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RESUMEN

La importancia que reviste el Distemper Canino -una de las principales enfermedades
infecciosas que afectan tanto a los caninos domésticos y silvestres como también a varios
otros mamiferos terrestres y marinos- junto a la dificultad de su diagnostico -basado en los
signos clinicos- ha motivado que a la fecha se hayan realizado diversos estudios en la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile para la deteccion
Optima del agente etiolégico: el Virus Distemper Canino.

La técnica molecular utilizada es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa asociada a
transcripcion reversa, utilizando como blanco de deteccion los diferentes genes que
componen su genoma: N, P, F, M, Hy L, con el fin de encontrar el método que permita el
diagnostico de la enfermedad ante-mortem de manera precoz.

Asi, en esta Memoria de Titulo, se utiliza el gen M que codifica la proteina de la Matriz
viral y se implementd un protocolo de deteccién molecular que completa la informacion
respecto a cuél seria el gen 6ptimo a utilizar en el diagndstico de la enfermedad.

Para ello se utilizaron 20 muestras de RNA total, obtenido desde sangre periférica de perros
de distintas razas, edades y estado de vacunacion contra Virus Distemper Canino, que
presentaron signos clinicos y que ya eran positivos a la RT-PCR que detecta el gen N del
virus. La técnica detectd el genoma viral en el 70% de aquellas analizadas, observandose
una banda cercana a los 500 pb, cuyos productos amplificados presentaron intensidad y
nitidez evidentes a la visualizacion.

El porcentaje de identidad nucleotidica (PIN) respecto de las dos secuencias consenso
obtenidas del total de muestras (mediante el programa online Clustal Omega), arrojé un
99% para ambas secuencias, comparadas con las secuencias de Virus Distemper Canino
que entrega el programa informatico de alineamiento de secuencias online de libre acceso
BLAST.

Los resultados permiten concluir que, si bien la eleccion del gen M como blanco de
deteccion permite detectar VDC, no resulta de eleccion para la deteccion certera del virus, y

por ende, para ser utilizada en el diagnoéstico de la enfermedad causada por este.



ABSTRACT

The importance of the Canine Distemper -one of the main infectious diseases affecting
domestic and wild canines as well as several other mammals both terrestrial and marine-
and the difficulty of its diagnosis -based on clinical signs- has motivated to the date several
studies that have been carried out in the Faculty of Veterinary and Animal Sciences of the
University of Chile to detect the etiological agent: the Canine Distemper Virus.

The molecular technique used is the Polymerase Chain Reaction associated with reverse
transcription and the different genes that make up its genome have been used as a detection
target: N, P, F, M, H and L, in order to find an method that allows the early diagnosis of
ante-mortem disease.

Thus, in this Title Memory, the M gene that encodes the protein of the virus Matrix is used
and a molecular detection protocol was implemented that completes the information
regarding which would be the optimal gene to be used in the diagnosis of the disease.

For this, 20 samples of total RNA were used, obtained from peripheral blood of dogs of
different breeds, ages and vaccination status against Canine Distemper Virus, which
showed clinical signs and which were already positive to the RT-PCR that detects the N
gene of virus. The technique detected the viral genome in 70% of those analyzed,
generating a band close to 500 bp, whose amplified products presented clear intensity and
sharpness to the visualization.

The percentage of nucleotide identity (PIN) with respect to the two consensus sequences
obtained from the total samples (using the Clustal Omega online program) yielded 99% for
both sequences compared to the Canine Distemper Virus sequences delivered by the
alignment software of free access online sequences BLAST.

The results allow us to conclude that although the choice of the M gene as a detection target
allows to detect VDC, it is not of choice for the accurate detection of the virus, and

therefore, to be used in the diagnosis of the disease caused by it.



INTRODUCCION

El Virus Distemper Canino (VDC) es el agente etiolégico de la enfermedad infecciosa
denominada Distemper Canino (DC), una de las patologias viricas mas graves que afectan a
los perros domésticos. Esta enfermedad fue descrita en detalle por primera vez por Edward
Jenner en 1809, pero el agente causal fue descubierto en 1905 por Henri Carré, fecha en
que aisl6 el virus, de ahi que la enfermedad también reciba el nombre de “Enfermedad de
Carré”. Ademas de la familia Canidae, hay otras que son hospederos naturales a quienes
también afecta el virus, como las familias Procyonidae y Mustelidae, incluso la familia
Felidae.

Este virus posee un genoma RNA de hebra simple de polaridad negativa, de 15,7 kb
aproximadamente que incluye seis genes: N, P/V/C, F, M, H y L, que codifican para las
proteinas estructurales del virion: la proteina de la nucleocapside (N), fosfoproteina (P),
proteina de matriz (M), proteina de fusion (F), hemaglutinina (H) y proteina grande (L),
con la salvedad del gen P/VIC, que codifica la fosfoproteina estructural P y las no
estructurales V y C. Los genes o regiones gendmicas que presentan un alto grado de
conservacion entre los genotipos son los que se prefieren como blancos para los estudios
diagnosticos de la enfermedad, como ocurre en el caso de los genes N, Py M.
Considerando que el diagnostico del DC en base s6lo a los signos clinicos presenta
problemas por la diversidad sintomatoldgica, que dificulta el diagndstico clinico ante-
mortem, es que cobra relevancia contar con una técnica efectiva que permita realizar un
diagnostico cierto en casos presuntivos de infeccién por VDC.

Asi, siguiendo la linea de trabajos anteriores que se han realizado en la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), en la basqueda del
método alternativo dptimo que permita un diagnostico eficaz del VDC, el presente trabajo
pretende lograr la deteccién del gen M del VDC, usando la técnica RT-PCR, disefiando
para ello los partidores que permitan lograr la amplificacion de un fragmento de DNA que
lleve a la deteccion del gen M y posterior establecimiento de la identidad nucleotidica de

dicho fragmento.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El virus

El VDC pertenece al orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus y se relaciona taxonémicamente con otros Morbillivirus de este género como
el Virus del Sarampion en Humanos (VS), Virus de la Peste Bovina, Virus de la Peste de
los Pequefios Rumiantes (Rinderpest), Virus Distemper de la Foca y Virus Distemper del
Delfin (Pringue, 1999; Lamb y Kolakofsky, 2001; Martella et al., 2008). Es el agente
causal de la enfermedad Distemper Canino (DC), que es una de las principales patologias
infecciosas de canes jovenes y adultos, siendo considerada la patologia virica méas seria e
importante que afecta a la especie, tanto canidos salvajes como domésticos (Appel, 1987).
Su etiologia viral fue demostrada por el cientifico francés Henri Carré, en 1905, quién
demostro que la infeccidn podia transmitirse con un agente filtrable. Antes de esa fecha, en
1809, Edward Jenner habia descrito al virus (Pardo et al., 2005; Martella et al., 2008;
Pinotti et al., 2009; Pratelli, 2011).

ElI VDC es un virus envuelto, de tamafio entre 150 a 300 nm de didmetro, cuyo genoma esta
compuesto por acido ribonucleico (RNA), no segmentado, de cadena simple y polaridad
negativa, constituido por alrededor de 15.700 nucle6tidos, con una nucleocéapside de
simetria helicoidal (Orvell, 1980; Diallo, 1990; Sidhu et al., 1993; Summers y Appel, 1994;
Elia, et al., 2006). Presenta seis genes, cuya funcion es codificar las seis proteinas
estructurales del virion, estos genes son N, P/V/C, M, F, H, L, donde cada uno de ellos
codifica una Unica proteina, siendo la excepcion el gen P/V/C que codifica la proteina
estructural P (fosfoproteina) y proteinas no estructurales V y C (Lamb y Parks, 2007). Los
genes o regiones génicas estan organizadas en unidades transcripcionales separadas y no
superpuestas, que se organizan de 3'-N-P- F-M-H-L-5', (Lamb y Kolakofsky, 1996; Harder
y Osterhaus, 1997; Barret, 1999). Las proteinas estructurales son: proteina de la
nucleocapside, codificada por el gen N (1,5 kb); fosfoproteina, codificada por el gen P (1,5
kb); polimerasa mayor, codificada por el gen L (6,5 kb); proteina de matriz, codificada por

el gen M (1 kb) vy, dos glicoproteinas de superficie de la envoltura lipidica, proteina de
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fusién, codificada por el gen F (1,9 kb), y hemaglutinina, codificada por el gen H (1,8 kb),
ambas encargadas del reconocimiento e ingreso del virus a la célula del hospedero,
constituyendo los objetivos principales de los anticuerpos generados por este (Sidhu et al.,
1993; Summers y Appel, 1994; Shin et al., 2004).

El virus permanece viable entre valores de pH de 4,5 a 9, es sensible a la luz ultravioleta, al
calor, a la desecacion y se destruye cuando es expuesto a temperaturas de 50 a 60 °C
durante 30 minutos; sin embargo, puede sobrevivir durante una hora a 37°C. El tiempo de
sobrevida se prolonga en temperaturas frias, pudiendo mantenerse viable entre 0 y 4 °C por
2 0 3 semanas. Almacenado a -65°C puede conservarse por mas de siete afios. Al ser un
virus envuelto, es sensible al éter, cloroformo y desinfectantes tales como formol (0,5%),
fenol (0,75%) y amonios cuaternarios (0,3%), por lo que los procedimientos de
desinfeccion de rutina son efectivos para destruirlo (Appel, 1977). EI RNA viral extraido
puede ser muy labil, pudiendo degradarse facilmente por RNAsas de la piel y por
temperaturas superiores a 4 °C. EI VDC almacenado a -10 °C se mantiene activo sélo por
alrededor de un mes y en congeladores a -70 °C 6 -192 °C (nitrégeno liquido) o liofilizado,

puede permanecer activo indefinidamente (Pérez et al., 1993).

La enfermedad

Corresponde a una enfermedad viral multisistémica, de distribucion mundial, contagiosa y
en muchos casos fatal, siendo la mayoria de los carnivoros terrestres, los mas susceptibles a
la infeccion natural por VDC (Appel y Summers, 1995). Las familias de mamiferos que
afecta el virus ademas de la familia Canidae (perros, zorros, lobos, coyotes y chacales), y
que son susceptibles también a la infeccion natural por este, son diversos carnivoros
terrestres como miembros de la familia Mustelidae (nutrias, hurones, vison y tejon),
Procyonidae (coati, mapache) (Appel y Summers, 1999), Felidae (félidos salvajes como
leones, tigres, leopardos en cautiverio) (Appel et al, 1994), Hyaenida (hienas), Ursidae
(osos, panda gigante), Viverridae (civeta y gineta), Ailuridae (panda rojo) (Appel y
Summers, 1995), en los que ha sido detectado el virus. También afecta a carnivoros

marinos como las focas, que ademas de que tienen su virus de distemper especifico, pueden

5



llegar a infectase con el VDC, y a cetaceos como el delfin (Appel y Summers, 1999; Pardo
et al., 2005; Beineke et al., 2009).

El VDC es considerado altamente contagioso y catalogado como la causa de enfermedades
de fuerte preocupacion econémica, de conservacion y de salud publica (Harder y Osterhaus,
1997; Deem et al., 2000). Puede igualmente comprometer drasticamente la conservacion de
las especies amenazadas debido a su alta letalidad (Pardo et al., 2005). Por ello es que sigue
siendo uno de los principales problemas para los veterinarios y los duefios de mascotas
debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad (Patel et al., 2012).

La liberacién del virus ocurre mayoritariamente por via oro-nasal, aunque se puede
encontrar en cualquier descarga y secrecion, y sus principales vias de ingreso al organismo,
son ocular, respiratoria y oral, por contacto directo a través de la inhalacion del VDC
transportado por el aire o por gotitas (Krakowka et al., 1980), alcanzando superficies
mucosas donde se establece la primera interaccion con el sistema inmune del hospedero
mediante la infeccion temprana de linfocitos locales y células mononucleares (von
Messling et al., 2005; Lamb y Parks, 2007), lo que es importante ya que el virus no es
estable en el ambiente y se inactiva rapidamente en el entorno (Greene y Appel, 1998; Elia
et al.,2006), de ahi que la inhalacion de aerosoles de secreciones respiratorias que contienen
virus, es la ruta mas importante de transmision del DC (Appel y Summers, 1995). Luego de
que ingresa, afecta membranas mucosas Yy tejidos linfoides, replicando principalmente en
los tejidos linfaticos del tracto respiratorio donde los macréfagos y monocitos localizados
en tonsilas y epitelio respiratorio son el primer tipo de célula en replicar y propagar virus
(Appel, 1970). Luego de esta replicacion local, se produce la primer fase de viremia que
conduce a una infeccion generalizada de todos los tejidos linfoides incluyendo bazo, timo,
nodulos linfaticos, médula 6sea, tejidos linfoide asociados a mucosa (MALT, por sus siglas
en inglés) y macrofagos en la ldmina propia del tracto gastrointestinal, asi como células de
Kupffer; esta amplia proliferacion en organos linfoides, se corresponde con el aumento
inicial de la temperatura corporal y aparece fiebre e inicia la linfopenia y leucopenia,
provocada principalmente por dafio viral a las células linfoides (Appel, 1969; Appel, 1970;

Krakowka et al., 1985). Dias mas tarde ocurre la segunda viremia, que conduce a la
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infeccion de células de tejidos parenquimatosos de todo el organismo (Appel, 1969; Okita
et al., 1997) y en perros que no se recuperan temprano, los linfocitos y macrofagos
infectados transportan el virus a la superficie de los epitelios de los tractos digestivo,
respiratorio, urogenital y al Sistema Nervioso Central (SNC) (Appel y Summers, 1999).

La excrecion del virus comienza antes de que se manifiesten los signos clinicos, a partir del
quinto dia post infeccion, y contina excretdndose incluso durante semanas (Maclachland y
Dubovi, 2011). Perros con infeccién aguda comienzan a eliminar el virus por todas las
secreciones corporales, pudiendo ser excretado de 60 a 90 dias después de la exposicion,
(Greene y Appel, 1998; Pardo, 2006).

La diversidad en la sintomatologia, asociada al ciclo impredecible y variable del virus en el
hospedero, dificulta establecer un diagndstico clinico ante-mortem preciso en la mayoria de
los animales afectados (Frisk et al., 1999). Los sintomas clinicos de DC son similares a los
de otras patologias, provocando frecuentemente confusién en el diagndstico clinico
(Demeter et al., 2007). En aquellos casos que un animal, especialmente cachorro, presente
cuadros febriles y sintomas multisistémicos, se debe considerar como uno de los
prediagndsticos al DC (Martella et al., 2008).

Como primeros signos, en general, se puede encontrar letargia, deshidratacion, anorexia y
pérdida de peso, con manifestacion clinica marcada dependiendo predominantemente del
organo afectado, y en el caso de que aparezca fiebre, esta es una fiebre bifasica (Wright et
al., 1974).

En la fase aguda, los signos clinicos que se pueden encontrar son erupciones cutaneas leves
(sarpullido), descarga serosa 0 mucosa nasal y ocular, conjuntivitis y anorexia, seguidos por
signos gastrointestinales y respiratorios, que a menudo se complican por infecciones
bacterianas secundarias y problemas neurolégicos (Krakowka et al., 1985). Los signos
nerviosos son diversos y progresivos e incluyen mioclonias, nistagmo, ataxia, déficit
postural y tetraparesis o paralisis (Greene y Appel, 1998; Koutinas et al., 2002; Vandevelde
y Zurbriggen, 2005; Amude et al.,2007).

La enfermedad en peros domésticos es una enfermedad que afecta a aquellos de todas las

edades, siendo los cachorros de 3 a 6 meses de edad los méas susceptibles debido a que han
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perdido los anticuerpos maternos y su sistema inmune ain es inmaduro para responder a la
infeccion (Martella et al., 2008).

En nuestro pais, la presencia de VDC fue sugerida en 1994, cuando se informa el primer
aislamiento desde cultivos celulares de rifion de perro (MDCK, Madin-Darby Canine
Kidney) inoculados con secreciones nasal, ocular y traqueal obtenidas de un canino que
manifestaba signos clinicos de DC; era un cachorro con disnea respiratoria, estertores
bronquiales y signos nerviosos, con mioclonia unilateral, movimientos masticatorios
involuntarios y paresia ascendente del tren posterior. El diagndstico fue corroborado por
microscopia electronica y estudios histopatoldgicos que demostraron la presencia de
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos acidofilos (Cerda et al., 1994). Posteriormente se
informé de un aislamiento de una cepa viral diagnosticada como VDC por
inmunofluorescencia por Navarro et al., en el afio 2002, en este caso, la muestra habia sido

obtenida desde tejido nervioso de un perro adulto con sintomatologia nerviosa.

El Diagndstico

El diagndstico de la infeccion por VDC se dificulta por la gran variedad de signos clinicos
y por las pocas pruebas fiables para detectar la enfermedad en las etapas iniciales, pudiendo
confundirse sus signos con los de otras enfermedades, ya que los signos clinicos principales
que se presentan, incluyendo la secrecién nasal y la diarrea, son comunes a otras
enfermedades respiratorias y entéricas (Choi, 1990; Jones et al., 1997). No obstante,
aunque la enfermedad multisistémica es facil de reconocer, no siempre es esta la
presentacion, existiendo incluso manifestaciones neuroldgicas no clasicas que dificultan el
diagndstico. Pese a lo anterior, se debe tener siempre al Distemper Canino dentro de los
prediagndsticos, sobre todo en el caso de un cachorro que presente condiciones febriles y
sintomas multisistémicos (Martella, et al., 2008). Por ello la confirmacién del diagndstico
es por examenes de laboratorio que permiten excluir otras enfermedades con
manifestaciones clinicas similares (Elia et al., 2006; Pardo, 2006; Maclachland y Dubovi,
2011).



Dentro de las técnicas diagndsticas mas usadas esta la histologia, que pesquisa la presencia
de cuerpos de inclusion intranucleares e intracitoplasmaticos en numerosos tejidos.
También se recurre como estudio indirecto de diagnoéstico a la prueba inmunoenzimaética
(ELISA, Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) y a ensayos de seroneutralizacién que
detectan anticuerpos especificos para VDC vy las técnicas moleculares como el ensayo de
RT-PCR (Elia et al., 2006; Pardo, 2006; Martella et al., 2008; Sarute et al., 2014).

En histologia se pesquisa la presencia de cuerpos de inclusion intranucleares e
intracitoplasmaticos, no obstante, estos s6lo se pueden visualizar en ciertos periodos de la
enfermedad y generalmente estan ausentes cuando se generan los signos clinicos (Summers
y Appel, 1994; Martella et al., 2008).

En el caso de ELISA, se apunta a la deteccién de IgM especifica contra VDC, la que
persiste en perros infectados con el virus desde cinco semanas a tres meses, dependiendo de
la cepa y la respuesta del hospedero; en perros vacunados, la IgM persiste por
aproximadamente 3 semanas (Bernard et al., 1982). Falsos negativos pueden observarse en
perros que mueren en forma aguda sin presencia de respuesta inmunitaria, y puede darse
ademas, en presentaciones subagudas o cronicas. Titulos de IgM altos, son especificos para
diagnosticar infecciones recientes del VDC, sin embargo, la vacunacion reciente con virus
vivo modificado, puede dar resultados falsos positivos. ELISA ha mostrado tener alta
especificidad y sensibilidad en comparacién con la prueba de neutralizacion (Waner et al.,
2006).

La desventaja de las pruebas serolégicas radica en la incapacidad de diferenciar entre Ac
maternos, vacunales o producto de la infeccion (Frisk et al., 1999), si bien las pruebas son
confiables, el problema se produce al interpretar los resultados, constituyendo una
desventaja por los falsos positivos que se presenten si se realizan post inmunizacion con
vacuna (Elia et al., 2006).

En el liquido cefalorraquideo (LCR), la serologia apunta a encontrar aumento de los titulos
de inmunoglobulina anti-VDC (IgG e IgM) sugestivas de infeccion por VDC, y si ademas
se observa un incremento en la concentracion de proteina (> 25 mg / dL) y recuento de

celulas (10 células / mL con un predominio de linfocitos) se estaria frente a signos
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inflamatorios de VDC, como ocurre en una encefalomielitis (Elia et al., 2006; Pardo, 2006).
Esto es patognomdnico en perros con barrera hematoencefélica intacta, pero su ausencia, no
excluye la infeccion por VDC (Appel y Summers, 1999).

Otro de los métodos diagnostico de DC, es el aislamiento del virus, pero este es un método
muy lento de realizar (Elia et al., 2006), pudiendo demorar unas 3 semanas. Se puede aislar
VDC en el laboratorio, aislamiento que presenta una sensibilidad y especificidad muy alta,
sin embargo, es un proceso laborioso y lento por lo que no se realiza de manera rutinaria
(Reutemann et al., 2006; Martella et al., 2008).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa asociada a transcripcion reversa (RT-PCR).
La RT-PCR consiste en una amplificacion exponencial de fragmentos de DNA, previa
transcripcion inversa de RNA a DNA complementario, permitiendo detectar la presencia
del virus tempranamente. A diferencia de las otras técnicas mencionadas, resulta ser una
prueba sensible, especifica y rapida para el diagnéstico de VDC, resultando positiva aun
cuando otras pruebas no logran detectar al virus (Appel y Summers, 1999; Frisk et al.,
1999; Martella et al., 2008). En las ultimas décadas, se han desarrollado diversos métodos
basados en la RT-PCR para el diagnostico de VDC, siendo los principales blancos para la
amplificacion, regiones gendémicas que presentan un alto grado de conservacion entre los
aislamientos del virus. Asi, Frisk et al., en 1999, 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 una técnica muy
eficaz para la deteccién del genoma del virus (Frisk et al., 1999; Gallo Calderén et al.,
2007).

En la FAVE se han llevado a cabo memorias de titulo que utilizan la RT-PCR para dicho
objetivo, utilizando como blanco los distintos genes del virus donde, por ejemplo, Jara
(2011) y Salas (2013), se enfocaron en el gen de la hemaglutinina (gen H). Se desarrolld
también otra RT-PCR basada en la deteccion del gen de la proteina de la nucleocapside
(gen N) por Muiioz (2013). Finalmente, Mateo (2015) se enfoca en el gen de la

fosfoproteina viral (gen P) como blanco y Pincheira (2015) en el gen de la polimerasa
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grande (L). Los resultados de Pincheira (2015) fueron positivos en un 100% a diferencia de
aquellos que usaron como blanco el gen H, donde sus resultados arrojaron valores positivos
de 7% (Salas, 2013) y 19% (Jara, 2011), y en el caso en que se utiliz6 la prueba en el gen
N, se obtuvo 90% (Mufioz, 2013) de resultados positivos en la deteccion de VDC.
Considerando lo ya mencionado y no existiendo -aparentemente- trabajos que usen como
blanco el gen M del VDC, en este trabajo se establecié un método de diagnostico molecular
mediante la técnica de RT-PCR utilizando al gen M del VDC como blanco para la
deteccidn, un gen altamente conservado, de 1 kb, encargado de codificar la proteina de la
matriz (M), una proteina estructural del virién constituida por 335 aminoacidos. Esta
proteina, posicionada bajo la envoltura, tiene un papel fundamental en la organizacion de la
morfogénesis del virus y en el ensamblaje del virion debido a las interacciones que
establece con las proteinas integrales de membrana, la bicapa lipidica y la nucleocapside
(Sidhu et al., 1993; Summers y Appel, 1994; Lamb y Parks, 2007).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan otro antecedente mas a la
informacion de que ya se dispone referente a la deteccion del virus por esta técnica
molecular, RT-PCR, utilizando como blanco los genes que componen el genoma y asi
poder llegar a dilucidar en conjunto con trabajos previos, cual de los métodos realizados
resulta en una mejor técnica que permita obtener un diagndstico mas certero y efectivo de

enfermedad y asi adoptar las medidas necesarias que eviten el contagio.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar el gen M del Virus Distemper Canino mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa asociada a transcripcion reversa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar el gen M del Virus Distemper Canino usando partidores disefiados in silico.

2. Establecer la identidad nucleotidica del fragmento de DNA amplificado.

12



MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se desarroll6 en los laboratorios de Microbiologia y Virologia Animal,

pertenecientes al Departamento de Medicina Preventiva Animal de FAVET.

Muestras. Se utilizaron veinte muestras de RNA total, obtenidos desde sangre periférica de
perros de distintas razas, edades y estado de vacunacion contra VDC, que presentaron
signos clinicos de DC y que fueron positivos al RT-PCR que detecta el gen N (Cuadro 1).

CANINO | ERAZA SEXO ?31:5? VACTUNA
1 Poodle Macho 6 S/1
2 Poodle Macho 6 ST
3 Mestizo | Hembra 2 51
4 Mestizo Macho 1 NO
5 Bulterrier | Hembra 2 51
6 Mestizo | Hembra 1 81
7 Mestizo | Hembra 3 NO
g Mestizo Wacho 35 NO
9 Boxer Macho 2 S1
10 Mestizo | Hembra 0,75 NO
11 Mestizo | Hembra 1.5 NO
12 Mestizo | Macho 1 s
A Mestizo | Macho 1.5 81
B Mestizo Macho 2 NO
C Mestizo | Macho 1.5 S
D Boxer Macho 3 i
E Labrador | Macho 1 51
F Boxer Macho 2 NO
G Mestizo | Macho 2.5 s
H Mestizo | Hembra 1 81

Cuadro 1

Muestras de RNA positivas a VDC provenientes de perros de distintas razas, sexo, edad y
estado de vacunacion contra VDC (S/I: sin informacion).
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Como controles positivos se utilizaron dos cepas de VDC provenientes de vacunas
comerciales (Lederle y Onderstepoort). Como controles negativos se usaron dos muestras
de RNA total extraidos de muestras de sangre de perros sin signologia de DC y negativas a

RT-PCR (gen N). Para el control de reactivos se ocup6 agua libre de nucleasas.

Disefio de partidores. Se consideraron cuatro secuencias del gen M de VDC almacenadas
en el Genbank (anexo 1) cuya secuencia estuviese contempla y tamafio mayor a 1000 bases
debido que el disefio contempla obtener un fragmento de al menos 500 pares de bases (pb)
para secuenciar y al considerarlo un gen altamente conservado se escogieron solo cuatro
secuencias: dos del gen M y dos del gen M a partir de la secuencia completa del genoma
del VDC. Con el alineamiento de las secuencias (programa online Clustal Omega (Anexo
2)) se obtuvo la secuencia consenso (Anexo 3) que se ingresd en el programa online
OligoPerfect™ Designer, que proporciond los partidores que generaron un fragmento de
DNA de alrededor de 500 pb y la temperatura de fusion (Tm: base para la determinacion de
la temperatura de alineamiento en un termociclador de gradiente de temperatura (Anexo
4)). Los partidores: (P1.CAATAACACCCCATTGCACA y
P2:ATCTCCATGAGCGGGTAACA) fueron sintetizados por IDT (Fermelo, Chile).

Implementacion de la técnica RT-PCR. Se emple6 un termociclador Apollo (CLP, USA)
de 96 pocillos de 0,2 mL. El protocolo de RT-PCR contempld la indicacion del proveedor
del kit comercial (Super Script onestep RT-PCR with platinumTag, de Invitrogen®):
incubacidn inicial a 50°C durante 40 minutos y luego a 94°C durante 2 minutos, seguido de
30 ciclos de PCR (desnaturacion a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 55°C durante 45
segundos y extension a 72°C durante 45 segundos).

La mezcla de reaccion contempld 15 pL del kit comercial sefialado (que incluye las
enzimas RT y Tag DNA polimerasa, MgCl; y los desoxirubonucleotidos trifostatos), 5 pL.
de muestra y 5 uL de cada partidor especifico (denominados P1 y P2 respectivamente),

Ilegando a un volumen final de 30 pL.
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Deteccion de los productos amplificados. Se realizé electroforesis en gel de agarosa
(Winkler®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA (TAE) (Fermentas®). Se tomaron 5 pL del
producto de la PCR, y se mezclaron con 1 pL. de un producto comercial de carga 6X Mass
Ruler Loading Dye Solution (Fermentas®) que contiene azul de bromofenol para observar
el progreso en la migracion de las bandas de DNA. La electroforesis se llevo a cabo a 90V
por 90 minutos. Finalizada la electroforesis, el gel fue sometido a incubacion en bromuro
de etidio (0,5 pg/mL) (Sigma®) durante 35 minutos. Luego se visualizaron las bandas en
un transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Transiluminator UVP®). Como marcador de
tamafio molecular se utilizd6 Maestrogen®, con fragmentos de DNA entre 100 y 3000 pb.

Finalmente, se fotografio el resultado observado con cdmara digital y filtro adecuado.

Determinacion de la identidad nucleotidica del fragmento amplificado. Se realizé
mediante la secuenciacion de 2 muestras positivas al RT-PCR que fueron enviadas en
triplicado al Centro de Secuenciacion de la empresa Genytec Ltda. El porcentaje de
identidad nucleotidica (PIN) de las secuencias entregadas por Genytec Ltda., se obtuvo
luego de que se alinearon con la finalidad de obtener una secuencia consenso a través del
programa online de libre acceso Clustal Q, la que se ingres6 al programa informatico de
alineamiento de secuencias online de libre acceso BLAST, a modo de conocer su identidad
nucleotidica respecto de los primeros 15 resultados que entrega el GenBank®.

Para el andlisis de los resultados, se consider6 como muestra positiva, aquella que origind
un fragmento de DNA de aproximadamente 500 pb y un PIN mayor a 90% respecto de las

secuencias completas del genoma de VDC entregadas por el programa BLAST.

Bioseguridad. Las medidas de bioseguridad consistieron en el uso de delantal manga larga
y cerrado, guantes de latex para la manipulacion de los productos potencialmente nocivos o
toxicos, uso de placa de acrilico como filtro protector cuando se utilizé el transiluminador
de luz ultravioleta y, los geles utilizados, fueron envueltos en los guantes de latex,
depositados en un contenedor especialmente destinado para ello, siendo posteriormente

incinerados, en tanto, el material contaminado con virus se esterilizé en el autoclave.
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RESULTADOS

OBJETIVO 1:

Detectar el gen M del Virus Distemper Canino usando partidores disefiados in silico.
Con los partidores disefiados se realizé una RT-PCR con las 20 muestras de RNA positivas
a VDC (Cuadro 1) y los controles respectivos. La visualizacion evidencié la presencia de
bandas fluorescentes Unicas y nitidas de alrededor de 500 pb solo en 14 de las 20 muestras
analizadas y en los 2 controles positivos (Cuadro 2). En la Figura 1, a modo de ejemplo, se
presentan 12 muestras positivas, 2 muestras negativas, 2 controles positivos, 1 control

negativo, 1 control de reactivo y el marcador de tamafio molecular (MTM).

—-sdiis §

- |
11 12, 1314 15 16 17 .18 19 20

R

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Carriles 1-5: muestras positivas; carriles 6 y 7: controles positivos (vacunales); carril 8: control
negativo; carril 9: control de reactivos; carriles 11 y 12: muestras negativas; carriles 13-19:
muestras positivas; carriles 10 y 20: MTM: Maestrogen® (100-3000 pb).
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RT-PCR|CANINO| RAZA SEXO EI.).AD VACUNA
(afios)
1(+) 1 Poodle Macho 6 S/1
2(+) 2 Poodle Macho 6 S
3 (+) 3 Mestizo | Hembra 2 SI
4 (+) 4 Mestizo | Macho 1 NO
5(+) 3 Bulterrier | Hembra 2 SI
6 (+) 6 Mestizo | Hembra 1 SI
7 (+) 7 Mestizo | Hembra 3 NO
8 (+) 8 Mestizo | Macho 3.5 NO
9 (+) 9 Boxer Macho 2 S1
10(+) 10 Mestizo | Hembra 0,75 NO
11(+) 11 Mestizo | Hembra 1.5 NO
12(+) 12 Mestizo | Macho 1 Si
13(+) A Mestizo | Macho 1.5 SI
14(+) B Mestizo | Macho 2 NO
15 (-) C Mestizo | Macho 1,5 si
16 (-) D Boxer Macho 3 SI
17 (-) E Labrador | Macho 1 SI
18 (-) F Boxer Macho 2 NO
19 (-) G Mestizo | Macho 2,5 si
20 (-) H Mestizo | Hembra 1 SI
Cuadro 2

Muestras de RNA positivas y negativas a VDC (gen M) provenientes de perros
de distintas razas, sexo, edad y estado de vacunacion contra VDC
(S/1: sin informacién).

OBJETIVO 2:
Establecer la identidad nucleotidica del fragmento de DNA amplificado.

Debido al costo involucrado, solo dos amplificados de las 14 muestras positivas se enviaron
a secuenciar (en triplicado). Las secuencias recibidas desde Genytec Ltda. se alinearon
utilizando el programa on line Clustal Q, obteniéndose para cada trio de secuencias, una

secuencia consenso: MG1y MG2 (anexo 5y 6).
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>MG1
ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGC
AAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTA
TACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAAT
TCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTG
TTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGC
AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGA
TGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAA
GATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCC

>MG2
CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAAT
CAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACA
TGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCG
CTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCA
AGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACT
TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGG
ATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATG
AGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAACCCT

Los Anexos 7 y 8 indican un porcentaje de identidad nucleotidica (PIN) de alrededor de 99% a

VDC para ambas secuencias de consenso al ser ingresadas al programa online BLAST.
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DISCUSION

El DC es una enfermedad mundialmente distribuida, contagiosa y fatal, que principalmente
afecta a carnivoros (Appel y Summers, 1999) incluyendo no solo animales domésticos, por
lo cual también constituye una de las principales amenazas para la conservacion de especies
silvestres (Macarthy et al., 2007) tal como ocurre en Chile con el zorro chilote
(Pseudalopex fulvipes), que puede ser inexorablemente amenazado por la répida
infectividad y letalidad caracteristicas de la enfermedad (Céspedes et al., 2010).

El DC es producido por el VDC y dada la diversidad en la sintomatologia, asociada al ciclo
impredecible y variable del virus en el hospedero, hace dificil establecer un diagndstico
clinico ante-mortem preciso en la mayoria de los animales afectados (Frisk et al., 1999) y si
ademas los sintomas clinicos de DC son similares a los de otras patologias, puede llevar
frecuentemente a confusion en el diagnostico clinico (Demeter et al., 2007).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa antecedida por retrotranscripcion (RT-PCR) del
RNA gendmico, es una metodologia molecular que permite un diagndstico ante-mortem
rapido, con un alto grado de sensibilidad y especificidad (Frisk et al., 1999; Kim et al.,
2001; Gebara et al., 2004; Saito et al., 2006).

En razén a que el genoma del VDC posee 6 genes, establecer cual de ellos resulta ser el
mejor blanco para su deteccion mediante la RT-PCR resulta interesante; toda vez que en los
estudios diagndsticos se prefiere como blancos para amplificacion a los genes o regiones
gendmicas que presenten un alto grado de conservacién, como los genes N, P y M (Frisk et
al., 1999; Kim et al., 2001; Goller et al., 2010; Si et al., 2010), en contraposicién al gen H
que al presentar mayor variabilidad, no resulta ser de eleccion como método diagndstico
(Jara, 2011), sino mas bien para conocer el linaje del virus circulante (Salas, 2013).

En general, se ha utilizado el gen N para la deteccion de VDC por RT-PCR como blanco
para la amplificacion, por ser una regién conservada dentro del genoma viral (Frisk et al.,
1999; Ldpez, 2012), lo que se corrobora en estudios que consideraron la secuenciacion
nucleotidica completa de una cepa viral de VDC en China (Jiang et al., 2013) o en estudios

sobre deteccion molecular de VDC vy otros virus (Silva et al., 2014).
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En FAVET se han efectuado varios trabajos que involucran los genes que componen el
genoma del virus. Asi, inicialmente Jara (2011) y Salas (2013) tuvieron como blanco el gen
H, obteniendo un 19% y 7% de deteccion positiva del virus respectivamente. Ambos
trabajos, resultarian menos sensibles a la que utilizo6 Mufioz en 2013 (90%), que
implement6 una RT-PCR para el gen N. Posteriormente, Mateo (2015) usando el gen P y
Pincheira (2015) usando el gen L, lograron -para las condiciones establecidas de sus
trabajos- un 100% de deteccion positiva del VDC en las muestras analizadas, resultando
efectiva la RT-PCR implementada como método diagnostico y en el caso de Pincheira
(2015) cobra relevancia debido a que en la deteccidon del virus, se prefiere genes mas
conservados como los genes N, Py M.

En el presente estudio, el disefio de los partidores resulto ser efectivo para detectar el VDC,
pues la RT-PCR implementada logré detectar el gen M del virus en 14 de las 20 muestras
de RNA viral analizadas (70%) y en el 100% de los controles vacunales (Cuadro 2). No se
observaron bandas fluorescentes de DNA inespecificas, asi como tampoco se encontraron
bandas en los controles negativos ni en el control de reactivos en la visualizacion del gel de
agarosa.

Teniendo en cuenta los resultados de los trabajos antes mencionados en que se usé la RT-
PCR convencional al igual que en este trabajo, el método implementado en esta memoria
apunta a que es mas sensible que los implementados por Jara (2011) y Salas (2013), pero
no en relacion con aquellos implementados por Mufioz (2013) y Pincheira (2015); no
obstante, para corroborar la sensibilidad del método, se requieren estudios adicionales.

Las posibles explicaciones de los resultados, teniendo en cuenta que el gen M es
considerado conservado, podrian ser por un cambio en la integridad del gen M, pudiendo su
secuencia encontrarse incompleta (degradada) o bien que la secuencia blanco (gen M) de
las seis muestras negativas podrian ser distintas de las consideradas como oficiales
(Genbank), haciendo imposible el alineamiento de los partidores y por ende, la
amplificacion del fragmento esperado de 500 pb. A la luz de los resultados anteriores
(Mufoz (2013); Mateo (2015); Pincheira (2015)) podria ello implicar que el gen M es un

gen mas variable de lo descrito.
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Otra posibilidad considera el namero de ciclos de PCR establecido en esta memoria, los
que podrian haber resultado insuficientes para la observacion en el gel de agarosa, al tener
en cuenta que en el caso de Mufioz (2013) se usaron 42 ciclos, y en Mateo (2015) y
Pincheira (2015) 35 ciclos respectivamente.

Finalmente, la determinacion de identidad nucleotidica sefiala que el fragmento obtenido en
las muestras positivas es compatible con la deteccion del gen M en un valor de PIN=99%,
lo cual corrobora la especificidad de los partidores utilizados.

Si bien estos resultados no son optimos, permiten completar el estudio de los genes del
VDC utilizados como blanco para su deteccion usando la técnica molecular RT-PCR y
desafortunadamente -al parecer- no existen en la literatura consultada trabajos anteriores
que utilicen el gen M para poder contrastar nuestros resultados.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados, todo sugiere que la deteccion mediante la RT-
PCR debe involucrar necesariamente a los genes N, L o P (Mufioz, 2013; Pincheira, 2015;
Mateo, 2015). Sin embargo, lo anterior debera ser demostrado ain, considerando alguna
prueba de sensibilidad como realizar diluciones en base 10 (por ejemplo) y determinar el
limite de deteccion, o bien estandarizando el método utilizado, pues uno de ellos (Mateo,
2015) considera una PCR anidada.

Se propone asi, el disefio de nuevos partidores que amplifique casi la totalidad del gen M y
enviar a secuenciar el fragmento determinado a fin de dilucidar si las secuencias de las

muestras negativas de este trabajo pudieran ser diferentes a las disponibles en el Genbank.
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CONCLUSIONES

Los partidores disefiados para la prueba de RT-PCR utilizando como blanco el gen M,
detectaron el VDC con un 70% de efectividad, pues originaron bandas Unicas y nitidas que
permiten detectar el virus en 14/20 muestras positivas a VDC.

Con los resultados obtenidos, la determinacion del protocolo 6ptimo de deteccion viral del
VDC mediante RT-PCR, involucraria a los genes N, P o L, que superan el 90% de
deteccion segun las muestras analizadas. Con esto, se podria tomar las medidas necesarias

para la prevencidn, tratamiento y control de la enfermedad en forma oportuna.
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Anexo 1: Secuencias nucleotidicas del gen M de Virus Distemper Canino (Genbank).

>1,C011104.1 Canine distemper virus M gene for matrix protein, strain:
Ludhiana
ACATGCTTGAGCTGTCGCATTCACTGATCCACTAAAGGGCGCAGAACTGCCTTCGCCATCGCTTTAAAGTAATTAT
AAAAAACTTAGGACACAAGAGCTTAAGTCCTCTCTAAAAAAATGACTGAGGTGTACGACTTCGACCAGTCTTCGTG
GGACACCAAAGGCTCGTTGGCCCCCATCTTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTG
ATAGATCCAGGACTCGGCGATAGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTTTACTGGGTATAATAGAAGACAATG
ATGGCCTCGGACCCCCGATCGGAAGAACATTCGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCTAGACCTGA
AGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTAAGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTC
TACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAATGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATC
AAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGATATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGCATAACTCG
ACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTCGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAAT
ATTTTAGTTACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAG
TGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTCAGCCGTAAGAAAAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAA
AATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGGTGTACTGGTAAG
ATGAGCAAGACTTTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATT
TGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAGAATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAGCCATCAGTCCCACAAGA
TTTCAGAGTTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCAT

>EU072199.1 Canine distemper virus strain vaccine X matrix protein (M)
gene
ATGACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATTTTGCCCACCACCT
ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT
GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGGAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG
CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTAA
GGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA
GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA
CAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT
TTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG
CAGAGGTAATTTGAGTATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTCAGCCGTAAGAAG
AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG
GGGGAACCAGTCTTCACATAGGATGTACTGGTAAGATGACCAAGGCTTTGAATGCTCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT
CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA
ATCCAAGCAGTCTTGCAACCATCAGTCCCAAAAGATTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG
GTCTTTTCAAAATTCTCTAA

>AB476403.1 Canine distemper virus, gen for matrix protein. strain: 50Cbl

ATGACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGGCCCCCATTTTACCCACCACTT
ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT
GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG
CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAA
GGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA
GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA
CAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT
TTGAATTCCGCTCCAAGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG
CCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAG
AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG
GGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT
CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA
ATCCAAGCAGTTTTACAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG
GTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGAACTCAAACTCAAATGCTTCGGTGGCGTTGTCCAGGATCCCT
TAATCCCCTCAAACAAGGATTGAGGCTACAAGTATCGACTATCTCGATGTTGCTCCTGCATTTTAAGCATGTTCTA

29




TAGGTTTCTAAACTGCTCATTCGTGCTTACTATTCTAGTGACTCCGCGATATGAAGACAGCTGAATCAAACCGAAT
CATGCCTGAGAGTAGGTTGATCATTATTGGTCCAATAACTGTATGGATGCTTGGGGGTTTGAACTTCGCTTCTGGG
AATCTCACTTTAACAATTATACCTCCCTGCACTTGCCC

>AB475101.1 Canine distemper virus, gene for matrix protein, strain: 009L
ATGACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGTCCCCCATTTTACCCACCACTT
ATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCAT
GTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTG
CCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAA
GACGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAA
GGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCA
CAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGT
TTGAATTTCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAG
CCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGTAAGAAG
AACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAG
GGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAAT
CCTGTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGA
ATCCAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGG
GTCTTTTCAAAATTCTCTAA
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Anexo 2: Alineamiento nucleotidico segin CLUSTAL OMEGA.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.

e e e e e e e e e e e e e e e

=

ACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGGCCCCCATT
ACTGAGGTGTACGACTTCGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAGGGCTCATTGTCCCCCATT
ACTGAGGTGTACGACTTCGACCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCGTTGGCCCCCATC
ACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATT

AKhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhhkk  *k KA dAhkk hhkkhkhhkkhhkhkkhkhkkhkhkhkkhk ,hkkk *x **x*x *kkkkk*k%

TTACCCACCACTTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA
TTACCCACCACTTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA
TTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA
TTGCCCACCACCTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCCCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGA

hkhk hkhkkhkhkkhkhkk KAAhhkAhAAhhhAhhAdkhhAhhhhhhkh dhkhkhhkhkhhkhhAhkhbhk kb hk bk hkrk

CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGAC
CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGAC
CTCGGCGATAGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTTTACTGGGTATAATAGAAGAC
CTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGGGTATAATAGGAGAC

Ak hkhkkhkhhk AhkhkkhAhkhkkhAhhdAhhdAhhAhkhhAhkhhAhkhhAhkhhkhh dIhkkhkhhkkdArhbkhkrhbkhhhbkx Ak kk

AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG
AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG
AATGATGGCCTCGGACCCCCGATCGGAAGAACATTCGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG
AACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGG

Kk kA khkAkhkhkAhkhkAhkhkhAhkhAkdhhkh Akhkhkhkhkhhkhhhkh KdhkhhAhkhkhArhkhA b hAkr b rAk kA hk Ak Kk ik

CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTA
CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTA
CGCACTACAGCTAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTA
CGCACTACAGCCAGACCTGAAGAATTATTGAAGGAAGCCACCCTGTTGGACATTGTGGTA

khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkk khkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhk (hkhkhhkkh ,(khkhkkhkkhkhkk k ,hkhkkhrkk *x *rxkkhkrkkhx%k

AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC
AGACGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC
AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTCTACAATAACACCCCATTGCACATC
AGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATC

ok Ak khkhkhkhkkhhkhkhhkhhkkhhhkhhkhhhhrhkhhkhhkhhhkhd hhkhrhkhhhhkhrhkhhhhkkhrhkhkhkhkkx

TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT
TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT
TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAATGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT
TTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGT

R R e d g g b I S b i dh SR B A b i S S i R S S e SR b S b e S b S b A S b B A SR S b R S S R S b R S S R S I 4

AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGC
AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGC
AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGATATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGC

AACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTGGTATATATGAGC
hxkokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkx *okkkkkxkkkxkkkkkxkxk kxkxk kxokxkx

ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGC
ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTTCGC
ATAACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTCGAATTCCGC
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EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO11104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LCO011104.
EU072199.

AB476403.
AB475101.
LC011104.
EU072199.

R e e e e e e e e R

e e

ATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGC

R dh b e a4 S b i S SR S SR i S R S S S S S R S I R S e e S S S SR S R i S SR b R S S S b R S S S A Y

TCCAAGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT
TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT
TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTTACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT
TCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGT

hAhkkhk hhkhkkhkhhAhkhhAhkhkhAhkhAhAkhkhAhkhhbhkhhAhhhkd dAhhhhkhhhkhhhkhrhAkrkrhk kb hk kb hhhkhk

TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC
TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC
TCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC
TCAAGCAGAGGTAATTTGAGTATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATC

Khkkhkhkhkk Khkhkhkkhkhkkhkhkhkhhhkk, KA dAAAdAhAdhAhAhhhAhkhhhhkhhhkkh bk hA Ak hAk Ak hAk ki kkhk

GGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT
GGCAACTTTAGCCGTAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT
GGCAACTTCAGCCGTAAGAAAAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT
GGCAACTTCAGCCGTAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATT

khkkhkhkhkkhkhkk khkkhkhkk Khkhkhkk KA AAhAhkkhhhkkhhhhkhhhkhkhkhkhkhhkhkh kA Ak hAk kA kA rkkx%k

GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGA
GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGA
GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGG
GAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATAGGA

R e A b e dh A I a2 I S SR S S SR i S R S S S S S S S b R S S R S b S b SR B S R S S SR S S R S A b S A S 4

TGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT
TGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT
TGTACTGGTAAGATGAGCAAGACTTTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT
TGTACTGGTAAGATGACCAAGGCTTTGAATGCTCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGT
hokkkhkkkhkhkkhhkkhhkhk *hkhk Kk hhhkkkhhkk khkkhkhkhhkhhrkkkkkkkkrkkhxkkhxx
TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAA
TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAA
TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAGA
TACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATTTGAATCGATTTCTATGGAGATTAGAGTGCAAA

Ak khkhkkhkhkhkkhkhkkhAhkhkkhhkhkkhAkhkhkdArkhkdhhk k K hkhhkhkkhkhkhkhh hhkkhkhhkkhrhkkhArhkkhkhhAkhkhhk K

ATAGTAAGAATCCAAGCAGTTTTACAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAAT
ATAGTAAGAATCCAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAAT
ATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAGCCATCAGTCCCACAAGATTTCAGAGTTTATAAT
ATAGTAAGAATCCAAGCAGTCTTGCAACCATCAGTCCCAAAAGATTTCAGAATTTATAAT

khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkk Kk K% K% kk kA khkkk%k kK Kk Kkhkkhkkhkhkk KAk AkAkKkKh Kk

GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGA
GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCATCAGTTCATGA
GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAAATCAT--——=-—————
GATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAATTCTCTAA-——-———————————

Ak khkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhrhkhkhkhrhkkhhrhkhhkhhkkhhxhkhkxkh*k
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Anexo 3: Secuencia de consenso a partir de alineacion mediante programa Clustal
OMEGA, utilizada para el disefio de partidores.

ACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGCTCATTGGCCCCCATTTTACCCACCACTTATC
CCGATGGTAGGCTAGTACCTCAAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCGATCGAAAAGATGAATGTTTCATGTA
TATTTTTCTACTGGGTATAATAGAAGACAACGATGGCCTCGGACCCCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCT
TTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTGAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTGGTAAGGC
GAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGGTATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGT
CCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAG
AGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTG
AATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCG
AGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAAC
CAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGG
GAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCT
GTGTTACCCGCTCATGGAGATCAATGAAGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTGCAAAATAGTAAGAATC
CAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTC
TTTTCAAAATTCTCTAAATCAT

Anexo 4: Disefio de partidores segun OligoPerfect™ Designer de LifeTechnologies™.

ThermoFisher
SCIENTIFIC
1 10 20 30 40 50 &0 70 80 S0
1 ATGACTGAGGTGTACGACTTTGATCAGTCTTCGTGGGACACCAAAGGC TCATTGGCCCCCATTTTACCCACCACTTATCCCGATGGTAGGCTAGTACCTC

101 AAGTCAGAGTGATAGATCCAGGACTCGGCCATCCAAAAGATCAATGTTTCATGTATATTTTTCTACTGECTATAATAGAAGACAACGATGECCTCOEACT
201 CCCGATTGGAAGAACATTTGGATCGCTGCCTTTAGGTGTTGGGCGCACTACAGCCAGACCTCAAGAACTATTGAAAGAAGCCACTCTGTTGGATATTGTG
301 GTAAGGCGAACTGCAGGTGTCAAGGAACAACTGETATTTTACAATAACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGCAAGAAGGTCCTTACGAGTGOOAGTE
401 TGTTCAGTGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGAT TTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGA
501 CGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTGAGGGAGATGTC
601 TGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGECAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTG
701 CTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGCCATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGCATAGGEECAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATCAG
801 CAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGAAAATCCTGTGTTACCCGCTCATGEAGATCAATGAACGATCTAAATCGATTTTTATGGAGATTAGAGTCC
901 AAAATAGTAAGAATCCAAGCAGTTTTGCAACCCTCAGTCCCGCAAGACTTCAGAATTTATAATGATGTTATCATCAGCGATGATCAGGGTCTTTTCAAAA
1001 TTCTCTAAATCAT

Rank: 1 | Product Length: 519 | Product Region: 342860 -
Primer Name Strand Size (bases) Tm (°C)

1R 50.00 REV 20 60.48

5" Addition Primer Sequence

= =

g EATCTCCATG.RGCGGGTAAC&

P1: CAATAACACCCCATTGCACA
P2: ATCTCCATGAGCGGGTAACA
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Anexo 5: Alineamiento nucleotidico (Clustal Omega) y obtencién de secuencia
consenso MG1.

>MG1.1
ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG
CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGTTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA
GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG
AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT
TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG
GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGGAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGA
AAATCCTGTGTTAC

>MG1.2
CCACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG
CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCTCTCGACTATCAGACGATGGAA
GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG
AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT
TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG
GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGTGCAAGGCTCTGAAAGCCCAGCTAGGGTTCAAGA
AAATCCTGTGT

>MG1.3
ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAATGCAAATCAAGTCTGTAACG
CAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCATACGATGGAA
GTTACAGAATTCCTCGCGGGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG
AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCTTGGTGCATATCGGCAACT
TTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAG
GAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGAAAGATGAGCAAGGCGCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCAAGA
AAATCCT

CLUSTAL O(1.2.4) multiplesequencealignment

MG1.2 CCACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60

MGl.1 ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60

MG1.3 ACACCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCA 60
Kok k ok ok khkh Ak hkkk kA Ak kA khkkkhk kA kA kh Ak hkkkkhk kA khk Ak k& kkkkk k& Kk k& kkx**

MG1.2 ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120

MGL.1 ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120

MG1.3 ATGCAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTA 120
KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A IR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A AR A AR Ak kK

MG1.2 GGGTAGTATACATGAGCATCTCTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180

MGl.1 GGTTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180

MG1.3 GGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCATACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCG 180
hok kA khkAkhkhkkh Ak hhk hhkkhkhhkhhkhhk hhhAkhrhkhkhkhkhkkhkkkhkh &k hkkkkx*

MG1.2 GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240

MGL.1 GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240

MG1.3 GGATGTTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG 240
R R I b b b b 2h S b b Sb b I IR S S S Sb e S R I Sh b b b b Sb b I SE S S e b b I 2R e S b b Sb b S b I 2b b S b b S

MG1.2 TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300

MGl.1 TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300

MG1.3 TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGA 300

R R R I b b b b 2h S b b S b S 2R e S S S S e Ib R I Sh b b b Sb b b SE S b b b b 2h b Sh b b Sb S b S 2b b S b b 4
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MG1.
MGL.
MG1.

MG1.
MGL.
MG1.

MGL.
MG1.
MGL.

MG1.
MGL.
MG1.

=

=

CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT
CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT

CATTCTTGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATT
ok K ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok k kK

ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA
ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA
ACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAA

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AN AR I A A IR A A AR A A ARk kK

CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGTGCAAGGCTCTGAAAGCCCAGCTAGGGT
CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGGAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGT

CCAGTCTTCACATACGATGTACTGGAAAGATGAGCAAGGCGCTGAATGCCCAGCTAGGGT
hokkokkkkhkhkhkhkkhkkkhkkkkhkkk Hkhkhkkkk Kk kkkkk khkkhkk hhkkkkkokkkkkxx

TCAAGAAAATCCTGTGT--- 497
TCAAGAAAATCCTGTGTTAC 500
TCAAGAAAATCCT-=-=--—-—- 493

KAk KAk KKk Kk Kk k%K

360
360
360

420
420
420

480
480
480
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Anexo 6: Alineamiento nucleotidico (Clustal Omega) y obtencidn de secuencia consenso
MG2.

>MG2.1
CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGCA
GTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA
GTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGT
TGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGC
AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTG
CTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGG
GTTCAAGAAAACCCT

>MG2.2
CCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGC
AGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGA
AGTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAG
TTGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGG
CAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTT
GCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAG
GGTTCAAGAAAACCCTGTG

>MG2.3
CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTTCAAATCAAGTCTGTAACGCA
GTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGGTAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAA
GTTACAGAATTCCTCGCGGGATATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGT
TGAGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACATTCATGGTGCATATCGGC
AACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACTGTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTG
CTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCAGTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGG
GTTCAAGAAAACCCTGTGTTACA

CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment

MG2.3 —CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 59
MG2.1 —CCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 59
MG2.2 CCCCATTGCACATCTTAACTCCGTGGAAGAAGGTCCTTACGAGTGGGAGTGTGTTCAGTT 60
Kok ok k ok kkhk ok Ak kA k kA Ak kA k kA khk Ak kh Ak hkkkhk kA khk Ak k& ok k& Kk k& Kk k& Kk * kK
MG2.3 CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 119
MG2.1 CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 119
MG2.2 CAAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGACATAGCACAGAGATTTAGGG 120
KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AR AR Ak kK
MG2.3 TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 179
MG2.1 TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 179
MG2.2 TAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATGGAAGTTACAGAATTCCTCGCGGGA 180
ko kk kA k kA khkkkhkhk Ak h Ak hkhkhkh Ak hk Ak hkkkhk kA khk Ak hkkkkh Ak kA Kk k k& k k& &k * %
MG2.3 TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 239
MG2.1 TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 239
MG2.2 TATTTGAATTCCGCTCCAGGAATGCTTTAGCATTTAATATTTTAGTCACCATTCAAGTTG 240
R R I b b b b b 2h S b b Sb b I 2R A Sh S S S e I b I Sh b b b Sb b I Sh S S e b b b 2R e S b b Sb db S b e 2h b S b b b
MG2.3 AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 299
MG2.1 AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 299
MG2.2 AGGGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGGTAATTTGAGCATGTTCAAAGATCACCAAGTGACAT 300

KA KA KA AR A A A A A A AR A A A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR A A A Ak Ak Ak Ak hk kA kA Ak h k)%
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MG2.
MG2.
MG2.

MG2.
MG2.
MG2.

MG2.
MG2.
MG2.

MG2.
MG2.
MG2.

=

=

TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT
TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT

TCATGGTGCATATCGGCAACTTTAGCCGGAAGAAGAACCAAGCTTACTCTGCTGATTACT
ok K ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok k kK

GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA
GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA
GTAAACTGAAAATTGAAAAGATGGGATTAGTGTTTGCTCTAGGAGGGATAGGGGGAACCA

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AN AR I A A IR A A AR A A ARk kK

GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA
GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA
GTCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATGCCCAGCTAGGGTTCA

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhrhkkhkkhkhkxk

AGAAAACCCTGTGTTACA 497
AGAAAACCCT———————— 489
AGAAAACCCTGTG-=---- 493

KAk Kk k kK Kk kKK

359
359
360

419
419
420

479
479
480
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Anexo 7: Porcentaje de identidad nucleotidica de MG1, segun BLAST.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments

L)

Description

(] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain' S0CbUH

(] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 50Con

(] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 007Lm/B

(] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 007Lm/H

| Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 50Con/H

L Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 011C/H

L Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain. 009L/H

L Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, sirain. 55L/H

)
&
&}
=
@
=
&
=
=
=
&
=
=
o
£}
=
=
=
B
B
=
=
2
E]
[=h
=
e
=
]
]
&
=
I
2.
=
=
=
=
=
o
-
5
I
&
=4

o
&
=
=
&
=
&g
=
=
=
5
=
=
o
)
=
=
=
2
B
=
=
2
=
[=h
[
i
=
]
]
&
=
I
25
=
=
=
=
=
o
=
=
5

('] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 011C

(] Canine distemper virus M, F_H, L genes for matrix protein, fusion protein, hemaqglutinin, large polymerase protein, complete cds, strain: 0091

(] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain' 551

[J Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: M?5CR/H

(] Canine distemper virus genomic RNA,_complete genome. strain: M25CR

Manina dictamnar uirie nanamic PAA ramnlata nanama ctrain: NT1 m

() Canine distemper virus M, F_H, L genes for matrix protein, fusion protein, hemagglutinin, large polymerase protein, complete cds, sirain: 50Ch

Max
score

893
893
893
887
&87
&87
887
887
887
887
887
887
887
887
&1
881

2TR

Total
score

893
893
893
887
887
887
887
887
887
867
867
867
887
887
881
381

arR

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

AnnoL

Ident  Accession

99% AB490678 1
99% AB476403 1
99% AB476402.1
99%  AB490680.1
99% AB490679.1
99%  AB490676.1
99%  AB490674.1
99% AB490672.1
99%  AB490670.1
99% AB823707.1
99% AB323708.1
99% AB476401.1
99% AB475101.1
99% AB475099 1
99% AB490681.1
99% AB475097 1
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Canine distemper virus genomic RMNA, complete sequence, strain: 5S0ChbIH

Sequence ID: ABA906T78 .1 Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 3778 to 4269 SenBank Graphics

Score Expect Identities Strand

5932 bits(482) 0.0 459,/492(99%:) 0/4292{0%:) Plus/Plus
Query 1 ACACCCCATTGCACATCT TAACTCCGTGEAAGAMGETCC AGTGTGTTCA 68
e s N T T b vt s =
Query &1 ATGCAAATCANGTCTGTAMCGCAGTCAATTTAATACCAT CAGAGATTTA 128
il ess er el IME R ST HHIn
Query 121 GEETAGTATACATGAGCATCACTCGACTATCAGACGATG AATTCCTOGCG 18a
b (s N T I MNENEE o2
Query 181 GEATETTTGAAT TCCGCTCCAGOAATGC TTTAGCATT TAL GTCACCATTCAMG 248
Sort eee SNTIMNIEO NI NI 22,
Query 241 TTEAGEGAGATGTCTGTTCAAGCCGAGETAATT TGAGCAT GATCACCAAGTGA I2a
St e HOOOITOOIMIIMITIIT I 22,
Query 321 CATTCTTGGTGCATATCEEC AACTT TAGCCGGEAAGAAGAS TACTCTGCTGATT 3@
St eve SHETITSIIIAT IO OO 232,
Query 361 ACTOTAAACTEALAAAT TEAAAAGATEEEATTAGTGTT TGL GGEEATAGGOGEAA 428
St e AOTUTSIIT MR IOt 22,
Query 421 CCAGTCTTCACATACGATGTAC TGO TAAGATGEAGC AAGET GUCCASCTAGEGT 438
St e OIHAEI OO I 222,
Query 481 TCAAGAAMATCC 492
Sbjct 2253 '!'(IZ.-’-!A.}IT{(IEJITA.JUL‘!‘-'!'(IZ(IZ 4269
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Anexo 8: Porcentaje de identidad nucleotidica de MG2, segiin BLAST.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

it Alignments o
Description AL Ident Accession
score score cover value

[Z) Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 50CbliH 881 881 100% 00 99% AB4906781
) Canine distemper virus M, F, H, L genes for malrix protein, fusion protein, ! in, large protein, complete cds, strain: 50ChI 881 881 100% 00 99% AB4764031
) Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 50Con 881 881 100% 0.0 99% AB478402.1
[J Canine distemper virus genomic RNA,_complete sequence, strain: 007Lm/B 876 876 100% 0.0 99% AB4906801
[Z) Canine distemper virus genomic RNA,_complete sequence, strain: 007LmiH 876 876 100% 00 99% AB4906791
) Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 50Con/H 876 876 100% 00 99% AB4906761
[0J Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain. 011C/H 876 876 100% 0.0 99% AB490674.1
[ Canine distemper virus genomic RNA,_complete sequence, strain: 009L/H 876 876 100% 0.0 99% AB4906721
[ZJ Canine distemper virus genomic RNA,_complete sequence, strain' 55L/H 876 876 100% 00 99% AB4906701
[ Canine distemper virus viral cRNA, nearly complete genome, strain. 007Lm-H358p8 876 876 100% 0.0 99% AB823707.1
(L) Canine distemper virus viral cRNA, nearly complete genome. strain: 007Lm-VDS 876 876 100% 0.0 99% AB823706.1
(L] Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain: 011C 876 876 100% 00 99% AB4T764011
(L) Canine distemper virus M, F, H, L genes for mafrix protein, fusion protein, t in, large polymerase protein, complete cds, strain: 009L 876 876 100% 00 99% AB4751011
[J Canine distemper virus genomic RNA,_complete sequence, strain: 55L 876 876 100% 0.0 99% AB475009.1
(L) Canine distemper virus genomic RNA, complete sequence, strain. M25CR/H 870 1\ 870, 2100% 00, 99% AB490681.1
Canine distemper virus genomic RMNA, complete sequence, strain: 50CblI/H

Sequence ID: AB490675. 1 Length: 15690 Number of Matches: 1

Range 1: 3782 to 4270 SenBank Graphics

Score Expect Identities Strand

881 bits(477) 0.0 485/480(09%:) Plus/Plus
kdues R R iy 2

Sbijct 3782 CCCATTGLACATCTTAACTCCGTGOAAGAAGGTCCTTACG TTCAGTGL 3841
ey ipinipnniyitipnnihn T e

Sbijct 3342 AAATCAAGTCTGTAACGCAGTCAATTTAATACCATTAGAC TTTAGGET 3981
s it nnnil T 0

sbjct 3982 AGTATACATGAGCATCACTCOACTATCAGACGATOGAAGT CaCeaaEAT 3961
e Hiiyi iyt nitiyni T 2

Sbjct 3962 GTTTGAATTCCGCTCCAAGAATGCTTTAGCATTTAATATT CAAGTTGEA 4021

Query 261 GaRANTGTCTOTTEAMSCERAGETANTTTOAGEATETTE METRAGATT 300

Sbijct 4822 GEGAGATOGTCTGTTCAAGLCGAGGTAATTTGAGCATGTTC GTGACATT 481

Query 301 EATGITRCATATEOOEMETTTAGCEGRGAAGAAG R BITTE >

Sbijct 4882 CATGGETGLATATCGGCAACTTTAGCCOGAAGAAGANTCAL GATTACTG 4141

QUETY 361 TAMCTGAMATTSAMAMGATORGATTATOTTTRCTCT TN 420

Sbict 4142 TAAACTGAAAATTEAAAAGATGOGATTAGTGTTTGCTCTA GEAACTAGZ 4281

e A I Ty T e

Sbijct 4282 TCTTCACATACGATGTACTGGTAAGATGAGCAAGGCTCTGAATG AGEETTCAA 4281

Query 481 K Ic?ﬂ 459

sbjct 4262 GAARATCCT 427a
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