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|. Abreviaturas

A

AdV

BPV

cDNA

CMnV

DNA

dNTP

ELISA

Flu A

Flu B

FRET

HBoV-1

HCoV

Adenina

Adenovirus

Papilomavirus Bovino (Por sus siglas en inglés Bovine Papillomavirus)
Citosina
Acido Desoxiribunucleico Complementario (Por sus siglas en inglés

Complementary Desoxyribonucleic Acid)

Virus Minuto Canino (Por sus siglas en inglés Canine Minute Virus)
Acido Desoxiribunucleico (Por sus siglas en inglés Desoxyribonucleic
Acid)

Desoxirribonucleotidos trifosfato (Por sus siglas en inglés
Desoxyribonucleotid Triphosphate)

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (Por sus siglas en
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Influenza tipo A

Influenza tipo B

Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (por sus
siglas en inglés Forster resonance energy transfer)

Guanina
Bocavirus Humano 1 (por sus siglas en inglés Human Bocavirus 1)

Coronavirus Humano (Por sus siglas en inglés Human Coronavirus)
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hMPV

HPIV

HRV

IgG

IMSS

IRA

ORFs

PCR

RT-PCR

RNAmM

TAE
TBE
TE

VSR

Metapneumovirus Humano (Por sus siglas en inglés Human
Metapneumovirus)

Virus Humano de la Parainfluenza (Por sus siglas en inglés Human
Parainfluenza Viruses)

Rinovirus

Inmunoglobulina tipo G

Inmunoglobulina tipo M

Instituto Mexicano del Seguro Social

Infeccién Respiratoria Aguda

Marcos Abiertos de Lectura (Por sus siglas en inglés Open Reading
Frames)

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Por sus siglas en inglés
Porymerase Chain Reaction)

Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa (Por sus siglas en
inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction)

Acido Ribonucléico mensajero (por sus siglas en inglés messenger
Ribonucleic Acid)

Timina

Tris-Acetato-EDTA

Tris-Borato-EDTA

Tris-EDTA

Virus Sincicial Respiratorio
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II. Introduccidn

En México, se ha determinado que las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA por
sus siglas) se presentan con mayor frecuencia en nifios menores de 5 afios, el
origen de dichas infecciones es principalmente por patdégenos virales y bacterianos,

siendo los patégenos virales los que con mayor frecuencia se presentan.

De los principales agentes virales, el de mas reciente descubrimiento y con menor
namero de estudios reportados es el Bocavirus Humano 1 (HBoV-1), este es un
virus de la familia Parvoviridae que fue identificado por primera vez por Allender y
col. en 2005.®M Ha sido detectado en el 4.59% de los pacientes con enfermedad
respiratoria aguda a nivel mundial,® en donde se ve asociado a sibilancias, otitis
media aguda, neumonia grave e insuficiencia respiratoria® y en adultos se detecta

con muy poca frecuencia.

En México, los estudios sobre HBoV-1 son bastante escasos y no se dispone de
metodologia diagndstica de rutina; debido a esto, es de suma importancia
desarrollar nuevas metodologias, que nos permita identificar el HBoV-1 de forma

sensible y especifica para dar un diagndéstico oportuno.

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR por
sus siglas en inglés “Real Time-Polimerase Chain Reaction”), resulta ser uno de los
métodos mas sensibles que existen para la identificacion de virus, ya que tanto los
oligonucleotidos como la sonda utilizada, son especificos para el virus de interés,
esto ademas permite detectar cargas virales en un tiempo menor respecto a otras

técnicas convencionales.
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[1l. Marco Teodrico

.l Infecciones Respiratorias Agudas

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA) son padecimientos infecciosos de las
vias respiratorias que evolucionan en menos de 15 dias y que en ocasiones se
complican con neumonia. En México, las IRA son un problema de Salud Publica, ya
que son una de las 10 principales causas de defuncién en la poblacion general y
representan 3 de las primeras causas de muerte en menores de 5 afios.® Estas se
caracterizan por presentar dificultad respiratoria, los cuales pueden estar o no
acompariados de fiebre.® De acuerdo con las estadisticas oficiales del IMSS
publicadas en €l 2013, las IRA constituyen la primera causa de morbilidad e ingreso
hospitalario de menores de 5 afios. Por lo que este tipo de patologias, se definen
como el conjunto de enfermedades transmisibles del aparato respiratorio, que
incluyen desde el resfriado comdn hasta la neumonia, pasando por la otitis media
aguda, amigdalitis, sinusitis, bronquitis aguda, laringotraqueitis, bronquiolitis y
laringitis, con evolucién menor a 15 dias y con la presencia de uno o mas sintomas

0 signos como tos, rinorrea, obstruccion nasal, odinofagia, otalgia, disfonia.® 7

Estas infecciones generalmente son causadas por diferentes microrganismos como
virus y bacterias, teniendo a los virus como la causa principal de dichas infecciones.
Entre los principales virus estan: Influenza Ay B (Flu Ay Flu B), Parainfluenza 1, 2
y 3 (HPIV), Adenovirus (AdV), Virus Respiratorio Sincicial (VRS), Rinovirus (HRV),
Coronavirus (HCoV), Metapneumovirus Humano (hMPV) y Bocavirus Humano

(HBoV).®
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Segun el boletin médico del Hospital Infantil de México publicado en febrero de
2018, en el periodo de octubre de 2014 a enero de 2016 se tomaron 1,705 muestras
nasofaringeas, que tuvieron un porcentaje de positividad para cualquier virus

respiratorio del 49.85% (850 muestras), distribuidos de la siguiente manera:

Coronavirus,
0.12% \
Parainfluenza,
12.35%
Metaneumovnrus,
2.94%
Influenza, 6.24%/

~—~_Bocavirus, 5.88%

\Enterowrus,

0.71%

Adenovirus,
2.71%

Figura 1. Gréfica de etiologia viral de las IRA en México entre 2014- 2016.(

Es importante mencionar que el HBoV se ha encontrado en mayor medida, asociado
a casos de coinfeccién como agente patégeno secundario, actuando en conjunto
con patégenos como VSR o hMPV y encontrado principalmente en casos donde las
infecciones primarias se complicaban o evolucionaban de manera negativa, cosa
que comenzo a llamar la atencidon de un sector de la comunidad médica y fue en el
aflo 2005 donde se logro identificar al Bocavirus Humano, que si bien en ese
momento su prevalencia era minima, poco a poco creceria el porcentaje de

infeccion a nivel mundial.(9

AREVALO PALACIOS BRANDON AXEL / HIMFG — FES ZARAGOZA, UNAM



PCR en tiempo real para identificacién y cuantificacion de HBoV

Como se observa en la Figura 1 el HBoV ocupa un lugar importante entre los virus
causantes de IRA y hasta la fecha los estudios en México respecto a este virus son

muy escasos.

I11.11 Bocavirus Humano

El Bocavirus humano (HBoV), nombre que recibi6 este nuevo patégeno, fue
descubierto en 2005 por Allander y col.,, a partir de muestras respiratorias
provenientes de nifios.) Desde entonces se ha detectado en aspirados
nasofaringeos, suero y sangre de pacientes con infeccion respiratoria y en muestras

de materia fecal de pacientes con IRA y/o gastroenteritis. (%)

Hablando de la composicion y la estructura del virus, sus secuencias genéticas y el
andlisis filogenético muestran una estrecha relacion entre HBoV y 2 miembros de la
familia Parvoviridae: Parvovirus Bovino (BPV) y Virus Minuto Canino (CMnV), de ahi
el nombre de Bocavirus Humano (HBoV), “BO” de bovino y “CA” de canino(!?),
clasificado taxon6micamente dentro del género Bocavirus, subfamilia Parvovirinae,
familia Parvoviridae.®® HBoV, es un pequefio virus no envuelto, icosaédrico,
contiene un genoma de 5,3 kb de DNA de cadena simple, de sentido negativo®¥ y
no crece en lineas celulares estandares por lo cual su diagndstico se ha basado en

la deteccion del DNA.()
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Figura 2. Estructura 3D de Bocavirus Humano

El mecanismo de replicacion de HBoV aun no esta del todo claro, el modelo mas
cercano propuesto es el conocido como: “Rolling Hairpin”.(7- 18) Debido a que la
replicacion de otros Parvovirus se lleva a cabo mediante la via del modelo “Rolling-
hairpin” con la generacion de intermediarios concatenamericos caracterizados por
una estructura de cabeza a cabeza o de cola a cola, se cree que Bocavirus, por
pertenecer a la familia Parvoviridae sigue el mismo patron. Sin embargo, aunque la
presencia de mondémeros de cabeza a cabeza se ha demostrado en HBoV1, HBoV2
y HBoV3, los intermedios concatenamericos no se han encontrado todavia, 7. 19. 20.

21,22) es por ello que se mantiene en discusion el mecanismo de replicacion.

El genoma de HBoV contiene tres marcos abiertos de lectura (ORFs por sus siglas

en inglés “open reading frames”) (Figura 3). Los dos primeros codifican las proteinas
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no estructurales NS1 y NP1 y el tercero codifica las dos proteinas de la c4pside
viral: VP1y VP2.3 Cuatro especies de HBoV han sido descubiertas: HBoV1 es la
especie que predomina en el arbol respiratorio mientras que HBoV2, HBoV3 vy

HBoV4 se hallaron principalmente en muestras de materia fecal.(?4

1 1. N 5209
2410 3069
244 2172
056 [——

3443 5071

Figura 3. Secuencia completa de HBoV, con sus 3 marcos abiertos de lectura. ¢

La secuencia de nucledétidos de las proteinas de la capside VP1 y VP2 tiene una
alta variabilidad, comparada con la de las proteinas no estructurales NS1 y la
nucleoproteina NP1, esta Ultima con actividad de evasion del sistema
inmunolégico,®® por lo cual su andlisis ha dividido a HBoV1 en dos genotipos: Stl
y St2,(2%) ademas esto ha permitido que tanto NS1 como NP1 sean elegidos mas
frecuentemente como los objetivos principales de estudios de PCR debido a que

poseen secuencias altamente conservadas.

Las regiones no codificantes contienen secuencias palindromicas, comunmente
conocidas como repeticiones terminales invertidas, que son esenciales para la

replicacion viral.?”) NS1 es una proteina multifuncional que tiene varios sitios con
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diferentes funciones: en el N-terminal cumple una funcion de unién y endonucleasa,
en el C-terminal se lleva a cabo una transactivacion y en la region media tiene
funciéon como ATPasa y helicasa.®® Ademas, asi como sucede en el Virus Minuto
Canino y en el Virus Minuto de Raton con NP1, NS1 tiene un rol esencial en la
replicacion del DNA de HBoV. Esta proteina no estructural también participa en la

apoptosis, la detencién del ciclo celular y la transactivacion génica en B19V.(9)

OBD/Endonuclease Oligo. Helicase C-terminus
Transactivation Domain
nt 349 1171 1288 2260/2332 2762
NS1
aal 275 314 Walker boxes 8 | 81
Endo. Core nt2221
nt2349 nt2574

| DNA binding loop
nt2358 nt2676

Figura 4. Estructura completa de la proteina NS1 de HBoV-1. ¢4

La secuencia completa del gen NS1 de HBoV1 tiene 1928 nt de longitud y codifica
un polipéptido de 643 aminoéacidos (aa). El gen NP1 tiene una longitud de 660 nt 'y
su proteina codificada varia en longitud entre las diferentes cepas, que van de 214
a 219 aa. Ademas, el ORF HBoV1 VP1/ VP2 contiene la secuencia de codificacion
completa del gen VP1, que codifica una proteina de 671 aa y el gen VP2 dentro de

la secuencia VP1, codificado del nucle6tido 3443 a 5071.(39
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1.1l Patogenicidad y Prevalencia de HBoV

La patogénesis de HBoV sigue siendo poco caracterizada, principalmente debido a
la falta de lineas celulares especificas para el cultivo de virus 0 modelos animales
experimentales.®) Se sabe que el virus ingresa al huésped de manera directa, a
través del tracto respiratorio y su posterior paso a torrente sanguineo, llegando en
algunos a tracto gastrointestinal, en donde se ha detectado con menor frecuencia,
ademas la presentacion clinica mas descrita de la infeccion por este virus, incluye
tos, fiebre, rinorrea, exacerbacion del asma, bronquiolitis, sibilancias agudas y
neumonia. La media de la carga viral encontrada en los aspirados nasofaringeos de

pacientes con infecciones respiratorias es de 4.9 x 102 copias / mL.2 33)

Las monoinfecciones con HBoV son raras, mientras que las infecciones dobles se
observan con frecuencia. Los casos de infeccion por HBoV muestran una alta tasa
de coinfecciones con otros virus y bacterias respiratorios y patdgenos

gastroenteriticos, tales como rinovirus humano, adenovirus, norovirus, rotavirus.®

HBoV tiene una distribucidén mundial; su transmision e infeccién ocurre durante todo
el afio, pero es predominante durante los meses de invierno y primavera.®* Guido
y colaboradores®®,calcularon la prevalencia mundial de la infeccion con base a una
bdsqueda de articulos publicados en la base de datos Medline desde el 6 de
septiembre de 2005 (el afio del descubrimiento de HBoV) hasta el 15 de marzo de
2016, concluyendo que de 233,761 muestras de pacientes con enfermedades
respiratorias, 10,745 resultaron positivas para HBoV lo que da una prevalencia

mundial del 4.59%. De las muestras positivas para HBoV, 5630 resultaron positivas
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también para otros virus, por lo que el porcentaje mundial de coinfeccion es del 2.4%
y el porcentaje de infeccion teniendo a HBoV como Unico patégeno detectado es
del 2.19% a nivel mundial. En México solo se tiene reportado un estudio en el que
se procesaron 162 muestras de pacientes con enfermedad respiratoria de los cuales
Gnicamente 8 fueron positivos para HBoV dando asi una prevalencia del 4.9%. De
los 8 pacientes positivos, 2 pacientes fueron positivos también para VSR y 1
paciente para hMPV, por lo que se puede decir que el virus se encontrd6 como unico
patégeno en el 3.08% de los casos y en coinfeccién el 1.85% de los casos La
seroprevalencia de HBoV esta relacionada con la edad y oscila entre
aproximadamente el 40% en nifios entre 18 y 23 meses de edad hasta casi el 100%
en nifos mayores de 2 afios, con un promedio de 76.6% en nifios y 23.4% en

adultos. 6. 37)

Debido a la dificultad que representan técnicas de cultivo y los modelos animales
para la deteccion de HBoV, se ha optado principalmente por técnicas seroldgicas y
de biologia molecular tales como la PCR y RT-PCR, siendo la segunda una de las
MAs precisas y que a su vez nos permite conocer la carga viral de los pacientes

para un mejor diagnostico.@?)

I1.IV Diagnéstico de HBoV

Al principio, el método principal para detectar infecciones por HBoV en muestras
respiratorias y gastrointestinales fue representado por una herramienta directa, es

decir, PCR convencional, la cual posteriormente fue sustituida por la RT-PCR.
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Las técnicas de PCR permiten el aislamiento de los fragmentos del genoma viral a
partir de muestras de exudados nasofaringeos, broncoalveolar, heces, suero y orina

a traves de la amplificacion de las regiones génicas NP1, NS1y /o VP1/ 2.

NP1 y NS1 estdn mas conservados que VP1 / 2, y por lo tanto, son dirigidos

cominmente para la deteccién basada en PCR del virus.©®8)

Posteriormente, se desarrollaron ensayos multiplex para detectar genotipos de
HBoV en infecciones respiratorias; estos incluyeron Luminex RVP (Luminex
Molecular Diagnostics, Toronto, Canadd) y RespiFinder (Pathofinder, Maastricht,
Holanda).% 49 A pesar de sus inconvenientes actuales (es decir, alto costo,
intensidad de trabajo, tiempo de respuesta prolongado, entrenamiento especifico
del personal, etc.), a diferencia de la RT-PCR, estos nuevos enfoques pueden
proporcionar mas informacion sobre especies o tipo de virus; por lo tanto, son de

interés para el diagnostico de virus en entornos clinicos y de salud publica.

Se han desarrollado métodos seroldgicos para la estimacién de anticuerpos
especificos de HBoV en muestras de suero, como el Western Blott, y la
inmunofluorescencia. El Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA por
sus siglas en ingles “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”’) y el
Enzimoinmunoanalsis (EIA por sus siglas en inglés “Enzyme Immunoanalysis
Assay”), son ensayos serologicos cualitativos y cuantitativos confiables utilizados
para detectar anticuerpos IgG e IgM vy afinidad de IgG"*Y utilizando VP2
recombinante o proteinas de capside VLP; este ultimo, por ejemplo, es producido

por una linea celular de insectos infectada con un vector de Baculovirus y
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posteriormente utilizada para producir antisueros anti-HBoV de conejo que se aplica
para desarrollar una prueba de ELISA. La prueba de avidez de IgG permite distinguir
entre infecciones primarias y secundarias 0 inmunoactivaciones con alta
especificidad diagndstica. Los pocos estudios seroldgicos disponibles a la fecha se
han centrado principalmente en cuestiones epidemioldgica; sin embargo,
considerando que los HBoVs son agentes altamente prevalentes que pueden
establecer infecciones persistentes, la interpretacion de las pruebas seroldgicas en
el contexto de la situacion clinica puede ser tan complicada como el uso de los

resultados de la PCR.

[1l.V PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una reaccion enzimética in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada. Para ello, la reaccién
aprovecha la actividad de la enzima DNA polimerasa que tiene la capacidad de

sintetizar naturalmente el DNA en las células.®)

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (DNA o cDNA),
la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados
(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg 2*), una solucién

amortiguadora o buffer y H20 libre de DNasas.

En la PCR, el templado son las cadenas de DNA que se separan y funcionan como
molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia

blanco de interés. Por su parte, la DNA polimerasa se encarga de la catalisis de la
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reaccion, sintetizando las nuevas cadenas de DNA que llevan la secuencia blanco.
La enzima usada con mayor frecuencia se llama Tag DNA polimerasa,*? que
proviene de una bacteria termofila llamada Thermus aquaticus; la cual, vive en
condiciones de temperatura muy altas y por eso su DNA polimerasa es capaz de
soportar ese tipo de temperaturas. El rasgo que distingue a esta enzima bacteriana
de las polimerasas de otros organismos es su capacidad para mantener su

funcionalidad a temperaturas altas, considerandola una enzima termoestable.

Los primers son secuencias de oligonucleotidos que delimitan la secuencia blanco
gue se desea amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente, su tamafio
oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mayor de 55%
en la secuencia.® Si no se respetan estas reglas, existe la posibilidad de la
formacion de dimeros de primers, es decir, de productos inespecificos. Esto
repercutiria en el rendimiento de la reaccién, asi como en la especificidad del
producto esperado. Son dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan en
la PCR, una denominada «forward» o sentido y otra «reward» o antisentido; ambas
deben estar disefiadas para que hibriden con el templado y las cadenas de DNA
puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en direccion 5°-3’ tal como sucede

endégenamente.

Por su parte, los dNTP’s son las bases nitrogenadas con los que la Tag polimerasa
construye las nuevas cadenas de DNA. Son factores importantes que contribuyen
a la especificidad de la reaccién, por ello es importante que su concentracion sea la

adecuada, ya que de lo contrario pueden afectar la funcién de la Tag polimerasa

AREVALO PALACIOS BRANDON AXEL / HIMFG — FES ZARAGOZA, UNAM



PCR en tiempo real para identificacién y cuantificacion de HBoV

(concentracion que oscila entre 0.2 a 1.0 mM). La solucion amortiguadora que se
usa en la reaccion esta compuesta de Tris-HCI (pH = 8) cuya concentracion final de

trabajo debe ser 1X.

El magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion,
por eso se debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el
rendimiento de la Taq polimerasa; su concentracion oscila entre 0.5y 2.5 mM. El
agua es el disolvente en la reacciébn y se usa en su forma destilada libre de

nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos.
Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo mediante 3 pasos:
Desnaturalizacion.

En esta etapa, las cadenas de DNA son calentadas y separadas a una temperatura
de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia del templado,
es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper sus
uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres
enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la velocidad en la
gue el termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo con el modelo
del equipo. Al final de esta etapa tendremos las cadenas separadas que serviran

como templado para el siguiente paso. 44
Alineamiento.

En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente

separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el
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complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacién o
temperatura melting (Tm) sea la éptima; ésta generalmente oscila entre 50-60 °C.
La Temperatura de Fusion, Tm, de un oligonucleétido es un valor de critica
importancia. Los principales factores que afectan este valor son: concentracion de
sales, concentrancion de ADN, presencia de agentes desnaturalizantes (DMSO o
formamida), secuencia, longitud y condiciones de hidridizaciéon. La ecuacion méas

simple para calcular la Tm esta dada por la Regla de Wallace:
Tm = 2(A+T) + 4(G+C)

En donde A, G, C, y T corresponden al nUmero de cada nucleétido presentes. Esta
ecuacion se desarrollé para oligos ‘cortos' de 14 a 20 bases que hibridizarian con
sus correspondientes complementarios unidos a una membrana con una

concentracion de NaCl 0.9M

Si el disefio de los primers es el correcto y la temperatura es la adecuada, la

estabilidad y especificidad del complejo sera eficiente. ¢
Extension.

En esta etapa, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de DNA. La extension de las
cadenas es en direccion de la sintesis del DNA, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura
Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es

funcional y el tiempo que se utiliza para este paso es de 30 segundos. ® Al final de
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la PCR, para saber si la reaccion transcurrid eficientemente, los amplicones son
visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa.“® La electroforesis
consiste en la separacion de grandes moléculas como los &cidos nucleicos a través
de una matriz sélida que funciona como un filtro para separar las moléculas en un
campo eléctrico de acuerdo con su tamafio y carga eléctrica. Esta separacion se
hace bajo un buffer o tampdn que puede ser TAE o TBE. En el caso de los acidos
nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga negativa, por lo que durante la

electroforesis migran hacia el polo positivo.
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Figura 5. Ciclo completo de la PCR. %

Para ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se

calienta hasta que la agarosa hierva lo suficiente y posteriormente se vacia a un
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recipiente que sirve de base para que solidifique. Generalmente el porcentaje al que
se prepara el gel es al 1.2% aunque, dependiendo del tamafio de las moléculas,
puede ser de hasta el 2%. Otro reactivo que se agrega al gel es un compuesto
conocido como bromuro de etidio, una molécula intercalante capaz de unirse al DNA
de doble cadena. Cuando es excitado con luz UV emite una sefal que permite la
visualizacion de los amplicones en forma de bandas. Es importante manipular con

mucho cuidado este compuesto porque se sabe que es mutagénico y teratégeno.“”)

Cuando los amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con
un marcador de peso molecular que contenga un numero determinado de
segmentos de DNA conocidos, lo que facilita la identificacion de los amplicones y si
su tamafio corresponde con el esperado. El tamafio esta dado por el nimero de
pares de pases del amplicén. El marcador de peso molecular es facilmente
adquirido en el mercado, ya que se ofrece una gama de marcadores con distintos
pesos moleculares para elegir el de nuestro interés. Finalmente, la visualizacion de
los amplicones se lleva a cabo tomando una foto digital al gel de agarosa expuesto

aluz UV.
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Imagen 1. Electroforesis del ADN extraido de muestras sanguineas con el método de QIAGEN, en

gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. %)
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La combinacion adecuada de los reactivos antes mencionados nos proporciona la
capacidad de realizar una sintesis de DNA in vitro, lo que ha servido como un
impulso para la investigacion de muchos temas, incluidos aquellos relacionados al
area de la salud, ya que gracias a esta técnica y otras posteriores los diagnosticos

se han podido hacer de manera mas especifica y en menor tiempo.

Las ventajas de la PCR son muchas, pero una de las principales desventajas que
presenta es que se trata de un método cualitativo, ya que el hecho de que se pueda
ver el amplicén en el gel no nos proporciona ninguna informacién sobre la cantidad
de DNA existente en la muestra que se esta procesando. Para ello se ha modificado
y ha dado paso a una técnica mucho mas sensible y especifica denominada RT-

PCR, la cual tiene como principal ventaja, el ser una técnica cuantitativa.

[I.VI PCR EN TIEMPO REAL

Los primeros que sentaron las bases para desarrollar la RT-PCR fueron Higuchi y
colaboradores, en 1992, al videograbar en tiempo real la incorporacién de bromuro
de etidio al DNA durante cada ciclo de la PCR realizada bajo luz UV.“9 Desde
entonces, el objetivo de la RT-PCR ha sido detectar y cuantificar las secuencias
especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reactivos fluorescentes en la

reaccion.

El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sélo que la forma en cémo
se detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. El término en
tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en

cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que
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es posible cuantificar la cantidad de DNA en la muestra, a diferencia de la PCR
punto final en donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia
blanco. Estas ultimas dos caracteristicas representan grandes ventajas de la RT-
PCR, ya que el producto de amplificacion es monitoreado conforme transcurre la
reaccion,®9 sin que haya la necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa

para conocer si la reaccion fue exitosa como sucede en la PCR punto final.

Actualmente, la PCR en tiempo real es el método méas sensible para detectar y
cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de la
hebra molde, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia.
Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar cambios muy pequefios en
la expresion génica mediante la deteccidn de los niveles del RNAm procedente de
células o tejidos. La cantidad de RNAmM que puede detectar la reaccion puede ser a
partir de concentraciones bajas a diferencia de la PCR punto final que necesita una

mayor concentracion.

Los reactivos en la RT-PCR son los mismos utilizados en la PCR punto final, sélo
que generalmente la enzima, dNTP’s, Mg?*, el buffer y el sistema reportero de
fluorescencia para detectar los productos amplificados, se venden juntos en una
solucién conocida como «Mezcla de reaccion», el agua va por separado y también
debe ser libre de nucleasas. Los primers deben ser disefiados especialmente para
garantizar una alta especificidad y para que generen amplicones de un tamafio que
oscile entre 100-150 pb; si éstos son mas grandes, la eficiencia de la reaccién

disminuye considerablemente. Para evitar estos problemas, una alternativa es
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disefiar los primers, utilizando programas informaticos disponibles, o comprarlos ya
validados de las compafias de Biologia Molecular, quienes garantizan resultados

altamente eficientes y satisfactorios para los usuarios.

El monitoreo de los productos amplificados conforme transcurre la reaccion es un
paso importante en la RT-PCR, para ello la estrategia tecnoldgica que ha dado
buenos resultados son los sistemas basados en reporteros fluorescentes. En
general, estos sistemas pueden ser clasificados en dos métodos diferentes:

especificos y no especificos. 1

Los métodos no especificos se basan en el uso de moléculas intercalantes que
tienen afinidad por el DNA de doble cadena y que al ser oxidados generan una sefal
fluorescente. La fluorescencia emitida es capturada en la etapa de extension de
cada ciclo y es proporcional al nimero de copias de DNA de doble cadena obtenidas
en cada ciclo de la PCR. El intercalante méas usado para estos fines se llama SYBR
Green,®? la cual es una molécula cargada positivamente que, mientras esté en
solucion sin unirse al DNA de doble cadena, practicamente no emite fluorescencia,
sin embargo, cuando se une al surco menor del DNA, incrementa hasta 1,000 veces
su fluorescencia. Aunque el SYBR Green es uno de los intercalantes fluorescentes
mas utilizados por los investigadores debido a su bajo costo, la principal desventaja
es que puede unirse a cualquier molécula de DNA de doble cadena, incluyendo
dimeros de primers. Para evitar esta situacion, se puede optimizar la reaccién
realizando una “curva melting” o “curva de disociacion” al final de la reaccion, cuya

funcidén es la de evaluar si se formé un producto Unico o si hay presencia de dimeros
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de primers. Hoy en dia la mayoria de software, en los termocicladores ofrecen esta

funcion que es facil de aplicar y analizar.

Los métodos especificos parten de principios distintos a diferencia de los no
especificos y tienen en comudn la sefal de fluorescencia emitida para detectar los
productos amplificados. Estos métodos siguen el principio conocido como
“transferencia de energia de resonancia fluorescente” (FRET, por sus siglas en
Inglés) para generar la sefial; este método consiste en transferir energia desde un
donador o reportero flluorescente a un aceptor o “Quencher”. Para ello, existen dos
meétodos especificos, éstos son: pruebas basadas en hidrdlisis y por hibridacion.
Los primeros se basan en sondas fluorescentes de oligonucle6tidos marcados con
un reportero fluorescente y un “Quencher”, ambos se encuentran en estrecha union

mientras la sonda no hibride a su secuencia blanco.

Cuando hibrida, ocurren cambios conformacionales en el reportero y el “Quencher”,
lo cual permite que la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa rompa esta
unién, logrando que la fluorescencia emitida por el reportero sea liberada y
capturada por el equipo. Estos métodos son muy seguros, ya que mientras no exista
unién de la sonda a su blanco, no habrd amplificacién y tampoco sefial de
fluorescencia; es por eso que la especificidad es muy alta. Un ejemplo de estos

sistemas son las sondas comerciales conocidas como TagMan®.(3)

Los métodos por hibridacion consisten en una sonda unida a un reportero
fluorescente que esta en estrecha cercania con un aceptor fluorescente unido a otra

sonda. Tanto el reportero como el aceptor presentan un espectro de excitacion y de
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emision similar, de tal forma que cuando las dos sondas hibriden a su templado
blanco, el reportero es excitado y la sefial emitida es transferida al aceptor,
generando un incremento en la cantidad de fluorescencia. Un ejemplo de este
método son las sondas Molecular Beacons.®¥ Los métodos especificos son mas
costosos que los no especificos, pero son mas eficientes al garantizar la

especificidad de la reaccién, evitando la formacién de productos inespecificos.

111.VII EXUDADO NASOFARINGEO

Es una técnica mediante la cual se obtiene una muestra de mucosa directamente
de la zona superior de la garganta, el método mas comudn en pacientes ambulatorios
es el denominado hisopado nasofaringeo, el cual consiste en colocar al paciente
recostado con su cabeza inclinada hacia atras para que el movimiento natural de
las fosas nasales se abra paso hasta llegar a la zona posterior de la garganta, en
ella se introduce un hisopo de alginol con el que se frota suavemente en la parte
superior de la garganta por detras de la nariz para obtener la mayor cantidad de
muestra mucosa posible, la cual se usa para cultivo en medios especificos 0 su
almacenamiento con solucién salina, para la posterior obtencion del material

genético mediante una extraccion de DNA.®9

Esta técnica es util pero resulta ser un proceso bastante doloroso para el paciente,
por lo que en la practica resulta poco efectivo, en el caso de pacientes
hospitalizados sobre todo cuando los pacientes son nifilos menores de 2 afos, la
técnica que se utiliza es el aspirado nasofaringeo, el cual es un método menos

doloroso pero requiere de la utilizacion de un mecanismo de succion y una sonda
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gue permita llegar hasta la zona de extraccion de la muestra, es un proceso mas
complejo, pues requiere de una aplicacion de solucion salina en una de las venas
nasales, situacion que puede provocar lagrimeo o tos en el paciente, posteriormente
y una vez inmovilizada la cabeza del paciente se introduce la sonda hasta la pared
posterior de la faringe, una vez ahi se procede a succionar con una jeringa o algun
otro mecanismo de succion, hasta obtener la muestra, la cual debe ser colocada en
solucién salina, se recomienda que esta no exceda el mililitro de volumen ya que de

otra manera se diluiria la muestra.®®

Figura 6. llustracion de la forma correcta de tomar el exudado mediante hisopado.(SG)
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IV.Planteamiento del Problema

HBoV-1 es un patdgeno que ha ido tomando relevancia a partir del 2005, afio de su
descubrimiento, ya que con mayor frecuencia se ha asociado a coinfecciones con
otros virus tales como el VSR y el hMPV, que afectan el sistema respiratorio,
presentando sibilancias agudas y neumonia como principales cuadros clinicos.
Ademas, se sabe que este virus afecta principalmente a nifios menores de 5 afios
en época de frio donde las infecciones respiratorias son mas recurrentes. Se ha
descrito también que Bocavirus juega un papel importante en la Patogenicidad de
otros virus, ya que al presentarse estas coinfecciones el tratamiento se complica o
se vuelve ineficaz, por lo que es indispensable identificar todos aquellos patégenos

gue se encuentren relacionados a estas infecciones.

En México, solo se tiene registro de un estudio, donde se determiné la frecuencia
de infeccidn y coinfeccion de HBoV1 la cual determina que el porcentaje de infeccién
es de 4.59%, mientras que la media mundial es del 4.9% y que se presenta en
México en coinfeccion en el 1.85% de los casos, mientras que la media mundial
para este rubro es del 2.4%. Es por eso que se diseflaron Primers y sonda
especificos para HBoV1, mediante programas bioinformaticos, cuyo blanco de
amplificacion corresponde a la region amino terminal de la proteina NS1 y por lo
que se plantea la siguiente pregunta: ¢Cuales seran las mejores condiciones
metodologicas para la identificacion y cuantificacion del HBoV-1 en muestras de

exudados nasofaringeos mediante la técnica de RT-PCR?.
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V. Hipotesis

Al desarrollar una metodologia de identificacion para HBoV-1 en la que se utiliza la
RT-PCR y donde los iniciadores, asi como la sonda a utilizar, son disefiados
especificamente para amplificar una regién conservada del DNA del virus, que
codifica para la proteina NS1, se podra identificar la presencia de HBoV-1 en
muestras de exudados nasofaringeos, ademas de cuantificar la carga viral de las

muestras que resulten positivas.

VI.Objetivo General

Establecer las condiciones metodolégicas de la técnica de RT-PCR para la
identificacion del HBoV en muestras de exudado nasofaringeos de pacientes del

Hospital Infantil de México “Federico Gémez” tomadas entre los afios 2009 y 2010.

VI.I Objetivos Particulares

1. Alinear los primers para usarlos a la misma concentracion.

2. Determinar la concentracion de sonda a utilizar para la RT-PCR, mediante
una curva de concentraciones.

3. Procesar las 350 muestras que se encuentran disponibles.

4. Desarrollar una curva estandar con el método disefiado a partir de una curva
realizada con un kit comercial.

5. Cuantificar las muestras que resulten positivas.

6. Determinar la frecuencia de infeccion de este virus
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7. Determinar si la carga viral esté relacionada con datos clinicos como edad,

sexo, coinfecciones y estacionalidad.

VIl. Disefio Experimental
Tipo de Estudio: Experimental, Descriptivo, Transversal y Prospectivo.

Poblacion de estudio: 350 muestras de DNA extraido de muestras nasofaringeas
obtenidas en el Hospital Infantil de México entre los afios 2009 y 2010 de nifios

menores de 9 anos.

Criterios de inclusién: muestras de DNA extraido de exudados nasofaringeos que
se le realizaron a nifios menores de 9 afios entre los afios 2009 y 2010 en el Hospital
Infantil de México, previamente procesadas mediante la técnica de PCR punto final

gue resultaron probables positivas.

Criterios de exclusion: muestras de DNA extraido exudados nasofaringeos que se
le realizaron a nifios menores de 9 afos entre los afios 2009 y 2010 en el Hospital
Infantil de México previamente procesadas mediante la técnica de PCR punto final

que resultaron negativas.
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Estrategia metodolégica para la estandarizacion de la RT-PCR para la

identificacion y cuantificaciéon de HBoV 1.

IDENTIFIACION Y
CUANTIFIACION

DE HBoW 1

L ]

Toma de
muestra

Y
Extraccion de
DA

PCR punto final

Se separa la
muestra para
continuar el

proceso

Se descarta

_Negativa__

Se determina
la carga wviral

Se descarta

Se revisa el
expediente
del paciente

Se correlacionan los
datos de los
pacientes con la
carga viral de las
muesiras

|

Analisis

estadistico
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VII.II Materiales

Cuadro 1. Materiales y métodos

MATERIALES METODOS

Hisopo de Alginol

Toma de Muestras
(Exudado
Nasofaringeo)

Medio Escencial Minimo con sales de
Hanks

Hielera

Muestra (Exudado Nasofaringeo)
Mezcla Fenol-Cloroformo-Isoamilico
Acetato sodico
Etanol absoluto frio
Etanol al 70%

Agua bidestilada
Extraccion de DNA
Vortex
Microcentrifuga
Refrigerador a -20°C

SpeedVac

Tubos Eppendorf 1.5 mL

Micropipetas 0.5-10uL, 5-20uL, 20-200puL,
200-1000pL
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Amortiguador 10X
MgCl2 20X
dNTP’s 10X
DNA control positivo
DNA extraido

Primers (Forward y Reverse) 10X Reaccion en
Cadena de la

. _ Polimerasa (PCR)
Enzima Amplicasa® Punto Final

Agua MiliQ
Tubos Eppendorf 0.5 mL, 1.5 mL
Termociclador

Campana de extraccion

Micropipetas 0.5-10uL, 5-20uL, 20-200puL,
200-1000pL

Agarosa

TBE 1X

TBE 10X Electroforesis

Bromuro de Etidio al 10%

Matraz Erlenmeyer 250 mL
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Probeta 100 mL

Camara de Electroforesis

Base y peines para geles

Transiluminador

Micropipetas 0.5-10uL, 5-20puL, 20-200pL,
200-1000pL

TagMan Universal PCR Master Mix (2X)

Primer Forward
(5" CCTACTCATTCACAGGACTTTA 3)

Primer Reverse
(5" GCGCGATCAGTGTACATAGA 3)

Sonda TagMan
Muestra de DNA

Agua MiliQ Reaccién en
Cadenade la

Polimerasa (PCR)
Tubos Eppendorf 0.5 mL, 1.5 mL en tiempo real

Termociclador Cepheid SmartCycler lI®
Campana de extraccion
Tube Racks de Cepheid ®

Computadora con Software SmartCycler [I®

Micropipetas 0.5-10uL, 5-20puL, 20-200pL,
200-1000pL
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Kit Human Bocavirus (HBoV) Real Time
PCR de MyBioSource®

Pool DNA

Termociclador Cepheid SmartCycler lI®

Cuantificacion

Campana de extraccion HBOV

Tube Racks de Cepheid ®

Computadora con Software SmartCycler [I®

Micropipetas 0.5-10uL, 5-20uL, 20-200pL,
200-1000pL

VIILIII Métodos

A) Toma de muestras (Exudado nasofaringeo)

e Se utilizé la técnica de aspirado nasofaringeo.

B) Extraccién de DNA

e Se afadi®6 un volumen igual al de la muestra de la mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se agité con vortex.

e Se centrifug6 a temperatura ambiente y se tranfirié la parte acuosa.

e Se afiadio acetato sodico y etanol frio al 100% para que precipitara.

e Se dejo precipitar a -20°C por 30 minutos.

e Se centrifugd y elimin6 el sobrenadante.

e Se lavo con etanol al 70%, para re-precipitar.

e Se centrifugo y elimind el sobrenadante de nuevo.
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e Se resuspendio en agua destilada.

« |soamilico
[0,1-0.4mL) 4
b - = e — Acetato
A = S > i e
— 3M [1:10)
-« » - » . %
- —— ;’ :
v B v v A =
Muestra Vortex 15000%g - > - -
(0,1-0,4mL] 10509 1min - = 5
Etanol y X \
Tampon 4P 70-95% } l
TE . [1mL]) J y
’ » ~~ Etanol 100%
5 = & ~— > . frio [2 vol ]
DNA ™~ = o 9 B = e [
min n
gendémico, Ay ? Ay Sy Ay ? L mcane ] =>
15000=g 150009
Smin Smin

Figura 6. Diagrama de la extraccién de DNA de muestras biolégicas.®"

C) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final enzima
Amplicasa
e Se prepar6é Mezcla de reaccién, agregando en un tubo Eppendorf de 0.5 mL

los siguientes volumenes por reaccion:
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Cuadro 2. Concentraciones para la PCR punto final.

Reactivo [Conc. final] Volumen por
[Conc. Inic.] reaccion
Amortiguador 10X 10X 10 pL
MgCl2 [1.5 mM] 1.5 mM 5 uL
dNTP’s [10 mM] 10 mM 10 pL
Primer Forward [100 uM] 50 pM 4 pL
Primer Reverse [100 pM] 50 pM 3 puL
Amplicasa® 0.5 pL
H20 MiliQ Cbp 50 pL

*Al realizar mas reacciones se deben hacer de nuevo los céalculos

e Se agregéb por cada reaccibn 2.5 pL de muestra, se mezclé con

microcentrifuga, 15 segundos a 3000 rpm y un vortexeo de 5 segundos, 3

ciclos.

e Se coloc6é en una placa para termociclador los tubos Eppendorf que

contenian la mezcla de reaccion.

e Se rotularon los tubos Eppendorf segin la muestra que se estuviera

corriendo.
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Se programo el termociclador bajo las siguientes condiciones:

" 30 Ciclos .
! i
1 L
1 1
1 1
! i
94°C | 94°C ]
1 1
90s P 155 72°C 1 72°C
1 1
ll 55°C 30s 1 3min
1 1
I 255 i
; :
' ! 4°C
]
1 ]
1
[ ]
Desnaturalizacion Elongacidn

Figura 7. Diagrama de programacion del termociclador para la PCR punto final.
e Se utilizaron los siguientes primers que amplifican una region de extremo C-

terminal de la proteina NS1:

Cuadro 3. Secuencia de primers utilizados.

Primer Secuencia Tm (°C)
Forward 5 CCTACTCATTCACAGGACTTTA 3 54.94
Reverse 5 GCGCGATCAGTGTACATAGA 3’ 57.60

*Tamafio del amplicén: 104 pb.

D) Electroforesis

e Se pesaron 0.8 g de agarosa, en un matraz Erlenmeyer, se agregaron 40 mL

de amortiguador 1X y se disolvié por calentamiento en horno de microondas

por 45 segundos.

Se trasvaso a otro matraz Erlenmeyer rotulado y se afiadieron 5 pyL de

bromuro de etidio (2 mg/ 100 mL).
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e Se vacio la agarosa fundida al soporte para gel, se coloco el peine y se dejé
solidificar.

e Lacamara de electroforesis se llen6 con TBE 1X, y se sumergio en la cAmara
el soporte con el gel.

e Se mezclaron 5 pyL de producto de PCR con 1 uL de azul de bromofenol
(reactivo de carga) y se colocé en un pozo del gel. La camara de
electroforesis se tapd y se conecto a la fuente de poder para dejar correr por
45 minutos a 110 volts.

e El gel se observo en el transiluminador.

E) Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) Tiempo Real con SYBR

Green de Thermo Scientific ®

e Se preparé Mezcla de reaccién, agregando en microtubos para PCR de 0.5

mL los siguientes volumenes por reaccion, para un volumen final de 25 pL:

Cuadro 4. Concentracion de los reactivos para la PCR tiempo real con SYBR Green.

Reactivo [Conc. final] Volumen por
[Conc. Inic.] reaccion
Maxima SYBR Green (2X) 12.5 uL

RT-PCR Master Mix (2X)

Primer Forward [100 puM] 50 pM 2.4 uL*
Primer Reverse [100 uM] 50 pM 1.8 pL*
Muestra 2.5 uL
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Agua libre de nucleasas Cbp 25 pL

* Estas cantidades fueron optimizadas conforme a la alineacién de los oligos
e Se agregaron en los microtubos todos los reactivos y al final la muestra con

el DNA.

e Se mezcld suavemente y se pasé toda la mezcla con ayuda de una
micropipeta a los tube racks de Cepheid ®.

e Se meti6é un control positivo y un control negativo.

e Se programé el termociclador Smart Cycler ® bajo las siguientes

condiciones:
1 40 Ciclos
i i
L} L}
] 1
] 1
: :
95°C 195°C :
[ 1
! 72°C 1
1 1
1 1
] 1
H 305 !
: :
2 min ! 30s !
] 1
1
Precmfenmm:’enmi ! 4°C
i :
oo

Desnaturalizacion Elongacicn

Figura 8. Diagrama con las condiciones con las que se programé el termociclador para la RT-
PCR con SYBR Green.

e Se dej6 correr el programa hasta que finalizo.

e Se analizé el resultado de las curvas que aparecen en el software Smart

Cycler ®.
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F) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) Tiempo Real con sonda
TagMan: Curva de concentracion de sonda.
e Se preparé Mezcla de reaccién, agregando en microtubos para PCR de 0.5

mL los siguientes volUmenes por reaccion, para un volumen final de 25 pL:

Cuadro 5. Concentracién de reactivos ocupados en la RT-PCR para realizar la curva de
concentracién de sonda.

Reactivo [Conc. final] Volumen por
[Conc. Inic.] reaccion
TagMan Universal PCR (1%) 12.5 uL

Master Mix (1X)

Primer Forward [100 uM] 50 pM 2.4 pL*
Primer Reverse [100 uM] 50 pM 1.8 pL*
Muestra 2.5 UL
Sonda TagMan [100 uM] 10 uM i
Agua libre de nucleasas Cbp 25 pL

* Estas cantidades fueron optimizadas conforme a la alineacion de los oligos ** Se corrio el
control positivo con 1, 1.5, 2y 2.5 yL y el control negativo con 2.5 pL.

e Se agregaron en los microtubos todos los reactivos y al final la muestra con
el DNA. Se mezcld gentilmente y se paso toda la mezcla con ayuda de una

micropipeta a los tube racks de Cepheid ®.

e Se metieron 4 controles positivos y un control negativo.
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e Se programé el termociclador Smart Cycler ® bajo las siguientes

condiciones:

! 40 Ciclos .
' i
1 I
1 i
' I
95°C! 95°C i

L]
i 1
10minl 155 i
| i
50°C I !

I
1 1
2 min : 305 1

1
1 1
Precalentamiento ! :
' i

Desnaturalizacion Alineamiento/Elongacion

Figura 9. Diagrama con las condiciones del termociclador para la PCR tiempo real con sonda
TagMan. *Para el correcto funcionamiento de la sonda y el Mix se hace un precalentamiento
para no generar un desbalance en la temperatura y evitar que se degraden los dNTP’s.

e Se dejo correr el programa hasta que finalizo.

e Se analizé el resultado de las curvas que aparecen en el software Smart

Cycler ®.

G) Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) Tiempo Real con sonda

TagMan: Curva de temperatura de alineamiento.

e Se preparé Mezcla de reaccién, agregando en microtubos para PCR de 0.5

mL los siguientes voliumenes por reaccion, para un volumen final de 25 pL:
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Cuadro 6. Concentracion de reactivos empleados en la RT-PCR con sonda TagMan para realizar la
curva de temperatura de alineamiento.

Reactivo [Conc. final] Volumen por
[Conc. Inic.] reaccion
TagMan Universal PCR (AX) 12.5 uL

Master Mix (1X)

Primer Forward [100 puM] 50 pM 2.4 pL*
Primer Reverse [100 pM] 50 pM 1.8 pL*
Muestra 2.5 uL
Sonda TagMan [100 pM] 100 uM 1.5 pL**
Agua libre de nucleasas Cbp 25 pL

* Cantidades optimizadas conforme a la alineacién de los oligos

** Cantidad optimizada mediante la curva de concentracién de sonda.

e Se agregaron en los microtubos todos los reactivos y al final la muestra con
el DNA.

e Se mezclé gentiimente y se pas6 toda la mezcla con ayuda de una
micropipeta a los tube racks de Cepheid ®.

e Se metieron 4 controles positivos y un control negativo.
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e Se programé el termociclador Smart Cycler ® bajo las siguientes

condiciones:

! 40 Ciclos .
i i
] ]
1 ]
! i
]
95°Ci 95°C !
| i
10mini 155 |
! 1
50°C E * i
1 ]
1 I
2 min i 30s |
! ]

1
Precalentamiento i i
- :

Desnaturalizacion Alineamiento/Elongacion

Figura 10. Diagrama de las condiciones del termocilcador para la RT-PCR con sonda TagMan. *

Para hacer la curva de temperaturas se programé el control positivo a 56°C, 58°C, 60°C, 62°Cy
el control negativo a 60°C.

e Se dejo correr el programa hasta que finalizo.

Se analizé el resultado de las curvas que aparecen en el software Smart

Cycler ®.

H) Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) Tiempo Real con sonda
TagMan: Procesamiento de las muestras.

Se preparé la mezcla de reaccion, agregando en microtubos para PCR de

0.5 mL los siguientes volumenes por reaccion, para un volumen final de 25

ML:
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Cuadro 7. Concentracion de reactivos utilizados para la procesar las muestras por RT-PCR con
Sonda TagMan.

Reactivo [Conc. final] Volumen por
[Conc. Inic.] reaccion
TagMan Universal PCR (AX) 12.5 uL

Master Mix (1X)

Primer Forward [100 puM] 50 pM 2.4 pL*
Primer Reverse [100 pM] 50 pM 1.8 pL*
Muestra 2.5 uL
Sonda TagMan [100 pM] 100 uM 1.5puL
Agua libre de nucleasas Cbp 25 pL

* Cantidades optimizadas conforme a la alineacién de los oligos

** Cantidad optimizada con la curva de concentracion de sonda.

e Se agregaron en los microtubos todos los reactivos y al final la muestra con
el DNA.

e Se mezclé gentiimente y se pas6 toda la mezcla con ayuda de una
micropipeta a los tube racks de Cepheid ®.

e Se proceso un control positivo, que contenia la mezcla de reaccion y DNA
positivo para HBoV y dos controles negativos, uno contenia la mezcla de
reaccion con agua en lugar de DNA y el otro contenia la mezcla de reaccion
con DNA negativo para HBoV.

e Se programé el termociclador Smart Cycler ® bajo las siguientes

condiciones:
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: 40 Ciclos
I
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Figura 11. Diagrama de las condiciones del termociclador con las que se corrieron
las muestras por PCR tiempo real con sonda TagMan.

e Se dej6 correr el programa hasta que finalizo.

e Se analizd el resultado de las curvas que aparecen en el software Smart

Cycler ®.

La sonda y los oligos que se utilizaron en cada RT-PCR fueron los siguientes:

Cuadro 8. Secuencia de los primers y la sonda ocupados para procesar las muestras.

Primer Secuencia Tm (°C)
Forward 5" CCTACTCATTCACAGGACTTTA 3 55
Reverse 5 GCGCGATCAGTGTACATAGA 3 58

Sonda 5 FAMCGGATACTGCACTGATTGCGGTGGTTAMRA 3 63

* El Amplicén que se forma con estos oligos es de 104 pb y va del par 2029 al 2132 que corresponden
a la region del genoma que codifica para la proteina NS1.
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Region NS1

253 2172

Amplicon —— .

2029 2132

Figura 12. Diagrama donde se sefiala la region que ocupa el amplicon con respecto a la secuencia
completa de la proteina NS1.

2029 2132

Reverse

2029 2050 2064 2088 2112 2132

Figura 13. Diagrama que sefiala la region donde se unen los oligos y la sonda en el fragmento
de DNA blanco.

I) Carga Viral con Kit para HBoV de MyBioSource ®
e Se siguieron las especificaciones del fabricante (ver anexo 1).

J) Carga Viral con el método desarrollado

e Se cuantificé el control positivo con ayuda del Kit para HBoV de
MyBioSource®

e Conocida su carga viral, se hicieron diluciones 1:2 del control positivo, con

agua grado PCR.
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e Se corrieron las diluciones con la mezcla de reaccion que se ocupo para
procesar las muestras, ocupando el mismo protocolo en el termociclador
para tiempo real.

e Se dejo correr el programa SmartCycler ®, y se obtuvieron los CT de cada
dilucién.

e Posteriormente se grafico la concentracion contra el CT para obtener la
ecuacion de la recta y poder extrapolar los CT obtenidos de las muestras,

para determinar su carga viral.

VIIl. Resultados

Se exponen los resultados conforme se realizé el experimento, se muestran primero
los resultados que se obtuvieron para la optimizacién del método, se evaluaron los
primers para identificar si amplificaban mediante la técnica de PCR, posteriormente
se evalué la funcionalidad de la sonda mediante la RT-PCR para lo que se fueron
adecuando las cantidades de las variables para la mezcla de reaccién final con la

gue se procesarian las 350 muestras.

Una vez procesadas las muestras, se evaluaron aquellas que resultaron positivas,
tanto la carga viral como una revision clinica de los pacientes a los que pertenecen
las muestras y de esta manera correlacionar los datos para determinar la frecuencia

de infeccion y otros datos relevantes a considerar del HBoV.
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RT-PCR con SYBR Green

Se corrié una muestra positiva con SYBR Green.

4| Site ID | Protocol | Sampl...
500 ’ thermo s..
: thermao s...
" A3 thermo s...
2 100 Control positivo — | o .
5 |Aa therma s...
[X] s
"]
2 .
u;g: 100 Control negativo \
-100
10 20 30 40
Cycles
q ]
Site | Protocol | Sample D | Sample Motes Status| FAM FAh Ct Cyd Cy3 it TxR
Ing Twpe StdiRes StdlRes StdrRe
A1 thermo . LI K negative Ok MEG 0.00 MNEG 0.00 MNEG
A2 thermo .. LIM K positive Ok MEG 0.00 MEG 0.00 MEG
A3 thermo .. UMERN negative rective |k P05 2480 P05 30.26 MNEG
A4 thermo ... LIM K 10000 Ok MEG 0.00 MEG 0.00 MEG
AS  thermo . LI K syhr Ok P05 2422 MNEG 0.00 MNEG

Figura 14. Grafica obtenida del Programa SmartCycler, donde se observa la amplificacion del control positivo,
mediante la deteccion de fluerescencia con un Ct de 24.22 y los controles negativos sin sefial de fluorescencia.

La figura 14 muestra la curva del control positivo con un CT de 24.22, ademés se
muestran las curvas de Melting, a una sola temperatura de fusion, lo que nos indica
que se obtuvo un solo amplicén y que no habia formacién de dimeros de primer o
alguna otra interferencia que se pudiera registrar y se confundiera con el amplicén
pues como se sabe, el Sybr Green es un intercalante del DNA y no es especifico.
Con esto se comprob6 que la mezcla de reaccion estaba amplificando bien la

muestra y se procedio a utilizar la sonda.
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Curva de concentracion de sonda TagMan por RT-PCR

HEoY So... |1 micr...
110 HBoY So... [1.5 mi...
HEoY So... |2 micr...
E 70 15 picomoles HEoY So... |2.5 mi...
2 ~
]
2 30
=
=
[
-10 .
10 picomoles
-50
10 20 30 40
Cycles
4] [ v]
Site | Protocol | Sample ID Sample Motes Status| Intcltr Intclir Ct emply | empty Gt | emp
D Type StdiRes StdiRes SteliR
Al |HBoW S... |1 micralitro [UNKN QK MEG 0.00 MNEG 0.0o MEG
A2 |HBoW S... |1.5 micralitr... [UMKEN Ok, FOS 32.40 MEG 0.00 MEG
A3 |HBoW 5. |2 micralitros  (UMKN War... |POS 34,96 MEG 0.00 MEG
A4 |HBoW S... |2.5 microlitr... UNKN War... |POS 33.98 MNEG 0.0o MEG

Figura 15. Gréfica obtenida del programa SmartCylcer donde se observa que la misma muestra se corrié bajo
las mismas condiciones y variando la concentracion de sonda.

Para la curva de concentracion de sonda se utilizaron volimenes de 1, 1.5, 2y 2.5
uL de la sonda Tagman que se encontraba en concentraciones de 10 picomol por

uL de sonda.

En la literatura se recomienda que para la utilizacion de sondas TagMan se agregue
en concentraciones desde 10 hasta 30 picomoles, por lo que la curva se hizo
utilizando concentraciones de 10, 15, 20 y 25 picomoles. La figura 15, muestra que
en la primer muestra de 10 picomoles, no se tuvo amplificacion, esto sugiere que en
esa concentracion de sonda no es suficiente para que la detecte el equipo por lo
gque nos daria resultados erroneos en caso de correr las muestras con esa
concentracion de sonda. Las otras 3 concentraciones amplificaron la muestra, pero,
la reaccion con 15 picomoles fue la que obtuvo el CT menor, lo que nos quiere decir

gue esa es la cantidad en la que el equipo detecta el amplicon en el menor nimero
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de ciclos posible, permitiendo ampliar el rango de deteccion y de esta manera el

equipo detectara concentraciones menores.

Curva de temperatura de alineamiento con sonda TagMan por RT-PCR

4| site ID|_Protocol | Sampl...
¢ 58 58
i HBoY Sa.. &0
ity a2 B2 52
@ : G4 G4
< 400 62 °C
2 \b
7]
[=t]
S 200
=
[T
1] //r
58 °C
10 20 30 40 50
Cycles
4 ]
Site | Protocal | Sample D | Sample Motes Status  FAM FAhi Ct TET TET Ct T«R
1D Type Std/Res StofRes StofR
Al |68 a8 UMM Ok MEG 0.00 MEG 0.00 MEG
A2 |HBOWS.. |GO UMM Ok FOS 31.46 MEG 0.00 MEG
AZ |62 62 UMM Ok FOS 29.45 MEG 0.00 MEG
Ad |64 G4 UMM Ok FOS 38.69 MEG 0.00 MEG

Figura 16. Gréfica obtenida del programa SmartCycler donde la misma muestra se corrié con diferentes
temperaturas de alineamiento.

Para la curva de temperatura se utilizé el mismo protocolo variando la temperatura

de alineamiento, usando 58°C, 60°C, 62°C y 64°C como temperaturas.

Para hacer la curva se eligieron las temperaturas de alineamiento de 58°C, 60°C,
62°C y 64°C debido a que la temperatura de alineamiento de los primers esta
cercana a 58°C y la de la sonda es de 64°C, y para determinar cual daba la lectura
Optima se corrié el mismo control positivo con la misma mezcla de reaccion y el
protocolo fue el mismo solo se varié la temperatura de alineamiento. La figura 16,
muestra que a 58°C no se registr6 amplificacion de la muestra, la probable
explicacion es que en las instrucciones de uso del Universal PCR Master Mix® se

menciona que la temperatura Optima de trabajo para la enzima se localiza entre 60
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y 62°C, lo que también se confirma con la lectura que dio a 64°C pues aunque Si

registro la amplificacion de la muestra su CT es elevado con relacion a la registrada

a 60y 62°C. La temperatura que mejor lectura registré fue a 62°C ya que dioun CT

de 29.45, que es mas bajo con respecto al Ct de 31.46 que se registré a 60°C, por

lo que se determina que la temperatura de alineamiento Optima de trabajo de la

enzima es a 62°C.

Curva estandar del Kit para cuantificacion de Bocavirus

Se utilizo6 el kit comercial para HBoV de MyBioSource ®

Concentracion
(copias
totales) Ct
25000 20.29
2500 23.80
250 27.56
25 31.22

Ct y =-0.0003x +27.933
R*=0.668

B RN NN W W

S U0 ©O 0 O U © U

-5000

0

5000 10000 15000 20000 25000 30000

Se pasaron los datos de concentracion a logaritmo natural para poder linealizar la

gréfica y obtener la ecuacion

de ésta.

Linealizacion

Ln(Concentracién) Ct
10.12 20.29
7.82 23.80
5.52 27.56
3.21 31.22

35

Ct

30

25
20

15

LLLLL

10

12
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y = -1.5873x + 36.309
R2 = 0.9998

Para realizar esta curva se siguieron las especificaciones del fabricante
MyBioSource® y se obtuvieron diferentes CT dependiendo la concentracion del
control cuantificado que incluia el kit, con esto se construy6 la gréfica, la cual,
presentd un comportamiento exponencial y al sacar la ecuacion y su linea de
tendencia, el valor de R? era muy bajo, apenas de 0.6680 lo que indica que la
ecuacion obtenida no nos proporcionaria datos exactos al momento de extrapolar
los valores de CT. Se procedid a linealizar la gréfica, esto se hizo aplicando
logaritmo natural a los valores de la concentracion, para poder reducir la escala y
mantener los puntos mas cercanos, de esta manera se obtuvo una grafica con un
comportamiento lineal y con valor de R?de 0.9998, lo que nos indica que la ecuacion
obtenida, dara datos mas exactos al extrapolar los CT obtenidos en las muestras.
La ecuacion de la curva obtenida con el Kit comercial es: y =-1.5873x + 36.309, la
cual al sustituir “Y” por un valor de CT, el resultado que nos dé sera el logaritmo
natural de la concentracion al cual se le aplicara el inverso de logaritmo natural para
poder tener la concentracion real de la muestra. En este caso el control positivo se
metio bajo las mismas condiciones que el control cuantificado del kit que ocupamos
para procesar las muestras con el método disefiado, dando un CT de 25.88 y al

extrapolarlo en la grafica dio una concentracion de 714.9 copias.
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Curva estandar del método disefiado para cuantificacién de Bocavirus

y = -0.0063x + 30.781
Ct R? = 0.8707
32
Concentracion 37 | %3137
(copl)ias) 30 g0&30 19
totales Ct
714.9 26.69 29 \
357.45 27.86 28 \K
178.73 29.03 27 ~— e
89.36 30.19 26 | | | |
44.68 31.37 0 200 400 600 800
Ct
LN(Conc) Ct 32
6.57 26.69 31 ‘\{il
5.87 27.86 30 {1“9
5.18 29.03 29 29.03
4.49 30.19 28 \,{_86
3.79 31.31 27 N 26,69
26 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

y =-1.6692x + 37.672

R2=0.9999

Una vez conocida la concentracion del control positivo, se realizaron diluciones

seriadas 1:2 de éste, las concentraciones para la curva quedaron de 714.9, 357.45,

178.73, 89.36, y 44.68 copias. Las diluciones del control positivo se procesaron bajo

las mismas condiciones que las muestras, utilizando la sonda TagMan y con los CT
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obtenidos se construyo la grafica, que mostré un comportamiento exponencial, con
una R? de 0.8707, lo cual es un valor aceptable ya que la literatura menciona que
los valores superiores a 0.85 para el coeficiente de determinacion, proporcionan
datos precisos del comportamiento de un modelo y se pudiera extrapolar los datos
de CT de las muestras para determinar su concentracion, sin embargo, la ecuacion
que obtuvimos de la gréfica nos presenta una ordenada al origen de 30.78, lo que
sugiere que para valores de CT superiores, la concentracién daréa un valor negativo,
por lo que de esta manera no se podrian determinar las concentraciones mas bajas,
y dado que mas de 6 muestras procesadas dieron un CT mayor a 30, se optd por
linealizar la grafica, de la misma manera que se hizo con la curva del kit, aplicando
logaritmo natural a las concentraciones para reducir la escala, de esta manera la
grafica adquiri6 un comportamiento lineal, con un coeficiente de determinacion de
0.9999 y con la ecuacion: y = -1.6692x + 37.672. De esta manera, mejoramos el
valor de R?lo que nos indica que la ecuacion obtenida es precisa, para explicar el
comportamiento de nuestro modelo, ademas en la ecuacion obtenida la ordenada

al origen es de 37.67, lo que amplia el rango de deteccién de la concentracion.

Muestras procesadas
Una vez obtenida la curva del método disefiado, se procesaron las muestras bajo
las mismas condiciones que el control positivo con el que se construy6 la curva

estandar.
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Cuadro 9. Carga viral de las muestras que resultaron positivas, acomodadas por afio.

ANO FOLIO cT CARGA VIRAL
MUESTRA (COPIAS/ ML
DE MUESTRA)

1075 37.72 9.71 x 101
1197 31.17 491 x 103
1384 25.34 1.61 x 10°
245 21.34 1.77 x 108
2009 676 35.44 3.80 x 107
708 34.98 5.01 x 102
737 31.99 3.00 x 103
770 33.65 1.11 x 108
994 33.72 1.06 x 103
1030 31.3 4.54 x 103
1043 29.43 1.39 x 10
153 22.33 9.81 x 10°

299 36.9  1.58 x 102
2010 44 3072 6.43x10°
87 16.9  2.53x 107

975 34.96 5.07 x 102
978 26.46 8.26 x 104

Se procesaron 350 muestras que previamente se habian corrido en PCR punto final
y resultaron probables positivas. Ya que este es un método cualitativo, las muestras
se tenian que confirmar con un método cuantitativo, mas preciso y especifico como
lo es la RT-PCR con sonda Tagman, se obtuvieron 17 muestras positivas, esto

corresponde al 4.86% de las muestras procesadas.

Carga viral
Una vez que se procesaron las muestras y se obtuvieron los CT, estos se

extrapolaron mediante la ecuacién de la curva estandar, de manera que el valor de
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CT se sustituia por Y en la férmula y se despejo X, dando como resultado el
logaritmo natural de la concentracién de las muestras. Un ejemplo de los célculos
gue se hicieron es, en la muestra con el folio 245-2009, el CT obtenido fue de 21.34,

al sustituirlo en la férmula queda de la siguiente manera:

21.34 = —1.6692x + 37.672

21.34-37.672
—1.6692

Despejando X: X =

Lo que nos da como resultado: X = 9.7843

Este resultado corresponde al logaritmo natural de la concentracion, por lo que, para

obtener la concentracién en nimero de copias, se aplica el inverso del logaritmo

natural: eX = 97843

Obteniendo como resultado: 17752.8261 copias de DNA en la muestra, para
determinar la carga viral que esta dada por copias/mL de muestra se hicieron los

siguientes célculos:

Considerando que a cada reaccion se le agregaron 2.5 pL de la muestra de DNA la
cantidad de copias obtenida corresponde solo a esos 2.5 L, cada muestra estaba
resuspendida en 50 pL, por lo que si en 2.5 pL habia 17752.8261 copias, entonces
en 50 pL, se tenian 355066.401 copias. Esta cantidad es el nimero de copias

totales obtenidas en la muestra, la literatura sefiala que en un exudado nasofaringeo
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se obtienen alrededor de 200 pL de muestra. Si se considera que el numero total
de copias corresponden a 200 pL del exudado, para obtener el niumero de copias
por mL de muestra, se hizo una operacién con la regla de proporcion y se obtuvo
que la muestra con folio 245-2009 tiene una cantidad de 1.77 x 10° copias / mL de
muestra. Estas operaciones se realizaron a las cantidades que se obtuvieron de

cada muestra positiva.

Con esto se construyo un grafico de barras donde se visualizaron las cargas virales
de cada muestra, en la cual, la de mayor carga viral, tiene 2.53 x 107 copias / mL de

muestra y la de menor carga viral, fue de 9.71 copias / mL de muestra.

AREVALO PALACIOS BRANDON AXEL / HIMFG — FES ZARAGOZA, UNAM



PCR en tiempo real para identificacién y cuantificacion de HBoV

"seAlsod sensanw se| ap sajeliA sefired se| uod selreq ap eayels */ T einbi4

€0+3800°€

s 91 ST v €1 [48
_ ¢0+3££0°S _ .
|+
£0+3/90°T _ E0+IETTT _

¥0+3€9C°8

£0+38ES°C

I ot 6 8 L 9 S
_ 20+3885'T
Z0+3/10°S
20+3808'€
£

T
0+3L16°F €0+36¥S'Y

€0+38eV9

¥ € [4
_ TO+3LTL6 _

PO+3IV6ET

S0+39T9°T

S0+3T186

90+3SLL°T

(esasenw ap Jw / seido)) |edip e3ie)

00+3000°'T

T0+3000°T

¢0+3000°T

€0+3000°T

¥#0+3000°T

S0+3000°T

90+3000°T

£0+3000°'T

80+3000°'T

FES ZARAGOZA, UNAM

AREVALO PALACIOS BRANDON AXEL / HIMFG —



‘ollo)g|NquR 1Y ‘opezIeldsoy H xx :0UIUSWS) o ‘OUlNISBW A «

0000T-T00T ceo 0TX LO0'T LALE H ouol0 [4) N LT
OM%MMHH ceo y0TX 9’8 SuIN v ouol0 144 4 9T

M 000T-TO0T v opsew 0TX 80°S SuIN H 04010 09 A ST
T 00000T< ceo (O0TX¥S°C USA H OuJalAu| 8 A i
% 0000T-TOOT ceo O0TXTT'T Zld H OUBISA S0 4 €T
,m 0000T-T00T ceo ¢0TXT0'€ 3uIN v elanewllid LT 4 [4)
w 000T-TO0T ceo 0TX 20°S Zld H elanewldd S0 N 1T
m.m 000T-T0T ceo 0TX18'€ cld H elanewllid [44 A 0T
m 0000T-TO0T ceo 0TX v¥'9 USA H elanewldd 1T N 6
3 000T-T0T ceo 0TX 69T SuIN H OuJalAu| 6 N 8
M, 00000T< ceo 0TX8L'T Cld H OuJalIAU| € A L
”m 00000T< ceo sO0TX 186 USA H OuJalAu| S N 9
® 00000T< ceo s0TX 291 USA H 04010 144 A S
Tm 0000T-T00T ceo 0TX 6’V €ld H 04010 €¢ N 14
m 001> v opsew 10TX0L°6 LALE H 04010 9L A €
m OM%MMHH ceo yOTX6€E'T USA v OUBISA 144 A [4
M. 0000T-TO0T ceo ¢0TXSSv wejyo H OUBJIA LT N T
o (na3sanw (na3sanwi
m op W (sovv) op 1w %% 021U1[D (sasaw)
S / spidod) pbpa / spidod) sauoi223fuio) :oaczw Is popIjDUOIIDIST pop3 +0Xas DJISaNN
.m |pdIn bbID) 3ap obuby [D4IN o :
M ap obuny pbip)
mh ‘'seAlisod uoJeynsal sesisanw seAnd sajuaioed SO ap S0J1UlD soreq "0T o0Jpend

sojep ap oipen)d

AREVALO PALACIOS BRANDON AXEL / HIMFG — FES ZARAGOZA, UNAM



PCR en tiempo real para identificacién y cuantificacion de HBoV

El cuadro 10 muestra datos de los pacientes cuyas muestras resultaron positivas,
tales como: edad, sexo, estacionalidad, situacion clinica y coinfecciones para esto
se utilizé el programa IBM® SPSS® Statistics version 24 con el cual se hicieron
varios andlisis estadisticos, en primera instancia se le realiz6 una prueba de T de
Student a los valores de la carga viral, obteniendo una media de 1.671 x 10° y una
desviacion estandar 6.127 x 10°, con un valor de t de 1.125 y con una significancia
de 0.277, lo cual no nos permite rechazar la hipétesis nula y esto nos dice que la
carga viral obtenida de las muestras positivas no fue significativa para explicar un
comportamiento dentro de la poblacion, lo cual nos indica que la diferencia de carga
viral puede estar relacionada a otras variables, por lo que se recodificaron las
variables de la edad y la carga viral en grupos como datos nominales para poder
realizar estadisticos descriptivos mediante el uso de tablas cruzadas donde las
variables se correlacionaron con el rango de carga viral, con esto se determiné si

existia relacién entre la carga viral y las otras variables obtenidas.

Para determinar la relacion entre variables se realiz6 una prueba de Chi cuadrada,
donde la hipotesis nula indica que no existe relacion entre las variables y se descarta

si el valor de p < 0.05.
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Cuadro 11. Correlacion entre el sexo y el rango de carga viral

Sexo
: . Total
Masculino Femenino
<100 Recuento 1 0 1
copias/mL 9 del total 5.9% 0.0% 5.9%
101-1000 Recuento 4 0 4
copias/mL 9 del total 23.5% 0.0% 23.5%
Rango de 1001-10000 Recuento 4 2 6
Carga copias/mL % del total 23.5% 11.8% 35.3%
10001-100000  Recuento 1 1 2
copias/mL % del total 5.9% 5.9% 11.8%
>100000 Recuento 4 0 4
copias/mL % del total 23.5% 0.0% 23 50
Recuento 14* 3 17
Total
% del total 82.4% 17.6% 100.0%
X2 p=0.356.

T de student, p < 0.05.

La prueba de chi cuadrada que se muestra en el cuadro 11, permite afirmar que no

existe relacion, ya que no se descarto la hipétesis nula; sin embargo, se observa

que en la mayoria de los casos, los pacientes corresponden al sexo masculino, al

realizar una prueba de T de Student, se determind que p < 0.05, por lo que este

dato es estadisticamente significativo y podemos afirmar que una infeccion por

Bocavirus esté relacionada con el sexo, mas no determina su carga viral.
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Cuadro 12. Estacionalidad de los pacientes frente a el rango de carga viral.

Estacionalidad
. N . Total
Primavera | Verano Otoiio Invierno
<100 Recuento 0 0 1 0 1
copias/mL o5 del total ~ 0.0% 0.0% 5.9% 0.0% 5.9%
101-1000 Recuento 2 0 1 1 4
copias/mL o5 del total  11.8% 0.0% 5.9% 5.9% 23.5%
1001- Recuento 2 2 2 0 6
Rango de 10000
Carga  copiag/mL % deltotal  11.8% 11.8% 11.8% 0.0% 35.3%
10001- Recuento 0 1 1 0 2
100000
copias/mL % del total 0.0% 5.9% 5.9% 0.0% 11.8%
>100000 Recuento 0 0 1 3 4
copias/mL o5 del total ~ 0.0% 0.0% 5.9% 17.6% 23.5%
Total Recuento 4 3 6 4 17
% del total 23.5% 17.6% 35.3% 23.5% 100.0%
X2 p=0.248

El valor de la significancia en la prueba de Chi cuadrada del cuadro 12, es superior
a 0.05 por lo que se considera que la estacionalidad de los pacientes y su carga

viral no esta relacionada.

Cuadro 13. Correlacion ente la situacion Clinica y el rango de Carga viral.

Situacion
. o Total
Ambulatorio Hospitalizado
<100 Recuento 0 1 1
copias/mL % del total 0.0% 5.9% 5.9%
101-1000 Recuento 0 4 4
copias/mL % del total 0.0% 23.5% 23.5%
Rango de 1001-10000 Recuento 1 5 6
Carga copias/mL % del total 5.9% 29.4% 35.3%
10001-100000  Recuento 2 0 2
copias/mL % del total 11.8% 0.0% 11.8%
>100000 Recuento 0 4 4
copias/mL % del total 0.0% 23.5% 23.5%
Recuento 3 14* 17
Total
% del total 17.6% 82.4% 100.0%

X% p=0.024.
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El cuadro 13 muestra que, existe correlacion entre la situacion clinica de los
pacientes y la carga viral que presentan, ya que p < 0.05 y nos permite descartar la
hipotesis nula, de esta manera podemos atribuir que los pacientes que se
encuentran hospitalizados son los que mayor riesgo de infeccion presentan y a su

vez los que mayor carga viral registran.

Cuadro 14. Correlacion entre el rango de edad y el rango de carga viral.

Rango de edad
5 3 5 Total
0 a 2 afios mas de 4 afos
<100 Recuento 0 1 1
copias/mL % del total 0.0% 5.9% 5.9%
101-1000 Recuento 3 1 4
copias/mL % del total 17.6% 5.9% 23.5%
Rango de 1001-10000 Recuento 6 0 6
Carga copias/mL % del total 35.3% 0.0% 35.3%
Recuento 2 0 2
10001-100000
copias/mL % del total 11.8% 0.0% 11.8%
>100000 Recuento 4 0 4
copias/mL % del total 23.5% 0.0% 23.5%
Recuento 15* 2 17
Total
% del total 88.2% 11.8% 100.0%
X2 p=0.044.

T de student, p < 0.05

Se comprob6 mediante un analisis estadistico de correlacién en el cuadro 14, que
el rango de carga viral esté relacionado con el rango de edad de los pacientes, en
este caso, los pacientes de entre 0-2 afios son los que presentan el nivel de carga
viral mas alto y a su vez son los que mayor riesgo de infeccion presentan, esto se
comprobd mediante una prueba de T de Student utilizando la edad de los pacientes
(en meses), obteniendo una media de 19.765 con una desviacion estandar de

20.1534 con un valor de t de 4.044 y un valor de significancia de p= 0.001. de esta
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manera se afirma que la edad es un factor predisponente a una infeccion por HBoV

y una alta carga viral.

Cuadro 15. Correlacion entre coinfeccién y el rango de carga viral.

Coinfeccion
) Total
No Si
<100 Recuento 0 1 1
copias/mL % del total 0.0% 5.9% 5.9%
101-1000 Recuento 2 2 4
copias/mL % del total 11.8% 11.8% 23.5%
1001-10000 Recuento 1 5 6
R%”a?‘;fe copias/mL % del total 5.9% 29.4% 35.3%
Recuento 1 1 2
10001-100000
copias/mL % del total 5.9% 5.9% 11.8%
>100000 Recuento 0 4 4
copias/mL % del total 0.0% 23.5% 23.5%
Recuento 4 13 17
Total
% del total 23.5% 76.5% 100.0%
X2 p=0.402.

La prueba de Chi cuadrada realizada en el cuadro 15, determiné que la coinfeccion

no es un factor determinante en el rango de carga viral, ya que tuvo un valor de p <

0.05, de esta manera se descarta que el rango de carga viral sea dependiente de

un estado de coinfeccion, sin embargo, se observé que las coinfecciones estan

presentes en el mayor nimero de casos (76.5%), lo que nos permite afirmar que la

infeccion por HBoV esta relacionada principalmente a coinfecciones sin embargo

esto no determina su carga viral.
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IX. Discusion

Amplificaciéon de muestras

Los oligos utilizados en el proyecto que fueron disefiados en el laboratorio de
virologia del Hospital Infantil de México “Federico Gémez”, amplifican la regién C-
terminal de la proteina NS1, debido a que es una region altamente conservada, las
secuencias utilizadas no se encuentran registradas en la literatura, sin embargo, la
mayoria de los articulos donde se realiza RT-PCR para identificar HBoV 1, utilizan
oligos que tienen la regiébn de la proteina NS1 como blanco. Ligozzi M. y
colaboradores 8, Disefiaron 2 pares de oligos que amplifican regiones diferentes
de la proteina NS1 (N-terminal y C-terminal), en ese experimento, se demostro que,
el par de oligos que amplifican la regién C-terminal, puede identificar muestras de
HBoV 1,2,3 y 4, mientras que el par de oligos de la region N-terminal solo amplifica
muestras de HBoV 2, de esta manera demostraron que aunque la proteina NS1 es
altamente conservada, la regién C-terminal es la mas conservada de todas, debido
a que se encuentra a un lado de region que amplifica la proteina NP1, caso contrario
a la region N-terminal que se localiza, en el extremo de la cadena de DNA. De esta
manera podemos afirmar que los oligos utilizados, podrian usarse como prueba de

rutina de identificacién de HBoV.
Optimizacion de la RT-PCR

Debido a que en la literatura no habia registro de experimentos realizados con los
oligos y la sonda utilizados, se tuvieron que optimizar las condiciones de la reaccion

de RT-PCR, lo cual se logré modificando las variables de: concentracion de sonda
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y temperatura de alineamiento. Dos puntos criticos en la amplificacién e
identificacion del HBoV 1, la concentracion de sonda que mejores resultados dio fue
de 15 pM y la temperatura de alineamiento optima fue de 62 °C, de esta manera se
establecen las condiciones de reaccion de RT-PCR para identificacion de HBoV 1,
con los oligos y la sonda disefiados en el laboratorio de virologia del Hospital Infantil

de México “Federico Gomez”.

Frecuencia de infeccién y coinfeccién de HBoV 1

Se procesaron las 350 muestras de DNA extraido de exudados nasofaringeos que
se encontraban disponibles en el laboratorio de virologia del Hospital Infantil de
México “Federico Gémez”, las cuales fueron tomadas entre los afios 2009-2010 a
nifios menores de 9 afos y se obtuvieron que 17 de estas muestras fueron positivas
para HBoV, dando asi una frecuencia de 4.86%. En el afio de 2015, Diaz y col. ®8),
determinaron mediante un screening viral que: de 162 muestras procesadas, 8
resultaron positivas para Bocavirus, obteniendo asi una frecuencia de 4.9%. Segun
un estudio realizado por Guido y colaboradores, se estimé que, la frecuencia de
infeccion a nivel mundial es de 4.59%, segun lo publicado en Medline desde el 6 de
septiembre de 2005 (el afio del descubrimiento de HBoV) hasta el 15 de marzo de
2016. De esta manera podemos afirmar que los resultados obtenidos se asemejan
a lo reportado en la literatura. Hablando del porcentaje de coinfeccion, se obtuvo
gue de 17 muestras positivas, 12 fueron positivas para otros patégenos, lo que nos
da un 3.08% de coinfeccién mientras que el reportado en el estudio de Diaz y col.

menciona que la coinfeccién encontrada es del 1.85%, frente al 2.4% reportado a
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nivel mundial, de esta manera podemos ver que el virus se encuentra en mayor

medida relacionado a otros virus.

Carga viral

La media de la carga viral encontrada en los aspirados nasofaringeos de pacientes
con infecciones respiratorias es de 4.9 x 103 copias / mL, segun un estudio realizado
en Alemania en el afio 2007.%? La media de la carga viral que se obtuvo en este
experimento fue de 1.67 x 10° copias / mL, la cual es mucho mas alta que lo
reportado por Neske F. y colaboradores, esto podria deberse a la diferencia de
zonas donde fueron obtenidas las muestras y a la diferencia de afios, pues se sabe
que las infecciones por Bocavirus han ido en aumento desde el afio de su

descubrimiento (2005).

Correlacién de datos clinicos con la carga viral

En México no se habia realizado un estudio donde se correlacionaran algunos datos
clinicos con la carga viral de las muestras positivas para HBoV, en este caso se
determind que sdlo la situacion clinica y el rango de edad, son factores relacionados
directamente con la carga viral, como se puede ver en los cuadros 14 y 15.
Recientemente, Sun y colaboradores ©9, determinaron en un estudio donde el
objetivo fue evaluar las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la coinfeccion
por HBoV con otros virus, que los pacientes entre 6 y 23 meses de edad son los
gue mayor riesgo de infeccién presentan, asi mismo, es el grupo que registro la
mayor carga viral, lo cual se observa en el estudio realizado, pues los pacientes

menores de 24 meses son los que mayor carga viral presentaron y los de mayor
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frecuencia de infeccion. Sun y colaboradores 9, también determinaron que la

coinfeccibn HBoV-VSR es la que se encuentra con mayor frecuencia, lo cual se

determind con estudio realizado pues el VSR fue el virus que més estuvo presente

en las coinfecciones con HBoV como se puede observar en el cuadro 11.

X. Conclusiones

Se logré establecer las condiciones metodolégicas para optimizar la
identificacion de HBoV mediante la técnica de RT-PCR, con oligos disefiados
en el Hospital Infantil Federico Gémez en el Laboratorio de Infectologia en el
area de Virologia, que amplifican la region C-terminal de la proteina NS1.
Se logré optimizar la reaccion para la RT-PCR, encontrando la mejor
concentracion de sonda y la temperatura éptima de alineamiento.

Se desarroll6 una curva estandar para la cuantificacion de HBoV 1 con el
método disefiado a partir del Kit para HBoV de MyBioSource®.

Se obtuvo una frecuencia de infeccion del 4.86% entre los afios 2009 y 2010
en nifios menores de 9 afos.

Se determind que la carga viral esta asociada a la situacién clinica de los
pacientes y al rango de edad de éstos, ademas de que en su mayoria, los
pacientes que resultaron positivos para HBoV fueron pacientes varones y
gue se encontraban hospitalizados, lo que sugiere hay una alta probabilidad

de que la infeccion se adquiriera dentro del mismo hospital.
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Xl. Propuesta

Se estima que el método disefiado se emplee en el Hospital Infantil de México
“Federico Gomez” como una prueba de rutina dentro del panel viral convencional,
puesto que es de suma importancia determinar si una infeccion respiratoria es
causada por un solo agente patdgeno o se trata de una coinfeccion, sobre todo
analizando que las coinfecciones con HBoV hacen ineficientes algunos

tratamientos.

Asi mismo este estudio revel6 que la infeccion por HBoV se presenta principalmente
en varones y que existe una alta probabilidad de que los pacientes adquirieran la
infeccion dentro del mismo hospital, esto sin duda deberia ser motivo de un estudio
mas profundo analizando datos clinicos de pacientes de afios mas recientes y de
esta manera comprobar si dentro de los métodos de sanitizacion y esterilizacion del
hospital, las técnicas empleadas estan cubriendo los requisitos indispensables para
reducir al minimo las infecciones intrahospitalarias de este y otros patégenos. Como
se abordé en el planteamiento del problema, las coinfecciones con HBoV 1 hacen
que los tratamientos no sean tan eficientes; ademas, aumentan el riesgo de una
infeccion mayor causada por el efecto sinérgico de Bocavirus con algunos otros
virus patdgenos, de esta manera el método desarrollado fue optimizado para
aprovechar al maximo los reactivos y de esta manera disminuir el costo del analisis

de las muestras.
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Xll. Anexos

ANEXO |
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XIll. Glosario

Amplicon

Ensayos

multiplex

Carcinégenos

Hibridacion

Morbilidad

Mutagénico

Quencher

Secuencias

palindrémicas

Seroprevalencia

Conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de una reaccién en
Cadena de la Polimerasa.

Tipo de ensayo que mide simultdneamente multiples analitos en un solo
ciclo del ensayo.

Cuando numerosas mutaciones causan el cancer adquieren la
denominacion de carcin6genos.

Es el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN.

Cantidad de personas que enferman en un lugar y un periodo de tiempo
determinados en relacién con el total de la poblacién.

Es un agente fisico, quimico o biol6gico que altera o cambia la
informacion genética (usualmente ADN) de un organismo y ello
incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural
hace referencia a cualquier proceso que produzca una disminucién en
la intensidad de la fluorescencia emitida por una determinada sustancia.
Es una secuencia de &cido nucleico (ADN o ARN) la cual es idéntica si
se lee de 5' a 3' en una hebra o de 5' a 3' en la hebra complementaria
de la doble hélice.

Manifestacion general de una enfermedad o una afeccion dentro de una
poblacion definida en un momento dado, medida con analisis de sangre

(pruebas serologicas).
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