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RESUMEN

El Distemper Canino (DC) es una de las patologias que provoca mayor tasa de morbilidad y
mortalidad en los caninos domésticos a nivel mundial y representa también una importante
enfermedad en varias familias de mamiferos terrestres: Canidae, Procyonidae, Mustelidae,
Mephitidae, Hyaenidae, Ursidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae y algunos mamiferos marinos,

como la foca caspica (pusa caspica).

Esta enfermedad es causada por el Virus Distemper Canino (VDC), un virus ARN de hebra
simple y polaridad negativa, cuyo genoma constituido por seis genes, codifica para seis
proteinas estructurales. Entre ellas, la Hemaglutinina codificada por el gen H, presenta la mayor
variabilidad aminoacidica, induce la produccién de anticuerpos neutralizantes sintetizados por
el sistema inmune del hospedero. Basado en la variabilidad del gen H, se ha descrito que a nivel
mundial existirian al menos catorce linajes distintos del VDC y en nuestro pais se ha descrito
la presencia de al menos dos linajes circulando entre nuestros perros enfermos con la patologia:

América-1 y Europa-1/Sudameérica-1.

Asi, el objetivo de esta memoria de titulo fue implementar la deteccién del linaje América-1
del Virus Distemper Canino mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa asociada a
transcripcion reversa (RT-PCR) mediante partidores disefiados in silico. Para esto, los
partidores se disefiaron a partir de las secuencias nucleotidicas usadas en el arbol filogenético
del gen H de VDC realizado por (Ke et al., 2015, las que se encuentran en la base de datos
Genbank®,

Los partidores disefiados resultaron ser eficaces para la deteccion del VDC y la RT-PCR fue
capaz de detectar un fragmento especifico del gen H de las muestras positivas, por lo tanto se
podria sugerir que estos partidores disefiados in silico efectivamente se pueden ocupar para

detectar el linaje América-1 del VDC.

Palabras Clave: DC, VDC, Linaje América-1, Gen H, partidores, in silico, RT-PCR.



ABSTRACT

The Canine Distemper is one of the pathologies that causes the highest rate of morbidity and
mortality in domestic dogs worldwide and represents an important disease in several families
of terrestrial mammals: Canidae, Procyonidae, Mustelidae, Mephitidae, Hyaenidae, Ursidae,

Ailuridae, Viverridae, Felidae and some marine mammals, like the cape seal (pusa caspica).

This disease is caused by Canine Distemper Virus (CDV), a single-stranded RNA virus with
negative polarity, whose genome consists of six genes codifying for six structural proteins.
Among them, the Hemagglutinin encoded by the H gene, has the highest amino acid variability,
inducing the production of neutralizing antibodies synthesized by the host's immune system.
Based on the variability of the H gene, it has been described that worldwide there would be at
least fourteen different VDC lineages and in our country the presence of at least two lineages
circulating among our sick dogs has been described with the pathology: America-1 and Europe-
1/South America-1.

The objective of this title report was to implement the detection of the America-1 lineage of the
Canine Distemper Virus through the Polymerase Chain Reaction associated with reverse
transcription (RT-PCR) by means of in silico designed primers. For this, the primers were
designed using the nucleotide sequences used in the phylogenetic tree constructed using the
VDC H gene performed by Ke et al., 2015, and stored in the Genbank® database.

The designed primers were found to be effective for the detection of VDC and the RT-PCR was
able to detect a specific fragment of the H gene from the positive samples, therefore it could be
suggested that these in silico designed primers can effectively be used to detect the VDC lineage
America-1.

KEYWORDS: CD, CDV, America-1 lineage, H gene, primers, in silico, RT-PCR.
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INTRODUCCION

El Distemper Canino (DC) es una de las principales enfermedades que causa alta tasa de
morbilidad y mortalidad en perros no vacunados, observandose en la clinica que los animales
vacunados también enferman. El agente etiologico de esta enfermedad denominado Virus
Distemper Canino (VDC) afecta también a animales silvestres y en peligro de extincion en todo
el mundo. Los perros domésticos y otras especies relacionadas sirven como reservorios del

virus y juegan un rol importante en la transmision de la enfermedad.

El genoma del virus codifica para seis proteinas estructurales: proteina de la nucleocapside (gen
N), proteina de matriz (gen M), fosfoproteina (gen P), polimerasa grande (gen L),

hemaglutinina (gen H) y la proteina de fusion (gen F)

El gen H es el que presenta mayor grado de variabilidad y en base a lo anterior, en la actualidad
se han descrito 14 linajes distintos considerando esta variabilidad: América-1 (cepa vacunal),
América-2, Asia-1, Asia-2, Asia-3 y Asia-4, Europa-1/ Sudamérica-1 (EU-1 / SA-1), Artico,
Europeo Silvestre (EW), Sudamérica-2 (SA-2), Sudamérica-3 (SA-3), Rockborn-like (RL),
Africa-1y Africa-2.

En Chile, hoy sabemos que al menos existirian dos de los catorce linajes circulantes en la

poblacion canina del pais: America 1y Europa 1.

Debido a que el DC es una enfermedad altamente contagiosa, letal y que afecta a una gran
cantidad de especies, es de gran importancia implementar una técnica que permita realizar la

deteccidn viral antemortem y de esta forma facilitar el diagnostico y tratamiento temprano.

Asi, en esta Memoria de Titulo se disefiaron partidores in silico especificos para el linaje
América-1 del gen H del VDC, utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, previa
transcripcion reversa (RT-PCR). El resultado obtenido permitiria posicionar al gen H como

blanco de deteccion a pesar de la variabilidad descrita.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Etiologia.

El Virus Distemper Canino (VDC) se clasifica en el orden Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae y género Morbillivirus (Amarasinghe et al., 2018). Es un virus pleomorfico,

posee envoltura lipidica y un didmetro de 150 a 300 nm. (Summers y Appel, 1994).

Su genoma estéa formado por alrededor de 15,7 kilobases (kb), constituido por una hebra simple
de ARN de polaridad negativa, no segmentado, que codifica para seis proteinas estructurales:
proteina de la nucleocapside (gen N; 1,5 kb), la proteina de membrana (gen M; 1 kb), dos
proteinas asociadas a la transcriptasa: la fosfoproteina (gen P; 1,5 kb), la polimerasa grande
(gen L; 6,5 kb), dos tipos de glicoproteinas; hemaglutinina (gen H; 1,8 kb) y la proteina de
fusion (gen F; 1,9 kb) (Martella, et al., 2008; Céspedes et al., 2010). Las proteinas F y H,
ubicadas en la envoltura lipidica, inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes
sintetizados por el sistema inmune del hospedero (Appel y Summers, 1995). La nucleocépside
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 maduracion viral
(Beineke et al., 2009). La proteina Polimerasa grande (L) es la subunidad fundamental del
complejo ARN de la polimerasa dado su efecto de catalizador en la sintesis de ARN viral.
(Lamb y Parks, 2007).

Rango de hospederos del Virus Distemper Canino.

Los hospederos del VDC incluyen numerosas familias del orden de los carnivoros como
Canidae (perros, zorros, lobos entre otros), Procyonidae (mapaches, coati), Mustelidae (hurén,
comadreja, vison, entre otros), Mephitidae (zorrillos), Hyaenidae (hienas), Ursidae (0s0s),
Ailuridae (pandas rojos), Viverridae (ginetas, civetas) y Felidae (tigres, leones, leopardos,
jaguares, a excepcion del gato doméstico) (Martella et al., 2008.; Chinnadurai et al, 2017.;
Yipeng, et al. 2017). Ademas, se ha detectado en algunos mamiferos marinos como la foca

caspica (pusa caspica) (Kuiken et al., 2006).



Patogeénesis.

Las principales vias de ingreso del virus son ocular, nasal y oral, a través de secreciones,
aerosoles y fomites, alcanzando superficies mucosas (von Messling et al., 2005). EI VDC es un
virus linfotrépico y altamente inmunosupresor (Pinotti et al., 2009). Rapidamente se inicia la
replicacion en nodulos linfaticos locales y en siete dias a todos los tejidos linfaticos (viremia
primaria), produciendo la infeccidén 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., 2005). Durante la
segunda y tercera semana post infeccién, 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). En el Sistema Nervioso
Central (SNC) el virus se replica inicialmente en las neuronas y en las células gliales, puede
causar lesiones en la sustancia blanca y en la sustancia gris. En un curso crénico de la infeccion,
debido a una respuesta inmune deficiente o una respuesta tardia, se describen lesiones

inflamatorias desmielinizantes caracteristicas (BSAVA, 2013).

Signos clinicos.

El DC tiene distintas presentaciones clinicas que pueden variar de aguda, subaguda a cronica,
donde se ven afectados los sistemas respiratorio, digestivo y nervioso (Martella, et al., 2008).
La gravedad de los signos clinicos observados depende de distintos factores como la virulencia
del virus infectante, condiciones ambientales, la edad del hospedero y su estado inmunoldgico
(BSAVA, 2013).

Dentro de los signos sistémicos se observa anorexia, deshidratacion, fiebre y descarga serosa

oculo-nasal. Entre los signos neuroldgicos se puede observar mioclonias, ataxia, tremores, crisis



convulsivas, déficit visual y disfuncion vestibular. Los signos neurolégicos pueden ser causados
directamente por el virus o pueden ocurrir como resultado de la respuesta inmune contra el
SNC, en cuyo caso los animales tienen un nivel de inmunidad intermedio y el compromiso del
SNC se puede desarrollar meses o afios después (Gamiz et al., 2011; BSAVA, 2013).

Tratamiento.

Debido a la falta de antivirales especificos y de protocolos estandarizados, el tratamiento
utilizado consiste en una terapia sintomatica, cuidados de soporte (fluidos hidroelectroliticos,
suplementos vitaminicos y nutricionales) y antibidticos para evitar infecciones bacterianas
secundarias, frecuentes en animales inmunocomprometidos (Appel y Summers, 1999; Martella
et al., 2008, Pinotti et al., 2009).

Prevencion y control.

La vacunacién es la principal estrategia para prevenir y controlar la enfermedad. Las vacunas
con virus vivos atenuados (VVA) estimulan la respuesta inmune humoral y celular e inducen
memoria inmunoldgica (Martella et al., 2008). El desarrollo y la utilizacion de estas vacunas
han contribuido a una dréstica reduccién en la incidencia de DC en canes domésticos (Appel y
Summers, 1999). A pesar de esto, se han observado brotes de la enfermedad en poblaciones de
perros inmunizados pertenecientes a diversas regiones geograficas (BSAVA, 2013). Dichos
brotes podrian explicarse por la reversion de la virulencia de las cepas atenuadas, por la
emergencia de nuevas cepas suficientemente variables como para evadir la respuesta inmune
generada por las vacunas, fallas en la administracion de las vacunas, o bien, por el estado

inmunoldgico del animal (Salas, 2013)

Diagnostico.

El diagnostico de DC se basa en la sospecha clinica apoyada por la manifestacion de los signos
clinicos y los antecedentes de riesgo predisponentes a la enfermedad (Martella et al., 2008). Sin



embargo, la falta de especificidad en los sintomas asociados a la infeccion puede llevar a
confusién con otras patologias en el diagnostico final, por lo cual se han desarrollado diversas
metodologias de diagndstico complementario, entre las que se incluyen técnicas serologicas
(inmunohistoquimica y ELISA) y técnicas moleculares (Reaccion en Cadena de la Polimerasa

previa transcripcion reversa (RT-PCR) (Pinotti et al., 2009).

PCR Yy la variante RT-PCR.

La técnica de PCR fue desarrollada en los afios ochenta y desde entonces ha revolucionado la
genética molecular, haciendo posible el estudio de una amplia gama de genes. Se ha utilizado
en multiples areas donde el inmenso potencial de PCR para amplificar minimas cantidades de
DNA (0o RNA) ha sido particularmente atractivo (Murphy et al., 1999). Recientemente se ha
aplicado con éxito, ya que es un metodo altamente especifico, rapido y sensible para el
diagndstico antemortem de la infeccion por VDC, independientemente de la presentacion de la
enfermedad, de la respuesta inmune humoral, y distribucion del antigeno viral (Frisk et al.,
1999; Pardo et al., 2005; Navarro, 2012). Asi, para aplicar esta técnica a partir de ARN, es
necesario hacer una transcripcién inversa antes de iniciar la amplificacion por PCR, esto va a

generar un ADN complementario (CADN), el cual sera el sustrato para PCR (Elia et al., 2006).

Linajes de VDC.

Mediante RT-PCR se ha establecido a nivel mundial la existencia de al menos 14 linajes de
VDC, basadas en la secuencia nucleotidica del gen H (Asia 1, Asia 2, Asia 3, Asia 4, América
1, América 2, Artico, Europa 1/Sudamérica 1, Sudamérica 2, Sudamérica 3, Europeo silvestre,
Africa 1, Africa 2 y Rockborn-like) (Ke et al., 2015; Anexo 1).

En Chile, en un estudio realizado por Salas (2013), se establecié por medio del andlisis de un
segmento del gen H que existirian al menos dos linajes circulantes en la poblacion canina
nacional, indicando a los linajes América-1 y Europa-1 como presentes en el pais, donde

América-1 esta genéticamente relacionado con las cepas vacunales.



Como ya se establecio que en el pais hay al menos dos tipos de linajes circulando entre los
perros enfermos con DC y uno de esos linajes ademas es el usado en las vacunas, en esta
Memoria de Titulo se plante6 el uso de RT-PCR —con partidores disefiados in silico- para la

deteccion de VDC utilizando como blanco el linaje América-1 del gen H.

Asi, con el éxito de esta estrategia se puede establecer la presencia del virus y determinar
directamente si la muestra analizada pertenece a este linaje, sugiriendo el descarte de la

secuenciacion nucleotidica.



OBJETIVO GENERAL
Detectar el linaje América-1 del Virus Distemper Canino mediante la reaccion de RT-PCR del

gen de la Hemaglutinina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.  Disefar partidores in silico para la deteccion del linaje América-1 del VDC.

2. Implementar la reaccion de RT-PCR para la deteccion del linaje América-1 del VDC.



MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo en los Laboratorios de Microbiologia y Virologia Animal
del Departamento de Medicina Preventiva de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
(FAVET) de la Universidad de Chile.

Objetivo especifico 1

Disefiar partidores in silico para la deteccion del VDC linaje América-1.

En primer lugar, se recurrié a una base de datos oficial de secuencias genéticas (Genbank®,
2018) para la obtencidon de las secuencias nucleotidicas del linaje América-1 del VDC, segun
lo descrito en el arbol filogenético (Anexo 1) desarrollado por Ke y colaboradores (2015).
Luego, se utilizé el software Clustal Q (2018), de acceso gratuito, para el alincamiento de
secuencias para determinar zonas de identidad nucleotidica, de esta manera, se obtuvo las
secuencias candidatas a utilizar para el disefio de partidores. Este disefio contempla el uso del
software de acceso libre Oligoperfect Design (Thermofisher scientific., 2018). Al existir mas
de un par de partidores candidatos, se optd por aquel que entregd mejores pardmetros de
seleccion, como el porcentaje de GC y Tm (datos entregados por el software mencionado). La
especificidad de los partidores se corroboré mediante el programa BLAST. Una vez obtenida
la secuencia de los partidores, se encargo su sintesis a Fermelo® y los partidores liofilizados

fueron solubilizados a una concentracion final de 1 uM.

Objetivo 2.

Implementar la reaccién de RT-PCR la deteccion del linaje América-1 del VDC.

A. Los partidores obtenidos fueron utilizados en una reaccion de RT-PCR para verificar si
amplifican muestras positivas a VDC y la reaccién contemplo el uso de 20 muestras de
ARN positivas a VDC (gen N) que se encuentran en el laboratorio, obtenidas de sangre de

perros con signologia compatible con VDC.

Mezcla de la Reaccion. Se utilizo el kit “SuperScript™ one step RT-PCR with PlatinumTaq”

(Invitrogen®) segun instruccion del fabricante. Siguiendo el protocolo propuesto por la



empresa, el cual consistia en 25 ulL del componente “2x Reaction Mix”, el cual contiene 0.4 mM
de cada desoxiribonucleétido y 3.2 mM de MgSO4, 2uL de “SuperScript. III RT/ Platinum Taq
Mix”, 5 uL de cada partidor y 5 ul del templado de ARN para llegar a un volumen final de
S0uL.

B. Protocolo RT-PCR. Protocolo de RT-PCR: se emple6 un termociclador Apollo de 96
pocillos de 0,2 mL.

a) Retrotranscripcion. Se favorecio la etapa de retrotranscripcion del RNA con el fin de
obtener el DNA complementario a utilizar en la siguiente etapa realizada segun

instrucciones del fabricante: 45°C por 30 minutos y posteriormente 94°C por 2 minutos.

b) Amplificacién del DNA. La fase de desnaturacién del DNA se realizd a 94°C por 30
segundos. Durante la fase de alineamiento se utiliz6 una temperatura de 55°C, determinada
segin la temperatura de fusion de ambos pares departidores (la cual era de
aproximadamente 60°C) por 30 segundos y la fase de elongacion contempl6é una
temperatura de 72°C por un minuto. Transcurridos 40 ciclos, se procedio a una etapa de
extension final a 72°C por 8 minutos y luego, se continud con la visualizacién del producto

amplificado.

Como control positivo se utilizd una muestra tipificada como Ameérica-1 (Salas, 2013). Como
control negativo se utilizé una muestra tipificada como linaje Europeo (Salas, 2013) y como

control de reactivos se ocupd agua libre de nucleasas.

Visualizacion del fragmento de DNA obtenido en RT-PCR.

Los productos fueron visualizados por medio de electroforesis en gel agarosa 2% en buffer Tris-
HC1 (100 mM Tris-HC1, 10 mM EDTA) y se compar6 su recorrido frente a un estandar de
tamafo molecular (AccuRuler 100bp Plus DNA Ladder, Maestrogen®). Se tomaron 5 pL del
producto de PCR y se mezclo con 1 pL de producto comercial de carga (Fermentas®). A

continuacion, se realizd la electroforesis a 90 V por noventa minutos. Después de la



electroforesis el gel fue incubado con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) durante treinta minutos,

las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.

Medidas de Bioseguridad.

Uso de material limpio, eliminacién de los desechos y utilizacion de delantal blanco cerrado y
guantes durante el desarrollo del trabajo practico. Al momento de visualizar los geles se
ocuparon gafas con filtro UV, y luego de su uso, los geles incubados en bromuro de etidio se
eliminaron mediante el uso de incineracion, ya que el quimico tiene propiedades mutagénicas
(Saeidnia y Abdollahi, 2013).
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1.

Disefiar partidores in silico para la deteccion del linaje América-1 del VDC.

a) Obtencion de secuencias nucleotidicas. Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas desde
la base de datos oficial de secuencias genéticas (Genbank®, 2018), ocupando los nimeros

de acceso de las 11 secuencias nucleotidicas (Cuadro 1)

Cepa viral N® acceso aislilfllti)ento a.i:;:[%l?:lltﬂ
America-1
AF378705 30 ZA Onderstepoort Fox |[AF378705 1930s | Estados Unidos
735493 40 US Convac_Dog 235493 1930-1950 | Estados Unidos
AF259552 40 US SnyderHill Dog AF259552 1930-1950 | Estados Unidos
DQ903854 51 US Lederle Dog DQ903854 1951 | Estados Unidos
AY548109 98 US 2655 Raccoon AY548109 1998 | Estados Unidos
HM046486_07 K7 Phoca_Seal HMO046486 2007 | Kazakstan
HMO063009_89 K7 Shuskiy Mink HMO063009 1989 |Kazakstan
KM926612_92 CN_L Fitchew KM926612 1992 | China
DQ778941 06 CN _CDV3 Mink DQ778941 2006 |China
GQ332531 08 CN 16 Dog GQ332531 2008 |China
HQ403645 09 CN GZl1 Dog HOQ403645 2009 |China

Cuadro 1

NUmeros de acceso al Genbak® utilizadas para la obtencidn de zonas nucleotidicas comunes
para el linaje America-1

b) Alineamiento de secuencias
Se utilizo el software Clustal Q para el alineamiento de secuencias y se determinaron las zonas
de identidad nucleotidica. De esta manera, se obtuvo las secuencias candidatas a utilizar para

el disefio de partidores como se observa en el Cuadro 2, donde se demuestra el alineamiento de

11



las once secuencias nucleotidicas, y en las &reas donde hay zonas de identidad nucleotidica se

demuestra con un asterisco al final de cada columna.

Z354903.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1282
AF378785.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 834a
DQoa3854.1 ACAGTTGCCATCTTATGGEGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1262
HQ4@3645.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1262
G0332531.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1262
DQ778941.1 ACAGTTGCCATCTTATGEGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1285
KMa26612.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 8348
HMe46486.1 ACAGTTGCCATCTTATGEGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 834a
HMe63e89.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACAT TACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 8348
AF250552.1 ACAGTTGCCATCTTATGGGCGGT TGACATTACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1282
AY548189.1 ACAGTTGCCATCTTATGGEGCGGT TGACAT TACCTCTAGATGCAAGTGTTGACCTTCAACT 1262
S R o
Z£354083.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 1242
AF378785.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCGGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 8488
DQoa3a54.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 1322
HQ4@3645.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 1322
G0332531.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 1222
DQ778941.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 1245
KMa26612.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 8488
HMe46486.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 848a
HM@63e89.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGATTATTATGA 8488
AF258552.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGTTTATTATGA 1242
AY548189.1 TAACATATCGTTCACATACGGTCCOGTTATACTGAATGGAGATGGTATGGTTTATTATGA 1322
FEEFEREERA RS RRERA R SRR RSN R R SRR RN R RR R ER R R AR E R
735403 .1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCCAAAAACGGAACAATCCTTGG 1482
AF378785.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCCAAAAACGGAACAATCGTTGG 8468
DQoa3854.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCCAAAAACGGAACAATCTTTGG 1282
HQ4@3645.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCTTTGG 1282
GQ332531.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGG 1282
DQ778941.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGG 1485
KMO26612.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGECTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGG 8468
HMB46486.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTARAAACGGAACAATCTTTGE 84608
HM@5630a89.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGE 8468
AF2LOELZ. 1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGE l4@2
AY548189.1 AAGCCCACTTTTGAACTCCGGATGGCTTACCATTCCTCCTAAAAACGGAACAATCCTTGE 1282
R L e e e e L

Cuadro 2.
Ejemplo de la utilizacion del Programa Clustal Q y del alineamiento de secuencias

comunes candidatas para la obtencion de partidores.
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c¢) Disefio de partidores.

Existieron varios segmentos del genoma con &reas con zonas de identidad nucleotidica, sin
embargo, los partidores que se podian obtener de esas secuencias tenian bajo porcentaje de
guanina-citosina, generaban amplicones mas pequefios, la temperatura de fusion era muy
variable entre los partidores y algunos de esos partidores se podian unir a varios linajes del
VDC. Por esta razon, se eligié la zona indicada en el Cuadro 3, donde se optd por aquel que
entregd mejores parametros de seleccion, como son el porcentaje de GC y Tm. Estos partidores

permitirian obtener un amplicon de alrededor de 556 pares de bases (pb).

PRIMER VIEWER SEQUENCE VIEWER . Forward Primer: 16- 35 . Reverse Primer: 552 - 571
1 ACAGTTGCCA TCTTACCESNEauIT AR Ao qTAGAT GCAAGTGTTG ACCTTCAACT TAACATATCG TTCACATACG GTCCGGTTAT ACTGAATGGA
181 GATGGTATGG TTTATTATGA AAGCCCACTT TTGAACTCCG GATGGCTTAC CATTCCTCCT AAAAACGGAA CAATCCTTGG ATTGATAAAC AAAGCAGGTA
281 GAGGAGACCA GTTCACTGTA ATACCCCATG TATTAACATT TGCACCCAGG GAATCAGGTG GAAATTGTTA TTTACCTATT CAAACATCTC AAATTATAGA
301 TAGAGATGTC CTCATCGAGT CCAATTTAGT GGTGTTGCCT ACACAGAGTT TTAGATATGT CATAGCAACG TATGATATAT CCCGAAATGA TCATGCGATT
481 GTTTATTATG TTTATGACCC ATTCCGGACG ATTTTTTATA CGTACCCATT TAGACTAACT ACCAAGGGTA GACCTGATTT CCTAAGGATT GARATGTTTTG
581 TGTGGGATGA TAATTTGTGG TGTCACCAAT TTTACAGATA CGAGGCTAAC Ajlecaetig el e CIae ICN IGTTGAGAAT TTAGTCCGTA TAAGATTCTC
681 ATGTAACCGT T ;
Search Result Available Primers
Sequence Length  Statu... Ampli..  Primer Name Sequence Length %GC Tm(’C) S
Vivie 611 (V] 556 Vivi6_F_1 GGCGGTTGACATTACCTC 20 5500  60.04
Vivie_R_1 ACTGGTTGTAGAGTTGGCGA| 20 50.00 5895
557 Vivi6_F_2 TGGGCGGTTGACATTACCTC 20 55.00 60.04
Vivi6_R_2 CACTGGTTGTAGAGTTGGCG 20 55.00 58.85
555 Vivi6_F_3 GGGCGGTTGACATTACCTCT 20 5500  59.75
Vivi6_R_3 ACTGGTTGTAGAGTTGGCGA 20 5000  58.95
557 Vivi6_F_4 TGGGCGGTTGACATTACCTC 20 5500  60.04
Vivi6_R_4 CACTGGTTGTAGAGTTGGCGA 21 5238 6027
Cuadro 3
Uso del Programa OligoPerfect Design® de Invitrogen para el disefio in vitro de partidores
para VDC

d) Especificidad de los partidores
La especificidad de los partidores se corrobord mediante el programa BLAST (Anexos 2y 3).

Donde se indicd que ambos partidores se pueden unir a secuencias de VDC. Una vez obtenida
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la secuencia de los partidores y haber realizado el BLAST a cada uno de los partidores, se

encargo su sintesis a Fermelo®.

Objetivo 2.

Implementar la reaccién de RT-PCR para la deteccion del linaje América-1 del VDC.
Con el procedimiento sefialado en Material y Método, se visualizaron bandas de ADN Unicas y
nitidas entre 500 y 600 pb para el control positivo (VDC linaje América-1) y en las 20 muestras
positivas a VDC segun el gen N. No se observaron bandas en los carriles correspondientes al

control negativo (VDC linaje europeo) ni en el control de reactivos (Figura 1).

/8569, 10

Figura 1: Electroforesis en gel Agarosa 2% de RT-PCR gen H
Carril 1: Control (+) linaje América 1; Carril 2: muestra 1; Carril 3: muestra 5;
Carril 4: muestra 8; Carril 5: muestra 10; Carril 6: MTM; Carril 7: muestra 14;
Carril 8: muestra 17; Carril 9: control (-) linaje europeo; Carril 10: control de
reactivos; MTM: Maestrogen® (100-3000 pb)
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Para corroborar que la muestra negativa (linaje europeo) lo era realmente y para eliminar
la posibilidad de degradacion del RNA implicado, se realiz6 adicionalmente un RT-PCR
para detectar el gen N segun protocolo establecido anteriormente en este laboratorio
(Mufioz, 2013). Se observan bandas de ADN Unicas y nitidas de un tamafio cercano a 300
pb y no se observan bandas inespecificas (Figura 2). Como control negativo de utilizé

RNA extraido de sangre de un perro sin vacunar y sin antecedentes de riesgo.

T2 3 v 4 iS5Gt 8910

Figura 2
Electroforesis en gel Agarosa 2%. RT-PCR de gen N
Carril 1: Control (-); Carril 2: control de reactivos; Carril 3: control (+) linaje europeo.
Carril 4: control (+) linaje América. Carril 5: MTM; Carril 6: muestra 19; Carriles 7-10:
sin cargar. MTM: Maestrogen® (100-3000 pb).
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DISCUSION

El gen H es uno de los seis genes que componen el genoma del VDC y codifica para la
glicoproteina Hemaglutinina, que ademas de generar la respuesta inmune en el organismo
(Appel y Summers, 1995), posee la mayor variabilidad antigénica y genética, presentando
alrededor de un 10% de variabilidad entre diferentes linajes. Por lo anterior, varios autores lo
describen como un gen no adecuado para el diagndstico molecular del virus (Gallo et al., 2007;
Martella et al., 2008).

En la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, se han realizado
dos memorias de titulo que utilizaron como blanco de deteccion al gen H en la técnica de RT-
PCR (Jara, 2011; Salas, 2013). En el estudio de Jara (2011) se lograron amplificar cinco de seis
muestras almacenadas con una semana de antigiiedad y ninguna de las 20 muestras almacenadas
con mayor antigiiedad. En el estudio de Salas (2013) se logré amplificar tres de las 42 muestras
analizadas mediante su protocolo. En ambos casos, la sensibilidad de sus protocolos de RT-
PCR fue baja, de lo cual podria inferirse que estos resultados se obtuvieron debido a los
partidores utilizados y descritos en estudios anteriores (Mochizuki et al., 1999; Pardo, 2005
En este trabajo, se utilizd un protocolo de RT-PCR con partidores disefiados in silico utilizando
como blanco de deteccidn el gen H se logré amplificar un fragmento de 556 pb en 20 muestras
positivas a VDC segun protocolo gen N (Mufioz 2013).

Como el control negativo (linaje europeo) podria corresponder a una muestra de ARN
degradado, se realizdé una RT-PCR con partidores para el gen N (Mufioz, 2013), incluyendo
algunas de las mismas 20 muestras positivas a la RT-PCR implementada en este estudio y asi
esta posibilidad fue descartada como se observa en la Figura 2.

El criterio de eleccion de los partidores disefiados incluyo el porcentaje de GC y la temperatura
de fusion, sin embargo, la temperatura de alineamiento se determind disminuyendo cinco
grados respecto de la Tm de los partidores.

Si bien lo 6ptimo hubiese sido la utilizacion de un termociclador de gradiente, esto no fue
posible debido a que temporalmente no hubo disponibilidad de reactivos necesarios. Lo anterior

no fue obstaculo para la obtencién de bandas Unicas y nitidas.
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¢ Estos resultados indican que esta RT-PCR solo detecta VDC linaje América-1?

Para poder responder afirmativamente la pregunta, una alternativa préctica es disponer de los
catorce linajes disponibles y aplicar el protocolo establecido. Es decir, se requieren doce
controles negativos adicionales para garantizar, si se logra, que esta RT-PCR solo detecta VDC
linaje América-1.

Otra alternativa practica es enviar a secuenciar las muestras que resultaron positivas al
protocolo implementado y asi incluirlas en un arbol filogenético para ver el linaje al que
pertenecen. Esta alternativa es posible pues el tamafio del amplicon (556 pb) es adecuado.
Finalmente, considerando la teoria y la existencia de programas bioinforméticos, la
especificidad de los partidores ocupados podria también ser corroborada mediante el uso de

otros programas existentes, como Vector NT1 o DS gene.

CONCLUSION
Los partidores disefiados y la RT-PCR implementada no permitirian la deteccién de VDC
linaje europeo, lo cual sugiere que las veinte muestras positivas corresponden al linaje

América-1, requiriéndose estudios adicionales para corroborar esto Ultimo.
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ANEXOS

Anexo 1. Arbol filogenético del gen H de VDC (Ke et al., 2015)
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Anexo 2. Resultado: BLAST realizado a P1: 5°>-TGGGCGGTTGACATTACCTC-3’

Description Max Total Query E Ident Accession
sScore sScore cover value

Canine morbillivirus isolate BJ16CS, 401 401 100% 033 100% ME926604.1
complete genome e
Canine morbillivirus isclate BJ16CS,

complete genome 401 401 100% 0.33 100% ME926603.1
Canine morbillivirus isolate BJ16C7, 401 401 100% 033 100% ME926602.1
complete genome —_—
Canine morbillivirus isolate BJ16C0,

complete genome 401 401 100% 033 100% ME926601.1
Canine morbillivirus isolate BJ16B14, 401 401 100% 033 100% ME926598.1
complete genome —
Canine merbillivirus strain C53 401 401 100% 033 100%

hemagglutinin gene, complete cds
Canine morbillivirus isolate D8-

4364/2016 hemagglutinin gene, 401 401 100% 033 100% MF264184.1
complete cds

Canine distemper virus isolate
wgswh02 hemagglutinin {H) gene, 401 401 100% 033 100% KX159296.1
complete cds

Anexo 3. Resultado: BLAST realizado a P2: 5—~ACTGGTTGTAGAGTTGGCGA-3’

Description Max Total Query E Ident Accession
Score Score cover value

Canine merbillivirus isolate GD1814

hemagglutinin protein mRNA, complete 401 401 100% 0.33 100% MH558138.1

cds

Canine morbillivirus isolate GD1813

hemagglutinin protein mRNA, complete 401 401 100% 0.33 100% MH558137.1

cds

Canine morbillivirus isolate GD189

hemagglutinin protein mRNA, complete 401 401 100% 0.33 100% MH558135.1

cds

Canine morbillivirus isolate GD188

hemagglutinin protein mRNA, complete 401 401 100% 0.33 100% MH558134.1

cds

Canine morbillivirus isolate GD171

hemagglutinin gene, parial cds 401 401 100% 0.33 100% HHO91E121

Canine maerbillivirus strain 134

hemagglutinin (H) mRNA, complete cds 401 401 100% 0.33 100% MHE10099.1

Canine maerbillivirus isolate Anhao

hemagalutinin gene, partial cds 401 401 100% 0.33 100% MGaz23801

Canine morbilivirus isolate Zhao 40.1 401 100% 0.33 100% MG922459.1

hemagglutinin gene, partial cds
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