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I. MARCO TEORICO

1. Citomegalovirus humano

El CMVH pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesviridae, género
Citomegalovirus, especie herpesvirus humano 5. Esta subfamilia se diferencia de las
otras (alfa, gamma) de acuerdo a las propiedades bioldgicas, el ciclo reproductivo de
es lento, crecen lentamente en cultivos, la célula infectada puede aumentar mucho
de tamafo (citomegalia).y puede permanecer en latencia en glandulas secretoras,
células linfoides, rifién y otros tejidos. Figura 1. 2

Glicoproteina Figura 1. Modelo tridimensional del CMVH
donde muestra los componentes estructurales
Envoltura del mismo. En el nacleo se localiza el genoma
de ADN lineal de doble cadena; capside (100-
Tegumento 110 nm de didmetro) con 162 capsOmeros;
N tegumento material amorfo que rodea a la
: Capside cépside y envoltura lipidica con glicoproteinas
; en la superficie. Tomado y modificado de:
Genoma (ADN] http://danival. 0rg/600%20 microbio/7400not

' gi”f asvir/algunos/vir_algunos_cmv.html

El virion puede tener hasta 35 proteinas, incluso contiene enzimas implicadas en el
metabolismo de los acidos nucleicos, sintesis de ADN y procesamiento proteico. El
virion maduro del CMVH mide entre 150 y 200 nm.

1.1. Laestructura del virion consta de:

ADN: &cido desoxirribonucleico lineal de doble cadena. Tamafio aproximado de 120
y 230 Kpb, esta diferencia depende de las secuencias repetitivas internas y
terminales que pueda tener el virion. Fluye inmediatamente tras ser liberado de la
nucleocapside al nucleo de la célula infectada.

NUCLEOQ: estructura proteica que contiene el ADN viral.

CAPSIDE: estructura formada por proteinas que se ensamblan dando forma a una
estructura icosaédrica de 162 capsémeros (pentameros y hexadmeros).

TEGUMENTO: estructura amorfa de proteinas que rodea a la cipside y mantiene la
asociacion entre esta y la envoltura del virién, las proteinas que lo constituyen
intervienen en procesos esenciales del virus, como el mantenimiento de su
estructura, regulacion de su expresion génica e influye en la respuesta de las células
del hospedero a la infeccién de CMVH.

ENVOLTURA: estructura formada por glicoproteinas, algunas de ellas participan en
la patogénesis desencadenada por el CMVH. @




2. ORGANIZACION DEL GENOMA DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO

Solo una cepa del CMVH ha sido completamente secuenciada y adaptada al
laboratorio, la cepa AD169 (GeneBank NC _00347) su secuencia cuenta con
230,283 pb. Esta secuencia revelé que el ADN de CMVH contiene 225 marcos
abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORF’s por sus siglas en ingles) que
codifican para 160 distintas proteinas aproximadamente. Figura 2.

El genoma del CMVH es el mas grande y complejo entre los herpesvirus, esta
constituido de ADN lineal de doble cadena con aproximadamente 230 Kb, PM de
155 x10°D, alto contenido de GC. ® Organizado por dos componentes L (largo),
usualmente de un tamafio de 100 Kb, la cual codifica cerca de 100 genes y S (corto),
cada uno de ellos consta de secuencias unicas (U_ y Us) no repetidas, flanqueadas
por repeticiones invertidas denominadas ab y b’'a’ (TR//IR.) para L y ac’ y ca
(IRJ/TRs) para S, orientados en ambas direcciones (5 —»3" y 3'557). & 49 Estas
(rse(z))giones repetidas permiten reorganizaciones de las regiones uUnicas del genoma.

ORF’'s
. L R S
TRL U IR, IRs UYs -TRs

‘/ULN
«122341] pp65 1 €120656]
5 IS e N

'TRL
I 535 pb

Figura 2. Organizacion del genoma del CMVH. Marcos de lectura abiertos (ORF’s),
UL83 se localiza dentro del componente UL UL83 gen que codifica para la proteina
pp65, este fragmento se localiza en las bases numero 122341 hasta 120656, por lo tanto
el gen UL83 mide 1685 bases de las cuales se amplificaron 535. Tomado y modificado de:
Journal of Virology, Oct. 1995, p. 5959-5968, Vol. 69, No. 10. Copyright g 1995, American Society
for Microbiology.

2.1. PROTEINAS DEL VIRION

Las particulas purificadas del CMVH contienen de 30 a 40 polipéptidos con un PM
entre 20 a 300 kD. ®® Varnum y colaboradores en el 2004, reportaron que el virién
esta compuesto por 50% de proteina de tegumento, 30% de proteina de
capside,13% de proteina de envoltura y 7% de proteinas no definidas. ")

= La proteina grande de la capside (MCP) codificada por el gen UL86.

= La proteina pequeiia de la capside (mCP) codificada por el gen UL85.

= Las proteinas pequefias de union de la capside (mC-BP) codificadas por el gen
UL46, también llamado (UL48/49).



= Las proteinas mas pequefias de la capside (SCP) codificadas por el gen
UL48.550, también llamado (UL48/49).

= Tres distintas proteinas de ensamblaje (AP) codificadas por los genes ULS8O0,
UL80a y UL80.5.3:812

La envoltura del virién tiene dos complejos de glicoproteinas. ¢34

1. Compuesta de uniones covalentes procesados proteoliticamente en dimeros,
una es la glicoproteinas B (gB), codificadas por el gen UL55, la cual es una
proteina de sug)erficie y blanco principal para neutralizar anticuerpos del
hospedero. 7

2. Compuesta por productos de los genes UL75, UL115 y UL74 llamadas gH, gL
y gO, respectivamente. ‘3% E| complejo de estas glicoproteinas juega un
papel critico y no entendido completamente su participacion en el inicio de la
infeccion.

2.1.1. PROTEINAS DE LA CAPSIDE

Las MCP del CMVH contiene 1,370 aminoécidos, la proteina pUL86 es conservada
entre las proteinas de los herpesvirus comunes y forma el mayor componente de los
pentameros y hexameros de la cdpside. Dos mas pequefias y menos abundantes
son las mCP con 360 aminoacidos (pUL85) y las mC-BP con 290 aminoacidos
(pUL46) asociadas en una relacién 2:1 en forma de tripletes. 812

Las SCP contienen 75 aminoacidos pUL48.5 6 pUL48/49, no han sido
caracterizadas mediante andlisis de microscopia electrénica. ®> 2P Y con 708
aminodcidos la proteina codificada por UL80, dando lugar al menos a tres proteinas
diferentes que realizan distintas funciones en el ensamblaje de la cépside. Las
proteinas mas abundantes son llamadas AP y son derivadas de la porcidén carboxilo
del gen UL80.5 mediante eventos de ensamblajes autos cataliticos, ensambles de
serina de 30 kD como ensamble mediante proteasa maduracional. ¢* 2%

2.1.2. GLICOPROTEINAS DE LA ENVOLTURA

La envoltura del CMVH contiene proteinas virales derivadas de lipidos de las
membranas intracelulares del huésped. La obtencién de la envoltura y la asociacion
de glicoproteinas ocurren en ambos sitios, nucleo y citoplasma. La envoltura de
glicoproteinas es un blanco importante para los anticuerpos del hospedero en el
mecanismo inmune. 3 2414 Estudios recientes revelaron que aproximadamente hay
ocho diferentes especies de glicoproteinas en la envoltura del virus, una de ellas es
gB (gpUL55), siendo una de las proteinas mas abundante de la envoltura, a demas
es un blanco principal para neutralizar anticuerpos del hospedero. ?°2% 303D | o5

homologos de gB juegan un papel esencial en la union a receptores y fusion celular
13)



La glicoproteina B se encuentra en todas las membranas de células infectadas
y se incorpora al virién cuando se efectia el envolvimiento. ®*? Son abundantes,
conservadas e inmunogénicas y es la glicoproteina de envoltura mas estudiada, las
gB han sido las principales candidatas para el desarrollo de vacunas contra el
CMVH. @3 3% E| analisis de la secuencia de ADN reveld que existen cuatro distintos
genotipos de gB en circulacién. @ La existencia de estos genotipos ha demostrado
utilidad en estudios epidemioldgicos. ©®

2.1.3. PROTEINAS DEL TEGUMENTO

Por lo menos, se localizan 25 proteinas en la capa del tegumento entre la capside y
la envoltura del virién. ¥? Los productos de 11 ORF’s, son los siguientes genes
UL25, UL26, UL32, UL47, UL48, UL48.5, UL82, UL83, UL85, UL88, UL99, se
descubrieron cuando los polipeptidos de cuerpo densos del virion se separaron
electroforéticamente y todos parecen ser fosforilables y altamente inmunogénicos.
Los ORF’s son todos conservados en betaherpesvirus ¢ y sélo un namero
pequefio son conservados en herpesvirus comunes.

Dos proteinas del tegumento, ppl50 (ppUL32 ¢ fosfoproteina bésica) con
1,048 aminoacidos (150 a 155 kD) y pp65 (ppUL83 6 proteina de la matriz inferior)
con 561 aminoé&cidos (65 a 68 kD), son blancos principales para los linfocitos T
CD8+Z4SG())n las proteinas mas abundantes del viridn formadas durante la replicacion
viral. '

Gran cantidad de la proteina pp65 del virus es producida por cepas de
laboratorio y asociada a la produccién de abundantes cuerpos densos.

El antigeno pp65 es blanco principal del ensayo de antigenemia, este ensayo
es usado para ayudar a un rapido y oportuno diagnéstico del CMVH en infecciones
clinicas. Aunque todas las proteinas del tegumento son fosforiladas, pp65 es el
mayor aceptor de fosfatos en células infectadas, siendo también blanco principal
para la fosforilacion in vitro por la asociacién de la proteina cinasa al virion. #4442

Otra fosfoproteina abundante del tegumento es pp150 (ppUL32 ¢ fosfoproteina
basica) “ V) codificada por el gen UL32. 3 Esta incorporada principalmente dentro
de los viriones, forma los cuerpos densos y se estima que constituye un 20% de la
masa del virion. “Y La ppl50 también es blanco para la fosforilacion por la
asociacion de la proteina cinasa al virién. “?

De igual forma ppl50 es un antigeno viral reconocido ampliamente,
detectandose en un 85 a 90% en suero de pacientes seropositivos a CMVH, “®
resultando la inclusibn en recombinacion de proteinas basado en ensayos
serolégicos. “©

Varias proteinas adicionales se han identificado como probables componentes
del tegumento. La fosfoproteina llamada pp71 (ppUL82 O proteina de matriz
superior), funciona como transactivador de expresién de genes. " Otra llamada
ppUL69, también es un transactivador asociado al tegumento. “®



2.1.4. Gen UL83 que codifica para la fosfoproteina pp65 [(ppUL83) proteina de
la matriz inferior]

La fosfoproteina pp65 es el componente principal de las particulas de CMVH. ®Vy se
confieren al nicleo de células en el inicio de una infeccién litica. ©? La proteina es
blanco de la inmunidad humoral, celular y principal objetivo de antigenos de los
linfocitos T citotoxicos. ®* °¥ La persistencia de esta proteina viral en presencia de
una fuerte vigilancia inmune implica una importante funcion durante el ciclo viral.

Sorprendentemente, el gen UL83 es completamente prescindible para la
reproduccién en los cultivos de fibroblastos, y es esencial para la formacion cuerpos
densos. ©°

Muchos genes de CMVH no requeridos para la replicacion in vitro del virus
ayudan a modular o evadir el sistema inmunitario, estos genes y pp65 han sido
implicados en la lucha contra la respuesta innata y adaptativa. Se encontré que pp65
sirve para mediar la fosforilacibn de las proteinas virales antigénicas inmediatas
tempranas (Inmediate Early Antigen, IEA) que bloquea su presentacion en las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I. Ademas de estas
alteraciones en la inmunidad adaptativa, pp65 también protege a las células
infectadas contra la inmunidad innata mediante la inhibicion de las células Natural

Killer citotoxicicas a través de una interaccion con el receptor que activa a NK p30.
(56)

El r4pido transporte de pp65 al ndcleo, indica que puede tener una funcion
importante en la iniciacion de la expresion de genes y replicacion viral.



3. MULTIPLICACION

La infeccibn por CMVH es de especie especifica. Se replica sdlo en células
humanas y es dependiente del tipo celular. Después de infectar a su blanco el
CMVH utiliza las células epiteliales de la orofaringe como sitio de reproduccion
primaria, de alli se disemina por via linfatica a los leucocitos causando viremia e
infeccion de 6rganos distantes llegando a instalarse en los diferentes tipos celulares.
El CMVH al infectar las células produce un agrandamiento en ellas de hasta cuatro
veces su tamafio normal (citomegalia), rodeadas de un halo intranuclear que les da
la caracteristica de “ojo de buho”. Y

= In vitro. Lineas semicontinuas de fibroblasto MRC-5 o WI-38 de pulmén
embrionario humano son células sensibles y productivas.

= In vivo. Son infectados diferentes tipos celulares. Entre ellas, células epiteliales
glandulares (rifidn, higado, glandulas salivales, epitelio digestivo, parénquima
pulmonar, péancreas), células musculares, Oseas, endoteliales, monocitos,
linfocitos activos. EI CMVH infecta a la mayoria de las membranas de todos los
6rganos y las células resistentes del sistema nervioso central (SNC). 859

En los procesos de replicacion y trascripcién ocurre la sintesis de proteinas
virales que sigue un esquema de cascada. El ciclo de replicacion del virus es el mas
largo entre los herpesvirus, de 96 a 120 h aproximadamente.

Expresién genética viral de los herpesvirus.

La transcripcion viral es iniciada por una proteina activadora-trans, forma parte
del tegumento. A esta proteina se la conoce como activador-trans de los genes alfa,
gen UL48 (VP16), la cual activa la transcripcion de los genes inmediatos-tempranos
virales, actuando conjuntamente con algunos factores de transcripcion celular, como
el factor de proliferacién endégena.

La presencia 6 ausencia de este factor es criticos en determinar cuando los
herpesvirus expresa los genes liticos 6 al contrario cuando establecen una infeccion
latente. ©8

1.- Genes inmediatos-tempranos 6 genes alfa (Inmediate Early Antigen, IEA); los
cuales se expresan en presencia de inhibidores de la sintesis proteica. En su
mayoria son proteinas regulatorias que activan a otros genes virales y su vez
inducen el ensanchamiento de la célula y regulan las transcripciones.

2.- Genes tempranos, (Early Antigen, EA), aparecen entre la 22 y la 24 h. Se
fabrican antes de la replicacién del ADN viral, actuando como enzimas que participan
en el metabolismo del ADN; como la timidina cinasa (TK) y la ribonucleétido-
reductasa (RR) y enzimas que actuan directamente en la replicacion del ADN; como
la ADN polimerasa y la ADN helicasa.



3.- Genes tardios (Late Antigen, LA), se producen después de que se ha replicado el
ADN. Incluyen proteinas estructurales, requeridas para producirse las particulas
virales, lo mismo que el VP16 que son incorporados al tegumento viral. Un gen tardio
interesante produce el gamma 1-34.5, un factor de virulencia. Esta proteina no es
necesaria para la replicacion viral en algunas lineas celulares en los cultivos de
tejido, pero es necesaria para la replicacion en las lineas celulares de origen
neuronal, en las cuales, éstos mutantes de deleccién disparan una respuesta de
estrés que produce una parada total y prematura de toda la sintesis proteica. ©®



3.1. REPLICACION VIRAL

La union y penetracion del CMVH en células blanco es un proceso rapido. Una
de las glicoproteinas de envoltura se une a la célula del hospedero, lo que facilita la
entrada. La entrada del virus es el resultado de la cascada de interacciones entre
proteinas virales y celulares, culminando en la fusién de la envoltura del viron con la
membrana plasmatica celular. Posteriormente, la cépside y el tegumento son
liberados al citoplasma, ocurriendo una rapida translocacion al nucleo. La formacion
de la capside y el empaquetamiento de ADN viral ocurren en el nucleo.

En seqguida, la capside adquiere su envoltura primaria al contacto con la capa
interna de la envoltura nuclear, misma que pierde al fusionarse con la capa externa
de la estructura. Una vez en el citoplasma contindia la maduracion al rodearse con el
tegumento. Finalmente, la envoltura que rodea a las dos capas se adquiere cuando
el virion penetra las vesiculas del aparato de Golgi. (Esquema. 1)

Las particulas ya maduras son transportadas a la superficie de la célula. La
progenie del virus se acumula en el citoplasma, posteriormente se liberan al espacio
extracelular. Esto ocurre aproximadamente a las 72 h después de una infeccién
primaria. ®% € 49 | a infeccién puede ser litica, productiva y/o latente misma que
puede ser reactivada cuando falla el sistema inmune.

Ciclo litico

Adsorciény fusién con lamembrana celular
v

Liberacién de la capside en el citoplasma celular
v

Migracion hacia nucleo celular y desencapsidacion
con liberacién de ADN viral

—

Transcripcion ARNm Replicacion de ADN viral

'

Traduccion aproteinas virales
reguladoras y estructurales

Exterior
celular

A\ 4

Ensamblaje de nucleocapside
Reticulo
endoplasmico /

Salida por gemacion del nucleo

Esquema 1. Diagrama de flujo del ciclo litico deL CMVH. Primero ocurre la absorcién y
fusion de la particula viral dentro de la membrana celular. Segundo hay liberacion de la
capside, migracion hacia el nucleo donde se libera el ADN del virus, ocurriendo dos
eventos: 1) replicacion de ADN y 2) trascripcion de ARNm. En la transcripcion de los ARNm
virales se originan dos grupos de proteinas que sigue dos caminos: 1) replicacion viral y 2)
ensamblaje de la nucleocépside. En este punto, se enlaza la trascripciéon y replicacion
virales, posteriormente ocurre la salida del nicleo por gemacion. 8



4. INFECCIONES HUMANAS

Fisiopatologia. Durante el curso natural de la infeccion por CMVH ocurre una
primoinfeccion seguida de etapas de infeccion latente con periodos de reactivacion o
reinfeccion. Una persona infectada con una cepa del CMVH puede reinfectarse con
otra cepa diferente. Figura 3.

] Reactivacién Reactivacion
Multiplicacion del Virus en  sintomatica asintomatica

virus : estado
Signos latente /
clinicos -/~ .../ ...

Figura 3. Después de una primoinfeccidon, acompafiada o no de signos clinicos la
replicacion viral se detiene pero el virus no se elimina del organismo, persiste en estado
latente. A partir del estado de latencia pueden presentarse reactivaciones enddgenas
con produccion de virus y aparicion o no de signos clinicos de manera repetitiva.
Tomada de: Virologie. Médicale, A. Mammette, Edition C, et al.14 a edicién, 1992,

4.1. INMUNOPATOLOGIAS ASOCIADAS A UNA INFECCION

El CMVH es un patégeno importante para los “individuos inmunocomprometidos”,
con VIH-1 6 2+/SIDA, los receptores de trasplante de 6rgano(s) soélidos, médula
Osea, cancer, sepsis y neonatos, ya que son blancos importantes para
reactivaciones y para desarrollar enfermedades inflamatorias asociadas a ésta. %

INFECCION PRIMARIA: Presenta neutropenia, trombocitopenia y seguida por un
periodo asintomatico. ®® Aunque el virus persiste de por
vida. La inmunidad celular protege de reactivaciones pero
raramente erradica al virus.

INFECCION LATENTE: Caracterizada por secrecion viral intermitente, fluctuacion
en la tasa de anticuerpos, episodios de viremia recurrente
en un individuo en el curso de su vida. EIl ADN del CMVH
permanece en leucocitos periféricos, células madre de la
médula 6sea, células reticulo endoteliales, macrofagos,
células epiteliales y glandulares.

REACTIVACION: La mayoria de las enfermedades asociadas al virus son resultado
de reactivacion de virus latente 6 persistente adquiridos antes de
la inmunosupresion. Las reactivaciones se producen
frecuentemente en: reacciones alogénicas (transfusion
abundante de sangre, transplante), afeccion del sistema inmune,
especialmente en caso de déficit de la inmunidad celular o
terapéutica inmunosupresora. ©¢?



5. MANIFESTACIONES CLINICAS

A la infeccion causada por CMVH se le conocia como infeccion grave diseminada o
enfermedad de inclusion citomegalica (EIC), caracterizada por la presencia de
calcificaciones intracerebrales, apnea, hepatoesplenomegalia, coriorretinitis,
trombocitopenia, exantema, anemia hemolitica, hiperbilirrubinemia, viruria al nacer y
diversos deterioros estructurales y funcionales de érgano(s). Si se presenta una
infeccién durante la gestacién, puede provoca la EIC, ©3 ® %) aportos, nifios
muertos al nacer, muertes postnatales por hemorragia, anemia hemolitica, lesion del
higado o del SNC.

La intensidad en el transcurso de la enfermedad es variable. Una infeccion
congénita se presenta de dos formas:

= Forma sintomatica: se presenta en el 10% de los neonatos infectados y se
asocia con secuelas neuroldgicas en mas de la mitad de ellos. ©®

= Forma asintomatica: se presenta del 10 al 17%, desarrollando secuelas
neurologicas a largo plazo, incluyéndose retraso mental y mas frecuentemente
hipoacusia sensorial. ©¢®

Los recién nacidos (RN) sintomaticos se caracterizan por compromiso de
multiples o6rganos, principalmente del sistema reticuloendotelial y SNC. Las
anormalidades mas frecuentemente encontradas en la infeccion sintomatica son:

e Prematuridad e Pdrpura
e RCIU e Hepatoesplenomegalia
o Petequias e |ctericia

Compromiso neuroldgico, como microcefalia, letargia, hipotonia.

Secuela sensorial, la mas comun en una infeccidbn congénita es hipoacusia
sensorial.

Defectos oculares, una de las anormalidades mas comudn es la coriorretinitis,
seguida del estrabismo, atrofia ptica, microftalmos y cataratas. ©®

En los estudios de laboratorio puede encontrarse trombocitopenia, anemia
hemolitica, aumento de proteinas en liquido cefalorraquideo, hiperbilirrubinemia con
bilirrubina directa >2 mg/dl y aumento en las transaminasas hepaticas. La magnitud
del dafio prenatal es medida por la presencia de microcefalia con 6O sin
calcificaciones cerebrales, RCIU y prematuridad. ©®

La mortalidad para estos pacientes es del 30%, ocurriendo la mayor parte
durante el periodo neonatal, usualmente causada por falla multiorgénica,
coagulacion intravascular diseminada e infecciones bacterianas. La muerte durante
el primer afio se debe a una falla hepatica progresiva y posterior a esta edad, a un
gran compromiso neurolégico, mal nutricién y neumonia aspirativa. ¢®
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6. RESPUESTA INMUNE CONTRA CMVH

La defensa inicial contra la invasion viral comienza con la respuesta inmune innata
incluyendo diferentes citocinas con propiedades regulatorias de la respuesta inmune
(celular y humoral) antiviral, también las citocinas pueden tener efectos antivirales
directos, tal es el caso del factor de necrosis tumoral-a alfa (TNF-a) e interferon-y
gama (IFN-y) que acttan sobre las células infectadas impidiendo la replicacién viral
(Figura 4). Las citocinas tipo |, participan como moléculas efectoras antivirales en la
respuesta por células T contra las infecciones virales. ¢”

RESPUESTA INMUNE CONTRA CMVYVH

(‘V.j calula infaectada

-

prasentacidn de ardigenos virales
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Figura 4. Las proteinas virales son procesadas en el citoplasma de la célula infectada,
generando péptidos que son presentados por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Clase | a los linfocitos T, los cuales liberan IFN-y al microambiente para activar a los
macréfagos quienes secretan citocinas tipo | y 6xido nitrico. Tomado de: José D”Artagnan
Villalba-Magdaleno, et al., 2000 Revista Biomédica Vol. 11/N. 4/Octubre-Diciembre.

Las citocinas IL-1, TNF-a, IFN-y e IL-12 son algunas de las que estan implicadas en
reducir y controlar la replicacion viral. Sin embargo, la funcionalidad de estas
continua aun después de cumplir sus funciones en la activacion de células T CD8+
gue participan en la eliminacion del virus y de esta manera las citocinas generen la
patogénesis indirectamente. ©®

El TNF-a e IFN-y se reconocen por tener actividad inmunomoduladora y
antiviral en el control de la infeccibn del CMVH, Pomeroy cientifico que realizé un
experimento donde implementa el tratamiento con IFN-y exdgeno en ratones
infectados con CMVM vy explicé que dos dias después de iniciar la infeccién, tuvo un
efecto protector a dosis bajas, mientras que la terapia con IFN-y incrementd la
morbilidad y mortalidad cuando se emplearon altas dosis ©®, por lo tanto el IFN-y
tiene un papel muy importante en la respuesta inmunoldgica en contra el CMVM y
presenta efectos benéficos y adversos dependientes de la dosis y tiempo.

11



. MODOS DE TRANSMISION

. Por contacto directo, en portadores asintomaticos se transmite por secreciones
cervicales, esperma, orina, leche materna, lagrimas.

. Por via transplacentaria de la madre al hijo. En el curso del embarazo, la infeccidén
puede ser transmitida in utero.

. Por via perinatal los RN pueden adquirir el virus por el canal del parto o durante la
lactancia.

. Por via faringea o genital (la prevalencia de seropositividad es muy elevada entre
homosexuales y heterosexuales con varias parejas).

. Por la sangre (transfusiones).

. Trasplante de 6rgano(s) cuando estos provienen de donantes seropositivos. %

12



8. EPIDEMIOLOGIA

El CMVH es un virus de amplia distribucion mundial. EI humano ha sido el Unico
reservorio encontrado hasta el momento, la prevalencia de anticuerpos IgG contra el
virus se incrementa con la edad del paciente pero puede ser influenciada por la zona
geografica, estado socioeconémico y cultural, encontrandose el 95% de prevalencia
en adultos de paises en vias desarrollo y del 40 al 60% en paises desarrollados.

Estas diferencias son marcadas principalmente durante la infancia, datos de
Suramérica y Africa sefialan una seroprevalencia en nifios preescolares del 95 al
100% en comparacién con paises como Inglaterra o Estados Unidos en donde este
grupo de edad no sobrepasa el 20%. ™)

Incidencia de una infeccion primaria en neonatos

30% son asintomaéticos (5 al 10% tendran
perdida de audicion)

10% son sintomaticos (2 al 3% mortalidad y
8% secuelas neuroldgicas)

El 40% de los neonatos nacidos
se infectan por CMVH

Incidencia de infeccién en receptores de transplante de érganos

30% son asintomaticos (25% producen
rechazo al injerto y 20% le provoca la muerte
Clinicamente provocan mononucleosis,
neumonitis, hepatitis, enfermedades
gastrointestinales

Del 80 al 90% de los pacientes
adquieren una infeccion por CMVH
Primoinfeccion 60%

Reactivacion 10%

Sobreinfeccion 20%

Incidencia de infeccién por CMVH en pacientes inmunosuprimidos.

La incidencia de infeccion que | 99% problema hepatico

presenta un paciente 65 al 93% cardiaco

inmunosuprimido 20% medula 6sea 50% viremia.

es del 60 al 90% " 90% pacientes infectados 90% diseminad
con VIH-162+/SIDA (Necropsia)
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9. DETECCION EN EL LABORATORIO

Situaciones en las que es necesaria la deteccion en el laboratorio

= Determinacion del estado inmune frente al virus en donantes y receptores de
organo(s).

= Conocimiento de la susceptibilidad a la infeccibn en pacientes de alto riesgo
(transplantados).

= Guia de inicio del tratamiento anticipado en transplantados (terapia preventiva).

= Diagndstico diferencial de la infeccion en el neonato.

= Como ayuda en el diagnostico diferencial de la enfermedad.

= Como monitoreo de la eficacia del tratamiento antiviral especifico.

= Deteccion de la resistencia a los antivirales.

= Encuestas sero-epidemiolégicas en la poblacién o en grupos poblacionales.

9.1. Métodos directos
9.1.1. Detecciotn del virus

La infeccion del CMVH se puede observar en el microscopio Optico por
preparaciones citologicas e histoldgicas. Observandose células gigantes con una
inclusion intranuclear en forma de "ojo de pescado o de buho"(las células se
redondean y aumentan de tamafio). Esta técnica puede presentar falsos positivos.
Obteniéndose de muestras de orina de RN, liquido amniético, lavado bronquio
alveolar y biopsia de érgano infectado.

9.1.2. Deteccion directa de antigenos por inmunomarcaje

La sensibilidad y especificidad del examen microscépico puede aumentar por el uso
de anticuerpos anti-CMVH, detectando antigenos del CMVH intranucleares por un
método inmunocitoquimico. La deteccién de estos antigenos por las técnicas de
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa se realiza mediante muestras de orina,
aspirado bronquial, lavado bronquio alveolar, leucocitos y biopsias. Estas
metodologias tendran alta especificidad si usan anticuerpos monoclonales anti-
CMVH marcados con un fluorocromo 6 enzima.

9.1.3. Deteccién del virus o de su estructura RT-PCR

Existen técnicas moleculares, entre ellas NASBA (Nucleic acid sequencing-based
assay) y la PCR. La amplificacion isotérmica NASBA es utilizada en métodos
comerciales (Nuclisens® CMV pp67, BioMérieux) donde el blanco a amplificar no es
el ADN del virus sino el ARNm del gen que codifica para la proteina pp67 producida
durante la replicacion. Con ello se pretende diferenciar la infecciéon activa con la
multiplicacion del virus de latencia. Ventajas, accesibilidad a diversos laboratorios,
familiaridad con la metodologia y como desventaja, dificil interpretacion, etc.
Actualmente, se ha cambiado el sistema de deteccidn por otro que utiliza tecnologia
en tiempo real. "% 7"
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9.1.4. Prueba de antigenemia

Consiste en detectar la presencia de antigenos del CMVH en los leucocitos
extraidos de sangre de pacientes con sospecha de infeccién activa por el virus,
utilizando tinciones inmunofluorescentes o inmunoenzimaticas, habitualmente las
primeras. La antigenemia presenta una serie de ventajas tedricas, como Ssu
estandarizacion, largo procedimiento, la obtencion de resultados es de 4 o 6 h. (/879

Recomendaciones para conseguir resultados 6ptimos:

= EL antigeno idéneo es la fosfoproteina de matriz de 65 kD (pp65). Existen en el
mercado diversos anticuerpos (Chemicon, Argene-Biosoft, BioRad, etc.).

= La fijacién de las preparaciones se hace con formaldehido.

= Un aspecto fundamental es la rapidez de procesamiento, ya que el antigeno
pp65 es labil, por lo que se aconseja no demorarse mas de 18 h,
preferiblemente dentro de las 4 h después de la toma de la muestra (esto puede
representar un problema en laboratorios con recursos limitados o para aquellos
gue deriven muestras a laboratorios de referencia).

= Los mejores resultados en sensibilidad y precision se obtienen sobre una

preparacién con 2x10° leucocitos.

La precision es aceptable entre 10 y 250 células CMV" /preparacion. Mas alla de

este limite superior resulta extremadamente dificil realizar recuentos

reproducibles y tampoco es clinicamente necesario. ("® 8%

¢

9.2. Métodos indirectos
9.2.1. Busqueda de anticuerpos

La infeccion primaria provocada por CMVH, se acompafia de una respuesta humoral
tipica. Los primeros anticuerpos en producirse son las IgM de 7 a 12 dias, seguidos
por una respuesta de las IgG de 2 a 3 semanas, frente a diferentes proteinas del
virus. Estos Ultimos anticuerpos permanecen de por vida, mientras que las IgM
persisten de 3 a 4 meses.

Fijacién del complemento (FC): método clasico para la deteccion de las IgG, pero
su laboriosidad y sensibilidad analitica son limitaciones graves para la realizacion de
la técnica.

Inmunofluorescencia (IF): método que utiliza como fuente de antigenos,
microcultivo del virus. Permite detectar las IgM e IgG, es mas sensible que FC,
produce falsos positivos, ya que el CMVH induce la expresion de receptores FC en
la superficie de las células infectadas que reaccionan de forma inespecifica con las
IgG. Para evitar esto, existe la variante denominada fluorescencia
anticomplementaria (ACIF), siendo un método de referencia para la deteccion de las
IgG. Sin embargo, su complejidad y laboriosidad la circunscriben a laboratorios de
referencia.
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Particulas de latex: son sensibilizadas para detectar anticuerpos anti-CMVH por
aglutinacion. En el mercado existen varias: CMVscan®, Becton-Dickinson. La técnica
es rapida de 5 a 10 min, sencilla, facil lectura, sensibilidad elevada, incluso superior
a la IF, siendo una técnica de gran utilidad para una deteccién serolégica
pretransplante de donantes y receptores, asi como para conocer el estado inmune
del paciente.

Las técnicas indirectas presentan falsos negativos por competicioén con las 1gG,
especialmente en presencia de un titulo elevado de éstos. También pueden
producirse falsos positivos por la presencia del factor reumatoide que reacciona
inespecificamente con otras 1gG. ©?

9.2.2. Métodos basados en Cultivo

ElI CMVH es un virus con gran especificidad de especie y solo las células diploides
humanas permiten el crecimiento in vitro. Las mas utlizadas son las lineas
semicontinuas de fibroblastos MRC-5 o WI-38 de pulmon embrionario humano. El
cultivo convencional suelen inocularse en tubos de cultivo celular y la positividad se
detecta mediante la observacion del efecto citopatico caracteristico. Su deteccion
suele ser en 10 dias pero puede prolongarse de 15 a 20 dias. ©°

El método de cultivo Shell Vial (SV) ha permitido prevenir alguno de los
inconvenientes del cultivo en tubo y con ello avances innegables en deteccion del
CMVH. Detecta antigenos virales inmediato-tempranos mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales, en un cultivo sobre viales de fondo plano.

El método SV permite realizar la mayor parte de las detecciones en 24 h'y
algunos en 48 h. Para el revelado de los viales se puede utilizar una tincién
fluorescente o enzimatica. Existen diversos anticuerpos monoclonales (o mezcla de
ellos) comerciales que detectan antigenos inmediato-tempranos por lo general la
proteina de 72 kD. &

9.3. Métodos moleculares cuantitativos

Carga viral, existen dos tipos de tecnologia aplicada para la determinaciéon de la
carga viral del CMVH.

= La técnica de captura del hibrido (Hybrid Capture CMVH ADN Assay). Basada
en la formacion de un hibrido mixto en el ADN del CMVH, existe una lisis previa
de la muestra y una sonda de ARN complementaria. Posteriormente, estos
hibridos son captados por anticuerpos anti-hibrido de ADN-ARN fijados sobre
las paredes de un tubo soporte de la reaccion que se revela con la adicion de un
conjugado con fosfatasa alcalina que actla sobre un substrato
quimioluminiscente. Amplifica la sefial original unas 3,000 veces. %
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= La PCR competitiva cuantitativa y cualitativa, COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). Ensayo in vitro de amplificacion de
acidos nucleicos para la cuantificacion de ADN del CMVH en plasma humano
con el analizador COBAS AMPLICOR™. Puede cuantificar el ADN del CMVH
dentro de un intervalo de 600 a 100,000 copias de ADN del CMVH/mI de plasma
(copias/ml). Ayuda a evaluar la respuesta viral frente al tratamiento antivirico
mediada por los cambios en los niveles de ADN del CMVH. (8389
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10. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

En 1984, Kary Mullis ideé el método llamado PCR el cual amplifica secuencias
especificas de ADN. La técnica tiene como objetivo obtener un gran niamero de
copias de un fragmento de ADN en particular, partiendo de un molde,
fundamentandose en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
cadenas de ADN, usa ciclos de temperaturas altas y bajas para separar las hebras
de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion.

Posteriormente, se vuelven a unir las polimerasas a las cadenas de ADN recién
formadas para duplicarse. Inicialmente, la técnica era bastante lenta, porque las
polimerasas se desnaturalizaban al realizar los cambios de temperatura y era
necesario agregar nuevas polimerasas en cada ciclo. Figura 5.

El descubrimiento de polimerasas termoestables simplific6 el proceso, ya que
se podia pasar de un ciclo a otro sin necesidad de realizar la reposicién de las
polimerasas. EIl ADN amplificado se coloca en un gel de agarosa y realiza un
corrimiento electroforético y posteriormente se visualiza una banda con bromuro de
etidio (BrEt) y luz ultravioleta (UV). /" ™®
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Figura 5. Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR. La polimerasa multiplica rapidamente un
pequefio fragmento ADN. Cada ciclo de PCR consta de tres fases. En la primera, ocurre
desnaturalizacién, se calienta el ADN para separar las dos cadenas que la forman. En la
segunda, ocurre una hibridacién de los iniciadores, la temperatura de la mezcla se rebaja para
gue los iniciadores del ADN se enlacen en las cadenas separadas de esta molécula. En la
tercera o polimerizacién se eleva de nuevo la temperatura para que la polimerasa copie
rapidamente el ADN. En cada ciclo de la PCR se duplica todo el ADN presente en la reaccion, de
manera que en unas pocas horas se obtienen mas de mil millones de copias de un solo
fragmento. Biblioteca de Consulta Microsoft® Encarta® 2003. © 1993-2002 Microsoft
Corporation. Reservados todos los derechos.

18



11. ESTANDARIZACION DEL METODO DE LA PCR

En el desarrollo y estandarizacion de un sistema de PCR se optimizan una serie de
parametros criticos y se determinan pardmetros imprescindibles que permitan
plantear que el sistema disefiado sea confiable. ® En una reaccién de amplificacién
incluye la secuencia blanco, la enzima ADN polimerasa, dos oligonucleétidos,
desoxinucleétidos trifosfatos (dNTP’s), cloruro de magnesio (MgCl,), el buffer de
reaccion y aditivos opcionales, todos son mezclados y colocados en un
termociclador automatico que realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas
programadas de forma exacta. €

ADN molde

La correcta amplificacién de la region de interés es dependiente de la cantidad y
calidad del ADN molde. Los reactivos que se emplean normalmente para purificar los
acidos nucleicos (sales, guanidinio, proteasas, duodecil sulfato de sodio (SDS) y
solventes organicos) son inhibidores potentes de las ADN polimerasas. ®® Para ello
existen una serie de reglas sencillas para que el ADN molde no sea un problema en
la reaccion:

1. Se debe garantizar su integridad, es decir no puede estar fragmentado en
trozos mas pequefios del que se desea amplificar.

2. La muestra no debe llevar agentes quelantes (EDTA) ya que reducen la
concentracion de iones Mg?* en la solucién. ©’

3. No debe contener factores san%;uineos, fenol, detergentes que pueden inhibir
la actividad de la polimerasa. ®°

Cuando se amplifica un gen de copia simple se emplean cantidades entre los
100 y 500 ng. En el caso de la amplificacion de genes repetidos se puede reducir la
cantidad a emplear entre los 10 y 50 ng. El minimo oscila entre 10 y 100 ng y el
méaximo entre 400 y 500 ng. &®

Eleccion y concentracion de la enzima

Existen diferentes tipos de ADN polimerasa que llevan a cabo la replicacion de ADN.
Estas se pueden clasificar en: Termolabiles (Temperatura éptima de 37°C a 42°C, se
desnaturalizan con el calor ;/ termoestables (Temperatura Optima de 74 °C, resiste
entre 40 a 50 seg a 96°C). ®®

Una de las mas utilizadas ha sido la Tagq ADN polimerasa. ®® Es una enzima
termoestable aislada de Thermus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta altas
temperaturas, carecen de actividad 3"-> 5~ exonucleasa, lo que las hace menos
seguras a la hora de comparar las fidelidades.
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Por ello hay que intentar obtener las mejores condiciones para garantizar su
correcto funcionamiento, por lo que se recomienda no usar un alto nimero de ciclos,
las concentraciones de los dNTP’s deben ser iguales, disminuir en lo posible el
tiempo de cada etapa y la concentracion de MgCl, debe oscilar entre 1.5 mM y 3.0
mM- ©®9 Se recomienda utilizar entre 1 y 1.25 U de enzima en 50 pl de reaccién.
Incrementos en la cantidad de enzima y del tiempo de extensién generan la
aparicion de artefactos debido a la actividad exonucleasa intrinseca 5" -> 3" de la
enzima. 87

Disefio y concentracion de los iniciadores

Los iniciadores deben tener un tamano entre las 18 y 30 pb. Se recomienda que el
contenido de G+C oscile entre el 40 y 60%, evitando la presencia de regiones con
largas secuencias de una sola base, asi como secuencias que puedan producir
estructuras secundarias internas. Los extremos 3" no deben ser complementarios,
para evitar la formacion de dimeros. Ademas, se debe evitar la presencia de tres G 6
C cerca del extremo 3", %)

La temperatura de alineamiento (Ty) de los iniciadores debe ser similar en
ambos, la cual generalmente oscila entre los 45 y 60°C. La secuencia de los
iniciadores puede incluir en el extremo 5” sitios de corte Para enzimas de restriccion,
lo cual dependera del propdsito de la investigacion. ° °? La concentracién de
iniciadores a emplear debe oscilar entre los 5 y 50 pmoles, para una concentracion
final de 0.1 y1 uM en 50 pl de reaccién. ©”

Deoxinucleé6tidos trifosfato

Los dNTP’s deben ser afladidos en la reaccién en iguales concentraciones, puesto
que los mismos pueden captar iones Mg?*. Por lo general la concentracion final mas
utilizada de dNTP’s en un volumen de reaccion de 50 pl es de 0.2 mM. 399

Concentracion de Cloruro de magnesio (MgCly)

La concentracion de magnesio es un factor critico que afecta el funcionamiento de la
enzima Tag ADN polimerasa. Los componentes de la reaccion tales como: el ADN
molde, agentes quelantes presentes en la muestra (EDTA o citrato), dNTP's y
proteinas pueden afectar la cantidad de magnesio libre. ®” Su carencia puede
inactivar la enzima y su exceso reduce la fidelidad de la enzima y puede incrementar
las uniones inespecificas. > Por tales razones resulta imprescindible determinar la
concentracion 6ptima de esta sal, la cual generalmente se encuentra en el rango de
1.5a3.0 mM.

Composicion del buffer de reaccion y aditivos

Por lo general el buffer de reaccion 10 x esta formado por 100 mM tris-HCI (pH entre
8y 9 a 25°C), 500 mM KCI, 0.1% gelatina, 1% de Triton x-100 y 15 mM de MgCl..
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El buffer tris se encarga de regular el pH de la reaccion, el cual afecta la
actividad vy fidelidad de la enzima. ©®°” En ocasiones se hace necesario el uso de
aditivos, los cuales ayudarian en la practica a aumentar la especificidad y fidelidad
de la PCR. La adicion de betamina, dimetilsulféxido (DMSO) y formamida es
beneficioso cuando el ADN molde posee regiones ricas en GC y forma potentes
8§,)tructuras secundarias del ADN que puede provocar que la polimerasa se detenga.

El ADN con regiones ricas en GC puede ocasionar una ineficiente separacion
de las dos cadenas de ADN, por lo tanto la adicién de aditivos en estos casos es
benéfica, pues la betamina reduce la cantidad de energia requerida para separar las
cadenas de ADN molde y el DMSO y formamida interfieren en la formacién de
enlaces de hidrogeno entre ambas cadenas. También se pueden usar detergentes
como el tween 20, laureth 12 (0.1%) o Triton x-100, que ayudan a estabilizar la
enzima.

Pardmetros del programa de amplificacion

Los dos pardmetros que comunmente se optimizan son la temperatura y el tiempo
de alineamiento. Los tiempos y temperaturas del resto de las etapas usualmente no
varfan significativamente. ©° %9 Un tiempo de alineamiento de 30 a 45 seg es
frecuentemente empleado. Si se incrementa de 2 a 3 min habrad una influencia
negativa en la reaccion, tiempos mas largos suelen incrementar la probabilidad de
aparicién de productos inespecificos.

La Taq polimerasa tiene actividad reducida entre los 45 y 65°C, intervalos a los
cuales son elegidas la mayoria de las temperaturas de alineamiento

El nimero de ciclos también es un aspecto importante a considerar. Este nimero
depende de la cantidad de ADN que existe en la muestra una vez que el resto de los
factores han sido optimizados. Es importante no realizar un nimero alto de ciclos
(normalmente se emplean de 25-35 ciclos) ya que puede dar lugar a la amplificacion
de productos no deseados originados por hibridaciones no especificas. ¢ &%

Precauciones en la PCR

El ensayo de la PCR es muy sensible, por ello es de gran importancia evitar
contaminaciones, ya que es posible que el ADN no deseado (aunque se encuentre
en una cantidad muy pequefia) se amplifique obteniendo un resultado que no es
real. Existen una serie de recomendaciones que ayudan a evitar las
contaminaciones y la aparicion de falsos positivos: lugar fisico e instrumental
exclusivo para la realizacion del ensayo, utilizacion de reactivos y tubos estériles, asi
como puntas resistentes a aerosol, uso de guantes, colocar controles de agua,
ademas de colocar muestras negativas conocidas. %V

Para evitar la aparicion de resultados falsos negativos, producidos
generalmente por errores al pipetaer y/o presencia de inhibidores, se recomienda
emplear controles internos que compiten con la muestra problema. 9% 102
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12. SECUENCIACION DE UN FRAGMENTO DEL GENOMA DE CMVH
Método enzimatico de terminacion de cadena o método de Sanger

La mayoria de los métodos de secuenciacion automatizada son modificaciones del
método desarrollado por Sanger. En esté método el ADN secuenciado funciona
como molde para la sintesis enzimatica de ADN nuevo que comienza en un sitio
definido por la union de un iniciador. En la reaccion se utiliza una mezcla de
desoxinucleétidos y didesoxinucleotidos (Figura 6.) a concentraciones que crean una
probabilidad finita de que un didesoxinucleétido se incorpore en lugar del
correspondiente desoxinucle6tido en cada posicion de la cadena que esta siendo
sintetizada Figura 7. ¥

dATP ddGTP
?:h i Figura 6. Formulas de deoxinucleotidos
NOTE N‘a\cﬂ e N\cﬂ trifosfato (dNTP’s). Dideoxinucleotidos
HQN,QN/ Hﬂ/(‘;% & o trifosfato (ddNTP’s) carecen de un
dCTP N grupo hidroxilo en el extremo 3.
0 - BC NEE: O —  H Tomada de: 12 Reunion del Grupo de
o . ﬂ:\ © Trabajo en Retrovirus (GTR). MC
1',’" (H - Nogales.S.Microbiologia.www.gtretrovir
o H 0= C - H H us.com/Reuniones/ponencias0l/casos
| _clinicos/aportacionesll/mc_nogales.ppt
O+—P —O0—pe
o
H H

Para obtener la secuencia de las bases nitrogenadas de un segmento de ADN por el
método enzimatico de terminacion de cadena, se necesitan los siguientes
compuestos:

1. Segmento de ADN a analizar. Cantidad suficiente del fragmento a analizar. Se
recomienda clonar el ADN viral en un vector apropiado, para obtenerlo puro y en
mayor cantidad.

2. Enzima que replique el ADN. Normalmente las ADN polimerasas | del
bacteriéfago T4. Esta enzima emplea como molde ADN de cadena sencilla y
siguiendo las reglas de complementariedad de las bases nitrogenadas va
afiadiendo nucleotidos a partir de un iniciador.

3. Cebador. Oligonucleétido corto, alrededor de 20 bases de longitud necesario para
gue las ADN polimerasas | comience a afiadir nucleétidos el extremo 3'-OH. Este
cebador debe poseer una secuencia de bases complementaria a la del fragmento
de ADN gue se va a secuenciar.

4. Cuatro dinucleétidos trifosfatos. Adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina
(T) (dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

22



5. Nucleotidos didesoxi (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP). Los nucleotidos didesoxi
son nucledtidos modificados que han perdido el grupo hidroxilo de la posicion 3'
de la desoxirribosa. Estos nucleétidos pueden incorporarse a la cadena de ADN
naciente, pero no es posible que se una a ellos ningun otro nucleétido en el
extremo 3'. Por tanto, una vez incorporado un nucleétido didesoxi se termina la
sintesis de la cadena de ADN. ‘%9

A0 indicio de 1a sinftesis de 1a cadena

mmer
= S
3 T T T s
- vEolde AN
3 T T T 5°
3 T T T 5 B) dideoxinucle otido

Baco |

) Termminacion de la sintesis de Ia cademna

cuando los ANTF son aiiadidos *Fosicion cdondel el

grupo -OH de los
AINTF ‘s es remplasado
por el grupo -H

\ Lo farnilia A"

d A
o o o Y TS
—— dd A
- < d A

D) el resultado es una autor adiogy afia

J..-' P T G ) Secuencia de AT

o~ — _.-"- GAAT TGGOGGG
4 — d GAATTGGOGG
ry - -

p #

/ —_— /

—_— F GAATTGGC
i _— S GAAT T GG

Figura 7. Secuenciacion de ADN de una cadena de terminacion.
A) La reaccion involucra la sintesis de nuevas cadenas de ADN que son moldes de una sola cadena
complementarias a esta.
B) La sintesis de la cadena no procede indefinidamente, porque la mezcla de reaccion contiene
cantidades pequefias de dideoxynucledétido, que bloquea el alargamiento adicional porque tiene un atomo
de hidrégeno, grupo oxhidrilo unido al carbén 3".
C) La sintesis de la cadena es de ddATP resultando cadenas que se terminan enfrente de Ts" de los
moldes. La familia “A” de cadenas terminadas se coloca en un carril del gel de poliacridamida, junto a las
familias de cadenas terminadas de las reacciones T, Gy C.
D) El patron de bandas es visualizado en una autorradiografia, las cadenas terminadas se convierten en
radioactivas por la inclusion de un dNTP etiquetado en las reacciones de la sintesis de la cadena. La
secuencia, mostrada a la derecha, es leida observando qué carril de adentro de cada banda, empezando
abajo de la autoradiografia y moviendo la banda por la banda hacia arriba. NOTA: El procedimiento
descrito se realizaba en los inicios de la secuenciacion, en la actualidad se realiza de manera
automatizada y con marcaje no radioactivo. Tomada de: Biochemistry / Jeremy Berg, John Tymoczko,
Lubert Stryer. 5th Ed.
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12.1. PREPARACION DEL ADN MOLDE
a) Obtencién del ADN molde

La calidad de ADN molde es un factor importante para una secuenciacion exitosa.
Residuos de proteinas, ARN, sales, carbohidratos, cloroformo, etanol, detergentes,
fenol, EDTA, etc. contribuyen mala secuencia.

Recomendaciones para obtener un molde de calidad:

Para obtener el ADN molde mas puro es recomendable utilizar métodos de
purificacion con microcolumnas.

1. Si en la purificacion de ADN se ha utilizado algun solvente organico como fenol o
cloroformo, el ADN debe purificarse al menos dos veces mediante precipitacion
con etanol, para eliminar cualquier traza del solvente organico.

2. Si se utiliza etanol o isopropanol para precipitar el ADN, se debe realizar la
precipitacion utilizando acetato de amonio en lugar de acetato de sodio. Lavar el
precipitado después de la centrifugacion al menos una vez con etanol al 70%.
Secar el precipitado y resuspenderlo en agua esteéril.

3. Si se utiliza una minicolumna para la purificacion de ADN, se recomienda
centrifugar la columna dos veces después del paso de lavado y a continuacion
eludir el ADN con agua estéril. Este procedimiento también permite la eliminacion
del etanol presente en la solucién de lavado de la muestra.

b) Productos de la PCR

1. El producto de la PCR debe visualizarse como una banda Unica en un gel de
agarosa. 19

c) Cuantificacién de ADN molde

La obtencion de un buen resultado en la reaccion secuenciacion esta determinada a
una cuantificacion precisa de ADN molde. Una pequefia cantidad de ADN en la
reaccion produce datos de secuencia con baja sefial, ruido de fondo, errores y
ambiguedades. Demasiado ADN molde produce efectos similares.

La cuantificacion de la muestra es un paso previo de gran importancia. Se
puede realizar mediante la medida de absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro o cuantificar mediante electroforesis en gel de agarosa y
comparar la intensidad de la banda con un marcador de masa O concentracion
conocida. El corrimiento del gel de agarosa nos permitira detectar otros posibles
errores presentes en la muestra. Presencia de mas de un amplificado o deteccion de
dimeros de los oligonucleétidos utilizados en la amplificacion.
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En la Tabla 1 se muestra la cantidad de ADN necesario para cada tipo de

molde, teniendo en cuenta que la cantidad estara sujeta a ajustes segun se requiera.
(85)

Producto de la PCR: Cantidad
100-200 pb 10 ng
200-500 pb 20 ng
500-1000 pb 30 ng
>1000 pb 100 ng
ADN cadena sencilla 100 ng
ADN cadena doble 250 ng
Cdésmido, BAC 1 ug

Tabla 1. Cantidad de ADN molde utilizado en las reacciones de
secuenciacion respecto al producto de la PCR. Tomado de:
Universidad de Valencia, Guia para la secuenciacién automatica
de ADN. SERVICIO CENTRAL DE SOPORTE A LA
INVESTIGACION EXPERIMENTAL-S.C.S.I.E.

RESULTADOS EMITIDOS POR COMPUTADORA DE UNA SECUENCIACION
AUTOMATIZADA

En la figura 8 se observa el resultado de una reaccidén de secuenciacion emitido por
la computadora donde se ilustra el orden de las bases puricas y pirimidicas de la
secuencia amplificada mediante la deteccion de la fluorescencia de los fragmentos
de los oligonucleotidos. Cada 1 de 4 mezclas que terminan se prepara con una
etiqueta que despide luz fluorescente en una longitud de onda determinada.
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Sequernce C A T A G C T G T T T CC TG TG TG A A A

DHigonucleotide lemgth

Figura 8. Representacion de los resultados de secuenciacion emitidos por PC. Cada 1
de 4 mezclas que terminan se prepara con una etiqueta que despide luz fluorescente
en una longitud de onda, ejemplo: azul para A, verde para T etc. Tomada de: L.M.
Smith. Kaiser R.J, P. Hughes, C. Dodd, C.R. Connell, C. Heiner, S.B.H. Kent, L.E.
Naturaleza 321 (1986): 674.
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13. CLONACION DEL PRODUCTO DE LA PCR

La tecnologia de ADN recombinante es una técnica que permite introducir material
genético fordneo en un individuo, y hace que éste organismo incorpore dicho
material a su genoma y lo exprese como si fuera suyo. % 1% Esta tecnologia se
desarrollé a partir del descubrimiento de las enzimas de restriccion %7 198y gy
accion sobre los acidos nucleicos.

El principio de la tecnologia de ADN recombinante se basa en la insercion de
un fragmento de ADN foraneo ®°? en un hospedero ™ por medio de un vector de
clonacion que puede ser un virus o un plasmido. “*® Una vez que el fragmento de
ADN foraneo se ha introducido en el hospedero, comienza el proceso de clonacion
molecular y recombinacion, dando como resultado la expresion del gen o genes
introducidos en un organismo diferente. %

13.1. Enzimas de restriccion: produccién de fragmentos de ADN para
recombinacion

Las enzimas de restriccion o endonucleasas de restriccion fueron descubiertas por
Werner Aber, Hamilton Smith y Daniel Nathans. **® Estas son especificas, catalizan
la hidrélisis de los enlaces fosfodiéster de los acidos nucleicos y son capaces de
cortar ambas hebras de ADN en lugares especificos, creando de esta manera una
serie de fragmentos. ™? La funcién de las enzimas de restriccién es la proteger al
organismo de AND extrafio. Cuando una porcion de ADN foraneo ingresa a la célula,
las enzimas de restriccion se encargan de degradarlo a pequefos fragmentos,
siempre y cuando éste no esté modificado. ** Actualmente se conocen unas 200
enzimas de restriccion (las mas conocidas se muestran en la Tabla 2). Se nombran
de acuerdo al organismo del cual se extraen, por ejemplo EcoRI y EcoRll, que se
extraen de E. coli o Haelll que se extrae de Haemophilus aegyptius.

Enzima de restriccion zl-fﬁi:””m de donde se Tabla 2. Principales enzimas de
restriccion. De acuerdo a la especificidad
EcoRI Escherichia coli se conocen tres tipos:
I. Cortan en un sitio cercano al sitio de
EcoRII Escherichia coli restriccion, a una distancia que varia
e - — aleatoriamente, por lo que no suelen
Hindll Haemophilus influenzas emplearse para ADN recombinante.
HindIl Haemophilus influenzae Il. Reconocen y cortan en la secuencia
. especifica con alta precision.
Haelll Haemophilus aegypiius [ll. Similares al tipo Il en cuanto a la
precision del lugar de corte, pero se
Hpall Haemophilus parainfluenzae diferencian de éstas porque sélo cortan
Bl Providencia cmarti entre nucledtidos del .mismo tipo, por
ejemplo entre dos adeninas. Tomado de:
Smal Serpalia mareesens Griffiths A., Miller J., Suzuki D., Lewontin
r. W. Gelbart. 1998. Genética. 5° Edicion,
Baml Bacillus amyioliqusfaciens 2° reimpresion, editorial McGraw—Hill
Interamericana, Madrid, pp 429-452,
Eglll Bacillus globigei 456—479.
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13. 2. Vectores de clonacién

Una vez que se han aislado los fragmentos de ADN de interés por medio de
enzimas de restriccion, el siguiente paso es unirlos a vectores de clonacion.

Los vectores de clonacion permiten la union de los fragmentos de ADN extrafio
a su propio ADN por medio de sitios de restriccion compatibles, sin afectar su
replicacién por medio de un proceso de recombinacion. 10 18119

El vector es el vehiculo que transporta el gen o genes de interés al hospedero,
gue normalmente es una bacteria o una célula eucariota viva. Una vez dentro de la
célula, el vector se multiplica produciendo varias copias idénticas del gen que
transporta. **® Para que un vector sea Util en la tecnologia de ADN recombinante,
debe recuperarse facilmente de la célula hospedadora, ademas de no producir
dafios. Actualmente se conocen como vectores a plasmidos, bacteridfagos,
césmidos, vectores transbordadores, células eucariotas y cromosomas artificiales,
entre otros. ®% 109)

13.3. Plasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN bicatenario de caracter extracromosomico y
tienen la capacidad de replicarse autbnomamente. Ademas, transportan al gen o a
los fragmentos de acidos nucleicos de interés, los plasmidos transportan otros genes
gue le confieren propiedades importantes al hospedador, como la resistencia a
ciertos antibidticos. Figura 9. €3 108)
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Figura 9. Representacion esquematica del plasmido pBR322 con sus diferentes sitios
de restriccion. Tomado de: Klug, W. M. Cummings. 1999. Conceptos de Genética. 5°
edicion, Editorial Prentice Hall, Madrid, pp 453-515.
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13.4. Caracteristicas que hacen adecuado a un vector de clonacion

Debe ser pequefio

Estable cuando se encuentra dentro el hospedero

Que produzca muchas copias de él

Facil de aislar en su forma super enrollada

Pueda clonar fragmentos relativamente grandes

Que se conozca la secuencia completa de bases de él mismo

Que existan sitios de restriccion Unicos para las principales endonucleasas
Posea varios genes de resistencia a antibioticos

Facil de introducir a los hospedero

CoNoO~wWNE

13.5. Hospederos procariotas

El primer hospedero empleado para clonacion de ADN mediante esta técnica y el
mas usado en la actualidad es E. coli. Se cuenta con informacién sobre su genomay
caracteristicas fisiolégicas. E coli en su forma nativa produce retencion de proteinas
en el periplasma, haciendo dificil su aislamiento.

Para contrarrestar este problema se han desarrollado cepas modificadas de
esta bacteria, E. coli mutantes para la biorremediacién de ambientes contaminados
con mercurio. *® Otra ventaja de E. coli es que puede aceptar una amplia gama de
vectores, como plasmidos, bacteriéfagos y césmidos, entre otros. (%8 109

13.6. Transfecciéon y clonacién de ADN

Una vez que se aisla el fragmento clonado se inserta en el vector y selecciona el
hospedero adecuado, se debe proceder con la transfeccion del material genético
para que comience el proceso de clonacion de ADN.

La transfeccion de ADN incluido en el vector se debe hacer tomando en cuenta
qgue la célula posee una barrera que la limita y escoge selectivamente qué
sustancias penetraran dentro de ella (membrana celular). Para superar esta barrera,
se han disefiado las técnicas de transfeccién de sustancias, que se encargan de
abrir poros en la membrana o inducir la endocitosis por vias naturales. %9

Estos procedimientos se dividen en técnicas de permeabilidad celular,
microinyeccion y técnicas de transfeccion propiamente dichas. Figura 10.

Nota: En la transferencia intercelular de ADN y recombinacion genética en bacterias; existen tres
procesos: 1) transformacién, 2) traducciéon y 3) conjugacién, por lo tanto, la transformaciéon solo
ocurre en bacterias que son capaces de captar ADN de alto PM del medio.
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CLONACION Y TRANSFORMACION
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Figura 10. Obtencibn de ADN recombinante. Insercién de un fragmento de ADN en un
plasmido e introduccién de un plasmido recombinante en una célula bacteriana. Las bacterias
que contiene el plasmido se seleccionan haciéndolas crecer en un medio que contenga un
antibiotico. Solo sobrevivirdn las bacterias portadoras del plasmido. Tomada de: Molecular
Biology and Biotechnology. Principles and applications of recombinant ADN. B. R. Glick y J.J.
Pasternack. ASM Press, 1998. http://www.uned.es/091279/ingenieria_genetica/tema3/DNA_
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Il. JUSTIFICACION

El CMVH es un patégeno virico que produce un gran numero de enfermedades
dependientes del estado inmunoldgico del individuo, agregando que es el principal
agente infeccioso causante de defectos congénitos, por lo que es necesario contar
con métodos de deteccion y monitoreo de la infeccion cursada por este virus.

En pacientes inmunofuncionantes la deteccién se realiza por medio de las
reacciones de los anticuerpos del individuo infectado, pero en los pacientes
inmunocomprometidos esta metodologia no es util por la propia deficiencia
inmunitaria.

Para los pacientes inmunocomprometidos existen varias pruebas de laboratorio
que pueden ayudar en el diagndstico de la infeccion. Por mencionar algunas la
antigenemia que detecta la presencia de antigenos virales en leucocitos extraidos de
la sangre de pacientes con sospecha de infeccion activa por el virus. Otra prueba es
el aislamiento viral en cultivo Shell Vial, proceso laborioso y muy largo (30 dias)
porque es necesaria la propagacion seriada antes de que el virus alcance
cantidades elevadas, entre otras.

Estas pruebas cuentan con ciertas desventajas; una de las dificultades que
presenta la técnica de antigenemia es el requerimiento de un nimero elevado de de
leucocitos, o que no siempre es posible por que el recuento es bajo (leucopenia) o
por que el volumen de la muestra no es suficiente, tiempo de realizacion de la
prueba, procedimiento de elaboracibn complicado, dificil interpretaciéon de
resultados, dificultades en la estandarizacion, costos elevados, etc.

Asi que para ayudar a un oportuno y rapido diagnéstico, se deben desarrollar
nuevas metodologias que cumplan con ciertas caracteristicas, algunas de ellas son:
rapida elaboracion, facil interpretacién, un método seguro para los operarios,
reproducibles y accesibles. Que garantice la deteccién una concentracion minima de
virus en muestras de pacientes con sospecha de infeccion, etc.

Puesto que el CMVH es complejo y siguiendo las reglas de la biologia
molecular conviene seleccionar un gen conservado. La region del gen UL83 (pp65)
forma parte de un gen de traduccion tardia y transcripcion temprana, por lo que fue
seleccionado como blanco en este trabajo y porque es antigeno blanco de la
antigenemia considerada como prueba estandar para la deteccién del CMVH, con lo
gue nos aseguramos de tener un buen gen blanco.
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. HIPOTESIS

Sera posible la deteccion molecular de una region del gen UL83 (pp65) del CMVH a
partir de plasma humano.

Seré& posible establecer las condiciones apropiadas para que el método de la PCR
funcione adecuadamente y podamos de manera rapida y oportuna detectar la
presencia del CMVH.

Ser& posible determinar con nuestra metodologia el nimero minimo de copias de
ADN de CMVH/mI de plasma detectables en muestras de pacientes con infecciéon
viral por CMVH.
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V. OBJETIVOS

1. General
Deteccion molecular de una region del gen UL83 (pp65) del CMVH a partir de
plasma humano.

Establecer las condiciones apropiadas del método de la PCR para detectar la
presencia del CMVH de manera rapida y oportuna para el paciente.

Determinar el niamero minimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma
detectables mediante el método de la PCR.

2. Particulares

1. Extraccion de ADN del CMVH a partir de plasma humanao.
2. Amplificacion de una region de 535 pb del gen UL83 (pp65).
3. Clonacion de la regién de 535 pb del CMVH.

4. Secuenciacion de la clona de 535 pb del CMVH.

5. Determinacion de las condiciones especificas para la amplificacion de la region de
535 pb de ADN del CMVH a partir de la clona 535-CMVH.

6. Determinacion del numero minimo de copias de ADN de CMVH/mI de plasma
mediante el método de la PCR de disefio casero.

7. Amplificacion de la region de 535 pb de ADN-CMVH a partir de muestras de
plasma humano negativas y positivas a CMVH.

8. Propuesta de esta técnica para monitoreo en el &rea clinica.
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V. METODOLOGIA

1.- OBTENCION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las muestras sanguineas se obtuvieron de plasma de pacientes con sospecha de
infecciéon por CMVH por puncién venosa, colectadas en tubos con anticoagulante,
EDTA. Para la deteccion molecular en sangre, no se utilizo heparina como
anticoagulante ya que es un inhibidor de la PCR. El suero y plasma se separ6 de la
fraccion celular de la sangre entre la 4a y 6a h posterior a la toma de las muestras
se conservaron de 2 a 8°C durante un maximo de 7 dias o congeladas a -20°C por
no mas de 2 meses o inferior a -70°C por mas de 2 meses. El uso de las muestras

humanas se hizo de acuerdo a los prétocolos de bioética correspondiente.

2.- MATERIAL

ESPECIMENES': Se incluyeron tres tipos de muestras en el estudio.

1.- Muestras de archivo con anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH positivas.
Proporcionadas por el Laboratorio de Virologia de la UIMEIP-UMAE-Hospital de
Pediatria-CMNSigloXXI-IMSS.

= Cuatro muestras negativas a anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH.
= Tres muestras positivas a anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH.

2.- Muestras con carga viral determinado con COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics), proporcionadas por la Bidl, Castillo-Robles
Flor- Patricia, asesora técnica producto de Grupo Roche Diagnostics.

= CMVH-1 273,000 copias/ml
= CMVH-2  >100,000 copias/ml
= CMVH-3 15,100 copias/ml
= CMVH-4 1020 copias/ml

3.- Muestras de archivo con deteccion del antigeno pp65 de CMVH en leucocitos
(antigenemia), antigeno idéneo. Proporcionadas por el Laboratorio de Virologia de la
UIMEIP-UMAE-Hospital de Pediatria-CMNSigloXXI-IMSS.

*Las muestras se dividieron en alicuotas de 500 ul y almacenaron a -70 °C, hasta la extraccion de ADN y la
realizacion de la PCR. Posteriormente el ADN fue almacenado a -20 °C para el resto del andlisis.
*El uso de las muestras humanas se hizo de acuerdo a los protocolos de bioética correspondientes.
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CEPA DE REFERENCIA: Secuencia completa de la cepa AD169 niumero de acceso
GenBank NC_00347.

CELULAS COMPETENTES: Escherichia coli (Top 10), cepa proporcionada por la
Dra. Aguilera-Herndndez Penélope del Laboratorio de Patologia Vascular del
Instituto Nacional de Neurologia y Neuropsiquiatria-SSA.

VECTOR DE CLONACION: pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega)

INICIADORES: 535 pb disefiados por la Dra. Ruiz-Tachiquin Martha-Eugenia.
Sintetizados en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Autbnoma de México.

SENTIDO: 5"-atc gaa aaa gaa gag cgc ag-3" (20 nucleotidos, Tm = 50°C, %GC =
45, PM = 6014 g/m, DO = 5485nm,
631-650 pb)

ANTISENTIDO: 5"-aag atg cgg tag atg tcg tt-3" (20 nucleodtidos, Tm = 50°C, %GC
= 45, PM = 6206 g/m, DO =
4419nm, 116-135 pb)

CONTROLES PARA LA PCR: control positivo, control negativo, control interno y
control no relacionado.

1. Control positivo: Clona CMVH-535
2. Control negativo: Sin ADN (1 pl de agua desionizada)
3. Control interno: Amplificado de 205 pb del gen B-actina (gen constitutivo)

SENTIDO: 5’-ctc aag ttg ggg gac aaa aa-3" (20 nucle6tidos, Tm = 50°C, %GC
45, PM = 6194, DO = 4137.

ANTISENTIDO: 5"atc cta cta aaa gcc acc cca ct-3° (20 nucleotidos, Tm = 52°C,
%GC = 50, PM = 5975, DO
= 4726.

4. Control no relacionado: ADN de leucocitos.
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EQUIPO

= Centrifuga con capacidad de 23,000 g.

= Agitador térmico Eppendorf®, modelo 22331.

= Campana de Seguridad Biologica Grado II.

= Campana de extraccion para la preparacion de la mezcla de la PCR.

= Termociclador de gradiente (Biométra modelo: T-GRADIENT thermoblock,
Alemania).

= Analizador de imagenes SYNGENE® (A division of synoptics LTD). Modelo: Gene
Genius, Beacon House, Nuffield Road Cambridge, CBA 1TF, UK.

= Concentrador Eppendorf®.

= Vortex.

NOTA: Se limpio la Campana de Seguridad Biologica Grado Il y el material con alcohol al 70%, antes
de colocarlo dentro de ella y se irradié con luz UV por 15 min. IMPORTANTE: en la campana de
preparacion de la mezcla de la PCR no se introdujo muestra clinicas (no ADN, ni ARN).

MATERIAL DESECHABLE

= Gradillas para tubos Eppendorf

= Tubos Eppendorfde 1.5y 2 ml

= Micropipetas de 10, 20, 100, 200 y 1000 pl
= Puntas con filtro de 10, 100, 200 y 1000 pl
= Tubos de recoleccion 2 ml

= Tubos para la PCR Eppendorf de 25 pl

= Guantes y gasas estériles

= Recipiente para desecho

NOTA: El material desechable se ocupo de acuerdo a los métodos. En el caso de la extraccion de
ADN el material que se ocupo fue de la marca QIAGEN. Dos tipos de columna QlAamp Spin
Columnas (purificacién del producto amplificado) y QIAquick Spin Columnas (purificacion de la
reaccion de secuenciacion). Todo el material utilizado libre de DNasas y en todos los procedimientos
Se uso estrictamente bata y guantes.
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3.-

PROTOCOLOS

Kit QIAamp® UltraSens™ Virus kit (QIAGEN)

3.1. Prétocolo para la extraccion de ADN

UltraSens™ Virus kit (QIAGEN)

de CMVH usando QIlAamp®

1. Tomar 1 ml de plasma en un tubo Eppendorf de 2
ml, si no se completa adicionar 1 ml de solucién 1 mide suero o plasma
amortiguadora de fosfatos salinos (phosphate-
buffered saline, PBS) hasta completar 1 ml.
2. Adicionar 800 ul de Buffer AC en la superficie del l
suero y 5.6 ul del acarreador de RNA en la tapa
del tubo. Lisis de la
3. Cerrar el tubo Eppendorf y mezclar primero por muestra
inversion y luego con vértex durante 10 seg.
4. Incubar 10 min a temperatura ambiente (TA).
5. Centrifugar a 9000 x g por 3 min. ‘T
6. Decantar el sobrenadante. . .
7. Resuspender la pastilla con 300 pl de buffer AR Uni6n del acido
precalentado a 60°C. nucleico a la
8. Adicionar 20 pl de proteinasa K. columna
9. Incubar a 40°C por 10 min con agitacion maxima.
10. Centrifugar brevemente. .T
11. Adicionar 300 pl de buffer AB, mezclar con vortex
y centrifugar brevemente.
12. Colocar una columna dentro de un tubo Eppendorf
de 2 ml y adicionarle a esta 700 pl del lisado Unién del DNA
(obtenido en el paso anterior). viral
13. Centrifugar a 4000 x g por 1 min.
14. Retirar la columna del tubo y eliminar los residuos. -T'
15. Colocar la columna en un tubo Eppendorf limpio
de 2 ml.
16. Adicionar a la columna 500 pl de buffer AW1. I&Z\/Igdn?eymsber(;iio
17. Centrifugar a 6000 x g por 1 min. de silica
18. Retirar la columna del tubo y eliminar los residuos.
19. Colocar la columna en un tubo Eppendorf limpio
de 2 ml. -'I-
20. Adicionar a la columna 500 pl de buffer AW2.
21. Centrifugar a 16,000 x g por 5 min. L,
22. Colocar la columna en un tubo limpio Eppendorf Elusion de ADN
eliminando los residuos del tubo. viral
23. Eluir el ADN con 50 pl de agua-DEPC.
24. Incubar 5 min a TA.
25. Centrifugar a 6000 x g por 1 min.

Figura 11. Diagrama del prétocolo para
la purificacion del ADN viral. Tomada
del QlAamp UltraSens Virus Handbook
01/2003, pag. 10

26. Eluir nuevamente adicionando 30 ul de agua
inyectable.

27. Incubar 5 min a TA.

28. Centrifugar a 6000 x g por 1 min.
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REACTIVOS

= Etanol al 70%

= Buffer AC; Buffer de lisis (contiene isopropanol)
= Buffer AR (contiene hidroclorato de guanidina)
= Buffer AB (concentrado)

= Buffer AW1 (contiene hidroclorato de guanidina)
= Buffer AW2 (contiene Etanol)

= Proteinasa K

= Acarreador de ARN

= Agua libre de DNasas y RNasas

NOTA: Los reactivos se almacenaron a temperatura ambiente del5 a 25 °C hasta por 12 meses,
excepto la Poteinasa K que se almaceno de 2 a 8°C y el acarreador ARN a -20°C, que son estables
por afio.

Con la siguiente formula se calcula la velocidad de centrifugacion requerida para el
procedimiento de los protocolos.

Donde:

g = 11.18 x r x (rppm/1000)? g = fuerza relativa de centrifuga
rpm = revoluciones por minuto
r = radio del rotor en centimetros

QIAquick® gel Extraction kit (QIAGEN)

3.2. Protocolo para la purificacion del producto de la PCR a partir de gel de

o b~ w

© 0 ~NO®

agarosa usando el QIAquick® Gel Extraction kit (QIAGEN)

. Cortar la banda del gel de agarosa, pesarla y colocarla en un tubo Eppendorf de

1.5 ml.

. Adicionar 3 volumenes de Buffer QG con respecto al peso del fragmento de

agarosa.

. Incubar a 56°C por 10 min con agitacion constante.
. Adicionar un volumen de isopropanol.
. Transferir la solucién a la columna con silica gel y centrifugar a 10,000 rpm por 1

min.

. Adicionar 500 pul Buffer QG y centrifugar a 10,000 rpm por 1 min.
. Adicionar 750 pl de Buffer PE y centrifugar 10,000 rpm por 1 min.
. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 min para eliminar el exceso de etanol.

. Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

10. El producto de PCR se eluye con 50 pl de Buffer EB.
11. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 min.
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REACTIVOS

= Buffer QG* (contiene tiocianato de guanidina)
= Buffer PE (concentrado, no contiene etanol, hay que agregéarselo)

= Buffer EB
= Isopropanol

pGEMP®-T Easy Vector Systems (Promega)

Xmn | 2000
: o fae | -
seat e ‘\JD? T+ 1 start
1 ori Apal 14
Aat 20
Sph | 26
BstZ | |
Amp’ ] Moo | a7
pﬁ EM=-T Easlj' lacT 555‘?2 | 43
Veclor T T Mot | 43
Spea | 54
EcoR | 70
Nt | 77
BsitZ | 7
. st | gg
ori Zall a0
Mk | a7
Bac | 100
Bstx | 118
Nsi |l 127
144
T SPG
pGEME.T Easy Vector Sequence reference points:
T7 RMA Polymerase transcription initiation site 1
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 141
T7 RMA Polymerase promoter (17 to +3) 2085-3
SP6 RNA Polymerase promater (—17 to +3) 139158
multiple cloning region 10-128
facZ start codon 180
{3Cc operon sequences 2B36-2096, 166-395
lac operator 200-216
p-lactamase coding region 1337-2197
phage f1 region 2380-2835
binding site of pUC/M13 Forward Sequencing Primer 2996-2472
binding site of pUC/M13 Reverse Sequencing Primer 176-182

Figura 12. Mapa circular pGEM®-Easy Vector y los puntos de referencia
de la secuencia. Tomado de: instructivo de © 2000, 20005 Promega

Corporation, Printed in USA. Revised 12/05

* contiene sales caotropicas las cuales son muy irritantes, se tomaron las medidas de seguridad apropiadas para
su manejo en el laboratorio.
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REACTIVOS

= pGEM®-T Easy Vector

= Control ADN inserto

= T4 ADN ligasa

= 2x Buffer de ligacion rapida, T4 ADN ligasa

Nota: los reactivos se almacenaron a -15° ¢ -25°C

3.3. Prétocolo para la clonacién de ADN-CMVH 535 pb usando el pGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega)

a) Ligacion usando el Buffer de ligacion rapida 2x.

1. Centrifugar brevemente pGEM®-T Easy Vector y colocar el control de ADN en el
fondo del tubo colector.

2. Colocar la reaccion de ligacion en un tubo Eppendorf. Antes de usar, agitar
vigorosamente el Buffer de ligacion rapida 2x con vortex. Usar 0.5 ml de ADN en
los tubos.

3. Resuspender con pipeta la mezcla de reaccién. Incubar la reaccion por 1 h a TA.
Colocar la reaccion a 4°C para obtener un nimero maximo de transformantes.

b) Transformacion con la cepa Top 10 de alta eficiencia en células competentes.

Reactivos Estandar Control |[Control de

de reaccion | positivo fondo

2x Buffer de ligacion rapida, T4 5ul 5ul 5ul

DNA ligasa

pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1l 1 pl 1l

Producto de la PCR P e

Inserto de ADN para el control | = -------- 2ul | -

Ligasa ADN T4 (3 U/ul) 1l 1l 1l

Agua desionizada para completar Xl X ul Xl

un volumen final de 10 pl

Tabla 3. Se realizo la mezcla de reactivos para la reaccién y llevarse a cabo la
clonacion.
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PROTOCOLO PARA LA CLONACION

Preparar el medio de cultivo en
LB/ampicilina

Centrifugar la reaccion de ligacion brevemente.
Adicionar 2 ul de reaccion de ligacién a cada tubo
estéril de 1.5 ml colocados previamente en hielo.
Preparar un tubo de control con 0.1 ng de
plasmido.

Colocar las células competentes cepa Top 10 de
alta eficiencia en bafio de hielo hasta
descongelarse por 5 min. Colocar la mezcla de
reaccion de células en un tubo suavemente.
Transferir 50 pl de células para la reaccién de
ligacion en los tubos que se prepararon en el
paso 2.

Usar 100 ul de células para el tubo de control de
ADN entero. Golpear suavemente los tubos e
incubar por 20 min en hielo.

Calentar y agitar las células por 45 seg en un
bafio de agua a 42°C. NO AGITAR.
Inmediatamente regresar los tubos al hielo por 2
min.

Adicionar 950 ul del medio SOC a temperatura
ambiente a la transformacion de la reaccion de
ligacion y 900 pl al tubo de control del ADN.
Incubar por 1.5 h a 37°C con agitacion constante
(150 rpm).

Colocar 100 pl de cada transformacion dentro de
cada placa, por duplicado LB/amplicilina. Para el
control del ADN, es recomendado una dilucién
1:10 con SOC.

Incubar la placa 37°C. seleccionar las colonias
blancas.

placas

% LIGACION

X
CELULAS COMPETENTES

L !

.l,

TRANSFORMACION

REVISION DE LA PLACA

L

EXTRACCION DE DNA

Figura 13. Protocolo para clonacion
del producto de CMVH-535. EI
producto de la ligacién se incubd
con las células competentes de la
cepa Top 10 de E coli, para realizar
la transformacién, se sembraron en
una placa de agar LB/ampicilina y
se revis6 el crecimiento. A partir de
las colonias blancas se hizo la
extraccion de ADN. Tomado de: ©
2000, 20005 Promega Corporation,
Printed in USA. Revised 12/05
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Big Dye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems, ABI). Secuenciador

automatico 3100 (ABI)

3.4. Protoloco para la secuenciacion del producto clonado de CMVH-535 pb.
Big Dye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems)

Molde de la PCR*

Protocolo para la purificacion del fragmento de la PCR por filtracion

. Debe haber entre 40 a 60 pl de muestra.
. Adicionar agua desionizada a la columna.

OCoOoO~NOOUIPAWDNPE

0.001 mg/ml, visualizar con luz ultravioleta.

Cuantificacion de ADN

Cuantificar la cantidad de ADN purificado midiendo su absorbancia a 260 nm.

Preparacion de lareaccién de secuenciacion

Preparacion de la mezcla de reaccion

. Ensamblar las columnas centricon -100 siguiendo las instrucciones del fabricante.
. Colocar 2 ml de agua desionizada dentro de las columnas.

. Adicionar a la columna las muestras completas.

. Centrifugar las columnas a 3000 x g por 10 min.

. Remover el residuo del recipiente y agregar la recoleccion viral.
. Invertir la columna y centrifugar a 270 x g por 2 min y colectar la muestra.

. Observar el fragmento purificado en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con BrEt

1. Para cada reaccion, afiadir los siguientes reactivos a los tubos por separado.

Reactivos Cantidades
Mezcla de reaccion de lectura 8.0 ul
Terminador | —emeeeee-
Templado 50 - 100 ng
Una - cadena 200 - 500 ng
Doble - cadena 30 - 90 ng
ADN productos de la PCR 3.2 pmol
Iniciador™ (sentido 6 antisentido) cbp
Agua Desionizada

Volumen total 20 ul

Tabla 4. Mezcla de reactivos para la reaccion de

secuenciacion

2. Mezclar bien y centrifugar brevemente

* Se purifico la reaccion, para no presentar ninguna interferencia en la reaccion de secuenciacion.

** Por cada reaccién de secuenciacion se coloco un iniciador (sentido ¢ antisentido); cbp.
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Ciclos de secuenciacion

1. Colocar los tubos en el termociclador con un volumen final de 20 pl.
2. Repetir el programa por 25 veces (ciclos).

Programa

96°C / 10 seg.
50°C / 5seq.
60°C / 4 min.

Tabla 5. Programa a seguir para llevar a cabo
la reaccién de secuenciacion.

3. El termociclador (Biométra) cambia la temperatura 1°C por segundo.
4. Programar el termociclador a 4°C por tiempo indefinido.
5. Centrifugar el contenido del tubo en una microcentrifuga.

IMPORTANTE: Las columnas se centrifugaron de 325 a 730 x g para obtener un mejor resultado.

Purificacion de la reaccién de secuenciacion

Purificacién de reaccion de secuenciacion con columnas de Dye Ex (QIAGEN)

. Resuspender suavemente la columna.

. Aflojar la tapa de la columna.

. Cortar la parte final de la columna en un tubo colector y centrifugar a 3000 rpm
por 3 min.

. Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

. Transferir la reaccion de secuenciacion a la columna.

. Centrifugar a 3000 rpm por 3 min, quitar los residuos del tubo colector.

. Conservar el eluido, el cual contiene la reaccién de secuenciacion purificada.

wWN P
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Concentracion de la reacciones de secuenciacion

Las muestras se colocaron en el concentrador y se liofilizaron con vacio y calor 45°C
por 20 min.
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3.5. ALINEAMIENTO DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACION

Protocolo para el alineamiento de los iniciadores del producto de CMVH-535
pb con la secuencia de referencia

El alineamiento se llevé a cabo con los resultados de las dos reacciones de
secuenciacion (sentido y antisentido), resultados emitidos por el corrimiento
electroforético en el secuenciador automatico 3100 (ABI), donde el color de cada

banda corresponde al dideoxinucléotido 3" terminal de ese fragmento.

A OWNPRF

535 pb el programa analizo y emitié un resultado.

3.6. ESTANDARIZACION DEL METODO DE LA PCR

Para el analisis se llevd a cabo una serie de curvas experimentales donde se
hicieron variaciones en las concentraciones de reactivos y temperatura de

. Los resultados de las reacciones se capturaron en el CPU.
. Se abrio el Software Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
. Se eligio la funcion de alineamiento.
. Se proporcionaron los datos adecuados para el alineamiento, secuencia patron
AD169 del GenBank con numero de acceso NC 00347, las secuencias obtenidas
a partir de los iniciador sentido y antisentido, y la secuencia de la clona CMVH-

alineamiento.

Curva de Curva de Curva de Curva de copias de

MgCl, iniciadores Temperatura de ADN de CMVH/mI de
alineamiento (Tm) plasma

4.5 mM 30 pmol 48°C 300,000 copias/ml

3.5 mM 20 pmol 46°C 30,000 copias/ml

2.5 mM 15 pmol 44°C 3,000 copias/ml
1.5mM 10 pmol 42°C 300 copias/ml
1.0 mM 40°C 30 copias/m

0.5 mM 3 copias/ml

Tabla 6. Variacion de reactivos y temperatura de alineamiento para
estandarizar el método de la PCR.

3.6.1. Preparacion de la curva estandar de 300,000 a 3 de ADN de CMVH/ml de

plasma

La concentracion de
espectrofotometria.

INICIAL = 0.22 pg/ml.

la alicuota

El ADN plasmidico para cada reaccion de la PCR es

inicial de ADN molde se determiné por

de 5 pl.
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Paso 1. Masa de una molécula de plasmido (plasmido + inserto)

m

[ nJ[‘I.DQEE-M

a
bp _

Donde:

n = tamafio del genoma (pb)

m = masa (g)
e-21=x10*

Masa de una molécula de plasmido = [3,550 pb] [1.096 e-21 g/ph] = 3.8908 e % g

m = 3.8908 e 8¢

Paso 2. Calcular la masa del plasmido.

Paso 3. Calculo de la concentracion del ADN plasmidico necesario para conseguir el
numero de copias del inserto. Se divide la masa necesaria (calculada en el paso 2)
entre el volumen que se pipetea en cada reaccion de la PCR.

[3.8908 e *8g/copias] [300,000 coptas] = 1.1672 e 2 g

Copias de ADN de Masa de una Masa de ADN

No. CMVH/mI de molécula de plasmidico (g)
plasma (copias/ml) plasmido (g)

1 300,000 3.8908 e 1° 1.1672 e12

2 30,000 3.8008 e 1® 1.1672 13

3 3,000 3.8008 e 1® 1.1672 e

4 300 3.8008 e 1® 1.1672 e

5 30 3.8908 ¢ 18 1.1672 e*°

6 3 3.8908 e 18 1.1672 e’

Tabla 7. Calculos para obtener la masa del plasmido.

No. | Copias de ADN de masa de ADN pl por Concentracion
CMVH/mI de plasma | plasmidico (g) | reaccion de final de ADN
(copias/ml) la PCR plasmidico ( g/ ul)

1 300,000 1.1672 e 5 pl 2.3344 e "
2 30,000 1.1672 ™ 5 pl 2.3344 e
3 3,000 1.1672 ™ 5 pl 2.3344 e
4 300 1.1672 ™ 5 pl 2.3344 ¢ °
5 30 1.1672 e*° 5 ul 2.3344 e "'
6 3 1.1672 ™' 5 pl 2.3344 *°

Tabla 8. Concentracion final del ADN plasmidico.
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Paso 4. Preparacion de diluciones seriadas de ADN plasmidico. Se realizaron a
partir de una concentracion inicial de 0.22 pg/ml.

CiVi1=CaVs

Diluciéon 2.5
[0.22 e " gipf] [V41] = [2.3344 e ™ ghut] [100 pl] V1=10 pl
Dilucién 3

[Va] = [2.3344 e™ g#] [100 pi] Vi=11.672 pl
[2e7 glph

Volumen del diluyente = 100 pl — 11.672 ul = 88.328 pl (diluyente, agua estéril libre
de nucleasas).

Fuente de ADN | Concentracién| Volumen Volumen | Volumen | Concentracion No. de copias
No. plasmidico inicial de ADN del final (ul) final (g/ul) de ADN de
Dilucién paralas (g/ul) plasmidico | diluyente CMVH/ml de la
diluciones C, (W)) (ul) V, C, secuencia (5 pl)
A
1 Stock 0.22e® 10 990 1000 022e7® N/A
2 Dilucion 1 0.22e7® 10 990 1000 022e ™ N/A
3 Dilucién 2 022 10 990 1000 0.22e ™ N/A
3.5 Dilucion 2.5 0.22e 10 90 100 0.22e° N/A
4 Dilucion 3 0.22e* 11.6 88.3 100 2.3344e " 300,000
5 Dilucion 4 2.3344e 3 27 30 2.3344e ™ 30,000
6 Dilucién 5 2.3344 e 3 27 30 2.3344e 7 3,000
7 Dilucién 6 2.3344e 3 27 30 2.3344 e ° 300
8 Dilucion 7 2.3344e 7 3 27 30 2.3344e 30
9 Dilucion 8 2.3344e° 3 27 30 2.3344e 3

Tabla 9. Concentraciones y volumenes finales para llevar a cabo la curva de 300,000 a
3 copias de ADN e CMVH/ml de plasma.
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3.6.2. Programa para la estandarizacion

ADN molde: Para la estandarizacion de la PCR se utilizO como molde el producto
clonado en el vector pGEM® - T Easy Vector Systems (Promega).

Reactivos Concentracion de Concentracién
la solucion madre final*
H.0 cbp cpb
Buffer PCR 10 x 1X
Mg Cl, 50 mM 2.5mM
dNTP’s 10 mM 0.8 mM c/u
Iniciadores:
Sentido 4.39 pmol 20 pmol
Antisentido 4.39 pmol 20 pmol
Tag Polimerasa 5U/ul 2U
ADN molde 1 pl 1l
Vol. Total 30 pl

Tabla 10. Concentraciones finales para la estandarizacién del
método de la PCR. Nota: las concentraciones finales de los reactivos
varearon de acuerdo al experimento

3.6.3. Condiciones de amplificacion para la PCR
Programa

95°C /3 min
Desnaturalizacion 95°C /1 min
Alineamiento 40°C /1 min Repetir 35 6 40 ciclos
Extension 72°C /1 min Termociclador Biométra

72 °C/ 7 min

3.7. VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

La visualizacion de los productos amplificados, se realiz6 mediante un corrimiento
electroforético en un gel de agarosa entre 1.0 al 2.0% tefido con BrEt a una
concentracién de 0.001 mg/ml, en una camara horizontal (Bio Rad®, Horizon® 58,
USA). Observandose en el transiluminador de luz ultravioleta (SYNGENE®, USA). La
cantidad de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de amplificacién. El

producto de amplificacion del gen UL83 fue de 535 pb.
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VI. RESULTADOS
1. AMPLIFICACION DE ADN DE CMVH-535 pb DEL GEN UL83 (pp65)

La amplificacién del fragmento del gen UL83 (pp65) de CMVH-535 pb se realiz6 con
el juego de iniciadores disefiados por la Dra. en C. Ruiz-Tachiquin Martha-Eugenia.
La amplificacion se ilustra en el gel de agarosa al 1.5% con BrEt 0.01 mg/ml (Figura
14). Las condiciones de la PCR para esta amplificacion fueron, Buffer PCR 1Xx,
dNTP’s 0.8 mM c/u, MgCl, 2.5 mM, iniciadores (sentido y antisentido), se partié de
una concentracion inicial de 4.39 pmol/ul, utilizando la cantidad final de 20 pmol, Taq
ADN polimerasa 2 Uy 1 ug de ADN de la muestra (CV1 273,000 copias/ml), en un
volumen final de 30 pl por cada reaccién. El experimento se realizé6 con Amplificasa®
(BIOGENICA), con Ty de 50°C con 35 ciclos. Como control negativo se utilizaron
muestras IgG-CMVH e IgM-CMVH negativas y como control interno se amplificé 205
pb del gen B-actina (gen constitutivo), con una concentracién inicial 25 pmol/pl
utilizando solo 25 pmol con las mismas caracteristicas de amplificacion. En el
experimento se incluyeron los dos juegos de iniciadores para una misma reaccion.

En la figura 14 se amplificé el fragmento 535 pb del gen UL83 (pp65) de CMVH
y 205 pb del gen B-actina, los 535 pb amplificaron de la muestra con carga viral de
273,000 copias de ADN de CMVH/ml de plasma y las demas muestras no
amplificaron la region, posiblemente debido a la baja carga viral que presentaron. La
banda correspondiente al producto amplificado se corto del gel de agarosa y se
purifico con el kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN). Esta muestra fue clonada con
en el vector pGEM®-T Easy Vector Systems (promega), finalmente con la clona se
estandariz6 el método de la PCR.

2 3 4 5 6

' 4

— -
= Wi

600 pb

500 pb 535 pb

.. o

- L

-

|

|

Figura 14. Amplificacion de ADN-CMVH-535 pb —flecha roja-y de 8 actina —flecha
azul- .1) marcador 100 pb, 2) muestra IgM (+) 10 pyl ADN, 3) muestra con CV1
273,000 copias de ADN del CMVH/ml, 4) muestra IgM-CMVH positivas, muestras
IgG-CMVH e IgM-CMVH negativas (carriles 5 y 6). Carril 3 se observo el
amplificado de CMVH-535 pb, banda intensa, debido a la cantidad de ADN del
CMVH/mI amplificado. 47



2. AMPLIFICACION DE ADN DE CMVH-535 pb A PARTIR DE UNA CLONA

Se realiz6 el protocolo de clonacion del producto purificado de ADN del CMVH-535
pb, usando células competentes de E coli (Top 10) con pGEM® T Easy Vector
Systems (Promega). Se extrajo el ADN de las células y se amplificd, para verificar
que se realizé correctamente la clonacién. Figura 15.

1 2 3

S il 1000 pb-100 ng
s [ 700 pb-70 ng

535 pb
- W= 500 pb-50 g
— 200 pb-20 ng
100 pb-10 ng

Figura 15. Amplificacion de ADN de CMVH-535 pb a partir de una clonas. En el
gel de agarosa al 2.0% con BrEt 0.01 mg/ml. Carriles 1) producto purificado de la
clona del CMVH-535 pb, 2) control negativo s/ADN, 3) marcador pb y masa (Bio
Rad 2.5 pl). La concentraciéon del producto se determind por densitometria
utilizando la herramienta del analizador de imagenes Syngene. Carril 1. Producto
CMVH-535 pb con una masa de 20.66 ng.

3. PCR DE SECUENCIACION

Se realizo la reaccion de secuenciacion utilizando Big Dye Terminator version 3.1
(Applied Biosystems, ABI) y el secuenciador automatico 3100 (ABI). Se colocé el
iniciador sentido en una reaccidén y el antisentido en otra para verificar tanto la
direccién 5°-3’como 3°-5". Utilizandose 400 ng (~40 pl) de ADN plasmidico.

Para cada reaccion de secuenciacion se utilizaron 3.2 pmol/pl de cada iniciador
y 3.0 yl de mezcla maestra (Buffer PCR 1x, MgCl, 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, Taq
Polimerasa 2 U), en un volumen final de 20 pl.

La reaccion de secuenciacion se llevd a cabo para obtener el orden de las
bases puricas y pirimidicas del producto amplificado y con ello se asegur6 que fuese
la region de interés. Con las secuencias obtenidas se hizo el alineamiento con la
cepa patron AD169 (GenBank NC_00347), mediante la herramienta de acceso
gratuito en la red Multaling (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
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3.1. Electroferogramas de las secuencias sentido y antisentido

A) Secuenciacion sentido CMVH-535 pb

2 Applied

\DP CMN-TCE-F8 Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025

Biosystems CMV-TCE-F8 Mar 01,2008 12:21AM, PST

S/N G:105 A:26 T:35 C:51 KB_3100_POP6_BDTv3.mob Mar 01,2008 12:.57AM, PST

KB.bcp Pts 715 to 9100 Pk1 Loc:715 Spacing:16.96 Pts/Panel1500

KB 1.1.1 Cap:8 Version 5.1.1 HIiSQV Bases: 461 HILDA VALDEZ Plate Name: PLATE124
(G CCG TCCAG G1AG G GC GGG GGAT G " GG CCG G G

GACCCTG GTRG GGG G GCCGG < GGG CGG GGTG GTG GAT

G GTGG Gcece
1 217

GCGGGG

ZCTC GTCGGTG c
133 145 157

ool A

13

AN NN AN AMecian o . O S, —
505 .
e anad o Ei iﬁiﬁ P N - Electropherogram Data Page 1of 1
B) Secuenciacion antisentido CMVH-535 pb

Applied CMV-T - .
Biosystems V-TCE-R8 Inst Model/Name 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
CMV-TCF-R8 Mar 01,2008 12:21AM, PST
S/N G:116 A:47 T:35 C.75 KB_3100_POP6_BDTv3.mob Mar 01,2008 12:57AM, PST
KB.becp Pts 723 to 9150 Pk1 Loc:723 Spacing:16.77 Pts/Panel1500

KB 1.1.1 Cap:10 Version 5.1.1 HISQV Bases: 489 HILDA VALDEZ Plate Name: PLATE 124

s X
Printed on: Wed Mar 01,2006 12:48PM, PST Electropherogram Data Page 1.of 1

Figura 16. Secuencias obtenidas de clonas de CMVH-535 pb A) secuencia sentido. B) secuencia
antisentido. [Big Dye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems, ABI). Secuenciador automatico
3100 (ABI)].
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3.2. ALINEAMIENTO DE LOS INICIADORES Y LA SECUENCIAS OBTENIDAS
A PARTIR DE LA CLONA CON LA SECUENCIA PATRON

-
1%1 200
CMVDAL169 TTCGGCGAAG ATGCGGTAG. ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAATTCCTGG
CMVsS535  _ . _ - L C o m e e e e e e e e e e e e e == GG CGTCC. . _AG AGACTCCTGG
CMvas535 ... ... TAAG ATGCGGTAGG ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAACTCCTGG
SENTIEIDO . _ L L L L L o m o o e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e e == =
ANTISENTIDO  _ _____._ AAG ATGCGGTAG. ATGTCGTT . - _ L C o m o m e mm e e e e e e 2 =
Consensus . ... ... aag atgcggtag. atgtcgtt._ _ . _ _ _ . ___ .. oo -
201 250
CMVDAL169 TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGGTTGCG
CMVs535 TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG
CMvas35 TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG
SENTIEIDO . _ L L L L L o m o e e d e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e == =
ANTEISENTEIDO - C L L L o C o m f e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = e e m = =
CONSEeNSUS - - - o o o o mmt d e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e e e =
251 300
CMVDAL169 GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT
CMvas35 GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT
CMVs535 GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT
B N R 5 T
ANTEISENTEIDO L C L L L L C o e o e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e == =
CONSEeNSUS . - - & o o o m mh d e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =
301 350
CMVDAL169 GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG
CMvas35 GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG
CMVs535 GGATTTCGTT GTCGCAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG
SENTEIDO L L L L L L o o o o d o e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
ANTIEISENTIEIDO . - _ _ _ _ L L L L L o o o o m d e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = -
CONSENSUS - - m o 0 0 0 mm mmd e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o -
351 400
CMVDAL169 GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCAcCcGcecceaT
CMvas35 GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCGeaceeaT
CMVs535 GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCaGeaceeaT
B =l N R 5 T
ANTEISENTEIDO . - - L L - L L L L o o e m o m e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
CONSEeNSUS - - - o o o o mm it d e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =
401 450
CMVDAL169 CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGcccea
CMvas35 CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGcecccea
CMVs535 CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAG.cGcecceccea
SENTEIDO - - L L L L L L L L o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
ANTEISENTIEIDO  _ L C L L L L C o m f e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
CONSEeNSUS - - - o o o o m et dm e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e e e =
451 500
CMVDAL169 CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A_CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC
CMvas535 CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A_CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC
CMVs535 CCATGGCGCC GCCGCCGGTG AACGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC
SENTEIDO . - L _ L L L L o o o o o m m e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
ANTEISENTIEIDO . - _ _ _ _ L L L L L o o o m d e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = -
CONSE@NSUS - - © o 0 o 0t md e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o -
501 550
CMVDAL169 GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT
CMvas535 GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT
CMVs535 GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT
SENTEIDO - - - L L L L L L L o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e ==
ANTEISENTEIDO . - - L L L L L o L o o d e e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
CONSEeNSUS - - - o o o o m et m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =
551 600
CMVDAL169 GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG
CMvas35 GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG
CMVs535 GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG
SENTEIDO L o o L L L L L o o e d o e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
ANTEISENTEIDO . - - L L L L L o L o o e o m e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
CONSEeNSUS - - - o o o o m m it m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e =
601 650
CMVDAL169 CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG
CMvas35 CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG
CMVs535 CCCTGGA_GC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG
SENTEIDO L o L L L L L o o o e o d o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
ANTEISENTEIDO L L L L L o o o m d e e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
CONSE@NSUS - - m o 0 o 0t mdd e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o -
651 700
CMVDAL169 CCCGCGCTGC AGCAGCAAGT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAGCcCACGG
CMvas535 CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAG. - - - - -
CMVs535 CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT TCTTT - - & o m o e e e e e e e e e e e e e e e e = =
SENTIDO  _ - . - - o0 o d e e e o e m o= - - - -ATCGAA AAAGAAGAGC GCAG. .. - .-
ANTEISENTIEIDO L C L L L L C o m f e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
ConsenNsus - - - . .- C 0ot dd e e e o - - - -atcgaa aaagaagagc gcadgd- - - - - -

Figura 17. Alineamiento de los oligonucleétidos y fragmento amplificado de CMVAD169: cepa
patrén, CMVa 535: antisentido. CMVs 535: sentido. Sentido: iniciador sentido. Antisentido:
iniciador antisentido.
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4. ESTANDARIZACION DE LA PCR

Con la estandarizacion del método se conocieron las condiciones especificas para
amplificar la regiéon de 535 pb gen UL83 (pp65) en muestras de pacientes con
sospecha de infeccién por CMVH. El resultado de las condiciones de la PCR fueron:
ADN plasmidico 1 pul, Buffer PCR 1x, MgCl; 0.5 mM, iniciadores 5 pmol c/u (sentido y
antisentido), Amplificasa® (BIOGENICA) 2.0 U y dNTP’s 0.8 mM c/u. Una etapa
inicial de desnaturalizacion de 95°C/3 min y 40 ciclos: 95°C/1 min, 40°C/1 min,
72°C/1 min, finalmente 72°C/7 min con 35 y 40 ciclos. Cada ensayo se realizé por
duplicado observandose reproducibilidad en el método.

Los resultados se observaron en gel de agarosa al 1.5% con BrEt 0.01 mg/ml
expuestos a luz UV en el analizador de imagenes Syngene®.

= Efecto de la concentracién de MgCl,

La concentracién de MgCl, que presento la menor cantidad de bandas inespecificas
fue 1.0 mM por los que considero para las siguientes curvas. Las condiciones de
amplificacion para la PCR fueron: ADN plasmidico 1 pl, concentracion final de Buffer
PCR 1x, MgCl, 50 mM (Tabla 11.), iniciadores con una concentracion inicial de 4.39
pmol/ul utilizando 20 pmol c/u, Platinum Tagq ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U y
dNTP’s 0.8 mM en un volumen final de 30 ul para cada muestra con 35 ciclos.

1 2 3 4 5 6 7 8
(]
’ -

obs [ % ENEPERES s

Figura 18. Efecto de la concentracién de MgCl, para amplificar 535 pb del gen
UL83 (pp65) de CMVH. Carriles 1) Marcador de ADN 100 pb (invitrogen), 2) 0.5
mM, 3) 1.0 mM, 4) 1.5 mM, 5) 2.5 mM, 6) 3.5 mM, 7) 4.5 mM, 8) Control negativo
s/ADN (Mezcla-PCR con 1.5 mM de MgCly).
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Nota: Para llegar a una concentracién de 50 mM se realizé una dilucién 1:5 con la que obtuvimos un
volumen que se podia medir, llegando a una concentracion final de 10 mM. Tabla 11

MgCl, | Volumen de Volumen Volumen
No. muestra (mM) MgCl, () de H,O (ul) final
2 0.5 1.5 12.7 14.2
3 1.0 3.0 11.2 14.2
4 1.5 4.5 9.7 14.2
5 2.5 7.5 6.7 14.2
6 3.5 10.5 3.7 14.2
7 4.5 13.5 07 14.2
(8) control 1.0 3.0 11.2 14.2
negativo

Tabla 11. Volimenes requeridos para obtener un volumen final de 10 pl de

& Efecto de la concentracién de los iniciadores

En la curva de concentracion de iniciadores no se observo diferencia entre ellas, ni
bandas inespecificas que interfieran en el método. Por lo tanto, se utilizé la menor
concentracion, 5.0 pmol. Las condiciones fueron: ADN plasmidico 1 pl,
concentracion final de Buffer PCR 1x, MgCl, 1.0 mM, Iniciadores 30-10 pmol c/u [(10
ul) Tabla 12], Amplificasa® (BIOGENICA) 2.0 U y dNTP’s 0.8 mM en un volumen final
de 30 u para cada muestra con 35 ciclos.

535 pb

Figura 19. Efecto de la concentracién de los iniciadores para la deteccion de ADN
de CMVH-535 pb del gen UL83 (pp65). Carriles 1) marcador ADN 100 pb, 2) 30
pmol, 3) 20 pmol, 4) 15 pmol, 5) 10 pmol,6) Control negativo s/ADN. (Mezcla de la
PCR con 10 pmol de iniciadores).
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Nota: La concentracion inicial de los iniciadores (sentido y antisentido) fue 4.39 pmol/pl y se utiliz6 la
cantidad de 30, 20, 15 y 10_ pmol) utilizando 10 pl para cada muestra ver. Tabla 12.

Iniciadores Volumen delos  Volumen de

No. muestra Sent y Anti iniciadores (ul) H,O (ul)
(pmol) Sent y Anti Sent y Anti

2 30 6.8y 6.8 3.2y3.2

3 20 45y45 55y55

4 15 34y34 6.6y 6.6

5 10 23y23 77y7.7

6 Control negativo 23y23 77y7.7

10

Tabla 12. Volimenes requeridos para obtener un volumen final de 10 pl de los
iniciadores sentido y antisentido para cada muestra.

& Efecto de la Temperatura de Alineamiento (Tw)

La Ty apropiada para la amplificacion de la region de 535 pb de ADN de CMVH fue
la que mostro la menor cantidad de bandas inespecificas (40°C). Las bandas
inespecificas influyen en la interpretacion de resultados. A mayor Ty, menor namero
de bandas inespecificas amplificadas, quedando sélo la banda especifica. Mismas
condiciones de amplificacion que el experimento anterior.

1 2 3 4 5 6 7

600 pb |

535 pb 535 pb

Figura 20. Efecto de la Ty en la amplificaciéon de ADN de CMVH-535 pb del gen
UL83 (pp65). Carriles: 1) marcador de ADN 100 pb, 2) 40°C, 3) 42°C, 4) 44°C, 5)
46°C, 6) 48°C, 7) Control negativo s/ADN con una Ty de 40°C. Carril 2 observo el
menor nimero de bandas inespecificas. Por lo que, ésta se sugiri6 para los demas
experimentos.
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& Determinacién del nimero minimo de copias de ADN de CMVH/mI de
plasma amplificadas con 35 ciclos

El nimero minimo de copias detectadas de ADN de CMVH-535 pb con 35 ciclos fue
de 3,000 como se muestra en la figura 21. Aunque, variablemente se observé hasta
300 (carril 5). Este ensayo se realizé con las condiciones ya estandarizadas (curvas
MgCly, iniciadores y Ty). Una Ty 40 °C, ADN plasmidico 1 pl, Buffer PCR 1x, MgCl;
1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, Amplificasa® (BIOGENICA) 2.0 U y dNTP’s 0.8 mM
en un volumen final de 30 pl por cada muestra.

e
600 pb | \{]

500 pb —.@

I535 pb

Figura 21. Niumero minimo de copias de ADN de CMVH/mI de plasma detectadas
mediante la PCR. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 300,000 copias, 3) 30,000
copias, 4) 3,000 copias, 5) 300 copias, 6) 30 copias, 7) 3 copias de ADN de CMVH/ml,
8) control positivo, ADN de la clona CMVH-535 pb 1pl (dil 1:10) y 9) control negativo,
sin ADN.

& Determinacién del namero minimo de copias de ADN de CMVH/ml de
plasma amplificadas con 40 ciclos

Aumentando a 40 ciclos se logro observar la banda correspondiente a 300 copias de
ADN de CMVH/mI de plasma con mayor intensidad. Aunque esté resultado fue
inconsistente. Si se incrementa el numero de ciclos, se logra hacer mas sensible el
método, pero no es recomendable aumentar mas de 45 ciclos, ya que los iniciadores
tienden a unirse a lugares inespecificos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

600 pb ‘
500 pb _ ——-@ . 535 pb

Figura 22. Numero minimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma detectadas
mediante la PCR. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 300,000 copias, 3) 30,000
copias, 4) 3,000 copias, 5) 300copias, 6) 30copias, 7) 3 copias de ADN de CMVH/ml
de plasma, 8) control positivo, ADN de la clona CMVH-535 pb 1pl (dil 1:10) y 9) control
negativo, sin ADN.
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5. AMPLIFICACION DE LA REGION DE 535 pb DEL GEN UL83 (pp65) DE CMVH
PARTIR DE MUESTRAS DE PLASMA HUMANO

Las condiciones estandarizadas se probaron con muestras de pacientes con carga
viral conocida consiguiendo amplificar la regién de 535 pb de CMVH. En la figura 23
se observo la amplificacion con variaciones en la intensidad de las bandas debido a
la cantidad de carga viral de cada muestra. En el carril 7 se observo la banda méas
intensa ya que la muestra empleada presento una carga viral de 273,000 copias de
ADN de CMVH/mI de plasma. A diferencia de las otras muestras que presentaron un
ndamero menor.

Las condiciones de amplificacion fueron, Ty 40°C, ADN plasmidico 10 pl (Tabla
13), Buffer PCR 1x, MgCl, 0.5 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP’s 0.8 mM, Platinum
Tag ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U en un volumen final de 30 pl para cada
muestra con 40 ciclos.

1 2 3 4 5 6 7 8

600 pb

500 pb 535 pb

I I il s

Figura 23. Amplificacién de ADN de CMVH-535 pb de muestras de pacientes con
estudio previo de Carga Viral. Carriles 1) Control negativo, sin ADN, 2) Marcador de
ADN 100 pb (2.5ul), 3) 15,100 copias, 4) 273,000 copias, 5) 1020 copias, 6) >100,000
copias, 7) 273,000 copias de ADN de CMV/ml (control positivo), 8) ADN de la clona
CMV-535pb, 1pl (dil. 1:10).

No. Muestras ( copias de ADN de
Muestra CMVH/mI de plasma) ADN (ul) H,O (ul)
3 15,100 4 6
4 273,000 2 8
5 1020 6 -
6 >100,000 3 7
7 273,000 control positivo 25 7.5
8 ADN de la clona de 1.0 9.0
CMVH-535 pb

Tabla 13. Se muestra el volumen de ADN y H,0 utilizados en la reaccion
de la PCR para tener un volumen final de 10 pl.
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6. AMPLIFICACION DE LA REGION 535 pb DE CMVH EN MUESTRAS IgG-CMVH
e IgM-CMVH NEGATIVAS Y CON CARGA VIRAL DETERMINADA

En la figura 24 se observo que la intensidad de la banda aumenta conforme lo hace
el numero de copias de ADN de CMVH/mI. En muestras negativas a IgG e IgM no se
observo la amplificacion de los CMVH-535 pb. El control positivo fue el amplificado
de la muestra con 273,000 copias de ADN de CMVH/ml.

Las condiciones de amplificacion fueron, Ty 40°C, ADN plasmidico 5 pl (Tabla
14), Buffer PCR 1x, MgCl, 1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP’s 0.8 mM, Platinum
Tag ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U en un volumen final de 30 pl para cada
muestra con 40 ciclos.

600 pb

535 pb
500 pb

.
—

Figura 24. Amplificacion de muestras con carga viral conocida y muestras IgG e
IgM negativas a CMVH. Carriles 1) Marcador de 100 pb, 2) Muestra 1 IgG e IgM,
3) Muestra 2 1gG e IgM, 4) Muestra 3 1gG e IgM negativas, 5) 15,100 copias, 6)
273,000 copias, 7) >100,000 copias de ADN de CMVH/ml, 8) Control negativo,

sin ADN.
No. Concentracién
Muestra Muestra de ADN ng/ul ADN (u) H,O (ul)
2 IgG e IgM (-) 487.5 2.0 3.0
3 IgG e IgM (-) 235 4.25 1.0
4 IgG e IgM (-) 315 3.17 1.83
5 15,100 copias CMVH/mI 330 4.0 1.0
6 273,000 copias CMVH/mI 600 2.0 3.0
7 >100,000 copias CMVH/mI 360 3.0 2.0
8 Control negatvo - e 5.0

Tabla 14. Se muestra las concentraciones y volimenes de ADN y H,O utilizados en la
reaccion de la PCR para tener un volumen final de 5 pl.
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7. AMPLIFICACION TESTIGO DEL GEN HUMANO B-ACTINA (GEN
CONSTITUTIVO)

Como control interno de la técnica se amplifico el gen humano B-actina (gen
constitutivo) para descartar que la falta de amplificacion de las muestras se debiera
a degradaciones de ADN o a los reactivos por si mismo. Obteniendo como resultado
la amplificacion el gen en todas las muestras como se observo en la figura 25.
Tomamos como parametro ésta amplificacién para demostrar que las condiciones
de amplificacion del método funcionaron de manera adecuada. Las muestras y
condiciones fueron las mismas que el experimento anterior.

1 2 3 4 5 6 7 8

600 pb
500 pb
400 pb

535 pb

300 pb 205 pb
200 pb

100 pb

Figura 25. Amplificacion del gen B-actina. Carriles 1) Marcador de 100 pb, 2)
Muestra 1 1gG e IgM, 3) Muestra 2 1gG e IgM, 4) Muestra 3 IgG e IgM
negativas, 5) 15,100 copias, 6) 273,000 copias, 7) >100,000 copias de ADN de
CMVH/m, 8) Control negativo, sin ADN.
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8. AMPLIFICACION DE ADN DEL GEN UL83 (pp65) EN MUESTRAS POSITIVAS
AL ANTIGENO pp65

Con las condiciones ya estandarizadas se analiz6 muestras reportadas como
positivas al antigeno pp65, de algunas de ellas se logré6 amplificar la region de 535
pb de CMVH, como se observo en la figura 26. En el carril 4 y 5 se observaron
bandas ligeramente tenues las cuales, demuestran que el método es especifico para
evidenciar la presencia del gen UL83 (pp65) en muestras con sospecha a infeccion
por CMVH.

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11

535 pb

Figura 26. PCR de muestras positivas al antigeno pp65. Carriles 1)
Marcador de ADN 100 pb, 2) 45 células CMV+/200,000, 3) 148 células
CMV+/200,000, 4) 71 células CMV+/gota directa, 5) 254 células
CMV+/200,000, 6) células CMV+ incontables, 7) 110 células
CMV+/200,000 leucocitos, 8) 110 células CMV+/200,000 leucocitos, 9)
Control positivo ADN de la clonaCMV-535pb (dil. 1:10), 10) Control
negativo no relacionado ADN de leucocitos, 11) Control negativo, sin
ADN.

En el ensayo de antigenemia el resultado es aceptable entre 10 y 250 células
CMV+/preparacion, mas alla de este limite superior resulta extremadamente dificil
realizar recuentos reproducibles y, por lo demas, tampoco es clinicamente
necesario, pueden servir valores de antigenemia de 20 células CMV+/10° leucocitos
en los transplantados de 6rgano(s) sélido(s) (quiza mas elevados en el transplante
cardiaco) y de 2-5 células CMV+/10° leucocitos en los transplantados alogénicos de
precursores hematopoyéticos.
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VII. DISCUSION

Debido a la amplia distribucién de la infeccion del CMVH en la poblacién general y a
la alta incidencia de infeccidbn en personas inmunosuprimidas, ha sido nuestro
interés desarrollar nuevas técnicas de deteccidn y monitoreo rapidas, precisas,
exactas, reproducibles y accesible para orientar adecuadamente el manejo de los
pacientes en riesgo. La antigenemia —pp65 es una de las técnicas que revelan la
presencia de infeccion por CMVH. Sin embargo, la interpretacién del operario puede
ser variable y subjetiva, proporcionando datos inexactos, dificiles de estandarizar,
tiempos largos de realizacién de la prueba, costos elevados debido a la utilizacion de
anticuerpos monoclonales y variaciones entre operarios y laboratorios, dificultando o
imposibilitando seguimientos y estudios competitivos. En contraste, nuestro método
resulto de facil estandarizacion, generé resultados reproducibles y accesibles tanto
técnica como econdmicamente. Nuestra prueba también redujo aproximadamente
de 3 a 4 h el tiempo entre la preparacion de la muestra y el procedimiento de la PCR
en comparacion con las 7 a 8 h de la prueba de antigenemia-pp65.

La técnica de antigenemia presenta dificultades particulares como es el
requerimiento de un numero elevado de leucocitos, y si el paciente presenta
leucopenia o bien el volumen de muestra disponible no es suficiente la prueba puede
fallar. También cada laboratorio debe establecer sus propios valores, a la luz de su
propia experiencia, que dependeran de su procedimiento técnico, asi como de las
caracteristicas del caso clinico particular a evaluar.

La prueba de la carga viral COBAS AMPLIOR CMV MONITOR™ Test, ensayo
in vitro de amplificacién de &cidos nucleicos que amplifican el ADN de CMVH. Esta
técnica cuantifica dentro de un rango de 600 a 100,000 copias de ADN de CMVH/ml.
Mientras que, con nuestro método, el nimero minimo de copias detectables fue de
3,000 con 35 ciclos de amplificaciéon y descendié hasta 300 copias de ADN de
CMVH/mI con 40 ciclos de amplificacion.

Las técnicas moleculares de amplificacion de acidos nucleicos como la PCR,
han demostrado mayor eficiencia ya que amplifican directamente la regién de
interés, mediante el uso de iniciadores especificos y con las condiciones optimas de
amplificacion. Como se ejemplificé en los experimentos anteriores.

Se partié de un grupo de muestras reportadas como IgM-CMVH positivas, IgM
e lgG-CMVH negativas y una con 273,000 copias de ADN de CMVH/ml de la cual se
amplificaron las regiones de 535 pb del gen UL83 y de 205 pb del gen humano [3-
actina como referencia. La muestra amplifico las dos regiones, mientras que las
muestras negativas solo amplifican los 205 pb del gen constitutivo de actina, lo que
indicé que la PCR funcion6 correctamente. Posteriormente, la banda del gel de
agarosa se corto, se purificé y secuencid, obteniéndose la secuencia de bases
especifica de los 535 pb de CMVH, la cual se aline6 con la secuencia de referencia
AD169 (Genbank NC-00347), con este experimento comprobamos que la region
amplificada fue la objetivo.
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A partir de esta clona se realiz6 la estandarizacion de la condiciones, buscando
fuesen las optimas, de no ser asi, principalmente los iniciadores no amplificarian la
region indicadora de la presencia el virus y se presentarian falsos positivos, no
dando datos exactos para el rapido diagnéstico del paciente.

Las condiciones idoneas fueron Ty 40°C, 1 ug de ADN, Buffer PCR 1x, MgCl,
1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP’s 0.8 mM, Platinum Tag ADN polimerasa
(Invitrogen) 2.0 U en 40 ciclos.

Con estas condiciones se realiz6 la curva de 300,000 a 300 copias de ADN de
CMVH/mI de plasma, obteniéndose como minimo 3,000 copias con 35 ciclos y 300
copias de ADN de CMVH/mI con 40 ciclos. Los resultados obtenidos fueron
reproducidos un minimo de tres veces

En los experimentos donde se amplificd la region de 535 pb de CMHV de
muestras con carga viral conocida se observaron bandas claras, aunque variables
en intensidad, posiblemente debido a las variaciones de carga viral de una muestra
respecto a la otra. Todos los experimentos realizados se ratificaron, amplificando
muestras IgM e 1IgG negativas a CMVH asi como evidenciado la amplificacion de la
region correspondiente del gen constitutivo, B-actina.

En la figura 26, donde se analizaron muestras reportadas con antigenemia-
pp65 positiva no se presentaron bandas claras al amplificar la region de CMVH-535
pb, esto posiblemente fue consecuencia de que la extraccién de ADN se realizd de
un volumen menor a 1 ml de plasma (menor a 500ul). Estas muestras fueron
utilizadas previamente para otras pruebas sin requerimiento de material libre de
DNAsas, quizas el ADN estaba parcialmente degradado en las muestras
proporcionadas.

Estas podrian ser las causas y explicaciones de la débil sefial en la mayoria de
las carriles de la figura 26, la amplificacion fue mas evidente en los carriles 4 y 6,
gue corresponden a muestras reportadas a gota directa (carril 4) y células
incontables (carril 6) en la prueba de antigenemia-pp65, lo que significa que las
muestras tenian un gran nimero de células CMV+.

No existe una cifra Unica que distinga entre dar o no tratamiento a un paciente,
la decision depende del déficit inmunologico del paciente, sea por inmunodeficiencia
(<100 CD4 en pacientes con VIH) o por inmunosupresion iatrogénica (pacientes
trasplantados en tratamiento) y de las condiciones clinicas. Se ha sefalado que si
existe un incremento de la carga viral plasmatica, aumentara la posibilidad de
desarrollar la enfermedad, pero no se tiene una cifra de corte hasta la fecha.

En pacientes con trasplante de organo(s) que se estan siguiendo en forma

preventiva, una carga viral de 5,000 copias de ADN de CMV/ml puede ser tomada
como positiva y consecutivamente iniciar un tratamiento preventivo.
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Las decisiones de tratamiento se toman con base a los datos clinicos y cada
vez mas también dependen de los datos del laboratorio. Por lo que el personal de
apoyo se ve comprometido a ofrecer, a los médicos y pacientes, pruebas
diagnosticas y de monitoreo que sean de la mayor utilidad. Y también que a los
técnicos de laboratorio que las realizan, no les consuma tiempo excesivo de su
jornada laboral. Las pruebas muy laboriosas son costosas, permiten atender pocos
pacientes y pueden introducir muchas fuentes de error. Las pruebas ideales
deberian ser tan rapidas, sencillas, reproducibles, exactas y econémicas como sea
posible. La metodologia desarrollada representa un gran avance en estos sentidos.
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VIIl. CONCLUSIONES

Nuestro método de deteccién molecular de pp65 de CMVH es una prueba ideal
para la deteccion tempana y de bajos niveles de CMVH en pacientes
inmunosuprimidos [pacientes con SIDA o transplante de organo(s)], antes de la
aparicion de sintomas, lo que permite instaurar una terapia antes de la reactivacion
clinica. Ademas es mas rapido, seguro y oportuno.

Con los resultados obtenidos en los experimentos logramos cumplir con las
expectativas: la deteccion de la regiéon de 535 pb del gen UL83 (pp65) de CMVH de
una muestra con carga viral conocida. La estandarizacién de las condiciones y la
determinacién del nimero minimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma
detectables con 35 y 40 ciclos y principalmente haber detectado el fragmento de 535
pb del gen UL83 para demostrar la presencia de CMVH en muestras reportadas
positivas al antigeno pp65 (antigenemia).

Nuestra prueba supera parte de los inconvenientes de una de las técnicas
utilizadas como referencia para la detecciéon de CMVH, que es la antigenemia-pp65,
que también puede monitorear el tratamiento antiviral, pero que también presenta
algunos inconvenientes, como sensibilidad y especificidad bajas asi como
respuestas falsas negativas con titulos virales bajos, etc.
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IX. PERSPECTIVAS

1.- Correlacién de la PCR contra Antigenemia

A partir de la estandarizacion de las condiciones de la PCR para la deteccion del
fragmento de 535 pb del gen UL83 de pp65 de CMVH en plasma humano podemos
hacer una correlacion entre la PCR y la antigenemia para determinar la sensibilidad,
precision, exactitud y reproducibilidad que existe entre una u otra.

Hacer difusion de las caracteristicas de la técnica para la deteccion de pp65, entre
los infectdlogos, médicos de transplantes y a quienes estén relacionados con
pacientes inmunosuprimidos, para facilitar un diagnostico oportuno para el paciente.

2.- PRC anidado

El realizar una PCR anidada, asociada a la PCR convencional, permitiria detectar
cantidades menores de copias de ADN de CMVH por mililitro de plasma. Ya que
esta técnica toma como molde el ADN resultado de la PCR convencional, con un
primer iniciador, y duplica la cantidad de ADN generado gracias a un nuevo iniciador
disefiado mas adentro de la secuencia originalmente amplificada

ADN total PCR externo 535 pb Iniciadores
— A—

PCR interno
<«— Molde

Nuevo iniciador
—>» 535 pb
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XI. ANEXOS
ANEXO 1.

Composicion de los marcos abiertos de lectura (ORF’s) del genoma de CMVH,
proteinas y caracteristicas.

_ Caracteristicas de las proteinas |
Hombre del gen Tamaiic (K-AUG) Familia del gen Producto del gen HC Comentarios {referencias)
JiL =309 = Regions in common with J1L and
J15
TALI 311 + - Identical to |IHL1
THL2 115 - Identical to IRL2
TAL3 114 + - gp? Identical to IRL3
THL4 — 170 [ba 7 transcript - [A") Identical to |IRL4
{38,181,513,516)
THLS 114 + - [A”) Identical to IRLS
THLE = 111 + = (4") Identical to IRLE
TAL7 — 82 + [B1.2 transcript —~ (A*) Identical to IRL7
THLS 129 + - {A*}) Identical to IRLS
TRLS 143 N (A"} Identical to IRLS
TAL1O 171 + - (A"} Identical to IRL10
TAL11 234 - RL11 - (A" gp? Identical to IRL11
TAL12 416 = RL11 - {A%) gp7? Identical to IRL12 (547
TRL13 147 + - (A") gp? Identical to IRL13 (547)
TRL14 186 + RL11 - (A") gp? M-terminal 35 codons
identical to IRL14 (547)
JL 224 + RL11 - (&) gp? (455,547)
uL2 — B0 + - [A) gp? (455,547)
uL3 +— 105 + - (&) (455,547
L4 152 + RL11 48 kd, gpUL4 (a) (17,86,221,455,547)
ULS 166 + AL11 - (&) gp? (455,547)
UL& 284 + AL11 (A) gp? (455,547)
UL7 222 + RAL11 (&) gp? (455,547)
ULa 122 + AL11 - (&) gp? (547)
uLe 228 + RAL11 - (&) gp? (547)
uL1Q 326 RL11 - (&) gp? (547)
ULi1 275+ RL11 - ap?
UL12 — T3+ - ap?
UL13 473 + - ap”?
UL14 343 + - gp?
UL1s — 322 -
UL1& 230 + aplUL16 - (a) (252)
UL17 104 + -
uL1a 368 + gplLia - (A) Similar to MHC class | (32,71,
89,116,150,318)
JLig 58 +
uL20 340 + (&) gp? Similar to T cell receptor y
{a1)
uLz21 — 175 « -
uL2z «— 128 - Highly hydrophobic
UL23 «— 342 Us22 -
UL24 — 358 + uszz L -
uLas G658 + UL25 virion? - (M) (26,636
ULZ26 +— 188 + virion? - (M} (28)
uLzy «— 608 + -
UL2g — 379 usaz =
UL2g —3B0 + ugaz2
UL30 — 121 +
L3 E594
ULa2 — 1048 + ppi150, ppUL32 - (M) (214,234,473
ULas 390 + TTM aplL33 ~ (4, E) Similarity to GCR (49,94,
347
UL34 504
L35 640 + UL2s
UL38 — 478 + us22 plLagics - (A, A, M7) Spliced (186,417,554}
L3z — 487 + golL37? - (A, A Spliced exons 1,2, & 3
(185,554)
L3751 = 163 + UL3Tx1, vMIA - (A) (185.554)
ULas =3 + =
ULas 124 =
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Continla

Caracteristicas de las proteinas

Hombre del gen Tamaiio del gen  Familia del Gen  Producto del gen HC Comentarios (referencias)
UL40 221 4 gpUL40 - (561) T
ULs — 141 -

UL42 — 125 + a {4) gp? (124,386)
UL43 — 423 + uszz - {a) (124,388)
UL44 — 433 + ICP36, p52, ppULdd - {D) DNA pol processivity factor
(20,312,412,591)
UL45 — 506 RA1 - (07
UL46 — 290 + mC-BP - (C) (177
UL47 982 - HMW-Dp, ppUL47 - (M, P) [26,227)
LiL48 2241 - HMWP, ppUL48 - {M, P} (63.227)
UL48.5 75 + SCP - {C) UL45/49 (26,75,178)
UL4g — 570 + virion? - M7
LS50 «— 387 + virian? - gp? (M7)
L5 — 157 + virion? - M, P7)
LLsz BEE = virion? + M, P7)
ULE3 376 + viricn? - M7
UL54 — 1242 + DMA Pal - (A} (20,24,106,261,287,412 485)
LS55 — 506 + gB - (E) Major envelope (66,118,515)
ULss — 850 + pULEE - gp? (M, P} {50,51,63,230)
ULs7 «— 1235 + ppULSY, ICP8, ssDNA BP - (A) (18,20,250.412 419)
oLyt
ULs8 124
LL5S — 123 +
ULED ~ 160
ULB1 431
LILG2 217
ULB3 129
ULE4 ~— 100 -
LGS 102 pPRB7, ppULES? - (M7 (125)
ULes — 114 —
L& — 113+ B ap?
ULes — 110+ -
LsS — Tdd + ppULEY = (az, M, T) (204,328,608,610)
UL?0 «— 1062 Helicase—primase + (D) (20,412,496)
ULT 411 +
uL72 + 388 + dUTPase + (=)
UL73 138 + ghl? (E?) gp? homalog of EBY gi (301)
ULT4 « 466 + a0 - (E) complexed with gH/gL (224)
UL75 — 743 + gH + (E) complexed with gl/gO {119,
253,411)
UL76 325 + virion? P (M?)
uL7? 842 4 virian? i (M, P?) Pyruvoyl decarbexylasa?
{B25)
UL78 431 + 7™ + Similar to GCH (188}
UL7e «— 285 + ; +
ULa0 — 708+ Assemblin precursor - Maturational pratease
(30,176,179,612)
uL80.5 — 373 + AP precursor + Scaffolding prolein (176,179,457,
594,612)
ULa1 — 118
uLaz - 559 uLs2 pe71, UM, pplLB2 (e, M, T) (323,467) (Greaves,
pers, comm.)
uLa3 = 561 & uLgz ppeS, LM, ppULB3 (4, M) bound to cell kinase
(406,481)
LLa4 + 586 « ppoULa4 (D) {169,207 ,412,476,519)
LiLas « 306 + mCP ; (C) {26,177}
LLag « 1370 + MCP i 140,91,85,612)
uLa7 841 4 virion? i (M7
ULaa 429 & virion - M) [26)
ULas — 674 + virian + (M, P) Spliced, exon 1 batween
UL94/ULS5 (290,571)
uLso 66 + -
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Caracteristicas de las proteinas

Hombre del gen Tamaiio del gen Familia del gen Producto del gen HC Comentarios (referencias)
—uLet 1114 =
uLaz 201 + &
uLas 554 + virion? + (M7} (B05)
ULad 345 + virion? + (M7) (B05—607)
UL9S 531 + virion? i (M7} (605)
ULGE 115 + virion? + (M?) (805)
ULe? 707 + ppULS7 + [Az, M) kinase ganciclovir
[93,321,438,548,611)
ULga 584 + CMase + (M7} (2,165)
uL9g 180 + pp28 ¥ (M) {2,369,474)
JL100 — 372+ g 1 (E} Multiply hydrophobic complex
with g (250,317}
UL101 115 + {497)
uL1gz2 873 Helicase—primase + (D) (20,412,4397)
UL103 — 245 + +
UL104 — BET = virion? + M, P7) (Rubsamen-Waigmann,
pers. comm.)
ULI0G 956 + Helicase—primase + (D) {20,412,496)
JL10E — 125 = -
UL107 &~ 150 -
ULiog 123 -
UL10g — 98 +
uLtic 127 -
UL111 «— 107
UL111A 78 + Transtorming region (139)
UL111.5A 175 + cmviL-10 UL111A 4 exons 2 & 3 (284 ,328)
UL112 252 + early pp family - (D) Spliced o0 UL113 (412,419,
615,616}
ULi13 499 early pp family - (D) Spliced to UL112 (412,419,
615,618}
UL114 — 250 + uracil glycosylase + lAc, D) (438)
L1415 « 278 gL + {E) Complexed with gH/gQ {224,
253,514)
UL116 = 344 - gp? (313)
ULty —d24 + - {313)
UL118 «— 208 - ap? (313}
UL11g — 142 + - gp? (313)
uL12o — 201 + - gp?
uL121 — 180 + B gp?
UL122 — 078 + pp&0 IE2 - (T) Spliced (265,516,529,530)
uL123 — 491 + pp7e IE1 - 1A, T) Spliced
‘ (9,190,382,516,529,530,603)
181/ie2 enhancer—modulatar = {Ac) (3B3,365)
UL124 152 + ORF152 - 1A) gp? (190,281)
UL1241 54 + OCRF54 - (A) (190,281)
UL124.2 154 + ORF154 {A) gp? (190,281)
UL1zs ~ 102 - (A} (190)
L1258 «— 134 [A) (281,598)
UL128A — 94 CRF34 - (A) (281,598)
UL126.1 — 42 ORF42 - 1281}
UL126.2 « 45 ORF45 = (281}
UL126.3 « 55 ORF55 - rA) (304,363,365)
UL127 131 + = (A) [363,365)
UL12g — 139 - (A) (363,365)
UL12g —116 - ap?
UL1ap —214 4 - gp?
UL13 —~ TG+ = (Toledo, 99 codons) (82)
Uliaz — 270 + = op?
UL133 257 + - 1A} (Toledo) (B2)
YLl — 175 + - (A} (Toleda) (B2)
\L-;::GE} 328 + - 1A} gp? (Toledo) (82)
‘__h_:_jf:-_ 240 + - (A) (Toleda) (82)
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Caracteristicas de las proteinas m

Hombre del gen Tamaiio (K-aUG) Familia del gen  producto del gen HC Comentarios (referencias) s
UL137 < OB + (A) (Toledo) (82) T
UL138 169 + (&) (Toleco) (82)
uL139 135 + - (A} gp? (Toledo) (82)

UL140 114 + - {A) gp? (Toledo) (82)
UL141 425 & - {A) gp? (Toledo) (82)
ULt42 306 + - (a) gp? (Toledo) (82)
UL143 92 + - (A} gp? (Toledo) (82)
UL 144 176 + pplUL144, TNFR homolog - A) gp (Toledo) (36,82,332)
UL145 100 + ; {A) [Toledo) (82)
LUL146 117 + yOXRC - 1A) gp a chemakine (Toleda and
Towne) (82,418)
UL147 159 « wCRC-2 - (A) gp? a chemokine homolog
{Toledo) (82.418)
UL148 316 + - (A) gp? (Tolede) (82)
UL149 122 + (A} (Toledo) {82)
UL150 — B42 + - {A) gp? (Toledo) (82)
UL151 + 336 + - {A) gp? (Toledo) (82)
UL152 — 118 + UL146 vCXC-1 - (A) gp a chemokine (Towne) UL 14§
(62,418)
. UL153 — 278 + - (A) gp? (Towne) (82)
UL154 & 399 + - {4) gp? (Towne) (82)
J1 N - {A) Regions in commaon with J1L
and J1S
IRS1 846 LUsaz - (4°, T, M) 490 aa ident. to TRS1
{243,463,527)
Us1 — 212 us1 - (4) (243,278)
usz — 199 + usz2 gpUsz - (A} (243,244,278,602)
Us3 — 186 + us2 gplUS3 IE - (A) (12,42,243,245,278,310,560,
597}
Us4 119 - (A) (243,278)
Uss 126 + - [4) (243,278}
Use — 183 + Use gpUSE - (A} (13,213,243,278,316)
usy — 225 4 use - (A) gp? (243,278)
LS8 - 227 + LIS6 - {A) gp? (243,278)
usg - 247 + Usa gplUsg - [A) (243,278,340}
usio ~ 185 + use - (A) gp? (242,278)
Us11 — 215 + us6 - (&) gp? (90,241,242 278,485,601}
usiz — 281 + usi2 - (&) (278}
Usi3 — 261 + Usiz2 - (A) 1278)
Usi4 — 30+ usi2 {a) (3889)
Us15 — 484 usiz {A) (389)
US16 — 309 + usiz
us1y — 393 + usiz i -
usia « 274 + usiz plUS18 - (196
uUs19 o 240 + Usiz pUSie -’ = (196}
uszo — 3587 Us12 plJs20 - (196)
Usz1 — 238 + us12 -
Uszz +— 593 usaz ICP22 plsz2 - (384)
U523 +— 592 + usaz -
U524 — 500 + usa22 -
US25 179 -
Usase 803 + uszz
usa7 362 + 7™ - {a} gp? similarity to GCR (49,94,
576)
LUs2a 323+ 7™ gpusas - {A) CCI/CXs C chemokine GCR
{94,272,400,541,576)
U529 462 +
U530 349 +
usin 197 Us1 ~
usa2 183 + Us1 -
Us33 — 137 B
s34 163 + - gp?
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|Hombre del gen Tamaio (K-AUG)  Familia del gen

Producto del gen

Caracteristicas de lag proteinas

HC Comentarios (referencias)

S35 =109
U536 =110
THST — 788 4 Usz2
J1§ =224

pTRS

(T, M7) 490 aa ident. to IRS1 (231,
462,463,527)

Regions in common with J11 and
JiL

* Referencias generales, @),

ORF’s, Marcos abiertos de lectura (tamafio de salida K-ATG; si se presenta); consensos Kozak-AUG
(AIGXXAUG o AUGG); + Tamafio indicado de K-ATG; HC, herpesvirus conservado en OFR; aa,
aminodacidos (aa individuales designados por un coédigo de una sola letra); gp, glicoproteina; pp,
fosfopréteina;«—, leftward ORF; ©, proteina de la capside; (M), matriz o proteina del tegumento; €,
proteina de envoltura; (D), replicacion del ADN viral o metabolismo; (p), hendidura/empaquetamiento
del genoma viral; (A) una parte 6 todo el ORF’s es dispensable para el crecimiento de cultivos en
células de FH (*significa que una copia es dispensable); (A.), una parte o todo el OFR, es dispensable,
muestran mutaciones que reducen el crecimiento en células FH; (T) transactivador; (A), anti-
apoptotico; 7TM, receptor que abarca siete-transmembrana; GCR, G-proteina un par de receptores; ?

posible o putativo.
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RESUMEN

El citomegalovirus humano (CMVH) es un betaherpesvirus de la familia Herpesviridae, responsable de
infecciones persistentes, generalmente asintomaticas en personas sanas y en ausencia de una respuesta inmune
efectiva podria causar enfermedad severa (neonatos, pacientes con cancer, receptores de transplantes de érganos,
individuos con SIDA), lo que ha aumentado el interés en el desarrollo de técnicas de deteccién y monitoreo
rapidas, precisas, exactas, reproducibles y accesibles, como las moleculares comerciales o de desarrollo casero.
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue detectar un fragmento del gen UL83 (pp65) del CMVH a partir de
plasma humano mediante PCR casero. Se amplificaron 535 pb de muestras de plasma humano con carga viral
determinada por COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). EI amplicén (535 pb) se
clono en el vector pPGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). Se determinaron las condiciones para la PCR con
la clona. Esta se secuenci6 utilizando Big Dye Terminator v3.1 (PE Applied Biosystems) en el analizador
automatico 3100 (ABI). Las secuencias obtenidas se alinearon con la clona patron AD169 (NC_00347) mediante
Multalin. Se determind el nimero minimo de copias/ml detectables mediante diluciones del DNA plasmidico,
3000 con 35 ciclos y 300 con 40. Se analizaron muestras de plasma humano con carga viral conocida y antigeno
pp65 positivo (controles positivos) con las condiciones de amplificacion determinadas, todas ellas amplificaron
un producto de 535 pb, el cual no se observd en las muestras negativas a CMVH. Conclusidn: desarrollamos una
técnica alternativa para detectar CMVH.

INTRODUCCION

El CMVH es un patogeno oportunista que pertenece a la familia betaherpesvirus, posee un genoma de DNA de
doble cadena de aproximadamente 236 Kpb con 250 marcos de lectura abiertos', conformado por diferentes
genes, entre ellos UL55 que codifica para la glicoproteina B, la cual es una proteina de superficie y el blanco
principal para neutralizar anticuerpos del hospedero; UL83 que codifica para la proteina pp65, blanco de los
linfocitos T CD8" y la proteina estructural mas abundante del viridn; UL112/113 (genes precoces, lel/le2) que
son transactivadores requeridos para la replicacion viral, y UL54 que codifica para la DNA polimerasa, sitio de
accién de componentes antivirales como el Ganciclovir, Aciclovir y Cidofovir’. Varnum y colaboradores en el
2004 reportaron que el virién esta formado por 50% de proteina de tegumento, 30% de proteinas de capside, 13%
de proteinas de envoltura y 7% de proteinas no definidas®.
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Este virus afecta de un 60 a un 80% de la poblacion humana, las personas inmunocompetentes son asintomaticas
a é1*. En una infeccién primaria puede causar mononucleosis®. Después de la primoinfeccion se establece un
estado de latencia y aparece el riesgo de una reactivacion®. En la infeccion latente, los monocitos CD14+ son el
reservorio principal del virus?, en contraste, durante la infeccién activa diversos tipos de células son afectados,
entre los cuales estan las células endoteliales, neutréfilos y monocitos®.

En individuos inmunocomprometidos como neonatos, pacientes con cancer, receptores de transplantes de
6rganos, individuos con SIDA vy recién nacidos, el CMVH causa enfermedad severa®, lo que ha aumentado el
interés en el desarrollo de técnicas de deteccion y monitoreo rapidas, precisas, exactas, reproducibles y
accesibles, como las moleculares comerciales o caseras. Por lo que surgidé nuestro interés en desarrollar una
metodologia alternativa a la antigenemia-pp65 a nivel molecular, una PCR de disefio casero, accesible tanto
técnica como econémicamente.

METODOLOGIA

Muestras: plasmas humanos, con y sin carga viral-CMV, antigenemia pp65 positivos. El uso de éstos se hizo de
acuerdo a los protocolos de bioética correspondientes.

Los siguientes procedimientos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. La_determinacion de la
carga viral se llevo a cabo con COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). EI DNA de
las muestras se extrajo a partir de 1 ml de plasma mediante QlAamp® UltraSens™ Virus Kit (QIAGEN). La
purificacién del producto de la PCR se llevé a cabo a partir del gel de agarosa con QlAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN). La clonacion del amplicon de 535 pb se realiz6 con pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). La
secuenciacion de la clona CMV-535 pb se hizo con Big Dye Terminator v3.1 (ABI) y se empled el secuenciador
automatico 3100 (ABI). Los alineamientos con la secuencia patron AD169 (NC_00347) de los iniciadores
utilizados 'y la clona CMV-535 pb se realizaron con el  Software  Multalin
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).

La estandarizacion de la PCR se llevo a cabo haciendo variaciones de las concentraciones de MgCl, y de los
iniciadores, asi como utilizando diferentes temperaturas de alineamiento y ndmero de ciclos.

Se prepard una curva a partir de diluciones seriadas de DNA plasmidico para determinar el nimero minimo
detectable de copias de DNA de CMV/ml, con las condiciones de la PCR determinadas previamente en muestras
positivas y negativas a CMVH.

RESULTADOS

Se amplificé un fragmento de 535 pb a partir de una muestra con carga viral-CMV de 273’000 copias de DNA de
CMV/ml. Este producto se clond y purificé para secuenciarlo. En la figura 1 se muestran los alineamientos de los
iniciadores utilizados (sentido y antisentido) y la secuencia obtenida del producto amplificado (CMVs535 —
sentido- y CMVa535 —antisentido-) con la clona patrdn-CMVAD169 (NC_00347).

La clona CMV-535 pb se uso para estandarizar las condiciones de la PCR, las cuales fueron: 1 pl de ADN,
Buffer PCR 1x, MgCl, 0.5 mM, iniciadores 5 pmol de cada uno (sentido y antisentido), Amplificasa
(BIOGENICA) 2.0 U y dinucleétidos trifosfato 0.8 mM de cada uno de ellos. Una etapa inicial de
desnaturalizacién de 95°C/3 min y 40 ciclos: 95°C/1 min, 40°C/1 min, 72°C/1 min, finalmente 72°C/7 min.
Después de haber estandarizado las condiciones de la PCR, se realizé una curva de copias de DNA de CMV/ml a
partir de diluciones seriadas de DNA plasmidico para determinar el nimero minimo detectable de las mismas. Se
realizaron dos ensayos a 35 y 40 ciclos (figura 2).
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so1 sso
CMVDA169 GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCOOT
< T AT

soo
CEECEGCACE CTCGTCGTGE CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG
S Gcoccoccacc © CAGG TGTGTCOGTA =

CCETCEATEE GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGE TGTACT
CCCTOOATOS CATACTOGCT SOTOAAGOTS SooTocTooe ToTAGTOAGS
CCCTGOA.GC GATACTOGET GOTGAAGGTG GGGTGOTCGE TOTACTGAGG

cecacacTac CAGCAAAT COATATCGAA
CSEESESETEE ASEASEARAT T L - A AAAGAA

Figura 1. Alineamientos de los oligonucleétidos y fragmento amplificado del CMVH.
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Figura 2. Numero minimo detectable de copias de DNA de CMV/ml mediante PCR. En un gel de agarosa se
muestran las bandas del fragmento de 535pb con 35 ciclos (panel A) y 40 ciclos de amplificacion (panel B), en
los carriles de ambos paneles 1) marcadores de 100 pares de bases (pb), 2) 300’000 copias, 3) 30’000 copias, 4)
3’000 copias, 5) 300 copias, 6) 30 copias, 7) 3 copias de DNA de CMV/ml, 8) control positivo, DNA de la clona
CMV-535 pb y 9) control negativo, sin

Como se observa en la figura 2 la intensidad de la banda aumenta conforme lo hace el nimero de copias de DNA
de CMV/ml, para verificar que esto no fuera un artefacto de la técnica se realizaron amplificaciones de muestras
con diferente carga viral. Ademas, como control interno de la técnica se llevaron a cabo amplificaciones del gen
humano B-actina (gen constitutivo) para descartar la posibilidad de que la falta de amplificacion de las muestras
se debiera a degradacion del DNA o los reactivos por si mismos. En la figura 3 se presentan las imagenes
obtenidas de dicho analisis.DNA.
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Figura 3. PCR de muestras negativas y positivas con carga viral conocida A) muestras negativas a CMVH (carriles 2, 3y 4)
junto con muestras con carga viral-CMV conocida [carriles 5) 15’100, 6) 273’000 y 7) >100°000 copias de DNA de
CMV/ml], carril 8) control negativo, sin DNA, 40 ciclos de amplificaciéon y B) mismas muestras, mismo orden, utilizadas
para amplificar un fragmento (205 pb) del gen humano B-actina, gen constitutivo, como control interno de la técnica.

También se analizaron muestras reportadas como positivas al antigeno pp-65, de algunas de ellas se logré
amplificar el fragmento de 535 pb, como se muestra en la figura 4.

1 2 3 45 6 7 8 910 11

600 pb 535 pb

Figura 4. PCR de muestras positivas a antigeno pp65. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 42 células CMV+/200°000
leucocitos, 3) 148 células CMV+/200°000 leucocitos, 4) 71 células CMV+/gota directa, 5) 254 células CMV+/200°000
leucocitos, 6) células CMV+ incontables, 7) 110 células CMV+/200°000 leucocitos, 8) 110 células CMV+/200°000
leucocitos, 9) control positivo, DNA de la clona CMV-535 pb, 10) control negativo no relacionado, DNA de leucocitos, 11)
control negativo, sin DNA.

DISCUSION

La antigenemia y/o la carga viral son Gtiles en el monitoreo de individuos con riesgo de infeccion en la practica
clinica, estas tienen un pronéstico promedio de siete dias antes de la aparicion de los sintomas. Aunque el
tratamiento antiviral se asocia con una disminucion de las células positivas a antigeno pp65 u otros, utilizados
como marcadores de infeccion, la respuesta no es inmediata, incluso se han observado cifras crecientes en la
primera semana de tratamiento.
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Una de las dificultades que presenta la técnica de antigenemia es el requerimiento de un ndmero elevado de
leucocitos, lo que no siempre es posible porque el recuento es bajo (leucopenia) o porque el volumen de muestra
disponible no es suficiente. Por otro lado, las técnicas moleculares de amplificacion de 4cidos nucleicos como la
PCR, han demostrado mayor eficiencia. Es muy importante notar que COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™
Test (Roche Diagnostics) tiene un rango lineal de 600 a 100 000 copias de DNA de CMV/ml y nosotros fuimos
capaces de detectar un minimo de 300.Reconocemos que los productos amplificados de muestras reportadas
antigenemia-pp65 positivas no presentan un amplificado con una banda clara, al respecto comentamos lo
siguiente, la extraccién de DNA a partir de este tipo de muestras se hizo de un volumen menor a 1 ml de plasma
debido a que la muestra se utilizo para otras pruebas sin requerimiento de material libre de DNAsas, por lo que la
cantidad a la que tuvimos acceso fue muy limitada (en todos los casos menor a 500 pl) y quizas una posible
degradacion del DNA de las muestras antes de que llegaran a nuestras manos, éstas podrian ser las causas y
explicaciones de que veamos una sefial muy débil en la figura 4 en la mayoria de los carriles, ligeramente mas
evidente en los carriles 4 y 6, que corresponden a muestras reportadas a gota directa (carril 4) y células
incontables (carril 6), lo que significa que las muestras tenian un gran nimero de células CMV+. La técnica de
antigenemia presenta problemas de estandarizacion, por lo que es muy importante que cada laboratorio establezca
sus propios valores a la luz de su propia experiencia, que dependeran de su procedimiento técnico, asi como del
caso clinico a evaluar en particular. A titulo orientativo, la precision es aceptable entre 10 y 250 células
CMV+/preparacion, mas alla de este limite superior resulta extremadamente dificil realizar recuentos
reproducibles y, por lo demas, tampoco es clinicamente necesario, pueden servir valores de antigenemia de 20
células CMV+/10° leucocitos en los transplantados de 6érgano sélido (quizd més elevados en el transplante
cardiaco) y de 2-5 células CMV+/10° leucocitos en los transplantados alogénicos de precursores
hematopoyéticos. La PCR objeto de este trabajo no presenta este tipo de inconvenientes, ya que se estandarizo
con ayuda de una clona que se obtuvo a partir de una muestra con carga viral de 273’000 copias de DNA de
CMV/ml y los resultados obtenidos fueron reproducibles un minimo de tres veces. Un punto importante ha
considerar es, no existe una cifra que distinga entre dar o no tratamiento a un paciente, la decision depende de la
inmunosupresion a la cual esté sometido (<100 CD, en pacientes con VIH o bien pacientes trasplantados que
estén en tratamiento con inmunosupresores) y las condiciones clinicas, se menciona que con que exista un
incremento de la carga viral plasmatica, aumenta la posibilidad de desarrollar enfermedad pero no se tiene una
cifra de corte a la fecha. En los pacientes con trasplante de 6rgano(s) que se estan siguiendo en forma preventiva,
una carga viral de 5000 copias de DNA de CMV/ml puede ser tomada como positiva e iniciarse tratamiento
preventivo (comunicacion personal).Las decisiones de tratamiento se toman con base a los datos clinicos y de
laboratorio, por lo que nosotros nos vemos comprometidos a ofrecer a los médicos y pacientes pruebas
diagnosticas y de monitoreo que les sean de utilidad y que a los técnicos de laboratorio quienes las realizan, no
les consuman tiempo excesivo de su jornada laboral por lo laborioso de las mismas, haciendo que éstas sean
sencillas, reproducibles, exactas y econdmicas.
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