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l. RESUMEN

El citomegalovirus humano (HCMV) también conocido como herpesvirus 5 (HHV-5),
pertenece a la sub-familia B-herpesviridae y su genoma consiste en DNA de doble cadena.
La infeccion por HCMV tiene una alta prevalencia mundial y es la principal causa de etiologia
infecciosa de defectos al nacimiento. La glicoproteina B (gB) es una de las glicoproteinas de
la envoltura; participa en los procesos de entrada a la célula hospedera y fusién de células
infectadas. Se propuso un esquema para los genotipos, de acuerdo con la diferencia en el
patron de corte mediante digestion con enzimas de restriccion describiéndose 4 genotipos:
gB1, gB2, gB3 y gB4. Se ha propuesto a los genotipos de gB como marcadores de
patogenicidad; sin embargo, no queda claro si ciertos genotipos de gB o mezcla de
genotipos, estan asociados con la presentacion de cuadros clinicos mas severos. Las
variaciones genotipicas en los tejidos de recién nacidos fallecidos con infeccion congénita

(IC) por HCMV no han sido reportadas en México.

El objetivo de este proyecto fue determinar la frecuencia y distribucion de genotipos de gB en
tejidos (cerebro, higado, bazo y pulmén) de recién nacidos pretérmino con IC mediante el
ensayo de PCR-RFLPs.

Se realizd un estudio transversal, retrospectivo y descriptivo. Se seleccionaron 12 casos de
recién nacidos prematuros de la colecciobn de necropsias del Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”, en la Ciudad de México, de acuerdo a criterios
de inclusiébn que se relacionan con sospecha de IC por HCMV (nacimiento pretérmino,
hidrocefalia, calcificaciones cerebrales, efectos citopaticos sugestivos de infeccion viral, entre
otros). Se extrajo DNA de cortes de 10um de bazo, higado, cerebro y pulmoén usando dos
métodos de extraccion: Kit comercial (ZR FFPE DNA MiniPrep™ modificado) y Chelex-
100™. Para detectar el DNA de HCMV, se realiz6 una PCR para amplificar un fragmento de
220bp del gen UL123 (MIE). Los genotipos de gB fueron analizados por PCR-RFLPs del gen
UL55 (gB). Se utilizO DNA extraido de un riion HCMV positivo por ensayo de
inmunoperoxidasa como control positivo. El gen GAPDH se utilizé6 como control de integridad

de DNA. Adicionalmente, se analizo tejido (placenta, bazo y encéfalo) de un 6ébito.

El DNA de HCMV se detectd en 5/12 (42%) de los casos estudiados. El genotipo gB2 se
encontré en 4/5 (80%) de los casos y gB1 en solo 1/5 (20%). Adicionalmente, se encontro



una coinfeccién de genotipos gB1/gB2 en tejido cerebral de uno de los casos. En 2/5 (40%)
de los neonatos fallecidos se encontr6 HCMV en todos los tejidos. Los tejidos méas afectados
fueron el pulmén (5/5) y el cerebro (4/5). La necropsia de todos los casos positivos reporto
hallazgos clinico-patolégicos y efectos citopaticos sugestivos de infeccion por HCMV.
Encontramos una co-infeccién de genotipos gB1/gB2 en el control positivo y genotipo gB1 en

el caso del o6bito.

De acuerdo con la literatura el genotipo gB2 tiene mayor prevalencia en México. Se
encontraron genotipos gB1 y gB2 en la poblacién estudiada, no se encontraron genotipos
gB3 ni gB4. gB2 fue el genotipo méas frecuentemente detectado. Se recomienda estudiar la
correlacion entre genotipos y los hallazgos clinico-patolégicos en los neonatos, ademas de
incluir estudios adicionales para fortalecer el conocimiento de la diversidad genética de

HCMV presente en México.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

Antes de que se lograra la identificacion del virus ya se conocia la enfermedad. En 1881, el
patélogo Hugo Ribbert realizé estudios postmortem con el rifidn de un recién nacido, donde
sefiald por primera vez grandes células “similares a protozoarios”. En 1904 publicé esta
observacion con Léwenstein, encontrando que las células de las glandulas parétidas de las
biopsias de dos neonatos contenian un “cuerpo nuclear central” rodeado de un halo
trasparente.! Fue precedido por la publicacion de Jesionek y Kiolemenoglou, que describian
células similares (de gran tamafio) en células de pulmones, rifiones e higado de un feto luteo

de 8 meses.?

En 1921 Goodpasture y Talbot aplicaron el término citomegalia a estas células, en las que no
pudieron definir parasito alguno y notaron que eran similares a las observadas en la piel de
pacientes con varicela.?® Estas parecen ser las primeras descripciones de células

citomegalicas tipicas con inclusiones intracelulares.

En 1932 Wyatt y col. sugirieron el nombre “enfermedad de inclusion citomegalica
generalizada (CID)” debido a que se habian reportado 25 casos de una infeccion letal
congénita caracterizada por petequias, hepatoesplenomegalia y calcificacion intracerebral, y
todas estas patologias tenian células con inclusiones intranucleares, aunque su etiologia viral

aln no se conocia.l

Eders y col., en 1954, recibieron el Premio Nobel por el aislamiento de poliovirus en cultivos
de células embrionarias humanas.! Esto dio lugar al cultivo de citomegalovirus humano por
parte de Margaret Smith en 1956, que logr6 aislar el virus del rifién de un paciente con CID.*
Anteriormente, Smith trato de aislar el virus de la glandula salival de un paciente, pero no
logro hacerlas crecer en células de raton, demostrandose asi que el virus era especifico de

cada especie.?

En 1960 Weller y col., propusieron el nombre de citomegalovirus (CMV).> En los afios
siguientes se multiplicaron los estudios sobre citomegalovirus humano (HCMV) con lo cual se
reconocio su distribucion mundial, sus efectos en fetos, en pacientes inmunocomprometidos

o inmunosuprimidos, mujeres embarazadas y pacientes trasplantados.



Casi toda la investigacion inicial se concentré en las entidades clinicas (mononucleosis,
renitis) conocidas de CID, la forma congénita diseminada de la infeccidén. Transcurrié otra
década antes de que se descubriera que CID y otras entidades clinicas era solo el principio,
de un numero mucho mayor de infecciones (neumonitis, coriorrenitis, ictericia, petequias) no
evidentes que afectaban regularmente a los neonatos como resultado de la transmision
vertical de HCMV .2

1.2.Etiologia, estructura'y genoma viral.
La familia Herpesviridae se divide en 3 subfamilias: a-herpesviridae, B-herpesviridae y y-
herpesviridae. El HCMV pertenece a la sub-familia B Herpesviridae y es conocido como
Herpesvirus 5 (HHV-5).%

El virus mide de 150 a 200nm de diametro y su estructura (Figura 1) esta compuesta por:

1. La nucleocépside de 100nm con una forma icosapentahédrica con 162 capsomeros
proteicos que contiene el DNA lineal de doble cadena del virus. Esta nucleocapside esta
formada por 3 fosfoproteinas: pp150, pp65 y pp71.

2. Capa proteica denominada tegumento, que rodea la capa anterior y que es una cubierta
amorfa de aproximadamente 38 diferentes proteinas virales (por ejemplo: pp28 y pp66).

3. Una bicapa lipidica que rodea las 2 capas anteriores, formada por 33 proteinas
estructurales, de las cuales 6 son glicosiladas formando glicoproteinas que son gB
(UL55), gM (UL100), gN (UL73), gH (UL75), gL (UL115) y gO (UL74), éstas actuan
como mediadores de la entrada del virus a la célula hospedadora, union célula-célula y
la maduracion del virus. La glicoproteina B (gB) es la principal glicoproteina de esta

envoltura.”8

A. B.

Nucleocapside

Tegumento

dsDNA

Envoltura
(bicapa lipidica) gz

Glicoproteina gC

Glicoproteina gD

Glicoproteina gB Glicoproteina gL/gH
Figura 1. Morfologia de citomegalovirus. A. Crio-microscopia electrénica de HCMV. B. Esquema general de la

estructura de HCMV. (Modificado de Dai, 2013).% 10
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HCMV es el virus mas grande de los herpesvirus y contiene ~235 Kpb de DNA en su
genoma. Se estima que su genoma contiene aproximadamente 250 ORF’s en su genoma.!!
Algunos de los genes expresan RNAs no codificantes, incluyendo 14 microRNAs. También
se ha reportado que aprox. 88 genes no son esenciales para la replicacion eficiente de
HCMV in vitro.1?

El genoma se divide en 2 regiones Unicas. Denominadas “unique long” (UL) y “unique short”
(US), cada una de las cuales esta flanqueada por una secuencia repetida terminal, TRL
(terminal repeat-long) y TRS (terminal repeat-short), y por una secuencia repetida interna,
IRL (internal repeat-long) e IRS (internal repeat-short). Las regiones UL y UR contienen
practicamente todos los genes de HCMV.®2 La parte central de la region UL contiene grupos
de genes de la nucleocapside que tienen homaologos con otros herpesvirus, tales como DNA
polimerasa, glicoproteina B (gB) y glicoproteina H (gH), mientras que el resto del genoma
contiene genes que se encuentran principalmente solo en B-herpesvirus o Unicos para el
HCMV. Por convencién, los genes de HCMV son nombrados por su posicién dentro del

genoma, aunque algunos también tienen nombres descriptivos adicionales (Figura 2).14

TRL IRL IRS TRS
ab Ul bac’ ca
- <4DNA pol ULS7 > e :
-8B -dgH -<dgM <SgiUL131A
gNe <4UL130
-|qUL128
gpi2.7 A UL36 S pp71 -QE1
<QUL37 <QIE2 IRS1> -@TRS1
UL16 = pp6s UL141
uL18 UL40 miR-UL112 UL142
UL33§ uL7sie cmviL-108 <QUL147 Usa7e

<@uL146 usas
-4 US2
-|US3
-|4USss6

UL 144 | US11

50 100 150 200 230 kb

M Bilanco de Srmacos anfivirales

m Medisdore ntrada

I Antagonista fensa celular intinsecas
Inhibidore s de Iz tncion de cilulas NK

| Quimiocinas, receptor de quimiocinas, Cibbcinas

M Inhibidores de Ia tncon de células T

Figura 2. Genoma de HCMV. Representacién del genoma de un aislado clinico conocido como la cepa de
Merlin, (no. de acceso GenBank NC_006273), consiste en segmentos de DNA largo (café) y corto (naranja), cada
uno de los cuales tiene regiones Unicas (UL y US) flanqueada por repeticiones invertidas (TRL/IRL e IRS/TRS).
(Tomada de Boeckh, 2011).%

La expresion genomica de HCMV se lleva a cabo en una cascada de 3 fases (Figura 3). En
primer lugar, se expresan los genes a o IE (‘immediate early”), se originan los primeros

RNAmM en cuya sintesis parecen intervenir RNA polimerasas celulares. En esta primera fase
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se sintetizan las proteinas a, que conducen al virus al ciclo litico, con actividad
fundamentalmente reguladora de la replicacidén y transcripcion de los genes E (“early”) de la
segunda fase, que codifican para las proteinas B, con funcién enzimatica reguladora de la
replicacion del DNA y expresion final de los genes L (“late”) de la tercera fase que codifican
para las proteinas y. Estas son las proteinas estructurales del virién, entre las cuales se
encuentran las glucoproteinas (gp) de envoltura, principalmente implicadas en la produccion
de anticuerpos neutralizantes, las proteinas de la capside, las proteinas del tegumento y

fosfoproteinas (pp), entre las que destaca la pp65 (UL83).151

Genoma viral

TRL UL IBL |IRS

us_{7Rg

ARNm o ARIIm p . ARNm v
. Prote| nas o Proteinas |’ Proteinas v
“inmediate early” (IE) “early” “late™
Funcidn reguladora Funcidn enzimatica (algunas Profeinas estructurales:
de la expresidn genomica ntervienen en la replicacion Glicoproteinas de la envoltura | 2]
del ADM) Proteinas del tequmento |

Proteinas de la capside p\

Figura 3. Esquema del genoma de HCMV y cascada de expresion gendmica. La expresion gendmica se lleva a
cabo en tres fases. Primera fase: proteinas IE, segunda fase: proteinas E y tercera fase: proteinas L. (Tomada de
Gamez, 2014).}

Las proteinas tempranas (IE) proporcionan principalmente funciones enziméticas esenciales
dentro de la célula durante la infeccién, por ejemplo: UL54 forma una DNA polimerasa y
UL97 una proteina quinasa que fosforila nucledsidos antivirales tales como ganciclovir (GCV)
o aciclovir (ACV). Las proteinas tardias (IL) generalmente desempefian un papel estructural
en la formacién de viriones, por ejemplo: las glicoproteinas de superficie son potencialmente
importantes debido a su interaccion con el sistema inmune. Se han descrito epitopos

neutralizantes sobre gB y gH. gH requiere gL para facilitar la expresién superficial.1®

Todos los aislados clinicos de HCMV muestran un elevado grado de homologia en secuencia
entre si.'* A pesar de esto, una caracteristica del HCMV es su elevado polimorfismo, tal
como ponen de manifiesto los patrones de restriccion con endonucleasas.'® En la practica,

cada cepa presenta un patron caracteristico; aquellas no relacionadas epidemiologicamente
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muestran patrones diferentes, en contraposicion con los aislamientos secuenciales en un
paciente o con las que tienen cierta relaciéon epidemiologica. Clasificarlos utilizando esta

caracteristica alin no ha sido posible.”:18

1.3Epidemiologia.
La infeccion por HCMV tiene una alta prevalencia mundial. En paises subdesarrollados el
90% de la poblacién tiene anticuerpos contra HCMV, frente al 60% estimado en los paises
desarrollados (Figura 4). En zonas con bajas condiciones socioecondmicas, la mayoria de
los nifios se ha infectado antes de la pubertad. La aglomeracion y la falta de higiene
favorecen la transmisién de HCMV.®

Prevalencia (%)
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Figura 4. Tasa de seroprevalencia mundial de HCMV en adultos. Estudios realizados en adultos de edades entre
16-50 afios publicados entre 2005 y 2015. (Tomada de Adland, 2015).2°

En los paises desarrollados, el 40% de los adolescentes son seropositivos, aumentando la
prevalencia aproximadamente un 1% por afio de vida. En Estados Unidos y Europa
occidental, la seroprevalencia para anticuerpos totales contra HCMV en mujeres jovenes

varia de menos de 50% hasta 80%.21

El HCMV congénito presenta una elevada morbimortalidad. En México no se ha reportado

una prevalencia de infeccidon congénita (IC) a nivel nacional, pero se cuenta con datos de
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seroprevalencia de HCMV en mujeres en edad reproductiva, mujeres embarazadas,
neonatos con IC o infeccion perinatal (IP) con base en estudios poblacionales de diferentes
entidades. En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca
Morelos, para conocer la prevalencia de anticuerpos contra HCMV en mujeres en edad
reproductiva (13 a 44 afos), en una muestra de 1885 mujeres, 91.6% fueron positivas y en el
grupo de 15 a 20 afios de edad esta seropositividad fue menor (85.5%), siendo esté el grupo
de mayor riesgo para adquirir la infecciéon primaria por HCMV durante el embarazo.?! Otro
estudio realizado en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” San Luis Potosi, report
una incidencia de 1.48% de neonatos con infeccién congénita, mediante técnicas de biologia
molecular.??> En otro estudio realizado en el Hospital de la Mujer, Ciudad de México, se
reportd que la prevalencia de neonatos pretérmino con IC fue del 2.5% (7/277) y el 11.8%
(13/110) fue de IP.23

La infeccion también puede ocurrir en mujeres previamente inmunes por reactivacion o
reinfeccién viral, 1o que ocurre entre el 1 y el 4% de las gestantes seropositivas. En esta
situacion, solo del 1-2% de los fetos se infecta, y la gran mayoria de los infectados (>90%)
son asintomaticos al nacimiento. Un 10-15% de los nifios con infeccion asintomética también

presenta secuelas de la infeccién a largo plazo.® 24

La infeccion se adquiere por contacto directo con secreciones contaminadas 0 por
transmision vertical, de la madre al hijo durante el embarazo o durante el parto, y horizontal
en el periodo perinatal o posnatal.! La leche materna también se considera un medio comun
para la transmisién de virus de madre a hijo. Aproximadamente el 40-60% de los lactantes
seran infectados por HCMV al final de su primer afio de vida si son alimentados por madres
seropositivas.?® 26 Un 4% de los neonatos sintomaticos fallece, ademas entre un 40 y un 58%
de ellos desarrollan secuelas permanentes, especialmente sordera neurosensorial y retraso
psicomotor. Las secuelas también aparecen en un 13% de los nifios asintométicos al

nacimiento.?*

A pesar de que los problemas relacionados con la infeccion por HCMV a través de la
transmision durante el parto o en periodo postnatal no suelen asociarse con resultados
adversos en los neonatos a término, el papel de los infantes infectados en la epidemiologia

de la propagacion del HCMV es significativo, aumentando la transmisién viral por fémites.26
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1.4Patogénesis.
La infeccion por HCMV esta ampliamente distribuida en la naturaleza. Los herpesvirus son
virus responsables de infecciones persistentes latentes.! EI HCMV puede presentar
reactivaciones periodicas y excretarse de forma intermitente por fluidos corporales como
orina, saliva, semen, secrecion vaginal y leche materna.?* El virus puede aparecer después

de una infeccién primaria, reinfeccion o reactivacion.

Después de la entrada a la célula y la entrada del genoma al nucleo, las defensas intrinsecas
e innatas especificas del tipo celular, la actividad de las proteinas en las particulas del virus y
las interacciones entre el virus y el hospedero comienzan a definir el patrén de infeccion:
latente o replicativo. La diferenciacion celular y otras sefiales del hospedero pueden reactivar
la replicacion del virus en latencia. El nivel de replicacion del virus depende del tipo de célula
infectada (Figura 5); esta cronicidad se puede atribuir al entorno multifacético, involucrando
respuestas intrinsecas, respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, sefializacion celular,
remodelacion de la cromatina y factores virales que regulan la replicacion viral o las

respuestas del hospedero a la infeccién.?’
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Figura 5. Esquema de los patrones de infeccién por HCMV. Tras la entrada en la célula y la entrada del genoma
viral al nucleo, el hospedero comienza a definir el patron de infeccion: latente (arriba: ocurriendo o no una

reactivacion viral) o replicativo (abajo; puede ser productivo o crénico). (Modificada de Groodum, 2016).?’

El HCMV tiene la capacidad para infectar y replicarse en una amplia variedad de células,

incluyendo: células epiteliales, células de mduasculo liso, fibroblastos, macrofagos y
-7-



hepatocitos, entre otras.?® Durante la infecciéon activa, se sugiere que el HCMV se replica
productivamente en células epiteliales, células endoteliales, células de musculo liso, células
mesenquimales, hepatocitos, granulocitos y macréfagos.?® Los leucocitos y las células
endoteliales diseminan el virus durante la infeccion aguda, en respuesta a las quimiocinas
producidas que inducen quimiotaxis de neutréfilos y monocitos, lo que da como resultado la
propagacion viral desde el sitio de infeccién a otros 6rganos del cuerpo.® El vasto tropismo
celular de HCMV podria ser la causa de la dispersion sistémica del virus dentro del cuerpo

humano y de su diseminacién entre hospederos.3?

De acuerdo con lo reportado por Mocarski, et al, el ciclo de replicacion del HCMV muestra
una tasa de replicacién entre 16 y 24 horas post-infeccion, empieza con la sintesis de DNA
viral en el nicleo, sin embargo, no se producen particulas virales hasta las 72 horas post-

infeccion. Sin embargo, la tasa de replicacion de HCMV dependera de la carga viral.3?

Para que ocurra la entrada del virus a la célula, en primer lugar, ocurre la interaccién de la
particula viral con la membrana celular a traveés de la union de las glicoproteinas virales gB,
gM y gN con moléculas de proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) de la superficie celular.
En la mayoria de los tipos celulares permisivos a la infeccion por HCMV, como los
fibroblastos, la entrada del virus a la célula sucede a través de las glicoproteinas gH, gL o gO

(Figura 6). La unién entre estas moléculas es de caracter débil 33

En la célula hospedera, varias moléculas han sido propuestas como responsables de la
adhesion y acceso del virus al citoplasma celular, entre ellas, algunas integrinas (aVf3,
a2B1, a6B1) o el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).3* Esta segunda
interaccidon para el acceso del virus es mas estable y se ha descrito que podria llevarse a
cabo a través de una unién gB-EGFR, una interaccién con la integrina gB-B1, o ambos. Sin
embargo el papel de EGFR en la entrada de HCMV permanece incierto y las integrinas
pueden actuar en una etapa posterior a la unién/fusién; por lo tanto, es muy probable que se
encuentre un receptor o receptores celulares adicionales.3> A continuacién, se produce la
fusién de la membrana celular con la envoltura de la particula viral, permitiendo la liberacién
de la nucleocéapside y las proteinas del tegumento directamente al citoplasma celular.®? Se
cree que el agrupamiento de receptores y la sefalizacion pueden ocurrir después de la
accion de las integrinas celulares por gB y gH, dando lugar a muchos eventos de

sefializacion corriente abajo necesarios para la entrada de virus y/o la expresion génica.3®
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Figura 6. Modelo de entrada del HCMV a la célula. La fusién de la particula viral con la membrana celular, permite
la liberacion de la capside y proteinas del tegumento en el citoplasma celular. (Modificado de Isaacson et al,
2008).3

1.4.1 Ciclo litico/replicativo.
Una vez en el citoplasma celular, se produce el transporte de la nucleocapside del HCMV a
los poros del nucleo, mediante la intervencién de diversas proteinas del tegumento como
pp48 o pp47 y diferentes elementos del citoesqueleto celular que ain no se han definido.
Posteriormente, a través de los poros de la membrana nuclear tiene lugar la entrada del
genoma viral al interior del nucleo, donde el DNA lineal del HCMV forma un episoma. A
continuacioén transcurre la expresion del genoma viral, el cual se transcribe a manera de

cascada temporal.” 36

Después de ocurrida la sintesis de las proteinas inmediatas tempranas, el DNA viral es
encapsidado y las nucleocapsides son liberadas al citoplasma celular a través de la
membrana nuclear. En su paso por la membrana nuclear, la particula viral adquiere una
primera envoltura proveniente de la membrana nuclear interna, la cual pierde al pasar
posteriormente por la membrana nuclear externa.3” La envoltura celular definitiva se obtiene
al atravesar una serie de compartimientos formados por precursores de los endosomas y el
aparato de Golgi. Finalmente las particulas virales envueltas salen al espacio extracelular
mediante una serie de procesos asociados con el trafico de vesiculas de exocitosis, llegando

con ello a las células cercanas (Figura 7).%®



Esta establecido que numerosos genes codificados por HCMV expresados durante la
infeccion actdan conjuntamente para ejercer efectos sobre la célula infectada: modulacion de
una amplia gama de funciones celulares y sus efectos descendentes. Esto incluye la
modulacion del metabolismo celular, la transcripcién, la traduccion, el ciclo celular, la
sefalizacion celular, asi como la inhibicion de la vigilancia inmunolégica, el estrés celular y la

muerte celular.?

La replicacion del virus produce un efecto citopéatico caracteristico; incluyendo un marcado
aumento en el tamafio del nucleo, inclusiones intranucleares producidas por el acimulo de la
cromatina viral cuya consecuencia es la pérdida focal de integridad de la membrana nuclear,
desplazamiento de organelos de la via secretora celular normal con sitios de ensamblaje del

virus y eventualmente disrupcién de la membrana plasméttica.40
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Figura 7. Ciclo de replicacién de HCMV. Incluye la entrada del virus a la célula y la disociacién del tegumento,
transporte de capsides entrantes al poro nuclear vy liberacién del DNA viral dentro del ndcleo donde transcurre la

transcripcion del genoma viral a manera de cascada temporal. (Modificado de Mettenleiter, 2004).4
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1.4.2 Ciclo de latenciay reactivacion.
La latencia y reactivacion de HCMV representa tanto un problema clinico como un enigma
académico desafiante. Se han realizado esfuerzos significativos de investigacion para
desarrollar una comprension de los mecanismos que intervienen en el establecimiento y
mantenimiento de la latencia viral, asi como los principios fundamentales que rigen la

reactivacion del virus latente.*?

A pesar de tener un perfil de transcripcidbn muy restringido, una serie de estudios también han
demostrado que la infeccidon latente se asocia con una profunda manipulacién de la célula
hospedera desde la modulacioén de la transcripcion y modulacion de la sefalizacion celular, la

inhibicion de la vigilancia inmune del hospedero, el estrés celular y la muerte celular.3®

Es claro que el virus esta dirigiendo una actividad significativa hacia el mantenimiento de la
latencia viral en las células. La latencia viral (Figura 8) se establece en los progenitores
hematopoyéticos de la médula 6sea y el transporte de genomas virales se ha definido en el
linaje mieloide/monocito, ocurriendo la reactivacion en los macrofagos diferenciados y las CD
(células dendriticas). Por el contrario, el genoma viral no se transporta en la poblacion de
linfocitos ni hay evidencia de latencia viral en las células endoteliales venosas. Los datos de
infeccion experimental sugieren que las células progenitoras endoteliales y neuronales
también pueden ser sitios de latencia, aunque actualmente no existen datos de latencia
natural. Sin embargo, la salida de la latencia y la reactivacion del ciclo de vida litico, siguen
siendo objetivos de estudio. Un factor clave de este evento es la diferenciacion celular a un
macréfago diferenciado o célula dendritica sugiriendo que los cambios en el entorno celular

estan promoviendo el evento de reactivacion.*?
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Figura 8. Latencia natural del HCMV en linajes celulares. La latencia de HCMV en el linaje de células
hematopoyéticas estd bien establecida. La Latencia viral se establece en las células progenitoras
hematopoyéticas, ocurriendo la reactivaciéon en células dendriticas y macréfagos, dependiendo de los cambios

en el entorno celular. (Modificado de Dupont, 2016).%?

1.5 Variabilidad genotipica de HCMV.
El HCMV infecta a muchos tipos de células (células epiteliales, células de musculo liso,
fibroblastos, macrofagos, hepatocitos, entre otras) dando lugar a un rango diverso de
manifestaciones clinicas sugiriendo que la evolucion clinica puede estar relacionada con la
variacién genética entre las cepas y la respuesta inmune del hospedero.*® Las técnicas
diagndésticas utilizadas en la actualidad no nos permiten identificar que pacientes infectados
desarrollaran secuelas; sin embargo, la evidencia disponible hasta la fecha sugiere que tanto
los factores del hospedero y factores virales como la inmunidad materna, la carga viral en el
liguido amniotico o el tipo de cepa de HCMV, pueden contribuir a la evolucion de la infeccion
congénita.** Aproximadamente 20 marcos abiertos de lectura (ORF’s), se han descrito que
presentan alta variabilidad de nucleétidos lo que ha permitido establecer diferentes grupos o

genotipos (Tabla 1).4°
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Tabla 1. Variabilidad en los genes de HCMV. (Modificado de Blanco, 2016).%

Gen/regién variable Proteina Numero de genotipos
ULl Glicoproteina UL1 3

uL4 Glicoproteina 48 4

UL6 Glicoproteina UL6 4

uL7 Glicoproteina UL7 3

uL10 Glicoproteina UL10 3

uL11 Glicoproteina UL11 3

uL3?7 Glicoproteina UL37 5

UL55 Glicoproteina B gBl-gB4y gB5-7
uL73 Glicoproteina N gN1-gN4c (7 subtipos)
UL74 Glicoproteina O g01-g05 (7 subtipos)
UL75 Glicoproteina H gH1-gH2
uL123 IE1 3

uL139 Glicoproteina UL139 3 (5 subtipos)
uLi144 UL144 (Receptor TNF-a) A, B, C (Subtipos ACy AB) o0 1-3
UL146 vCXCL-1 14 (G1-G14)
uL147 vCXCL-2

La variabilidad de los genes se encuentra distribuido en la region “unique long” el genoma de HCMV. Los genes
UL1, 4, 6,7, 10y 11 pertenecen a la familia R11 en donde se describen la mayoria de los tropismos de HCMV.

1.5.1 Glicoproteina B
La glicoproteina B (gB) es sintetizada por el gen UL55 (Figura 9A). Se expresa como una
molécula precursora de 906 aminoacidos, que es glicosilada y escindida proteoliticamente
entre los residuos 461 y 462. Los fragmentos amino y carboxilo terminales permanecen
unidos por un enlace disulfuro formando el complejo gp55 y gpl116 (Figura 9B). El gen que
codifica para la glicoproteina gB es altamente variable en regiones correspondientes al
extremo N-terminal y al sitio de escision y menos variable en regiones que corresponden al

extremo C-terminal de la proteina.s: 47

Es la principal glicoproteina de la envoltura viral responsable de la infeccibn con los
receptores celulares.*’” Participa en la entrada a la célula hospedera y la fusiéon de células
infectadas, siendo un blanco importante para la respuesta inmune humoral y celular, y como

principal blanco de los anticuerpos neutralizantes.*?
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Figura 9. Diagrama esquematico del gen de glicoproteina B. A) Localizacién del gen UL55 que codifica para gB, se
encuentra en la regién UL dentro del genoma de HCMV. B) Sitio de corte para formar las subunidades gp55 y
gp116. (Modificado de Aragdn-Franco, 2006).4°

Diversos analisis del gen que codifica para la glicoproteina gB (UL55) han mostrado
diferencias en la secuencia, produciendo variaciones significativas de aminoacidos en los
dominios (I, Il y IIl), incluyendo cambios que afectan a la glicosilacién.>® La relaciéon entre
variaciones genéticas y la enfermedad ha sido objetivo de muchos estudios, debido a que
estas variaciones son el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes virales y es

esencial para algunas funciones tal como la unién a receptores y la fusion celular.5?

Chou y Dennison, clasificaron cepas de HCMV en cuatro grupos variantes, cada uno con una
secuencia de nucleétidos y péptidos caracteristicos. Se propuso un esquema para los
genotipos, que emplea el polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP)
después de amplificar un fragmento que corresponde al sitio de escindido (gp55) de la
glicoproteina gB.% De acuerdo con la diferencia en el patrén de corte mediante digestion por

enzimas de restriccion, se describieron 4 genotipos: gB1, gB2, gB3 y gB4.1¢

Se ha demostrado que los diversos genotipos descritos se encuentran distribuidos
geograficamente en nuestro pais. Se realiz6 un estudio en el Hospital de la Mujer en la
Ciudad de México a neonatos, donde se demostré que el genotipo mas frecuente es el
genotipo gB2 75%(13/17), encontrando ademas que hay un 47% (8/17) correspondiente a
una mezcla de genotipos en la leche materna (Tabla 2).23
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También se encuentran distribuidos de manera mundial: en un estudio realizado en Estados
Unidos el genotipo mas frecuente es gB1, seguido por gB3, gB2 y gB4.%? En una poblacion
de China, gB1 fue el genotipo mas abundante, seguido por gB2 y gB3, y también se
observaron infecciones mixtas.>® En Brasil, gB1 y gB2 fueron los genotipos mas encontrados,
seguido por gB3, mientras que el genotipo gB4 no se encontrd.> Otro estudio en la India
informé que gB2 fue el genotipo mas abundante.>® Finalmente un estudio realizado en

Australia se presentan dos nuevos genotipos gB6 y gB7.%6

Tabla 2. Comparacion de los genotipos detectados en las muestras de DBS de neonatos y en la leche de sus
madres. (Modificado de Arellano-Galindo).?

Infeccion DBS (Neonato) Leche (Madre)
IC gB2 gB2/gB4
IP gB3 gB3/gB4
IP gB2 ND
IC gB2 gB1/gB2
IP gB2 gB2
IC gB1 gB1/gB3
IC gB2 gB2
IP gB2 ND
IC gB2 gB2
IP gB2 gB2
IP gB2/gB4 gB2/gB4
IP gB2 gB2/gB3
IC gB3 gB1/gB3
IP gB2 gB2
IP gB2 gB2/gB4
IP gB2 gB2
IP gB2 gB2

IC: infeccidn congénita, IP: infeccién perinatal, ND: no determinado, DBS: manchas de sangre seca.

Muchos estudios han intentado encontrar una correlacion entre el genotipo de la
glicoproteina gB y la severidad de la enfermedad asociada a HCMV; sin embargo, no queda
claro si ciertos genotipos de gB o mezcla de genotipos de gB estan asociados a la
presentaciéon de cuadros clinicos mas graves de la enfermedad.*’- 51 Se desconoce el
impacto de estas diferencias en la variabilidad a nivel genético en la biologia del virus.
Pueden ser necesarios nuevos métodos de identificacién de genotipos de HCMV si se quiere
mejorar la comprension de la relevancia de la variabilidad de la cepa con respecto al

resultado de la enfermedad.>?!
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El HCMV tienen diferentes genotipos definidos, en una variedad de cepas. Después de la
infeccion primaria, pueden aparecer reinfecciones por genotipos diferentes y con mezclas de
genotipos;®’ se toma en cuenta este hecho de gran importancia debido a que la gB tiene una
utilidad potencial para el desarrollo de vacunas y se requieren estudios epidemiol6gicos
moleculares para determinar la distribucion de genotipos en diferentes regiones y

poblaciones.8

1.6 Técnica de PCR-RFLPs.
A lo largo del tiempo han ido apareciendo diferentes técnicas dirigidas al estudio del DNA;
probablemente, la mas importante sea la PCR (por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction) desarrollada por Kary Mullis y que revoluciond la biologia molecular y la forma en
como se estudiaban los &cidos nucleicos en ese momento.®* La PCR se ha convertido
rapidamente en una de las técnicas mas utilizadas en biologia molecular porque es rapida,
econdémica y sencilla.®® Por otro lado, los polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) llevan su definicion en su nombre, un fragmento de restriccion es una
fraccion de DNA que se escinde del fragmento mas grande mediante una enzima de
restriccion o endonucleasa de restriccion. Los polimorfismos estan determinados por el
namero y la longitud variable de estos fragmentos de DNA, el polimorfismo detectado por los
RFLPs se basa en el hecho de que pequefios cambios en la secuencia de DNA pueden
modificar los patrones de corte de las endonucleasas de restriccion. Por ejemplo: la
sustitucion de una base por otra en la secuencia de reconocimiento de una enzima de
restriccion produce diferencias en las longitudes de los fragmentos de restriccion del DNA de
esta zona. Las inserciones o deleciones entre los sitios de restriccion también hacen variar el

tamarfio de los RFLPs.51 62

La técnica de PCR-RFLP consta de varias etapas separadas que incluyen el disefio de los
primers, la identificacion de una enzima de restriccion apropiada, la amplificacion del gen en
cuestion, el tratamiento con enzimas de restriccion de los productos amplificados y la
electroforesis para visualizar los fragmentos de restriccién.® Es una técnica muy utilizada

para el analisis genético (determinacion de genotipos).

Se ha aplicado para la deteccion de especies intraespecificas y de variaciones entre
especies. Para detectar las variaciones (polimorfismos) en la secuencia de un genoma se

acude a distintas estrategias con enfoques caracteristicos o una combinacion de estas. En
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principio, se la forma mas directa de detectar un polimorfismo es la secuenciacién del DNA,
pero dada la complejidad y el elevado costo de esta técnica, se suele acudir a otras

estrategias entre las que destaca el andlisis por RFLPs.%3

1.6.1 Reaccién en cadenade la polimerasa (PCR)
El principio basico de la PCR es simple. Como su nombre indica, es una reaccion en cadena:
un fragmento de DNA se utiliza para producir dos copias, luego cuatro, luego ocho y asi
sucesivamente.®® Para ello, la reaccién aprovecha los siguientes elementos importantes: el
molde o blanco (DNA o cDNA), la enzima (DNA polimerasa), los oligonucleotidos o primers,
los desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion

magnesio (Mg?*), una solucién buffer y H20.5°

1.6.1.1 FasesdelaPCR
Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales (Figura 10):
desnaturalizacién, alineamiento y extensién. Un ciclo de PCR inicia con la desnaturalizacion
del DNA de la muestra. La temperatura inicial que usualmente se utiliza es de 94°C. Un DNA
de doble cadena (DNAds) genera primero dos DNAs de una sola cadena (SsDNAS).
Conforme la temperatura es disminuida, los primers (forward y reverse, o sentido y
antisentido respectivamente) se alinean en sitios especificos y complementarios de las
ssDNAs, la temperatura y el tiempo requerido para el reconocimiento de los primers depende
de la composicion, la longitud y concentracion de estos. El alineamiento requiere que los
primers exploren el DNA molde por su secuencia complementaria correcta. Después del
alineamiento de los primers, la DNA polimerasa se ancla al complejo primer-DNA molde,
toma dNTPs del medio y extiende la polimerizacion a lo largo de la cadena, a este proceso
se le conoce como extension. Esto concluye el primer ciclo con la producciéon de dos DNA de
doble cadena. Las interacciones posteriores repiten los tres procesos en cada ciclo, después
de cada ciclo, la cantidad de DNA es de dos veces la anterior, asi que después de dos ciclos
tenemos 2x2 veces, después de 3 ciclos tenemos 2x2x2 veces o 23 veces la cantidad inicial,
después de 4 ciclos (2x2x2x2) o 24, en N nimero de ciclos se producen 2N DNA de doble

cadena.b4 65 66
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Figura 10. Esquema del proceso ciclico de la PCR. Un clico se lleva a cabo en tres etapas: desnaturalizaciéon del

DNA, alineamiento de los primers al DNA molde y extensién por la DNA polimerasa. (Modificado de Chuang,
2013).%¢

1.6.1.2 DNA molde
Un elemento importante en la PCR es el DNA, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas para
su manipulacion. La molécula de DNA esta formada por tres componentes: un azlcar
(desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina)
gue es complementaria con la base de otra cadena (Figura 11), de tal forma, que el DNA se
estructura en una doble hélice.®’
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Figura 11. Molécula de DNA de doble cadena. Cada cadena estd formada por un azucar, un grupo fosfato y una

base nitrogenada que es complementaria con otra cadena: A = adenina, T = timina, C = citosina y G = guanina.®’

La correcta amplificacion de la region de interés es dependiente de la cantidad y calidad del
DNA molde. Los reactivos que se emplean normalmente para purificar acidos nucleicos
(sales, guanidino, proteasas, SDS y solventes organicos) estan relacionados con la
desnaturalizacion del DNA, la inhibicion de la DNA polimerasa y reduccion de la
concentracion de Mg?*.%% 6 Es importante tomar en cuenta las siguientes consideraciones
para que el DNA molde pueda amplificar de manera correcta:

e Integridad de la molécula molde.

e Evitar emplear agentes quelantes (EDTA) que reduzcan la concentracion de iones

Mg?* en la solucion.

e Relacion de D.O 260/280 (calidad y pureza) mayor a igual a 1.6.

e Cantidad de DNA suficiente mayor o igual a 1ug.
En la PCR, el DNA blanco son las cadenas desnaturalizadas de DNA que funcionan como
molde para que la enzima pueda sintetizar las nuevas cadenas que llevan las secuencias de
interés.>® Se ha demostrado que la PCR puede amplificar una molécula del molde inicial; por
lo tanto, cualquier fuente de DNA que proporcione una o mas moléculas diana puede, en
principio, utilizarse como molde para la PCR. Esto incluye DNA extraido a partir de sangre,
tejido, especimenes forenses, muestras paleontologicas, colonias bacterianas o placas de
fagos.®®

-19-



1.6.1.3 DNA polimerasa.
La DNA polimerasa se encarga de duplicar con gran precision la informacion genética
durante la fase S del ciclo celular. La DNA polimerasa tiene menos de un error por cien
millones de bases. En la PCR, la DNA polimerasa es la que construye una nueva secuencia
a partir de la cadena de DNA molde. La enzima mas utilizada es la Taq polimerasa, que
proviene del microorganismo Thermophilus aquaticus, posee una gran termoestabilidad y

puede resistir los parametros del termociclador requeridos para la PCR.%*

La temperatura optima de extension en la PCR es de 72°C con Taq polimerasa en presencia
de iones magnesio y dNTPs. Esta polimerasa, puede amplificar blancos de hasta 10 kb.
También se han caracterizado una variedad de DNA polimerasas de otras especies de

Thermus tales como Tth (Thermus thermophilus) y Tfl (Thermus flavus).5°

1.6.1.4 Oligonucleétidos o primers.
Los primers son oligonucle6tidos que se utilizan para flanquear la secuencia de interés. Son
usualmente entre 18 y 30 pares de bases (pb), con un contenido de GC de aproximadamente
50%.%° Un primer ideal tiene una temperatura de fusién (Tm) de 55-65°C (lo que corresponde
a un 45-55% de GC), ausencia de capacidad de dimerizacion y de formacién significativa de
horquillas por interacciones entre las bases y no tener sitios secundarios de acoplamiento en
el DNA molde. La temperatura de alineamiento (Ta) de un par de primers se calcula
generalmente a 5°C menos que la temperatura de fusion (Tm) estimada. La Ta representa la
temperatura a la que la mitad de los primers se han alineado con su secuencia

complementaria, se calcula aproximadamente para secuencias de 20pb o menos.%

Dentro de la PCR, el cociente [primers]/[DNA molde] es importante de considerar. Si éste es
muy alto, existe la formacién de dimeros de primers, como ocurrird con una fraccion muy
diluida de DNA molde o exceso de primer. Si el cociente es muy bajo, el producto no se
acumulara exponencialmente, dado que las cadenas recién sintetizadas sufriran una

renaturalizacion después de la desnaturalizacion.”

1.6.1.5 dNTPs, buffer e iones Mg?*.
Los dNTPs son las bases nitrogenadas con las que la DNA polimerasa construye las nuevas
cadenas de DNA. Son factores importantes que contribuyen a la especificidad de la reaccion,

se debe tener en una concentracién adecuada ya que de lo contrario puede afectar la funcion
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de la DNA polimerasa. Esto dependera de la mezcla de reaccion y de lo que indique el

inserto de la DNA polimerasa.>®

El buffer es la solucion amortiguadora que se usa en la reaccion y generalmente esti
compuesta de Tris-HCL (pH = 8). Muchos fabricantes han incluido el buffer de reaccion con
la DNA polimerasa y esto resulta conveniente para facilitar el proceso de preparacion de los

componentes para la PCR.%®

Las DNA polimerasas utilizan iones metalicos, usualmente magnesio, para la catalisis de la
reaccion de transferencia de fosforilos. Estos iones Mg?* se unen a la enzima en un sitio
activo con residuos aspartato. Un ion metalico sirve para activar el hidroxilo ((OH) del
nucleétido en el extremo 3’ de primer. El ion retira el hidrogeno para facilitar un ataque
nucleofilico del oxigeno cargado negativamente, hacia el a-fosfato de los dNTPs entrantes. El
segundo ion tiene dos funciones, estabiliza la carga negativa que se acumula por el oxigeno
liberado y facilita la salida de los pirofosfatos. Ambos iones metélicos sirven para estabilizar
el estado de transicion (Figura 12).54 Se debe tener una concentraciéon adecuada para que
no afecte el rendimiento de la DNA polimerasa; regularmente su concentracion 6ptima es
indicada en el inserto de la enzima que se va a utilizar, oscilando entre 0.5 y 2.0mM. En

ocasiones se encuentra mezclado con el buffer, pero en otras se tiene que agregar.>®

Primer

DNA molde

Figura 12. Diagrama esquematico de la reaccién de estabilizacién con el ion Mg?. El ion Mg?* se une en el sitio
activo de la DNA polimerasa. El ion metalico orienta y estabiliza electrostaticamente el grupo trifosfato cargado
negativamente de dNTPs.”!
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1.6.1 Anadlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).
Los estudios moleculares que mas se utilizan para la determinacion de genotipos para HCMV
son la reaccion en cadena de la polimerasa seguido de un analisis de polimorfismos de

longitud de fragmentos de restriccidon (por sus siglas en inglés PCR-RFLPS).

El analisis de RFLPs se basa en dos técnicas que se utilizan ampliamente en la biologia
molecular moderna: la digestion con endonucleasas de restriccion de DNA vy la visualizacion
de los fragmentos en una electroforesis en gel. Un ejemplo de esto se puede observar en la
Figura 13, en la se realiza la determinacion de genotipos de gB de HCMV por medio de la
técnica PCR-RFLPs.'® 72 Los RFLPs se refieren a las diferencias heredadas en los sitios de
corte para las enzimas de restriccion en el DNA. Los polimorfismos estan determinados por

el nimero y las longitudes variables de estos fragmentos de DNA."3

. = N
/\/\;\I:N\/ \ @ Enzima de restriccon
‘ @ DNA polimerasa
PCR Primers
3 ’3‘ 5 ’3, =
Desnaturalizacion Alineacion Extension
Electroforesis
5 Produc;t? agn piioady 5 = Amplificado de 305pb
3._ 5 3,_5, e — del gen UL55 (gB)
5 3 5 pe —
3 53" 5
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5 35 3 5 3 —_— obtenidos.
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Figura 13. Esquema general de la técnica PCR-RFLPs. Para la determinacion de genotipos de gB para HCMV, se
realiza la amplificacion de un fragmento de DNA, el producto de PCR es digerido por enzimas de restriccion,

posteriormente se separan los fragmentos mediante electroforesis, obteniendo un patréon de bandas especificos

para cada genotipo. (Modificado de Ramirez-Pacheco, 2013).7*

Un polimorfismo en un patron de restriccion se produce cuando la mutacion de un solo par de
bases da lugar a la pérdida o creacién de un nuevo sitio de restriccion o cuando, mediante

inserciéon/delecion, se altera el tamafio de un fragmento de restriccion.’?
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Las ventajas de la técnica de PCR-RFLP incluyen: el bajo costo del ensayo y la facilidad con
la que se realiza. Ademas, el disefio de los analisis de PCR-RFLP generalmente es sencilla.
Las desventajas incluyen la necesidad de enzimas de restriccion especificas y dificultades en
algunas ocasiones para identificar la variacion exacta del sitio de reconocimiento de las

endonucleasas de restriccion.”

1.6.2 Electroforesis en gel de agarosa.
La electroforesis en gel de agarosa es un método utilizado rutinariamente para separar
proteinas, DNA o RNA. Las moléculas se separan por tamafio, mediante la ayuda de un
campo eléctrico donde las moléculas cargadas negativamente migran hacia el polo del &nodo
(positivo). El flujo migratorio esta determinado Unicamente por el peso molecular en el que
las moléculas de peso pequefio migran mas rapido que las mas grandes. Ademas de la
separacion por tamafio, el fraccionamiento de &cido nucleico usando electroforesis en gel de

agarosa puede ser un paso inicial para la purificacién adicional de una banda de interés.”®

La electroforesis en gel de agarosa se emplea ampliamente para estimar el tamafio de los
fragmentos de DNA después de digerir con enzimas de restriccién, por ejemplo, en la
cartografia de restriccion del DNA clonado. También ha sido una herramienta de rutina en el
diagnostico de genética molecular o toma de huellas genéticas a través de analisis de
productos de PCR.”’
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2. JUSTIFICACION

Las infecciones adquiridas durante el embarazo o inmediatamente al nacimiento repercuten
en la morbimortalidad de las gestantes y de los neonatos; lo cual impacta en la salud
(abortos, deficiencias, malformaciones y muerte) y genera un alto costo biolégico, social y
econdmico. La infeccién por HCMV tiene una alta prevalencia mundial y es la principal causa
de defectos al nacimiento debido a infecciones. Los reportes sobre la infecciéon por HCMV en
poblacién mexicana son escasos; las variaciones genotipicas en los tejidos de recién nacidos
fallecidos con IC por HCMV no han sido reportadas en México. La identificacién del genotipo
prevalente en nuestra poblacion nos permitira fortalecer los reportes epidemiolégicos de
HCMV en México y contribuir al estudio de la correlacion de los hallazgos clinico patologicos

y la presencia de genotipos en el paciente.

3. HIPOTESIS

De acuerdo con la literatura, en México el genotipo gB2 fue el méas frecuente encontrado en
una poblacién de recién nacidos prematuros, ademas de ser el genotipo preferentemente
trasmitido a los neonatos por la madre infectada. Si el genotipo gB2 y/o coinfecciones con
otros genotipos son responsables de IC entonces estaran presentes en los tejidos de los

neonatos incluidos en este estudio.
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4. OBJETIVOS

<\

4.1 General
Determinar la frecuencia y distribucion de los genotipos de glicoproteina B de HCMV
en tejidos (encéfalo, higado, bazo y pulmén) de recién nacidos prematuros con

sospecha de IC mediante el ensayo PCR-RFLPs.

4.2 Particulares

Detectar el DNA de HCMV en extractos obtenidos de tejidos conservados en parafina
mediante la amplificacion del gen UL123 para identificar los casos de IC.

Amplificar un fragmento del gen UL55 (gB) de los casos positivos para HCMV.
Determinar los genotipos de gB de los casos positivos a HCMV mediante RFLPs.
Identificar el DNA de HCMV y determinar el genotipo de un 6bito con sospecha de IC
por HCMV.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1Recepcidn de muestras.
Las muestras fueron proporcionadas por el Departamento de Anatomia Patolégica de la
coleccidon de necropsias del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) “Isidro Espinosa de
los Reyes”, ubicado en la ciudad de México. Se recibieron muestras de estudios post-mortem
de los afios 2011-2014 seleccionados con base en los criterios de inclusion (Tabla 3) en

donde se incluyeron hallazgos clinicos presentes en una IC por HCMV.

Tabla 3. Criterios de inclusién para los estudios post-mortem.
Criterios de inclusién

Hidrocefalia
Hepatomegalia
Calcificaciones cerebrales
Esplenomegalia
Efectos citopaticos sugestivos de infeccion viral
Sepsis
Ictericia
Nacimiento pretérmino

Se solicitaron dos cortes de 10um de encéfalo, pulmones, higado y bazo. Los cortes del
tejido en parafina fueron proporcionados en base en la disponibilidad y existencia de los
mismos (Figura 14). Cada bloque de tejido cuenta con un identificador el cual nos indica:

Caso-1 -1
No. De caso Organo

Se recibieron 12 casos, sumando un total de 43 muestras (Tabla 4).

Figura 14. Tejidos conservados en bloques de parafina. Los drganos solicitados fueron (de izquierda a derecha):
encéfalo, higado, bazo y pulmones; debido a que son altamente afectados en una infeccion por HCMV.

Se recolectaron los cortes de cada érgano en dos microtubos de 1.5mL estériles (un corte
para ser procesado por el método de Chelex y el otro para procesarse con kit modificado)

con ayuda de un asa bacteriologica.
-26-



Los estudios recolectados por duplicado fueron los siguientes:

Tabla 4. Tejidos recibidos de cada caso entre los afios 2012-2014.

Casos Organo* Afio Casos Organo* Afio
CASO-1-2 Bazo CASO-7-3 Bazo
CASO-1-3 Pulmén 2014 CASO-7-4 Pulmén 2014
CASO-1-7 Higado CASO-7-6 Higado
CASO-1-10 Encéfalo CASO-8-1 Pulmon, bazo
CASO-2-1 Encéfalo CASO0O-8-12 Encéfalo 2014
CASO-2-3 Higado 2014 CASO-8-2 Higado
CASO-2-10 Pulmén CASO0-9-5 Bazo
CASO-2-11  Bazo, intestino CASO0O-9-7 Pulmén 2013
CASO-3-2 Bazo CASO0-9-8 Encéfalo
CASO-3-3 Encéfalo 2013 CASO-10-2 Higado
CASO-3-7 Pulmén CASO-10-4 Pulmén
CASO-3-10 Higado CASO-10-7 Encéfalo 2013
CASO-4-4 Pulmoén CASO-10-9 Bazo
CASO-4-5 Higado 2013 CASO-11-3 Bazo
CASO-4-8 Encéfalo CASO-11-7 Higado 2012
CASO-5-1 Pulmoén CASO-11-8 Encéfalo
CASO-5-3 Bazo 2012 CASO-11-11 Pulmén
CASO-5-9 Encéfalo CASO-12-1 Bazo
CASO-5-14 Higado CASO-12-4 Pulmoén 2012
CASO-6-1 Bazo, timo CASO-12-6 Encéfalo
CASO-6-2 Higado, intestino 2014 CASO-12-7 Higado
CASO-6-5 Pulmén

*De acuerdo a la disponibilidad y existencia en la coleccion de necropsias del Departamento de Anatomia

Patoldgica del INPer.

5.2Métodos de extraccion de DNA.

5.2.1 Método ZR FFPE DNA MiniPrep™ modificado.
Se utilizé el kit ZR FFPE DNA Miniprep (Cat. D3065), para realizar la extraccion de DNA de
las muestras de tejido conservado en parafina, con algunas modificaciones. El protocolo para
la extraccion llevado a cabo fue el siguiente: agregamos 90uL H20 + 90uL de Digestion
buffer [2X] + 10pL de Proteinase K. Se incubd a 170rpm O/N a 65°C en bafio seco. Seguido
de una incubaciéon a 90°C durante 1 hora. Después se agregaron 5uL de RNAsa A, se
mezclé e incub6 durante 15 min a temperatura ambiente (T/amb). Adicionamos 350uL de
Genomic lysis buffer + 135uL de isopropanol. Se transfiere el volumen total a la columna

Zymo Spin y centrifugamos a 10,000rpm durante 1 minuto, desechamos el volumen filtrado
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en el microtubo y agregamos 200uL de DNA pre-wash buffer, de nuevo centrifugamos a
10,000rpm durante 1 minuto y desechamos el microtubo con el volumen filtrado, se transfiere
la columna a un tubo nuevo y se agregaron 250uL de DNA Elution buffer o agua. Se incubo
aproximadamente 5 minutos para finalmente centrifugar a 14,000rpm durante 30 segundos y
se almacend a -20°C para su uso posterior. En las siguientes secciones nos referiremos a
este método como “kit modificado o Kit mod”. La cuantificacion de cada muestra fue realizada

con Bioteck Synergy 2, con el programa Genb5, version 1.11.5.

5.2.2 Método Chelex™,
Se agregaron 500 uL de reactivo de Chelex [5%] al tubo con el corte y se homogeneizé en
vortex, procurando cubrir toda la muestra. Se microcentrifug6 para quitar las gotas de la tapa.
Incubamos a 56°C O/N a 170rpm en un bafio seco. Después se incubd durante 8 minutos a
100°C, homogeneizando en vortex. Centrifugamos a 13,000rpm durante 10 minutos a T/amb.
Se tomo el sobrenadante, fase que contiene el DNA y se colocé en un microtubo de 1.5mL.
Almacenamos a -20°C. La cuantificacién de cada muestra, fue realizada con Bioteck Synergy

2, con el programa Genb, version 1.11.5.

5.2.3 Analisis estadistico.
Los rendimientos y la relacion de D.O de ambos métodos de extraccion fueron comparadas
empleando la prueba de distribucion t de Student, utilizando un intervalo de confianza del
95%. La concordancia entre los valores obtenidos para los dos métodos fue estimada
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Para estos procedimientos se utilizé el

programa GraphPad Prism 5.

5.3Control positivo para HCMV
El DNA del control positivo se obtuvo de la extraccion de un corte de rifién, positivo a HCMV

por ensayo de inmunoperoxidasa.

5.4Amplificacion de gen endégeno GAPDH.
Se utilizaron los primers GAPDH-201-F 5 — GCTCCCACCTTTCTCATCCA - 3, GAPDH-
201-R 5- GTCTTCTGGGTGGCAGTCAT - 3,8 para amplificar un fragmento de 201pb del
gen enddégeno GAPDH, como prueba de integridad, utilizando la enzima KAPA2G Robust™
High Fidelity en un volumen de reaccion de 25puL. Se utilizaron 20ng y una dilucién 1:10 del
extracto de DNA como molde. La reaccién se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler

gradient (Eppendorf), con las siguientes condiciones:
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Proceso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15 seg
Alineamiento 65°C 15 seg 40
Extension 72°C 30 seg
Extension final 72°C 3 min 1

5.5Amplificacion del gen viral UL123
Se utilizaron los primers HCMV-220-PPF 5— GCTCTCCTAGTGTGGATGACCT - 3, HCMV-
220-PPR 5~ TCCTCCTCTTCCTCATCACTCTG — 3, para amplificar un fragmento de 220pb
del gen viral UL123 (MIE) de HCMV, utilizando la enzima Platimun Tag DNA Polimerase High
Fidelity™ en un volumen de reaccion de 25pL. La reaccion se llevd a cabo en un

termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), con las condiciones:

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 min 1
Desnaturalizacion 94°C 15 seg
Alineamiento 66°C 30 seg 35
Extension 68°C 35 seg
Extension final 68°C 35 seg 1

Las condiciones de reaccion fueron previamente estandarizadas por el equipo de trabajo,

como parte de un protocolo de investigacion para HCMV.

5.5.1 Ensayo de restriccion con BshNI (Banl)
Para realizar el ensayo de restriccion se utilizé el DNA amplificado por PCR y previamente
purificado a partir del gel de agarosa con el Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Cat.
D4007) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 un volumen de 12uL para la
elucion.
5.5.1.1 Condiciones para el ensayo de restriccion.

Para confirmar que el fragmento amplificado corresponde al gen viral UL123 (MIE), se
utilizaron 10uL de DNA purificado para realizar el ensayo de restriccion con la enzima
BshNI™ (homologa a Banl) ThermoScientific® [10U/uL] y 2uL como producto sin restringir.
La incubacién fue de 2 horas a 37°C, seguido de inactivacion de la reaccién a 4°C. El

volumen de reaccion fue de 20uL, con las siguientes condiciones:
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Componente 1 reaccion

DNA purificado 10uL
H20 7uL
Buffer 10X 2 uL
Enzima BshNI 1ulL
Volumen total 20 pL

5.6 Técnica PCR-RFLPs para determinacion de genotipos.
5.6.1 PCR paragen viral UL55
Las condiciones de concentracion del DNA molde que fueron eficientes para la PCR del gen
UL123 (MIE) (casos positivos para HCMV) por el método de Chelex, fueron utilizadas para
amplificar el gen UL55 (gB). Se incluyeron controles positivos de HCMV (1ng y 20ng
extraidos por el método de Chelex) y el control negativo de PCR (agua).

5.6.1.1 Condiciones parala PCR.
Los utilizaron los primers gB1319: 5 — TGGAACTGGAACGTTTGGC - 3’y gB1604: 5 —
GAAACGCGCGGCAATCGG - 3';%6 para amplificar un fragmento de 305pb del gen viral
UL55 (gB), utilizando la enzima Platimun High Fidelity™ en un volumen de reaccién de 50uL.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), con las

condiciones:
Proceso Temperatura  Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 min 1
Desnaturalizacion 94°C 15 seg
Alineamiento 55°C 30 seg } 35
Extension 68°C 35 seg
Extension final 68°C 35 seg 1

5.6.2 Ensayo de restriccion con Hinfl y Rsal
Para determinar el genotipo por RFLPs se purificd el producto de PCR a partir del gel de
agarosa con el Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Cat. D4007) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se utilizé6 un volumen de 12uL para la elucion.

5.6.2.1 Condiciones para el ensayo de restriccion.
Se utilizaron 5uL para la digestion con Rsal de New England BioLabs® Inc. R0O155S [10,000
U/ml.], 5uL para la digestion con Hinfl de New England BioLabs® Inc. RO167L [10,000 U/ml.]
y 2uL como producto sin restringir. Se incubd a 37°C por 15 minutos, con inactivacién a 4°C.
Las mezclas de reaccion para cada enzima se realizaron de la siguiente manera:
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Componente 1 reaccion

DNA purificado 5uL
H20 12.5uL
Buffer 10X 2 uL
Enzima Rsal o Hinfl 0.5 uL
Volumen total 20 pL

5.7Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion del DNA
Todos los productos de PCR o de restriccion fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa y tefiidos con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) al 10000X
directamente en la agarosa fundida o0 SYBR Green® (10000X) dilucion 1:10000 directamente

en la muestra, incubando 10 minutos a T/amb con proteccion de la luz.

Dependiendo de los fragmentos a identificar se utilizd el marcador de peso molecular
Tracklt™ Thermo Scientific Gene Ruler 50pb DNA Ladder y Tracklt™ Invitrogen 100 pb DNA
ladder. El gel se visualizdé en un fotodocumentador Alphalmager HP (Cell Biosciences). Las
condiciones de electroforesis se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de la electroforesis de cada ensayo realizado.

., Cantidad de DNA Tamafio de los
Concentracién de  Volumen cargado
Producto o ensayo (ng) colocado en fragmentos
agarosa (%) en el gel (uL)
la PCR esperados (pb)

Producto de PCR para el gen

1.2 5 20 201
GAPDH
Producto de PCR para el gen
) 1.2 5 20 220
viral UL123 (MIE)
Ensayo de restriccién con
2.0 20 - 132y 88
BshNI
Producto de PCR para el gen
) 1.2 50 20 aprox. 305
viral UL55 (gB)
Ensayo de restriccién con -0 20 Dependerad del
Rsal y Hinfl ' genotipo*

*Se encuentra descrito en la Tabla 12.

5.8Caso especial: 6bito
Se proporciond un caso especial (Caso-E), por parte del Departamento de Anatomia
Patolégica del INPer; un 6bito femenino de 32 semanas de gestacion para ser analizado,
debido a que los tejidos mostraban criterios de inclusion (efectos citopaticos sugestivos de

infeccion viral). Los cortes de tejidos recibidos de este caso fueron:
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Estudio Organo

Caso-E-1 Encéfalo
Caso-E-3 Encéfalo
Caso-E-6 Bazo

Caso-E-146 Placenta

Se realiz6 la extraccién del DNA por el método de Chelex-100, se realizé la identificacion del
DNA de HCMV y determinacién de genotipos por los métodos anteriormente descritos.
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6. RESULTADOS

6.1Métodos de extraccion

La cuantificacion de las muestras de DNA extraido por el método de kit modificado (Zymo
Reseach) se encuentra en el Anexo 1. Los resultados se clasificaron en dos grupos: pureza
optima (2.0=2D.0=1.7) y no éptimo (1.6=D.0>2.0). De acuerdo con lo registrado en la tabla 6,
el 58%(25/43) de las muestras analizadas obtuvieron una relacion de densidad éptica (D.O)
260/280 6ptima para ensayos moleculares mientras que el 42% (24/43) de las muestras
tuvieron una D.O. no 6ptima. Con respecto al rendimiento de DNA total obtenido, en un 67%
(29/43) de las muestras se obtuvo =21ug de DNA, mientras que en el 33% (14/43) se obtuvo
<1lug de DNA.

Tabla 6. Rendimiento y pureza de las muestras extraidas por el método de kit modificado.

KIT MODIFICADO

Rendimiento n % A260/280 n %
’ de DNA (ug) ,
Optima 21 29 67 Optima 2.0=D.021.7 25 58
No Optima <1 14 33 No optima | 1.6=D.0>2.0 18 42
Total 43 100 Total 43 100

*n: numero de muestras

Para las muestras de DNA extraido por el método de Chelex, las cuantificaciones se
encuentran en el Anexo 1. Como observamos en la tabla 7, el 100%(43/43) de las muestras
analizadas obtuvieron una D.O. o6ptima para ensayos moleculares. Con respecto al
rendimiento de DNA total obtenido, en un 49% (21/43) de las muestras se obtuvo =21ug de
DNA, mientras que en el 51% (22/43) se obtuvo <1ug de DNA.

Tabla 7. Rendimiento y pureza de las muestras extraidas por el método de Chelex-100.

CHELEX
Rendimiento n % D.O. 260/280 n %
de DNA (ug)
Optima >1 43 100 | Optima 2.0=D.021.7 21 49
No Optima <1 0 0 No optima | 1.6=2D.0>2.0 22 51
Total 43 100 Total 43 100

*n: nimero de muestras

Los datos de rendimiento y relacion de D.O. 260/280 de ambos métodos de extraccion (kit
modificado y Chelex) fueron comparadas con la prueba t de Student con un intervalo de
confianza del 95% (Tabla 8), donde se incluye ademas el error estandar en cada media

analizada. Se consideraron como diferencias significativas si p<0.05. La concordancia entre
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los valores obtenidos para los dos métodos fue estimada mediante el coeficiente de

correlacion de Pearson (Figura 14).

Tabla 8. Comparacion de medias de los métodos de extraccién.

. p valuada p valuada
. Promedio p - .
. Promedio . *p valuada  correlacién  correlacién
Método n Rendimiento  valuada .
D.O +SE rendimiento de Pearson  de Pearson
+ SE D.O .
D.O rendimiento
Kit modificado 43  1.9+0.1361 1.9+0.3164
0.9134 <0.0001 0.483 0.094

Chelex 43 2.0x0.04712 7.9+0.9449

n=nUmero de muestras. *p<0.0001 indica diferencia significativa.

El analisis realizado para el rendimiento de DNA obtenido por ambos métodos (Figura 15A)
con la prueba t de Student tuvo una diferencia significativa y de acuerdo con la correlacion de
Pearson el valor del coeficiente de correlacion obtenido es un valor muy bajo, existiendo asi,
diferencia en cuanto a la cantidad de DNA extraido por los dos métodos evaluados. En el
analisis estadistico (t de Student) de los valores evaluados para D.O de ambos métodos
(Figura 15B) no se obtuvo diferencia significativa. Con respecto a la correlacion de Pearson
el valor obtenido del coeficiente de correlacion es bajo, pero nos indica que las dos técnicas

no tienen diferencia significativa en cuanto a la sensibilidad con la que extraen DNA de alta

calidad.
A. B.
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Figura 15. Comparacién de dos métodos de extraccion de DNA. A. Cantidad de DNA vs método de extraccion. B.
Relacion de D.O. 260/280 vs método de extraccion. Las graficas representan el promedio de las muestras
(n=43+EE). Prueba estadistica aplicada t de Student con intervalo de confianza al 95%. ***p<0.0001 indica

diferencia significativa.
6.2Control positivo para HCMV.
La cuantificacion para el control positivo con ambos métodos de extraccidén se observa en la

tabla 9. En donde observamos que la relacion de D.O. es Optima para ambos extractos
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(Kmod=2.0 y Ch=1.9). El extracto de DNA de Chelex tiene una concentracion mayor a
[10ng/ug] Optima para ensayos moleculares, mientras que el extracto de kit modificado es

menor a esta concentracion. En los dos controles de extraccion no se obtuvo DNA.

Tabla 9. Cuantificacién del control positivo para HCMV por ambos métodos de extraccién.

Muestra D.O. 260/280 [ng/ul]
Kit modificado 2.0 4.4
Chelex-100 1.9 14.1
Ctrl (-) extraccion Km 15 1.9
Ctrl (-) extraccion Ch 1.1 0.9

En un primer ensayo de PCR se utilizaron 5uL de los extractos de DNA para la reaccion con
lo cual en total se colocaron para kit modificado 22ng y para Chelex 70.5ng, en la Figura 16
se observa la amplificacion de un fragmento de 200pb del gen viral UL123 para el control
positivo extraido por el método de kit modificado, por el contrario, no se observa amplificado
para el extracto de DNA HCMV extraido por Chelex. Se obtuvo el producto del tamafio
esperado para el control positivo de PCR, que fue 1ng de DNA de la cepa Towne. Mientras

gue en el control negativo de PCR no se obtuvo amplificado.

DNA HCMV(+) extraido por Chelex
DNA HCMV(+) extraido por kit mod

Marcador PM 100pb
Control (+) Towne 1ng
Marcador PM 100pb

Control (-) de PCR

2072p
1500p|

900pb
800pb
700ph,

600pb

500ph “—
400pb W

300pb .
200pb zzopb-

100pb

[

|
!

Figura 16. Amplificacién de un fragmento de 220pb del gen viral UL123 (MIE) para el control positivo de HCMV
extraido por los métodos de Kit mod y Ch. El control positivo de PCR fue 1ng de DNA de la cepa Towne de HCMV.
El DNA fue visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tefiido con GelRed.

En la Figura 17 se observa que, al diluir el extracto de DNA a concentraciones menores,
aumenta la eficiencia de la PCR ya que hay amplificado en todas las cantidades colocadas
(Ing, 10ng, 20ng y 40ng). En las muestras para 20ng y 40ng se observan también
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amplificados inespecificos por debajo del fragmento esperado. En el control positivo de PCR
se observa el amplificado esperado (220pb), mientras que en los controles negativos de PCR

no hubo amplificados.
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Figura 17. Amplificacién de un fragmento de 220pb del gen viral UL123 (MIE) para el control positivo de HCMV
extraido por el método de Chelex usando diferentes concentraciones de DNA molde. El control positivo de PCR
fue 1ng de DNA de la cepa Towne de HCMV. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.2% y tefiido con GelRed.

6.3Amplificacién de gen endégeno GAPDH.
En la Figura 18A se observan las muestras 1, 3 y 14 del CASO-5, las muestras 3, 4 y 6 del
CASO-7, y las muestras 3 y 5 del CASO-4, que fueron extraidas por el método de kit mod. si
se obtuvo DNA amplificable pues se observa un fragmento de 201pb del gen GAPDH.
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Figura 18. Amplificacién de un fragmento de 201pb del gen endégeno GAPDH para los casos extraidos por el
método de kit modificado. A. CASO-5, CASO-7 y CASO-4, respectivamente. B. CASO-1 y CASO-8. El control
positivo de PCR utilizado fue DNA contempordneo. El DNA se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.2%, tincidon con GelRed.
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En la Figura 18B se observa amplificado en las muestras 1y 7 del CASO-1, las muestras 1, 2
y 12 del CASO-8. Se obtuvieron los productos de tamario esperado en los controles positivos
de PCR, mientras que en los controles negativos de PCR no tuvo amplificado (Figura 18A 'y
B).

El CASO-2 y el CASO-7, extraidos por el método de Chelex, fueron analizados para
amplificar un fragmento de 201pb del gen GAPDH. Los resultados pueden verse en la Figura
19. Se obtuvieron los productos esperados en todas las muestras del CASO-2, para el
CASO-7 solo las muestras 3 y 4 obtuvieron el amplificado esperado, el CASO-7-6, no tuvo
ningun amplificado, solo un ligero barrido. El control positivo de PCR (DNA contemporaneo)
obtuvo el fragmento de 201pb esperado. En los controles negativos de extraccion y de PCR

no hubo amplificado.

fél_{élex CASO-2

Control (—'PCR
3
Ctrl extl?‘il}hélex CASO-7

‘&:'
: v
E .
O
400plw
300phiyu
' —_—— .
201pb—>‘°l~ -
100pBW
“4r L ih . s -y .

Figura 19. Amplificacién de un fragmento de 201pb del gen endégeno GAPDH para muestras extraidas por el
método de Chelex. En el gel se muestran los estudios CASO-2 y CASO-7 para el andlisis. El control positivo de PCR
fue DNA contemporaneo. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.2%, tefiido con GelRed.

6.4 Amplificacién del gen viral UL123 (MIE)
Previamente, el grupo de trabajo realizd la evaluacion de 12 estudios, extraidos por el
método de kit modificado, para la busqueda del gen viral UL123 (MIE). Para comprobar los
datos, en el presente trabajo se volvieron a evaluar los estudios que dieron un resultado
positivo para HCMV, pero usando el extracto de DNA obtenido por el método de Chelex y
con las condiciones de dilucién que amplificaron el gen GAPDH.
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Los resultados de la amplificacion de GAPDH del CASO-4 y la muestra CASO-1-3 y CASO-
2-1 se observan en la Figura 20, en la cual si hay amplificado (de diferente intensidad) en
todas las muestras. El control positivo de PCR fueron 20ng de DNA extraido por el método
de Chelex, también se obtuvo el fragmento de 220pb. El control negativo de PCR no tuvo
ningun producto amplificado.
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Figura 20. Amplificacién de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-4 y muestras del CASO-1-3 y
CASO-2-11. El control positivo de PCR fue 20ng de DNA de HCMV extraido por el método de Chelex. El DNA se
visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tefiido con GelRed.

En la Figura 22 se observan los productos de PCR para el CASO-3 y CASO-4. Observamos
el fragmento amplificado de 220pb para las muestras CASO-3-7 y CASO-4-4 (Figura 21A).
Las muestras 2, 3y 10 del CASO-3 y CASO-4-5 no obtuvieron amplificado, el CASO-4-8 no
tiene amplificado, pero si un ligero barrido. En la Figura 20B se observa la repeticion de la
PCR del CASO-3 y CASO-4. En la cual, se obtuvieron los productos de 200pb para las
muestras CASO-3-2, CASO-3-10, CASO-4-4, CASO-4-5. Las muestras que no amplificaron
fueron CASO-3-3, CASO-3-7, CASO-4-8.

Se obtuvieron los fragmentos de tamafio esperado en los controles positivos (1ng y 20ng)
para HCMV extraidos con Chelex solo en la repeticion (Figura 21B). Los controles negativos
de PCR tuvieron un ligero barrido, pero no hay amplificados (Figura 21A y B). Con estos
resultados se confirmo el diagndstico de infeccion por HCMV en las muestras CASO-3-2,
CASO-3-7, CASO-3-10, CASO-4-4, CASO-4-5.
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Figura 21. Amplificacion de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-3 y el CASO-4 extraidos por el
método de Chelex. A. Primer ensayo. B. Segundo ensayo (para reproducibilidad). El control positivo de PCR 1ngy
20ng de DNA de HCMV extraido por el método de Chelex. Los productos de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tincién con GelRed.

En la Figura 22 se observan los productos de PCR para el CASO-6, en la cual, vemos que no
hay productos amplificados en ninguna de las muestras (CASO-6-1, CASO-6-2 y CASO-6-5).
Se obtuvieron los productos esperados para los controles positivos (1ng y 20ng) de DNA de
HCMV extraido por Chelex. El control negativo de PCR no obtuvo amplificados. Con estos
resultados se descarta una infeccion por HCMV en este estudio.
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Figura 22. Amplificacién de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-6 extraido por el método de
Chelex. No se observa amplificado en ninguna muestra. El control positivo fue DNA de HCMV extraido por el
método de Chelex (1ngy 20ng). El DNA se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tincion
por GelRed.
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Los productos de PCR para el CASO-1 se presentan en la Figura 23. En la cual observamos
amplificado de 220pb del gen viral UL123 (MIE) en las muestras 2, 3y 7 del CASO-1. En la
muestra 10 del CASO-1 no hubo ningan amplificado. Se obtuvieron los fragmentos de
tamafio esperado en los dos controles positivos (1ng y 20ng) de DNA extraido por el método
de Chelex. En el control negativo de PCR no se obtuvo amplificado.
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Figura 23. Amplificacién de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-1 extraido por el método de

Chelex. El control positivo de PCR fue DNA de HCMV extraido por el método de Chelex (1ng y 20ng). Los
productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tefiido con GelRed.

En la Figura 24 encontramos los productos de la PCR para el CASO-2. Se observan
amplificados en todos los extractos, pero con diferente dilucién. Para el CASO-2-1 solo
amplificé un producto aparentemente menor al esperado de aproximadamente 200pb con
una dilucion 1:10, mientras que al colocar 20ng no hay ningin amplificado. En el CASO-2-3
hubo amplificado con una dilucion 1:10 del extracto, a diferencia de donde se colocaron 20ng
en el que no hubo ningun producto. EI CASO-2-10 también amplificd el fragmento de 220pb
con la dilucion 1:10 y no hay amplificado al colocar 20ng. Para el CASO-2-11 hubo un

fragmento de 220pb al colocar 20ng del extracto y no hubo amplificado en la dilucion 1:10.
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Control (+) HCMV Chelex 1ng
Control-(+) HCIMV Chelex 20ng

CAS0-2-1 (dil 1:10)
CASO-2-1 (20 ng)
CASO-2-3 (dil 1:10)
CASO-2-3 (20ng)
 CAS0-2-10 (dil 1:10)
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CASO-2-11 (dil 1:10)
CASO-2-11 (20ng)
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Figura 24. Amplificacién de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-2 extraldo por el método de
Chelex. El control positivo de PCR fue DNA de HCMV extraido por el método de Chelex (1ngy 20ng). El DNA se
visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tincién con GelRed.

6.4.1 Ensayo de restriccién con enzima BshNI
En la Figura 25 se observan los productos del ensayo de restriccibn usando DNA purificado
de gel para las muestras 2 y 7 del CASO-3 y DNA de HCMV de la cepa Towne, asi como los
productos de restriccion usando DNA de HCMV de la cepa Towne sin purificar de gel. Se
observa que al someter a digestion con la enzima BshNI (homdéloga a Banl) el DNA de
HCMV de la cepa Towne sin purificacion de gel, se obtienen los dos fragmentos esperados
(132pb y 88pb). En las muestras CASO-3-2 y CASO-3-7 se obtienen los productos
esperados y para la muestra CASO-3-7 se observa DNA sin restringir. Con la muestra de
DNA de HCMV de la cepa Towne purificado del gel, se obtienen los dos fragmentos
esperados, pero se tiene DNA sin restringir. Se colocé DNA sin restringir para cada muestra

como control si digerir.
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Marcador PM 50pb

Towne S/P y S/R
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Figura 25. Ensayo de restriccion con la enzima BshNI (Banl) para el CASO-3-2 y el CASO-3-7. El control positivo es
una amplificado de 220pb de DNA de HCMV de la cepa Towne. S/P=Sin purificar, S/R=Sin restringir, P=Purificado
y R=Restringido. Los productos de la digestidn se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y
tefiido con GelRed.

En total los estudios que amplificaron el fragmento de 220pb del gen viral UL123 fueron 5, lo
gue equivale al 42% (5/12). Los casos positivos fueron CASO-5, CASO-4, CASO-3, CASO-2

y CASO-1. Los 6rganos positivos de cada caso se observan en la Tabla 10.

Tabla 10. Organos positivos a infeccién por HCMV de los cinco estudios.

Estudio Organo

CASO-5-1 Pulmoén
CASO-5-9 Encéfalo
CASO-4-4 Pulmoén
CASO0-4-5 Higado
CASO-4-8 Encéfalo
CASO-3-2 Bazo
CASO-3-7 Pulmoén
CASO-3-10 Higado
CASO-2-1 Enceéfalo
CASO-2-3 Higado
CASO-2-10 Pulmoén
CASO0-2-11 Bazo, intestino
CASO-1-2 Bazo
CASO-1-3 Pulmén
CASO-1-7 Higado
CASO-1-10 Encéfalo
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En 2/5 de los neonatos fallecidos se encontré6 DNA de HCMV en todos los tejidos analizados.
Los tejidos mas frecuentemente afectados fueron pulmén (5/5 = 100%), encéfalo (4/5 = 80%)
y higado (4/5 = 80%). La distribucion de la infeccion con HCMV por afio estudiado se
encuentra en la tabla 11. En la cual observamos que, en el afio 2012 de 3 estudios
evaluados, solo uno resulto positivo a infeccion por HCMV, mientras que en el afio 2013 de 4
estudios evaluados 2 casos fueron positivos a IC por HCMV. Finalmente, en el afio 2014 solo

2 casos resultaron positivos a HCMV de 5 estudios evaluados.

Tabla 11. Casos encontrados de infeccion por HCMV en el INPer en los afios estudiados (2012-2014).

Afo Casos con infeccién Casos sin infeccion
2012 1 2
2013 2 2
2014 2 3

6.5Técnica PCR-RFLPs
Los resultados de la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 305pb del gen viral
UL55 (gB) para el CASO-3 y CASO-4 se observan en la Figura 26, en la cual hay amplificado
en las muestras 2, 7 y 10 del CASO-3 y las muestras 4, 5y 8 del CASO-4. Se obtuvieron los
productos esperados en los controles positivos de PCR para 1ng y 20ng. El control negativo
de PCR no tuvo amplificados.
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Figura 26. Amplificacidn de un fragmento de 305pb del gen viral UL55 (gB) para el CASO-3 y CASO-4. Los productos
de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tefiido con GelRed.

En la Figura 27, observamos los productos de la PCR del gen UL55 (gB) del CASO-2. Se
observa que si amplificaron los productos esperados en todas las muestras colocadas
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(CASO-2-3, CASO-2-10 y CASO-2-11). Tambien amplificaron los controles positivos de
HCMV (1ngy 20ng). No hubo amplificados en el control negativo de PCR.

arcador PM 50pb
Control (+) HCMV Chelex 20ng

CASO-2-11 {dil 1:10)
arcador PM 50pb
Control {+) HCMV Chelex 1ng

CASO-2-3 {dil 1:10)
CAS0-2-10 (dil 1:10)

Control {-) PCR

- -

-
. ..
305pb s 7
B -

, - \

Figura 27. Amplificacién de un fragmento de 305pb del gen viral ULS5 (gB) para el CASO-2. El control positivo fue
DNA de HCMV extraido por el método de Chelex. El DNA se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% y tincién con GelRed.

En la Figura 28 se observan los productos de PCR para el gen viral UL55 (gB) de las
muestras 1, 3, 7 y 10 del CASO-1 y las muestras 1y 9 del CASO-5. Se obtuvo el fragmento
esperado de aprox. 305pb en todas las muestras colocadas. Los controles positivos de PCR
(Ing y 20ng) también amplificaron el producto esperado. El control negativo de PCR no
obtuvo amplificado.

Figura 28. Amplificacién de un fragmento de 305pb del gen viral ULS5 (gB) para el CASO-5 y el CASO-1. Las
muestras cargadas fueron el total del producto de la PCR para su posterior purificacion en gel. Visualizado en un
transiluminador de onda corta. Tincion SYBR Green™.

-44 -



Para conocer los genotipos se tomé como referencia el articulo de Chou y Dennison'® para

determinacién de los 4 genotipos diferentes (Figura 29 y Tabla 12).

Rsal Hinfl
Genotipos: 1 2 3 4|1 2 3 4

239 239 195 195 202 202 202 202
66 63 63 66 67 100 97 &7
41 44 36 36

Fragmentos:

Figura 29. Digestidn de restriccion de la parte amplificada de glicoproteina B (bases 1319-1604). Enzimas Rsal y
Hinfl producen perfiles de digestion facilmente identificables para los grupos 1-4 de HCM.

Tabla 12. Fragmentos esperados del ensayo de restriccion para la glicoproteina B de cada genotipo.

Enzima Rsal Hinfl
Genotipo 1 2 3 4 1 2 3 4
Fragmentos 239 239 195 195 202 202 202 202
66 63 63 66 67 100 97 67
41 44 36 36

Para determinar los genotipos de HCMV se realizaron ensayos de digestion con las enzimas
Rsal y Hinfl. En la Figura 30 se observa la digestion del CASO-5-1 y CASO-5-9. La muestra
CASO-5-1 en digestion la enzima Rsal obtuvo dos bandas (239pb y 67pb), con la enzima
Hinfl también obtuvo 2 bandas (202pb y 100pb), determinando el genotipo gB2 para este
tejido. Para la muestra CASO-5-9 con la enzima Rsal se observan 2 bandas (239pb y 67pb),
mientras que para la enzima Hinfl se observan 4 bandas (202pb, 100pb, 66pb y 36pb),
ademas se observa DNA sin restringir; se determind que el genotipo gB es una coinfeccion
gB1/gB2. Se realiz6 el mismo ensayo de restriccion para los controles positivos de HCMV

para 1ng y 20ng, determinando una coinfeccién de genotipos gB1/gB2.
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Figura 30. Ensayo de restriccion con las enzimas Rsal y Hinfl para el CASO-5. SR=sin restringir, pb=pares de bases.
Imagen representativa del genotipo gB2 y la mezcla de genotipo gB1/gB2. EI DNA del ensayo se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y tincién con GelRed.

Los productos de dos ensayos de restriccion del CASO-4 se observan en la Figura 31. Para
la muestra 5 del CASO-4 (Figura 31A) en digestion con la enzima Rsal se obtuvieron
fragmentos de 239pb y 67pb. Con la digestién enzimatica de Hinfl se obtuvieron fragmentos
de 202pb y 100pb. Determinando un genotipo gB2 para esta muestra. Para el CASO-4-4y el
CASO-4-5 se observa solo un fragmento con la enzima Rsal de 239pb, y con la enzima Hinfl
se observa un fragmento de 202pb. El genotipo queda indeterminado, pero con sospecha de
gB1 o gB2.
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Control (+) HCMV 20ng SR
Control (+) HCMV 20ng Rsal
Control (+) HCMV 20ng Hinfl

CASO-4-4 Rsal
‘CASO-4-4 Hinfl-
CASO-4-5 SR
CASO-4-5 Rsal
CASO-4-5 Hinfl
CASO-4-8 SR
CASO-4-8 Rsal
CASO-4-8 Hinfl
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Figura 31. Ensayo de restriccion con las enzimas Rsal y Hinfl para el CASO-4. A. Primer ensayo con CASO-4. B.
Segundo ensayo con CASO-4. Imagen representativa del genotipo gB2. SR=sin restringir, pb = pares de bases. El
DNA del ensayo de restriccidon se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y tefiido con
GelRed.

Los resultados de la digestion para el CASO-3 se observan en la Figura 32. Para el CASO-3-
2 y el CASO-3-7 (Figura 32A y B) con la enzima Hinfl se obtuvieron los fragmentos de
tamafio aproximado de 202pb y 100pb, la digestibn con la enzima Rsal produjo los
fragmentos de tamafio aproximado de 239pb y 76pb. Se observa una ligera banda sin
restringir del control positivo de 20ng (Figura 32A). En el CASO-3-10 (Figura 32B) con la
enzima Hinfl se obtuvo un fragmento de 202pb, y la digestion con la enzima Rsal se obtuvo
un producto de 239pb. El genotipo gB2 en el CASO-3. El control positivo de PCR (1ng de
DNA del bloque de riién HCMV positivo extraido por Chelex) en digestiébn con la enzima
Hinfl produjo tres fragmentos de tamafio aproximado de 202pb, 67pb y 32pb; con la enzima
Rsal obtuvimos un fragmento de 239pb y otro de 67pb (Figura 32B). Determinando con ello

el genotipo gB1 para el control positivo de HCMV.
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Figura 32. Ensayo de restriccion con las enzimas Rsal y Hinfl para el CASO-3. A. Primer ensayo con el CASO-3. B.
Segundo ensayo con el CASO-3. Imagen representativa del genotipo gB2 obtenido con las muestras. SR=sin
restringir, pb = pares de bases. El control positivo fue DNA de HCMV obtenido por el método de Chelex, con el
genotipo gB1. Los productos de restriccidn se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y
tefiido con GelRed.

El ensayo de restriccidon con las enzimas Rsal y Hinfl del CASO-2 se observa en la Figura 33.
El CASO-2-3 al digerirse con la enzima Rsal produjo dos fragmentos de tamafio aproximado
de 239pb y 66pb, con la enzima Hinfl se observan igualmente dos fragmentos de baja
intensidad de tamafio aproximado de 202pb y 67pb. El CASO-2-10 con la endonucleasa Rsal
se observa un fragmento de 239pb de baja intensidad y con la enzima Hinfl se observa una
banda de baja intensidad de 202pb. Para el CASO-2-11 la digestién con Rsal produjo dos
fragmentos, uno de 239pb y otro de 66pb; en la digestién con Hinfl se observan 3 fragmentos
de tamafios 202pb, 67pb y 36pb. Determinando asi el genotipo gB1 para este estudio. En el
control positivo se observan, varias bandas con la digestion enzimatica de Hinfl: 4
fragmentos de tamafo aproximado de 202pb, 100pb, 67pb y 36pb. Con la enzima Rsal se
observan las bandas de tamafios 239pb y 66pb. Determinando asi una mezcla de genotipos
gB1/gB2.
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Figura 33. Ensayo de restriccidn con enzimas Rsal y Hinfl para el CASO-2. SR = sin restringir, pb=pares de bases.
Imagen representativa del genotipo gB1 obtenido de las muestras. EIl DNA del ensayo se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y tefiido con GelRed.

6.5.1 Genotipos de gB
En la Tabla 13 se indica el genotipo encontrado en cada 6rgano de los casos positivos. El
genotipo. El genotipo gB2 se encontré en 3/5 (60%), gB1 en 1/5 (20%) y una mezcla de
genotipos gB1/gB2 en 1/5 (20%). No se encontraron genotipos gB3 ni gB4.

Tabla 13. Genotipos encontrados en los érganos de los casos positivos para HCMV.

Estudio Organo Genotipo gB
CASO-5-1 Pulmon gB2
CASO-5-9 Encéfalo gB1/gB2
CASO-4-4 Pulmén gB2
CASO-4-5 Higado gB2
CASO-4-8 Encéfalo gB2
CASO-3-2 Bazo gB2
CASO-3-7 Pulmon gB2
CASO0-3-10 Higado gB2
CASO-2-1 Encéfalo gB1
CASO-2-3 Higado gB1
CASO-2-10 Pulmén gB1
CASO-2-11 Bazo, intestino gB1
CASO-1-2 Bazo gB2
CASO-1-3 Pulmén gB2
CASO-1-7 Higado gB2
CASO-1-10 Encéfalo gB2
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En la Tabla 14, se observan los hallazgos clinico-patoldgicos y citopatolégicos reportados en

los 5 casos positivos en los expedientes clinicos del departamento de Anatomia Patologica

de INPer.

Tabla 14. Hallazgos clinico-patolégicos y citopatolégicos encontrados en los casos positivos para HCMV.

Estudio Organo Signos clinico patoldgicos
, Pulmones atelectasia de reabsorcion 40%
Pulmon .
CASO-5 Enfisema 10%
Encéfalo Hemorragia focal de matriz germinativa
Pulmon Hipoplasia pulmonar bilateral
CASO-4 Higado Hidronefrosis rifidn derecho
Encéfalo
Bazo Tejido pulmonar ¢/ material amorfo intraalveolar
Pulmon Tejido pulmonar ¢/ material necrético
CASO-3 , . . .
Higado Tejido pulmonar ¢/ material hemorrégico
Cambios sugestivos de infeccion por HCMV
Encéfalo Hipoxia aguda grave
Higado Cerebelo c/hematoma extenso
CASO-2 , , ., .
Pulmén Higado congestion y hemorragia
Bazo, intestino
Bazo Coartacion aortica
CASO-1 Pullmc'm Atresia dfa via.s biliares
Higado Hipoxia
Encéfalo Microcefalia
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6.6Caso especial: Obito femenino de 32 semanas
Para el 6bito de 32 semanas, se realiz6 el procedimiento ya mencionado en la metodologia.
La amplificacion del fragmento de 220pb del gen viral UL123 (MIE) del CASO-E se observa
en la Figura 34, donde podemos observar el amplificado de todas las muestras (1, 3, 6 y 146)
y a las diferentes condiciones de dilucién. En los controles positivos de PCR (1ng y 20ng) si

amplifico el producto esperado. El control negativo de PCR no obtuvo ningin amplificado.

Control (+) CMV Chelex 1ng
Control (+) CMV Chelex 20ng

Control (-) PCR
CASO-E-1 (dil 1:10)
CASO-E-1 (20ng)
CASO-E-3 (dil 1:10)
CASO-E-3 (20ng)
CASO-E-6 (dil 1:10)
CASO-E-6 (20ng)
CASO-E-146 (dil 1:10)
CASO-E-146 (20ng)
Marcador 100pb

~ Marcador PM 50pb
Vacio

'
-~

R

220pb

BE NNE W B oaa

Figura 34. Amplificacion de un fragmento de 220pb del gen viral UL123 (MIE) de HCMV para el CASO-E. El control
positivo fue DNA de HCMV extraido por el método de Chelex (1ng y 20ng). Los productos de PCR fueron
visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tefiido con GelRed.

Los productos de la amplificacion del gen UL55 (gB), se observan en la Figura 35. Se obtuvo
el fragmento esperado en todas las muestras del 6bito (1, 3, 6, y 146) y en los dos controles

positivos de PCR. No se obtuvo amplificado en el control negativo de PCR.
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Figura 35. Amplificacién de un fragmento de 305pb del gen viral UL55 (gB) para el CASO-E. El DNA se visualizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tefiido con GelRed.
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Los resultados del ensayo de restriccion con las enzimas Rsal y Hinfl para el ébito (CASO-E)
se observan en la Figura 36. Para la muestra CASO-E-146 (Placenta), al someterla a
digestion con la enzima Rsal se tuvieron fragmentos de 239pb y 66pb, con la enzima Hinfl se
obtuvieron fragmentos de 202pb, 67pb, y 36pb. La digestiébn con la Rsal de la muestra
CASO-E-6 (Bazo) dio como resultado los fragmentos de tamafio aproximado de 239pb y
66pb (banda tenue), la digestion con Hinfl obtuvo los productos de 202pb y 67pb (banda
tenue). Para muestra CASO-E-3 (encéfalo) la digestion con Rsal mostré fragmentos de alta
intensidad de 239pb y 66pb, la restriccion con Hinfl mostro fragmentos de alta intensidad de
tamafios aproximados de 202pb, 67pb y 36pb. La ultima muestra CASO-E-1 (encéfalo)
muestra las mismas bandas que la muestra CASO-E-3. El genotipo determinado para este

Obito femenino de 32 semanas es gB1.
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Figura 36. Ensayo de restriccidn con las enzimas Rsal y Hinfl para el CASO-E. SR=sin restringir, pb=pares de bases.
Los productos del ensayo se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y tefiido con GelRed.
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7. Discusion.

La fijacion de tejidos en formalina y su inclusién en bloques de parafina (FFPE) es un método
estandar para la preservacion a largo plazo de especimenes de distintas patologias realizado
en la mayoria de los centros de salud de segundo y tercer nivel de atencién. El tejido FFPE
presenta una excelente preservacion en la estructura de los tejidos y permite un estudio
morfolégico tridimensional del mismo, ademas se pueden tomar varias muestras al tiempo. El
facil procesamiento, la preservacion a largo tiempo, el bajo costo de almacenamiento y el
transporte son algunas de las ventajas mas notorias de los tejidos FFPE. La obtencion de
DNA a partir de tejidos humanos preservados representa una herramienta para realizar
estudios epidemioldgicos, diagndstico molecular, estudios relacionado con el cancer y terapia
farmacoldgica, mediante pruebas moleculares como PCR, analisis de restriccion,
polimorfismo, microarreglos y secuenciaciéon.” 89 Sin embargo, este material preservado
presenta ciertos retos experimentales, por ejemplo: la parafina es una barrera fisica y el
formaldehido (componente actico de la formalina) promueve Ila generacion de
entrecruzamiento (“cross-linking” en inglés) entre acidos nucleicos y proteinas, lo que
ocasiona inconvenientes durante la extracciéon de DNA e inhibe la PCR.8! Las condiciones en
el proceso de fijacion, el pH bajo y la excesiva manipulacién durante la extraccion limitan la

obtencién de DNA de alto peso molecular y calidad a partir de tejidos FFPE."®

En el presente trabajo se realizé la extraccibon de DNA de muestras de tejido FFPE de
neonatos con sospecha de infeccidon congénita, utilizando dos métodos de extraccién que
presentan las ventajas de eliminacién del uso de disolventes, menor manipulacién por parte
del analista y menor costo por proceso. Se empleo un kit comercial (Zymo Research FFPE
DNA Miniprep™) incorporando modificaciones implementadas por el grupo de investigacion
para optimizar la obtencién de material amplificable por PCR; y se emple6 Chelex-100™ una
resina quelante que captura iones metdlicos polivalentes en soluciones, el efecto de esta
sustancia es prevenir a través de su accion quelante la ruptura del DNA altas temperaturas

catalizada por los iones involucrados en la muestra de trabajo.

El método de extraccion de DNA por kit comercial, al cual llamamos kit modificado, obtuvo
resultados favorables con respecto a la relacién de D.O. 260/280 (una medida de pureza) ya
gue el 58%(25/43) resulto 6ptimo para su uso en ensayos moleculares, ademas en el

67%(29/43) de las muestras se obtuvo un rendimiento de DNA =1pug, lo cual es suficiente
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para su uso en PCR y ensayos moleculares posteriores. Nuestra propuesta del kit comercial
(Zymo Research) modificado es una buena alternativa para llevar a cabo las extracciones de
DNA de tejidos FFPE debido a que al ser eliminado el paso de desparafinado previo,
disminuye la manipulacion de las muestras y se reduce el riesgo en la salud del analista al no

usar disolventes toxicos como xilol, cloroformo y fenol.

Con el método de extraccion de DNA por Chelex se obtuvo un rendimiento de DNA 21ug en
el 100% (43/43) de las muestras analizadas, lo cual indica que es un buen método para
extraer DNA en altas concentraciones. El uso de Chelex es menos costosa que otros

meétodos que emplean mas reactivos y es un protocolo facil de realizar.

Considerando las pruebas estadisticas realizadas el método de extraccion por Chelex fue el
gue mayor cantidad de DNA obtuvo en la extraccion de las muestras. Para la relacion de D.O

260/280 como una medida de pureza no hubo diferencia significativa entre ambos métodos.

El DNA extraido con ambos métodos fue adecuado para amplificar fragmentos de
aproximadamente 200pb (gen GAPDH y gen UL123) y hasta 300pb (gen UL55); la no
amplificacion del gen GAPDH de algunas muestras, pudo deberse a la presencia de agentes

inhibidores de la DNA Polimerasa, como la parafina, en el extracto de DNA.

Para la amplificacién del gen viral se utilizaron los primers PPF-220-HCMV y PPR-220-
HCMV disefiados en el laboratorio; utilizando como referencia los primers MIE-4 y MIE-5
reportados por Demmler®? para amplificar un fragmento de 435pb. Este gen es la region
principal del antigeno mayor inmmediate-early (MIE) de la cepa Towne de HCMV, el cual
tiene un sitio de corte para la enzima de restriccion Banl. El propésito de disefiar este par de
primers, fue reducir el niumero de pb se deseaba amplificar y mantener el sitio de corte de la

enzima Banl (homologo a BshNI) para realizar la confirmacién de la infeccion por HCMV.

Con respecto a la identificacion de HCMV en los casos, se encontré6 DNA de HCMV en 5 de
los 12 casos incluidos en este estudio. El pulmén fue el érgano mas frecuentemente afectado
(5/5) en el cual se reportaron hallazgos clinico-patolégicos sugestivos de infeccion por HCMV
en el reporte de necropsia, ya que los neonatos positivos presentaron hipoxia e hipoplasia
pulmonar. Ademas, el CASO-3 presento hallazgos citopatologicos de infeccion por HCMV, de
acuerdo con los expedientes de Anatomia Patoldgica del INPer, tejido pulmonar con material
amorfo intraalveolar, necrético y hemorragico. De acuerdo con lo reportado por Martinez-
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Contreras et al, HCMV es el agente viral mas frecuentemente asociado a neumonias,

sindrome de dificultad respiratoria (SDR) y complicaciones pulmonares en recién nacidos.3

El segundo 6rgano mas afectado fue el encéfalo (4/5), seguido del higado (4/5). HCMV tiene
una etiologia importante en la discapacidad neuroldgica en neonatos. Los signos y sintomas
neurolégicos mas comunmente observados en neonatos con IC por HCMV incluyen:
microcefalia, calcificaciones intracraneales, letargia, convulsiones, hipotonia, pérdida auditiva
neural y coriorrenitis.?® Esto concuerda con algunos antecedentes reportados en los
expedientes de Anatomia Patoldgica, por ejemplo el CASO-2, que tuvo un hematoma en el
cerebelo y fue positivo a HCMV en el tejido analizado.

HCMV en higado de pacientes no inmunocomprometidos o recién nacidos causa una
hepatitis aguda, en la que se reconocen como hallazgos clinico-patoldgicos la necrosis leve
de los hepatocitos, la predominancia de células mononucleares (mezcla de linfocitos
pequefios y grandes, incluidas formas atipicas).® 8 Si bien estos cambios son
caracteristicos, no propios de la enfermedad, se encontraron cambios clinico-patolégicos en
tejido de recién nacidos con muerte neonatal temprana, de acuerdo con los expedientes de
las necropsias. Tal es el CASO-2 con higado congestionado y con hemorragia.

Una manera de confirmar que el fragmento de DNA amplificado corresponde a HCMV, fue
realizar un ensayo de restriccion con la enzima BshNI (un homoélogo de la enzima Banl).
Comprobamos que si corresponde a un fragmento de DNA viral de HCMV debido a que
obtuvimos los fragmentos esperados. En algunos extractos se requiere de mayor cantidad de
enzima para no encontrar fragmentos sin restringir. Diversos grupos a nivel internacional
trabajan en la epidemiologia molecular de este virus en infeccion congénita, asi como en los
marcadores de virulencia. A pesar de este hecho, no existen muchos estudios acerca de los

genotipos de HCMV en infeccién congénita en nuestro pais.®

El efecto de la variacion de las cepas de HCMV sobre las propiedades bioldgicas del virus es
un toépico de gran interés. Cada aislado clinico tiene el potencial de una identidad Unica, lo
cual inicia la hipotesis que la variacidbn entre estos genotipos afecta la gravedad de la
infecciéon por HCMV.4° Nosotros encontramos el genotipo gB2 en 4 de los 5 casos positivos a
HCMV y gB1 en solo 1 caso de 5, y de manera complementaria una coinfecciéon gB1/gB2 en

el tejido cerebral de un solo caso. Esto concuerda con lo reportado por Arellano-Galindo
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(2014), en donde se encontrd al genotipo gB2 en el 66% (13/17) de las muestras de sangre
seca de recién nacidos con infeccidn congénita, seguido del genotipo gB1 con el 17% vy el

otro 17% con genotipo gB3. El 47% de la infecciéon materna se traté de una coinfeccion.?

Se ha reportado que el genotipo gBl es el mas frecuente en pacientes pediatricos
trasplantados de médula 6sea que desarrollan infeccién activa por HCMV.8 Por otro lado, se
ha propuesto que los genotipos gB2 y gB3 son mas neurotropicos porque han sido mas
frecuentemente aislados en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con SIDA infectados
con el virus.®” El genotipo gB2 se ha asociado también con secuelas a largo plazo, ya que es
el genotipo que preferiblemente se transmite de madre a hijo en las infecciones mixtas y en
otros estudios ha sido descrito como el méas prevalente.?? Sin embargo, otros investigadores
no han establecido una relacion directa entre la evolucion de la enfermedad en fetos o recién
nacidos y el genotipo de la glicoproteina B, a pesar de que hayan identificado un genotipo
gue prevaleciera sobre los demas.? Esto nos sugiere que la capacidad de una cepa del virus
con un determinado genotipo de gB de producir la enfermedad, en un paciente
inmunosuprimido, depende directamente de factores intrinsecos que producen tropismo viral

hacia ciertos tejidos.

De manera complementaria se encontré el genotipo del control positivo de HCMV de un
tejido de rifion, resultando en una mezcla de los genotipos gB1/gB2. Encontrar una mezcla
de genotipos, tiene una probabilidad del 62% de acuerdo con lo reportado por Arellano-
Galindo, en México.?®> También se tiene reportado una distribucién del 42% con mezcla de

genotipos gB1/gB2 en muestras sanguineas de recién nacidos con infeccién congénita.

Finalmente, se realizd la identificacion en un ébito de 32 semanas de gestacién que tuvo
hallazgos citopatologicos sugestivos de infeccion viral. Con el método PCR-RFLPs, se
detectd al genotipo gB1. Los tejidos de esté Obito fueron recientemente fijados en formalina y
embebidos en parafina, por lo que los procesos de fijacion y el pH bajo, al momento de hacer
las extracciones no intervinieron de manera excesiva en la extraccion de DNA, por los
métodos estudiados. El conocimiento de si determinados genotipos guardan relacion con las
diferentes evoluciones de la enfermedad, permitiria disponer de una nueva herramienta

diagndstica para una mejor intervencion médica.
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. Conclusiones.

e Se encontraron los genotipos gB1 y gB2 en la poblacion estudiada, no se encontraron
genotipos gB3 ni gB4.

e EIl genotipo gB2 fue mas el frecuentemente encontrado en 4 de 5 casos positivos a
HCMV.

e Los tejidos mas afectados fueron pulmoén, cerebro e higado, con 5/5, 4/5 y 4/5,
respectivamente.

e Se confirmé la infeccion congénita debido a que se identific6 HCMV en recién nacidos
menores a 3 semanas de vida.

e Se realiz6 la correlacion clinico-patolégica y citopatolégica con la presencia de HCMV
en los 6rganos infectados.

e Se cumplieron asi los objetivos del presente trabajo, proporcionando un apoyo para la
implementacion de diagnéstico molecular de infecciones virales en la poblacién que

atiende el Instituto.
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9. Perspectivas

A la fecha, son pocos los estudios que se han realizado para la deteccién de IC por HCMV
en poblacion mexicana, ademas de la determinacion de los genotipos de gB para relacionarla
con la gravedad de la infeccion. La mayoria se ha enfocado en determinar la
seroprevalencia, que ayuda como tamizaje. La infeccion por HCMV tampoco se puede
diagnosticar con base en un cuadro clinico debido a que comparte caracteristicas comunes

con otras patologias.
Se sugiere:

e Aumentar el nUmero de casos a analizar para determinar la prevalencia de infeccion
congénita en esta poblacion.

e Analizar la relacién entre el genotipo y el cuadro clinico en el neonato y la madre.
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Cuantificacion de la relacion de D.O 260/280 y el rendimiento de DNA en todas las muestras

evaluadas.

Kit modificado Chelex-100
MUESTRA Relacién de D.O 260/280 | Rendimiento ug DNA | Relacion de D.O 260/280 | Rendimiento ug DNA
CASO-1-2 4.9 0.3 1.9 17.3
CASO-1-3 17 1.2 2.2 9.4
CASO-1-7 1.3 0.4 1.7 3.2
CASO-1-10 1.7 0.6 3 24
CASO-2-1 1.8 1 1.8 5.7
CASO-2-3 1.9 0.4 1.6 1.7
CASO-2-10 1.7 1.6 1.4 10.3
CASO-2-11 1.7 1.3 1.8 36.4
CASO-3-2 11 0 1.6 12.2
CASO-3-3 0 0 1.9 4.2
CASO-3-7 6 0.3 1.6 11.9
CASO-3-10 1.7 0.4 2 7.8
CASO-4-4 1.9 25 1.9 4.8
CASO-4-5 2.3 25 1.9 9.7
CASO-4-8 2.6 1.1 2 2
CASO-5-1 17 4 2.3 7.5
CASO-5-3 17 3 2.3 6.1
CASO-5-9 14 0.9 2.8 2.7
CASO-5-14 17 24 1.9 8.1
CASO-6-1 1.9 1.8 1.7 9.2
CASO0-6-2 2 1.8 1.7 5.3
CASO-6-5 15 0.7 1.6 6.4
CASO-7-3 17 55 1.4 3.8
CASO-7-4 1.8 5.9 2 10.1
CASO-7-6 1.8 8.3 1.9 14.8
CASO-8-1 17 10.1 1.9 19.5
CASO-8-2 1.6 14 2 1.1
CASO-8-12 15 1.2 2 5.9
CASO-9-5 1.9 24 2.1 3.2
CASO0-9-7 2.1 25 15 10.9
CASO-9-8 23 1.6 2 5.4
CASO-10-2 1.3 1.1 1.9 6
CASO-10-4 1.8 3.3 1.8 35
CASO-10-7 1.9 1.5 1.9 24
CASO-10-9 1.6 1 1.7 1.7
CASO-11-3 1.7 1.9 1.8 9.2
CASO-11-7 17 1.8 1.8 13.6
CASO-11-8 1.6 1.1 1.6 4.2
CASO-11-11 1.8 2.8 1.8 8
CASO-12-1 17 0.1 2.2 6
CASO-12-4 2.2 1.2 2.1 8.4
CASO-12-6 2.2 0.9 1.8 4.5
CASO-12-7 24 1.2 2 12.9
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