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Resumen de la tesis que presenta César Augusto Garcia Aguirre como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias con orientacién en Bionanotecnologia.

Genotipificacion del virus del moquillo canino aislado de perros enfermos y su relacién con la eficacia
del tratamiento antiviral con nanoparticulas de plata.

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno
Director de tesis

El virus de moquillo canino causa una enfermedad de distribucién mundial siendo la mas difundida,
contagiosa y letal en canidos. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen actividad antiviral contra un
amplio espectro de virus, disminuyendo su infectividad in vitro, lo cual se ha sugerido que se debe a una
interaccion directa entre las AgNPs y las proteinas de la superficie viral. En este trabajo, se colectaron
muestras bioldgicas de pacientes con signologia sugestiva de moquillo para aislar ARN, diagnosticar y
genotipificar mediante RT-PCR el virus del moquillo canino. El diagnéstico se realizé amplificando el gen n
y la genotipificacion mediante los genes fy h del virus, los amplicones obtenidos, se secuenciaron y se
compararon con la cepa vacunal Onderstepoort. Los resultados permitieron diagnosticar a 12 de pacientes,
de los cuales 8 fueron tratados por via oral con AgNPs. Se demostré que existen dos genotipos circulantes
en la ciudad de Ensenada, Baja California: América 3 y “tipo-Rockborn”. De los pacientes diagnositicados
y tratados con AgNPs, 6 de ellos pertenecieron al genotipo América 3 y solamente 1 paciente al genotipo
“tipo-Rockborn”, el cual fue el Unico que sobrevivié a la infeccidn viral. Las secuencias de los fragmentos
de los genes fy h de los genotipos aislados, presentaron diferencias significativas respecto de la cepa
vacunal, los cambios mas importantes consisten en que el genotipo América 3 cuenta con un mayor
nimero de N-glicosilaciones y cisteinas en la proteina F, lo cual le brinda una mayor estabilidad. Por el
contrario, la proteina F del genotipo “tipo-Rockborn”, presenta una menor cantidad de N-glicosilaciones y
un menor nimero de cisteinas, por lo que puede ser susceptible a la desnaturalizacion por la unién de las
AgNPs. Esta puede ser la razén del efecto antiviral eficaz de las AgNPs, ya que los pacientes en los que se
aislé el genotipo America 3, no sobrevieron a la infeccidn atin después de haber sido tratados con AgNPs.
Sin embargo, el paciente infectado con el virus de moquillo “tipo-Rockborn” sobrevivid sin secuelas
asociadas a la infeccidon viral. Por lo tanto, una de las mayores contribuciones de este estudio fue el
determinar que la eficacia del tratamiento antiviral con AgNPs puede relacionarse con el genotipo del virus
con el que se infecte el paciente.

Palabras clave: moquillo canino; AgNPs; RT-PCR; genotipificacion; N-glicosilacion



Abstract of the thesis presented by César Augusto Garcia Aguirre as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience with orientation in Bionanotechnology.

Genotyping of canine distemper virus isolated from sick dogs and its relationship to the efficacy of
antiviral treatment with silver nanoparticles.

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno
Thesis Director

Canine distemper virus causes a disease of worldwide distribution being the most widespread, contagious
and lethal in canids. Silver nanoparticles (AgNPs) exhibited an effective antiviral activity against a broad
spectrum of viruses, thus decreasing their infectivity in vitro, which has been suggested to be due to a
direct interaction between AgNPs and viral surface proteins. In this work, biological samples were collected
from patients with suggestive signs of distemper to isolate RNA, diagnose and genotype the canine
distemper virus by RT-PCR. The diagnosis was achieved by amplifying the n gene while genotyping was
made using the F and H genes of the virus. The obtained amplicons were sequenced and compared with
the vaccine strain Onderstepoort. The results of this work allowed the diagnosis of 12 patients, of which 8
were treated with AgNPs. It was shown that there are two different circulating genotypes in the city of
Ensenada, Baja California: América 3 and Rockborn-like. From all the patients treated with AgNPs, 6 of
them belonged to the America 3 genotype and only 1 patient to Rockborn-like genotype, this was the only
patient who survived the viral infection. In comparison to the vaccine strain, the sequences of gene
fragments f and h isolated from patient showed significant differences. Some of the most important
changes were that the America 3 genotype has a greater number of N-glycosylations and cysteines in the
F protein providing a greater stability. In contrast, the F protein of Rockborn-like genotype has a smaller
amount of N-glycosylations, as well as a lower number of cysteines, beging more susceptible to its
denaturation by the AgNPs binding. This may be one of the reasons for the effective antiviral effect of
AgNPs since the patients in whom genotype America 3 was isolated, did not survive the infection with the
virus even after being treated with AgNPs. However, the patient infected with the Rockborn-type virus
survived without any sequelae associated with the viral infection. Therefore, one of the major
contributions of this study was to determine that the efficacy of treatment with AgNPs could be related to
the genotype of the virus with which the patient is infected.

Keywords: canine distemper; AgNPs; RT-PCR; genotype; N-glycosylation.
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Capitulo 1. Introducciéon

El virus de moquillo canino causa una enfermedad multisistémica, conocida como “moquillo”, la cual es
de distribuciéon mundial siendo la mas difundida, contagiosa y letal que se presenta en los canidos (Pardo
et al., 2005). Es un virus envuelto muy sensible al medio ambiente, pero con una alta infectividad, debido
que a partir del séptimo dia postinfeccion es excretado a través de todo tipo de secreciones, exudados y
fluidos corporales. Esto hace que se disemine rapidamente en el ecosistema gracias a la existencia de
animales infectados que eliminan el virus antes de manifestar signos asociados a la virosis (Summers y

Appel, 1994).

Mundialmente se reconoce un solo serotipo. No obstante, circulan varios genotipos de distinta virulencia
y tropismo celular (Lamb and Kolakofsky, 2001). Algunas cepas estan asociadas con polioencefalitis,
mientras que otras inducen leucoencefalitis desmielinizante. Dependiendo de la cepa viral, los signos
pueden relacionarse con enfermedad aguda de la sustancia gris o con enfermedad subaguda o crénica de

la sustancia blanca (Krakowka and Koestner, 1997; Orlando et al., 2008).

La enfermedad es de curso muy variable y tiene varias formas de presentarse, pero se caracteriza por los
siguientes signos: elevacion de la temperatura, anorexia, enrojecimiento de la mucosa nasal y conjuntival,
diarrea, descarga serosa nasal y ocular, tonsilitis, y también se presenta frecuentemente con signos
respiratorios y neuroldgicos (Beineke et al., 2009; Beineke et al., 2015). No se presentan todos los signos
clinicos, o al menos no lo hacen de una forma estrictamente ordenada, ya que esto depende de varios

factores como la cepa viral y el estatus inmunoldgico del animal afectado (Beineke et al., 2015).

El diagndstico de la enfermedad es muchas veces un reto, debido a que en algunos casos los animales
pueden no presentar signos sistémicos que son comunes de la enfermedad. Los exdmenes seroldgicos no
garantizan el diagndstico de la enfermedad debido a que son poco precisos e inespecificos debido a que
un titulo elevado de anticuerpos puede ser resultado ya sea por una vacunacién previa, por enfermedad
subclinica anterior o en curso, o por infeccidn clinica. Por otro lado, cuando el moquillo es severo, el titulo
de anticuerpos puede ser bajo debido a la inmunosupresién causada por el virus (Cha et al., 2012; Prager
etal., 2012). En contraste, el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como prueba diagndstica
para el diagndstico de moquillo canino hace que el resultado sea mas preciso y especifico, debido a que
puede identificar la presencia del virus por medio del hallazgo de la informacion genética de este en las

células infectadas (Rzezutka y Mizak, 2002; Amude et al., 2015).



2
Al tratarse de una enfermedad viral que involucra diferentes dérganos y sistemas, el tratamiento
convencional es inespecifico y de sostén, debido a la carencia de tratamientos especificos con farmacos
antivirales, por lo que deben adaptarse a cada caso particular. Basicamente deben controlarse las
infecciones bacterianas secundarias, y tratar los signos clinicos observados (Greene and Appel, 2006). En
los ultimos afios se han adoptado alternativas terapéuticas, que consisten en estimular la respuesta
inmune innata empleando agentes inmunomoduladores y empleando farmacos que limiten la accién del
virus afectando su replicacidn. Sin embargo, los resultados de dichas alternativas terapéuticas no han
tenido el efecto deseado y es por esto que se estan buscando nuevas areas donde se puedan estudiar y
desarrollar nuevos tratamientos para esta y mas enfermedades. Una nueva tecnologia que estd innovando

en el area médica y en muchas otras areas es la Nanotecnologia.

Actualmente, con el auge de la Nanotecnologia se han sintetizado diversos nanomateriales, en particular
nanoparticulas (NPs) inorgdnicas, que presentan un marcado efecto microbicida sobre una amplia
variedad de microorganismos, tales como virus, bacterias y hongos (Isenberg et al., 1999; Shah et al.,
2013). La capacidad microbicida de las NPs estd vinculada a la naturaleza del material y a ciertas
caracteristicas intrinsecas de las mismas, como sus dimensiones nandmetricas y la alta relacion
area/volumen que permite un mayor contacto e interacciéon con dichos microorganismos (Shah et al.,
2013). Entre las NPs que han demostrado tener excelentes propiedades microbicidas estan las metalicas
como las de plata, éxido de zinc, cobre u déxidos de hierro (Isenberg et al.,, 1999). Las NPs presentan
mecanismos de accion microbicida totalmente diferentes a los antibidticos tradicionales, proporcionando

asi una alternativa promisoria (Entenza et al., 1997; Shah et al., 2013).

El tamafio pequefio, la solubilidad mejorada y la multifuncionalidad de las NPs, abren nuevas lineas de
investigacion para el area de las Ciencias Bioldgicas como la Bionanotecnologia (McNeil, 2005), la cual es
un drea multidisciplinaria relativamente nueva que integra elementos de las ciencias bioldgicas, con las

nanociencias y la nanotecnologia (Vazquez, 2013).

Las investigaciones dirigidas a la busqueda de otras alternativas para el tratamiento de las infecciones
causadas por bacterias y virus resistentes se incrementan cada dia. Dentro de la gama de compuestos cuya
actividad bactericida y antiviral se estd investigando, las nanoparticulas de plata (AgNPs) surgen como un
prometedor agente que podria ser utilizado para tales efectos. En diversos estudios se han reportado las
propiedades antimicrobianas y antivirales de las AgNPs. Como ejemplo, en 2005 Elechiguerra y

colaboradores reportaron la actividad antiviral de AgNPs. Este grupo demostré que, sin ser citotoxicas, las
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AgNPs son capaces de inhibir la infeccidn por VIH-1 en cultivos celulares in vitro actuando en la etapa de

fusién del virus a la célula.

En un estudio donde el tratamiento con AgNPs fue enfocado en pacientes con moquillo canino, éstas
proporcionaron una tasa de recuperacion de mas del 90% en pacientes que no presentaban signologia
nerviosa (Bogdanchikova et al., 2016). Sin embargo, en pacientes que presentaron signologia nerviosa, la
tasa de recuperacion fue muy baja, los autores atribuyen estos resultados a la posible virulencia y tropismo
de los distintos genotipos existente del virus del moquillo, pues existen casos donde se reporta una
afeccidn directa y mas agresiva al sistema nervioso sin presentar otras signologias del sistema respiratorio
o gastrointestinal. Por lo tanto, se cree que es muy importante conocer con que genotipo viral se estan
infectado los pacientes y determinar si existe una relacidn entre el efecto del tratamiento antiviral de

AgNPs con el genotipo del virus del moquillo presente en el paciente.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Virus del moquillo canino

El moquillo canino, también llamado distemper o enfermedad de Carré, se cree que se origind en Espafia
en el siglo XVIII. Sin embargo, se conocen registros de Charles Frederick Hensinger en el afio 1853, que
mencionan que el virus fue llevado desde Peru a Espafia, durante ese mismo siglo (Panzera et al., 2015;
De Vries et al., 2015). La enfermedad que produce dicho virus fue descrita por Edward Jenner en 1809 y
su etiologia viral demostrada por Carré en 1906. El virus afecta diversos dérganos, incluyendo tejidos
linfoides, tractos respiratorio e intestinal, piel y encéfalo, siendo sus manifestaciones patoldgicas mas

severas la inmunosupresidn y una leucoencefalitis desmielinizante (Greene and Appel, 2006).

Este virus es muy susceptible al calor y la resequedad y se inactiva rapidamente por la luz ultravioleta,
solventes organicos, acidez o alcalinidad extrema, a una temperatura de 37°C. Asi mismo a temperatura
ambiente se inactiva en muy pocas horas, pero resiste frente a diversos reactivos fisicos y quimicos (Fenner
et al., 1992). Es susceptible al éter y cloroformo, solucién de formaldehidos diluido (<0.5%), fenol (0.75%),
desinfectantes de amoniaco cuaternario, entre otros, lo que nos muestra que los protocolos habituales de

limpieza y desinfeccidn de centros veterinarios o perreras son eficaces (Craig, 2000).

Ademas, el tiempo de supervivencia del virus del moquillo canino es mayor a temperaturas bajas, ya que
entre 0-4°C el virus puede sobrevivir por semanas y por debajo de la congelacion (-65°C) puede sobrevivir
incluso mas de 7 afios (Greene y Appel, 1998). Debido a esto que por medio del proceso de la liofilizacidn
se reduce la labilidad del virus y puede ser preservado en vacunas comerciales y el uso en laboratorios

(Craig, 2000).

2.1.1 Clasificacion Taxondmica y estructura viral

El virus del moquillo canino pertenece al orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus. Es un virus pleomérfico, normalmente esférico, relativamente grande con un didmetro
aproximado entre 150-300 nm (Zipperle et al., 2010) y contiene una cadena simple de ARN de sentido

negativo, helicoidal y con envoltura lipoproteica (Swango, 1992), formado por aproximadamente 15,7 kb
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(Lamb y Parks, 2007). El ARN gendmico esta empaquetado por la proteina de la nucleocapside (N) y es
replicado por el complejo de la polimerasa viral formado por la proteina Large (L) y su cofactor, la
fosfoproteina (P). Las proteinas N, P y L, junto al ARN viral forman el complejo ribonucleoproteico (RNP),
el cual dirige la sintesis secuencial del ARN mensajero (ARNm) a partir de los genes virales, o bien la
replicacién de los antigenomas (ARNs virales de polaridad positiva). La envoltura lipidica contiene dos
proteinas integrales de membrana, la proteina fusion (F) y la de hemaglutinina (H), y una proteina asociada
alamembrana que interactta con el complejo RNP, llamada proteina matriz (M), dicha estructura del virus

se esquematiza en la figura 1 (von Messling et al., 2001).

(O]

Proteina de fusidn
F
M Proteina
/ Hemaglutinina
N Nucleocipside
L Polimerasa
RNP
o Complejo
K skt Ribonucleoproteina
L
Proteina
Matriz
Envoitura de lipoproteina
®)
N PICN " F H L

Figura 1. Morfologia del virén del virus del moquillo canino y organizacién del genoma. a) Diagrama esquematico de
una particula del virus del moquillo canino en un corte transversal. b) Mapa del ARN gendmico (3°- 5°) del virus del
moquillo canino (Modificado de Loots et al, 2017).



2.1.2 Genoma viral

El genoma viral del virus del moquillo canino presenta seis genes llamados n, p/v/c, m, f, hy | que codifican
las seis proteinas estructurales del virion. Cada gen codifica una Unica proteina, excepto el gen p/v/c que

codifica la fosfoproteina P y dos proteinas no estructurales denominadas Cy V.

En los extremos del ARN gendmico existen regiones UTR (Untranslated region) no codificantes,
denominadas leader 3’y trailer 5°, que son esenciales para la replicacion y transcripcion de los genes virales
(Lamb y Parks, 2007). Entre genes adyacentes existe un triplete intergénico consenso (GAA) que no se
transcribe y que separa a los sitios de poliadenilacién de los sitios de inicio de la transcripcion (Liermann

et al., 1998).

Los genes son transcritos por el complejo RNP a partir de un promotor simple mediante un mecanismo de
start-stop. Este mecanismo implica que la transcripcion se inicia en el primer gen del extremo 3" (gen n) y
se detiene en cada region intergénica, debido a que la polimerasa viral se escinde del ARN molde, lo cual
puede determinar la interrupcién del proceso. Por lo tanto, este mecanismo conduce a un gradiente
transcripcional que se mantiene durante la infeccidn; de tal modo que los genes préximos al extremo 3’del
genoma se transcriben mds que aquellos cercanos al extremo 5°del genoma (Anderson y von Messling,

2008).

2.1.3 Proteinas virales del virus del moquillo canino

2.1.3.1 Proteina de nucleocapside (N)

La proteina de nucleocapside es codificada por el gen ny presenta 525 aminodcidos (aa). La nucleocdpside

es una proteina de unién al ARN que se autoensambla sobre el genoma viral y el ARN antisentido para

formar, junto a las proteinas P y L, el complejo RNP (Lamb y Parks, 2007).



2.1.3.2 Proteinas codificadas por el gen P/V/C: fosfoproteina y proteinas Vy C

La fosfoproteina P estd constituida por 507 aa y es un cofactor de la polimerasa que se activa por

fosforilacién y forma parte activa del complejo RNP (Lamb y Parks, 2007).

Por otro lado, la proteina C es traducida a partir del mismo ARNm que P, pero presenta un codén de inicio
alternativo situado 22 nucleétidos corriente abajo del coddn iniciador de la proteina P. Esto produce un
corrimiento en el marco abierto de lectura (ORF) generando un codén de terminacién prematuro, lo cual

determina que la proteina C tenga una extension de 174 aa (Bellini, 1985).

Por otro lado, la proteina V consta de 299 aa y es traducida a partir del mismo coddn de inicio que la
proteina P, sin embargo, mediante un proceso de edicion del ARN mensajero (ARNm) se afiade una
guanina (G), que determina un corrimiento en el marco de lectura y la formacién de un coddén de
terminacion prematuro. Ambas proteinas presentan la misma secuencia aminoacidica en los primeros 231
aa, pero los 68 aa del extremo carboxil-terminal de la proteina V difieren de los presentes en la proteina P
(Cattaneo et al., 1989). Se ha sugerido que las proteinas accesorias V y C estan involucradas en la evasion

de la respuesta inmune mediada por el Interferén-g (Lamb y Parks, 2007).

2.1.3.3 Proteina de matriz (M)

La proteina de matriz es codificada por el gen m y esta constituida por 335 aa. Esta proteina se posiciona
debajo de la envoltura lipidica, e interactia con el ndcleo RNP, la bicapa lipidica y con las colas
citoplasmaticas de las glicoproteinas de membrana H y F. Debido a las interacciones que establece,

presenta un papel fundamental en la morfologia y el ensamblaje del viriéon (Lamb y Parks 2007).

2.1.3.4 Proteina de fusién (F)

La proteina de fusion es una glicoproteina transmembranal de tipo | de 662 aa que participa en la fusién
de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula hospedero (Lamb y Parks, 2007). La proteina

F es codificada por el gen f bajo la forma de un precursor inactivo denominado pre-FO0; el procesamiento
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de la proteina implica el reconocimiento del péptido sefial (Fsp) por una molécula especifica y el
subsecuente transporte hacia el reticulo endoplasmico (RE), donde el precursor pre-FO es procesado co-
traduccionalmente (von Messling y Cattaneo, 2002). El procesamiento ocurre entre los aminoacidos 135-
136 por la accion de una peptidasa celular (SPase), generando el péptido sefializador Fsp de 135 aay al
precursor inmaduro FO de 527 aa. El precursor FO es glicosilado y escindido por una furina celular que
actua en el compartimiento del Golgi, formando las subunidades F1 y F2 (Figura 2). Estas subunidades
forman un heterodimero que constituye la forma activa de la proteina F (Plattet et al., 2007). A nivel de la
envoltura, la proteina F, forma un trimero que interactia con la hemaglutinina durante el proceso de

fusion virus-célula (von Messling et al., 2004).

!
1

fe— Fsp FO

ﬂl 1 l] I UIR

4858 7160

1

Figura 2. Esquema del arreglo del gen f con las regiones que codifican para las subunidades de la proteina F
(Modificado de von Messling y Cattaneo, 2002).

2.1.3.5 Proteina hemaglutinina (H)

La hemaglutinina del virus del moquillo canino tiene 607 aa y es codificada por el gen h. Es una
glicoproteina transmembranal de tipo Il que media la unién de los viriones a los receptores celulares y
posee la capacidad de promover la fusion virus-célula (Lamb y Parks 2007). La proteina H presenta un
dominio citoplasmatico corto en su extremo amino-terminal, un dominio hidrofébico transmembranal con
funciones de localizacién y anclaje a la membrana, y un ectodominio carboxilo-terminal (Zipperle et al.,
2010). Dicha proteina forma un tetrdmero a nivel de la envoltura que interactia fisicamente con la

proteina F como se observa en la figura 3 (von Messling et al., 2004).

Estudios in vitro mostraron que la proteina H es el determinante principal del tropismo celular (Stern et
al., 1995). Es probable que el tropismo del virus del Moquillo canino y la fusién en células Vero, se

mantenga fundamentalmente por accion de la proteina H (von Messling et al., 2001).



Unidn de la proteina Activacion Insercién del péptido
H al receptor celular conformacional de fusion en la
de la proteina F membrana celular

Membrana celular

ii
T » Fusion

Célula infectada/membrana viral

Figura 3. Representacion del mecanismo de fusidn virus-célula mediado por la hemaglutinina y la proteina de fusién
(Modificado de Schneider-Schaulies y Ter Meulen., 2002).

2.1.3.6 Proteina large (L)

La proteina large es codificada por el gen /, consta de 2184 aa y es la subunidad fundamental del complejo
de la ARN polimerasa por su rol catalitico en la sintesis del ARN viral (Lamb y Parks, 2017). La proteina L se
asocia al ARN encapsidado a través de su interaccidon con la proteina P, quien actia como enlace o
adaptador, para formar el complejo de transcripcidn. La proteina L se encuentra en asociacion con las
proteinas N, P y el ARN gendmico formando la nucleocapside. Cumple la funcién de ARN polimerasa

dependiente de RNA (Sidhu et al., 1993).

2.1.4 Ciclo replicativo del virus del moquillo canino

La fusion de la envoltura lipidica viral con la membrana plasmatica de la célula hospedero ocurre a pH
neutro, permitiendo el ingreso del complejo RNP a la célula. La actividad de fusién se realiza mediante la
accion concertada de las glicoproteinas de membrana Hy F (Stern et al., 1995; von Meslling et al., 2001;
Zipperle et al., 2010). El proceso de fusién comienza por la unién de la hemaglutinina al receptor SLAM
(Signaling Lymphocyte Activation Molecule) presente en linfocitos B y T activados, timocitos inmaduros y
células dendriticas. Luego de la unidn, la proteina H induce cambios conformacionales en la proteina F que

favorecen su actividad de fusion entre la membrana celular y la envoltura viral (Sawatsky y von Messling,
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2010). Dicho proceso ocurre sobre la membrana celular del hospedero por la accion especifica del péptido

de fusion, localizado en la subunidad F1 de la proteina F del virus del moquillo (von Messling et al., 2004a).

Tras el ingreso del complejo RNP al citoplasma ocurre la transcripcion del genoma viral. La sintesis del
ARNm comienza en el extremo 3'del genoma y los genes son transcritos en mensajeros que codifican para
las proteinas virales. Una vez ocurrida la transcripcidn, la polimerasa viral comienza la sintesis de los
antigenomas que seran utilizados como molde para la produccién de nuevos ARN gendmicos. Los genomas
virales neosintetizados son encapsidados y transportados hacia la membrana plasmatica para formar

nuevas particulas virales (Lamb y Parks, 2007).

El ARN gendmico encapsidado por las proteinas N, P y L forma el complejo RNP, el cual se asocia con la
proteina M localizada en la membrana plasmatica, donde yacen las glicoproteinas H y F previamente
exportadas. Las particulas virales neosintetizadas son liberadas mediante un proceso lisogénico de la
membrana celular y posee la capacidad de infectar nuevas células susceptibles como se observa en la

figura 4 (Lamb y Parks, 2007).

Mediante la formacion de las células multinucleadas (sincitios), el virus se propaga entre las células del
hospedero. Los sincitios son el resultado de la fusion de células infectadas que expresan las glicoproteinas
virales en su superficie, con células susceptibles que presentan el receptor SLAM (Stern et al., 1995). La
proteina H es el determinante principal de la fusién. Por tanto, el grado y la eficiencia de la fusién célula-

célula se debe principalmente a esta proteina (von Messling et al., 2001).
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Figura 4. Representacion del ciclo de replicacion de un Paramixovirus (familia que incluye al virus del moquillo
caninino) en la célula del hospedero (Brooks et al., 2014).

2.2 La enfermedad del moquillo canino

2.2.1 Patogénesis

La naturaleza de la enfermedad es variable y su curso depende en gran medida de las interacciones entre
el virus y el sistema inmune del hospedero. Si bien todos los perros son susceptibles a dicho virus,
principalmente son afectados los cachorros de tres a seis meses de edad, ya que han perdido los
anticuerpos maternales y su sistema inmune tiene una menor eficiencia (Martella et al., 2008, Summers y
Appel, 1994). El periodo de incubacidn del virus es de 6 a 9 dias, pero los signos se observan después de 2
a 3 semanas de haber estado expuestos al contagio. Los perros infectados pueden excretar el virus durante

un maximo de 60 a 90 dias post-infeccién (Johnson et al., 1995).

El virus del moquillo canino se transmite en forma directa por aerosoles o contacto con animales
infectados, a partir de todo tipo de secreciones corporales (Fenner et al., 1992). A través del tracto

respiratorio, oral y ocular, alcanza las superficies mucosas donde se da la infeccion temprana de linfocitos
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locales y células mononucleares CD150" (von Messling et al., 2004b, 2005). En este tipo de células, el virus
despliega una serie de mecanismos neutralizantes para evadir la respuesta inmune innata y adaptativa
como son: (a) utilizaciéon de células del sistema inmune como vehiculos de transporte a los nédulos
linfaticos regionales (ganglios bronquiales, retrofaringeos y tonsilas), aumentando considerablemente en
nimero de dos a cuatro dias postinfeccion (Pl) (Greene y Appel, 1998), (b) replicacion deletérea en
subpoblaciones de linfocitos entre el primer y tercer dia PI, (c) establecimiento de la viremia primaria
asociada a leucocitos, (d) intensa replicacion en drganos linfoides con disminucidon selectiva de la
subpoblacion Thl y (e) establecimiento del cuadro multisistémico al séptimo dia Pl (von Messling et al.,

2004b).

El ingreso de este virus a los linfocitos depende de la unidn de la hemaglutinina viral y del receptor
linfocitario CD150/SLAM (von Messling et al., 2001, Tatsuo et al., 2001). Este receptor se encuentra
ampliamente extendido en poblaciones linfocitarias activas lo que explica el gran linfotropismo y la
importancia de la hemaglutinina en la virulencia y citopatogenicidad (von Messling et al., 2003,

Vandevelde y Zurbriggen, 2005).

Luego de infectar células inmunes, el virus asegura la sintesis del antigenoma (ARNm) y la replicacién,
formando un complejo ribonucleoproteico y evitando asi el reconocimiento del TollLike Receptor-3 (TLR-
3) e inhibiéndo las vias de activaciéon del factor de transcripcion Nuclear Factor-Kappa B (NF-kB)
responsable de activar la expresion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesién y

receptores inmunoldgicos (Curran y Kolakofsky, 2000).

Estos fendmenos permiten que el virus utilice células inmunes para viajar a 6rganos linfaticos secundarios
(viremia primaria) como pulpa blanca del bazo, la ldamina propia del estomago y del intestino delgado
(placas de Peyer), los ganglios linfaticos mesentéricos y las células de Kupffer del higado, esto alrededor
del séptimo dia Pl (Greene y Appel, 1998; von Messling et al.,2004) que corresponden a los sitios de
replicacidn preferencial antes del establecimiento de la viremia secundaria (von Messling et al., 2004b).
En dichos tejidos el virus ejerce un efecto deletéreo sobre la respuesta inmune adaptativa antiviral con el
agotamiento selectivo de los linfocitos CD4* Th1 (Schobesberger et al., 2005; Pillet; von Messling, 2009)
afectando también la actividad proliferativa de células B y T CD8+ involucradas en la respuesta Th1 durante
las primeras 72 horas PI (Sidorenko y Clark 2003; von Messling et al., 2004b; Suter et al., 2005; Beineke et
al., 2009).
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De esta manera se da la severa leucopenia descrita entre el primer y séptimo dia postinfeccién, con una
disminucién de hasta el 80% de las células mononucleares periféricas, y un 40-60% de linfocitos T y B
infectados (Rudd et al., 2006). Pocos son los monocitos/macréfagos que expresan antigenos virales, lo que
se relaciona directamente con su limitada expresion de CD150 (Cocks et al., 1995). La proliferacion amplia
del virus en érganos linfoides produce el aumento inicial de la temperatura corporal; coincidiendo con la
aparicion del interferén circulante (Lorenzana, 2008). La fiebre y linfopenia casi siempre pasan
inadvertidas; la fiebre disminuye durante algunos dias hasta que se desarrolla una segunda fase febril (de
alliel nombre de “distemper”), que se caracteriza por altos titulos virales y el inicio del cuadro clinico (Rudd
et al., 2006) como la conjuntivitis, rinitis y anorexia (Wheeler, 2007). En este curso de la virosis, el sulfato
de heparina presente en la superficie de células epiteliales y no inmunes actia como receptor para
presentan algun grado de compromiso neuroldgico y, de ellos, un 10% muere de encefalitis aguda (Rudd

et al., 2006).

El establecimiento multisistémico y la viremia secundaria son etapas esenciales para que el virus asociado
a células mononucleares y endoteliales infectadas alcance el Sistema Nervioso Central (SNC), a los ocho o
nueve dias Pl (Craig, 2000), a través del plexo coroideo, sustentando la diseminacion epiteliopantrépica
propia de la fase mas tardia de la infeccion (Rudd et al., 2006; Zhao et al.,2008), donde el desenvolvimiento
de la enfermedad se vuelve muy impredecible (Summers y Appel 1994; Vandevelde y Zurbriggen 2005).
Ademds, existen otras vias de ingreso, como la infecciéon de neuronas receptoras luego de la invasion
masiva de la mucosa respiratoria, donde a través de sinapsis neuronal, alcanzan el nervio y bulbo olfatorio,

lugares donde comienza el proceso patoldgico, diseminandose luego al resto del SNC (Rudd et al., 2006).

Entre los dias 9 a 14 dias PI, se inicia la respuesta inmune humoral y celular (Lorenzana, 2008). Si la
respuesta es adecuada y los anticuerpos neutralizantes se sintetizan alcanzando niveles adecuados el virus
practicamente no se propaga, es erradicado y los signos clinicos son leves (Nelson y Couto, 2000; Damien
y Martina, 2002; Lorenzana, 2008), siendo el anticuerpo especifico IgG contra el virus del moquillo canino
el mas eficaz para neutralizarlo extracelularmente e inhibir su diseminacion intercelular (Craig, 2000). El

75% de los perros infectados no presentan signos clinicos y se recuperan solos (Nelson y Couto, 2000).

Pero si la respuesta inmune es débil o tardia el virus del Moquillo canino invade todo el organismo (por
ejemplo, las células epiteliales respiratorias, tejidos que incluyen piel, glandulas exocrinas, endocrinas y
epitelio de los sistemas gastrointestinal, respiratorio y genitourinario), luego de lo cual puede darse una
recuperacion completa o desarrollar signos de la enfermedad del SNC (Nelson y Couto, 2000; Ettinger y

Feldman, 2007). La recuperacion se acompafia de inmunidad prolongada y finaliza con la eliminacién viral
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(Figura 5). El virus se elimina de la mayor parte de los tejidos del cuerpo a medida que aumentan los titulos
de los anticuerpos, pero puede persistir por periodos prolongados como virus completo en el tejido uveal,

neuronas y en tegumentos de las almohadillas plantares (Craig, 2000).

La respuesta de anticuerpos se ha separado en determinantes de envoltura y del centro viral. Al parecer
solo los perros que producen anticuerpos anti-envoltura son capaces de detener una infeccion viral
persistente del SNC. El resultado de la infeccion del SNC depende aparentemente de la aparicion de

anticuerpos IgG circulantes contra la glicoproteina H (Craig, 2000).

PATOGENESIS DEL MOQUILLO CANINO

VIRUS Semanas Pl
Tejido linfoide local 1
Tejidos linfoides sistémicos 1-2

e ™
Respuesta inmune Tracto respiratorio 2-3
celular y humoral Tracto digestivo

Tracto urogenital

v

SINTOMAS CLINICOS

\ \

RECUPERACION <~ Encefalitis subaguda —% MUERTE 2-12

Figura 5. Esquema de la patogénesis del moquillo canino. PI: Post infeccion (Modificado de Appel y Summers,
1999).



15

2.2.2 Presentaciones clinicas

En los perros, las presentaciones clinicas pueden variar desde cuadros sistémicos agudos a crénicos, con
elevadas tasas de mortalidad. Asimismo, la gravedad de los signos clinicos observados depende de la
virulencia del virus infectante, condiciones ambientales, asi como la edad del hospedero y su estado
inmunolégico. Esto puede resultar en una infeccidn subclinica o una presentacién de cuadros de las vias
respiratorias, ocular, signos gastrointestinales, neuroldgicos y cutdneos o lesiones, que aparecen de forma
simultanea o secuencial. Los signos nerviosos pueden estar presentes en la forma crénica del moquillo
canino junto con otras manifestaciones, o bien, pueden presentarse signos nerviosos de forma
independiente. Entre los signos sistémicos pueden observarse la apatia, anorexia, deshidratacion, fiebre y
descarga serosa oculonasal. La secrecion nasal con frecuencia progresa a mucopurulenta, con tos y
dificultad para respirar. Los signos de infeccidn del sistema nervioso, se observan con frecuencia entre una
y tres semanas después de que los animales afectados se recuperan de la forma sistémica del virus del
Mogquillo canino. Sin embargo, signos nerviosos también pueden presentarse simultdneamente con la

enfermedad sistémica o, menos cominmente, meses después de la infeccién (Pardo, 2006).

2.2.3 Epidemiologia

El moquillo canino es una de las enfermedades virales mdas importantes en canidos silvestres y domésticos
del mundo. Puede comprometer drasticamente la conservacion de las especies amenazadas debido a su

alta letalidad (Johnson et al., 1995).

Es una enfermedad de alta prevalencia, morbilidad y mortalidad (Espinal y Ruizet, 2011). La morbilidad
varia del 25-75% y la letalidad asociada a menudo alcanza el 50-90% dependiendo de la cepa de virus

actuante (Navarrete, 2008).

Se estima que entre el 25y 75% de los perros susceptibles se infectan subclinicamente, eliminando el virus
del cuerpo sin mostrar signos de enfermedad (Lorenzana, 2008), lo que puede estar relacionado con la
variedad de cepas del virus, que difieren por la gravedad del cuadro que producen, por ejemplo,
provocando afecciones leves y subclinicas (Chappuis, 1995), hasta algunas que presentan encefalitis y una

alta mortalidad (Olson et al., 1996).



16
Los hospederos del virus del moquillo canino incluyen numerosas familias del orden de los carnivoros
como Canidae (perros, zorros), Procyonidae (mapaches), Mustelidae (hurones y visones), Mephitidae
(zorrillos), Hyaenidae (hienas), Ursidae (osos), Ailuridae (pandas rojos), Viverridae (ginetas, civetas) y
Felidae (tigres, leones, leopardos, jaguares), presentandose inclusive en mamiferos marinos como

pinnipedos y cetdceos.

El moquillo canino se ha observado en grandes felinos, en el Parque Nacional del Serengeti de Tanzania
en 1994, en los zooldgicos de América del Norte en 1991 y 1992, en focas del Lago Baikal y Mar Caspio en
1988 y en pecaries de collar (Tayassu tajacu) en Arizona. Asimismo, la enfermedad del moquillo canino se
ha presentado en primates no humanos, macaco japonés (Macaca fuscata) infectado naturalmente por
primera vez en 1989 en Japdn y en el 2006 en China, en monos Rhesus (Macaca mulatta), donde 10,000

animales fueron infectados (Appel y Summers, 1999; Martella et al., 2008; Summers y Appel, 1994).

En el afio 2003 ocurrié un brote de moquillo canino en las poblaciones de zorros endémicos del Parque
Nacional Fray Jorge (Regién de Coquimbo), el cual se especuléd que podria estar relacionado con la
existencia de mustélidos nativos como el chingue y el quique (Moreira y Stutzin, 2005). Ademas, en el
2007, hubo un brote de moquillo canino en la isla Robinson Crusoe (Region de Valparaiso), donde fueron

afectados varios perros domésticos, pero no los lobos marinos endémicos de la isla (Jara et al., 2007).

2.2.4 Prevencion y control del virus del moquillo canino

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

animales inmunodeprimidos o menores de 6 meses (Martella et al., 2008).

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

mayor afinidad y duracion que las vacunas de virus atenuados (Larson y Schultz, 2006).
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Considerando que los cachorros no son inmunocompetentes antes de las ocho semanas de vida y que los
anticuerpos maternos duran en el recién nacido aproximadamente entre ocho y diez semanas, se
recomienda vacunar a las seis semanas de edad y para superar la posible interferencia de los anticuerpos
maternos, se debe repetir la vacunacidon cada 3 semanas hasta las 12 semanas (2 dosis mas), debiendo

repetir una vacunacion anualmente (Berrios y Duran, 2005).

2.2.5 Diagndstico de la infeccion por el virus del moquillo canino

El amplio espectro de signos clinicos dificulta el diagndstico del moquillo canino, y hace necesaria la
confirmacion a través de examenes de laboratorio (Pardo, 2006). Debido a lo anterior, existen diversas
técnicas para el diagnodstico de esta enfermedad. Entre estas, se encuentra el diagndstico histoldgico, en
el cual se revelan cuerpos de inclusion intranucleares e intracitoplasmaticos en numerosos tejidos. Los
métodos seroldgicos, tales como el inmunoenzimatico (ELISA) y ensayos de seroneutralizacidn, buscan la
deteccién de anticuerpos especificos para el virus del moquillo canino. En el andlisis de liquido
cefalorraquideo (LCR) es posible observar, un aumento de los titulos de inmunoglobulina anti-virus del
mogquillo canino (IgG e 1gM) que son altamente sugestivos de infeccién por el virus del moquillo canino,
ademas de un incremento de concentracion de proteina (> 25 mg / dL) y recuento de células (10 células /
mL con un predominio de linfocitos) que se observan en formas inflamatorias del virus del moquillo canino,
como en una encefalomielitis (Elia et al., 2006; Pardo, 2006). Todas estas técnicas tienen la desventaja del
diagndstico de falsos positivos, si se realizan postinmunizacién con vacuna. Sin embargo, el uso de la
técnica molecular de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, en inglés) como prueba diagndstica
produce resultados mas precisos, debido a que puede identificar la presencia del virus por medio de la

informacion genética de éste en las células infectadas (Rzezutka y Mizak, 2002).

2.2.5.1 RT-PCR punto final

La reaccion en cadena de la polimerasa asociada a transcripcidn inversa (RT-PCR), consiste en una
amplificacidon exponencial de fragmentos de ADN del virus, previa transcripcion inversa desde ARN a ADN
complementario, permitiendo detectar la presencia del ARN del virus tempranamente, siendo a diferencia

de las otras técnicas mencionadas, una prueba sensible, especifica y rapida para el diagndstico del virus
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del moquillo canino y puede resultar positiva aun cuando otras pruebas no logran detectar al virus (Appel

y Summers, 1999; Frisk et al., 1999; Martella et al., 2008).

Generalmente, para la deteccion del virus del Moquilo canino por PCR se utilizan como principales blancos
para la amplificacion, regiones conservadas dentro del genoma viral, como el gen de la proteina de la
nucleocapside (gen n) (Frisk et al., 1999) Sin embargo, se ha utilizado el gen de la hemaglutinina (gen h),
el cual presenta mayor variacidn antigénica y genética entre los genes del virus y recientemente también

el gen de la proteina fusion (F), el cual presenta este tipo de variacion (Jara, 2011).

Si bien la RT-PCR en tiempo final se utiliza cominmente en ensayos de diagndstico molecular, presenta
algunas limitaciones tales como el bajo rendimiento de la misma en muestras con titulos virales discretos,

y problemas de contaminacién asociados a la manipulacién del amplicén (Elia et al., 2006).

2.2.6 Caracterizacion genética del virus del moquillo canino

La amplificacién por RT-PCR en tiempo final y posterior secuenciacion de los amplicones permite conocer
y comparar los aislamientos de las muestras de campo, con el fin de establecer sus niveles de variabilidad
genética respecto a aislamientos de diferentes regiones geograficas y las cepas vacunales. En los estudios
de caracterizacion los blancos de amplificacién son genes o regiones gendmicas con altos niveles de

variabilidad genética.

2.2.6.1 El gen de la hemaglutinina como herramienta para la genotipificacion del virus del

mogquillo canino

El gen H es el mds variable del genoma de los Morbillivirus. A nivel de su secuencia aminoacidica se
detectan valores de divergencia del 8% entre aislamientos de campo, y de hasta 11% respecto a las cepas

vacunales (Martella et al., 2006).

Con base en el analisis de la hemaglutinina se han descrito los linajes del virus del moquillo canino

circulantes en el mundo. El criterio establece que dos aislamientos pertenecen a un mismo linaje si se
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agrupan dentro de un mismo cladograma en la filogenia y presentan una variacion aminoacidica menor al
4%. Si las muestras se agrupan en cladogramas distintos y presentan valores de divergencia mayores al
4%, pertenecen a linajes diferentes (Martella et al., 2006). Los linajes del virus del moquillo canino se
distribuyen seglin un patrén de distribucion geografica, salvo escasas excepciones (Martella et al., 2006).
Hasta el 2017 se han identificado catorce linajes en el mundo: Asia-1, Asia-2, Asia-3, Asia-4, Europa 1,
Europa 2, Europa 3, Rockborn, América-1, América-2, Africa, América del Sur-1, América del Sur-2 y

América del Sur-3 (Espinal et al., 2014).

En México la secuenciacion de los genes n/ h, permitié identificar un nuevo grupo genémico de al menos
10 geno-variantes lejanamente relacionadas con las cepas de vacunacion y otras cepas de campo
identificadas globalmente. Ademas, se encontrd que las cepas de campo mexicanas difieren de las cepas

de la vacuna Ondesterpoort en la N-glicosilacion que conservan las cepas de campo (Gamiz et al., 2011).

La proteina H es el determinante principal del tropismo celular ya que interactta con el receptor SLAM
mediante aa de reconocimiento especificos (Seki et al., 2003). El modelado de su estructura permitio
identificar que los residuos 530 y 549 estan involucrados en la adsorcion viral mediada por el receptor
SLAM (von Messling et al 2005; McCarthy et al., 2007). El analisis de aislamientos de campo determind
que dichos residuos difieren entre cepas aisladas de hospederos domésticos y silvestres. En el residuo 530
se observan los aa glicina (G) y acido glutdmico (E) en la mayoria de los aislamientos de canes domésticos,
mientras que las cepas aisladas de especies silvestres muestran los aa aspartato (D), asparagina (N) y
arginina (R). A nivel del residuo 549, el aa tirosina (Y) es caracteristico de aislamientos de canes, mientras
que en aislamientos de silvestres se registra la sustitucion por histidina (H), sugiriendo que la dispersion

del virus a otros hospederos podria asociarse a cambios en estos sitios (McCarthy et al., 2007).

Las cadenas de N-glicanos presentes en la proteina H también podrian influir sobre las interacciones con
el receptor SLAM y el ingreso del virus a la célula. Se demostrd en otras glicoproteinas de Paramyxovirus
que la N-glicosilacion es fundamental para el correcto plegamiento, transporte y funcién de la proteina
(von Messling et al., 2001). El posible papel de la N-glicosilacion en Ia fisiologia de la hemaglutinina del
virus del moquillo canino se analizé mediante la construccion de variantes con la proteina H sin glicosilar.
Los virus con proteina H desglicosilada mantenian su funcionalidad, aunque presentaban un fenotipo
atenuado in vivo, demostrando que se requiere un minimo de N-glicanos para la virulencia (Sawatsky y

von Messling, 2010).
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2.2.6.2 Péptido sefial de la proteina de fusion (F)

Elgen fes el segundo mas variable dentro del genoma del virus del moquillo canino. A nivel de su secuencia
aminoacidica, la proteina F varia en torno al 4% entre aislamientos de campo. Sin embargo, los primeros
135 aa correspondientes al Fsp varian hasta en un 27% (von Messling y Cattaneo, 2002). La comparacion
entre aislamientos de campo y la cepa vacunal Ondersepoort, mostro valores de variabilidad aminoacidica
entre 30 y 49% (Plattet et al., 2007; Lee et al., 2008; Sultan et al., 2009). Los valores de variabilidad de la
region Fsp son incluso superiores a los descritos para la hemaglutinina, comenzandose a utilizar en

estudios de caracterizacidn y evolucién del virus del moquillo canino (Lee et al., 2008; Sultan et al., 2009).

El Fsp no se encuentra en las particulas virales debido a que la maduracién de la proteina F requiere su
procesamiento proteolitico. Sin embargo, estaria involucrado indirectamente en la actividad de la proteina
F, limitando su expresién a nivel intracelular y en la superficie (Plattet et al., 2007). Esta region también
contribuiria a la virulencia e incluso en la patogénesis viral (von Messling y Cattaneo 2002; Plattet et al.,
2007). Se han analizado los efectos de la eliminacidn de aa del Fsp y su posible relacion con la funcién de
la proteina; la delecién de los primeros 60 aa determiné un incremento de la actividad de fusién de 15
ordenes, mientras que la reduccién adicional del Fsp a 8 aa resulté en un incremento de 70 érdenes en la
actividad de fusion, sustentando que el acortamiento del Fsp determina unincremento en la fusogenicidad
viral (von Messling y Cattaneo, 2002). Sin embargo, estudios in vivo sugieren que el péptido sefial no es
esencial para la virulencia, ya que infecciones experimentales con virus carente del Fsp, resultaron en el

desarrollo de la enfermedad y la muerte de los animales (Anderson y von Messling, 2008).

2.2.7 Tratamiento del virus del moquillo y nuevas alternativas

Después de mds de 100 afios del hallazgo de este virus y siendo su infeccion causa de una elevada
morbilidad y letalidad en caninos, aiin no existe un tratamiento estandarizado que permita aumentar la

sobrevivencia de los animales afectados sin secuelas severas (Céspedes et al., 2010).

Al tratarse de una enfermedad viral que involucra diferentes drganos o sistemas, el tratamiento
convencional es inespecifico y de sostén, debido a la carencia de terapias especificas con farmacos
antiviricos, por lo que debe adaptarse a cada caso particular. Basicamente deben tratarse los signos

clinicos y controlarse las infecciones bacterianas secundarias. En los Gltimos afios se han adoptado
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alternativas terapéuticas que consisten en estimular la respuesta inmune innata empleando agentes
inmunomoduladores y farmacos que limiten la accién del virus afectando su replicacién (Greene and

Appel, 2006).

Entre los agentes inmunomoduladores estan los lipopolisacéridos y fracciones bacterianas, los cuales
estan indicados para potenciar la respuesta del sistema inmune, como terapia de apoyo en enfermedades
virales o bacterianas, en el tratamiento de afecciones que deprimen el sistema inmunitario y como terapia
antiestrés. Sin embargo, no se dispone de reportes de ensayos clinicos que avalen cientificamente la

eficacia del empleo como coadyuvante en la terapéutica del moquillo canino (Pinotti, 2012).

Lorenzana (2008) habla de la administracion precoz durante la fase de incubaciéon o de viremia de un
antisuero especifico. Sin embargo, una vez que el virus alcanza los epitelios, resulta inaccesible para los

antisueros séricos.

Actualmente se han probado dos farmacos con efecto antiviral sobre el virus del moquillo canino:
azatioprina y ribavirina. La primera ha logrado limitar el avance del cuadro multisistémico, aumentar la
sobrevida y reducir la presentacién del cuadro neurolégico, pero sélo se debe usar en aquellos pacientes
que reciban una antibioticoterapia y que no presenten trombocitopenia, gastroenteritis hemorrégica o
anemia moderada a severa ya que puede producir severas complicaciones en ellos. La ribavirina, posee un
efecto terapéutico demostrado en las virosis causadas por los virus de hepatitis C humano y sarampion,
siendo este Ultimo el miembro del género Morbillivirus genéticamente mas cercano al virus del moquillo
canino. Sin embargo, es de limitado acceso para los médicos veterinarios y sus propiedades

farmacocinéticas son desconocidas en Canis familiaris. (Céspedes et al., 2010).

En cuanto al control de la inflamacién del tejido nervioso existen dos alternativas terapéuticas utilizadas
por Iruretagoyena et al., (2006): andrografolido y rosiglitazona. Ambas se caracterizan por inhibir NF-kB,
principal responsable de la activacion de los genes de citocinas proinflamatorias que corresponden a los
mediadores mas importantes del progreso de la enfermedad (Iruretagoyena et al., 2006). La inhibicién de
NF-kB puede complementarse adicionalmente utilizando N-acetil-cisteina (NAC), un antioxidante
inmunomodulador cuyo mecanismo de accién incluye la inhibicién de la unién al ADN de NF-kB (Lappas et

al., 2003).

Otro farmaco que también se ha probado, sobre todo cuando la rosiglitazona empieza a tener efectos

colaterales por su uso cronico, es la espironolactona, que no tiene los efectos adversos de los farmacos
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anteriormente mencionados y posee la capacidad de inhibir respuestas inmunes patoldgicas del tipo Th17.
Por otro lado, se ha demostrado que la vitamina A posee un papel importante en la adquisicion de un
fenotipo regulador de los linfocitos T (Herrada et al., 2010), fenémeno que se ha observado en patologias
inflamatorias a nivel del sistema digestivo, aunque aun no se ha comprobado en el caso del moquillo

canino (von Boehmer, 2007).

Es importante mencionar el uso equivocado del interferén gamma recombinante humano (IFN-y rh) y la
vitamina C, que son en algunos lugares ampliamente usados en procesos infecciosos virales. Esto se debe
a que el IFN-y corresponde a una citocina con funciones esenciales en la restriccién de la replicacién y
diseminacion multisistémica de agentes virales, mientras coordina la actividad de linfocitos Thl y
citotoxicos (Placek et al., 2009), pero su uso debe restringirse a animales que sélo hayan sido expuestos,
pues Unicamente es efectivo en etapas tempranas de la infeccidn cuando aun no se ha irrumpido con el
normal funcionamiento de la respuesta Th1l. El uso del IFN-y rh en pacientes con sintomatologia nerviosa
es contraproducente debido a que exacerba el dafio sobre el SNC mediante el estimulo de poblaciones

funcionalmente dependientes de IFN-y: linfocitos Thl CD4 * y CD8 * efectores.

Asimismo, para minimizar el dafio inicial sobre la mielina, el uso de antioxidantes, vitamina E, vitaminas
del complejo B y altas dosis de vitamina A corresponden a medidas terapéuticas esenciales (Noh et al.,

2005).

Hay estudios de compuestos antivirales en el tratamiento del moquillo canino que estan en curso y que
todavia necesitan varios experimentos futuros para determinar su seguridad y eficacia en varias especies.
Krumm et al., evaluaron un inhibidor de Panmorbilivirus con capacidad de almacenamiento estable,
disponible oralmente, que se dirige a la polimerasa viral (Krumm, et al., 2014). Otros compuestos como el
fucoidano, un polisacarido sulfatado encontrado en algas cafés, también ha sido evaluado por su
capacidad de actuar como farmaco antiviral contra el virus del moquillo canino. Resultados in vitro
mostraron que el fucoidano es capaz de inhibir los pasos iniciales del ciclo de replicacién viral, suprimiendo
fuertemente la formacidn de sincitios en las células infectadas. Carvalho y colaboradores evaluaron la
actividad antiviral de varios flavonoides (quercetina, morina, rutina y hesperidina) y acidos fendlicos
(acidos cinamicos, trans-cinamico y ferulico), concentrandose en su capacidad in vitro para inhibir etapas
del ciclo de replicacion del virus del moquillo canino. Todos los flavonoides y acidos fendlicos demostraron
accidén antiviral contra la infeccion de dicho virus (Carvalho 0.V., et al., 2013). Otros métodos para tratar
el moquillo canino que se han explorado incluyen es la terapia con células madre mesenquimales (Pinheiro

A.O., etal., 2016).
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2.3 Actividad antiviral de las AgNPs

Las AgNPs presentan muchas aplicaciones, una de ellas es el efecto inhibitorio de distintos
microorganismos, entre ellos los virus. Por ejemplo, en un estudio publicado en el afio 2017 por Vazquez-
Mufioz y colaboradores, hicieron un andlisis comparativo de los efectos téxicos de las AgNPs sobre
sistemas bioldgicos de diferentes niveles de complejidad. Las AgNPs analizadas estaban recubiertas con
polivinil pirrolidona (PVP) y los organismos que se analizaron fueron virus, bacterias (Gram-positivas y
Gram-negativas), protistas, hongos, lineas celulares humanas de cancer y animales. Los resultados
indicaron que las AgNPs ejercieron efectos inhibitorios en todos los modelos biolégicos probados in vitro
a concentraciones similares en el orden de magnitud cerca de 10* pg/ml de AgNPs, probando asi que la
complejidad de los sistemas bioldgicos no es determinante para que las AgNPs ejerzan su efecto toxico. La
tabla 1 muestra las concentraciones inhibidoras eficaces de AgNPs en los sistemas bioldgicos que se
evaluaron. En el caso de los ensayos en células Vero infectadas por el el virus de la fiebre del Valle del Rift
(RVFV), se necesitaron pocas cantidades de AgNPs para reducir la infectividad del RVFV. Las unidades
formadoras de placas se redujeron un 82% con 6 pug/ml y un 98% a una concentracion de 12 pg/ml de

AgNPs (Vazquez-Mufioz et al., 2017; Borrego et al., 2016).

Tabla 1. Concentraciones efectivas inhibitorias de AgNPs en sistemas bioldgicos.

Grupo Organismo/Linea celular Concentracién inhibitoria de AgNPs (ug/ml)
Virus RVFV CEgs=12
Bacteria E. coli (Gram negativo) CMI=12
S. aureus (Gram positivo) CMI =12
Hongo C. albicans (levadura) CMI =45
F. oxysporum (filamentoso) CMI =20
Protista Rhodomonas CMI=4
sp.(microalga)
Lineas celulares animales Vero DLgo=7.5
Dendritica (murino) DLigo= 10
Lineas celulares humanas de cancer Hela DLio= 10
MDA-MB-231 DLioo =10

CE (Concentracién efectiva); CMI (Concentracion minima inhibitoria); DL (Dosis letal).

Asimismo, en este estudio se realizé una busqueda exhaustiva en la literatura sobre la concentracién
minima inhibitoria (CMI) de las AgNPs en organismos de diferentes niveles taxondmicos, encontrandose

que a pesar de las diferencias en el amplio espectro de AgNPs reportadas, la mayoria tienen propiedades
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inhibitorias en el mismo rango de concentracién de plata metidlica, que es de 10* ug/ml de AgNPs. Por lo
que las propiedades inhibidoras pueden deberse a la liberaciéon de iones de plata, en lugar de a las

caracteristicas de las nanoparticulas per se (Vazquez-Mufioz et al., 2017).

En otro estudio publicado el afio 2016, se investigo a las AgNPs recubiertas con PVP como agente antiviral
contra la infeccién del virus de la mancha blanca en camarones (WSSV, del inglés White Spot Syndrome
Virus). La inyeccién de AgNPs en camarones blancos juveniles infectados con WSSV dio como resultado
una tasa de supervivencia del 80% de los animales 96 horas después de la infeccidn sin ser téxico y no

causando estrés en los organismos (Juarez-Moreno et al., 2017).

De igual manera en el 2016 se publicé un estudio en el que se probd el potencial antiviral de las AgNPs
contra la infeccion por el RVFV tanto en cultivo celular como en ratones. Revelando la posible aplicacién
de AgNPs para controlar la infeccidn de este importante patégeno zoondtico. Ya que los resultados in vitro
mostraron que las AgNPs reducen la infectividad de RVFV de una manera dependiente de la dosis. A una
dilucion de 1/8000, la infectividad se redujo en sélo 10%, mientras que se alcanzé una reduccion de mas
del 80% a una dilucién de 1/2000. Cuando el virus se preincubé a la dilucién 1/1000 (12 ug/ml de plata
metdlica), se alcanzd una reduccién de la infectividad del 98%. Por lo que los resultados mostrarén que la
infectividad del RVFV se ve afectada drasticamente por la interaccion con las nanoparticulas de plata. De
manera similar, los ratones inoculados con una dosis letal de virus previamente incubados con 1.2 mg/ml
de AgNPs mostraron una enfermedad clinica de inicio tardio y mortalidad, con una tasa de supervivencia

del 60% (Borrego et al., 2016).

Existen otros estudios donde se ha demostrado actividad de las AgNPs contra un amplio espectro de
familias de virus, entre los que se encuentran el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1, del
inglés human immunodeficiency virus type 1), hepatitis B, virus sincicial respiratorio, herpes simple tipo 1
y 2, virus de la viruela del mono, virus de la influenza H1N1 y virus tacaribe (Galdiero et al., 2011). En el
caso del HIV-1 se demostré que las AgNPs muestran una interaccion dependiente del tamafio (1 -10nm)
con los residuos sulfuro de la glicoproteina gp120, que inhibe la infectividad del virus tal cémo se observa
en la figura 6 (Elechiguerra et al, 2005). En otro estudio se reportd que la adicion de AgNPs aumentan la

neutralizacién de los anticuerpos in vitro en células infectadas por HIV-1 (Lara, et al., 2011).
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Figura 6. Micrografia de VIH-1 expuesto a AgNPs. Imagen obtenida por microscopia electrénica de transmision de

muestra (a) tratada con nanoparticulas y (b) una muestra control (Elechiguerra et al., 2005).

Los mecanismos de accidn del efecto antiviral de las AgNPs sobre algunos de los virus estudiados se

resumen en la tabla 2 (Galdiero et al., 2011).

Tabla 2. Efecto antiviral de las nanoparticulas de plata.

Tipo de virus Familia Composicion quimica del Mecanismo de accién
recubrimiento y tamafio de AgNPs
Virus de Retroviridae Recubiertas con polivinilpirrolidona Interaccién con gp
inmunodeficiencia (PVP). 120
humana tipo 1 De 1-10 nm
Virus Herpes simple Herpesviridae Recubiertas con Competencia por la
tipo 1 mercaptoetanosulfonato (MES). union del virus a la
De 4 nm. célula
Virus sincitial Paramyxoviridae Recubiertas de PVP. De 69 + 3 nm Interferencia con el
respiratorio - acoplamiento viral.
Virus de la viruela del Poxviridae AgNPs sin recubrimiento y recubiertas ~ Bloguea la uniony
mono con polisacarido. penetracion del virus
De 10 a 80 nm. a la célula hospedera.
Virus de la influenza Orthomyxoviridae . Interaccién con los
AgNPs con quitosano. .
viriones
De 3.5-12.9 nm.
Virus tacaribe Arenaviridae AgNPs sin recubrimiento y recubiertas ~ Inactivacion de las
de polisacarido. particulas viricas
De 10 nm. antes de entrar.
Virus de hepatitis B Hepadnaviridae AgNPs sin recubrimiento Interaccién con la
De 10-50 nm. doble cadena de ADN

y/o la unién con las
particulas viricas.
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Debido a la gran variedad de familias de virus con los que las AgNPs tienen interaccion, se ha planteado la
hipdtesis de que las AgNPs interaccionan con las proteinas de la superficie de los virus. La interaccion
directa de las AgNPs con las glicoproteinas de la superficie viral, favoreceria su ingreso a la célula para
ejercer su actividad antiviral a través de interacciones con el genoma viral (ADN o ARN). Ademas, el
citoplasma de una célula infectada con el virus del moquillo canino, esta sobrepoblado por factores
celulares codificados por la infeccion virica y son necesarios para permitir la replicacion y produccién
adecuada de viriones. La interaccidn de las nanoparticulas metalicas con estos factores de replicacion viral

pueden explicar uno de los mecanismos de inhibicion del virus mediada por las AgNPs (Figura 7).

- o
las nanoparticulas metdlicas

g (]
= 3, So,
B 5 particilas viricas - e®
x Nanoparticulas metalicas

L

con las gli

de superficie virales

Progenie de
viriones

Actividad anitiviral
Genoma

Factores virales Factores celulares e °
Factores virales
o o

Facores celulares

Bloquear la replicacion

Figura 7. Modelo esquematico de un virus que infecta una célula eucariética y mecanismo antiviral de nanoparticulas
metilicas (Modificado de Galdiero et al., 2011).

No obstante, para que las nanoparticulas metdlicas se utilicen como un tratamiento terapéutico o
profilactico, es fundamental evaluar su toxicidad in vivo y las secuelas potenciales a largo plazo asociadas
con la exposicion a éstas. Debido a esto es que las investigaciones para determinar cémo disefiar, usar y
eliminar de manera segura los productos que contienen nanomateriales metalicos sin crear nuevos riesgos

para los seres humanos o el medio ambiente que resultan de gran importancia (Galdiero et al., 2011).
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2.3.1 Evaluaciones toxicologicas

Los efectos tdxicos de las AgNPs, se pueden asociar a su tamafio y forma, a la liberacidn de plata idnica, o
a ambos. Ademads, los recubrimientos de superficie de las AgNPs pueden afectar su comportamiento

quimico (Lopez-Serrano Oliver, 2014).

En términos de seguridad, el efecto de las AgNPs es una consideracidn importante: incluso si inhiben las
infecciones virales, no seria beneficioso si hay efectos adversos para los seres humanos o los animales.
Una estrategia comunmente utilizada para reducir una posible toxicidad es usar varios agentes de

recubrimiento para evitar el contacto directo del metal con las células (Galdiero et al., 2011).

Varios estudios han demostrado los efectos citotdxicos de las nanoparticulas metélicas, de hecho, se ha
reportado que las AgNPs son citotdxicas para las células de mamiferos. Esto se ha determinado por la
evaluacion de la funcidén mitocondrial, la fuga de lactato deshidrogenasa de la membrana y la presencia
de una morfologia celular anormal (Hussain, S.M., et al., 2005). A nivel celular, las nanoparticulas metalicas
interactian con moléculas bioldgicas dentro de las células y pueden interferir con el mecanismo de
defensa antioxidante que conduce a la generacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS, en inglés). Tales
especies, en exceso, pueden causar dafio a algunos componentes bioldgicos a través de la oxidacion de
lipidos, proteinas y ADN. El estrés oxidativo juega un papel primordial en la induccién o el aumento de la
inflamacion a través de la regulacion positiva de los factores de transcripcion sensibles a la éxido-reduccion
(por ejemplo, NF-kB), la proteina activadora 1y las citocinas implicadas en la inflamacién (Rahman, 1.,

2000).

Se ha demostrado que existe una induccién de dafio al ADN y anomalias en el ciclo celular, mediada por
las ROS de células expuestas a AgNPs (AshaRani, P.V., et al., 2009). La mayoria de los estudios in vitro
muestra que existe una relacion entre la concentracion de ROS y el dafio celular. De hecho, las
concentraciones mas altas de plata metalica, inducen una toxicidad celular mas fuerte. Sin embargo, se
debe considerar que las concentraciones in vitro de nanoparticulas son a menudo mucho mas altas que
las utilizadas en experimentos in vivo, por lo tanto, tales exposiciones, no representan una réplica de las

condiciones esperadas (Galdiero et al., 2011).

De forma reciente, Juarez-Moreno et al., reportaron que existen algunas AgNPs capaces de inducir la
formacion de ROS pero sin ocasionar dafio al ADN, lo cual hace de estas nanoparticulas herramientas

importantes para la biomedicina. Ya que, al conservar los mismos efectos citotoxicos, pero no genotoxicos,



28

son capaces de eliminar a las células infectadas sin ocasionar efectos colaterales en el material genético

(Juarez-Moreno, K., et al., 2016).

2.3.2 Evaluacion in vivo de AgNPs

Un estudio determind el perfil farmacocinético de las AgNPs en perros de la raza Beagle. Para ello se
utilizaron 4 perros machos adultos a los cuales se les administré 5 mg/Kg de las AgNPs via intraperitoneal
en dosis Unica. Posteriormente se les tomaron 19 muestras de sangre durante 35 dias (Triana Verastegui,
2014). En los pardmetros farmacocinéticos se obtuvo una vida media (t%) de 98.5 horas, una concentracion
maxima (Cmax) de 291 pg/dL que se alcanzé un tiempo méximo (Tmax) de 6.5 horas y un drea bajo la curva
(ABC) de 22931.4pg/dL. La plata presentd un fendmeno de redistribucion a los 3 dias posteriores a la
administracion de las AgNPs. Asimismo, a los perros se les realizaron estudios de laboratorio una semana
después de la administracion de las AgNPs, observandose una disminucién en los parametros de los
gldébulos rojos y un aumento de los leucocitos en todos los perros. Ademas, en algunos de ellos se observé
elevacién de las enzimas hepaticas, sin embargo, los perros presentaron un buen aspecto general. En los
examenes de laboratorio realizados al mes del estudio, se encontraron niveles normales en los resultados

de la biometria hematica y del perfil bioquimico.

En otro estudio, se comprobo el efecto antiviral de las AgNPs contra el virus del moquillo canino, en éste,
se administraron a pacientes con moquillo canino y se cree que el efecto fue producto de la interaccién
de las AgNPs con las glicoproteinas que presenta el virus en su superficie. Dicho tratamiento se basé en la
administracion via oral de 6% de AgNPs y 94% de solucién de polivinilpirrolidona con nanoparticulas en el
rango de 0.5 a 100 nm, administrando 1.8 mg de AgNPs/kg/dia por un periodo de 7 a 15 dias en pacientes
sin signologia nerviosa y para pacientes con signologia nerviosa fue la misma dosis cada 12 horas, es decir,
el doble de la dosis por dia y durante 25 a 28 dias. Este tratamiento proporciond una tasa de recuperacién
de mas del 90% en pacientes que no presentaban signologia nerviosa y éstos sanaron sin secuelas. Para
confirmar que los pacientes eran portadores recientes del virus se usé como marcador la inmunoglobulina
M (IgM) especifica contra el virus del moquillo canino, la cual persiste durante al menos 3 meses después
de la infeccidn. Es importante hacer mencién que en los pacientes que presentaron valores altos de IgM
en las primeras etapas de la enfermedad, la recuperacidn fue favorable, mientras que en pacientes con
signologia nerviosa la respuesta inmune fue baja en la mayoria y esto condujo al fracaso del tratamiento

(Bogdanchikova et al., 2016).



29

Debido a que las concentraciones de AgNPs varian dependiendo del tejido en el que se encuentran, es
posible que las AgNPs no lleguen a la concentracion terapéutica requerida en el sistema nervioso para
actuar contra el virus cuando ya se encuentra ahi (Bogdanchikova et al., 2016). Asimismo, las AgNPs
pueden no tener el mismo efecto en los diferentes genotipos del virus, ya que hay algunas cepas que

causan signologia nerviosa y pueden también afectar de la misma forma la respuesta del sistema inmune.

Por lo tanto, la respuesta inmune es un factor muy importante y de la misma forma lo puede ser la
concentracién en la que se encuentran las AgNPs en los distintos tejidos, puesto que éstas pueden
atravesar la barrera hematoencefalica de tal forma que se pueden usar concentraciones mas elevadas en
pacientes que presenten signologia nerviosa para que existan mas nanoparticulas en el sistema nervioso
y puedan tener un efecto antiviral contra el virus del moquillo canino. De la misma manera es importante
determinar cuales son los genotipos del virus que causan la signologia nerviosa o tienen afinidad por el
tejido nervioso y evaluar si son afectados por las AgNPs. En este trabajo se determinara si la eficacia

antiviral de las AgNPs estd relacionada con el genotipo del virus de moquillo canino.
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Capitulo 3. Justificacion, Hipotesis y Objetivos

3.1 Justificacion

El moquillo canino es la enfermedad infecciosa que produce mas muertes en perros domésticos a pesar
de que ya hay vacunacién contra dicha enfermedad. Sin embargo, solamente se ha logrado disminuir la
tasa de mortalidad, pero no su control o erradicacidn. Esto se debe a que son muchos los factores que
influyen para el desarrollo del moquillo, como la re-vacunacidn de los perros debido a la poca memoria
inmunoldgica que se produce y la variabilidad genética que presentan los distintos genotipos del virus,

entre otros.

El nimero de casos de pacientes vacunados que se llegan a enfermar de moquillo se ha incrementado a
nivel mundial debido a la apariciéon de nuevos genotipos provenientes de hospederos silvestres, por lo
tanto, la incidencia de las infecciones sigue siendo algo alarmante. Por esta razon, se estan buscando
nuevas alternativas eficaces para atacar al agente causal y dado que existe un reporte de un tratamiento
antiviral efectivo con AgNPs, se decidio evaluar la eficacia de ese tratamiento estd relacionada con el
genotipo viral de una muestra de pacientes infectados con moquillo en la ciudad de Ensenada, Baja
California. De esta forma, serd posible proveer de un método confiable y efectivo de diagndstico y

tratamiento de los pacientes infectados.

3.2 Hipétesis

La eficacia de las AgNPs como antivirales depende del genotipo del virus de moquillo con que se haya

infectado el paciente.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo General

Llevar a cabo la genotipificacion del virus del moquillo canino en perros enfermos y su relacion con la

eficacia del tratamiento antiviral con AgNPs.

3.3.2 Objetivos especificos

1.- Diagnosticar a pacientes que sean sospechosos a la enfermedad del moquillo canino.

2.- Determinar los genotipos del virus del moquillo canino en pacientes

3.- Relacionar los genotipos del virus del moquillo canino detectados con la eficacia del tratamiento

antiviral con AgNPs.
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Capitulo 4. Metodologia

4.1 Recoleccion de la historia clinica y muestras de pacientes

Para la colecta de los datos de |a historia clinica y las muestras de los pacientes que presentaron signologia
sugerente a la enfermedad de moquillo canino, se conté con el apoyo de varias clinicas veterinarias
ubicadas en la ciudad de Ensenada, Baja California. La historia clinica se obtuvo entrevistando al

propietario de cada paciente, ademas de la valoracion hecha por un Médico Veterinario.

Asimismo, el tipo de muestra era obtenida por el Médico Veterinario con base a la tabla 3. La historia
clinica que se elabord de cada paciente comprendié los siguientes datos: nombre, sexo, edad, peso, raza,
signos que presento, si fue vacunado vy si fue ya diagnosticado con alguna prueba. Una vez teniendo un
diagndstico presuntivo o definitivo de la enfermedad, el propietario del paciente decidio utilizar o no el
tratamiento antiviral de AgNPs junto con su tratamiento convencional que varié dependiendo de los signos

que presento cada paciente.

Tabla 3. Tipo de muestra para analisis molecular dependiendo de la fase del moquillo canino.

Fase de la enfermedad Muestra

Fase temprana de infeccion (fiebre, letargia, Sangreen EDTA 1-3 mL
anorexia, contacto con perros enfermos)

Fase respiratoria Hisopo humedecido con solucién de cloruro de sodio al
0.9% vy colocado en un tubo estéril.

Orina 5 mL

Fase nerviosa Liquido cefalorraquideo 1 mL
Orina 5 mL

Fase digestiva o sistémica Orina 5 mL

Sangre en EDTA 1-3 mL
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4.1.1 Recoleccion de muestras

Las muestras de sangre periférica se colectaron de la vena céfalica, safena o yugular de 1 a 3 mL de sangre
dependiendo del tamafio perro, y se transfirieron a un tubo BD Vacutainer® K2 EDTA para su analisis

posterior.

Las muestras de orina se obtuvieron por miccién espontanea, sonda o cistocentesis. Esta ultima técnica
hace referencia a una puncion en la vejiga con una jeringa y se utiliza cuando no es posible obtener la orina

por cualquiera de los dos primeros procedimientos.

Las secreciones oculares y nasales se obtuvieron humedeciendo un hisopo con solucién salina al 0.9% y

colectando la muestra por la parte interna de los parpados o la nariz del paciente.

La extraccion del liquido cefalorraquideo se hizo mediante una puncién en el espacio sub-aracnoideo, la
cual puede realizarse en la regidn occipital (cisterna magna) o en la regién lumbar (cisterna lumbar). En
cada caso la preparacion del paciente incluye asepsia y antisepsia de la zona donde se realiza la puncién y

una medicacidn anestésica, que se adapta a las condiciones individuales de cada paciente.

4.2 Aislamiento del ARN viral

La extraccion del ARN viral se realizé6 mediante dos protocolos diferentes dependiendo del origen de la
muestra. Para las muestras de sangre, suero, plasma y la vacuna novibac puppy DP (cepa Onderstepoort)
del laboratorio MSD, se utilizé el protocolo descrito para la extraccion de ARN mediante TRI Reagent BD
de la marca Sigma (Cat. T3809-100ML). En el segundo protocolo para el aislamiento de ARN de las
muestras de orina, secrecidn 6culo-nasal y liquido cefalorraquideo se utilizé el minikit de ARN/ADN viral

PureLink de la marca Invitrogen por Thermo Fisher Scientific (Cat.12280-050).
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4.2.1 Protocolo TRI Reagent BD para la extraccion de ARN viral de muestras de sangre, suero,

plasmay vacuna

Preparacidn de la muestra: Se agregaron 0.2 mL de sangre o plasma a 0.75 mL de TRI Reagent BD

suplementado con 20 pL de 5 N de acido acético. Para el suero solamente se agregd 0.25 mL de suero a
0.75 mL de TRI Reagent BD y en el caso de la vacuna, se disolvié el liofilizado directamente con 0.75 mL de
TRI Reagent BD. En los 3 casos las muestras se mezclaron con vortex. Para la separacién de fases, la
muestra se incubd durante 5 minutos a TA (temperatura ambiente, aprox. 24°). Posteriormente se le
afiadieron 0.2 mL de cloroformo y se agit6 por 15 segundos. Se dej6 reposar de 2-5 minutos a TA y se

centrifugd a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C.

Aislamiento del ARN: Primero se realizé la precipitacion del ARN, en donde se transfirié la fase acuosa a
un tubo nuevo y se afiadieron 0.25 mL de isopropanol y 0.25 mL de high salt join mix. Esta solucion se
prepara con 7.05 g de citrato de sodio y 2.1 g de cloruro de sodio en 30 mL de agua libre de RNasas. Una
vez mezclados la fase acuosa, el isopropanol y la solucién de high salt join mix, la reaccién se incubé por
10 minutos a TA y se centrifugd a 12,000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Posteiromente se elimind el
sobrenadante y se lavé el pellet de ARN con 1 ml de etanol al 75%, se mezclé mediante vértex y se
centrifugd a 7,500 x g por 5 minutos a 4°C. El pellet de ARN se dej6 secar al aire por 30 minutos y, se
resuspendié en 30 uL de agua libre de ARNsas obtenida del sistema Direct-Q 5 UV calentando la muestra
a 60°C por 15 minutos. Posteriormente se mantuvo en hielo y se evalué la calidad y cantidad del material
genético aislado mediante un NanoDrop 2000c spectrophotometer de Thermo Scientific midiendo la

absorcidn de la muestra a 260 y 280 nm y se almacenda -80°C hasta su utilizacidn posterior.

4.2.2 Protocolo minikit de ARN/ADN viral PureLink para las muestras de orina, secrecién 6culo-

nasal y liquido cefalorraquideo

Preparacidn del lisado: Se mezclaron 200 pL de la muestra bioldgica con 25 pL (20 mg/ mL) de proteinasa

K, 200 uL de buffer de lisis viral y 5.6 uL de acarreador de ARN (incluidos en el kit). La mezcla se agitd
vigorosamente por 15 minutos y se incubé a 56°C por 15 minutos para ser centrifugada brevemente por
10 segundos a 10,000 rpm. Posteriormente, se agregaron 250 pL de etanol al 100%, se mezcl6 con vortex

por 15 segundos y el lisado fue incubado por 5 segundos a TA.
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Purificacién del ARN: El lisado de la muestra bioldgica, se transfirié a la columna colocada en un tubo de
colecta (incluidos en el kit) para ser centrifugada a 6800 x g por 1 minuto. El tubo fue descartado y la
columna colocada en el tubo de lavado. Para el lavado del ARN se adicionaron 500 uL de buffer de lavado
(incluido en el kit) y se centrifugd a 6800 x g por un minuto. El liquido fue desechado y la columna se colocé
nuevamente en el tubo de lavado. Se agregaron 500 pL de buffer de lavado a la columna, se centrifugd a
6800 x g durante 1 minuto y el tubo fue desechado. Se coloco otro tubo limpio de lavado a la columna y
se centrifugo a la velocidad maxima por 1 minuto y se desech¢ el tubo. Se colocé ahora la columna en un
tubo de recuperacidn y se agregaron 20 L de agua libre de ARNsas (también incluida en el kit) en el centro
de la columna, se incubd por un minuto a TA y se centrifugd a 12,000 x g por 1 minuto. La muestra se
mantuvo en hielo mientras se cuantificaba 260/280 nm en el NanoDrop como se indicé anteriormente y

posteriormente fue almacenado a -80°C.

4.3 Reaccidn de transcripcion reversa

El ARN extraido se sometid a una reaccidn de transcripcion reversa (RT) para obtener ADN complementario
(ADNc) y usarlo como molde en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizd la
retrotranscriptasa SuperScript lll de la marca Invitrogen por Thermo Fisher Scientific (Cat. 18080-044), las
concentraciones y volimenes utilizados para una reaccién de 20 pL fueron las siguientes de acuerdo a las

instrucciones del proveedor:

Componente Concentracién stock Concentracién final Volumen (uL)/ tubo
ARN - 100-200 ng n*
Hexameros aleatorios 50 ng/ pL 2.5ng 1
dNTPs 10 mM 0.2mM 1
Agua libre de RNasas - - Hasta completar 13

*n: dependerd de la concentracién del ARN.

Esta mezcla se mantuvo a 65°C por 5 minutos y posteriormente 1 minuto en hielo para después agregar lo

siguiente:



Componente Concentracién stock Concentracién final Volumen (uL)/ tubo
Buffer 5X 1X 4
DTT 0.1M 0.005 M 1
RNaseOUT 40 U/ uL 2U 1
SuperScript lll RT 200 U/ pL 10 1
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La reaccion se mezcld por pipeteo y posteriormente se incubd a 25°C por 10 minutos, después a 50°C por

50 minutos y por ultimo a 85°C por 5 minutos en un termociclador modelo MyClicler” marca BIO-RAD. Una

vez terminada la reaccion de transcripcion inversa, la muestra se almacend a -20°C.

4.4 Amplificacion por PCR de punto final

Para poder llevar a cabo la reaccion de PCR de punto final, se realizé una busqueda bibliografica para

seleccionar los pares de oligonucledtidos para el diagndstico y genotipificacion del virus del moquillo

canino y también para verificar los protocolos de reaccidon de PCR que han sido reportados. Una vez que

los pares de oligonucledtidos fueron seleccionados, se analizé in silico si éstos hibridaban con la cepa del

virus del moquillo canino Onderstepoort, la cual se consideré como control positivo ya que es la cepa

presente en las vacunas que se usan en México y en el mundo. Esto permitié conocer el tamafio del

producto de la reaccién de PCR, como se ejemplifica en la tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de los segmentos de los genes n, fy h del virus del moquillo

canino.
Nombre Gen Secuencia Posicion Tamar.no’de Referencia
amplicén
Mex3N N 5"-TCTGAGGCAGATGAGTTCTT-3" 480-499 639 pb Simon-Martinez
etal., 2008
5’-CCATAGCATAACTCCAGAGC-3’ 1100-
1119
ArglF F 5’-TCCAGGACATAGCAAGCCAACA-3’ 4854- 681 pb Sarute N., et al
4875
5'-GGTTGATTGGTTCGAGGACTGAA-3’ 5513- 2013
5535
ChilHf- H 5’-GTCCTTCTCATCCTACTGG-3’ 7199- 1422 pb Salas R. V.2013
EUA1Hr 7210
5-TAGGCAACACCACTAATTTRGACTC-3" 8607- Kapil S., 2008

8621
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4.4.1 Metodologia para el diagnéstico utilizando el gen n del virus del moquillo canino

Para la amplificacién del segmento de 639 pb de una region conservada del gen n del virus del moquillo
canino, se utilizé el par de oligonucledtidos denominado como Mex3N que se muestra en la tabla 2, la
polimerasa de ADN utilizada fue la Amplitaq de Applied Biosystems por Thermo Fisher Scientific (Cat.

N8080172), las concentraciones y volimenes utilizados para una reaccion de 50 uL de PCR fueron las

siguientes:
Reactivo Concentracién Stock Concentracién final Volumen (uL)/ tubo
Buffer 10x 1X 5
MgCl, 25 mM 1.5mM 3
dNTPs 10 mM 0.2mM 1
Oligonucleétido Mex3N sentido 10 uM 0.2uM 1
Oligonucledtido Mex3N antisentido 10 uM 0.2uM 1
Amplitag ADN polimerasa 5U/uL 1.25 U/ 50 pL 0.25
Agua destilada esteril - - 33.75-36.75

DNA - - 2-5

La reaccidn de PCR se realizd en el termociclador modelo MyClicler” marca BIO-RAD con el protocolo de

ciclado que se especifica a continuacién:

Etapa Temperatura °C Tiempo Ciclos
12 Desnaturalizacion 94°C 5 1
Desnaturalizaciéon 94°C 30"
Hibridacién 55°C 307 30
Extension 72°C 1’

Extension final 72°C 10° 1

4.4.2 Metodologia para genotipificacion del virus del moquillo canino utilizando los genes fy h

Para la amplificacién de un segmento de 681 pb de una region del gen fy de 1422 pb del gen h del virus
del moquillo canino, se utilizaron el par de oligonucleétidos de ArglF y ChilH, respectivamente, los cuales
se muestran en la tabla 2. Para llevar a cabo la reaccién de PCR, para la amplificacion del fragmento del
gen f, utilizé la polimerasa de ADN Amplitag de Applied Biosystems por Thermo Fisher Scientific (Cat.
N8080172). Sin embargo, para la amplificacion del fragmento del gen h, se utilizd la polimerasa ADN

Platinum Taq de la marca Invitrogen por Thermo Fisher Scientific (Cat. 10966-026) para evitar errores en
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la amplificacion debido al tamafio del amplicdn. Las concentraciones y volumenes utilizados para una

reacciéon de 50 pL de PCR para el gen f fueron las siguientes:

Reactivo Concentracién Stock Concentracion final Volumen (uL)/ tubo
Buffer 10x 1X 5

MgCl, 25 mM 1.5mM 3

dNTPs 10 mM 0.2mM 1
Oligonucleétido ArglF sentido 10 uM 0.2 uM 1
Oligonucleétido ArglF antisentido 10 pMm 0.2 uM 1
Amplitag ADN polimerasa 5U/uL 1.25U/50 uL 0.25

Agua destilada esteril - - 33.75-36.75
DNA - - 2-5

La reaccién se realizé de igual forma con el termociclador modelo MyClicler™ marca BIO-RAD con el

protocolo de ciclado que se especifica a continuacion para el gen f:

Etapa Temperatura°C Tiempo Ciclos
12 Desnaturalizacion 95°C 3’ 1
Desnaturalizacion 95°C 307
Hibridacion 58°C 45" 30
Extension 72°C 1

Extension final 72°C 5 1

Para la amplificacion del fragmento del gen h, se agregaron las siguientes concentraciones y volimenes

en la reaccion de PCR:

Reactivo Concentracion Stock Concentracion final  Volumen (uL)/ tubo
Buffer 10x 1X 5

MgCl, 50 mM 1.5mM 1.5

dNTPs 10 mM 0.2mM 1
Oligonucleétido ChilH Sentido 10 uM 0.2 uM 1
Oligonucleétido ChilH antisentido 10 uM 0.2 uM 1
Amplitag ADN polimerasa 2U/uL 2 U/ 50 pL 0.2

Agua destilada esteril - - 33.75-36.75
DNA - - 2-5
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El protocolo de la reaccién de PCR fue el siguiente en el mismo termociclador que para el genny f:

Etapa Temperatura °C Tiempo Ciclos

12 Desnaturalizacion 50°C 5 1
95°C 15’ 1

Desnaturalizacion 94°C 307

Hibridacion 55°C 307 40

Extension 72°C 2’

Extension final 72°C 10° 1

4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para la preparacion del gel de agarosa al 1.2%, se pesaron 1.2 mg de Agarosa LE de la marca Golg
biotechnology (Cat. A-201-500) por cada 100 mL de buffer TAE 1X (50 mL de TAE 50X contiene: 12.1 g de
Tris, 7.5 ml de EDTA 0.2 M pH 8, 2.86 mL de acido acético y se aford con agua destilada) se vertié en un
matraz Erlenmeyer. Para realizar la electroforesis del gel de agarosa, se afiadieron 4 pL de buffer de carga
(4 mL de glicerol, 2.4 mL de 1M Tris-HCI pH 6.8, 4 mg de azul de bromofenol y 3.1 mL de H,0) a las muestras
de PCR y se mezclaron bien. El gel de agarosa fue sumergido en la cdmara de electroforesis que contenia
buffer TAE 1X. Posteriormente, se cargaron las muestras de PCR en los pozos del gel y se corri6 el gel de

electroforesis a 90 volts durante 45 minutos, dependiendo del nivel de resolucién deseado.

4.6 Visualizacion de los fragmentos de PCR

El gel fue tefiido en una solucién de bromuro de etidio (0.5 ug/mL) por 10 min y posteriormente se expuso
bajo luz UV en un transiluminador modelo SmartView Pro UVCI-1100 de la marca Major Science. Las
bandas de ADN fueron fotodocumentas mediante el sistema de fotodocumentacion SmartView Pro 1100
Imager system. El tamafio de las muestras de PCR fue comparado con el marcador de peso molecular 1 Kb

DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich (Cat. D0428-1VL).
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4.7 Purificacion de los fragmentos de PCR (amplicones)

Los productos de PCR amplificados fueron purificaron para poder ser secuenciados. Para ellos se utilizo el
kit ChargeSwitch®-Pro de la marca Invitrogen por Thermo Fisher Scientific (Cat. C532050). Se cuantifico el
volumen de muestra y se colocé la misma cantidad de buffer de purificacion (incluido en el kit), en una
relacién 1:1. La mezcla se agitd con vértex y se transfirié a una columna, el cual se centrifugd a 10,000 x g
durante 1 minuto. Después se desechd el liquido y se agregd en la columna 600 uL de buffer de lavado y
volvié a centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto, nuevamente se desechd el liquido junto con el tubo
colector. Se colocé la columna en un tubo nuevo y se agregaron 50 pL de buffer elucién contenido en el
kit y se incubd durante 2 minutos. Después se centrifugd nuevamente a 10,000 x g por un minuto y el
liquido se volvid a colocar en la columna e incubd 2 minutos y se centrifugé a 10,000 x g durante 1 minuto,

se descartd la columna y se evalud el liquido en el NanoDrop para después almacenarse a -20°C.

4.8 Secuenciacion de ADN

La secuenciacidn de ADN se realizé utilizando el método de Sanger, los productos de PCR se enviaron a un

servicio se secuenciacion y para ello, se utilizaron los siguientes oligonucléotidos:

Gen Oligonucleétido Tamaiio del amplicén

N 5’-TCTGAGGCAGATGAGTTCTT-3" 639 pb

F 5°-TCCAGGACATAGCAAGCCAACA-3" 681 pb

H 5°-GTCCTTCTCATCCTACTGG-3" 1422 pb

4.9 Analisis de las secuencias

En los estudios in silico se utilizd la cepa Onderstepoort obtenida del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica, (National Center for Biotechnology Information, NCBI) con el nimero de acceso AF305419.

Las secuencias obtenidas de los diferentes ampliciones tanto del gen n (diagndstico), gen fy h

(genotipificacion), fueron comparadas mediante un BLAST con las secuencias reportadas enconbase en los
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datos del NCBI. Se considerd que una secuencia pertenecia a un genotipo cuando ésta tenia un porcentaje
de identidad igual o mayor al 96%. Los alineamientos y comparaciones de las secuencias se realizaron
utilizando el método ClustalW y los cladogramas mediante el método estadistico de maxima verosimilitud
con substituciones tipo nucledtido y por el modelo Jukes-Cantor, todo esto mediante el programa

Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA-X).

4.10 Tratamiento antiviral de AgNPs

Una vez que los pacientes fueron diagnosticados y se confirmé su infeccién por el virus del moquillo
canino, se les ofrecié a sus propietarios el tratamiento antiviral de AgNPs Argovit™, el cual ya se habia
utilizado afios atras teniendo buenos resultados en pacientes que no presentaban afeccién en sistema
nervioso (Bogdanchikova et al., 2016), cuyas caracteristicas fisicoquimicas se presentan en la tabla 5 y
algunas de ellas se muestran en la figura 8. Una vez que los propietarios aceptaron el tratamiento, se
calculd la dosis de AgNPs que serian administradas con base en el peso del paciente. La dosis de AgNPs fue
de 1.8 mg/ kg/ 8 horas por via oral. La administracion del tratamiento se realizé por parte de los duefios
del paciente, una vez que se cumplieron los 7 dias (1 semana) de tratamiento, se citaba al paciente para
su valoracién con su Médico Veterinario, para determinar si era necesario una semana mas de tratamiento

y asi sucesivamente cada semana hasta que era dado de alta por su Médico Veterinario.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los AgNPs Argovit™

PROPIEDADES MEDIA
Contenido de plata metdlica (% en peso) 1.2
Contenido de PVP (% en peso) 18.8
Morfologia de la AgNP Esferoidal

Didmetro promedio de las AgNPs por los datos TEM (nm) 35

Intervalo de tamafio de las AgNPs con datos TEM (nm) 1a90
Diametro hidrodindmico: plata metalica con PVP (nm) 70
Potencial zeta (mV) -15
Resonancia de plasmén de superficie 420 nm

Estructura de PVP por FTIR confirmada
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Figura 8. Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de los AgNPs Argovit™. (a) Espectros UV-Vis de la preparacién
de AgNPs en agua desionizada, (b) imagen TEM de AgNPs usando diferentes ampliaciones, (c) distribucién de tamafio
de AgNPs y (d) espectro ATR-FTIR de AgNPs liofilizado Argovit ™ comparado con PVP sélido (Juarez-Moreno, K., et
al., 2016).
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5.1 Recoleccidn de la historia clinica y muestras de pacientes

Se recabaron las historias clinicas y las muestras de 44 perros sospechosos y algunos ya diagnosticados

con la enfermedad de moquillo canino en 11 diferentes clinicas veterinarias de la ciudad de Ensenada, Baja

California en el periodo de marzo de 2017 a mayo de 2018. Algunos de los datos mds relevantes y el tipo

de muestra de los pacientes, se muestran en la tabla 6, el resto de los datos de la historia clinica se

encuentran en el anexo 1.

Tabla 6. Datos de la historia clinica y el tipo de muestra que se tomé en los pacientes incluidos en el estudio.

PACIENTE EDAD SIGNOLOGIA DIAGNOSTICADO MUESTRA

GOLIATH 2 afios Neuroldgico No Suero

ROMINA 6 meses  Neuroldgico No Sangre

JUGUETON 8 afios Neurolégico No Orina

BRUNO 8 afios Neuroldgico No Orina

ELA 2 afios Neuroldgico No Orina

DRAKO 1 afio Neurolégico No Sangre

CHATA 3 afios Neuroldgico No Sangre

AMAZONA 3 afios Neuroldgico, digestivo Si Suero

BRADY 18 Neurolégico, digestivo Si Suero
meses

SATYN 9 meses Neuroldgico, respiratorio Si Sangre

BENITO 5 Neuroldgico, respiratorio Si Suero
meses

OKI 6 afios Neuroldgico, respiratorio Si Suero

SBEKA 2 afios Neuroldgico, respiratorio Si Suero

JENA 3.5 Neuroldgico, respiratorio Si Sangre
meses

DON 1.4 afios  Neuroldgico, respiratorio, digestivo Si Suero

BICO 8 meses  Neuroldgico, respiratorio, digestivo Si Sangre

COYOTA 8 afios Neuroldgico, respiratorio, digestivo No Sangre

ALFREDO 11 Neuroldgico, respiratorio, digestivo No Sangre
meses

BAILEY 3 afios Neuroldgico, respiratorio, No Orina

dermatoldgico

LEIKA 7.5 Neurolégico, respiratorio, ocular Si Sangre, secreciéon
meses nasal-ocular

ALISHA 4 meses Neuroldgico, respiratorio, ocular No Orina
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PACIENTE EDAD SIGNOLOGIA DIAGNOSTICADO MUESTRA
ROLO 3.5 Neuroldgico, digestivo, ocular Si Orina
meses
CcoTY 3 meses Neuroldgico, digestivo, ocular Si Sangre, orinay
liquido cefalorraquideo

ROCKO 1.5 afios  Neuroldgico, digestivo, ocular Si Suero

MALUMA 4 meses  Neuroldgico, dermatolégico, ocular No Sangre

SLINKI 3 meses Neuroldgico, digestivo, ocular, No Sangre
respiratorio

SURY 4 afios Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Sangre
respiratorio

JOSHI 5 meses Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Orina
respiratorio

LOGAN 5 meses Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Orina
respiratorio

HARU 2 afios Neuroldgico, ocular, respiratorio, Si Secrecién ocular
dermatoldgico

LUNAR 2 meses  Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Sangre, secrecion
respiratorio, dermatolégico nasal-ocular

LAZARO 2 meses Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Sangre, secrecion
respiratorio, dermatolégico nasal-ocular

MAX 6 meses  Neuroldgico, digestivo, ocular, Si Sangre
respiratorio, dermatolégico

NIKY 8 afios Digestivo Si Plasma

HUNTER 3 meses Digestivo Si Orina

MACA 5meses Digestivo No Orina

ANASTASIA 1 afio Respiratorio No Suero

CHINGADERA 4 meses Respiratorio Si Orina

SYRA 6 afios Respiratorio No Sangre

JACK 3 meses Ocular No Sangre

CABO 3 meses Digestivo, respiratorio, ocular No Sangre, secrecion

nasal-ocular

LOBO 6 meses  Digestivo, Respiratorio, ocular Si Orina, sangre

MASSON 6 meses  Digestivo, Respiratorio, ocular No Orina, sangre

MANCHAS 5 meses Digestivo, Respiratorio, ocular, No Orina

dermatolégico

5.2 Oligonucledtidos seleccionados para la reaccion de PCR

Los pares de oligonucledtidos para la realizacién de los PCRs, se seleccionaron con base a la bibliografia
consultada. El primer grupo de pares de oligonucledtidos, se utilizaron para la deteccion o diagnoéstico y
un segundo grupo de oligonucléotidos se usé para la genotipificacion del virus del moquillo canino. Los

primeros producen un producto de PCR del gen n, dicho gen, no presenta mucha variacion genética y, por



45
lo tanto, es el que se utiliza para diagnosticar la enfermedad del virus del moquillo canino. Una vez que los
pacientes resultaron positivos a la enfermedad, se procedio a realizar la genotipificacion del virus con el
segundo grupo de oligonucléotidos. Para ello se seleccionaron los genes fy h del virus, pues en estos existe
una mayor variacién genética, ademds de que ya se ha reportado su uso para fines de genotipificacién
principalmente del gen h, donde se han descrito la mayoria de las cepas circulantes en el mundo con base

a su andlisis filogenético (Panzera et al., 2014; Sarute et al., 2014; Espinalet al., 2014; Nguyen et al., 2017).

Por lo tanto, en este trabajo, los pares de oligonucleétidos fueron nombrados con base al pais donde se

utilizaron y al gen que se va a amplificar.

5.2.1 Oligonucleétidos para deteccion o diagnéstico del virus del moquillo canino

Para la deteccion del virus del moquillo canino inicialmente fueron seleccionados 3 pares de
oligonucledtidos, los cuales han sido utilizados en estudios hechos en Mexico, pero que resultan en un
tamafio diferente de amplicdn. En la tabla 7 se muestran dichos pares de oligonucléotidos y el tamafio del
amplicon resultante en un estudio in silico con la cepa Onderstepoort, la cual pertenece al genotipo de
America 1, fue aislada en los Estados Unidos de América y es la cepa vacunal que mas se comercializa en
todo el mundo. En la figura 9 se puede observar en que parte del gen n se unirian cada par de

oligonucledtidos.

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion del virus del moquillo canino y el tamafio del producto de PCR
resultante utilizando como control positivo la cepa Onderstepoort.

Nombre Secuencia Pais Gen Tamafio de Referencia
amplicén
Méxicol N México n 296 pb GamizC,, etal., 2011

5’-GTAGACGAAGGGTCGAAAG-3’
(Mex1N)

5’-GAATCGCCTCAAAGATAGG-3’

México 2 N 5. GCATTGAAACTATGTATCCGGC-3’ México n 270 pb Pedraza B. J. 2011

(Mex2N)
5"-TGCCCGAGTCTGAAGTAAGCT-3"
México3 N , , México n 639 pb Simon-Martinez et
5"-TCTGAGGCAGATGAGTTCTT-3
(Mex3N) al., 2008

5°-CCATAGCATAACTCCAGAGC-3’
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Figura 9. En la cepa Onderstepoort el gen n del virus del moquillo canino comienza en el nucledtido 108 y termina en
el 1679, se observa en este esquema el sitio donde se une cada par de oligonucleétido y el tamafio de amplicén que
produce.

Una vez seleccionados los oligonucledtidos para diagnéstico, se utilizé el ADNc de la vacuna contra la cepa
del virus del moquillo Onderstepoort, para determinar si los tres pares de oligonucleétidos, presentados
en la tabla 7, hibridaban con la cepa vacunal. Los resultados del producto de PCR resultante se muestran
en la figura 10. Sin embargo, se decidid utilizar solamente el par Mex3N para el diagnéstico en los

pacientes, debido a que se visualizd mejor que los otros 2 pares y es de mayor tamafio (639 pb).

Mex3N Mex2N Mex1N Marcador

1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 10. Productos de la reaccion de PCR obtenidos con el control positivo (Onderstepoort) y los diferentes pares
de oligonucledtidos para el gen n. Carril 1: Control positivo con Mex3N (639 pb), Carril 2: Control positivo con Mex2N
(270 pb), Carril 3: control positivo con Mex1N (296 pb), Carril 4: Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la
marca Sigma-Aldrich.



47

5.2.1 Oligonucledtidos para genotipificacion del virus del moquillo

Los oligonucledtidos seleccionados para la genotipificacion, hibridan en regiones especificas del gen fy del
gen h. Para el gen f solamente se selecciond un par, debido a que el fragmento amplificado es en donde
se presenta la mayor variacidn genética de acuerdo a los estudios realizados y por lo tanto no es necesario

amplificar otra parte de dicho gen.

Caso contrario al gen h, en donde se seleccionaron 4 pares de oligonucleétidos, ya que dicho gen presenta
variacion genética en toda su extension, dichos oligonucledtidos han sido reportados en otros estudios en
distintos paises, pero solamente uno de ellos se realizd en México. Al igual que los pares de
oligonucledtidos para el diagnéstico, esto fueron analizados in silico con la cepa Onderstepoort para
determinar el tamafio de los amplicones que se produjeron, los cuales se muestran en la tabla 8 y se

representan en la figura 11.

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para la genotipificacién del virus del moquillo canino, utilizando como control
positivo la cepa Onderstepoort, determinando el tamafio del producto de PCR que se produce.

Tamaio de

Nombre Secuencia Pais Gen s Referencia
amplicon
Argentina 1 F 5-TCCAGGACATAGCAAGCCAACA-3’ f 681 pb Sarute N., et
Argentina al 2013
(Arg1F) 5 -GGTTGATTGGTTCGAGGACTGAA-3’
México 1 H 5’-TGGTTCACAAGATGGTATTC-3’ h 612 pb GamizC,, et
México al., 2011
(Mex1H) 5’-CAACACCACTAAATTGGACT-3’ !
Chile1H 5°-GTCCTTCTCATCCTACTGG-3’ h 561 pb Salas R.
Chile V.2013
(ChilH) 5’-ACACTCCGTCTGAGATAGC-3"
EUA1H 5’-GAATTCGACTTCCGCGATCTCC-3" h 1155 pb Kapil S., 2008
EUA
(EUA1H) 5’-TAGGCAACACCACTAATTTRGACTC-3’
Austria1FyH 5'-ACGCTACCAACAGACACTCA-3’ fyh 536 pb Benetka V.,
Austria 2011

(Aus1FyH) 5 -GAGCGGTGTCAAGACATCTA-3’
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Figura 11. En el virus del moquillo canino los genes fy h estan uno seguido del otro, por lo que el gen f en la cepa
Onderstepoort inicia en el nucledtido 4935 y en el gen h termina en el 8893, observandose en donde se une cada
para de oligonucledtido y el tamafio de amplicén que produce.

Se realiz6 un PCR con los oligonucledtidos de genotipificacién de los genes fy h, utilizando como control
positivo el ADNc de la vacuna con la cepa Onderstepoort, como se muestra en la figura 12, todos los pares
de oligonucléotidos amplificaron los fragmentos de los tamafios esperados tal como se menciond en la
tabla 8. Debido a que los oligonucleédtidos utilizados para amplificar el gen h fueron demasiados, se optd
por combinar algunos de ellos para abarcar la totalidad del gen h, y de esta manera utilizar solamente un
par, por lo que se evalud la combinacion de ChilH sentido con EUA1H antisentido, produciéndose asi un
amplicon de 1422 pb y abarcando casi por completo la longitud del gen h. Dicha combinacién de
oligonucléotidos amplificé el fragmento esperado, como se observa en la figura 13 y se representa en la
figura 14, para futuras referencias, a este par de oligonucléotidos de genotipificacion del gen h se le

denomind ChilHf-EUA1HTr.

En resumen, como se observa en la tabla 4 que viene en el apartado de metodologia, los 3 pares de

oligonucleétidos utilizados para los 3 genes en este estudio fueron Mex3N, ArglF y ChilHf-EUA1HTr.
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1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 12. Productos de PCR del control positivo y los diferentes pares de oligonucledtidos para genotipificacion de
los genes fy h. Carril 1: Control positivo con Mex1H (612 pb), Carril 2: Control positivo con EUA1H (1155 pb), Carril
3: control positivo con ChilH (561 pb), Carril 4: Aus1FyH (536 pb), Carrril 5: control positivo con ArglF (681 pb), Carril
6: Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

ChilHf-EUALHr | Marcador
2000 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 13. Amplicon resultante de la combinacién de los oligonucledtidos ChilH forward con EUA1H reverse que
hibridan en el gen h del virus del moquillo canino. Se observa en el primer carril el amplicon con el tamafio calculado
de 1422 pb y en el otro carril se encuentra el marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-
Aldrich.



50

GenFyH

-« «—
— [—]

5535 8621

= Argentina 1 F: 681 pb

=== Chi1lHf-EUA1Hr: 1422 pb

Figura 14. Diagrama de los genes fy h, en donde se indican el sitio de hibridacién de cada par de oligonucleétidos de
Argentina 1 F y la combinacién de Chile 1 H sentido con EUA 1H antisentido para la genotipificacion del virus del
mogquillo canino, se indica ademas el tamafio del fragmento de PCR obtenido.

5.3 Amplificacion por PCR de punto final

Una vez que los oligonucledtidos fueron seleccionados y probados con el control positivo (cepa vacunal),
se decidio realizar los PCR de punto final de las muestras de los pacientes, por lo que se comenzé con la
amplificacion del gen n para el diagnéstico, usando el par de oligonucledtidos Mex3N. Se ideintificaron
aquellos pacientes que resultaron positivos y se prosiguié con la amplificacidn de los genes fy h con los

oligonucledtidos Arg1F y ChilHf-EUA1Hr respectivamente, para relizar las pruebas de genotipificacion.

5.3.1 Amplificacion en el gen n para diagnéstico del virus del moquillo

De los 44 pacientes sospechosos y algunos ya diagnosticados, en 12 pacientes amplificé un fragmento del
gen n, de los cuales 7 de ellos no estaban diagnosticados. En las figuras 15 y 16 se observa la amplificacion
del fragmento del gen n que fue amplificado utilizando el ADNc sintetizado del ARN viral aislado de las

muestras de los 12 pacientes.

Por cuestiones de practicidad a los 12 pacientes se les asigno una letra del abecedario para la identificacion

en los resultados de las imdgenes y su posterior uso en los siguientes apartados
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Tabla 9. Letra asignada a cada paciente en los PCR de diagnéstico y genotipificacion.

Nombre Letraasignada Nombre Letra asignada

Satyn Paciente A Alfredo Paciente G
Coty Paciente B Lazaro Paciente H
Leika Paciente C Haru Paciente |
Cabo Paciente D Goliath Paciente J
Romina Paciente E Jack Paciente K
Maluma Paciente F Ela Paciente L

Paciente A | Paciente B | Paciente C| Paciente D| Paciente E| Paciente F

Paciente G| Control - | Control+| Marcador

g 2000 pb

4= 1500 pb

<«—— 1000 pb

500 pb

Figura 15. Productos de PCR de pacientes positivos a moquillo canino con el par de oligonucledtidos de Mex3N (639
pb). Carril 1 al 7: Paciente A, B, C, D, E, F y G respectivamente (Tabla 9), Carril 8: control negativo, Carril 9: control
positivo, Carril 10: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

Paciente H Paciente | Paciente J Paciente K Paciente L Control - Control + Marcador

<+— 2000 pb

~ <+— 1500 pb

~ <«— 1000 pb

<— 500 pb

Figura 16. Productos de PCR de pacientes positivos a moquillo canino con el par de oligonucleétidos de Mex3N (639
pb). Carril 1 al 5: Paciente H, I, J, Ky L respectivamente (Tabla 9), Carril 6: control negativo, Carril 7: control positivo,
Carril 8: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.
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5.3.2 Amplificacion en los genes fy h para genotipificacion del virus del moquillo canino

Como se comprobd que en los 12 pacientes que fueron diagnosticados como positivos se logro la
amplificaciéon del gen n, ahora lo que se pretendié fue la genotipificaciéon de estos virus por lo que se
procedid a utilizar el mismo ADNc para la amplificacién de los genes fy h con los oligonucleétidos ArglF y
ChilHf-EUA1Hr, en donde solo amplificaron 8 muestras para ambos genes como se observa en las figuras
17 y 18 enel gen f, las figuras 19y 20 para el gen hy en el anexo 2 se muestran las figuras de los 4 pacientes

que no amplificaron en los genes fy h.

Paciente A | Paciente B | Paciente C| Paciente D | Control- | Control + Marcador

<—— 2000 pb

g 1500 pb

<— 1000 pb

<—— 500pb

Figura 17. Productos de PCR para genotipificacién del virus del moquillo canino con el par de oligonucleétidos de
ArglF (681 pb). Carril 1 al 4: Paciente A, B, Cy D respectivamente (Tabla 9), Carril 5: control negativo, Carril 6: control
positivo, Carril 7: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

Paciente E | Paciente F | Paciente G| Paciente H | Control- | Control + Marcador

<—— 2000 pb

g 1500 pb

= 1000 pb

<4—— 500pb

Figura 18. Productos de PCR para genotipificacién del virus del moquillo canino con el par de oligonucleétidos de
ArglF (681 pb). Carril 1 al 4: Paciente E, F, G y H respectivamente (Tabla 9), Carril 5: control negativo, Carril 6: control
positivo, Carril 7: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.
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Paciente A | Paciente B | Paciente C| Paciente D | Control- | Control + Marcador

<—— 2000 pb

<= 1500 pb

@ 1000 pb

<4 500 pb

Figura 19. Productos de PCR para genotipificacion del virus del moquillo canino con el par de oligonucleétidos de
ChilHf-EUA1Hr (1422 pb). Carril 1 al 4: Paciente A, B, Cy D respectivamente (Tabla 9), Carril 5: control negativo, Carril
6: control positivo, Carril 7: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

Paciente E | Paciente F | Paciente G| Paciente H | Control- | Control + Marcador

4= 2000 pb

<—— 1500 pb

<— 1000 pb

<= 500pb

Figura 20. Productos de PCR para genotipificacién del virus del moquillo canino con el par de oligonucleétidos de
ChilHf-EUA1Hr (1422 pb). Carril 1 al 4: Paciente E, F, G y H respectivamente (Tabla 9), Carril 5: control negativo, Carril
6: control positivo, Carril 7: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

5.4 Pacientes que recibieron tratamiento antiviral de AgNPs y pacientes que
resultaron positivos para el PCR de los genes n (diagnéstico), f y h

(genotipificacion).

Es importante destacar que, en este estudio no todos los pacientes que fueron diagnosticados mediante

RT-PCR recibieron el tratamiento con AgNPs como se observa en la tabla 10.
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Por ejemplo, de los 12 pacientes diagnosticados, sélo 8 recibieron el tratamiento de AgNPs, de los cuales
solamente 2 sobrevivieron (D Y K) y no presentaron signologia nerviosa, los 6 pacientes restantes

fallecieron y presentaron signologia nerviosa.

Asimismo, de los 12 pacientes diagnosticados, 8 de ellos amplificaron para los genes fy h, no siendo los
mismos 8 pacientes que recibieron el tratamiento con AgNPs que se mencionaron anteriormente, ya que
uno de los pacientes que amplificé para los genes fy h no recibio dicho tratamiento y uno de los pacientes
que si recibié las AgNPs no amplificd para los genes f y h, motivo por el que quedan 8 pacientes cada

apartado.

Del total de pacientes que fueron diagnosticados en este trabajo (20 pacientes), ya sea por PCR o otra
prueba clinica (ELISA o inmunofluorescencia) y que fueron tratados con AgNPs un 55% sobrevivié (Anexo
1). Sin embargo, aquellos pacientes que fueron diagnosticados exclusivamente mediante PCR y fueron

tratados con AgNPs solamente sobrevivié el 25% y el 75% de los pacientes fallecié (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de los PCR de diagndstico, genotipificacion y sobrevivencia de los pacientes que recibieron o no
tratamiento con AgNPs.

PACIENTE TRATAMIENTO  FALLECIO PCR PCR SIGNOLOGIA
CON AgNPs DIAGNOSTICO GENOTIPIFICACION NERVIOSA
Satyn (A) Si Si Si Si Si
Coty (B) Si Si Si Si Si
Leika (C) Si Si Si Si Si
Cabo (D) Si No Si Si No
Romina (E) No ND Si Si Si
Maluma (F) Si Si Si Si Si
Alfredo (G) Si Si Si Si Si
Lazaro (H) si Si Si Si Si
Haru (1) Si Si Si No Si
Goliath (J) No Si Si No Si
Jack (K) No No Si No No

Ela (L) No Si Si No Si

ND: Informacién no disponible
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5.5 Analisis bioinformatico

5.5.1 Analisis de secuencias

Los amplicones obtenidos de los tres genes de virus del moquillo canino (gen n, fy h) de los ocho pacientes
diagnosticados se purificaron, cuantificaron y enviaron a secuenciar. Las ocho secuencias de cada gen
fueron editadas y corregidas obteniendo un fragmento de 549 nucledtidos y 183 aa para el gen n (del
nucleédtido 566 al 1117), 570 nucledtidos y 190 aa para el gen f (del nucledtido 4939 al 5509) y 1014
nuclétidos y 338 aa para el gen h (del nucledtido 7242 al 8256. Posteriormente fueron alineadas entre si y

con la cepa vacunal Onderstepoort a nivel nucleotidico y aminoacidico (Anexo 3, 4y 5).

El andlisis de las 8 secuencias del gen n de cada paciente en comparacion con la secuencia del gen n de la
cepa vacunal, mostré que existian diferencias a nivel de nucléotidos y de aminoacidos (tabla 11). En la
tabla, es posible observar que el paciente D, presentd solamente un cambio nucleotidico y ningun
aminoacidico respecto de la cepa vacunal. Sin embargo, el paciente A fue el que mas nimero de cambios

presento siendo estos 30 nucleotidicos y 2 aminoacidicos.

Tabla 11. Cambios nucleotidicos y aminoacidicos en el gen n de las secuencias de los 8 pacientes diagnosticados con
el virus del moquillo canino mediante PCR.

CAMBIOS CAMBIOS

PACIENTE o o
NUCLEOTIDICOS AMINOACIDICOS

30
29
28
1
29
17
28
29

I O mMmoO O W >
N RrRr RONNN

La comparacién de las secuencias del gen f de las muestras virales de los 8 pacientes, demostré que
existian diferentes nimeros de cambios de nucléotidos y aminoacidos en cada muestra, respecto del

mismo gen en la cepa vacunal. En |a tabla 12, se observa nuevamente que el paciente D es el que menos
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cambios presentd, de los cuales 19 fueron en nucléotidos y 13 en aminoacidos. Sin embargo, el paciente
con un mayor nimero de cambios en la secuenica del gen f respecto de la cepa vacunal, fue el paciente F,

quién present6 89 cambios nucleotidicos y 48 aminoacidicos.

Tabla 12. Cambios nucleotidicos y aminoacidicos en el gen f de las secuencias de los 8 pacientes diagnosticados con
el virus del moquillo canino mediante PCR.

PACIENTE  CAMBIOS NUCLEOTIDICO  CAMBIOS AMINOACIDICO

A 82 a4
B 83 45
c 74 a4
D 19 13
E 84 45
F 89 48
G 83 44
H

82 44

En el caso del gen h, la secuencia del paciente D al igual que la secuencia para los otros 2 genes fue el que
presentd menos cambios nucleotidicos, respecto del control que fue la cepa vacunal. Los cambios
nucleotidicos que el paciente D presentd fueron 97 en total, pero respecto a los cambios aminoacidicos es
el que mas presentd, con un total de 40 como se observa en la tabla 12. Mientras que el paciente que mas
cambios nucleotidicos tuvo fue el paciente F con 109, igual que en el gen fy los que menos cambios

aminoacidicos tuvieron fueron los pacientes A, B, E y H, todos con 32 cambios a nivel de aminoacidos.
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Tabla 13. Cambios nucleotidicos y aminoacidicos en el gen h de las secuencias de los 8 pacientes diagnosticados con
el virus del moquillo canino mediante PCR.

PACIENTE CAMBIOS CAMBIOS
NUCLEOTIDICOS AMINOACIDICOS

A 107 32

B 108 32

c 106 34

D 97 40

E 103 32

F 109 36

G 108 34

H 107 32

5.5.2 Analisis filogenéticos

Para el andlisis filogenético se realizaron tres cladogramas (anexo 6, 7 y 8), uno para las secuencias de cada
gen (n, fy h), en donde se incluyeron las ocho secuencias de los pacientes diagnosticados y secuencias que
se han reportado de los diferentes linajes o genotipos circulantes en todo el mundo. En dicho analisis se
observd que siete de los pacientes se agrupan con el nuevo genotipo presente en Norteamérica llamado
América 3 y donde también se agrupan otras secuencias ya reportadas en México. Las secuencias que no
se agruparon en el genotipo de América 3, fueron las del paciente D, las cuales de acuerdo a los
cladogramas de los genes n y f, se agruparon en el genotipo de América 1y en el cladograma del gen h, se

agrupo en el genotipo de tipo Rockborn.

5.6 Relacidn del genotipo viral y la eficacia del tratamiento antiviral con AgNPs.

Una vez analizadas las secuencias y conociendo al genotipo en el que se agruparon cada una de ellas, se
puede distinguir una relacion entre el genotipo del virus de los pacientes y su respuesta al tratamiento
antiviral con AgNPs. Por ejemplo, se observo que los pacientes que se infectaron con el genotipo América
3 y que recibieron el tratamiento de AgNPs, ninguno sobrevivié. Sin embargo, el Gnico paciente que se

infectd con el genotipo América 1/tipo Rockborn y que recibié AgNPs si sobrevivié (Tabla 14).



Tabla 14. Relacién de los pacientes genotipificados que recibieron el tratamiento de AgNPs y la supervivencia.

PACIENTE GENOTIPO AISLADO ENF  GENOTIPO AISLADO ENH  RECIBIO AgNPS  FALLECIO

A América 3 América 3 Si Si
B América 3 América 3 Si Si
C América 3 América 3 Si Si
D América 1 Rockborn Si No
F América 3 América 3 Si Si
G América 3 América 3 Si Si
H América 3 América 3 Si Si
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Capitulo 6. Discusion

6.1 Diagnéstico del moquillo canino

El diagndstico certero y oportuno de la enfermedad del moquillo canino es un reto, esto se debe a que
esta patologia presenta una gama amplia de signos clinicos que se asemejan a los de otras enfermedades,
pues el virus afecta diferentes sistemas u érganos, por lo que es necesario el uso de pruebas de laboratorio
para la confirmaciéon de la enfermedad. Sin embargo, dichas pruebas como el examen histoldgico,
inmunoenzimatico (ELISA), seroneutralizacion y andlisis de liquido cefalorraquideo, pueden arrojar falsos
positivos si se realizan post-inmunizacién vacunal o si hay presencia de anticuerpos maternales. Al mismo
tiempo puede haber falsos negativos en las pruebas que detectan anticuerpos, si el paciente presenta
inmunosupresion, dificultando aun mas el diagndstico. Es importante sefialar que los pacientes son
llevados a consulta en muy raras ocasiones en las etapas tempranas de la enfermedad, siendo mas
frecuente que se atiendan en la clinica cuando el paciente presenta signos muy sugestivos al moquillo,
como los mioclonos. Esta signologia tiene dos implicaciones: 1) el virus ya estd afectando al sistema
nervioso, lo cual es muy preocupante porque esta afeccidn se presenta en la fase final de la enfermedad

y 2) si son los primeros signos que se presentan se estaria sospechando de una cepa muy virulenta.

Otra prueba para el diagnodstico de esta enfermedad es el RT-PCR, con el cual se puede obtener un
resultado mas preciso por su alta sensibilidad y especificidad al ser capaz de identificar el material genético
del virus presente en las células infectadas (Frisk et al., 1999), por esta razén en esta prueba se pueden
obtener resultados positivos a diferencia de las pruebas antes mencionadas en donde los falsos negativos
son mas frecuentes. Sin embargo, esta prueba todavia es muy poco utilizada debido a su elevado costo y
a que no cualquier laboratorio la realiza, utilizdndose principalmente en estudios de vigilancia
epidemioldgica y caracterizacion genética en diversos paises, con el fin de conocer los genotipos
circulantes, y recientemente por los brotes que se han estado presentado en animales vacunados
(Blixenkrone-Moller et al., 1993; Ek-Kommonenet et al., 1997; Haas et al., 1997; Iwatsuki y col., 2000;
Summers and Appel, 1994; Uema et al., 2005), creando una preocupacion por conocer el genotipo causal
de la enfermedad y la razén del fracaso de la vacuna en estos casos. Independientemente, para la prueba
de RT-PCR, se tiene que tomar en cuenta algunas consideraciones para poder obtener un resultado mas
preciso debido a que el material genético que se esta aislando es de un virus de ARN, el cual se puede
degradar muy facilmente si la muestra no se maneja correctamente durante la obtencidn, conservacion,

antes, durante y después del aislamiento del ARN del virus. Ademas, para obtener una muestra bioldgica
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o de tejido del paciente, es importante conocer la fase infecciosa en la que se encuentra el paciente o bien,
el sistema que esté siendo afectado por el virus, pues de eso dependera el tipo de muestra bioldgica a
obtener para aislar el material genético por la gran cantidad de carga viral. Por ejemplo, para las muestras
de sangre es recomendable obtenerlas cuando el paciente se encuentre en la fase de viremia o de lo
contrario la concentracion de ARN viral serd baja pudiendo no ser detectado en la prueba (Frisk et al, 1999;
Gamizet et al, 2011). Esto es muy diferente a lo que pasa al utilizar muestras de orina o secreciones
conjuntivales, en donde se pueden obtener concentraciones mas altas del ARN viral (Frisk et al., 1999; Elia
et al., 2006; Sarute et al., 2014). Es importante sefialar que en la mayoria de las pruebas de laboratorio
que se emplean de forma tradicional para el diagndstico de la infeccion del virus del moquillo, la muestra
bioldgica que se obtiene es de la sangre periférica, independientemente de la fase infecciosa en la que se
encuentre el paciente. Por lo que en lo que respecta a este trabajo, solamente se pudo controlar una
parte de las muestras obtenidas de las veterinarias, esto debido a que se utilizaron muestras de otra
investigacion que fueron almacenadas y en la cual los pacientes habian resultado positivos a la infeccion
del virus del Mouqullo utilizando otro tipo de prueba como la suero-neutralizacion, en la cual, el paciente
podria tener un titulo alto de anticuerpos (1:320) ocasionando una neutralizacién del virus y por lo tanto
una carga viral circulante en sangre muy baja, lo cual para efectos de este trabajo, pudiera dar lugar a un

falso negativo.

Asimismo, como ya se mencioné anteriormente, esta enfermedad presenta signos muy variables y
frecuentes como los que se presentan en otras enfermedades comunes (Deem et al., 2000), como
traqueobronquitis infecciosa canina en la etapa temprana y otras patologias virales producidas por
coronavirus canino o por el virus de la hepatitis canina infecciosa. Por lo tanto, en los pacientes
sospechosos que resultaron negativos en el RT-PCR u otra prueba diagndstica de moquillo canino, se
podria decir que el agente causal de la signologia presentada en estos pacientes es otro y no el virus del

mogquillo canino.

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores fue que se logré reafirmar el diagndstico en cinco
pacientes ya diagnosticados con otra prueba clinica y se confirmd el diagndstico en siete pacientes no
diagnosticados. De estos doce pacientes diagnosticados en donde se amplificé el gen n, solamente en ocho
de ellos amplificaron los genes de genotipificacion fy h, esto se puede deber a la poca cantidad de material
genético que se pudo aislar de estas muestras y/o porque en estos dos genes se presenta una mayor
variacion genética, por lo que no se utilizan para el diagndstico de la enfermedad si no para la
genotipificacion (Jara, 2011), contrario a lo que pasa con el gen n que es mas conservado y por lo tanto se

utiliza para diagnosticar el moquillo canino.
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6.2 Genotipos del virus del moquillo canino

Los estudios filogenéticos del virus del moquillo canino en todo el mundo y la asignacién de los nombres
de los diferentes genotipos dependiendo de la regidn geogréfica en donde se han aislado, se han basado
principalmente en la variacidn genética que presenta el gen h y muy recientemente en el gen f. En México
ya se han reportado secuencias, pero solamente de los genes n (diagndstico) y h (genotipificacidn) del virus
del moquillo canino, por lo que una de las mayores aportaciones de este trabajo de tesis, es que es el

primero en analizar secuencias del gen f para la genotipificacion de dicho virus.

A pesar de que el gen n es muy conservado, este llega a presentar algunas pequefias variaciones y es por
esto que también se secuenciaron los amplicones del gen n de los ocho pacientes diagnosticados, pues en
México ya se han reportado algunas secuencias de este gen y por lo tanto seria facil su comparacion. Las
secuencias del gen n de 7 de los 8 pacientes diagnosticados, se agruparon en el mismo genotipo usando
los genes fy h (Anexo 6). Y en el caso del paciente D solamente coincidieron en los agrupamientos de los

genesnyf.

Cada vez hay mas estudios de genotipificacion del virus del moquillo canino en el mundo y se puede
observar que, aunque solamente haya un serotipo reportado de este virus, el nUmero de genotipos o
linajes con diferentes virulencias van en aumento y lo que es sorprendente, el nimero nuevos hospederos
incrementa cada vez mas, repercutiendo asi en el control de la enfermedad por medio de la vacunacién.
En el caso de México que se encuentra en la region de Norteamérica, en la cual se han aislado virus tanto
de animales domésticos como de animales salvajes, se han asignado cuatro genotipos: dos de ellos,
Ameérica 1y América 2 que tienen ya tiempo de haberse identificado; en cambio los otros dos son nuevos
genotipos, América 3 y América 4 que recientemente han sido aislados y clasificados (Gamiz et al., 2011;
Wilkes et al., 2014; Riley and Wilkes 2015; Pope et al., 2016; Wostenberg et al., 2018). En este trabajo, de
las 8 muestras que fueron genotipificadas, en siete pacientes se aislo el genotipo de América 3. Esto resulta
importante, pues justamente en este genotipo, actualmente no hay muchas secuencias reportadas,
solamente existe una secuencia para el gen f, sin embargo, para el gen h, si se han reportado mas

secuencias como se observan en los cladogramas de los Anexos 7y 8.

Existen mas genotipos aislados en otras partes del mundo que se ha reportado no pertenecer a la region
de Norteamérica, como es el caso del genotipo tipo Artico (Artic-like) (Pardo et al. 2005), lo interesante de
este trabajo de tesis, es que se logro aislar en la muestra de un paciente el genotipo Rockborn (Rockborn-

like) en el gen h, pero en la secuencia del gen f en el mismo paciente, encaja en el grupo del genotipo de
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América 1, esto se puede deberse a que todavia no hay muchas secuencias del gen f como ya se mencioné
anteriormente, en este caso solo se encontrd una secuencia completa aislada en un perro y otra secuencia
parcial de la cepa vacunal que lleva el mismo nombre de este genotipo (Anexo 7), por lo tanto se dispone
de informacién limitada del genotipo Rockborn en lo que respecta al gen fy n. Por lo que seria interesante
en trabajos futuros, contar con un numero mayor de muestras para corroborar si en la Ciudad de

Ensenada, existe una incidencia del genotipo Rockborn.

La cepa vacunal Rockborn no pertenece al genotipo América 1 como el resto de las cepas vacunales. De
hecho, esta vacuna se sacé del mercado porque se sospechd que esta cepa presentaba virulencia residual
después de que hubo varios informes sobre pacientes enfermos relacionados con la vacuna (Haig, 1956;
Harley, 1974; Bestetti et al., 1978; Krakowka et al., 1982; Cornwell et al., 1988; McCandlish et al., 1992;
Gloyd et al., 1995). Sin embargo, se sabe que la vacuna sigue en el mercado y que se han aislado virus de
campo del moquillo canino de carnivoros domésticos y silvestres en donde exhiben identidades de
nucleétidos superiores al 99% con la cepa Rockborn (Martella et al., 2011). Por lo tanto, estos virus son
considerados parecidos a Rockborn (Rockborn-like) y es por esto que surgioé este genotipo. En el caso de
nuestro trabajo, el paciente del cual se identificd este genotipo, si fue vacunado antes de presentar la
enfermedad, pero no con esta cepa vacunal, si no con la cepa Lederle (perteneciente al genotipo de
América 1). Actualmente se ha comprobado que es muy poco probable que haya una virulencia residual
vacunal, si no que se sospecha de virus analogos que hay en algunos nichos ecoldgicos y que los pacientes
se pueden llegar a infectar antes o después de la vacunacién (Martella et al., 2011). En el caso de este
paciente, cachorro, si estuvo expuesto a otros perros y animales después de la vacunacion, ya que los
propietarios comentan que en varias ocasiones lo llevaron a un rancho, pudiéndose sospechar la mezcla
de los materiales genéticos del virus de campo y la cepa vacunal, sin embargo esto no es claro y por lo
tanto seria indispensable esperar a obtener una nueva serie de pacientes infectados y verificar si existen

mds secuencias del genotipo Rockborn en los genes ny fy poderlas comparar.

6.3 Relacion del genotipo viral del moquillo canino y la eficacia del tratamiento

con AgNPs.

Si bien se ha visto que el tratamiento de AgNPs presenta buenos resultados en pacientes que no presentan

signologia nerviosa (Bogdanchikova et al., 2016), se tiene la sospecha de que la eficacia del tratamiento
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antiviral con AgNPs para este grupo perros podria estar relacionado con el genotipo del virus. Esto se debe
a que existen cepas del virus que presenta mayor virulencia y afectan casi de forma directa al sistema
nervioso, ademas de que en algunas temporadas se llegd presentar una mejor respuesta en los pacientes
que presentaban signologia nerviosa sospechando que era otro genotipo infectante. Es por esto que, para
tener un panorama mas claro, es indispensable conocer mas de cerca el agente causal de esta enfermedad
y ver si las diferencias o similitudes entre los genotipos que se encuentran en la ciudad de Ensenada estan

relacionadas con la eficacia del tratamiento de AgNPs.

En los resultados obtenidos se logré diferenciar que pacientes en que los se aislé el genotipo de América
3 no funcioné el tratamiento con AgNPs, en comparacién con el paciente en donde se aisl6 el genotipo
Ameérica 1/ tipo Rockborn que sobrevivié a dicha enfermedad. Al igual que esta diferencia presentada,
también cabe destacar que los pacientes infectados con el genotipo América 3 presentaron signologia
nerviosa y el paciente infectado con el virus de América 1/ tipo Rockborn no presentd signologia nerviosa.
En el estudio de Bogdanchikova y colaboradores, se reportdé que el tratamiento antiviral con AgNPs era
efectivo Unicamente en los pacientes con signologia no-nerviosa, y en aquellos perros infectados con
signologia nerviosa el tratamiento no fue eficaz y los perros fallecieron. Eso da la pauta para indagar qué
diferencias existen entre los virus que afectan a los perros con signologia no-nerviosa y aquellos que

ocasionan afecciones nerviosas.

Se ha demostrado que la N-glicosilacidn es importante para el correcto plegamiento, transporte y funcion
de las glicoproteinas F y H de otros paramixovirus (Ng et al., 1990; Hu et al., 1994; McGinnes et al., 2001;
Segawa et al., 2003) y que los aa de cisteina son un importante factor para los enlaces de disulfuro y la
estructura estérica de las proteinas. La proteina F del nuevo genotipo América 3 presenta 7 N-
glicosilaciones y 17 cisteinas, mientras que el genotipo América 1 solamente presenta 4 N-glicosilaciones
y 16 cisteinas. En el caso de la proteina H, el genotipo América 3 y el genotipo tipo Rockborn presentan 8
N-glicosilaciones y 12 cisteinas. Teniendo esto en cuenta, principalmente en el gen f, en donde hay
diferencias entre los dos genotipos, estudios previos sugieren que la N-glicosilacion de las glicoproteinas
virales desempefian un papel critico en el ciclo de vida y en los mecanismos de virulencia, tales como la
unién a los receptores de la superficie celular y la proteccidén contra la neutralizaciéon de anticuerpos
(Moeller et al.,, 2001; von Messling et al., 2003; Aguilar et al., 2006; Kim et al.,2008). Por lo que en las
nuevas cepas de campo aisladas en perros vacunados se ha visto que estas presentan un mayor niumero
de N-glicosilaciones en comparacion con la cepa vacunal Onderstepoort, la cual solo presenta 4 en cada

gen (fy h), lo que sugiere que entre mayor es el nimero de N-glicosilaciones mayor es la virulencia del
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virus, ademas de que se ha reportado que tales virus pueden desencadenar reacciones inmunosupresoras

(Pfeuffer et al., 2003).

Los resultados obtenidos sugieren que el genotipo de América 3 es mas virulento y pudiera llegar a
inmunosuprimir a los pacientes, ya que como también se pudo observar en el estudio de Bogdanchikova
y colaboradores en el 2016, los pacientes que no sobrevivieron ademas de presentar signologia nerviosa
presentaban niveles bajos de anticuerpos, en comparacién con los pacientes que sobrevivieron con la

ayuda del tratamiento de AgNPs.

Existen reportes que sugieren que la actividad antiviral de las AgNPs, se da principalmente por la
interaccion de las AgNPs con los enlaces disulfuro de las proteinas virales, interaccionando con los grupos
grupos sulfhidrilos, ocasionando la desnaturalizacidn de las proteinas al reducir los puentes disulfuro tal
como sucede con los iones de plata y como se demostré en el virus del VIH, en donde las AgNPs se unen
a la glicoproteina 120, la cual presenta estos puentes disulfuro en los sitios donde se lleva la interaccién
con los CD4, impidiendo asi su infeccion (Elechiguerra et al., 2005; Lara et al., 2010). Por lo tanto, es posible
que las AgNPs se unan a las glicoproteinas F y H del virus del moquillo canino. Sin embargo, por las
diferentes caracteristicas de virulencia e inmunosupresion que presenta cada genotipo del virus y que
estan relacionadas a la presencia de un mayor nimero de N-glicosilaciones y cisteinas, es factible que las
AgNPs puedan desestabilizar las proteinas virales como la glicoproteina F, que sean menos estables en su
conformacion y por lo tanto que contengan un menor numero de cisteinas, enlaces disulfuro y N-

glicosilaciones.

Por lo tanto, como se observa en los resultados, existe una relacion entre los genotipos aislados y |a eficacia
que presentan las AgNPs y esto pudiera deberse a las propiedades bioquimicas de las glicoproteinas virales
F y H que presentan los diferentes genotipos identificados. Como se menciond, se ha reportado que el
grado de virulencia de un genotipo esta relacionado con la cantidad de N-glicosilaciones y el nUmero de
enlaces disulfuro en las glicoproteinas virales F y H. Por ello, conocer el genotipo de los virus del moquillo
canino que inciden en la Ciudad de Ensenada Baja California nos permitird realizar un diagnéstico oportuno
de los pacientes y a la vez determinar a priori si el tratamiento con AgNPs pudiera ser eficaz en esos

pacientes.
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Capitulo 7. Conclusiones

1. En este trabajo, se logré diagnosticar pacientes sospechosos al virus del moquillo canino por medio de
RT-PCR, técnica poco empleada todavia en las clinicas veterinarias, logrando amplificar un fragmento de

un gen (n) muy conservado de este virus.

2. Los estudios resportados sobre la genotipificacion del virus de moquillo en México son muy escasos, por
lo tanto, con este trabajo se aporta mayor informacion relacionada sobre los genotipos virales que circulan
en la region Noroeste del pais, ya que la mayoria de los estudios realizados han sido en el centro del pais

y utilizando el gen h.

3. En este trabajo por primera vez se utilizd el gen f para genotipificar la muestra de los pacientes

diagnosticados con el virus del moquillo canino.

4. Se encontré que la mayoria de las secuencias genotipificadas de los pacientes diagnosticados,
pertenecen al genotipo América 3 el cual tiene relativamente muy poco tiempo que se empezd aislar.
También se identificd otro genotipo llamado tipo-Rockborn, del cual también existen muy pocas

secuencias reportadas en Norteamérica, pues este genotipo no pertenece a esta region.

5. Se determind que las secuencias del gen f en los pacientes infectados con el genotipo viral América 3,
presentan un mayor numero de N-glicosilaciones y cisteinas comparadas con el genotipo tipo-Rockborn e
incluso con el genotipo de la cepa vacunal Onderstepoort, que es de las mas usadas en todo el mundo. Se
ha reportado en estudios previos de este virus, que un mayor nimero de N-glicosilaciones estd relacionado
con una mayor virulencia e inmunosupresidon pudiendo afectar directamente al sistema nervioso, es por
esto que los pacientes con el genotipo de América 3 presentaron signologia nerviosa y no se recuperaron
aun con el tratatamiento de AgNPs, en contraste con el paciente con el genotipo tipo-Rockborn/ América

1 que no presentd signologia nerviosa y se recuperd sin secuelas con la ayuda de las AgNPs.

6. Es posible sugerir que la eficacia del tratamiento antiviral con AgNPs, depende del genotipo viral, pero,
sobre todo, de la cantidad de N-glicosilaciones, nimero de cisteinas y enlaces disulfuro, lo que las hace ser
menos estables y por lo tanto faciltar la desestabilizacion de las proteinas virales mediante la unién de las

AgNPs con las proteinas virales pricipalmente la glicoproteina F.
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7. Con este estudio, es posible determinar que aquellos pacientes infectados con el genotipo tipo-
Rockborn, tienen una mayor probabilidad de responder de manera favorable al tratamiento antiviral con
AgNPs, no asi en el caso de los pacientes infectados con el genotipo de America 3, quienes tienen escasas

probabilidades de sobrevivir a la enfermedad del moquillo canino.
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Anexo 1. Tabla de la historia clinica completa de los pacientes

PACIENTE EDAD RAZA SEXO SIGNOLOGIA VACUNACION | DIAGNOSTICADO TRATAX:E':IO CON FALLECIO
GOLIATH 2 afios Labrador Macho | Neuroldgico No Si No Si
ROMINA 6 meses Chihuahua Hembra | Neuroldgico No Si No -
JUGUETON | 8 afios Pug Macho | Neurolégico No No No No
BRUNO 8 afios Boxer Macho | Neurolégico Si No No No
ELA 2 afios Basset Hound Hembra | Neurolégico No No No Si
DRAKO 1 afio Pastor Belga Macho | Neuroldgico Si No No Si
AMAZONA | 3 afios Poodle Hembra | Neuroldgico, digestivo Si Si Si No
BRADY 18 meses | Golden Macho | Neuroldgico, digestivo Si Si Si No
SATYN 9 meses Mestizo Hembra | Neuroldgico, respiratorio No Si Si Si
BENITO 5 meses Labrador Macho | Neuroldgico, respiratorio Si Si Si No
OKI 6 afios Golden Macho | Neuroldgico, respiratorio No Si Si No
SBEKA 2 afios Vizsla Macho | Neuroldgico, respiratorio Si Si Si No
JENA 3.5 meses | Boxer Hembra | Neuroldgico, respiratorio Si Si Si Si
DON 1.4 afios Weimaraner Macho | Neuroldgico, respiratorio, Si Si Si No
digestivo
BICO 8 meses Husky Macho | Neuroldgico, respiratorio, Si Si No Si
digestivo
COYOTA 8 afios Pit bull mix Hembra | Neuroldgico, respiratorio, No No Si Si
digestivo
ALFREDO 11 meses | Pug Macho | Neuroldgico, respiratorio, No No Si Si
digestivo
BAILEY 3 afios Mestizo Macho | Neurolégico, respiratorio, No No Si No
dermatoldgico
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TRATAMIENTO

PACIENTE EDAD RAZA SEXO SIGNOLOGIA VACUNACION | DIAGNOSTICADO CON AgNPs FALLECIO

LEIKA 7.5 meses | Bulldog frances | Hembra | Neuroldgico, respiratorio, Si Si Si Si
ocular

ALISHA 4 meses Pit bull Hembra | Neuroldgico, respiratorio, No No No No
ocular

ROLO 3.5 meses | Pastor Alemdn | Macho | Neurolégico, digestivo, si Si Si No
ocular

CoTY 3 meses Mestizo Hembra | Neurolégico, digestivo, No Si No Si
ocular

ROCKO 1.5 afios Pekines Macho | Neuroldgico, digestivo, No Si Si No
ocular

MALUMA 4 meses Mestizo Macho | Neuroldgico, No No Si Si
dermatoldgico, ocular

SLINKI 3 meses Dachhound Macho | Neuroldgico, digestivo, Si No Si Si
ocular, respiratorio

SURY 4 afios Schnauzer Hembra | Neuroldgico, digestivo, No Si Si Si
ocular, respiratorio

JOSHI 5 meses Akita Macho | Neuroldgico, digestivo, Si Si Si Si
ocular, respiratorio

LOGAN 5 meses Pastor Macho | Neuroldgico, digestivo, Si Si Si Si

Holandes ocular, respiratorio

HARU 2 afios Pug Hembra | Neuroldgico, ocular, Si Si No Si
respiratorio, dermatoldgico

LUNAR 2 meses Pug Macho | Neuroldgico, digestivo, Si Si Si Si
ocular, respiratorio,
dermatoldgico

LAZARO 2 meses Pug Macho | Neuroldgico, digestivo, Si Si si Si
ocular, respiratorio,
dermatoldgico

MAX 6 meses Pit bull Macho | Neuroldgico, digestivo, Si Si Si Si

ocular, respiratorio,
dermatoldgico
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TRATAMIENTO

PACIENTE EDAD RAZA SEXO SIGNOLOGIA VACUNACION | DIAGNOSTICADO CON AgNPs FALLECIO

NIKY 8 afios Schnauzer Hembra | Digestivo No Si No No

HUNTER 3 meses Husky Macho | Digestivo Si Si Si Si

MACA 5 meses Mestizo Hembra | Digestivo Si No No No

ANASTASIA 1 afio Pit bull Hembra | Respiratorio No No No Si

CHINGADERA | 4 meses Pit bull/ Pastor | Hembra | Respiratorio No Si No No

Australiano

SYRA 6 afios Schnauzer Hembra | Respiratorio No No Si No

JACK 3 meses Husky Macho | Ocular No Si Si No

RAYITO 3 afios Husky Macho | Ocular, respiratorio Si Si Si No

LOBO 6 meses Husky Macho | Digestivo, Respiratorio, Si Si Si No
ocular

MASSON 6 meses Husky Macho | Digestivo, Respiratorio, No No No Si
ocular

MANCHAS 5 meses Mastin mix Hembra | Digestivo, Respiratorio, Si No Si Si

ocular, dermatoldgico
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Anexo 2. Pacientes diagnosticados por PCR que no amplificaron en los genes fy h (genotificacacion).

Paciente| | Paciente) | Paciente K | PacienteL | Control- | Control+ Marcador

<= 2000 pb

<+— 1500 pb

<«— 1000 pb

<«— 500pb

Figura 21. Productos de PCR para genotipificacion del virus del moquillo canino con el par de oligonucledtidos
de ArglF (681 pb). Carril 1 al 4: Pacientes I, J, Ky L que no amplificaron (Tabla 9), Carril 5: control negativo,
Carril 6: control positivo, Carril 7: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich.

Paciente | | Paciente)

Paciente C| Paciente D| Paciente Al Paciente K | Paciente L | Control -

Control +|  Marcador

Figura 22. Productos de PCR para genotipificacién del virus del moquillo canino con el par de oligonucledtidos
de ChilHf-EUA1Hr (1422 pb). Carril 1, 2, 6 y 7: Pacientes |, J, Ky L que no amplificaron (Tabla 9), Carril 3,4y
5: Pacientes C, D y A que amplificaron, Carril 8: control negativo, Carril 9: control positivo, Carril 10: marcador

de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de la marca Sigma-Aldrich. En el carril 7 del paciente L se formaron
concatdmeros.
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Anexo 3. Alineamiento nucleotidico y animoacidico de las secuencias del gen n de los 8 pacientes y la cepa vacunal Onderstepoort.

Alineamiento nucleotidico gen n

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B e T e T Y

Onderstepoort GACATAGAAGTTGATAATGCTGAGCAATTCAATATATTGCTAGCTTCCATCTTGGCTCAAATTTGGATCCTGCTAGCTAAAGCGGTGACTGCTCCTGATA
Paciente A ............... R G. it C..ooien A..Cooivviiiin.
Paciente B ............... Gt e e e G..iii i C........ A..C...........
Paciente C ............... Gt e e e e G.. it C........ A..C.............
=T o = ¢ = 0
Paciente E = ............... R G..oiii i [ A..C...oviviin.
Paciente F ............... Gt e e e G.. .ot C........ A..C......ii.
Paciente G ............... Gt e e e G. it C..ooinnn A..Cooiviiiiin.
Paciente H @ ............... R G.. ottt C........ A..C.............

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

T e e
Onderstepoort CTGCAGCCGACTCGGAGATGA GGTGGATTAAGTATACCCAG

GACGTGTGGTCGGAGAATTTAGAATGAACAAAATCTGGCTTGATATTGTTAG

Paciente A ............. B [ 7
Paciente B ............. A C.oviiiin. S
Paciente C ............. P C.o.oiiii. S
=T < = ¢ = 0
Paciente E = ............. e C.oviiiins S
Paciente F ... .. ... i i e C..ooiiii. 7
Paciente G @ ............. B [ 7
Paciente H @ ............. B C.ooviiii. S
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B e T e I T e I
Onderstepoort AAACAGGATTGCTGAGGACCTATCTTTGAGGCGATTCATGGTGGCGCTCATCTTGGACATCAARACGATCCCCAGGGAACAAGCCTAGAATTGCTGARAATG
Paciente A G e 2 G........... A........ T G
Paciente B .......... ... ... 2 G........... A........ N G
Paciente C Gt e e 2 G...... ... Ao Tt e et ittt it it i e e e e e e e
Paciente D L e 7
Paciente E = .......... ... ... 2 G........... A........ S G
Paciente F ................... P 7
Paciente G .......... ... . ... 2 G........... A........ S G
Paciente H @ ................... 2 G........... A........ S G



310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T e e e e e e
Onderstepoort ATTTGTGATATAGATAACTACATTGTGGAAGCTGGGTTAGCTAGTTTCATCCTAACTATCAAGTTTGGCATTGAAACTATGTATCCGGCTCTTGGGTTGC
Paciente A ... e Al b A i e e e
Paciente B . ... ... e AL T A e e e e e
Paciente C ... .. ... e AL b 7
=T o = ¢ T 0
Paciente E . ... ... .. e AL T, A e e e e e
Paciente F e e e e e e b 7
Paciente G ... ... ... e A b 7
Paciente H . ... .. ... . e e AL T A e e e e e e
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T e e
Onderstepoort ATGAGTTTTCCGGAGAATTAACAACTATTGAATCCCTCATGATGCTATAT CAGATGGGTGAAACAGCACCGTACATGGTTATCTTG! CTCTGT
Paciente A ............. G..G........ [ P TC....... T.....
Paciente B ............. G..G........ [ P TC....... T.....
Paciente C ............. G..G........ [ e TC....... T.....
=T o = ¢ = 0
Paciente E = ............. G..G........ [ I 1 TC....... T.....
Paciente F ................ G........ [ e
Paciente G @ ............. G..G........ [ e TC....... T.....
Paciente H = ............. G..G........ [ N TC....... T.....
510 520 530 540
e e e e
Onderstepoort TCAAAACAAATTTAGTGCAGGGTCCTACCCATTGCTCTGGAGTTATGCT
Paciente A C..G.....iiiiiiiin Cor e A.....
Paciente B C..G....iiiiii G e A.....
Paciente C C..G....iii it A e A.....
Paciente D .. e e e
Paciente E C..G....iiiiii G e
Paciente F C..G....oiiiiiiiin Gt e e
Paciente G C..G....oiiiiiiiin G
Paciente H C..G..oiiii it G e A.....
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Alineamiento aminoacidico gen n

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P T e e e e I
Onderstepoort DIEVDNAEQFNILLASILAQIWILLAKAVTAPDTAADSEMRRWIKYTQORRVVGEFRMNKIWLDIVRNRIAEDLSLRREMVALILDIKRSPGNKPRIAEM

Paciente A ..... Dt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Paciente B ..... D i e e e e e e e e e e e e e
Paciente C = ..... D it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
=T o = ¢ T 0
Paciente E = ..... D i e e e e e e e e e e e e e e e e
Paciente F ..... Dt e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Paciente G = ..... Dt e e e e e e e e e e e e e e e
Paciente H = ..... Dl e e e e e e e e e e e e e e e

Onderstepoort ICDIDNYIVEAGLASFILTIKFGIETMYPALGLHEFSGELTTIESLMMLYQOMGETAPYMVILENSVQNKFSAGSYPLLWSYA

Paciente A e e e e e N.
Paciente B L e e e e e e N.
Paciente C e e N.
Paciente D e e e e e e e e
Paciente E e e e e e e
Paciente F e e e e
Paciente G L e e e e e e e e
Paciente H . e e e N.



Anexo 4. Alineamiento nucleotidico y animoacidico de las secuencias del gen f de los 8 pacientes y la cepa vacunal Onderstepoort.

Alineamiento nucleotidico gen f

Onderstepoort

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

T EOQW P TR EOQOW P

TR BEOQE P

10

20

30

40
[evealonn.

50

60

70 80

. I e I
CACAGGGGAATCCCCAAAAGCTCCAAAACCCAAACACATACCCAACAAGACCGCCCCCCACAACCCAGCACCGAACTCGAAGAGACCAGGACCTCCCGAG

90

100
|

ACA............. AC......oiiiiin. C.ooiviiii T..... A..... A...... T...TC.TCC.G...... A...C...A..
ACA............. AC......iiiiin. C.ooiviiiia. T..... A..... A...... T...TC.TCC.G...... A...C...A..
ACAL . Ll Al C.oiiiiii. T..... A...G.A...... T...TC..CC.G...... A...CT..A..
AL G.......... Co G....iiii G....T........ C e
ACA............. AC......ciiiiin. C.ooiviia. T..... A..... A...T..T...TC..CC.G...... A....T..A..
TACA............ TAC.G........oounn. C.oooinl. A...T..... A..... A...... T...TC..CC.G...... A....T..A..
ACA............. AC. ... C.ooviii. T..... A..... A...... T...TC.TCC.G...... A...C...A..
ACA............. AC......iiiiin. C.ooiviiia T..... A..... A...... T...TC.TCC.G...... A...C...A..
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
D T P S O O T T O L e e T I T T IPTrIrEy IO [P TR
CACGACACAGCACAACATCAGCTCAGCGATCCACGCACTACGATCCTCGAACATCGGACAGACCCGTCTCCTACACCATGAACAGGACCAGGTCCCGCRAA
......... A.........G..C...............Cc.T.G...C..............G......CcA.C....A........AG......TTT. .
......... A.........G..C...............Cc.T.G...C..............G......CcA.C....A........AG......TTT.
......... A........TG..C...............C.T.G..T...............G......CA.C....A.........G.......TT
............ e o
......... A...G.....G...........T......C.T.G..T...............G......CA.C....A........AG......TTT.
......... A.........G.....C.....T..A...C.T.G..T...............G......CA.C....A........AG......TTT.
......... A.........G..C...............C.T.G...C..............G......CcA.C....A........AG......TTT.
......... A.........G..C...............Cc.T.G...C..............G......CcA.C....A........AG......TTT.
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T e T e I e I T I I | B B N | e
GCAAACCAGCCACAGATTGAAGAACATCCCAGTTCACGGAAACCACGAGGCCACCATCCAGCACATACCAGAGAGTGTCTCAAAAGGAGCGAGATCCCAG
T T...A..CAG.T...... T.G.C.......G...... G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.
To.... T...A..CAG.T...... T.G.C.......G...... G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.
T...C........ CAG.C........ G.C....A..G...... G..G..TT....TT....C.T............. CC...iiiii G.
...... | L
Tl T...A..CAG.T...... T.G.C....... .T.G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.
Tl T...A..CAGGT...... T.G.C.......G...... G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.
T.o.... T...A..CAG.T...... T.G.C.......G...... G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.
To.... T...A..CAG.T...... T.G.C.......G...... G..GT.TT....TT....C.T............. CC....... A....... G.



Onderstepoort ATC

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort CTCAGATA

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

TOQEMEODOQW R TOQORMEOOQOW P

TOa"MEDOQW P

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
e e S I I
GAAAGGCGGCAACCCAATGCAATCAACTCAGGCTCTCATTGCACCTGGTTAGTCCTGTGGTGCCTCGGAATGGCCAGTCTCTTTCTTTGTTCCAAGG

T..A....A...... T.o..o.... C.iiiii CG. .o e A..... G.A. ... i
T..A....A...... Tooooeen.. C.ooiiiiii i CG.A. . ... i A..... G.A. ...
T..A........... T..... C...C....iiiii. G e A....... A e
......................................... [ A €
T..A........... T.oooooen.. Coiiiiii CG. it e A..... G.A.. ...
T..A.....ivnn. A........ C.oooiiii. T..CG. .ttt A..... G.A. ... e
T..A....A...... P C.oiii CG. .o e A..... G.A. ...
T..A....A...... Tooooeen.. Cooiiiii CG. .o e A..... G.A. ...

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

| TS e e e s I

CATTGGAATAATTTGTCAACTATTGGGATTATCGGGACTGATAGTGTCCATTACAAGATCATGACTAGGCCCAGTCACCAGTACTTGGTCAT
..................................... C........C..C...........T. .. A ..A..
..................................... C.......ClCe T A ..A..
..................................... [ e |
..................................... C........C..C.i i T A WAL
..................................... C........C..C...... .. ..l AL ..A..
..................................... C........C..C...... .. ... T, .. A ..A..
..................................... C........C..Coi T LA WAL

510 520 530 540 550 560 570

Onderstepoort AAAACTGATGCCTAAT!

C..iiis T
[ T
C..viiii. T
[ T
C..iiis T
C..iii. T

- P e
GTTTCACTTATAGAGAATTGTACCAAAGCAGAATTAGGTGAGTATGAGAAATTA
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Alineamiento aminoacidico gen f

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T e e e e e e e
Onderstepoort HRGIPKSSKTQTHTQODRPPQPSTELEETRTSRARHSTTSAQRSTHYDPRTSDRPVSYTMNRTRSRKQTSHRLKNIPVHGNHEATIQHI PESVSKGARSQ
Paciente A .NR...RP......... L.Q.H...SSG...PQ...N......... HG........ HH....A.FC..S.YKSD..SA. .D.GGI.L.TS....Q....R
Paciente B .NR...RP......... L.Q.H...SSG...PQ...N......... HG........ HH....A.FC..S.YKSD..SA. .D.GGI.L.TS....Q....R
Paciente C NR...R....... . L.Q.H...SAG...LQ...N..L...... HGL....... HH....A..C..ST..SD...A.RD.GGI.L.TS....Q....R
Paciente D .K...R Pooiiiinnnn, I..P...viivnn. I........ S T I...M...........
Paciente E .NR...RP......... L.Q.H SAG FQ...N......... HGL....... HH A.FC..S.YKSD..SA..D.GGI.L.TS....Q....R
Paciente F YROLULVIP. ... NL.Q.H SAG FQ...N....H HGL....... HH A.FC..S.YKSG..SA..D.GGI.L.TS....Q....R
Paciente G .NR...RP......... L.Q.H SSG PQ...N......... HG........ HH A.FC..S.YKSD..SA..D.GGI.L.TS....Q....R
Paciente H .NR...RP......... L.Q.H SSG PQ...N......... HG........ HH A.FC..S.YKSD..SA..D.GGI.L.TS....Q....R

110 120 130 140 150 160 170 180 190

e e e I
Onderstepoort IERRQPNAINSGSHCTWLVLWCLGMASLFLCSKAQIHWNNLSTIGIIGTDSVHYKIMTRPSHQYLVIKLMPNVSLIENCTKAELGEY.
Paciente A FK...S..T P.o....... I D.vivivninnnn
Paciente B FK...S..T PY. Ll T D.vivinninnnn
Paciente C FK...S.PT....Q........ Y D...oooviiin
Paciente D = ............. Q... T e e e e e e D.vivivninnnn
Paciente E FK...S..T....P........ Y 0
Paciente F FK...H..T...FP........ T D..vivninnn.
Paciente G FK...S..T....P........ N D.vivivninnn
Paciente H FK...S..T....P........ T D.vivinninnn



Anexo 5. Alineamiento nucleotidico y animoacidico de las secuencias del gen h de los 8 pacientes y la cepa vacunal Onderstepoort.

Alineamiento nucleotidico gen h

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e e e T I e
Onderstepoort ACTGGAGTTCGATTTCACCAAGTATCAACTAGTAATATGGAATTTAGCAGATTGCTGAAAGAGGATATGGAGAAATCAGAGGCCGTACATCACCAA
Paciente A .............. Coivvinninnn. T L 2
Paciente B .............. Coivviniinn T L Y
Paciente C ... .. ... e e C..CG.......... Tt it et ettt et e e e e e
Paciente D ... ... . ... e L
Paciente E = .............. Cote e CLCCG. ittt it e e e e e e P
Paciente F .CGAG. ..... Ct e L 2
Paciente G .............. Coivvinninn. T L 2
Paciente H @ .............. Covvininn T L Y
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e e | R T I I
Onderstepoort TAGATGTCTTGACACCGCTCTTCAAGATTATTGGAGATGAGATTGGGT TACGGTTGCCACAAAAGCTAAACGAGATCAAACAATTTATCCTTCAAAAGAC
Paciente A ....... T..... G...oiviin. A e e C.oovvinnt. - Cooiiiii il
Paciente B ....... T..... G......o.... A e [ A e C.oiiii it
Paciente C = ....... T..... G..oviiin.. A e [ A e Coviniii e
Paciente D ..., .. ..., A e e e e -
Paciente E = ....... T..... G.....in. A........ Gl e [ A e Coiiii il
Paciente F ....... T..... Covvvinnnt A e e C.oovvinnt A e e Coviviiiiiia
Paciente G @ ....... T..... G...oiviin. A e e C.oovvinnt. A e Cooiiiii il
Paciente H = ....... T..... G......... A e i e e C.oooiivt. AL e Coivviiiiii
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B e T I I | . | P P R R I [ P | | o | | .
Onderstepoort AAATTTCTTCAATCCGAACAGAGAATTCGACTTCCGCGATCTCCACTGGTGCATTAACCCGCCTAGTACGGTCAAGGTGAATTTTACTAATTACTGTGAG
Paciente A Lo.Clll i T.....G.....vn.. 2 C..... A....... AL A e e ..T
Paciente B B T.....G.....vin.. 2 C..... A....... S ..T
Paciente C B T.....G...oiiiiin. T A....... N ..T
Paciente D e A....... AA. ... .oivinnnn Ao ..T
Paciente E Coiiiiiiaa, T.....G...ooiiiiit. A C..... A....... N ..T
Paciente F B T.....G.oiiiiii. 2 C..... A....... N ..T
Paciente G Coiiii T.....G.....vn.. 2 C..... A....... AL A e ..T
Paciente H Coiiaia, T.....G..... ... 2 C..... A....... AL A e .T



310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

e e e e T T I e

Onderstepoort TCAATTGGGATCAGAAAAGCTATTGCATCGGCAGCAAATCCTATCCTTTTATCAGCCCTATCTGGGGGCAGAGGTGACATATTCCCACCACACAGATGCA
Paciente A Al i A..... CC.G..... S T.........
Paciente B AL e Y A..... CC.G..... S T.ooienonn
Paciente C A e B C..... CC.G..... NP Tovininnnn
Paciente D A........ C........ e Coviii A..C..CA.A. .. it i i T.........
Paciente E Al Y A..... CC.G..... S T.ooienonn
Paciente F A e B A..... CC.G..... N T..T..ovennn.
Paciente G Al e e A..... CC.G..... S T.........
Paciente H AL e Y A..... CC.G..... S T.ooienonn

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

e T e e I I I e e

Onderstepoort GTGGAGCTACTACTTCAGTAGGCAAAGTTTTCCCCCTATCAGTCTCATTATCCATGTCTTTGATCT GAACCTCAGAGGTAATCAATATGCTGACCGC
Paciente A ........ G C.oooviiinn Gt e GA G e AA...... Ao A.....
Paciente B ........ G C.oooiiin. G.i i GA....G.... i AA...... Al A.....
Paciente C ........ G [ G...iiiiii G G..... G........ - AA...... Al A.....
Paciente D ... i, [ A..... Gttt e A...... Ao A.....
Paciente E = ........ G [ e GA....G.... .t i AA...... AL e e
Paciente F ........ G [ Gt GA....G..oi i AA...... Al A.....
Paciente G = ........ G C.ooviinnn G. it GA G e AA...... Ao, A.....
Paciente H = ........ G [ e GA....G.....ii i i AA...... Al A.....

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

e e T e e T I I e e

Onderstepoort TATCTCAGACGGCGTGTATGGCAAAACTTACTTGCTAGTGCCTGATGATATAGAAAGAGAGTTCGACACTCGAGAGATTCGAGTCTTTGAAATAGGGTTC
Paciente A ....... A....A........ T..G..... T..A...iiinnn.. T....T...GAG........... AAA. ... . i G.........
Paciente B ....... A A........ T..G..... T..A. .. ... T....T...GAG........... A A A. . . i G.........
Paciente C = ....... A A........ T....o.... T..A..... C...... T....T...GAG........... AAA. ... . i G.........
Paciente D = ............ A........ Toooovonn B T....T...G.G........... GAA. ... .. G.........
Paciente E == . ...... A A........ T..G..... T..A. .. ... T....T...GAG........... A A A. . . i G.........
Paciente F ....... A A........ T..G..... T..A....ovnnn. T....T...GAG........... AAA. ... . i G.........
Paciente G @ ....... A A........ T..G..... T..A...vivennn.. T....T...GAG........... AAA. ... .. i G.........
Paciente H @ ....... A A........ T..G..... T..A. ... T....T...GAG........... A A A. .. . G.........

89



Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort AGTTGACACTGGCT

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort ATTT

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

TOQEMEODOQW R TOQORMEOOQOW P

TOa"MEDOQW P

610

620
[P [

630

ce [
Onderstepoort ATCAAAAGGTGGCTGAATGACATGCCATTACTCCAAACAACCAACTATATGGTACTCCCGAAGAATTCCAAAGCCAAGGTATGTACTATAGCAGTGGGTG

640

650 660

670 680

690
[

700
[

...... O € X P L S o
...... L € e X I L S o
...... L € X | P o
...... L € e o
...... [ P LI o
...... L € X P P o
...... O e X L S o
...... L € X I Y S o
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
| . S e S e T I T
TCCTTGTGTGTAGAAGAGAGCACTGTATTATTATATCATGACAGCAGTGGTTCACAAGATGGTATTCTAGTAGTGACACTGGGGAT
........................... GTl........C..G..G..G.............A .....G......AA. .. .C...........G.....A..
........................... GT........C..6..G..G.............A......G......AA...C...........G.....A..
................. c.........GT........C..G..G................A......G......A....C .C.........A..A..
............................ T........C.....G.. i A i el GLL LA L
........................... Gl........C..G..G................A......G......ARC..C...........G.....A..
........................... Gl........C..G..G................A......G.T....AA...C...........G.....A..
........................... Grl........C..G..G..G.............A......G......AA...C...........G.....A..
........................... Gl........C..G..G..G.............A......G......AA. .. C...........G.....A..
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
S e e o T I e . | T P e e I

AG ALGoL T
AG....A..G........... T
AG....A..G........ c..T
TG....A. . T............
AG....A..G........... T
AG....A..G..A........ T
AG....A..G........... T
AG....A..G........... T

TGGGCAACACCTATGGATCACATTGAGGAAGTGATACCTGTCGCTCACCCATCAATGAAGAAAATACATATAACAAACCACCGTGGTTTTATAARAA
.AG.
.AG.
.AG.
.AG.
.AG.
.AG.
.AG.
.AG.

90



910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
O e

Onderstepoort GATTCAATTGCAACCTGGATGGTGCCTGCCCTGGCCTCTGAGAAACAAGAAGAACAAAAAGGTTGTCTGGAGTCAGCTTGTCAAAGAAAAACCTACCCCA
Paciente A ........ A e AT ! G..... G...... AA...... A..... G........ G...... T.oo.o.... T
Paciente B ........ - AT ! G..... G...... AA...... A..... G........ G...... Toooo... T
Paciente C = ........ - AT N G..... G...... AA............ G.iii i T, T
Paciente D = ........ GAGCCATC. ............ AG ! G..... G....G.AAG........... G........ G...... T.oo..... T
Paciente E = ........ AL e AT T G..... G...... AA............ G..iiii i T....... T
Paciente F ........ A...... Coviiinii e AT N G..... G...... AA. ... G.iii i T T
Paciente G @ ........ A AC. . e AT ! G..... G...... AA. ... ... G........ G....... T...... T
Paciente H  ........ AL e AT T G..... G...... AA...... A..... G........ G...... T.oooo... T
1010

Onderstepoort TGTGCAACCAAGCG

Paciente A ........... A..
Paciente B ....... T...A..
Paciente C T....C.A
Paciente D = ........... A.
Paciente E = ........... A..
Paciente F ........... A..
Paciente G @ ........... A.
Paciente H @ ........... A..



Alineamiento aminoacidico gen h

10 20
| .

30 40

50

60
[

70

80

90 100
[ B

Onderstepoort TGVRFHQVSTS FSRLLKEDMEKSEAVHHQVIDVLTPLFKIIGDEIGLRLPOQKLNEIKQFILOKTNFFNPNREFDFRDLHWCINPPSTVKVNETNYCE

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

Onderstepoort SIGIRKAIASAANPILLSALS

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

T OQEMEDQWD P

TQEEOQWP

......... T e N
......... T S )
............ e ¢
......................................................................................... KI...L....D
........... D ¢ T ]
AS......... Ve e e e e KI........ D
......... T S
......... D - ¢t L
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
[ L T O e L I L T T I I

GGRGDIFPPHRCSGATTSVG PLSVSLSMSLISRTSEVINMLTAISDGVYGKTYLLVPDDIEREFDTREIRVFEIGE

T..... S
T..... S
T..... S
T..L..S.......oc....
T..... S
T..... S
T..... S
T..... S
210 220

230 240

270

10
=

290 300
S I I

Onderstepoort IKRWLNDMPLLQTTNYMVLPKNSKAKVCTIAVGELTLASLCVEESTVLLYHDSSGSQODGILVVTLGIFWATPMDHIEEVIPVAHPSMKKIHITNHRGFIK

Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente
Paciente

TQHEODQWP

G..S..QV.......... VE............
G..S..QV.......... VE............
G..S..QV.......... VER...........
G...... V.D .S.L.VEN..... P..Y

G..S..QV.......... VE............
G..S..QV.......... VE............
G..S..QV.......... VE............
G..S..QV.......... VE............

92



310 320 330
I T I I

Onderstepoort DSIATWMVPALASEKQEEQKGCLESACQRKTYPMCNQA
Paciente A ........... Voo, N......... S...... T
Paciente B ........... Voo, N......... S...... T
Paciente C ........... Voo, N......... S..... PT
Paciente D . .MSHR VV....... RK......... S...... T
Paciente E = . .......... Voo, N......... S...... T
Paciente F  ..... R..... V.o, N......... S...... T
Paciente G ....NR..... Voo, N......... I...... T
Paciente H @ ........... Voo, N......... S...... T
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Anexo 6. Cladograma en base a la secuencia nucleotidica del gen n de los aislamientos de los ocho pacientes
y aislamientos de cinco genotipos del virus del moquillo canino circulantes en el mundo disponibles en el
Genbank. Se marcaron con rojo las secuencias de los ocho pacientes. La Cepa del virus del sarampién
Edmonston-Zagreb fue utilizada como grupo externo (AY486084.1).

AY4BE0E41  Grupo externo
KYST1530.1° |

KYBT1528 1
AFITETOS A
| AFI054191
Pacients 0 América 1
GU13B403 1

— EF4187831
L Erarsete i _
AYIBEIIST |
AJODGEES 1 Europa
AYIBEINET |
EUTIB3ZIN |
ELISRE210.1 Asia 1
EUTIS241 1]
ELTZI001 |
EUTIGI3T 1
AY443350.1
AYE4D446 1
AFIBIBET 1|
Paciente F |
Raciente G
-2 L1
Racente G
Paciente B
Caccolc
HMTTIT07 1
HMTTIT061
FM00185.1
HMTT1705.1 América 3
F 00151 1
FH001881
FM00180.1
HMTT1704.1
—— FU480186 1
L posaraas
—— HMTT1708 1

— Caukned |

América 2

el
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Anexo 7. Cladograma en base a la secuencia nucleotidica del gen f de los aislamientos de los ocho pacientes
y aislamientos de ocho genotipos del virus del moquillo canino circulantes en el mundo en el mundo
disponibles en el Genbank. Se marcaron con rojo las secuencias de los ocho pacientes. La Cepa del virus del
sarampion Edmonston-Zagreb fue utilizada como grupo externo (AY486084).

AY 486084 1 Grupo externo
EUM92026 17 ]
—— HO540293 1

L— Hoeso1481 |
AVSE41101 —
Paciente F

LagerteHl América 3
Paciente G

Paciente A
Paciente B
—— Patiénie E
Paciente C |
KFE840251 |
KFG84027 1
KC331151.1__|
AFOX6244 1
AYI54114.1 Tipo Rockborn
—

KC25T467 1 Europa 1/
KC25T468 1 sud g 1
KC2sTags | —WUamerica
AY5423122 |
4'; AYAGE011.2 Ameérica 2

Avaas0TT2 |
KYS71530 1 ]
-
AFITETO5.1
{mgnm1 América 1
AF305419 1
EUTH268.1
N
GU138403.1 __|
AB490ETO 1

AB4TA3T 1
AB4G2810.1

Asial

Sudamérica 2

Asia 2
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Anexo 8. Cladograma en base a la secuencia nucleotidica del gen h de los aislamientos de los ocho pacientes
y aislamientos de siete genotipos del virus del moquillo canino circulantes en el mundo en el mundo
disponibles en el Genbank. Se marcaron con rojo las secuencias de los ocho pacientes. La Cepa del virus del
sarampion Edmonston-Zagreb fue utilizada como grupo externo (AY486084).

=

L

—
L

AY4SE084 1
VST 2
Y4B 2
Av4es0TT2__|
GUIZS4031 |
KYST1530 1
AFITETO51
AFI054181 |
ABZSZTITA
ABSZTIE
AB12T291 __|
FHE1T051
FMEITIZN
FME1E961 |
ABI20631 |
ABZIZ064.1
DOEETEHT 1
Pacerte ) |

“FRE1T0Z 1
GUET0819. 1
GUPEEZE0 1

AVSEa114
IXD12868 2
EF0SSTS01 |
KTHETH A ]

=

MFSSHTO
MFES34TZ 1
MFSSI4T1 1
MFS5MTI N

MFE534T4.1

AYBE1101
FPacerte H
!a-c-nkx
F-Im E
Tacerie
—
Pacierie F
—

Pacente E
——
JRERIETITA
Pacierte C

JHEIETH A

Grupo externo

América 2

Ameérica 1

Asia 2

Africa

Asia 1

Tipo Rockborn

América 3



