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INTRODUCCION

E1 virus sincitial respiratorio {VSR) es considerado ntundiaimente ¢l principal agente causal
de infeccianes agudas del tracto respiratorio en niftos y ancianos. Bn dreas con climas templados
causa epidernias anuales en las meses invernales y tiende a desaparecer en verano (1).

En paises desarrollados aproximadamente la mitad de los nifios se infectan en su primer
estacidn invernal y casi la twotalidad de ellos han sida infectados a las dos ados. La mortalidad en
nifios sanos es aproximadamente del 1% pera se incrementa hasta ¢l 3% en aquellos nifios con
situaciones agravantes como: cardiopatias, px)t'enncdadcs pulmonares congénitas, prematurez o
inmunosupresion (2, 3).

A nivel mundial el VSR es ef agente etiologico del mayor ntimero de casos de branquitis y
neumnonias severas que requieren hospitalizacion en nifios de cero a doce meses de edad y de fas
infecciones nosocomiales de las vias respiratorias en pabellones infantiles (4)

En México las enfermedades de vias respiratorias inferiores ocupan el primer lugar en
morbilidad infantil, en el affo de 1989 {a tasa de morbilidad correspondié a 2985.04 en nifios de 1 a
4 aflos y de } 300.46 en menores de an aflo por cada 100 000 nifios nacidos vivos respectivamente,
Estos reportes no especifican el agente causal sin embarga es posible que el VSR este involucmdd
ya que {a mortalidad por neumonia y bronquitis aumenta en los meses de seﬁliembrc @ marzo que es

¢l periodo donde se reportan las epidemias (5).



ANTECEDENTES
ASPECTOS BloQuimicos

La principal caracteristicas del virus es su capacidad de fusionar células produciendo
sincicios, células multinucleadas en cultivo. Bl virus ha sido incluido en In familin
Puramixoviridae, dentro del género Poeumovirus, debido que presenta semejanzas con los
miembros de la familia como son: a) forma de la nucleocdpside;b) la envoltura que consiste de una
bicapa lipidica que proviene de ta membrana de la célula hudsped que contiene proteinas virales
transmembranales y glicoprotefas de superficie, y ¢) su mecanismo de maduracion.  Aunque
también presenta diferenciasia) el didgmetro de la nucleocdpside es de 12 a 15 nm en lugar de 18om,
b) su genoma codifica para un mayor namero de protefnas, que otros paramixovirus (10 en
comparacién con seis o siete) ¢} el aspecto general de las inclusiones intracitoplasmaticas que
produce en la infeceion presentan un aspecto diferente al de otros paramixovirus y d) finalmente no
presenta hemaglutinina ni neuraminidasa (6).

Es un virus pleomoérfico, mide 150 a 300 nm de didmetro pero particulas de mayor tamafio
asi como filamentos son comunes cuando se observa al microscopio electrénico.

Presenta una envoltura lipoproteica, su nucleocdpside es helicoidal mide 13.5 L de
didmetro y su genoma estd constituido par una sofa cadena fineal de ARN con polaridud negativa,
con valor de sedimentacién de 50s y un peso molccular de aproximadamente de 5 000 KD (6).

De las proteinas estructurales (F, G, SH, N, P, L, M Y M2) brcscntes en cf viriéﬁ de VSR,

cuatro estdn expresadas en la superficie de las células infectadas (F, G, SH, M2). Las protefias no



estructurales, designadas NST (1C) y NS2 (1B), se encuentran cn células infectadas pero no et los
viriones.

La proteina matriz M es una proteina cuya funcion principal es estabilizar lu envoltura viral
y participar en el ensamblaje, se sabe que contictne 256 aminodeidos, es relativamente bisica y
puede interactuar con fa membrana de [a célula infectada.

La funcion y localizacion exactas de una segunda protefna de matriz (M2) no estin claras
pero mientras M es hidrofobica M2 es muy basica ¢ hidrofilica.

La glucoprotena mayor (G) tiene un peso molecular de 70 a 90 KD, se considera necesaria
para la adsorcion del virus a fa eélula huésped y se ha considerado andloga a Ia hemaglunina-
neuraminidasa de otros paramixovirus.

La glucoproteina de fusion (F), tiene un peso molecular de 60-68 KD. Estd compuesta por
dos polipéptidos unidos por puentes disulfuro. Esta glucoprotéina es considerada como la
responsable de la entrada del virus a la célula mediante In fusién de la envoltuta viral con la
membrana celular, y la diseminacion directa del virus por fusion de membranas entre células
infectadas y no infectadas produciendo sineicios en cultivo celular.

Las glicoproteinas F y G son las que inducen principalmente la formacidn de anticuerpos a
los que se ha asignado actividad neutralizante in vifro y son sensibles a los detergentes y a la
tripsina por lo que se deduce que estdn focalizadas en la superficic del virion (6,8).

¥
Las protefnas asociadas u la nuclocdpside N, I y L tienen funciones de transeripeion y

replicacién del ARN viral, a la proteina L se le asigna el papel de ARN polimerasa dependiente



de ARN, mientras que a fas proteinas N y P se les considera factores solubles necesarios para la
rcplicncién (Chaperonas) (6,9).

La secuencia genética del VSR en orden 3' a §' ¢s:

3' NSI-NS§2-N-P-M-SH-G-F-M2-L. 5' que es ¢l misino orden de transcripeién. Segin se ha
comprobado con experimentos de inhibicién de fa transeripeion con luz ULV, y la hamologia que
presenta ¢l genoma viral con los mensajeros mono y policistronicos .(7)

El VSR al igual que otros paramixovirus contiene secuencias de inicio y término
conservadas para la mayorfa de los genes que las conforman, pero sus regiones intergénicas varfan
tanto en tamafio como en secuencia . Estas regiones intergenicas varinn en longitud desde uno a 54
nucleotidos ( ver figura 1),

El mecanismo de replicacion es similar al de otros paramixovirus (10), donde el ARN de
sentido negativa debe ser transcrito a un intermediario positivo (ARN antigenomico) que sirve
como templado para la sintesis de la progenie del virion; requiere para su sintesis de las proteinas
N, Py L, las cuales bloquean las seiiales de paro intergénicas, no siendo reconocidas estas, por la

ARN polimerasa (9).
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FIGURA 1: El mapa genetico del VSR donde se muestra:A) el orden de los genes, su longitud en
nucledtidos y las regiones intergenicas entre cada gen. B) sefiales de inicio y término de los genes
{modificado da Kennet y Mcintosh }{6).

INMUNIDAD

El VSR es altamente inmunogénico y produce una variedad de anticucerpos, sin embargo, las
vacunas oblenidas en forma tradicional (atenuadas e inaclivadas ) no han resultado efectivas.

En los afios sesentas se realizaron campailas masivas de vacunacion sin buenos resultados
ya que al reinfectarse los niflos que habfan sido vacunados presentaron los cuadros més graves

(12,14).



Respecto a la inmunidad humoral, los reportes indican que la proteccion que ofrecen los
anticuerpos maternos es parcial. En la infeceion de nifios menores de tres semanas de edad, con
titulos clevados de anticuerpos maternos los sintomas se confinan al tracto respiratorio alto, se
producen pocos virus y la infeccion desapareee pronto. Sin embargo, estos anticuerpos no evitan la
infeceion; esto no esta claro y se ha sugerido que depende de varios factores como: que los
antigenos virales scan pobres immundgenos en la primera infeceion, de manera que la respuesta
inmune por parte de las subclases IgG2 ¢ IgG4 es débil y estos subtipos responden pobremente
durante la infancia por lo tanto se necesitan varias exposiciones para indueir una buena respuesta
(15, 16).

Observaciones en modelos animales, sugieren que los anticuerpos contra la proteina de
fusién son el mecanismo mds importante para limitar k infeecion. Sim embargo, hay autores que
hacen hincapi¢ en la importancia del anticuerpo local, ya que se han detectado por
inmunofluorescencia TgG e IgA especificas en secreciones nasales y se ha observado una sintesis
acelerada de las mismas despucs de la reinfeceion (17, 18).

Con respecto a la inmunidad celular parece ser muy importante para limitar la infeecion
ya que la produccién viral es prolongada en individuos con deficiencias en inmunidad celular, sin
embargo estos individuos no presentan cuadros clinicos mds graves, y no hay reportes acerca de

que la inmunidad celular evite fa infeccion (6).



VARIACION ANTIGENICA,

El virus sincitial respiratorio se aislo en 1967, inicialmente las cepas aisladas mostraron
homogeneidad  antigénica. Sin embargo, al utilizar sueros hiperinmunes y  anticuerpos
monoclonales se observaran diferencias antigénicas en tas eepas circulantes (6, 12 ).

Los virus se han clasificado en das grupos, designados A y B, con base a la reaccion con
anticuerpos monoclonales dirigidas contra proteinas estructurales. Los grupos no son homogéneos,
virus clasificados en un mismo grupa difieren entre si genéticamente (12).

Cuando cepas prototipo del grupo A (A2) y del grupo B (CH18537) son comparadas, la
proteina G muestra solo 53% de identidad de aminodcidos, mientras que 1a homologfa para otras
proteinas es mucho mayor (SH, 76%; 1C, 87%: F, 89% y N, 96%). La comparacion de cepas del
mismo grupo, muesira una varfacion menor: 94% de identidad de aminodeidos para fa protefna G,
97 a 98% de identidad para la proteina I y 98 a 99% para la fosfoprotefna P (19).

Entre miembros de un mismo grupo se han observado diferencias genéticas por la que se
han definido genotipos o subtipas. Cane y Pringle (20) utilizaron tres criterios para el estudio de
variabilidad: mapeo por restriceion det gen N, secuencia del gen SH y secuencia y mapeo por
testriceion de la proteina G, Con base a cllos encontraron para el grupo A, seis genotipos (o lincas),
designados SHLY a SHL6 y dos para el subgrupo B designados NP1y NP3,

En cambio Sullender y colaboradores utilizando RT-PCR y RFLP de la regién comprendida
entre los genes Fy G y fa regidn intergénica que las separa; han reportado 7 genotipos para ef grupo

Ay tees para el grupo B después de hacer un estudio de 34 cepas nisladas entre 1959 y 1989 (21).



ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Las enfermedades infecciosas y parasitarias son un problema serio de salud a nivel mundial,
durante 1990 se estima que ocurrieron 50 millones de muertes en ¢l mundo, y que mis de 16
millones de ellas fueron por enlermedades infecciosas o parasitarias.  Una tercera parte de las
defunciones fueron en menores de cineo aifos, la mayor parte (93%) ocurricron en pafses en vias de
desarrollo, De las defunciones ocurridas en menores de cinco afios en 1990, (33%) 4.3 millones, se
debieron a infecciones respiratorias agudas (1IRAs), principalmente neumonta (22),

En México, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud (1987-1988) se estima que
aproximadamente ocurricron 280 millones de 1RAs al afio, de las euales la incidencia en niftos
menores de un afio es cinco episodios de IRA, en nifios de 1 u 4 afios es de 7 episodios, mientras
que en los niftos de 5 a 14 aflos es de cuatro, en individuos de 15 a 64 se presentan tres episodios al
afio y los mayores de 65 aflos presentan mds de dos (5).

Para 1992 las IRAs sepresentaron en México la segunda causa de defunciones en mienores
de un afio, (tasa de 374 por cien mil nacidos vivos registrados), la tercera causa en nifios de 1 a 4
afios (una tasa 17 por cien mil habitantes) y la quinta causa en mayores de 65 aflos (tasa de 218 por
cien mil habitantes).

Del total de muertes por IRA en 1992, 47%, (9,597) ocurrieron cn menores de cineo aftos,
40% (8,127) en menores de un afio entre 1989 y 1992, muesira gue fa proporcion correspondiente a

defunciones por neumonta e influenza permanecio estable (1989 13.9%, 1992: 13.3%) (22, 23).



1in EUA se estiman 91 000 hospitalizaciones y 4500 muertes anuales debidas al VSR (13).

El impacto de la variacion antigénica en la epidemiologia de VSR no esta claro. Los
infantes que padeeen una nfeccion primaria con VSR desarrollan una respuesta de antieuerpos
séricos neutralizantes relativamente amplia. El dimartismo antigénico probablemente cantribuye a
la alia incidencia de reinfeccivnes durante §a nifiez, pero este efecto parece ser modestag a este
respecto cabe afiadiv que muchas reinfeccianes involueran vinus del misma grupo, adn en la
infancia (6).

CARACTERISTICAS CLINICAS

La primoinfeceién con VSR ocurre generalmente entre las seis semanas y los seis meses de
edad, csta causa comdmnente sintomas del tracto respiratorio superior como son fujo nasal,
estomudo, faringitis y malestar general.

Si el cuadro es leve los sintamas no rebasan estd etapa. En log casos severos el VSR puede
causar bronquitis y neumonia (6).

El periodo de incubacion es de 4 a § dias para VSR, El virus se multiplica en la nasofaringe
y por aspiracion de secreciones se disemina a vias inferiores,

Los signos de enfermedad en vias respiratorias bajas s¢ presenta del primer al tercer dia
después de la rinorrea, por lo que se supone que ha invadido bronquios y bronquiolos.

La edad de mas alta incidencia de bronquitis, es también el tiempo durante ¢l cual los

anticuerpos matemos anti-VSR persisten en el infante, sugiriendo que estos anticuerpos pueden



contribuir al proceso de la enfermedad. Atgunos estudios han demostrado también que altos titulos
de anticuerpas maternos neutratizantes algunis veces protegen cantra cuadros serios.(23)

Actualmente no se ha padido dar una explicacion satisfactoria de la patogenia, sin cmbargo,
s¢ hatt propuesto varias hipdtesis.

Uno de los mecanismos que se ha propuesto para explicar el hecho de que los nifios que
presentan titulos de anticuerpos maternas por debajo del titulo neutralizante presentan un cuadro
mis grave es el aumento de la infeecian mediado por anticuerpos (AME). Los anticuerpos unidos a
la particula viral favorecen su entrada a células con receptores para la fraceién eristatizable (Fc) de
las inmunoglobulinas, aumentando de esta forma ¢l ndmera de células infectadas (24, 25, 26).

El AME puede contribuir a la enfermedad por mecanismos diterentes a los de la infeccion
litica de células. Una posibilidad es que el virns o el complejo virus y anticuerpo, cuando
interactuan con la céula hudsped, estimulen la liberacion de mediadores de la inflamacion o
citocinas que pueden contribuir al proceso de la enfermedad (27, 28, 29).

Welliver (30) sugiere que anticuerpos IgE cspeclficos presentes en paeientes con
bronquiolitis causada por VSR podrian estar provocando la patogenia de la enfermedad a través de
reaceiones de hipersensibilidad.

Faden y colaboradotes (31) encontraron que los complejos inmunes con VSR estimulan a
los neutrdfilos a producir tromboxanos, causantes de la contraccidn del misculo liso de vias
respiratorias.

También se ha encontrado que la concentracion de leucotrieno €y (LTC,) en scereciones

respiratorias estd asociado a bronquiolifis con VSR (32). Los leucotrienos son productos
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metabolicos del deido aragquidenico y son potentes mediadores de yespuestas alérgicas ¢
inflamatoriag y pueden cousar constriceion de fas pequefiag vias adreas del putmon produciendo
cuadros asmaticos y astixia.  Complejos inmunes insolubles de Igli y agregados de 1gG han
mostrado estimutar la produccion de ETCy en maerdfagos, cosindfilos y basofilos (33).

Estos factores podrian explicar fa severidad de las infecciones por RSV, en fas bronguiolitis
y ncumonfas en infantes, donde lus vias acéreas del pulmon se encuentran adn en estado de
desarrolo lo que les conficre vulnerabilidad (32, 33).

DIAGNOSTICO

El desarrollo de agentes antivirales electivos en el tratamiento de fas inleeciones virales ha
impuisado ¢l desarrollo de prucbas de diagnostico ripido, en particular del RSV, ya que el
tratamiento con ribavirina ha sido util sélo si se aplica durante los primeros 4 dias de ka inleceién
(32,33).

Puesto que ¢l cuadra clinico que produce el virus sincitial respiratorio es indistinguible del
de infecciones del tracto respiratorio inferior con distintas etiologias, bacterianas o virales, es
importante disponer de téenicas de diagnostico répidas y sensibles (2, 36).

Tradicionalmente el diagndstico de las infecciones con VSR se ha centrado en la téenica de
cultivo, aistando el virus de secreciones nasofaringeas. Sin embargo, los mc’iodos de cultivo celular
son generalmente lentos. Puede Hevar hasta una semana el tener el resultado listo, y la sensibilidad

puede ser afectada por la labilidad del virus y fa susceptibilidad de 1a linea celular utilizada. (2, G)
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El desarrolio de wenicas immunoquimicas para fa deteccion directa del virus, tales cono fa
inmunofluoreseencia indirecta y los ensayos inmunaenzimaticos (1A han tenido gran auge debido
aque ¢l virus representa un serio problema en pabellones infantiles y en direas de cuidaclo intensivo,

Estos métodos son mucho mds ripidos que los caltivos celulares, dan resultados of mismo
din, pero su sensibilidad y especifieidad se reporta como variables (37, 38, 39, 40).

Una alternativa que acelera el diagndstico para VSR involucra métodos  de centrifugacion
en una placa para lacilitar la union de células infectadas y virus a monocapas, y detectando después
por métodos innumoquimicos antipenos virales,  Estos métodos toman de 48 a 96 horas en su
realizacion y tienen aproximadamente ¢l 94% de sensibilidad y 97.3% de especificidad comparados
con el aislamiento del agente (41).

En 1a acwalidad, se han desarrollado méwdos rapidos basados en la transeripeidn reversa
(RT) y en la amplificacion de las secuencias del acido nucleico del virus por la reaccidn de la
polimerizacion en cadena (PCR) (42, 43, 44), wenicas que son realizables en un méximo de seis
horas.

Paton y cols estiman una sensibilidad de 94.6% y una especificidad mayor al 97% para

ensayos de RT-PCR cuando se compara con técnicas inmunoenzimaticas y cultivo celular (45),
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OBJETIVOS:

a) Establecer las téenicas de transcripeion reversa (RT), reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP)
para el Virus Sincitial Respiratorio (VSR).

b) Diferenciar las cepas A y B por el tamafio en los fragmentos obtenidos de
PCR.

c) Comparar los patrones de restriccion tedricos con los obtentdos

experimentalmente,

HIPOTESIS:
Por medio de las técnicas de PCR y RFLP es posible estudiar la variabilidad

genética de las cepas del Virus Sincitial Respiratorio.

i3



FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS DE RT-PCR

La reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) ¢s un método in vitro para la sintesis y
amplificacién enzimdtica de  secuencias  definidas de ADN,  La reaccion utiliza dos
oligonucledtidas (Iniciadores) que hibridan con las cadenas opuestas y flanquean la secuencia diana
de ADN que va a ser amplificada. La clongacion de fos iniciadores es catalizada por la Tag DNA
polimerasa, una ADN polimerasa termoestable (46) que fue aislida originalmente de Ia cubacteria
Thermus aquaticus. Los [ragmentos son definidos por los extremas 5' de los iniciadores. Debido a
que los productos de extension del iniciador en un cielo sirven de templado al ciclo siguiente, el
niimero de copias de ADN diana es tedricamente duplicado en cada ciclo: de esta manera, 20 ciclos
de PCR generan alrededor de un millon de copias de la secuencia de ADN elegida, Una
amplificacién de tal magnitud facilita procedimientos posteriores como secuenciacian directa de los
frgmentos amplificados, clonacion de genes, obtencidn de sondas ete (43).

EI ARN no puede ser templaco para la PCR, la transcripcion reversa ha permitico [ sintesis
de ARN complementario (ADNe) adecuado para la amptificacion enzimdtica,

La adaptacion de la metodologia de transcripeion reversa (RT del- inglés “reverse
transeription™ ) a la PCR para la investigacion de sccuencias de ARN provee de una herramienta
que ofrece rapidez, eficacia, especificidad y sensibilidad.

La combinacion de ambas téenicas es comanmente lamada RT-PCR.  Las transcriptasas
reversas que existen comercialmente son: la que se purificd del Virus de mieloblustoma aviar

(AMV) y la que se clono en E. coli del virus de leucemia murina Moloney; ambas enzimas tiencn
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actividad de ADN polimerasa 5'-> 3" usando como molde una molecula de ARN o de ADN de uma
sofa cadena y han perdido su actividad de ADN exonucleasa 3-> 37 cada enzima presenta su
mayor actividad a pH y temperatura determinado.  La tanscripeion reversa se ha usado
ampliamente para obtenier ADNe de ARNm y poderfo inseriar en vectores procaridticos sin
embargo esta téenica prede usarse también para obtencr sondas de diferentes molecufas de ARN o
ADN (47).

ESTRATEGIA DE TRABAJO

Dentro de los objetivas de este trabajo se planted ¢l establecimiento de las téenicas de RT-
PCR y RELP para las cepas Long y B8/60 def VSR que se usan como referencia. Sullender (21)
reportd una téenica que nos permiten distinguir entre las cepas de grupos diferentes y si hay
diferencias en la secuencia de cepas de un mismo grupo, se amplifica la region comprendida entre
las protefnas F y G, Estas glicoproteinas son las de superficie de ellas se ha observado que ta
protefna G es Ja més variable entre las cepas de diferentes grupos (44) con sélo el $3% de identidad
en secuencias de aminodcidos.

Se utilizaron los oligonucledtidos: 3' F164, complementario a las bases 164 a 186 del
mRNA de la protefna F de: CH 18537 (virus def grupo B), A2 y Long (virué del grupo A) (43,48),
Este inicindor nos permitird obtener ¢! ADN¢ del intermediario replicativo del genoma del VSR, de
sentido positivo, o de los policistronicos. Los oligonucledtidos 5* G32 que corresponde a fas bases

101 30 del mRNA de I proteina G B 8/60 y el 5" G267 que corresponde 1 Jas buses 247 a 267 del
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mRNA de la protefna G deb vires A2 y de long (43, 49, 50); que son geupo especiticos 3 se unen e
diferentes sittos de la proteina G det ADNe (51,

De la proteina G para of grupo A se abarcan fas regiones que codifican para los
cetodaminios gue incluyen Jas vegiones variables deseritas por Cane (51). Para el grupo B se
incluyen las regiones que codifican para la region citoplamdtica, ¢f dominio transmenbranal y el
eetodominios enteros adicionalmente la region intergénica de aproximadamente 52 nucledtidos y
parte del gen F (186 nucledtidos) (52).

La amplificacion de esta regidn nos permitird por el tamafio de los tragmentas a amplificar
diferenciar cepas virales. Para el grupa A se amiplificard un segmento de 0.9Kb y para ¢l grupo B de
1.1 Kb

La digestion restrictiva de Jos productos de amplificacion hace posible valorar la
varabilidad gendtica entre las cepas virales en estudio, esta téenica ofrece ventajas sobre la
secuenciacidn directa de los fragmentos que puede ser mds laboriosa y costosa, ademas evita el uso
de material radioactivo, Las enzimas: Afu I Hind Il Rsa I, Pyt I se eligicron con basc al nnalisis de
las secuencias reportadas para las cepas A2 y CH 18537, se tomé en cuenta que tuvieran pocos
puntos de corte, lo que nos permitira resolver los fragmentos obtenidos en geles de agatosa y que

estuvieran disponibles comercialmente.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL DESECHABLE

Botellas de cultivo marca COSTAR 75 en (3275)

Placas de cultivo celular de 24 pozos COSTAR (3594)

Placas de cultivo celular de 96 pozos COSTAR (3394)

Tubos Eppendorf presiliconizados 1.5, 0.6 ml COSTAR (3208,3210)

Raspadores (gendarmes) COSTAR (3008), (3010)

Puntas para micropipeta con filtro y probadas contra RNAsas y DNAsas GIBCO 200-1000
(14868-012) y de 20-200 pl (14867-014)

REACTIVOS QUiMICOS:
Agarosa certilicada para biologfa molecutar BIO-RAD
Alcohol isoamilico SIGMA 1-9392
Azt de bromofenol. B10 RAD Cat. 161-0404
Antibidticos.
Estreptomicina SIGMA Chemical Co. Cat §-650)
Penicilina SIGMA Chemical Co. cat PEN-NA
Bromuro de etidio BIO-RAD 161-0430
Carbonato de sodio J. . Baker Cat 790
Citrato de sodio J.T. Buker Cat 3646
Cloruso de potasio Merck Cat. 6404 y # L 106570N
Cloruro de sodio Merck cat 6404 y # L 206160t
Dietil pirocarbonato SIGMA D5758
EDTA (etilén dimminoacetato de sodio dibasico) J. T. Baker 8993
EDTA 99.9 % de pureza SIGMA Co 808370
Fenol GIBCO Cat. L 1 5509011 100g
Ficoll SIGMA F4375
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Fosfato monobasico de potasio 1.1, Baker Cat 790

Fosfato dibasico de sodio anhidro ANALIT Quimico Dinamia.
Glicogeno Bachringer Mannheim 1901-393

Isotiocianato de guaniding GIBCO 15535-016

Estuche Gene Amp. RNA PCR (PERKIN ELMER N808-0017)
N-Laurii sarcositato de sodio. SIGMA L-5125

D-MEM (Dulbeco's Moditied Eagle Medium) GIBCO BRI

2 Mercapto ctanol BIO RAD 21277

2-Propanol MERK 215882

Tripsina de pancreas bovino SIGMA Chemical Co. 1989
Trizma SIGMA T-7149

REACTIVOS BIOLOGICOS
Inhibidor de RN Asa 20 000 U Bocehringer Mannheim Cat, 799,017

Transcriptasa reversa. Monoloney Murine Leukenia Virus Reverse Transeriptase (M-MLTV RT)

GIBCO BRL

Taq polimerasa donada por el Dr. Rogelio Alonso jefe del laboratorio de Gendtica Molecular de

la Facultad de Medicina de Ja UNAM.(AMPLIFICASA, BOTECSA-MEXICO)
dATP Trifosfato de desoxiadenosing GIBCO BLR Cat, 82525A
dCTP Trifosfato desoxicitidina GIBCO BLR Cut. 18253-013
dGTP Trifosfato desoxiguanasina GIBCO BLR Cat. 18254-011
dTTP Trifosfato desoxi timidina GIBCO BLR Cat. 28025-013
Mareadores de peso molecular X174 RF DNA/ Hae 11 GIBCCO Cat 561 1SA
Ay PBR 322-Msp Y Donadas por el Dr, Rogelio Alonso Morales
Iniciadores:  F164 §' CCAACCATATGGTCACAGTATTG ¥
(G267 5' GAACTAGACCGAACAACGTGA Y
G32 5" GAACACAAACCTGTACCAACG 3
Sintetizados en el Instituto de Biologia Celular de In UNAM.
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Endonuclensas de restriceion : Lse 110,000 U Bochringer Mannbeim 321 633
Al £ 2006 U Bochringer Mannbeim 636 267
Rsa 15000 U Bochringer Mannheim 729 132
Hind I STRATAGENE 500593

Suera fetal bovino Bicexport (irradiado).

-Células HEp 2 (carcinoma epidermaide de laringe ATCC CL23) )y VERO (Rifian de Mono
verde africano, Cercapitecus aethiaps Cat ATCC CCL) ded laboratorio de Virologia, Facultad de
Medicina UNAM ; proporcionadas por el doctor Trudel ded Inslituto Armand Frappie, Monirea)
Canada . Estas Hincas celulares  se mantuvieron con D-MEM adicionando del 0 % de suero fetal
de bovino inactivada par ealor (56°C por 20 minutos) 100 Ul /ml de penicilina G sédica, Las

botellas de cultivo se incubaron a 35 °C en atmasfera humeda y con 5% de CO, .

-Virus Sincitial Respiratorio

Cepa Long (ATCCVR-26 AMERICAN TYPE CULTURE COLECTION, ROCKVILLE MD,
U.S.A)y B 8 60 donadas por el Doctor Trudel del Instituto Armand Frappie, Se recibio en
eétulas HEP 2 infectadas en botettas de 25 env’ complementado con MEM  suero fetal bovino a
2%y untibidticos. Las hotellas se incubaron hasta que ¢l efecto citopitico fue evidente y /o el

80 -100 % de eélulas estaban desprendidas, entonces se realizo la cosecha viral,

Las cepas del VSR A, y CH 18537 Donadas por el Dr. J. Melera del Centro Nacional de

Micrabiologia, Madrid Espafia . Estas se recibieron congeladas,



METODOS:
PROPAGACION DE LAS LINEAS CELULARES:

Las células HEp 2 v VERO se mantuvieron con D-MEM complementado coi suero futal
bovino al 10% inactivado a 36° C por 20 minutos y 100 Ul /mi de peniciling G sodica, 100 pg de
estreptomicing y 1% de glutamina. Se subcultivaron 2 veees por semana,

PROPAGACION DEL VIRUS!

Monocapas de célutas HEp-2 semiconfluentes se infectaron con el virus sincitial
respiratorio de las diferentes cepas, a una multiplicidad de 0.2 en D-MEM suplementado con 1%
de suero felal se dejaron absorber por una hora a 37°C posteriormente se retiraron los
sobrenadantes y se adiciond media fresco, se incubardn por 48 hs mas o hasta que el efecto
citopitico fuera evidente (en ocasiones hasta ocho dias) se rasparén las eélulas y se sunicaron 10
minutos, posteriormente se titulo el virus obrenido (53).

TITULACION DEL VIRUS!

El virus se titulo por dosis infeetiva 50 (TCIDsy)

Paraello se sembraron en una placa de 96 pozos células HEp 2, se incubarana 35°y 5%
de CO,, y una vez que estuvieron confluentes se infectaron con las diluciones scriadas (1:4), en '
D-MEM al 1% de suero fetal, de la suspension de vinus que se desea titular, Se utilizaron cvatro
pozos por dilucion.

Eltitlo se caleuld por el método de Kiirber:

TCID 59 =-A -8(8-112)



Donde:

Az es el log 10 de la altima dilucion donde el 100%% de los pozos presentaron efecto
citopdtico

: ¢s el logl0 del factor de dilucion

S: es ln suma de los pozos que presentaron efecto citopatico por ditueion incluyendo
aquella donde el porcentaje es 100%, dando a ésta altima el valor de uno y las otras la fraceion
correspondiente (1\4=0.25) (53).
EXTRACCION DE ARN CELULAR TOTAL de acucrdo al método de Chomezynski y Sacehi con
modificaciones (54).
1.- Se rasparon las células de una botella de cultivo de 25 em’ con efecto citopitico claro (48 a
72 hs) y se lavaron con PBS tres veces .
2.- A las células obtenidas se les agregaron 250 pl de solucidn D (4M Isotiocianato de
Guanidinio, 0.5% N-laurilsarcosil sédico, 2 mM Citrato de sodio pH 7.0, Se¢ adiciona | mM de
2-mercaptoetinol en el momento de su uso),
3.~ Se agregaron 500 pi de fenol saturado en agua, 50 pl de acetato de sodio 2 M (pH 4) y 100 pl
de cloroformo-aleoho! isoamilico 25:1. Se agité durante diez segundos, posteriormente se
centrifugd entre 10 y 15 minutos en centrifuga Eppendorf 15 000 rpm a tcrﬁpcralura ambiente.
4.-Sc obtvo ¢! sobrenadante y se adiciono | ul de glucogeno (10 pg) y 500 pl de isopropanol
frio. Se enfria durante 1 hr. 4 -20°C

4.-Se centrifugd a 15 000 rpm durante diez minutos en centrifuga Eppendorf.
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3.-8¢ lavo la pastilla con 200 il de etanol al 753% y se disgrego el precipitado con ayuda de la
micropipeta,
6.-Se centrifugo [0 minutos en Eppendorfa 15 600 rpm,
7.- Se obtuvo el precipitado y se seco al vacio .
8.-La pastilla se resuspendio en 20ul de agua tratada con dietil pivocarbonito (agua-DPC para
eliminar las posibles ARNsas ). Guardar a -20°C.
MGESTION CON NUCLEASAS ADNASA Y ARNAsA

En tubos Eppendort de 0.65ml se adiciond ¢f amortiguador de reaccidn 3yt (0.tM acetato
de sodio pH 5.0 SmM; MgCl2; 50pg/g ADN de timo de ternera), 3pt de ARN o ADN del fago
jambda, y agua tratada con dietil pirocarbonato cbp 30 pi, se fncubd a 37°C por 30 min, Se
adiciond 40 U de inhibidar de RNAsas.
SINTESIS DE ADNC,

En un tubo Eppendorf de 0,65mi se colocaron: 4pl amartiguador de reaccian ( 50mM tris
HCE pH 83, 75 mM KCI, 10 mM de DTT, 3mM MgCl, ), 2mM de cada forfato de
desoxiribonuctestido, 30 pM del iniciador Figy 3 pi de RNA de células infectadas con VSR, 20
U de inhibidor de ARNsas y se agregaran 200 U de la enzima transcriptasa reversa, El volumen
de reaccion se completd a 20 pb y se incubo a 37° por una hora,
AMPLIFICACION

Al tubo de 1a reaccién anterior se le agregd el amortiguador de amplificacion (50mM de
KC), 10mM de tris HCL, 1.5 Mg Cl ), 60pM de cada iniciador, (F 15 ¥ G 32, 267) 2.5U de Tag
ADN polimerasa, y se agregd agua dietil pirocarbonatada para un volumen final de 100ul. Se
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calentd a 99°C por un minuto para eliminar fa transeriptasa remanente y que puede actuar comeo
inhibidor de 1a polimerasa.  La amplificacion se lievo a cabo en 30 ciclos: una temperatura de
desnaturaiizacion del ADN de 94°C por un minuto, una temperatura de union de los iniciadores
de 60°C por un minuto y una temperatura de extension de 72°C par un minuto.

Una vez que se tHevaron a cabo los 30 ciclos , se dejo un periodo de extension de 7
minutos a 72°C y posteriormente s¢ mantuvieran a 4°,

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% tedidos con bromuro de
etidio se utilizd como marcador de peso inoleeular ADN del fago ¢ 174 digerido con la enzima
Hae U1,

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION,

Los productos de PCR se pasaron por una columna de Sephadex G 50 para climinar las
sales que contenfan, y productos secundarias que puedicran estar presentes. Se colocan 20 pl de
este material en tubos Eppendorf y se agregé el amortiguador especifico de cada enzima 5 U de
cada enzima ImM de espermidina y se ajustd el volumen de reaccion a 50 ply se incubd a 37 °C
por 3 horas. Los fragmentos obtenidos se observaron en un gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de ctidio y su tamafio se evalud por comparacion con ¢l marcador de peso molecular

PBR 322-Msp 1.
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RESULTADOS

PROPAGACION DE 1AS CEPAS VIRALES,

Las cepas virales Long y BB/60 se propagaron en células HEp2 y VERO. Después de los
primeros intentos de extraccion de ARN se decidio trabajar con células VERO porque se observd
que son suceptibles a la infeceidn por el virus, se propagan mas rapido y permanecen vivas por mis
ticmpo despues de la infeccion y esto facilito la extraccion de ARN obteniéndose mejor
rendimiento.  Para los expenimentos de sintesis de ADNc y PCR, se infectaron las céludas a
multiplicidades de infeccion (MOI) bajas 0.2 a 0.4 y s¢ incubaron durante tiempos que variaron de
24 a 96 horas, hasta que ef efecto citopatico fuera evidente, (1a formacion de shucicios grandes ).
OBTENCION DE ARN CELULAR TOTAL

a) La naturaleza del extracto obtenido de células infectadas se analizd, confirmandose que
se trataba de ARN. Para ello se expuso una alicuota de la muestra a digestidn con ADNasa y
ARNasa. Los resultados obtenidos se mucstran en la figura 2; el material oblenido se degradé
totalmente con ARNasa (carril 4), pero no fue susceptible a la aceion de la ADNasa (carril 3). En
cambio ¢l control de ADN si fue susceptible a la accion de la ADNasa lo que comprueba que la

muestra efectivamente es ARN.
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CONTROL DE EXTRACCION DE ARN OBTENIDO DE CELULAS INFECTADAS

12346678

FiGura 2: Electroforesis en gel de agarosa al 1,6%. El ARN extraldo de células Vero
infectadas con VSR se sometié a tratamiento con nucleasas. Se usé como controf ADN del fago
lambda. Carril 1, Marcador de peso molecutar ADN lambda-8st £ JI ; Carri! 2, marcador de peso
molecutar pBR 322-Msp /; Carrit 3, ARN + ADNasa; Carrit 4, ARN + ARNasa ; Caril 5, ARN; Carril
6, ADN +ADNasa; Carri! 7, ADN +ARNasa; Carril 8, ADN,

b) Se analizo ¢l tamaio de las diferentes bandas que se observaron en ¢l gel provenientes de
diferentes extracciones de ARN de células VERO sin infectar (carriles [ a 3 de la figura 3), y
células infectadas (carriles 3 a 6) en las que esperdbamos observar una banda de 15 000 pares de
bases correspondiente 1l genoma del virion. Sin embargo no se encontrd Qiibrcx\cii\ entre ambas,

esto indica que el ARN celular es mds abundante que el viral,
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EXTRACTOS DE ARN OBTENIDOS DE CELULAS INFECTADAS

-B4559 pb
-7242,6369 pb
-5686, 4822 pb

12 3 45 87

Fiaura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Los carrifes 1 al 3 correspondon a
extractos de células VERO no infectadas . Los carriles 4 a 6 corresponden a extractos de células
infectadas con VSR {1e6 células infectadas aun MOI de 0,23), El carril 7 corresponde al marcador
de pesos moleculares ADN de lambda-Bst £ /.

ANALISIS DE L.0$ OLIGONUCLEOTIDOS,

La concentracion, el tamaiio y 1a pureza de los oligonucledtidos se analizaron de la siguicnte
manera:

A) Se determing la concentracion por espectofatometria; considerando que una . O.
cquivale a 20 pg de ARN por ml (46 ), se encontrd que la concentracion reportada por ¢l proveedor
era mayor que la que nosotros encontramos experimentalmente. Las lecturas y las concentraciones

se muestran en la tabla No 1,



TABLA No 1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS INICIADORES POR DENSIDAD
OPTICA A 260nm

, ' CONCENTRACION
NUCLEOTIDO | ABSORBANCIA | CONCENTRACION REPORTADA POR LI
ENCONTRADA PROVEEDOR
164 0.683 184 pmol/m! 499 pmol/m}
(32 0.462 192 pmol/ml 469 pmol/mt
G267 0.654 136.7 pmol/mil 295 pmol/ml

Considerando los resultados obtenidos la concentracion fue ajustada a 20 pnol /ul con agua
dietil piroearbonatada para los ensayos de transeripcion reversa y amplificacion enzimatica (R1-
PCR).

La electroforesis en gel de poliacrilamida mostré que el tamafio de los iniciadores era ¢l
esperado: F164, 23 bases; G 267, 21 bases; (32, 21 bases sin productos de degradacion, se observa

una sola banda (figura 4).

DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

-25 b
-20 b

1 2 3 4 5 :

Figura 4 : Electroforesis en ga! de poliacrilamida al 19% tefiido con bromuro de etidio, Se
usaron como marcadores dos oligonucledtidos de tamaiio conocido: 1040 MMV (26 bases}, RVS
235 (20 bases). 1) Oligo F164, 2) oligo G32, 3)oligo G267, 4)1040 MMV, 5) RVS 235,




OQrTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO.

La obtencion del ADNc se realizd wtilizando inicialmente un estuche comereial (PERKIN
ELMER), siguiendo las condiciones especificadas por el proveedor. Al cambiar el estuche por la
enzima comercial TR (GIBCO) de menor costo tmbicn se siguieron las recomendaciones del
praveedor pero, antes de agregar la enzima se Hevaron a eabo dos periodos de incubacion: wno de 5
minutos a 80°C para desnaturalizar el ARN sumergiendolo enseguida en hielo, y otro perioda de
incubacion de 10 minutos a 60°C para facilitar la union del iniciador,

La coneentricion de magnesio puede afectar el apareamiento de los oligonucledtidos, las
temperaturas de disociacion de las cadenas tanto del templado como de los productos de PCR, y lu
especificidad, actividud y fidelidad de la enzima.

Se ensayaron cuatro diferentes concentraciones de MgCly, para las reacciones de las cepus
Long y B 8/60: 1.0, 1.25, 1.5, 2.0; mM. Todos los demds reactivos se mantuvieron a una
coneentracion constante ¢ igual a las especificadas en Material y Métodos. La figura 5 muestra los
resultados de este ensayo. Se observan bandas que corresponden al tamafio esperado para los
productos, pero se aprecian también otras bandas de menor peso molecular que se supone son
debidas a productos de fa union inespecifica de los iniciadores. A concenlrﬁcioncs menores de 1.5
mM (carriles 2 a 5 en la figura §) la eficiencia de la reaccion se abalcv y la cantidad de produeto de la
cepa Long disminuye. La reaccion para la cepa B 8/60 muestra inespecificidad a concentraciones
de 1.5 a 2 (cariles 7 y 9), aumentando la cantidad de producto en funcion del aumento de

concentracion de MgCl,  Con base a los resultados obtenidos decidimos trabajar a una



concentracion del.S mM de MgCl, y maditicar otro factor critico: la concentracton de Tag ADN

polimerasa.

ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL ION MAGNESIO EN LA
ESPECIFICIDAD DE LA PCR

1371 ph-
1267 pb-

702 pb-

FiGuURA 6 : Electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Los carriles 1 y 10 carresponde al
marcador de pesos moleculares DNA lambda-8st E//. Los lineas enumeradas del 2 al 9 corresponden
a ensayos en los cuales se han conjugado las variables cepa viral fLong o B 8/60) y concentracién
da magnesio (Mg Cl,). La concentracién de Tag polimerasa permanecié constante en 5 U por 100u
de valumen de reaccidn, 2) Long, 1.0mM; 3)88/60, 1.0mM; 4lLong, 1.25mM; 5) B8/60, 1.26mM;
6)Long, 1.6mM; 7)B8/60, 1.6mM; BlLong, 2.0mM; 9)B8/80, 2.0mM.

CONCENTRACION OPTIMA DE T.1Q POLIMERASA.

La concentracion de Tag polimerasa que se recomienda probar estd en un rango de 0.5 a 50
unidades por 100 pl de reaccion,

Si la concentracian de enzima ¢s muy alta, los productos de inespeciticidad se acumulan, y
si la concentracion es muy baja, se obtiene baja concentracion del ADN ampliticado. La cantidad

de enzima que se probé inicialmente fue de 5 U por reaccién y posteriormente se disminuyé a fa
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mitad. La concentracion de¢ magnesio se mantuvo a L5 mM ya que como se mostrod en el
experimento anterior es fa coneentracion optima para la sintesis de /\l’)N.. La concentracion de 2.5
U100pd de Zayp polimerasa resulto satisfactoria ya que desaparceen los productos inespecificos de
menor tamafio (carrites 4y 5; ligura 6)

Simultdneamente a fa basqueda de la concentracion dptima de Tug DNA polimerasa, se
tratd de comprobar que las bandas de inespecificidad gue se obtuvieron no erin debidas a reaccion
cruzada con ARN cefular. Para descartar esta posibilidad se extrajo ARN de eélulas no infectadas y
los resuhtados se muestran en la figura 6, (cariles 2 y 3) en fos cuales no hay implificacion, a 3.5
mM de clonro de magnesio y 2.5 U/L00 pl de Taq polimerasa.

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE LA CEPA LONG

622 ph-

FIGURA 6 : Electroforesis en gel de agarosa al 0.9% . Se sometioron a RT-PCR extractos de
ARN de células Vero sin infectar {(carriles 2 y 3} y Células Infectadas con VSR cepa Long, a
concentraciones de 1.5mM de Cloruro de magnesio v 2.5 U de Tag polimerasa por 100pl de
reaccién. Los pesos moleculares son: carril 1, pBR 322-Msp /; carril 6, ADN lambda 8st E /I
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DETERMINACION DEL THMPO OPTIMO POSTINFECCION PARA 1A EXTRACCION DE ARN.

Una vez establecidas las condiciones optimas de PCR se procedio a determinar el tiempo
adecuada para la recoleccion de las ceélulas infectadas con el virus. El tiempo postinfeceion fue un
pardmetro critico para el éxito del ensayo. I efeeto citopdtico mostrd no ser un indicador
suficiente, Se observo que eélubas infeetadas a tiempos mayores de 96 h post infeccion (pi) o pesar
de mastrar efecto citopitico evidente no dieron resultados positivos en 1a amplificacion. El tiempo
optimo postinfeccion que se detenning para la cepa B 8/60, ntilizando dos marcas comerciales de
transcriptasa reversa, fué de 72 h. (carril 7, figura 7). A menor tiempo (48h) ln cantidad de
producto es menor (carriles 2 y 6, figura 7) y 96 h se observa inespecificidad y disminucion det
producto (carriles 4 y 8 figura 7). Los resultados obtenidos son iguales para ambas transcriptasas
(GIBCO y PERKIN ELMER).

DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO POSTINFECCION (pi} PARA LA EXTRACCION DE ARN.

~1500 pb

-1000 pb

1 2 34 5 6 78 9

Fiauna. 7: La capa B 8/60 fué propagada on céluias Vero. Los extractos fueron sometldos a
RT-PCR usando dos transcriptasas: A (Gene Amp Kit, Cetus Perkin Eimer} y B (GIBCO/BRL, Life
Technologles Inc). Los productos de amplificacién obtenidos fueron anallzados por electroforesis en -
gel de agarosa al 1%. Las designaciones de los ADNs amplificados son las siguientes: 2} 48 h pi; 3}
72 h pl; 4) 98 h pi; B} control de exparimentacidn (300 paras de bases); 6) 48 h pi; 7)72 h pi; 8} 96
h pl. Las iineas 1y 9 corresponden a ADN lambda-8st Eil.
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EF estuche comercial (PERKIN ELMER) ademds de fas enzimas para RT-PCR contivne
ARN transerito de pAWIH09 v Jos eebadores adecuados para usarlo como control positivo; se
muestra en fa figura 7 en el carnil 5. el tamaiio de fa secuencia amplificada es de 300 pb,
DISCRIMINACION POR PESO MOLECULAR DE LOS SUBGRUPOS DE VSR por PCR-SusGRuro
FSPECIFICA PARA 1.AS CEPAS LONG ¥ B 8/68

Por of tamaino de los productos de PCR en electroforesis en gel de agarosa, se puede
distinguir entre las cepas de referencia de los dos subgrupos virales, La figura 8 muestra los
ensayas hechos para las copas Long (carriles 2 y 3) y B 8/60 (carriles 5 y 8). Bl tamafio de los

fragmentos amplificado es de 900 pb y 1102 pb respectivamente.

DISCRIMINACION DE LOS SUBGRUPOS DE RSV POR PCR- SUBGRUPO ESPECIFICA PARA LAS
CEPAS LONG Y B8/60.

~1500 pb
-1000 pb

1 234 5 86 78

Figura 8: Electrofaresis en gel de agarosa al 0.7%. El marcador de pesos moleculares
utilizedo en las carriles 1 y 6 carrespanden a ADN fambda- Bst £/, Los ensayos realizados con ARN
extraido de células VERD infectadas con la cepa Long fueron colocadas en los carriles 2, 3y 4. En
los carriles 6 y B se resolvieron los ensayos realizados can ARN extraido de cédlulas infectadas con

ia cepa B 8/60.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZDAS DE RESTRICCION,

Antes de establecer los patrones de restriccion del material obtenido por PCR se confirmé
que las enzimas estuvieran activas para cllo se ntilizo ADN del bacteriofago lamda como
sustrato, o que ademis nos permitio establecer las condiciones de reaccion, Siguiendo las
indicaciones del proveedor (amortiguador para cada enzima, ADN ¢ incubar por 3 hr a 37°) se
obwvo un corte incompleto, por lo que se decidio aumentar ¢l tiempo de digestion a toda la
noche y agregar espermiding a una concentracion tnM.  Los resultados de la digestion con las
enzimas Al | Pst 1, Hind [1y Rsa I, respectivamente se muestran en la figura 9 |

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DE RESTRICCION

1 2 3 4 56 3] 7

FiGurA 9 : Electroforesis en gel de agarosa al 3%. EI ADN del fago lambda fue utilizado
como control para la canfirmacién de! adecuado funclonamlento de las enzimas de Alu /, Pst I, Hind
/'y Rsa I (carriles 3, 4, 6 y 6 respectivamente). En el carril 2 se colocd el ADN sin tratamiento con
enzima. Los marcadores de pesos moleculares ¢X 174 RF-Hae /Il y lambda- Bst E /I se encuentran
en las lineas 1y 7 respectivamente,
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OBTENCION Y COMPARACION DE LOS PATRONES DE RESTRICCION PARA LAS CEPAS LONG Y B
8/6).

Los productos de PCR se intentaron reamplificar sin éxito por lo que fué necesario juntar
el material amplificado de varios experimentos y estos se sometieron a digestion con enzimas de
restriccion en las mismas condiciones que el fago lambda y los resultados obtenidos son los

sipuientes,

TABLA No 2 FRAGMENTOS OBTENIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION
(Pares de Bases)

ENZIMA Long 3 8/60
Alul 819 333, 874
Pst ] 124,293, 524 S.C*

Hind Il 889 3H, 854,
Rsal 159, 276, 489 106, 1045

* 8.C: sin corte

*{1) Los pesos moleculares de los fragmentos obtenidos se calcularon con el programa
GWBASIC alimentado con los pesos molsculares dal marcador y la distancia recorida.. {Las
fotografias de los fragmentos obtenidos se muestran en las figuras 9y 10.).

De los resultados unteriores podemos observar que los eortes para las dos cepas son
diferentes. En tados los casos, los fragmentos obtenidos con las enzimas de restriccidn son
cliferentes para la cepa Long y para la cepa B8/60, quiza el mas notorio es para la enzima Pst |,
ya quie para la cepa A corta en dos partes observandose tres fragmentos de 124, 293 y 524 pares

de bases mientras que en B8/60 no se observan cortes.
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PATRON DE RESTRICCION DE LA CEPA LONG

FIG 10: Analisis de los fragmentos de restriccion del cDNA amplificado de la cepa Long. El
producto de RT-PCR fue digerido con Hind Il (carril 2), Alu [ (carril 3), Rsa /! (carril 4) , y Pst / (carril
B), y fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 3.0%. Los carriles 1 y 6
corresponden respactivamente a los marcaderes de pesos moleculares de  Lambda-8stE Il y pBR
322- Msp 1.
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PATRON DE RESTRICCION DE LA CEPA B B/60

-1 353 pb
-1 078 pb
-812 pb

-603 pb

-310 pb

-234 pb

1 2 3 4 6 6 7

FIG 11: Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos de restriccién del ADN
amplificado del virus B 8/60. El producto de PCR fue digerido con Al ! {carril 3),.Pst / {carril 4),
Hind Il {carril 6), Asa ! {linea 6). El carril 2 corresponde al ADN sin digerir y los carriles 1y 7
corresponden respectivamente, a los marcadores de pesos moleculares de pBR 322-Mspl y $X174
RF-Hae .
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MAPA DE RESTRICCION TEORICO DE LA CEPA
CH 18537
(1158 ph)

Hind11,304 !r‘)lul ,835  Rsal, 1845
1 I

Figura 12: CORTE TEORICO CON LAS ENZIMAS DE RESTRICCION Alu |/,
Pstl, Rsa lY Hind Il, PARA EL PRODUCTO DE RT-PCR DE LA CEPA CH 18537.
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MAPA DE RESTRICCION TEORICO DE LA CEPA A2

(916 pb)

Alul 57
Alul 115
Hind11,139
Rsal, 281
!IPS“ ,286 lR’sa«l ,443 JRsaI ,622 IF’stI , 790
I ¥ T ) ' T T T l T T T r T ¥ T l ¥ T
280 400 680 890

FIGURA 13: CORTE TEORICO CON LAS ENZIMAS DE RESTRICCION: dlu I,
Pst 1, RsalY Hind Il, PARA EL PRODUCTO DE RT-PCR DE LA CEPA A2

kY.



DISCUSION

La estrategia de este trabajo consistio en utilizar wia tenicit de traseripeion reversa y
amplificacién que nos permiticra clasificar las cepas del grupo A v 13 del virs sincitial
respiratario en base al tamafio del fragmento amplificado.

La cleceion de los iniciadores permitio la ampliticacion de ARN de semtido positive
(ARN#) que se encuentra e las células infectadas con VSR 'y puede ser: el intermediariv
replicativo, necesario para la sintesis deb genoma viral, o bien mensajeros dicistronicos,  Sin
embargo estos (ltimas se han reportado en muy hajas cantidades (55) por o que es probable que
sea el intermediario replicativo el que sirvid de molde para la sintesis de ADNe, La sintests de
ADNc depende de la cautidad de ARN+ en fa céluta infectada, lo eual no estd correlacionado con
la presencia de efecto eitopdtico, ya que de céfulas que presentaban sincitios grandes después de
96 h no se obtuvo amplificacion, este hizo neeesario realizar una cinética en la cual el tiempo
optimo post infeccion fue entre las 48 y fas 72 horas. Esto nos sugirié que probablemente cl
intermediario replicativo se sintetiza antes de que se presente el efecto citopitico 0 que en este
momento tenemos mayor cantidad de un mensajero dicistrnico lo cual es poco probable como lo
han demostrado intentas de elonacion, en que los mensajeros dicisironicos son muy raros .(55)

Una vez determinado cl tiempo al cual el ARN esta en mayor cantidad, la obtencion del
ADNe se realizd de acucrdo al protocoto del proveedor, en un principio se utilizo el estuche
comercial (Perkin Elmer) sin ninguna modificacion abteniéndose buenos resultadvs; pero debido

- al costo y la mayor disponibilidad de fa Transcriptasa reversa de GIBCQ se decidio utilizar esta
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aungue se requiricron incubaciones adicionales para obtener un mejor rendimiento en la
transeripeion.

La wmplificacion del ADNe presento algunas dificultades por lo que se requirid optimizar
la concentracion de magnesio y Tug polimerasa. Como ¢l fragmento gue se eligio es largo hay
muchos productos secundarios que fue necesario eliminar y asi obtener ADN suliciente y
homogéneo, es decir que no presentara barridos o bandas inespecificas que pudieran interferir en
la digestion con enzimas de restriceion.

Una vez que el ADNc se amplifico se reintentaron reamplificaciones como lo reportan en
Ia literatura: ya sea tomando alicuotas de la amplificacion previa o tomando las bandas obtenidas
del gel de agarosa, en estos intentos de reamplificacion se obtuvieron barridos inespecificos por
lo que se decidio hucer mas estricta la reaccion de amplificacion modificando las temperaturas de
unién de los iniciadores, hasta donde 1o permiten las temperaturas de fusion de los mismos,
caleuladas por el contenido de guanina-citocing y adenina-timina presentes en cada iniciador, y
disminnyendo la concentracién de iniciadores de 60 hasta 30 pM por reaccion sin obtener éxito,
Para los ensayos de digestion con Jas enzimas de restriccion se requicre que el ADN esté libre de
moléculas de bajo peso molecular, es decir se necesita una poblacion homogénea de ADN del
tamafio especificado para cada cepa, Puesto que los ensayos de reampliﬁcﬁcién no dieron buenos
resullados fue necesario juntar varias muestras de ADN obtenido por transcripcion y
amplificacion de ARN de células infectadas.

Los fragmentos de amplificacion para la cepa Long y B8/60 son de diferente tamaiio por

lo que la digestion con las enzimas de restriccion también muestra diferencias, Una forma de
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valorar si hay diferencias no sélo cntre los grupos sino atn entre cepas de un mismo grupo fue
comparindolas con los cortes teoricos hechos sabre las sccuencius reportadas par A2y

CHI18537. Los datos s¢ muestran en li tabla No 3.

TABLA No 3 FRAGMENTOS OBTENIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION
(Pares de Bases)

ENZIMA Long A2 B 8/60 CH 18537
D) ) ,
EXPERIMENTAL TEORICO EXPERIMENTAL TEORICO
Al 8§19, 57, 58, 800 333,874 322, 833,
Pst1 124,293, 524 122, 299, 494, S.C* S.C*
Hind I 889 140,775 311, 854, 303, 852
Rsal 159,276, 489 162, 179,281,293 106, 1045 112, 1043

* 8.C: sin corte

*{1) Los pesos moleculares de los fragmentos obtenidos se calcularon con el programa
GWBASIC slimentado con los pesos moleculares del marcador y la distancia recorrida.. {Las
fotogratias de los geles ea los que se resolvieron los fragmentos obtenidos se muestran eq las
figuras 10y 11.). Los pesos molsculares experimeatales varlan un poco de los esperados debido al
ajuste que realiza el programa, estas pequeiias diferencias no pueden interpretarse como un cambio
¢l la sacuencia sino mas bien como una falta de preclsidn al medir las distancias recotridas, ademas
los fragmentos pequeiios de menos de 100 pares de bases no se detectan en el gel.
*{2) Los cortes de restriccidn tedricos se obtuvieroa con el programa S clone alimentado con las
gecuencias a amplificar obtenidas de una base de datos {Gene Bank).{Los mapas genéticos de las

regiones a amplificar y los cortes tedricos se muestran on las figuras 12 a 13)




Analizando la digestion con endonucleasas de las secueneias tedricas con los resultados
experimentales abservamos que fa variabitidad genética entre cepas de un mismo grupo cs
minima. Eatre BRGO y CH 18337 se puede considerar que al menos con las enzimas que
utilizamas no se logro distinguir entre ellas por Lo que que ambas cepas son muy scmejantes.

Para el grupo A notamos cambios: la cozima Ksu [ corta dos veees en Long mientras que
en A2 corta 3 veces, esto fo dedujimos por la presencia de un fragmento de 489 pb que no se
encuentra en el tedrieo y puesto que la digestion fue exhaustiva (por lo menos 12 h) no puede ser
1a suma de dos fragmentos, esto nos indica un cambio en la secuencia de estas dos eepas,

Comparando los fragmentos de restriceion  predichos  part .A2 y de abtenidos
experimentaliente para Long el carte que cambia es el que se cncuentra en el nucledtido 622 de
lt region amplificada y que corresponde al nucledtido 868 de la proteinn G que se encuentra
cereano ol extremo amina terminal de la protefua y que es uno de los dominios hidrofilicos de la
misma. Bn las secuencias reportadas por Cane (51) para la proteina G observamos un cambio de
T a C. lo que ocasiona que la enzima no corle porque su sceuencia de reconocimicnto es GTAUy
en el caso de fa cepa Long la timidina cambia a una citocina,

Perspectivas & futuro: Estas téenicas nos permiten valorar la variubilidad genética de virus
aislados de pacientes con la finalidad de hacer estudios de epidemiologia molecular,  Sin
embargo no pueden aplicarse para el diagnéstico direeto del agente causal por la seleccion de ﬁos
iniciadures se requicte en ARN de sentido positivo que solo se encuentea en células infectadas,

Una posibilidad para el diagndstico ¢s utilizar estas téenicas pata amplificar mensajecos de los
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genes que se encuentran haci el extremo 37 que son los que se encuentran en rayor cantidad

(11 y ademas scleecidnar fragmentos mds pequetios que sean faciles de amplificar.



CONCLUSIONES :

La técnica de RT-PCR nos permitid diferenciar entre las cepas de los grupos
Ay B del virus sincitial respiratovio por el tamaffo de los fragmentos
amplificados: Para cepas del grupo A 0.9 Kby 1.1 Kb para el B,

La técnica de RFLP nos permitio observar diferencias entre cepas de los
distintos grupos asf como entre cepas de un mismo grupo.

Los cortes con las enzimas de restriccion para cepas del grupo B
comparadas con los esperados son idénticos, sin embargo para el grupo A

observamos un cambio en la secuencia de la cepa long digerido con la enzima Rsa
L.
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