tanto los tres controles
vacunales (cepa Onderstepoort, Lederle y Snyder Hill), como los diez controles de RNA
viral provenientes desde aislados nacionales, y en la no amplificacién del fragmento
esperado en los controles negativos (perros no infectados con y sin vacunacion). Sumado a
esto, los fragmentos de DNA amplificados fueron enviados a secuenciar y mediante el

programa BLAST, se confirm6 que éstos correspondian a Virus Distemper Canino.

Ademas, se propone que el método podria tener una alta sensibilidad, debido a la
amplificacion del fragmento esperado en el 91% de las muestras de campo provenientes de

perros sospechosos de Distemper Canino.

En base a lo anterior, el método implementado puede colaborar con la prevencién y el
control del aumento de Distemper Canino, tanto en la poblacion canina, como en otros

animales susceptibles a la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Virus Distemper Canino, proteina de la nucleocapside, RT-PCR.



ABSTRACT

Canine Distemper is a viral disease of worldwide distribution, lethal and highly contagious,
caused by the Canine Distemper Virus, which affects a wide host range, as domestic dogs
and wild representatives of different families of carnivores, compromising drastically the

conservation of threatened species.

For the definitive diagnosis of the ante-mortem disease, have been suggested a variety of
clinical parameters and different types of assays, however, due to unpredictable and

variable course of this, the final diagnosis for some animals remains uncertain.

In consideration to the foregoing and to the recent development of molecular techniques
provides various methods for diagnostic tests, the objective of this memory postulated the
detection of the nucleocapsid protein gene of Canine Distemper Virus by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction, as a form of rapid and specific diagnosis for the

detection of the virus.

The specificity of the method was demonstrated by amplification of the expected fragment
at 100% of the positive controls to Canine Distemper Virus, both three vaccine controls
(strain Onderstepoort, Lederle and Snyder Hill), as ten controls of viral RNA from national
isolated, and in the not amplification of the expected fragment in the negative controls
(uninfected dogs with and without vaccination). In addition to this, the amplified DNA
fragments were sent to sequence and by means the BLAST program, it was confirmed that

these were corresponding to Canine Distemper Virus.

Additionally, it is proposed that the method could have high sensitivity, due to the
amplification of the expected fragment at 91% of the field samples of dogs suspected of

Canine Distemper.

Based on the above, the method implemented can contribute to the prevention and control
of the increase of Canine Distemper, both in the canine population, as in other animals

susceptible to the disease.

KEYWORDS: Canine Distemper Virus, nucleocapsid protein, RT-PCR.



INTRODUCCION
Virus Distemper Canino

El Virus Distemper Canino (VDC) pertenece al género Morbillivirus de la familia
Paramixoviridae, orden Mononegavirales y esta relacionado antigenicamente con los virus
de la Peste Bovina y del Sarampion. Es un virus pleomorfico con envoltura lipidica, de un
didmetro de 150 a 300 nm, cuyo genoma es un RNA de hebra simple, de sentido negativo y
con una nucleocapside helicoidal. EI genoma consta de alrededor de 15,7 kilobases (kb),
que codifica para seis proteinas estructurales: la proteina de la nucleocapside (N), la
fosfoproteina (P), la proteina de matriz (M), la polimerasa (L) y las glicoproteinas de
envoltura, la proteina de fusién (F) y la hemaglutinina (H). Estas dltimas dos, ubicadas en
la envoltura lipidica que rodea el virion, son las encargadas del reconocimiento e ingreso
del virus a la célula del hospedador, siendo los objetivos principales de los anticuerpos
neutralizantes que sintetiza el sistema inmune del mismo (Shin et al., 2004, Sidhu et al.,
1993; Summers y Appel, 1994; Von Messling et al., 2001). La nucleocéapside helicoidal,
contiene las proteinas N, P y L, las que inician la replicacion intracelular. La proteina M,
conecta las glicoproteinas de la superficie y de la nucleocapside durante la maduracién viral
(Beineke et al., 2009; Shin et al., 2004).

El gen N, de alrededor de 1,5 kb, es uno de los genes méas conservados del genoma VDC y
su regidn central es la que presenta la menor variacion. Posee regiones muy conservadas en
los primeros 2/3 del gen entre los miembros del género Morbillivirus y codifica la mas
abundante de las proteinas virales estructurales, la proteina de la nucleocépside, que posee
funciones reguladoras de la transcripcion y replicacion, asi como la encapsidacion del
genoma RNA en una nucleocapside RNAsa resistente. No obstante, a pesar de ser una
region muy conservada del genoma VDC, se han demostrado algunas variaciones del gen N
entre aislados de campo (Castilho et al., 2007; Frisk et al., 1999; Gallo et al., 2007;
Keawcharoen et al., 2005).

El VDC, es un virus envuelto muy sensible al medio ambiente, sin embargo su constante
eliminacién a través de todo tipo de secreciones y fluidos corporales a partir del séptimo dia

postinfeccion, y su alta infectividad, permiten su rapida diseminacion en el ecosistema.



Sumado a esto, existen animales infectados que eliminan el virus antes de manifestar signos

asociados a la virosis (Summers y Appel, 1994).
Hospederos del Virus Distemper Canino

Los hospederos del VDC incluyen numerosas familias del orden de los carnivoros como
canidae (perros, zorros), Procyonidae (mapaches), Mustelidae (hurones y visones),
Mephitidae (zorrillos), Hyaenidae (hienas), Ursidae (osos), Ailuridae (pandas rojos),
Viverridae (ginetas, civetas) y Felidae (tigres, leones, leopardos, jaguares), presentandose
inclusive en mamiferos marinos como pinnipedos y cetaceos.
El Distemper Canino (DC) se ha observado en grandes felinos, en el Parque Nacional del
Serengeti de Tanzania en 1994, en los zooldgicos de América del Norte en 1991 y 1992, en
focas del Lago Baikal y Mar Caspio en 1988 y en pecaries de collar (Tayassu tajacu) en
Arizona. Asimismo la enfermedad DC se ha presentado en primates no humanos, macaco
japonés (Macaca fuscata) infectado naturalmente por primera vez en 1989 en Japén y en el
2006 en China, en monos Rhesus (Macaca mulatta), donde 10.000 animales fueron
infectados (Appel y Summers, 1999; Castilho et al., 2007; Martella et al., 2008; Summers
y Appel, 1994).

Por otro parte, una posible relacion entre enfermedad de Paget en los humanos (osteitis
deformante) e infeccion por VDC ha sido demostrada, debido al descubrimiento de RNA
del virus en tejidos afectados (Frisk et al., 1999; Mee et al., 1998).

En Chile, en el afio 1994 se informd del primer aislamiento del virus en cultivos celulares
inoculados con secreciones de un canino con signos clinicos de DC. El diagnéstico clinico
se confirmd por microscopia electrénica y estudios histopatoldgicos (Cerda et al., 1994).
En el afio 2003 ocurri6 un brote de DC en las poblaciones de zorros endémicos del Parque
Nacional Fray Jorge (Regién de Coquimbo), el cual se especulé que podria estar
relacionado con la existencia de mustélidos nativos como el chingue y el quique (Moreira y
Stutzin, 2005). Ademas en el 2007, hubo un brote de DC en la isla Robinson Crusoe
(Region de Valparaiso), donde fueron afectados varios perros domesticos, pero no los

lobos marinos endémicos de la isla (Jara et al., 2007).



Patogenia del Virus Distemper Canino

La naturaleza de la enfermedad es variable y su curso depende en gran medida de las
interacciones entre el virus y el sistema inmune del hospedero. Si bien todos los perros son
susceptibles al VDC, principalmente son afectados los cachorros de tres a seis meses de
edad, ya que han perdido los anticuerpos maternales y su sistema inmune tiene una menor

eficiencia (Martella et al., 2008, Summers y Appel, 1994).

El virus entra en el hospedero por via ocular, nasal u oral, y rapidamente se inicia la
replicacion en nodulos linfaticos locales y en siete dias a todos los tejidos linfaticos
(viremia primaria), produciendo la infeccion temprana de linfocitos y células
mononucleares, por medio del bloqueo de la sintesis y de las vias de sefializacion de
interferones y citoquinas, disminuyendo la proliferacion de linfocitos B y T, siendo mas
afectados estos ultimos, lo que resulta en una grave inmunosupresion del hospedero (Von
Messling et al., 2001). Durante la segunda y tercera semana post infeccion, algunos perros
inician una fuerte respuesta inmune humoral y celular y pueden recuperarse sin signos
clinicos posteriores, mientras otros desarrollan una débil respuesta inmune y presentan la
enfermedad aguda o subaguda, debido a que los linfocitos y células mononucleares
infectadas transportan el virus a la superficie epitelial del tracto digestivo, respiratorio,
urogenital, piel y/o al sistema nervioso central, con los signos clinicos respectivos (viremia

secundaria) (Appel y Summers, 1999).
Signos clinicos de la enfermedad

Los signos pueden ser variables, desde leves a severos, con o sin compromiso del sistema

nervioso central y con alrededor de un 50% de mortalidad (Appel y Summers, 1999).

Dias después de la viremia primaria, generalmente aparecen signos como secrecion nasal y
ocular, conjuntivitis y anorexia (Martella et al., 2008), y luego de la viremia secundaria, se
pueden presentar signos como secrecion nasal, tos, neumonia, diarrea, vomitos, puastulas
dérmicas, entre otros, los que generalmente aparecen aumentados por la infeccion
bacteriana secundaria. La localizacion en el sistema nervioso central, dependiendo de la
cepa viral, genera la enfermedad aguda con mioclonia, hiperestesia y depresion, o la
enfermedad subaguda con incoordinacion, paresia, paralisis y temblores musculares (Appel

y Summers, 1999).



Vacunas

Las vacunas utilizadas en su mayoria corresponden a vacunas polivalentes de virus
atenuados, las cuales confieren una limitada proteccion a los individuos y ademas tienen el
riesgo de provocar la enfermedad en los mismos, ya que mantienen su linfotropismo vy
capacidad de inducir inmunosupresion, sobretodo en animales inmunodeprimidos o

menores de 6 meses (Keawcharoen et al., 2005; Martella et al., 2008).

Otras alternativas que presentan una mayor seguridad que las anteriores, son las vacunas
recombinantes, que prescinden del patégeno y utilizan algunos de sus antigenos para
estimular adecuadamente al sistema inmune del hospedero. Estas vacunas muestran una
gran eficacia, con una produccion de anticuerpos de mayor afinidad y duracion que las

vacunas de virus atenuados (Larson y Schultz, 2006).

Considerando que los cachorros no son inmunocompetentes antes de las ocho semanas de
vida y que los anticuerpos maternos duran en el recién nacido aproximadamente entre ocho
y diez semanas, se recomienda vacunar a las seis semanas de edad y para superar la posible
interferencia de los anticuerpos maternos, se debe repetir la vacunacién cada 3 semanas
hasta las 12 semanas (2 dosis mas), debiendo repetir una vacunacién anualmente (Berrios y
Durén, 2005).

Diagnostico de VDC

De los métodos diagndsticos, la signologia clinica es la principal herramienta utilizada por
médicos veterinarios, no obstante, la inespecificidad de los signos en algunos casos
imposibilita llegar a un diagndstico final, por lo que es necesaria la utilizacion de pruebas
de laboratorio. Entre ellas, una de las mas utilizadas es el ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay), que puede detectar anticuerpos séricos (Acs) IgM (contra las proteinas de
la nucleocéapside, N y P del VDC) o IgG (contra los antigenos de la envoltura, H y F del
VDC). Sin embargo esta prueba no diferencia si los Acs producidos corresponden a Acs
maternos, vacunales o por infecciéon. Por lo demés la produccion de Acs depende de la
etapa de la enfermedad, pudiendo no encontrarse en fases iniciales y finales de ésta. En
perros no vacunados con infeccion aguda, éstos pueden morir sin presentar Acs contra el
virus. En animales con signos neuroldgicos, la determinacién de Acs especificos contra

VDC en liquido cefalorraquideo no contaminado con sangre, es diagndstico definitivo de
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encefalitis por DC, sin embargo éste es un método muy invasivo y sus resultados son
variables (Appel y Summers, 1999; Frisk et al., 1999).

Otro método diagnostico utilizado es la deteccion de cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos eosinofilicos por citologia o por inmunofluorescencia, no obstante,
éstos sdlo se pueden visualizar en ciertos periodos de la enfermedad, generalmente estando
ausentes cuando se generan los signos clinicos (Martella et al., 2008; Summers y Appel,
1994). La inmunohistoquimica se utiliza para detectar antigenos virales y/o cuerpos de
inclusion en tejidos, con resultados confiables s6lo cuando existe una marcada viremia,
ademas esta técnica se puede realizar exclusivamente en muestras tomadas post-mortem
(Frisk et al., 1999; Keawcharoen et al., 2005). El aislamiento del virus, tiene una
sensibilidad y especificidad muy alta, no obstante es un procedimiento laborioso y muy

lento, por lo que no es utilizado rutinariamente para el diagndstico (Martella et al., 2008).

La reaccion en cadena de la polimerasa asociada a transcripcion inversa (RT-PCR),
consiste en una amplificacion exponencial de fragmentos de DNA del virus, previa
transcripcion inversa desde RNA a DNA complementario, permitiendo detectar la
presencia del RNA del virus tempranamente, siendo a diferencia de las otras técnicas
mencionadas, una prueba sensible, especifica y rapida para el diagnostico de VDC, y puede
resultar positiva aln cuando otras pruebas no logran detectar al virus (Appel y Summers,
1999; Frisk et al., 1999; Martella et al., 2008).

En las dltimas décadas, se han desarrollado diversos métodos basados en la RT-PCR para el
diagnostico de VDC, siendo los principales blancos para la amplificacion, regiones
gendmicas que presentan un alto grado de conservacion entre los aislamientos del virus. Es
asi, como en 1999 Frisk et al. desarrollaron un método, basado en la amplificacion por RT-
PCR de un fragmento conservado de 287 pb del gen N del VDC, el cual fue utilizado
posteriormente por diversos autores, demostrando ser un técnica muy eficaz para la
deteccidon del genoma del virus (Calderdn et al., 2007; Frisk et al., 1999; Gallo et al.,
2007).

Esta memoria de titulo tiene como objetivo principal diagnosticar molecularmente el VDC,
a través de la implementacién del ensayo de la RT-PCR del gen de la proteina de la

nucleocapside.



MATERIAL Y METODOS

El trabajo fue realizado en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del Departamento
de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, con financiamiento del PROYECTO FIV 121014019102010.

1.- Controles.

Controles positivos. Una vez establecido el protocolo de la RT-PCR, se probd el
funcionamiento del método con controles positivos provenientes de vacunas y desde

aislados nacionales del virus.

Para los controles positivos vacunales, se utiliz6 sangre del control negativo sin
vacunacion, contaminada con virus vivos atenuados del VDC obtenidos desde las vacunas
“Nobivac® Puppy DP” (cepa Onderstepoort), “Canigen MHA2PPi/L” (cepa Lederle) y
“Vanguard Plus 5/CV-L” (cepa Snyder Hill). Para esto cada vacuna fue reconstituida con
0,5 mL de cloruro de sodio 0.9%, y luego esta mezcla fue agregada a 0,5 ml de sangre, para

posteriormente extraer el RNA.

Los diez controles positivos provenientes de aislados nacionales del virus, correspondieron
a RNA viral que se encontraba guardado en el laboratorio de Virologia Animal de FAVET,
a -20 °C por mas de un afo. Estos aislados provenian de perros domésticos de Santiago de
Chile y fueron confirmados como positivos por una RT-PCR previa basada en el gen de la
hemaglutinina (Jara, 2011; Salas, 2013).

Controles negativos. Se utiliz6 sangre con anticoagulante de dos animales no infectados,
de un perro adulto sin signos clinicos de la enfermedad, sin antecedentes de riesgo y sin
vacunacion y de un perro adulto sin signos clinicos de la enfermedad y sin antecedentes de
riesgo, pero con calendario de vacunacion al dia (vacunado por Gltima vez hace diez

meses).
2.- Muestras sospechosas de DC

Una vez confirmado el funcionamiento del método con los controles, éste fue probado con
muestras de campo nacionales, donde se analizaron once muestras de sangre periférica con
anticoagulante (2 mL), provenientes de perros que presentaron signos nerviosos

compatibles con DC y que en algunos casos se presentaron positivos a la prueba de ELISA
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especifica para VDC, con titulos de anticuerpos IgM >1:80. Estas muestras fueron
recolectadas de clinicas veterinarias de Santiago de Chile, mantenidas en refrigeracion a 4
°C y procesadas en un tiempo menor a dos semanas. Ademas fueron clasificadas segun:
raza, sexo, edad, estado de vacunacion contra VDC vy titulos de anticuerpos IgM anti-VDC
(Cuadro 1).

Canino N° Raza Sexo Edad (\:{)?]Ctligi(/:gg T:';l:\l/los

1 Poodle Macho 6 afos - -

2 Mestizo Hembra | 2 afios Si 1:40
3 Mestizo Macho | 11 meses No 1:80
4 Bull Terrier | Hembra 2 anos Si 1:80
5 Mestizo Hembra 1 afio Si 1:80
6 Mestizo Hembra | 3afios No 1:40
7 Mestizo Macho | 3,5 afios No -

8 Boxer Macho 2 afnos - 1:40
9 Mestizo Hembra | 9 meses No 1:80
10 Mestizo Hembra | 1,5 afios No 1:20
11 Mestizo Macho 1 aflo Si 1:80

Cuadro 1: Clasificacion de muestras de sangre periférica provenientes de perros con signos nerviosos
sospechosos de DC, segun: raza, sexo, edad, estado de vacunacion contra VDC vy titulos de anticuerpos
IgM anti-VDC.

3.- Obtencion de la capa flogistica desde las muestras de sangre sospechosas

En las muestras de sangre con anticoagulante, de los controles negativos y de los animales
sospechosos de DC, se utilizd la preparacion “Histopaque®-1077" de Sigma-Aldrich®
segun instruccion del fabricante, para el aislamiento de linfocitos y otras células
mononucleares, que son el blanco de la infeccion por VDC, por lo que se obtuvo una mayor
concentracion de RNA viral en las muestras donde se encontraba el virus. Para esto, se
colocaron 2 mL de Histopaque®-1077 en tubos de centrifuga, agregandoles sobre esta
solucion, 2 mL de sangre con anticoagulante, para luego centrifugar a 400xg durante 30
minutos a temperatura ambiente. Después se transfirié con cuidado la banda mononuclear
(interfaz opaca) con una pipeta de Pasteur, a un tubo de centrifuga limpio, se lav6 con 10

mL de solucion salina, se agito y centrifugo a 250xg durante 10 minutos, para luego aspirar



el sobrenadante y desecharlo. Finalmente, las células mononucleares se resuspendieron en

Trizol y se procedio a extraer el RNA.
4.- Extraccion de RNA viral mediante kit “7rizol LS” de Invitrogen®

Para la extraccion del RNA total de la muestra, se agregaron 750 pL de reactivo Trizol a las
células sanguineas mononucleares, obtenidas segun se describié anteriormente y a 250 pL
de los controles positivos vacunales (sangre contaminada con vacuna), incubando durante
cinco minutos a temperatura ambiente. Luego, a cada tubo se le agregaron 200 uL de
cloroformo, se mezclaron enérgicamente por quince segundos y se incubaron a temperatura
ambiente por cinco minutos. Enseguida, se centrifugaron a 7000xg por quince minutos y se
transfirio la fase acuosa a un tubo limpio. Para la precipitacion del RNA, se agregaron 0.5
mL de isopropanol, se dejaron diez minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron a
7000xg durante diez minutos, se elimind el sobrenadante, se lavaron tres veces con etanol
75% (1 mL), se agitaron quince segundos en vortex y sé centrifugaron a 2000xg durante
cinco minutos. Para la resuspension del RNA se elimind el sobrenadante, se secO el
precipitado de RNA al vacio durante cinco minutos y se resuspendio en 100 puL de agua
libre de nucleasas. Para finalizar, el RNA fue incubado a 55-60 °C por diez minutos y

mantenido a -20 °C para su uso posterior.
5.-RT-PCR

Se utiliz6 un termociclador Apollo (CLP, USA) de 96 pocillos de 0,2 mL y un protocolo

con temperaturas, tiempos y ciclos adecuados para cada etapa.

Partidores. Los partidores para el RT-PCR fueron enviados a sintetizar a la empresa
Bioscan®, siendo sus secuencias localizadas en una region muy conservada del gen de la
nucleocapside, y correspondieron a P1: 5° - ACAGGATTGCTGAGGACCTAT - 3’
(nucledtido 769 - 789) y a P2: 5° - CAAGATAACCATGTACGGTGC - 3’ (nucledtido
1055 - 1035). Estos partidores permitieron amplificar un fragmento de DNA de alrededor
de 290 pares de bases (pb) (6).

Reaccion RT-PCR. Esta se realizo6 utilizando el kit “SuperScript™ one step RT-PCR with

platinum Taq” (Invitrogen®) segun instruccion del fabricante. La reaccion en el

termociclador comenzé con la sintesis de DNA complementario y una pre-

desnaturalizacion realizada en un ciclo (45 °C durante treinta minutos y luego dos minutos
8



a 94 °C). Después se llevd a cabo la amplificacién por PCR en cuarenta ciclos, la que
consistié en una desnaturalizacion (94 °C durante un minuto), alineacién de los partidores
(60 °C por dos minutos), elongacion (72 °C por dos minutos), y una extension final en un

ciclo (72 °C durante diez minutos) (6).
6.- Deteccion del fragmento de DNA sintetizado en la RT-PCR

Los productos del RT-PCR fueron analizados por medio de electroforesis en gel agarosa
2% en tampon Tris-HC1 (100 mM Tris-HC1, 10 mM EDTA) y comparacion de recorrido
frente a un estandar de tamafio molecular: Hyperladder IV (Bioline®). El producto del PCR
se mezcld con un producto comercial de carga (Fermentas®) y a continuacion se realizo la
electroforesis a 90 V por cuarenta y cinco minutos. Después de la electroforesis el gel fue
incubado con bromuro de etidio (0,5 pug/mL) durante treinta minutos, luego fue visualizado

en un transiluminador de luz ultravioleta y posteriormente fue fotografiado.
7.- Secuenciacion de fragmentos amplificados

Los fragmentos de DNA obtenidos desde dos muestras positivas se enviaron a secuenciar,

al Centro de Secuenciacion de Genytec Ltda.
8.- Analisis bioinformatico de las secuencias nucleotidicas de los fragmentos de DNA

Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando el programa online gratuito ClustalW
2.1 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), obteniendo una secuencia de consenso
para cada muestra utilizada. Ademas, las secuencias consenso fueron ingresadas al
programa  informatico de alineamiento de  secuencias BLAST 2.2.28
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), para identificar el origen de los fragmentos de DNA
obtenidos en la RT-PCR.

9.- Andlisis de resultados

Se consideraron positivas aquellas muestras que luego del RT-PCR sintetizaron un
fragmento de DNA de aproximadamente 290 pb y que luego del analisis con el programa
BLAST su identidad nucleotidica correspondio a VDC.



RESULTADOS

Implementacion del ensayo RT-PCR del gen de la proteina de la nucleocapside del
VDC

Una vez establecido el protocolo de la RT-PCR del gen de la proteina de la nucleocapside
del VDC, se procedio a probar el funcionamiento del método con los controles positivos y

negativos, para posteriormente analizar las muestras de campo sospechosas de DC.
a.- Controles.

Se procesaron tres controles positivos provenientes de vacunas comerciales, diez controles
positivos correspondientes a RNA del VDC (aislados nacionales) y dos controles negativos
procedentes de perros no infectados. Todos estos controles fueron sometidos a la RT-PCR
del gen de la nucleocéapside del VDC y luego de la visualizacion de los productos, todos los
controles positivos generaron bandas intensas de alrededor de 290 pb y en el caso de los

controles negativos, éstos no presentaron bandas visibles (Figura 1).
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Figura 1: Visualizacion productos amplificados por RT-PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% y posterior incubacion en bromuro de etidio. Los carriles 1 y 2 corresponden a los
controles negativos, perro no infectado vacunado y sin vacunacion respectivamente. Los carriles 3,
4 y 5 corresponden a los controles positivos vacunales, sangre de control negativo sin vacunacion
contaminada con vacuna cepa Onderstepoort, Lederle y Snyder Hill respectivamente. Los carriles 6
y 16 corresponden al marcador de tamafio molecular (100 - 1000 pb). Los carriles 7, 8, 9, 11, 12, 13,
14, 15, 17 y 18 corresponden a los controles positivos de RNA viral provenientes de aislados
nacionales a VDC.
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b.- Muestras sospechosas de DC

Se recolectaron once muestras de sangre periférica de perros con signos nerviosos
concordantes con DC y que en algunos casos se presentaron positivos a la prueba de ELISA
especifica para VDC (IgM) (Cuadro 1).

Todas estas muestras fueron sometidas a la RT-PCR del gen de la nucleocépside del VDC y
luego de la visualizacion de los productos, diez muestras (canino N°1 al N°10, Cuadro 1)
presentaron bandas de alrededor de 290 pb, correspondientes al fragmento de DNA
esperado. Al contrario, la muestra proveniente del canino N°11 no gener6 bandas visibles
(Figura 2).

5 7
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Figura 2: Visualizacion de productos amplificados por RT-PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% vy posterior incubacion en bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al control
positivo vacunal, cepa Onderstepoort. El carril 2 corresponde al control negativo, perro no infectado
sin vacunacion. El carril 9 y 16 corresponden al marcador de tamafio molecular (100 - 1000 pb).
Los carriles 3, 4,5, 6, 7, 8, 11, 12, 13 y 14 corresponden a las muestras de sangre de los perros N°1,
2,3,4,5,6,7,8, 9y 10 respectivamente. El carril 15 corresponde al perro N°11 (Ver Cuadro 1).
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c.- Secuenciacion de fragmentos amplificados y analisis bioinforméatico de las
secuencias nucleotidicas de los fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA provenientes de dos muestras consideradas positivas (canino N°1
y canino N°3, Cuadro 1), fueron enviados a secuenciar por triplicado al Centro de
Secuenciacion de Genytec Ltda, obteniéndose cinco secuencias para cada muestra
(Anexo 1). El criterio de seleccidn de estas muestras se baso en las edades de los animales,
donde se eligid el canino N°1, de seis afios, que es la edad donde se presentaria con mayor
frecuencia una encefalitis cronica debido a la infeccion por VDC, la cual podria estar
relacionada con mayores variaciones nucleotidicas de acuerdo a Frisk et al. (1999).
Asimismo se eligio el canino N°3, de once meses, que es la edad en la que generalmente se

encuentran mas animales infectados por VDC (menores de un afio).

Luego las secuencias fueron alineadas utilizando el programa ClustalW, obteniéndose una
secuencia de consenso para cada muestra utilizada: del canino N°1 se obtuvo la secuencia
CDV/CMC1 y del canino N°3 se obtuvo la secuencia CDV/CMC2 (Anexo 2).

A continuacion, las secuencias consenso fueron ingresadas al programa BLAST, para
identificar el origen de los fragmentos de DNA obtenidos en la RT-PCR, lo que reveld que
la secuencia CDV/CMC1 presentd un porcentaje de identidad nucleotidica del 95% y la
secuencia CDV/CMC2 del 94%, respecto a los primeros cien resultados correspondientes a

VDC, y que en el caso de ambas secuencias, éstas correspondieron a VDC (Anexo 3).

Ademas segun el analisis de las secuencias, la secuencia CDV/CMC1 y CDV/CMC2
mostraron un porcentaje de identidad nucleotidica de 98/97; 97/95 y 96/95%, respecto a las

cepas vacunales Onderstepoort, Lederle y Snyder Hill respectivamente (Anexo 4).

Por otra parte las secuencias CDV/CMC1 y CDV/CMC2 fueron comparadas mediante el
programa BLAST con otras secuencias del gen N del VDC, representantes de tres linajes
del virus (América 1, América 2 y Asia 1), de acuerdo a la clasificacion de Gamiz et al.
(2011). La secuencia CDV/CMC1 presentd un porcentaje de identidad nucleotidica de
alrededor de un 97, 95 y 94% en relacion a los linajes América 1, Asia 1 y América 2
respectivamente. La secuencia CDV/CMC2 presentd un porcentaje de identidad
nucleotidica de alrededor de un 96, 94 y 93% en relacién a los linajes América 1, Asia 1 y

America 2 respectivamente (Anexo 5).
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Sumado a lo anterior, las secuencias consenso fueron alineadas con el programa BLAST,
encontrdndose un porcentaje de identidad nucleotidica del 95% entre ellas (Anexo 6).

DISCUSION

El DC, es una enfermedad de distribucion mundial, viral y altamente contagiosa, que afecta
a una amplia gama de carnivoros terrestres y algunos mamiferos marinos, los cuales han
tenido un aumento progresivo en los dltimos afios, infectandose incluso animales con sus
planes de vacunacion al dia. Es debido a este aumento de hospederos, que es trascendental
un diagnostico certero de la enfermedad causada por el VDC, para limitar la diseminacion

del mismo a otros animales y para dar un tratamiento oportuno a los enfermos.

Si bien el diagnostico de DC se basa principalmente en los signos clinicos del paciente, en
ciertas ocasiones, es dificil llegar a un diagndstico final por esta via, ya que los principales
signos respiratorios y digestivos son comunes a otras enfermedades que afectan a los
caninos y en el caso de los signos clinicos mas especificos del DC, como signos nerviosos,
éstos ocurren mas comdnmente en las etapas posteriores de la infeccion, después de que
ésta se ha hecho mas generalizada. Asimismo, las distintas presentaciones clinicas del DC
varian de un animal a otro, haciendo mas complejo el diagnostico final (Appel y Summers,
1999; Shin et al., 2004).

Si bien existen variadas técnicas para ayudar al diagnostico del DC, como por ejemplo, el
aislamiento del virus, la inmunofluorescencia y la prueba de ELISA, la mayoria de éstos
métodos son laboriosos, consumen mucho tiempo y pueden dar resultados falsos, por lo

cual no son convenientes para el diagndstico ante-mortem definitivo de la enfermedad.

Por esta razon, es necesario un método sensible, especifico y répido para descubrir una
pequefia cantidad del virus tempranamente en la infeccion, lo que gracias al desarrollo de
técnicas bioldgicas moleculares como la RT-PCR puede ser posible, donde se requiere una
secuencia blanco bien conservada entre diferentes cepas del VDC, para evitar desajustes de

los partidores y la posterior falla al amplificar la misma.

En base a lo anterior, en este trabajo se implementé un método diagnostico para VDC
mediante la RT-PCR, basado en la deteccion del gen de la proteina de la nucleocapside, una

region altamente conservada del genoma VDC, lo que hace que este gen sea un buen blanco
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para la deteccidon molecular de este virus. De hecho, varios autores han revelado la
idoneidad de los métodos de biologia molecular basados en el gen de la proteina de la
nucleocapside para la deteccion del VDC (Frisk et al., 1999; Calderon et al., 2007; Castilho
et al., 2007; Gallo et al., 2007; Gamiz et al., 2011; Shin et al., 2004). Adicionalmente, los
partidores utilizados en este estudio, se encuentran localizados en la region méas conservada
del gen de la proteina de la nucleocapside, la zona central, lo cual aumentaria la
sensibilidad del método (Frisk et al., 1999; Gallo et al., 2007)

Aunque en nuestra facultad se han realizado dos memorias de titulo fundamentadas en la
RT-PCR del VDC (Jara, 2011; Salas, 2013), éstas se basaron en el gen de la hemaglutinina,
el cual posee la mayor variacion antigénica y genética entre los genes del VDC,
presentando alrededor de un 10% de variabilidad entre diferentes cepas de VDC, lo cual no
lo hace el gen mas adecuado para el diagndstico del virus (Gallo et al., 2007; Martella et
al., 2008).

En el presente estudio se confirmaron las observaciones anteriores de la utilidad de RT-
PCR del gen de la proteina de la nucleocapside del VDC, encontrandose el RNA del virus
en cerca del 91% (10/11) de las muestras de campo sospechosas de DC (Figura 2). Este
resultado sugiere que el protocolo utilizado en esta memoria de titulo, desde la obtencion de
la capa flogistica hasta la visualizacion de los productos amplificados, podria ser altamente
sensible. Al mismo tiempo, este método seria mas sensible que los protocolos
implementados en los trabajos anteriores, ya que Salas (2013), sélo encontré el RNA viral
en el 7% (3/42) de las muestras analizadas que provenian de perros sospechosos de DC y
en el caso de Jara (2011), éste encontr6 el RNA del virus en el 83% (5/6) de las muestras
analizadas, que habian sido confirmadas anteriormente como positivas por otra RT-PCR,
sin embargo en veinte muestras de campo de perros sospechosos de DC, no encontré el
RNA viral (Jara, 2011). No obstante, para corroborar la sensibilidad del método

implementado, se requieren estudios adicionales.

La especificidad del método fue corroborada con la amplificacion del fragmento esperado
en el 100% (10/10) de los controles positivos y en la no amplificacion del fragmento

esperado en los controles negativos (Figura 1).
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En cuanto a los controles negativos, es importante destacar que uno de los animales usados
para estos controles, presentaba su calendario de vacunacion al dia y habia sido vacunado
por Ultima vez hace diez meses, lo cual apoya las observaciones preliminares de que una

vacunacion anterior no causa resultados falsos — positivos (Frisk et al., 1999).

Por otra parte, el VDC puede permanecer activo indefinidamente a -70 °C, -192 °C
(nitrégeno liquido) o liofilizado y s6lo se mantiene activo por alrededor de un mes a -10 °C
(Pérez et al., 1993), sin embargo en los controles positivos correspondientes a RNA del
VDC (proveniente desde aislados nacionales), es importante destacar que este RNA habia
sido guardado por mas de un afio a -20 °C, la cual no es la temperatura ideal para mantener
la integridad y no degradacion del mismo, pero a pesar de esto, la estabilidad del RNA del

virus no se vio afectada.

En cuanto al tipo de muestra elegida para las muestras de campo, se escogié sangre con
anticoagulante (4cido etilendiaminotetraacético “EDTA”), debido a que es una de las mas
conveniente como substrato para la RT-PCR, ya que es una muestra facil de obtener,
mantiene la morfologia celular por méas tiempo impidiendo que el RNA viral sea
degradado por RNAsas enddgenas al salir de la célula y ademas la cantidad de EDTA
presente en los tubos para la obtencién de sangre, no inhibiria el resultado de la RT-PCR
(Khosravinia y Ramesha, 2007). No obstante, también se han visto resultados similares con
muestras de suero y orina, aumentando aun mas la sensibilidad de la deteccion si se utiliza

mas de una para el diagndstico de la enfermedad (Frisk et al., 1999; Shin et al., 2004).

Hasta ahora, la confirmacién de la infeccion de VDC en perros vivos no era (til,
principalmente debido al bajo nivel de sensibilidad de los métodos disponibles, como por
ejemplo, la prueba de ELISA, donde el hallazgo de anticuerpos neutralizantes en general
no guarda correlacion con los resultados de la RT-PCR (Frisk et al., 1999), tal como se dio
en este estudio, donde algunos animales positivos a la infeccién por VDC presentaban
titulos de anticuerpos inferiores a los considerados positivos (<1:80), lo que podria indicar
el papel no contribuyente de los titulos de anticuerpos neutralizantes para el diagndstico

etioldgico de la enfermedad.

La muestra de campo sospechosa de DC que resulté negativa después de ser analizada por

el método propuesto (canino N°11, Cuadro 1), pudo deberse a la ausencia de RNA viral, ya
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sea porque el virus no se encontraba en sangre, pudiendo estar localizado en otros epitelios

del organismo o porque la muestra fue mal conservada o mal procesada.

Si bien la enfermedad DC es menos frecuente en paises desarrollados debido a la
inmunizacion, en afios recientes, el virus que la produce ha surgido como un patégeno
significativo de poblaciones de animales vacunados, y en el caso de este estudio, se
muestra la presencia de algunos animales enfermos de DC, que a lo menos fueron
vacunados una vez contra el virus, lo cual plantea la hipotesis de la falla en la
inmunizacion de la vacuna, lo que podria estar dado por planes de vacunacion incorrectos
0 por variaciones genéticas del virus (Castilho et al., 2007), sin embargo para dar respuesta

a estas presunciones es necesaria la realizacion de otros estudios sobre el tema.

Luego de obtener las secuencias de dos de las muestras que amplificaron un fragmento de
aproximadamente 290 pb y definir la secuencia de consenso para cada una de ellas (Anexo
2), se utilizo el programa BLAST, donde se obtuvo que ambas secuencias presentaron un
porcentaje de identidad nucleotidica mayor al 94% respecto a los primeros cien resultados
correspondientes a VDC y que en ambos casos los fragmentos amplificados pertenecian a

este virus, corroborandose la especificidad de método implementado.

Al alinear las secuencias consenso (CDV/CMC1 y CDV/CMC2) mediante el programa
BLAST, se encontrd un porcentaje de identidad nucleotidica del 95% entre ellas, por lo

cual no habrian mayores variaciones entre ambas secuencias (Anexo 6).

Tanto la secuencia CDV/CMC1 como la secuencia CDV/CMC2, mostraron mayor
homologia a la cepa Onderstepoort del VDC (98/97% respectivamente) (Anexo 4), similar
a los valores encontrados por Castilho et al. (2007).

A pesar que los fragmentos amplificados se encuentran en una zona altamente conservada
del genoma VDC (gen N), se encontrd una variacién de las secuencias consenso respecto a
la cepa Onderstepoort de alrededor del 2 — 3%. La posibilidad de que estas substituciones
nucleotidicas pudieran tener un impacto luego de la traduccién viral, tiene que ser
justificada por estudios adicionales. Sin embargo en el caso de la secuencia CDV1/CMC1
se presenta una sustitucion de un coddn respecto a la cepa Onderstepoort (GGG por CCC,
posicién 1026 al 1028 de la cepa Onderstepoort, Anexo 4), lo cual podria ocasionar un

cambio aminoacidico pudiendo modificar la estructura de la proteina. Asimismo en 1998,
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Yoshida et al. encontraron que aislados de VDC en Japon tenian un grupo de
substituciones nucleotidicas que los distinguieron de la cepa de laboratorio Onderstepoort,
pero que estas substituciones de secuencia no tenian correlacion con diferencias en la

patologia de la enfermedad (Yoshida et al., 1998).

Segun el analisis gendémico de las secuencias CDV/CMC1 y CDV/CMC2, donde éstas
fueron comparadas con otras secuencias del gen N del VDC (representantes de tres linajes
del virus), ambas secuencias presentaron mayor similitud segun el porcentaje de identidad

nucleotidica, al linaje América 1 (Anexo 5).

La técnica implementada, permitiria el aislamiento temprano de los animales infectados y
la instauracion de un tratamiento adecuado. Ademas en el caso de animales silvestres, el
diagnostico rapido y especifico que otorga este método, podria ayudar a la conservacion de
especies protegidas, las cuales se han visto en riesgo debido al aumento dramético de

hospederos de VDC acontecido en los ultimos afios.

CONCLUSIONES

El sistema implementado, representa un método diagndstico ante-mortem rapido y
especifico de la enfermedad Distemper Canino, resultando ser eficaz para la deteccion del

virus.

La estabilidad del RNA del Virus Distemper Canino, no fue alterada al ser mantenido por

mas de un afio a -20 °C.

Segun el analisis gendmico de las secuencias CDV/CMC1l y CDV/CMC2, ambas
mostraron mayor similitud a la cepa Onderstepoort del Virus Distemper Canino y por otro
lado, ambas secuencias mostraron mayor similitud al linaje América 1 del Virus Distemper

Canino.

En base a los resultados de este estudio, el método implementado puede colaborar con la
prevencion y el control del aumento de Distemper Canino, ya que éste otorga un
diagnostico rapido y especifico para la identificacion del virus responsable, lo cual podria
ayudar a mejorar la salud de la poblacion canina, asi como la de otros animales que son

susceptibles a la enfermedad.
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ANEXO 1

Alineamiento de las secuencias obtenidas desde Genytec Ltda, para la muestra
proveniente del canino N°1, mediante el programa ClustalW 2.1.
CAl -CAGGATTGCTGAGGACCTTTCTTTGAGGCGACTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCT 59
CA2 --AGGATTGCTGAGGACCTTTCTTTGAGGCGACTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCA 58
CA5 ACAGGATTGCTGAGGACCTATCTTTGAGGCGCTTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCA 60
CA3 TCAGGATTGCTGAGGACCTATCTTTGAGGCCATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATTT 60
CA4 TCAGGAT-GCTGAGGACCTATCTTTGAGGCCATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATTT 59
hkhkkhkkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkkk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkk
CAl TATGATCCCCAGGGAACAAGCCTAGAATTGCTGCAATGATTTGTGATATAGATAACTACA 119
CA2 TTAGATCCCCAGGGAACAAGCCTAGAATTGCTGCAATGATTTGTGATATAGATAACTACA 118
CA5 ATTGATCCCCAGGGAACAAGCCTAGAATTGCTCAAATGATTTGTGATATAGATAACTACA 120
CA3 ATTGATCCCTAGGGAACAAGCCTAGAATTGCCGAAATGATTTGTGATATAGATAACTACA 120
CA4 AATGATCCCTAGGGAACAAGCCTAGAATTGCCGAAATGATTTGTGATATAGATAACTACA 119
hkhkhkhkkhkk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk
CAl TTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACCATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 179
CA2 TTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATC-TAACCATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 177
CA5 TTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 180
CA3 TTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTACCTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 180
CA4 TTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTACCTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 179
hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhk *k hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkkk
CAl ATCCGTTTCTTGGGTTGCATGAGTTTTCCGGAGAACTAACAACTATTGAATCCCTCATGA 239
CA2 ATCCGGCTCTTGGGTTGTTTGAGTTTTCCGGAGAACTAACAACTATTGAATCCCTCATGA 237
CA5 ATCCGGCTCTTGGGTTGCATGAGTTTTCCGGAGACTTAACAACTATTGAATCCCTCATGA 240
CA3 ATCCGGCTCTTGGGTTGCATTTGTTTTCCGGAGCATTAACAACTATTGAATCCCTCATGA 240
CA4 ATCCGGCTCTTGGGTTGCGGGAGTTTTCCGGAGCATTAACAACTATTGAATCCCTCATGA 239
* %k k kK khkkhkkhkhkkhkkkk khkhkhkhkhkhkkkkk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk
CAl TGCTATATCAACAGATCCCTGAAACAGCACCGTACACGGTTATCT-- 284
CA2 TGCTATATCAACAGATCCCTGAAACAGCACCGTACACGGTTATCTT- 283
CA5 TGCTTTATCAACAGATCCCTGAAACAGCACCGTACCTGGTTATCCC- 286
CA3 TGCTATATCAACAGATCCCTGAAACAGCACCGTACATGGTTATC--- 284
CA4 TGCTTTATCAACAGATCCTTGAAACAGCACCGTACATGGTTATCAAA 286
hkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk *khkkkkkk
Alineamiento de las secuencias obtenidas desde Genytec Ltda, para la muestra
proveniente del canino N°3, mediante el programa ClustalW 2.1.
CBl1 TTCAGGATTGCTATGGCCCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATC 60
CB2 -CCAGGATTGCTATGGACCTATCTTTGAGGCGATCCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATC 59
CB3 --CAGGATTGCTATGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTGATCTTGGACATC 58
CB4 -TAAGGATTGCTATGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTTGACATC 59
CB5 -CAAGGATTGCTATGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTTGACATC 59

hkkhkhkkkhkhkkhkhkkhkkhk khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkkx k*khkhkkkhkkkhkkhkkxkk *hkkkx*x *hkkkxk
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CB1 AAACGATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTAC 120
CB2 AAACGATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTAC 119
CB3 AAACGATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTAC 118
CB4 ACACGATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTAC 119
CB5 ACACGATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTAC 119
k khkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkkkx
CBl ATGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 180
CB2 ATGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 179
CB3 ATGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 178
CB4 ATGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCGAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 179
CB5 ATGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATGAAGTTTGGCATTGAAACTATGT 179
hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk
CBl1 TTCCGGCCCTTGGGTTGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAATTTCTATTGAATCCCTCATGA 240
CB2 TTCTGGCTCTTGGGTTGCATGAGTTTTCCGGAGACTTAATTTCTATTGAATCCCTCATGA 239
CB3 TTCCGGCTCTAGGGTTGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAACTACTATTGAATCCCTCATGA 238
CB4 TTCCGGCTCTTGGGCTGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAACTTCTATTGAATCCCTCATGA 239
CB5 TTCCGGCTCTTGGGCTGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAACTTCTATTGAATCCCTCATGA 239
khkk Khhkk hkhk hhkk hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkk *k hhkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk
CB1 TGCTATATCATCAGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGTTAT---- 283
CB2 TGCTATATCATAAGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGTTATCTT- 285
CB3 TGCTATATCATAAGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGTTATCGGG 285
CB4 TGCTATATCATAAGATGGATCAAACAGCACCGTACATGGTTATTC-- 284
CB5 TGCTATATCATAAGATGGGTCAAACAGCACCGTACATGGTTATTG-- 284
khkkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkk *k hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk
ANEXO 2

Secuencia consenso para muestra de canino N°1, CDV/CMCL1

Secuencia consenso para muestra de canino N°3, CDV/CMC2

TCAGGATTGCTGAGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCTATTGA
TCCCCAGGGAACAAGCCTAGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTACATTGTGGAAGC
TGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGTATCCGGCTCTTGGGT
TGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAACAACTATTGAATCCCTCATGATGCTATATCAACAGATCCCT
GAAACAGCACCGTACATGGTTATCTCA

TCCAGGATTGCTATGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCAAACG
ATCCCCAGGGAACAAGCCTTGAATTGCTGAAATGATTTGTGATATAGATAACTACATGTGGAAGC
TGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGTTTCCGGCTCTTGGGT
TGCATGAGTTTTCCGGAGAATTAACTTCTATTGAATCCCTCATGATGCTATATCATAAGATGGGT
GAAACAGCACCGTACATGGTTATTGTG
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ANEXO 3

Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMCL1 con respecto a
secuencias del VDC de GenBank®, obtenidos por programa BLAST 2.2.28.

Description SIS::e ;;:1 2::3 Al Ident | Accession
Canine distemper virus, isolate Onderstepoort complete genome 492 492 098% 8e-136 98% AF2054191
Canine distemper virus, complete genome 492 492 98% 8e-136 98% AF014953.1
Canine distemper virus clone PCR235.D2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 486 486 98% 4e-134 98% EUSE3089.1
Canine distemper virus nucleoprotein (N} gene. partial cds 486 486 98% 4de-134 98% AY738625.1
Canine distemper virus strain Onderstepoort, complete genome 486 486 98% 4e-134 098% AF2787051
Canine distemper virus (CDV) mRNA for nucleocapsid protein fragment 486 486 98% 4e-134 98% X02000.1
Canine distemper virus clone PCR227.1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 481 481 98% 2e-132 97% EUS63093.1
Canine distemper virus strain Shuskiy, complete genome 475 475 98% 8e-131 97% HM063009.1
Canine distemper virus strain Phoca/Caspian/2007. complete genome 475 475 98% 8e-131 97% HMD46486.1
Canine distemper virus strain Lederle nucleoprotein gene, complete cds 475 475 98% 8e-131 97% EF418783.1
Canine distemper virus strain Snyder Hill cutture-collection ATCC:VR-1587. complete genome 470 470 98% 4e-129 96% JNB89S6987.1
Canine distemper virus isolate CDV-GZ1 nucleoprotein gene, complete cds 470 470 98% 4e-129 96% HQE68110.1
Canine distemper virus strain recombinant Snvder Hil, complete genome 470 470 98% 4e-129 96% GU138403.1
Canine distemper virus isolate CDV3-C nucleocapsid protein (C) mRNA. partial cds 470 470 98% 4e-129 96% FJ977578.1
Canine distemper virus strain CDV3. complete genome 470 470 98% 4e-129 96% EUT726268.1
Canine distemper virus strain CDV3 nucleocapsid protein (NP) gene, complete cds 470 470 98% 4e-129 96% EF375819.1
Canine distemper virus isolate Hebei, complete genome 455 455 098% 1e-124 96% KC4272781
Canine distemper virus strain LHLD06-M1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 455 455 98% 1e-124 96% EUT715247.1
Canine distemper virus strain GZ0805 nucleocapsid (N) mRNA, partial cds 449 449 98% 5e-123 95% KC6567070.1
[F] canine distemper virus viral cRNA, nearly complete aenome, strain: Ac96-VDS 449 449 98% 5e-123 95% AB753775.1
Canine distemper virus strain PS. complete genome 449 449 098% 5e-123 95% JN8986331.1
Canine distemper virus isolate NJO1 nucleocapsid protein gene, complete cds 449 449 98% 5e-123 95% JF965338.1
Canine distemper virus isolate GS0904-8 nucleocapsid protein N gene, complete cds 449 449 098% 5e-123 95% HMB23892.1
Canine distemper virus isolate G50903-2 nucleocapsid protein N gene, complete cds 449 449 98% 5e-123 95% HMS596310.1
Canine distemper virus strain HSNO7-R2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 449 449 98% 5e-123 95% EU716318.1
Canine distemper virus isolate HD nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 449 449 98% 5e-123 95% EU409838.1
Canine distemper virus isolate ZD01 nucleocapsid protein (N) gene. complete cds 449 449 098% 5e-123 95% EF445050.1
Canine distemper virus strain HLJ1-06, complete genome 444 444 98% 2e-121 95% Jx681125.1
Canine distemper virus isolate GS0812-4 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 444 444 98% 2e-121 95% HQS850146.1
Canine distemper virus strain HLJ1-08. partial genome 444 444 98% 2e-121 95% HQS540293.1
Canine distemper virus strain HLJ2-07, partial genome 444 444 98% 2e-121 95% HQS40282.1
Canine distemper virus isolate XJ-S nucleocapsid protein N gene, complete cds 444 444 098% 2e-121 95% HMS596313.1
Canine distemper virus isolate GS0901-8 nucleocapsid protein N gene, complete cds 444 444 98% 2e-121 95% HMS96308.1
Canine distemper virus isolate GS0812-1 nucleocapsid protein N gene, complete cds 444 444 98% 2e-121 95% HMS96307.1
Canine distemper virus strain SDWD06-M2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 444 444 98% 2e-121 95% EU715246.1
Canine distemper virus strain JDANO7-R1 nucleocapsid protein (NP) gene. partial cds 444 444 98% 2e-121 95% EUT716323.1
Canine distemper virus strain LLY06-141 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 444 444 98% 2e-121 95% EU718316.1
Canine distemper virus strain SC01 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 444 444 098% 2e-121 95% EF042819.1
Canine distemper virus isolate 14S01 nucleocapsid protein (N) gene. complete cds 444 444 98% 2e-121 95% DQB887066.1
Canine distemper virus strain TN N protein (N) mRNA, complete cds 444 444 98% 2e-121 95% Av3903481
Canine distemper virus isolate Pingtung nonfunctional N protein gene. complete seguence 442 442 98% 8e-121 95% DQ435815.1
Canine distemper virus strain GZ0803 nucleocapsid protein (N) mRNA, complete cds 438 438 98% 1e-119 95% KCS90511.1
Canine distemper virus isolate PS-N nucleoprotein gene. complete cds 438 438 98% 1e-119 095% JX276747.1
Canine distemper virus isolate GS0812-7 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 438 438 98% 1e-119 95% HQ850150.1
Canine distemper virus isolate GS0904-11 nucleocapsid protein N gene, complete cds 438 438 98% 1e-119 95% HMB23394.1
Canine distemper virus isolate GS0903-4 nucleocapsid protein N gene, complete cds 438 438 98% 1e-119 95% HMS596311.1
Canine distemper virus isolate GS0901-12 nucleocapsid protein N gene, complete cds 438 438 98% 1e-119 95% HMS96309.1
Canine distemper virus strain LHLD08-M2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 438 438 98% 1e-119 95% EU715248.1
Canine distemper virus strain SDWD08-M1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 438 438 98% 1e-119 95% EUT715245.1
Canine distemper virus strain LDLOS-F2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 438 438 98% 1e-119 95% EUT15244.1
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Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMC2 con respecto a
secuencias del VDC de GenBank®, obtenidos por programa BLAST 2.2.28.

Description srnge ;-2;1 3:::: vall:;e Ident  Accession
Canine distemper virus, isolate Onderstepoort complete genome 470 470 97% 4e-129 97% AF305419.1
Canine distemper virus, complete genome 470 470 97% 4e-129 97% AF014953.1
Canine distemper virus clone PCR235.D2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 464 464 97% 2e-127 96% EUSE3089.1
Canine distemper virus nucleoprotein (N) gene, partial cds 464 464 97% 2e-127 96% AY738625.1
Canine distemper virus strain Onderstepoort. complete genome 464 464 97% 2e-127 96% AF378705.1
Canine distemper virus (CDV) mRNA for nucleocapsid protein fragment 464 464 97% 2e-127 96% X02000.1
Canine distemper virus clone PCR227.1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 459 459 97% 8e-126 96% EUS63093.1
Canine distemper virus strain Shuskiy. complete genome 448 448 97% 2e-122 95% HMO063009.1
Canine distemper virus strain Phoca/Caspian/2007. complete genome 448 448 97% 2e-122 95% HM046486.1
[F] canine distemper virus isolate CDV3-C nucleocapsid protein (C) mRNA, partial cds 448 448 97% 2e-122 95% FJ977579.1
Canine distemper virus strain CDV3, complete genome 448 448 97% 2e-122 95% EU726268.1
[F] canine distemper virus strain Lederle nucleoprotein gene, complete cds 448 448 97% 2e-122 95% EF418783.1
Canine distemper virus strain CDV3 nucleocapsid protein (NP) gene, complete cds 448 448 97% 2e-122 95% EF375619.1
[F] canine distemper virus strain Snyder Hill cutture-collection ATCC:VR-1587, complete genome 442 442 97% 8e-121 95% JNB969ST.1
Canine distemper virus isolate CDV-GZ1 nucleoprotein gene, complete cds 442 442 97% 8e-121 95% HQBE68110.1
[F] canine distemper virus strain recombinant Snyder Hil, complete genome 442 442 97% 8e-121 95% GU138403.1
Canine distemper virus isolate Hebei, complete genome 438 438 98% 1e-119 95% KC427278.1
[F] canine distemper virus strain LHLD0S-M1 nucleocapsid protein (NP} gene, partial cds 438 438 98% 1e-119 95% EU715247.1
Canine distemper virus strain GZ0805 nucleocapsid (N) mRNA, partial cds 433 433 98% 5e-118 94% KCE67070.1
Canine distemper virus strain PS, complete genome 433 433 98% 5e-118 94% JNB896331.1
Canine distemper virus isolate NJ0O1 nucleocapsid protein gene. complete cds 433 433 98% 5e-118 94% JF965338.1
Canine distemper virus isolate GS0904-8 nucleocapsid protein N gene, complete cds 433 433 98% 5e-118 94% HMBE23892.1
Canine distemper virus isolate GS0903-2 nucleocapsid protein N gene, complete cds 433 433 98% 5e-118 949% HMS96310.1
Canine distemper virus strain HSNO7-R2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 433 433 98% 5e-118 94% EU716318.1
Canine distemper virus isolate HD nucleocapsid protein (N) gene. complete cds 433 433 98% 5e-118 949% EU409838.1
Canine distemper virus isolate ZD01 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 433 433 98% 5e-118 94% EF445050.1
Canine distemper virus strain HLJ1-06, complete genome 427 427 98% 2e-116 94% Jx681125.1
Canine distemper virus isolate GS0812-4 nucleocapsid protein (N) gene. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% HQB850146.1
Canine distemper virus strain HLJ1-06, partial genome 427 427 98% 2e-116 94% HQS540293.1
Canine distemper virus strain HLJ2-07, partial genome 427 427 98% 2e-116 94% HQS540292.1
Canine distemper virus isolate XJ-5 nucleocapsid protein N gene. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% HMS96313.1
Canine distemper virus isolate GS0901-8 nucleocapsid protein N gene. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% HMS596308.1
Canine distemper virus isolate G50812-1 nucleocapsid protein N gene, complete cds 427 427 98% 2e-116 94% HMS96307.1
Canine distemper virus strain SDWD06-MM2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 427 427 98% 2e-116 94% EU715246.1
Canine distemper virus strain JDANO7-R1 nucleocapsid protein (NP} gene, partial cds 427 427 98% 2e-116 94% EU716323.1
Canine distemper virus strain LLY08-I1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 427 427 98% 2e-116 94% EU716316.1
Canine distemper virus strain SC01 nucleocapsid protein (N} gene. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% EF042819.1
Canine distemper virus isolate MS01 nucleocapsid protein (N} gene. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% DQ387086.1
Canine distemper virus isolate Pingtung nonfunctional N protein gene, complete seguence 427 427 98% 2e-116 94% DQ435615.1
Canine distemper virus strain TN N protein (N} mRNA. complete cds 427 427 98% 2e-116 94% AY390343.1
Canine distemper virus isolate PS-N nucleoprotein gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% JX276747.1
[F] canine distemper virus isolate GS0812-7 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% HQ850150.1
Canine distemper virus isolate G50904-11 nucleccapsid protein N gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% HIME238%4.1
[F] canine distemper virus isolate GS0904-7 nucleocapsid protein N gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% HMB23890.1
Canine distemper virus isolate G50903-4 nucleocapsid protein N gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% HMS96311.1
[F] canine distemper virus isolate GS0901-12 nucleocapsid protein N gene, complete cds 422 422 98% 1e-114 94% HMS595309.1
Canine distemper virus strain LHLD0S-M2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 422 422 98% 1e-114 94% EUT715248.1
[F] canine distemper virus strain SDWD06-M1 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 422 422 98% 1e-114 94% EU7152451
Canine distemper virus strain LDL0S-F2 nucleocapsid protein (NP) gene, partial cds 422 422 98% 1e-114 94% EUT715244.1
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ANEXO 4

Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMC1 respecto a las cepas

vacunales Onderstepoort, Lederle y Snyder Hill, segn programa BLAST 2.2.28.

Canine distemper virus, isolate Onderstepoort complete genome
Sequence ID: GDIAF305419.1|AF305419 Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 770 to 1053 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
4392 bits(266) Se-136 278/284(98%) 0/284(0%) Plus/Plus
Query 2 CAGGATIGCTGAGGACCTATCTTITIGAGGCGATTICATGCETIGCGCGCTCATCTTIGGACATCTA &1

Lrerrrrrreereerrerrrrrrr e rreerrrr e et e e ererrrrren |
Sbjct 770 CAGGATTIGCTGAGGACCTATCTTTGAGCCGATTCATGGTGEGCCCTCATCTTIGGRACATCAR 829

Query &2 TIGATCCCCAGGGAACARGCCTAGARTTGCTGARATGATTTGTGATATAGATAACTACAT 121
PLLrrrrrrrerrerrrr bbb bbb bbb bbb errrinl
Sbjct 830 ACGATCCCCAGGGAACARGCCTAGRAATTGCTIGARATGATTITGTGATATAGATARCTACAT 883

Query 122 TCIGGRAGCTIGGCTTAGCTAGTITCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTIGARACTATCTA 181
LLrrrerreeereerrerr e bbb rrer e bbbt

Sbjct 830 TCIGGRAAGCTIGGGTTAGCTAGTTITCATCCTAACTATCAACGTTTGGCATTIGARACTATGTA 949

Query 182 TCCGGCTCTITIGGGETTGCATGAGTTTTCCGGAGARTTAACAACTATTGAATCCCTCATGAT 241
LEELErErerrrerererrr bbb bbb bbb et bbb bbb rrrrinl

Sbjct 350 TCCGGCTCTTIGGCTTCGCATGAGTTTTCCGGAGARATTARCAACTATTGAATCCCTCATGAT 1003

Query 242 GCTATATCRACAGATCCCTGARACAGCACCGTACATGGTITATCT 285
PLEEErrreeennnl PLrrrrererrerrrrrrrrirnnl
Sbjct 1010 GCTATATCAACAGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGITATICT 1083

Canine distemper virus strain Lederle nucleoprotein gene, complete cds
Sequence ID: QD|EF418783.1| Length: 1707 Number of Matches: 1

Range 1: 678 to 961 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
475 bits(257) Se-131 275/284(97%) 0/284(0%) Plus/Plus
Query 2 CAGGATTGCTGAGGACCTATCTTTIGAGGCGATICATGCTGGCGCTCATCTIGGACATCTA 61

AL N 0 L 0 T 0 T 0 S 10 0t g
Sbjct €78 CAGGATTIGCIGAGGACCTATCTITTGAGGCGATTICATGGIGGCACTCATTITTGGACATCAR 737

Query &2 TTGATCCCCAGGGAACARGCCTAGAATTGCTGARATGATITGTGATATAGATAACTACAT 121
R N N N N NN
Sbjct 738 AAGATCCCCAGGGARCAAGCCTAGRATTGCTGAAATGATITGIGATATAGATAACTACAT 787

Query 122 TGIGGAAGCTGGGTTAGCTAGTITTICATCCTARCTATCAAGTITTGGCATIGARACTATGIA 181
IIII[IIIIIIIIIIIIIII]IIII[IIIII]IIII[IIIIIIIIII[IIII]IIIIIII
Sbject 798 TIGIGGAAGCIGGGTITAGCTAGTITICATCCTAACTATCAAGTITIGGCATTGARARCTATGTA 857

Query 182 TCCGGCTCITGGCITGCATGAGTITTTICCGCAGAATTAACAACTATTGAATCCCTICATGAT 241
R N N N N N N NN
Sbjct 858 TCCGGCICTIIGGCITGCATGAGTITTICCGGAGRATTARCAACTATTGAATCCCTCATGAT 3917

Query 242 GCTATATCAARCAGATCCCIGARAACRGCACCGTACATGGITATICT 285
A O T o 0 0 00 JOCA . o1 A A
Sbject 918 GCTATATCAACAGATGGGIGAAACAGCACCATACATGGTITATCT Sel

Canine distemper virus strain Snyder Hill culture-collection ATCC:VR-1587, complete genome
Sequence ID: @b|JNB96987.1| Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 770 to 1053 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
470 bits(254) 4e-129 274/284(96%) 0/284(0%) Plus/Plus
Query 2 CAGGATTGCTCAGCACCTATCTTTCAGCCGATICATGETECECECTCATCTTGEACATCTA 61

Lerrrrreerrrrrreerreeererrrrer e rerrrerr rerer rrrrrrren ol
Sbjct 770 CAGGATTCCIGAGGACCTATCTTTGAGCCGATTCATCGCTIGCCACTCATITTGGACATCAR 829

Query &2 TTGATCCCCAGGGARCRAAGCCTAGRAATTCCTGARRATGATITGTIGATATAGATARCTACK 1z1
SN N NN NN RNy
Sbject 830 ARAGATCCCCAGGGAACRAGCCTAGRATTGCTGARATGATTITGTGATATAGATAACTACAT 883

Query 122 TGCIGGAAGCTGCGCTTAGCTAGTITICATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTIGARRCTATCGTIA 181
Lo erereerrerrrr b b e bbb errrrrrrrrinl
Sbject 830 IGTGGAAGCTIGGCTTAGCTAGTTTCATCCTARCTATCARGTTTGCGCATTGAAACTATGTA 949

Query 182 TCCGGCTCTTGGCTITGCATCGAGTTITTICCGCAGRAATTAACARCTATTGAATCCCTCATGAT 241
PELEEEEErrr et bbbt b bbb bbb bbb rininl
Sbject 850 TCCGGCTCTITGGGTTGCATGAGTTITTCCGGAGRATTAACARCTATTGARATCCCTCATGAT 1008

Query 242 GCTATATCRACAGATCCCTGARACAGCACCGTACATGGTTATICT 285
LLEEErrererr bl PEEEEErrrrer eeerrrrrerinl
Sbject 1010 GCTATATCAACARATGGGCIGRARCAGCACCATACATGGITATCT 1053
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Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMC2 respecto a las cepas
vacunales Onderstepoort, Lederle y Snyder Hill, segun programa BLAST 2.2.28.

Canine distemper virus, isolate Onderstepoort complete genome

Seq ID: gbJAF305419.1|AF305419 Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 770 to 1051 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

470 bits(254) 4e-129 273/282(97%) 1/282(0%) Plus/Plus

Query 3 CAGGATTIGCTATGGACCTATCITTIGAGGCGATTICATGCTGGCGCTCATCTITIGGACATCAR &2

O 5000 it 3 0 O U Gt 0 10 .10 A0 A A A o0 o o
Sbjct 770 CAGGATTGCTIGAGGACCTATCTTITGAGGCGATTCATGCTIGGCGCTCATCTTGCGACATCAR 823

Query €3 ACGATCCCCAGGGARCAAGCCTTGARTTGCTGAARTGATTTGTGATATAGATAACTACR- 121
PErrrrrrerrrerrerrrrrt terer bbb e rerrre bbbl
Sbjct 830 ACGATCCCCAGGGARCAAGCCTAGAATTGCTGAARTGATTTIGTIGATATAGATARCTACAT 889

Query 122 TGCIGGARGCTGGCTTAGCTAGTTITCATCCTARCTATCAAGTTITGGCATTGARACTATGTT 181
O LT AL O 0 053 0 A D 6 JC0 AW O A T 000 AC A Jo b
Sbject 830 TCTIGGARGCTGCCTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAACTTITGGCATTGARACTATGTA 9453

Query 182 TCCGGCTCTTGGGTTGCATGAGTTITTICCGGAGARTTAACTTCTATTGARTCCCTCATGAT 241
PLrbrrrrerrrrerrerer bbb bbb bbb e et bbbl
Sbjct 350 TCCGGCTCTTGGETTGCATGACGTITTCCGCGAGRAATTAACARCTATTGARTCCCTCATGAT 1008

Query 242 GCTATATCATARGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGITAT 283
N JAC 0 5 T O A 1 B o o
Sbjct 1010 GCTATATCRACAGATGGGTGAARCAGCACCGTACATGGTITAT 1051

Canine distemper virus strain Lederle nucleoprotein gene, complete cds
Sequence ID: QDIEF418783.1] Length: 1707 Number of Matches: 1

Range 1: 678 to 959 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
448 bits(242) 2e-122 269/282(95%) 1/282(0%) Plus/Plus

o
~

Query 3 CAGGATTGCTATGGACCTATCTITIGAGGCGATICATGCTGEGCGCTCATCTTGGACATCAR
N N N N N N N N
Sbject &78 CAGGATTIGCTGAGGACCTATCTITITGAGGCGATTICATGCIGGCACTCATITTIGGACATCAR

-
w
3

Query &3 ACGATCCCCAGGGAACARRCCCTTGAARTTGCTIGARATGATTTIGTGATATAGATAACTACA- 121
N N N N N
Sbjct 738 AAGRTCCCCAGGGRACAAGCCTAGRATTGCTGARATGATTITGCTIGATATAGATARCTACAT 7357

Query 122 TCIGGRAGCIGGCITAGCTIAGTITICATCCTAACTATCAAGTTITGGCATTGARACTATGIT 181
IIIIIIllIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIII!IHIIIIIIIIIIIIIHIIIIII
Sbject 738 GCIGGAAGCTGGCTTAGCTACTTITCATCCTAACTATCAAGTTITGGCATTIGAAACTATCTIA 857

Query 182 TCCGGCICTITGGGTITGCATGAGTITITCCGGAGAATTAACTICTATTIGRATCCCTCATGAT 241
NN N N N N
Sbjct 858 TCCGGCICITGGCITGCATGACTITITCCGGAGARTTARCAACTATTGAATCCCTCATGAT S17

Query 242 GCTATATCATAAGATGGCTIGARACAGCACCGTACATGGTITAT 283
S N N A ANy
Sbject 918 GCTIATATCRACAGATGGCTGAAACAGCACCATACATGGITAT SSS

Canine distemper virus strain Snyder Hill culture-collection ATCC:VR-1587. complete genome
Sequence ID: gblJN896987.1| Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 770 to 1051 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
442 bits(239) 8e-121 268/282(95%) 1/282(0%) Plus/Plus
Query 3 CAGGATTIGCTATGCGACCTATCTTITIGAGGCGATICATGETICGGCGCTCATCTTIGGACATCAR 62

[N N N NNy
Sbjct 770 CAGGATTGCIGAGGACCTATCTITGAGGCGATTCATGCTIGGCACTCATTTTGGACATCAR 829

Query &3 ACGATCCCCAGGGRACAAGCCTTGAATTGCTGARRATGATTTGTGATATAGATAACTACA- 121
Lorrbrrrerreerrerreret prrrn bbb bbbt rr ettt
Sbjct 830 ARAGATCCCCAGGGRACAAGCCTAGAATTGCTGARATGATITGTGATATAGATARCTACAT 883

Query 122 TCTGGAAGCTGGCTTAGCTAGTTTICATCCTAACTATCAAGTTTIGGCATTIGARACTATGTIT 181
LLrrrerrererrrrrererrrrrererrrre e re b et rrbrrrrrrrerrend
Sbjct 830 TIGTGGARGCTIGGCTTAGCTAGTITCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTIGARACTATGTA 943

Query 182 TCCGGCTCTITGGGTTGCATGACGTTITTCCGGAGARTTAACTTCTATTIGAATCCCTCATGAT 241
N N N NN |
Sbject 950 TCCGGCTICTTGGECITCGCATGAGTTITTCCGGAGAATTARCARCTATTGAATCCCTCATGAT 1008

Query 242 GCTATATCATARGATGGCTGARACAGCACCCGTACATGGITAT 283
LLereerrr o rrreeerrrrrererer tererrerinl
Sbjct 1010 GCTATATCRACAAARTGGCTGARACAGCACCATACATGGTTAT 1051
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ANEXO 5

Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMCL1 respecto a

secuencias representantes de 3 linajes del VDC, segun BLAST 2.2.28.

Max Total Query E

Description score | score | cover | value | |d€nt Accession
492 492 98% GSe-144 98% 10886
- 470 470 98% 2e-137 96% 10887
Ameérical

475 475 98% 5e-139 97% 10888
470 470 98% 20-137 96% 10889
438 438 98% 6e-128 95% 10890
438 438 98% Ge-128 95% 10891
438 438 98% 6e-128 95% 10892
Asial 438 438 98% 6e-128 95% 10893
444 444 98% 1e-129 95% 10894
444 444 98% 1e-120 95% 10895
449 449 98% 3e-131 95% 10896
438 438 98% 8e-128 95% 10897
América 2 433 433 98% 3e-126 94% 10898
AF1649671 433 433 98% 3e-126 94% 10899

Porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia CDV/CMC2 respecto a

secuencias representantes de 3 linajes del VDC, segun BLAST 2.2.28.

Max Total 'Query E

Description : Ident Accession
score score cover value
470 470 97% 2e-137 97% 40170
L. 448 448 97% 1e-130 95% 40171
Ameérical
EF418782 1 edere 448 448 97% 1e-130 95% 40172
GU138403 1/SavderH 442 442 97% 5Se-129 95% 40173

420 420 97% 2e-122 94% 40174
420 420 97% 2e-122 94% 40175
420 420 97% 2e-122 94% 40176
Asial 420 420 97% 2e-122 94% 40177
425 425 97% 5e-124 94% 40178
425 425 97% Se-124 94% 40179
431 431 97% 1e-125 94% 40180
422 422 98% 9e-123 94% 40181
América 2 414 414 97% 1e-120 93% 40182
414 414 97% 1e-120 93% 40183
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ANEXO 6

Alineacion de secuencias consenso, CDV/CMC1 y CDV/CMC2, mediante BLAST 2.2.28.

Sequence ID: ICI|55305 Length: 287 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 283 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
436 bits(236) 2e-127 267/282(95%) 1/282(0%) Plus/Plus
Query 2 CAGGATTIGCTGAGCGACCTATCTITGAGGCGATTCATGCTGGCGCTICATCTTIGGACATCTA &1

N N N N N
Sbject 3 CAGGATTGCTATGGACCTATCTTTIGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACRTCRR 62

Query €2 TTGATCCCCAGGGRRACAAGCCTAGAATTGCTGARRTGATTTGTGATATAGATARCTACAT 121
Perrrerereeerreererr rerrrterrerrrrrrrrrrer e e e bbbl
Sbjct &3 ACGATCCCCAGGGAACARGCCTTGARTTGCTGARRTGATTITCTGATATAGATAACTACA- 121

Query 122 TGIGGAAGCTIGGGTTAGCTAGTIITCATCCTAACTATCAAGTTITIGGCATTGAARCTATGTA 181
Sbies 122 TGTGGAMGCTGGGTTAGCTACTIICATCCTAACTATCAAGTTTGOCATIGARACTATETT 181
Query 182 TCCGGCICTTGGGTITGCATGAGTTITTCCGGAGAATTARCAACTATTIGAATCCCTCATGAT 241
Sbict 182 TCCGECTCTIGGGTTGCATGAGTITICCGGAGAATTAACTICTATIGAATCCCTCATGAT 241
Query 242 GCTATATCAACAGATCCCTGAARCAGCACCGTACATGGITAT 283
Sbies 242 GOTATATCATAAGATCGGTGAAACACCACCATACATOSTTAT 283
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