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RESUMEN

Hasta hace algunos afios, no se conocia mucho sobre la epidemiologia molecular del
Virus de varicela zoster en nuestro pais, los informes se limitaban a reportar el
nimero de casos presentes en los diversos estados, sin embargo en 2009 en el
Laboratorio de Genoma de Patdgenos del InDRE se identificaron los genotipos
circulantes en México y en estudios posteriores un genotipo diferente fue encontrado.
En el 2007 Loparev y colaboradores encontraron este genotipo, denominado M4, en
dos muestras provenientes de Francia y Espafa, por lo que el identificarlo en nuestro

pais fue de gran relevancia.

En este trabajo, analizamos las 3 muestras de este genotipo, para verificar mediante
tres sitios especificos si pertenecian al genotipo M4. También se analizdé el ORF 21,
que en estudios previos realizados con Secuenciacion Masiva en Paralelo en el InDRE,
presentaba diferencias significativas contra las secuencias de los genotipos de
referencia. Comparamos también muestras representativas de cada uno de los

genotipos circulantes en México para tener un estudio de mayor trascendencia.

Se obtuvieron los iniciadores establecidos por Loparev para los tres sitios de interés y
se diseflaron 7 juegos mas para obtener el ORF 21 utilizando secuenciacién capilar.
Tras realizar el analisis bioinformatico de las secuencias, se determiné que las 3
muestras del genotipo de reciente circulacidén en nuestro pais no corresponden al
genotipo M4 del VVZ, sin embargo son similares en las 3 posiciones al genotipo VIII,
(otro genotipo de reciente descubrimiento, 2011) y mediante un analisis filogenético
corroboramos que esta similitud también se presenta en el ORF 21, por lo que
podemos sugerir que en realidad las muestras encontradas pertenecen al genotipo
VIII. Es necesario realizar un estudio filogendmico con las secuencias completas para

verificar este resultado.



1.0 INTRODUCCION

La Varicela es una enfermedad viral, febril exantematica ampliamente distribuida
alrededor del mundo cuyo agente etiologico es el Virus de Varicela Zéster (VVZ), el
cual pertenece a la familia Herpersviridae. La infeccion primaria causa varicela, sin
embargo la infeccidn recurrente, conocida como herpes zdster se presenta a partir de
la cuarta o quinta década de vida y ha sido reconocida desde tiempos antiguos.

(Ausina y Moreno, 2006; Bennett et al., 2005).

La varicela se presenta comunmente durante la infancia, es de corta duracién vy
generalmente es de diagnostico clinico sin requerir ningun analisis extra debido a que
suele ser leve en los nifios, sin embargo es un virus que permanece latente,
resguardandose en los ganglios linfaticos sensoriales y cuando este es reactivado
produce herpes zoster, la infeccidn ocurre en adultos y puede generar un mayor

riesgo y complicaciones.

Desde el punto de vista historico, la infeccidon primaria de la varicela no se distinguia
clinicamente de la viruela hasta finales del siglo XIX, aunque en 1767 William
Heberden propusiera que son entidades diferentes. En 1875, Steiner demostrd que la
varicela era causada por un agente infeccioso, mediante la inoculacion a voluntarios
con el liquido vesicular de un paciente con varicela aguda. En 1888 Bokay observo
que algunos nifios presentaban un cuadro de varicela después de haber tenido
contacto con personas que padecian herpes zéster. (CDC, 2012). Osler en 1892,
comprobd que no habia duda que la varicela era una afeccién muy distinta de la
viruela y que no existia relacion entre ellas al describir que la infeccién de una de
ellas no confiere inmunidad frente a la otra. En 1925, Kundratitz prob6é que la
inoculacién del liquido de las vesiculas de los pacientes de las vesiculas de los
pacientes con herpes zOster en personas susceptibles producia varicela. Brunsgraard y
Garland en 1943, sugirieron que el herpes zoOster era la consecuencia de la
reactivacion del VVZ. Hacia 1958 Weller habia sido capaz de establecer que no existia

ninguna diferencia, ni bioldgica ni inmunoldgica entre los virus aislados en pacientes



con estas dos entidades clinicas. Estudios posteriores proporcionaron su identidad
mediante métodos bioquimicos rigurosos. El ADN viral de un paciente con varicela
que luego desarrollo herpes zoster se compard mediante el analisis con enzimas de

restriccion y se verifico la identidad molecular de estos dos virus. (Bennett, 2005).

En los ultimos afos, se han realizado diversos estudios tanto epidemiolégicos como
moleculares del VVZ, sobre todo acerca de los distintos genotipos existentes en el
mundo y los genomas completos de varias cepas han sido secuenciados, permitiendo
la identificacion de mutaciones especificas de cada uno de ellos. (Wolf, M. H. et al,
1999).

1.1 Clasificacion de los Herpes Virus

El Virus de Varicela Zoster es un miembro de la familia Herpesviridae. Las infecciones
con diferentes virus pertenecientes a este grupo son comunes en humanos y otros
mamiferos. La morfologia de las particulas virales y caracteristicas bioldgicas son
similares entre ellos. Hasta ahora se conocen mas de 100 herpesvirus, de los cuales 8
afectan al humano. La familia Hespesviridae estda compuesta por tres subfamilias.
Tabla 1.0.

TABLA 1.0 Miembros de la Familia Herpesviridae

Sub-familia Virus

Virus del Herpes Simple tipo 1 (VHS1)
Alfa-herpesviridae Virus del Herpes Simple tipo 2 (VHS2)
Virus de Varicela Zéster (VVZ)

. Citomegalovirus humano (CMVH)
Beta-herpesviridae i
Herpesvirus Humano 6 (HVH6)
Virus Epstein — Barr (VEB)

Gamma-herpesviridae Herpesvirus Humano 7 (HVH7)

Herpesvirus Humano 8 (HVHS)




A pesar de la estrecha relacién que poseen los alfa-herpesvirus, los virus del herpes
simple, VHS-1 y VHS-2, se replican en células y tejidos de numerosas especies
animales, mientras que los Unicos hospederos del VVZ son células humanas y células
de simios. Los tres virus, sin embargo, comparten la capacidad de establecer infeccion
latente en los ganglios nerviosos sensoriales, de las que mas adelante se puede
reactivar para causar brotes de la enfermedad en una o mas ocasiones. Todos los alfa-
herpesvirus comparten la habilidad de difundirse ampliamente a través de la piel, las
membranas mucosas y los tejidos del sistema nervioso y visceral de sus hospederos.
(Knipe y Howley, 2007).

1.2 Generalidades del Virus de Varicela Zéster

El VVZ es un viriéon de 180-200 nm de diametro, con una membrana de envoltura y
una nucleocapside interna formada por 162 capsémeros hexagonales que forman un
icosaedro de simetria axial. Los estudios han comprobado que las particulas del VVZ,
como las de los otros herpesvirus, estan formadas por cuatro elementos principales:

el core, la nucleocapside, el tegumento, y la envoltura. Figura 1.

80-120nm

Nucleocapside

Tegumento
ADN Viral

s ~ . / Glicoproteinas :
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180-200nm

Fig. 1.0 Estructura del Virus de Varicela Zoster. (http://www.mednet.cl)



El core es un complejo conformado por el DNA lineal enrollado sobre un eje de
proteinas, el cual esta protegido dentro de una estructura icosahédrica que se
compone de 162 capsdémeros conocida como nucleocapside cuyo diametro es 80-nm
a 120-nm. La membrana de envoltura del virus es adquirida de diferentes organelos
celulares del hospedero, dando lugar a una apariencia trilaminar. Finalmente las
particulas virales adquieren una forma esférica con un tamafio de 180-200nm,
sobresaliendo espiculas de glicoproteinas de aproximadamente 8 nm de didmetro.
(Wolf, et al.,, 1999). Entre la membrana y la nucleocapside se encuentra el tegumento,
un complejo de proteinas virales de estructura fibrilar que asegura la unién entre

envoltura y capside. (Mattera y Barrios, 2004).

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas la particula de VVZ es fragil. Su envoltura
lipidica la hace susceptible a la degradacién y pérdida de la infectividad por
tratamientos breves con disolventes organicos, detergentes, proteasas, calentamiento
mayor de 60°C, ast como almacenaje prolongado a temperaturas de -70°C o pH’s

extremos (<6.2 o> 7.8). (Knipe y Howley, 2007).

1.3 Estructura Genomica del VVZ

La secuencia completa del genoma del VVZ (cepa Dumas) se determin6 en 1986 por
Davison y Scott. El material genético de este virus es un DNA de doble cadena lineal
formado por un Unico segmento de 125,000 pb. (Ausina y Moreno, 2006). La
estructura del genoma consta de dos segmentos unidos covalentemente, UL (region
Unica Larga) y US (regién Unica Corta). La UL comprende una secuencia Unica de
aproximadamente 105Kb y la US de 5.2Kb. En los extremos se encuentran 2 regiones
terminales invertidas conocidas como TRLy TRS y a su vez, existen otras dos regiones
repetidas en invertidas en el interior del genoma, llamadas IRL e IRS. En general, el
contenido de G-C de las bases del VVZ es de 46%. (Davison y Scott, 1986). Figura 2.
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Fig. 2.0 Mapa del genoma del virus de la varicela-zéster. Estad dispuesto por las regiones: Unica larga (UL), Unica corta (US),
repeticion terminal larga (TRL), repeticion terminal corta (TRS), repeticidn interna larga (IRL) y repeticion interna corta (IRS).
Se indican las posiciones de los ORF’s (Open Reading Frames o Marcos de Lectura Abierta) que son las regiones codificantes

para los genes y seflaladas con un circulo los que no se comparten con el VHS-1 (Modificado de Cohen et al., 1999).

La variacion gendmica entre las diferentes cepas se limita al 0.1% y se manifiesta
como polimorfismos de nucledtido Unico (Single Nucleotide Polymorphism) a lo largo

de todo el genoma. (Bostikova; 2011, Jing Jing; 2009).

Este genoma contiene 71 genes y su organizacién respecto al Virus del Herpes
Simple tipo 1 (VHS-I) es muy similar. La comparacion de las secuencias de
aminoacidos del VVZ y del VHS-1 en general, indican una evolucion de un ancestro
comun, permitiendo deducir las funciones de varios genes del VVZ, sin embargo a
pesar de esta similitud existen regiones donde los genomas difieren entre si. (Davison
y Scott, 1986).

1.4 Proteinas del Virus

El VVZ posee 30 proteinas entre las estructurales y las no estructurales incluidas 6
glucoproteinas (B, C, E, H, | y L) que son analogas parcialmente de las glucoproteinas
de HSV-1. Estas glucoproteinas son muy importantes porque permiten la fijacion del
virus y su penetracion en las células hospederas y ademas son las responsables del
reconocimiento por parte del sistema inmune, para que se desarrolle la inmunidad

humoral y celular frente al VVZ. (Ausina y Moreno, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bostikova%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22336652

Las proteinas mejor conocidas son las glucoproteinas (gB, gC, gE, gH, gl y gl). La
glucoproteina gB es un heterodimero de glucopéptidos unidos por enlaces disulfuro,
con residuos de manosa, acido sialico y sulfato. Esta glucoproteina interviene en la
fusion de la envoltura a la célula durante la infeccidn y penetracién del virus. (Ausina
y Moreno, 2006).

La glucoproteina gC es un glucopéptido heterogéneo de 95-105 kD con
oligosacaridos unidos a grupos amino y posiblemente a grupos hidroxilo, esta
proteina esta relacionada con el crecimiento en cultivos celulares. (Knipe y Howley,
2007).

La glucoproteina gE es la mas abundante y es necesaria para la replicacion del virus.
Puede encontrarse como varios glucopéptidos diferentes en distintas fases de
maduracion con masas de 60 a 98 kD. Posee varios residuos de manosa unidos a
grupos hidroxilo o amino y junto con la glucoproteina gl puede unirse a las porciones
Fc de la Inmunoglobulina G, participando en la infectividad del virus de una célula a

otras. (Ausina y Moreno, 2006).

La glucoproteina gH es un polipéptido Unico de 118 kD, con residuos de manosa
esterificados con grupos OH, y se cree que participa en la penetracién, salida y
infectividad del virus de una célula a otra, por lo que su neutralizacién con

anticuerpos monoclonales impediria su replicacion. (Ausina y Moreno, 2006).

La glucoproteina gL pesa alrededor de 20 kD y forma un complejo con la gH
involucrado con la formacion del sincicio, de estar presentes estas proteinas por
separado, la infectividad célula-célula a través de este mecanismo no seria posible.
(Knipe y Howley, 2007).



1.5 Replicacion

El ciclo de replicacion en los alphaherpervirus es relativamente corto, y esta
cuidadosamente regulado, cabe mencionar que la replicaciéon del VVZ ocurre de
forma similar a la del VHS. La replicacién del VVZ se divide en varias fases: Adhesion,

entrada, transcripcion, ensamble y liberacion de las particulas virales.

La adhesion, consiste en la unién de las espiculas de glucoproteinas a su receptor en
la membrana plasmatica. La enzima degradante de insulina (IDE) y el receptor M6PRci,
pueden ser los probables mediadores de entrada tanto en la superficie de las células
como en los endosomas. (Knipe y Howley, 2007). Durante la penetracion o endocitosis
las envolturas virales se fusionan con las membranas citoplasmaticas y el virus entra
en la célula. En la descapsidacion, la nucleocapside se libera en el citoplasma, migra a
través del mismo y es degradada por las enzimas lisosomales dando lugar, a la
penetracion del acido nucleico viral al interior del ndcleo celular. (Mattera y Barrios,
2004).

La siguiente fase es la sintesis de proteinas, esta es regulada por tiempo y aparecen

tres tipos sucesivos de proteinas en las células:

e Proteinas inmediatamente tempranas. Son enzimas que estimulan su propia
sintesis. En algunos herpesvirus esta sintesis es inducida por las proteinas del

tegumento.

e Proteinas tempranas. Son las que participan propiamente en la replicacién viral

ya que son ADN polimerasas y timidin-cinasas.

e Proteinas tardias. Son proteinas estructurales. Las copias de ADN viral se unen
a las proteinas de estructura que migran hacia el nicleo donde se ensamblan

las particulas virales.



Una vez que las nucleocapsides estan completas salen del nucleo y se envuelven con
membranas propias de la célula. Los virus atraviesan el citoplasma por el reticulo
endoplasmico y finalmente la célula termina siendo destruida por lisis para la

liberacion de los viriones. (Mattera y Barrios, 2004). Figura 3.
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1.6 Patogenia y Cuadro Clinico

1.6.1 Mecanismo de transmision y latencia

El VVZ es un virus altamente contagioso, cuando este entra en contacto con la
mucosa del tracto respiratorio superior o con las conjuntivas ocurre la infeccidon. La
transmisién de persona a persona se produce por contacto directo de pacientes con
lesiones de varicela, o menos frecuentemente zo6ster, también puede producirse la
infeccion durante el parto, como resultado del pasaje del virus a través de la placenta.
(Mattera y Barrios, 2004).

El VVZ se replica localmente en la nasofaringe y en los nédulos linfaticos regionales.
Posteriormente se produce una viremia primaria que disemina el virus al higado, bazo
y ganglios sensoriales (4 60 6 dias tras la infeccion). El VVZ es Unico en su tropismo por
los linfocitos T, lo que permite la difusion del virus a la piel produciendo la erupcion
cutdnea caracteristica de la enfermedad (de 10 a 14 dias tras la infeccion). (Knipe y
Howley, 2007). En individuos sanos la duraciéon aproximada es de una semana, pero

puede variar en inmunosuprimidos. (Ausina y Moreno, 2006)

Tras la primoinfeccién, el virus permanece de forma latente como los demas
herpesvirus en los ganglios sensitivos de la médula espinal (Figura 4) y su reactivacién
produce herpes zéster. La mayoria de los pacientes que desarrollan el herpes zoster
no tiene antecedentes de exposicion a otras personas infectadas por el VVZ. Hay
factores que se asocian con la reactivacién de la infeccibn como son: la edad

avanzada y la inmunodepresién. (Bennett, 2005).



Fig. 4.0 1. Virus latente en ganglio sensitivo 2. Terminaciones nerviosas 3. Célula infectada 4. Virus Zé6ster

(http://ejemarose.blogspot.mx/2012/01/varicela.htmL)

1.6.2 Caracteristicas Clinicas

La primoinfeccién por VVZ se manifiesta por un exantema generalizado. Los
prodromos consisten en fiebre general, anorexia y cefalea. Aparecen 1 6 2 dias antes
del comienzo del exantema y son mas frecuentes en jovenes y adultos. La fiebre suele
ser moderada, de 37,7 a 38,8°C, y junto con los demas sintomas descritos, suele

persistir durante los primeros 2 a 4 dias tras la aparicién de la erupcién cutanea.

Dicha erupcion es rapidamente progresiva, evolucionando las lesiones en pocas
horas, de pequefias maculas a papulas, vesiculas y finalmente a costras. Aparece
inicialmente en cabeza, cara y tronco (donde mas lesiones se concentran) y se
extienden de forma centrifuga hacia el resto del cuerpo. También pueden aparecer
lesiones, con menos frecuencia, en mucosas (orofaringe, conjuntiva y vagina).
(Pachon, 2005). Figura 5.
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Fig. 5.0 Nifio pequefio con cuadro clinico de Varicela. (http://lasaludpediatrica.blogspot.mx/)

Por otra parte, el herpes zdster es una enfermedad que se presenta en el 20% o mas
de la poblacion. Aunque puede aparecer a cualquier edad, la mayoria de los casos
ocurren en individuos de mas de 45 afios y es muy poco frecuente en menores de 10

ahos y solo ocurre en casos de inmunosupresion.

La incidencia entre mayores de 60 afos es de 5-10 casos por 1.000 habitantes. Es
frecuente en los pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH), presentandose entre el 8 y el 11% de los mismos. (Bennett, 2005).

El herpes zoster se manifiesta como un exantema localizado, generalmente asociado a
dolor intenso y prurito. La erupcion vesicular del herpes zéster ocurre de forma
unilateral, con mas frecuencia en el térax (50% de los casos) y la zona lumbar.
(Pachon, 2005). Figura 6.
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El primer sintoma local es dolor en la zona afectada, que se presenta después de 2-3
dias de aparecer las lesiones. Estas lesiones contintan formandose durante 3 a 5 dias

y la duracion total de la enfermedad es de 2 a 4 semanas. (Bennett, 2005).

Fig. 6.0 Paciente de edad avanzada con Herpes zdster en la mitad del torax. (http://doctorguerra.blogspot.mx/)

1.6.3 Complicaciones

Aunque la varicela es comun de la infancia, en algunos casos puede complicarse. El
riesgo varia segun la edad; son poco frecuentes en niflos sanos y existe mayor riesgo

para los mayores de 15 afios, menores de 1 afio y personas inmunocomprometidas.

Los nifos infectados por el VIH tienen mayor riesgo de morbilidad por varicela y
herpes zoster. La complicacidn mas frecuente son las infecciones secundarias
bacterianas de la piel por Staphylococcus aureus o Streptococcus pyogenes, siendo
ademas la causa mas frecuente de hospitalizacion y de atencidn médica primaria.
(Pachon, 2005).

12



La incidencia de otras complicaciones es baja y se localizan con mayor frecuencia en
el sistema nervioso central siendo estas ataxia cerebral o encefalitis. Suelen aparecer
entre 2 a 6 dias tras la aparicion del exantema, en ocasiones hasta 3 semanas
después. Se ha estimado que la ataxia cerebral ocurre en 1 de cada 4.000 casos en

ninos menores de 15 anos.

En adultos, la encefalitis es una complicacidn mas grave y potencialmente fatal y se
estima que afecta a un 0,1-0,2% de los pacientes con varicela. Otra complicacién es el
Sindrome de Reye y ocurre casi exclusivamente en nifilos que han tomado aspirina, se
caracteriza por encefalopatia, dafio hepatico y ocurre de un 15-30% de los casos.
(Pachon, 2005).

La neumonia por varicela es una de las complicaciones mas grave de esta infeccion, y
es mas frecuente en adolescentes y adultos que en nifios. Suele aparecer a los 3 a 5
dias de evolucion de la enfermedad. Se estima una frecuencia de 1 de cada 400 casos

en adultos. (Bennett, 2005).

Otras complicaciones mas raras de la varicela son: la meningitis aséptica, el Sindrome
de Guillain-Barré, trombocitopenia, la varicela hemorragica, la purpura fulminante,

glomerulonefritis, miocarditis, artritis, y hepatitis. (Bennett, 2005).

En el caso del herpes zoéster, la complicacién de mayor importancia es la neuralgia
pos-herpética, rara en jévenes, pero entre el 25 y el 50% de los mayores de 50 afos
refiere sentir dolor en la zona afectada meses después de que hayan desaparecido las

lesiones cutaneas.

Son frecuentes las alteraciones sensitivas que conducen a la hipo o hipersensibilidad
de la zona. La afectacién neuroldogica se manifiesta como meningoencefalitis o
encefalitis. Una manifestacion menos frecuente es la angitis cerebral secundaria

generalmente al zoster oftalmico. (Bennett, 2005).
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Cuando se afecta la rama sensitiva del nervio facial, se conoce como el Sindrome de
Ramsay-Hunt, apareciendo vesiculas en el conducto auditivo externo, pérdida del
gusto en las 2/3 partes anteriores de la lengua y paralisis facial unilateral, la

incidencia es de 5 por cada 100,000 pacientes con herpes zoster. (Pachon, 2005).

1.7 Diagnostico de Varicela o Herpes Zoster

El diagnostico de varicela o herpes zoster se basa generalmente en el examen fisico
del paciente. Las caracteristicas de las lesiones y su localizacion son suficientes para
el diagndstico, pero es recomendable la confirmaciéon del laboratorio en algunos
casos, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, ya que el virus puede

causar complicaciones graves. (Mattera y Barrios, 2004).

El VVZ puede aislarse a partir del liquido vesicular, exudado faringeo, costras, y

menos frecuente en suero sanguineo y liquido cefalorraquideo.

Métodos directos

e Cultivo del VVZ: El virus puede aislarse y replicarse en cultivos celulares, pero
esto conlleva tiempo, altos costos y su disponibilidad y viabilidad son
limitadas. Solo las muestras procedentes de etapas tempranas de la
enfermedad contienen virus infecciosos. La linea celular mas utilizada es MRC5
(fibroblastos humanos), pero debe inocularse lo mas rapidamente posible y
después de 3 a 7 dias se observa el efecto citopatico que se produce a nivel

del nucleo. Figura 7.
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Fig. 7.0 Efecto citopatico del VVZ en la linea celular MRC5.

(http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia/cap8a.htm)

e Inmunofluorescencia: Otro método es la deteccidon de los antigenos del VVZ,
donde se utilizan anticuerpos monoclonales marcados para emitir fluorescencia
cuando ocurre la reaccidn antigeno anticuerpo.

e Microscopia electronica: la presencia de particulas virales de tipo herpes
pueden ser observadas por este método, sin embargo no es posible diferencial
al VVZ de los demas herpes-virus.

e PCR: es una técnica altamente sensible, debido a que se utiliza en material
genético del virus, lo que permite diferenciar los distintos herpesvirus ast como

los genotipos del VVZ mediante secuencias especificas de cada uno de ellos.

Métodos indirectos

La varicela induce inmunidad celular y humoral, por lo que la deteccion de
anticuerpos especificos después de 4 dias de aparecer el exantema puede realizarse
con técnicas tales como la aglutinacion en particulas de latex, inmunofluorescencia

indirecta y ELISA. (Mattera y Barrios, 2004).
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1.8 Profilaxis

La vacuna contra la varicela, es un preparado de virus vivos atenuados de la cepa Oka
que fue aislada en Japdon en los anos 70's. (Mattera y Barrios, 2004). Este virus es
incubado y cultivado en células de fibroblastos humanos (MRC5) y después de 31
pases la suspensidn del virus es cosechada, purificada se afiade estabilizante y se
liofiliza. La vacuna contra la varicela se recomienda para todos los nifos sin

contraindicaciones entre los 12-18 meses de edad. (CDC, 2012)

Dosis: se administra por via subcutanea en dosis Unica 0.5 mL entre los 12 meses y 13
afios de edad. En individuos mayores a esta edad se recomiendan dos dosis separadas

entre st de 4 a 8 semanas. (Mattera y Barrios, 2004).

Inmunogenicidad: mas del 95% de los niflos sanos inmunizados desarrollan una
respuesta inmune humoral y mediada por células contra el VVZ, después de una sola
dosis de vacuna contra varicela. En las personas de 13 afos y mayores las tasas de
seroconversion son del 78 al 82% después de una dosis y del 99 % luego de dos

dosis. (Mattera y Barrios, 2004).

La vacuna contra varicela evita la infeccion en el 95% de los casos asi como las
complicaciones posteriores, menos del 5% de los nifios desarrollan lesiones de piel
después de la vacunacién por lo cual su administracién no asegura que la

enfermedad nunca se presente. (Knipe y Howley, 2007).

1.9 Tratamiento

La varicela y el herpes zdster pueden tratarse con aciclovir, valaciclovir, famciclovir y
foscarnet, por via intravenosa u oral. La decision de administrar un tratamiento y la

duracién de éste debe tomarse teniendo en cuenta factores especificos del
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hospedero, la magnitud de la infeccién y la respuesta inicial a la terapia. En los

pacientes inmunocomprometidos se recomienda el tratamiento intravenoso.

El tratamiento iniciado dentro de las primeras 24 horas del comienzo del exantema,
tiene eficacia maxima. El valaciclovir y famciclovir han sido aprobados para el
tratamiento del herpes zdster en adultos, pero no se dispone de formulas pediatricas.
Las infecciones resistentes al aciclovir deben ser tratadas con foscarnet parenteral.

(Mattera y Barrios, 2004).

1.10 Epidemiologia

La varicela es una infeccién de distribucién mundial. En climas templados mas del
90% de la poblacion ha padecido la enfermedad antes de los 15 afios de edad y un
95% antes de llegar a la edad adulta y generalmente se presenta durante el invierno y
a principios de la primavera. (CDC, 2012). El zéster es una enfermedad esporadica. Se
trata de una reactivacién viral con expresiéon clinica. Afecta al 20% de la poblacion
cada afio y de ese 20%, el 50% tiene mas de 50 afios de edad. (Mattera y Barrios,
2004).

Diversos estudios han demostrado que la distribucién geografica de los principales
genotipos depende de ciertos factores como el clima (templado o tropical), la
interaccién virus-hospedero y la introduccién de cepas a distintas poblaciones a

través de la migracion.

Actualmente se conocen tres genotipos mayoritarios del VVZ: E (Europeo), M
(Mosaico) y J (Japonés). Estos se han encontrado ampliamente distribuidos alrededor
del mundo y tras comparar muestras obtenidas de los seis continentes se concluy6
que los tipos M fueron predominantes en regiones tropicales, mientras que los tipos E

y J fueron mas comunes en latitudes templadas. (Loparev et al., 2004). Figura 8.
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Fig. 8.0 Distribucion global de los tres genotipos mayoritarios. (Loparev et al., 2004.)

El enfoque de dichos estudios es establecer las regiones en las que predominan
diferentes genotipos de VVZ, y mediante estos datos, combinados con los patrones
historicos de migracién humana, identificar los probables puntos de origen de estos

genotipos. (Loparevet al,, 2009)

Durante las ultimas 2 décadas, varios grupos han estudiado la filogenia de VVZ. Los
primeros esfuerzos utilizaron RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
método basado en enzimas de restriccidn que cortan en sitios especificos. Fueron
observados perfiles de restriccion relativamente constantes de las diferentes cepas de
VVZ, proporcionando la primera evidencia de que el VVZ tiene una gran

conservacion del genoma. (Loparev et al.,, 2004).

Un numero de estrategias basadas en RFLP's fueron propuestas para distinguir los
genotipos mayoritarios del VVZ E, M y J en diferentes areas geograficas y para

diferenciar entre la cepa vacunal Oka de la cepa silvestre. Anteriormente la
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clasificacidn de estos genotipos se basaba en tres sitios polimorficos que han servido
como puntos de referencia para la caracterizacidon epidemioldgica. Estos sitios son
reconocidos por las enzimas Pst/ en el ORF 38; la enzima Bgll en el ORF 54; y la
enzima Smal en el ORF 62, este ultimo sitio diferencia la cepa Oka vacunal de la

silvestre. (Loparev et al.,, 2004). Tabla 2.0

TABLA 2.0 Comparacion de los tres sitios de restriccion de los diferentes genotipos de
VVZ. (Loparev et al., 2007).

Genotipo Bgll Pstl Smal
ORF54 | ORF 38 | ORF 62

E - + -
M1l + + -
M2 + + -
M4 - + -
J vacunal + - +
J silvestre + - -

En 2004, Loparev y colaboradores determinaron una combinacion de 4 nucledtidos
del ORF 22 que permitia diferenciar a los genotipos y sub-genotipos del virus, de tal

forma que este método obtuvo mayor importancia que el de RFLP.

En 2007 Loparev identificd 7 genotipos principales circulantes del VVZ: E1, E2, M1, M2,
M3, M4, y J. En este estudio, 31 cepas fueron genotipificadas a través de analisis de la
secuencia del ORF22. Utilizando este método, 22 muestras fueron clasificadas como
genotipo E, 4 como variante Mosaico 1 (M1) y 1 como M2, por ultimo, 2 cepas
procedentes de Francia y 2 de Espafia mostraron una nueva combinacién de
mutaciones que no se habia descrito antes (posiciéon 37902 A; la posiciéon 38055 T,
posicion 38081 C, y en la posicidon 38177 A) y fueron asignados a una nueva variante
del mosaico, M4. (Loparev, 2007). Tabla 3.0
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TABLA 3.0 Diferenciacion de genotipos del VVZ con base en el ORF 22. (Loparev et al.,

2007).
.. Genotipos
ORF | Posicion
El E2 J M1 M2 M3 M4
37 902 A A G A A G A
22 38 055 T T C T C T T
38 081 A A C C C C C
38177 G G A G A G A

Como se observa en la tabla anterior, los sitios en el ORF 22 son idénticos para los

sub-genotipos E1 y E2 por lo que es necesario complementarlo con el analisis de

otros sitios del genoma que nos permitan diferenciar entre estos sub-tipos. En 2007

Loparev y Rubtcova, propusieron tres marcadores para distinguir entre E1 y E2

encontrados en el ORF 21 y el ORF 50. Los tres sitios nucleotidicos ocupan las

posiciones 33725, 33728, y 38081. El genotipo E1 presenta la combinacion T, T, C

mientras que E2 muestra la combinacién C, C, T respectivamente. (Loparev, et al,,

2007.)

Después de proponer métodos para la genotipificacion del VVZ, continué el trabajo

especialmente con el genotipo M4 de reciente identificacion y en 2009 se

determinaron 3 marcadores moleculares caracteristicos de este genotipo. Tabla 4.0

TABLA 4.0 Marcadores moleculares especificos del genotipo M4 (Loparev et al., 2009).

.. Genotipo
ORF | Posicion M4
1 508 T
40 75 073 A
66 113 256 T
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Posteriormente en 2011, Zell y colaboradores se dieron a la tarea de secuenciar 21

genomas completos del VVZ, 19 fueron procedentes de muestras de pacientes y los

otros 2 fueron para la cepa vacunal y la silvestre. Todas las muestras fueron tipificadas

identificando cambios nucleotidicos en los ORF's 1, 21, 22, 40, 50, 54 y 66 para

diferenciar a los 7 genotipos. Clasificaron a los genotipos en base a grupos o clados,

a los cuales asignaron numeros romanos en lugar de letras: E1 Clado I; E2 Clado II; J

Clado Ill; M1 Clado IV; M2 Clado V; clasificando temporalmente a M4 y M3 en los

Clados VI y VIl respectivamente e identificaron dos nuevos genotipos que se

denominaron: VIl y IX (Zell et al., 2012). Figura 9.
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Fig. 9.0 Analisis filogendmico de 42 genomas completos del VVZ, mostrando 5 grupos marcados y dos nuevos genotipos: VIII

y IX (Zell et al,, 2012).
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1.10.1 Epidemiologia Molecular del Virus de Varicela Zoster en México

En México los estudios epidemioldgicos del VVZ se limitaban a reportar el nUmero de
casos de varicela por entidades y complicaciones en pacientes inmunocomprometidos
hasta que en 2009 en el Laboratorio de Genoma de Patdgenos del INDRE, Rodriguez y
colaboradores se dieron a la tarea de identificar los genotipos circulantes en nuestro

pals.

En el primer estudio, analizaron 127 muestras obtenidas de distintos hospitales de la
Ciudad de México y el area metropolitana, utilizando dos metodologias distintas:
Amplificacidon de los ORF's 38 y 54 con un analisis con las enzimas de restriccién Pst/
y Bgll y el método descrito por Loparev en 2004 de la combinacion de nucle6tidos en

el ORF 22, obteniendo la secuencia mediante electroforesis capilar.

Con el método de RFLP's clasificaron 121 muestras como genotipo E y 6
pertenecientes al genotipo M, mientras que con la estrategia del ORF 22, identificaron

120 cepas como genotipo E, 6 M1y 1 M4. (Rodriguez et al., 2009).

Este fue el primer estudio molecular realizado en el pais para este virus, demostrando
que el genotipo predominante es el Europeo (sin poder diferenciar aun si estaban los
dos subtipos presentes) y que también circulaban otros genotipos con menor
frecuencia el M1 y M4, siendo este un resultado de gran relevancia, puesto que M4
habia sido identificado como un genotipo de reciente aparicidon apenas hace dos afos

en Espafa y Francia. (Loparev et al., 2007).

En el siguiente estudio en 2010 el enfoque se dirigié a la diferenciaciéon de los sub-
genotipos E1 y E2 por lo que analizaron 61 muestras pertenecientes a la variante
Europea colectadas entre 2005 y 2006, y mediante una PCR especifica dirigida a las
tres posiciones descritas por Loparev en 2007, clasificaron 50 muestras como

genotipo E1 y 11 como genotipo E2. (Rodriguez et al., 2010).
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Posteriormente en 2011 en el Laboratorio de Genoma de Patogenos del InDRE se
identificaron dos muestras mas provenientes de un brote de varicela en el estado de
Chiapas como genotipo M4 por los marcadores del ORF 22 de Loparev, confirmando
gue este genotipo circulaba no solo en la ciudad de México, sino también al sur del

pals.

Hasta el momento solo se conocen las secuencias de los genotipos E, M1, M2 y J por
lo que era de gran importancia contar con la secuencia completa del genotipo M4
para conocer las variaciones gendmicas con respecto a los demas y con la aparicidén
de las nuevas metodologias tales como la secuenciacién de siguiente generacion, se
propuso secuenciar el genoma completo de las tres muestras identificadas como M4

en nuestro pais (Muestras denominadas 160, 440 y 441).

La muestra 440 se secuencio con las plataformas lon Torrent de Life Technologies'y
454 GS FLX System de Roche, mientras que la muestra 160 se trabajo con los

equipos 454 GS FLX System de Rochey MiSeq de /llumina.

A principios de 2012 se obtuvieron los primeros resultados de este trabajo,
obteniendo el 33% de la secuencia total de la muestra 440 y tras realizar un analisis
general, observamos que el gen que presentaba la mayor diferencia fue el 23 con

respecto a la cepa Dumas-E1 de referencia.

23



1.11 Diagnostico Molecular del Virus de Varicela Zoster

La metodologia utilizada para este trabajo, conlleva técnicas de Biologia Molecular,

por lo que es importante conocer los fundamentos y caracteristicas de las mismas.

Las técnicas de biologia molecular para el diagnéstico de agentes patdgenos
implican trabajar con el material genético de los mismos, éstos deben separarse de
cualquier otro compuesto proveniente de las células o del ambiente del cual se
tomaron las muestras, para ello se realiza una extraccion y purificacion de los acidos

nucleicos para que sean de Optima calidad.

1.11.1 Extraccion de acidos nucleicos.

Inicialmente es necesario llevar a cabo una lisis para liberar al ADN del interior
celular, para lo cual se utilizan soluciones amortiguadoras de extraccion que
contienen: detergentes, agentes quelantes, sales que protegen el DNA y ayudan a
evitar su degradacion, amortiguadores de pH y algunas veces proteinasa K para

degradar proteinas o enzimas.

EL KIT comercial que se utilizo fue el de Columnas QlAamp Viral RNA de QIAGEN cuyo
fundamento es el aislamiento de ADN o ARN viral de muestras biolégicas con
procedimientos rapidos por medio de una columna de vacio. El ADN o ARN viral se
une especificamente a la membrana de silice QlAamp, mientras que el resto de los
componentes celulares ademas de los inhibidores de la PCR, cationes divalentes y las
proteinas se eliminan por completo en los lavados, dejando al ADN o ARN viral
purificado y finalmente este se eluye en una solucion reguladora. Una vez obtenido el
DNA, este debe mantenerse a -20°C hasta su uso. (QIAGEN products, 2012).
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1.11.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica
de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis, la cual nos permite
amplificar fragmentos de DNA a partir de pequefias cantidades del mismo, generando
multiples copias tomando una cadena de DNA como molde y la enzima polimerasa
que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria
Thermus aquaticus acoplada a vivir con altas temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su

nombre comercial mas conocido: 7ag polimerasa.

Cuando hacemos una reaccion de PCR es semejante a lo que sucede en una célula
cuando se sintetiza el ADN. En el tubo se prepara una mezcla de reaccion que
consiste en: una solucién amortiguadora que mantenga el pH, concentraciéon 6ptima
de sales de magnesio en forma de MgCl, y de KCl y las condiciones para que la
enzima polimerasa trabaje adecuadamente afadiendo los desoxinucleétidos (dNTPs)
a la cadena que se esta sintetizando, ademas de contener el ADN molde, los

iniciadores especificos para que se inicie la transcripcién. (Eguiarte, 2007). Figura 10.

Una de sus principales aplicaciones, es el diagndstico de enfermedades causadas por
microrganismos mediante la identificacion de los mismos. Es una técnica con gran
especificidad y sensibilidad, pues nos permite diferenciar entre especies de un mismo

género.

25



Cadena Molde

Desnaturalizacion

Alineamiento 5'%3'

Amplificacién | '-) * ’

Nuevas copias de

Fig. 10.0 Reaccion en Cadena de la Polimerasa. En la desnaturalizacién, las cadenas se separan al aumentar la temperatura
por arriba de los 90°C, una vez separadas, los oligonucledtidos pueden alinearse con la cadena molde a temperaturas mas
bajas (entre 55°-64°C), es entonces cuando la polimerasa comienza la sintesis de una nueva cadena y asi podemos obtener

multiples copias de un fragmento. Obtenido de http://www?2.le.ac.uk/departments/emfpu/genetics/explained/pcr
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Para verificar la amplificacion de los productos de PCR, se pueden observar en un gel
de agarosa por electroforesis, esta técnica permite separar los fragmentos de acuerdo
al tamafio de cada uno. El gel forma una especie de red con agujeros de tamafos
diferentes, por la cual obligamos a pasar los fragmentos de ADN, aplicando una
corriente eléctrica, que va del polo negativo hacia el polo positivo, ya que la carga de
una molécula de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato (P"). Los
fragmentos mas pequefios pasaran primero a través de la red, mientras que los mas
grandes se iran quedando en los espacios, de esta manera los fragmentos de tamafnos
similares migraran a ritmos similares. Si hay muchos fragmentos de un mismo tamafno
se agruparan todos juntos, por lo que podremos verlos formando lo que llamamos

una banda en el gel. (Eguiarte, 2007).

La solucion amortiguadora mas comun para preparar el gel y para el corrimiento es el
TBE (Tris Boratos EDTA), que por ser muy estable puede reutilizarse varias veces. Este
debe de contar con el pH requerido y los iones necesarios para que fluya la corriente

y pueda migrar el ADN.

Es necesario realizar una tincidén para poder observar las bandas, lo mas comun es
utilizar bromuro de etidio, que es una molécula con dos propiedades importantes: se
intercala en las bases del ADN y brilla con luz UV a una longitud de onda
determinada (264-366 nm), sin embargo se tiene el conocimiento de que esta
sustancia es cancerigena, por lo que su uso ha disminuido notablemente. (Eguiarte,
2007). Figura 11.
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Fig. 11.0 Ejemplo de la visualizacién de un Gel de agarosa. (www.vitagenes.com)

En su lugar, utilizamos el GelStar Nucleic Acid Gel Stain de la casa comercial QIAGEN.
Este es un kit altamente sensible para la tincidn fluorescente y la deteccién de acidos
nucleicos en geles de agarosa y poliacrilamida, éste emplea una minima cantidad por
gel (1 yl) y las bandas se observan definidamente. Se debe de utilizar una ldmpara de
luz UV con una longitud de onda de 302-312nm para transiluminar las bandas
(QIAGEN products, 2012).

Antes de realizar la secuenciacion, debemos conocer la cantidad de DNA amplificado
con la que contamos, para ello utilizamos el Bioanalizador 2100 de Agilent, es una
plataforma basada en la técnica de microfluidos para la cuantificacién y control de

calidad de ADN, ARN, proteinas y células.

Una de las aplicaciones de los kits para DNA del Bioanalizador es la cuantificacién
automatizada, la cual es capaz de detectar fragmentos de hasta 0.1 ng de
concentracion, tiene ademas una alta resolucion, pudiendo diferenciar bandas con
5pb de diferencia en tamafo. Este equipo utiliza un chip, en el que se depositan las
muestras, el polimero, los marcadores de peso molecular y la solucion amortiguadora

necesaria para llevar a cabo una electroforesis con minimas cantidades y gran
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sensibilidad. Ademas este equipo utiliza un software que analiza los datos y nos

proporciona una imagen digital y resultados precisos. (Agilent, 2012).

Una vez amplificados y cuantificados los productos de DNA, podemos partir de ellos

para obtener su secuencia.

1.11.3 Secuenciacion

En 1977 Allan Maxam y Walter Gilbert, y Frederick Sanger, desarrollaron
simultdaneamente métodos para la determinacién de la secuencia de nucledtidos
del ADN.

Maxam y Gilbert proponian una secuenciacion conocida como ruptura quimica, dénde
se podia determinar la secuencia de una molécula de ADN utilizando sustancias

quimicas capaces de cortar en posiciones especificas. (Necochea y Canul, 2004).

Un fragmento de ADN de cadena doble o sencilla se marca en los extremos 3" 0 5" de
una o ambas hebras con *?P. Después, la muestra de ADN se divide en cuatro
alicuotas y se fragmenta con cuatro reacciones quimicas distintas. Posteriormente,
los fragmentos de ADN generados pueden ser separados por electroforesis en
cuatro carriles distintos con base en su tamafo. Conociendo el nucledtido en el que
se realizaron los cortes, se puede inferir la secuencia de la molécula original. Sin
embargo, esta metodologia era laboriosa, pues habia que tener por separado las
hebras de DNA y al leerse en geles de acrilamida, era dificil obtener la secuencia de
fragmentos grandes, ademas de que implicaba costos elevados por los multiples

reactivos a utilizar. (Necochea y Canul, 2004).

La técnica de Sanger se basa en un método de secuenciacién enzimatico del cual se
han realizado grandes avances en la automatizacion, se utiliza la ADN polimerasa
para sintetizar cadenas de ADN con una terminacién especifica, la enzima realiza la

sintesis de la hebra extendiéndola a partir de un iniciador en direccién 5" a 3.
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Entre los componentes de la reaccién se incluyen nucledtidos normales (desoxi
Nucleotido TriFosfato: dNTPs) para la extension de la cadena y nucledtidos que
carecen de un grupo hidroxilo en su extremo 3’ (didesoxi Nucledtido TriFosfato:
ddNTPs), que al no tener el grupo OH en el extremo 3' no permiten que la polimerasa

afiada otro nucleodtido.

La incorporacién de los ddNTPs es al azar, de tal forma que se obtienen fragmentos
de todos los tamafos posibles que terminan en un residuo especifico. Todos los
fragmentos tienen incorporados en sus cadenas, nucleétidos marcados con *?P.

(Necochea y Canul, 2004).

En el método de Sanger, la estrategia es hacer cuatro reacciones diferentes de
sintesis de ADN, utilizando un ddNTP distinto en cada tubo. Con la mezcla del
nucledtido normal (dNTP) y su terminador (ddNTP), se pueden generar fragmentos
complementarios de diferentes tamafios que terminan en el mismo nucledtido.
Después, estos fragmentos se pueden separar en un gel por electroforesis con
cuatro carriles distintos, para determinar la secuencia del templado. (Necocheay

Canul, 2004). Figura 12.
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Fig. 12.0 El método de Sanger. Cuatro reacciones con ddNTPs diferentes permiten la sintesis de distintos fragmentos con
una terminacién especifica. Estos fragmentos se pueden separar por electroforesis y comparando los tamafios, se

puede determinar la secuencia del templado. (Necochea y Canul, 2004).
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En un principio, cuando Sanger disefié esta metodologia, los terminadores no estaban
marcados, solo carecian del OH en el extremo 3’, por lo que habia que hacer cuatro
reacciones por separado, una electroforesis con cuatro carriles y una radiografia del
gel para observar el marcaje radioactivo y determinar la secuencia. (Necochea y
Canul, 2004).

Eventualmente, los fluoréforos fueron remplazando a los isotopos radioactivos, como
el método de marcaje (Prober et al, 1987). La razdn de esto, es que marcar
moléculas de ADN con isétopos radioactivos es laborioso, tardado, peligroso y caro
(Smith et al, 1985). Ademas, las propiedades de las moléculas fluorescentes han
contribuido al desarrollo de técnicas automatizadas de secuenciacién de acidos
nucleicos. Por ejemplo, la posibilidad de hacer todas las reacciones de terminacion

especifica en un solo tubo (Prober et al.,, 1987).

Poco a poco los estudios fueron avanzando y se enfocaron en mejorar la técnica de
Sanger, hasta llegar a la automatizacién con un equipo de electroforesis capilar que
permiten hacer una separacion rapida de alta resolucion. En 1994, Huang y Mathies
reportaron el uso de un aparato con un sistema de deteccidon en paralelo de dos
fluoréforos que podia leer la informacién de 25 capilares simultdneamente. Pronto
empezaron a salir otros secuenciadores automaticos que usaban este sistema. Figura
13.
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Fig. 13.0 Método de Sanger automatizado. A) Terminadores marcados. B) Lectura por electroforesis capilar.

C) Electroferograma de la secuencia. (Necochea y Canul, 2004).

En el laboratorio de Genoma de patégenos del InDRE, contamos con el Secuenciador
Automatico 3130xL de Applied Biosystems. Cuenta con 16 capilares, pueden leerse 96
muestras en una corrida, es capaz de leer 500 pb en menos de 35 minutos y puede
determinar fragmentos de hasta 1000 pb en una sola reaccién de secuencia. (Applied

Biosystems, 2012).

Recientemente se han desarrollado nuevas plataformas, conocidas como
secuenciacién de siguiente generacion (SECUENCIACION MASIVA EN PARALELO).
Estas nuevas tecnologias son capaces de producir hasta 100 veces mas datos en
comparacién con los secuenciadores capilares mas sofisticados basados en el método
de Sanger. (Shekhar, 2011).

33



2.0 JUSTIFICACION

El VVZ se encuentra ampliamente distribuido alrededor del mundo, de éste virus se
conocen los genotipos E1, E2, M1, M2, J, y ultimamente M3, M4, VIIl y IX. La reciente
aparicion del genotipo M4 ha sido relevante para nuestro pais ya que en el 2011 se
identifico, mediante el analisis de la combinaciéon de cuatro sitios nucleotidicos
reportados en 2007 para el ORF22, la posible presencia de este genotipo circulante en

la Ciudad de México y el estado de Chiapas.

Ademas del ORF22 existen otras regiones informativas reportadas en 2009 que son
caracteristicas del genotipo M4, como los son el ORF1, ORF40 y el ORF 66, por lo
anterior es menester de nuestro laboratorio, llevar a cabo la caracterizacién de estos
sitios con la finalidad de corroborar la identificacién de este genotipo y aportar

informacion relevante a la epidemiologia molecular de este virus.

Por otro lado, en el laboratorio de Genoma de Patdgenos del InDRE, existe un
proyecto de investigacion relacionado con la obtenciéon del genoma completo de este
genotipo mediante las plataformas de secuenciacién masiva paralela; como resultado
de este trabajo, se han identificado cambios nucleotidicos en comparacion con las
secuencias de referencia de los demas genotipos reportados en la literatura. Los
cambios nucleotidicos se observaron principalmente en el ORF 21, por tal motivo es
de especial interés obtener la secuencia completa de este gen y analizar si existe

algun marcador molecular caracteristico del genotipo.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar los marcadores especificos para la clasificaciéon del genotipo M4 del Virus de
Varicela Zoster (C508T, C75073A y G113,256T) y caracterizar al ORF 21 en las cepas
identificadas presuntivamente con este genotipo de reciente circulacion en México,
mediante el analisis bioinformatico de las secuencias de DNA obtenidas por

electroforesis capilar para contribuir con la epidemiologia molecular de este virus.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar muestras del Virus de Varicela Zoster del genotipo previamente
identificado como genotipo M4 de reciente circulacion, de acuerdo al método de
genotipificacion del ORF 22

Seleccionar iniciadores para detectar los marcadores especificos para la clasificacién
del genotipo M4 del Virus de Varicela Zéster (C508T, C75073A y G113,256T) y disefar
oligonucleétidos necesarios para la amplificacién completa del ORF 21.

Obtener el DNA del VVZ a partir de las muestras clinicas seleccionadas para amplificar
por PCR, cuantificar el material amplificado y realizar la secuenciacion capilar de las
tres regiones informativas ast como del ORF 21 completo.

Analizar las secuencias obtenidas mediante los programas bioinformaticos CHROMAS,
BIOEDIT y MEGA 5.0 para compararlas con las secuencias de los demas genotipos

reportadas en la base de datos del GenBank.

4.0 HIPOTESIS
Si se analiza la secuencia de las tres regiones informativas y del ORF 21 completo de
las muestras del Virus de Varicela Zoster previamente identificadas como genotipo

M4 en México, entonces serd posible caracterizar estas muestras con la intencion de

determinar si presentan marcadores especificos para este genotipo.
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5.1 DIAGRAMA DE FLUJO

Disefio de iniciadores para
el ORF 21 completo

5.0 METODOLOGIA

Seleccion de Muestras
identificadas como
genotipo M4 del VVZ

Extraccion del DNA

|

Amplificar por PCR punto

—_> final las 3 regiones <

informativas y el Gen23

v

Seleccién de iniciadores
para las 3 regiones

Cuantificar los productos de PCR

:

Secuenciacion capilar de las tres
regiones informativas y del ORF 21
completo

!

Analizar las secuencias obtenidas
mediante programas
bioinformaticos

v

Reportar los marcadores
encontrados

Fig. 14.0 Disefio experimental del trabajo a realizar.
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5.2 MATERIAL

5.2.1 Material Biolégico

En el Instituto de Diagnodstico y Referencia Epidemiologicos, se cuenta con un banco

de muestras de los genotipos circulantes del VVZ en México, se seleccionaron 7

muestras: las 3 existentes del genotipo previamente identificado como M4 por SNP en
el ORF 22 (160, 440 y 441) y muestras identificadas como genotipo E1, E2, M1, J-pOka

por este mismo método (380; 384; 204; pOka-vacunal como control positivo

respectivamente).

5.2.2 Equipo

Gabinetes de bioseguridad nivel 2 Nuaire

Centrifuga clinica Eppendorf 5415R

Vortex Techne

Termociclador GeneAmp 9700 Applied Biosystems
Balanza analitica Chyo

Camara para electroforesis Bio Rad
Fotodocumentador Bio Rad

Fuente de poder Bio Rad

Bioanalizador 2100 de Agilent

Microcentrifuga Hermle 2160-2

Centrifuga evaporadora Heraeus 400

Secuenciador Automatico 3130xL Applied Biosystems
Software: Chromas v2.0; BioEdit v7.0.5.2; Mega 5.0.3; Primer3 v0.4.0; BLASTn-NCBI

5.2.3 Material de Laboratorio

Guantes de nitrilo

Puntas traslucidas con filtro de 10uL; 100uL; 200uL; 1000uL

Micropipetas de 0.2uL — 2uL; 1pL - 10pL; 10pL - 100pL; 20uL — 200uL; 200uL —
1000pL
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Tubos Eppendorf de 200uL; 500uL; 2000uL

Tubos conicos de 30mL; 50mL

Gradillas normales y gradillas a temperatura de 4° C
Gasas y sanitas

Cristaleria comun

Peines para electroforesis

“Chips” DNA para el Bioanalizador 2100

Placa 6ptica de purificacién de 96 pozos Centrisep

Columnas de purificacién QIAGEN, Centrisep

5.2.4 Reactivos

H,O grado Biologia Molecular

Proteinasa K

KIT de Columnas QlAamp Viral RNA de QIAGEN
TBE 10X y 1X

Agarosa grado Biologia Molecular

GelStar Nucleic Acid Gel Stain de QIAGEN
Marcador de peso molecular X

KIT DNA para el Bioanalizador 2100 de Agilent
KIT Superscript Il RT-PCR Invitrogen

BigDye Terminator v3.1 Sequencing Standard KIT Applied Biosystems

Iniciadores especificos a concentracion de 50uM
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5.3 METODOS

5.3.1 Obtencion de las muestras

Se tiene un convenio establecido entre el Laboratorio de Genoma de Patogenos del
INDRE con algunos hospitales pediatricos del DF y algunos Laboratorios de la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica, estos envian regularmente muestras de
pacientes clinicamente diagnosticados con Varicela (liquido vesicular, costras vy
exudados faringeos) las cuales forman parte un banco que cuenta con muestras de

distintos estados de la Republica Mexicana.

5.3.2 Extraccion y purificacién de acidos nucleicos

Esta metodologia se realizé utilizando el K/T de Columnas QIAamp Viral RNA de

QIAGEN segun sus especificaciones:

e Tomar 140uL de muestra y agregar 560uL de solucion AVL/RNA (acarreador
QIAGEN).

e Agitar en vortex por 15 segundos.

e Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

e Agregar 560 pL de EtOH absoluto y agitar 15 segundos en vortex.

e Colocar 630 pL en la columna y centrifugar a 8000rpm durante 1 minuto (2
veces).

e Adicionar a la columna el buffer AW-1 (QIAGEN) y centrifugar a 8000rpm 1
minuto.

e Agregar a la columna el buffer AW-2 (QIAGEN) y centrifugar a 13000rpm 3
minutos.

e Eluir en 60 pL de solucidon AVE (QIAGEN) dando una incubacién de 1 minuto a
temperatura ambiente y una centrifugacion a 8000rpm durante 1 minuto.

e Almacenar a -20°C.
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5.3.3 Diseio de Oligonucleétidos

Se realizé el disefio de primers para obtener por completo el ORF 21 del Virus de
Varicela Zoster con una longitud de 3146pb, para ello se tomdé como referencia el
primer genoma completo secuenciado (Dumas). La secuencia se obtuvo del banco de
genes del National Center for Biotechnology Information (NCBI-GenBank). Se localizo
la regidn de interés (30759-33905. Posiciones del ORF 21 en el genoma completo) y
se dividi6 en 7 fragmentos (denominados con letras de la A a la G) de
aproximadamente 500-680pb (NCBI, 2012).

Mediante el programa Primer3 se disefiaron 7 pares de iniciadores, tomando como
criterios: Longitud entre 18-27pb, contenido G/C 40%-60%, diferencia de Tm <1° C
entre iniciadores de un mismo par, que no formen dimeros y que no exista
complementariedad consigo mismo. Este programa nos indica cuales son los

iniciadores 6ptimos para obtener un buen resultado. Figura 15.

Gen 23 (ORF 21)

< 300pb
£ 3146pb

> 200pb

31054 31570 32403 32947

31490 32037 32833 33464
| 30759 | | 33905 I

30498 31071 31922 32470 33389 34068

A- 574pb D- 549pb G- 680pb

Var 21AF | | Var 21AR | | Var 21DF | | Var 21DR | ‘ Var 21GF | ‘ Var 21GR

B-517pb E- 545pb

Var 21BF [E?erBR ‘V%erEF | |Mhr21ER

C- 548pb F- 632pb

| Var 21CF | | Var 21CR | | Var 21FF | | Var 21FR ‘

Fig. 15.0 Mapa del protocolo de amplificaciéon para el ORF 21. Se indican los iniciadores y los tamafos de los fragmentos en
la parte inferior, asi como las posiciones de inicio y término de los mismos en la parte superior. En verde, las posiciones del

Gen
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Como se aprecia en la figura anterior, los fragmentos empalman entre si para
posteriormente realizar un alineamiento y obtener el gen completo sin espacios
internos, también se contempld un sobrante de 300pb antes y 200pb después del gen

y asi contar con la secuencia del inicio y el final del mismo.

TABLA 5.0 Secuencias de los iniciadores sentido 5'-3’utilizados para amplificar
el ORF 21

Var21lAF Var21lAR
AATGCAATCGTGACGTGGTA CTGGCTCCTCTATCGTCCAG

Var21BF Var21BR
GGACGATAGAGGAGCCAGGT ATGGATACGAACGCCTCATC

Var21CF Var21lCR
CACGGAAACGCCAGTACATA GTCCACCCACTAAAGCGAGA
Var21DF Var21DR
ACGTCGGTTTATTGCTCACC ACAGCTTCCAACCCTGTAGC

Var21lEF Var21lER
CCCCCGGTGGATGTGGGTATGACACCT TCCAGTCGGGTCCAACGACCGTAAAGT
Var21FF Var21lFR
ACCTGCTTCCCCAGCACGTCCG TGCCGTGGCATGCCTACAAGCTGTTGC
Var21GF Var21lGR
ACCCGGTCTTGCAAATGTAG AAATTACGCGCTCAACTGGT

De la publicacién de Loparev de 2009, se tomaron 6 iniciadores (VarFw8, VarRws,
VarFw9, VarRw9, VarFw10 y VarRw10), para amplificar dos de los tres sitios de interés.
Los fragmentos se denominaron 8, 9 y 10 respectivamente para diferenciarlos de los
que forman el ORF 21. Los iniciadores Var40F y Var40R fueron disefiados bajo los
mismos criterios indicados anteriormente, de manera alternativa para generar el

fragmento 9.
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TABLA 6.0 Secuencias en sentido 5° 3’ de los iniciadores utilizados para

amplificar los marcadores especificos.

VarFw8 VarRw8
TCAGCTGGCTTTTCTAAGAATTCG TATTTTTGGTATCCGCAATGTC
VarFw9 VarRw9
TGATGGCATATCAGGCGTACGA AGCAGGACGTAGTCCGCCGA
Var40F Var40R
CTCACGGATATGGGCAATAC CTCGACCTCTAGGATTGCAT
VarFwl0 VarRwl0
TGGCGCCATCTCAACATCA AGGTTGCGCTTTGCAGCTAGA

5.3.4 Amplificacion del DNA (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Se amplificaron las muestras seleccionadas trabajandose con una diluciéon 1:10,
excepto la 204(M1) siendo esta empleada con una dilucién 1:2. La cepa vacunal pOka
se utilizd para estandarizar las condiciones de reaccién y posteriormente como
control positivo. Debido a que el genoma de este virus es muy conservado, los
iniciadores son afines a todos los genotipos. Estos se utilizaron a una concentracion
de 10pm/uL.

Se utilizé el KIT Superscript /I RT-PCR de Invitrogen, Buffer 2X para el mix que se

preparo de la siguiente manera:

Buffer 2X 12.5 pL
Oligo Fw 0.5 pL
Oligo Rw 0.5 pL
Taq Pol 0.5 pL
H,0 8 UL
Muestra 3uL

*Cantidades por reaccidon
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El protocolo de reaccién se muestra en la Figura 16:

Desnaturalizacion Amplificacion Elongacion

| 35 Ciclos i

94.0°C ! 94.0°C i
i 68.0°C 1 68.0°C

. 1 0:30 !

20 s8.0°C / :
! 1:00 i 2:00 10.0°C
! 0:30 i

Fig. 16.0 Condiciones de reaccién para la amplificaciéon de fragmentos del ORF 21 y sitios informativos del VVZ.

Una vez amplificados los productos se corrobord la presencia de la banda mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 2% elaborado con los pasos siguientes:

e Pesar en la balanza analitica 0.7g de Agarosa.

e Disolver en 35mL de buffer TBE 1X.

e Someter a calentamiento hasta disolver por completo.

e Adicionar 1 pL de Gel Start y mezclar.

e Vertir en la camara de electroforesis con el peine previamente colocado.

e Esperar a que gelifique y retirar el peine.

e Adicionar solucion de corrimiento (TBE 1X) hasta cubrir el gel por completo.

e Colocar 1.5 pL de colorante mas 5 pL de muestra (previamente mezclados) en
cada pozo.

e Cargar 3 pL de marcador de peso molecular en el primer carril.

e Correr la electroforesis a 110V, 100Am hasta que el frente de corrida esté al
final del gel.

e Observar las bandas mediante el fotodocumentador.
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5.3.5 Cuantificacion de amplicones

Para la reaccion de secuencia es necesario conocer la concentracidén de los productos
obtenidos mediante la PCR, esta cuantificaciéon se llevd a cabo en el Bionalizador

2100 de Agilent (Figura 17) usando la metodologia del fabricante:

e Encender la computadora y posteriormente el Bioanalizador.

e Abrir el programa“2100 expert”.

e Sacar los reactivos y dejarlos a temperatura ambiente durante 20 minutos
aproximadamente.

e Colocar un Chip DNA en la estacion de la jeringa y cerrarla.

e Bajar el émbolo hasta el seguro de la estacion para eliminar el aire contenido y
esperar 10 segundos.

e Liberar el seguro para despresurizar el chip, este subird hasta 0.3mL de la
jeringa, subirlo manualmente a 1mL y abrir la estacion.

e Colocar 0.9 pL de Mezcla gel-colorante (Applied Biosystems) en el pozo
marcado con la letra G con un circulo negro, cerrar la estaciéon y bajar el
émbolo hasta el seguro durante 1 minuto.

e Liberar el seguro, el émbolo subird hasta 0.6mL aproximadamente, subirlo
manualmente hasta 1mL y abrir la estacion.

e Colocar 9.0 yL de gel-colorante (Applied Biosystems) en cada uno de los pozos
restantes marcados con la letra G.

e Colocar 0.5 yL de DNA Markers (Applied Biosystems) en cada uno de los 12
pozos y en el pozo marcado con el simbolo de la escalera.

e Colocar 1 pL del marcador DNA Ladder (Applied Biosystems) en el pozo con el
simbolo de la escalera.

e Colocar 1 yL de muestra en cada uno de los 12 pozos.

e Poner el Chip en el agitador /KA (Applied Biosystems) y agitar durante 1 minuto
a 2400rpm.
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e Revisar que no haya burbujas y colocar el Chip dentro del Bioanalizador
cerrando cuidadosamente la tapa.

e Verificar que el Bioanalizador detecte el Chip.

e En el software del equipo presionar el botén “Start” y esperar los resultados.

e Una vez que el equipo ha terminado, guardar y registrar los resultados y retirar
el Chip y depositarlo en el contenedor de basura.

e |Insertar el chip de limpieza con 380 pL de agua destilada en cada pozo y
colocarlo en el equipo durante 1 minuto.

e Retirar el Chip de limpieza y dejar abierto el cartucho del equipo para que se
sequen los electrodos.

e Cerrar el cartucho del equipo y apagar el Bioanalizador y la computadora.

Fig. 17.0 Chip DNA del Bioanalizador de Applied Biosystems.

5.3.6 Secuenciacion
Antes de empezar con este proceso, se determiné la cantidad de DNA a emplear en la

reaccion de secuenciacion de acuerdo al tamafio y concentracion del fragmento,

utilizando la siguiente tabla:
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Tabla 7.0 Relacion de Longitud del producto/concentraciéon

Longitud Cantidad (ng)
Producto de PCR:
100- 200 pb 1-3
200 - 500 pb 3-10
500 - 1000 pb 5-20
1000 - 2000 pb 10 - 40
> 2000 pb 40 - 100

El proceso de secuencia consta de 3 pasos:

El primero es la Purificacion de los productos de PCR. Este se realizé de manera
enzimatica para eliminar el exceso de nucledtidos no utilizados en la reaccion de PCR
asi como de primers, para que la reaccidén sea mas limpia. EL KIT utilizado fue ExoSAP-

/T de USB corporation.

Se agregan 0.5 pL de la enzima por cada 5 pL de producto de PCR en frio y se utiliza

el siguiente protocolo en el termociclador Figura 18:

80.0°C

37.0°C
15:00 4.0°C

15:00

(o ]

Fig. 18.0 Condiciones de reaccion para la purificacién de productos de PCR (ExoSap-it).

El segundo paso es la reaccidon de secuencia, la cual es una variante del método de
Sanger, donde los dideoxinucledtidos terminales estan marcados cada uno con un
fluorocrémo diferente, emitiendo fluorescencia a distintas longitudes de onda que

permiten diferenciar cada base nucleotidica terminal.

Se utilizé el estuche BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing KIT.
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Para la mayoria de las reacciones, se trabajo con 1 uL de DNA, 18 pL de la mezcla de
reaccion y 0.5uL de cada iniciador a 3.3 pm/uL. Las demas varian en cuanto a cantidad

de DNA y de mezcla de reaccién. El protocolo de reaccién es el siguiente Figura 19:

40 Ciclos i
96.0°C |
0:10 o o 60.0°C i
' /" 4:00 | .
| 4.0°C
0:05 i

(o ]

Fig. 19.0 Condiciones de reaccion para la reaccidén de secuenciacion.

El Ultimo paso es la purificacidn de los productos de secuenciacidn. Se realizdé con dos
protocolos diferentes, por Columnas de Centrifugacion Centrisep y por Placa de 96

pozos, ambos de Princeton Separations con las indicaciones del fabricante.

Columnas:

e Hidratar cada columna con 800uL de agua grado biologia molecular,
homogenizando y teniendo cuidado de que no queden burbujas a lo largo de
la columna.

e Dejar reposar al menos 30 minutos a temperatura ambiente.

e Quitar la tapa inferior, colocar un tubo receptor y centrifugar 6 minutos a
6500rpm para eliminar el exceso de agua. Repetir durante 1 minuto si es
necesarlo.

e Adicionar los 20pL del producto de secuenciacidn en el centro de la columna.

e Centrifugar durante 3 minutos a 6500rpm.

e Sies necesario, colocar los tubos eppendorf con los productos purificados en la
centrifuga evaporadora y centrifugar con calor (80°C) por 15 minutos en
oscuridad hasta tener 16 pL aproximadamente. St se cuenta con una menor

cantidad, aforar con formamida hasta 16 pL.
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e Colocar los productos en el lugar de la placa que les corresponde e introducirla

al secuenciador.

Placa de 96 pozos:

e Sacar la placa de purificaciéon del refrigerador 1 hora antes de su uso.

e Remover el papel protector, primero el superior y después el inferior.

e Centrifugar la placa a 3000rpm por 3 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el liquido de hidratacion.

e Colocar la placa sobre la placa 6ptica de 96 pozos que se va a introducir al
secuenciador.

e Colocar las muestras en el lugar que les corresponde y centrifugar a 3000 rpm
por 3 minutos.

e Tapar la placa con la septa y colocar en el soporte.

e Colocar la placa en el secuenciador.

Una vez en el secuenciador, se debe corroborar que este tenga el polimero adecuado,
sin burbujas, que haya la cantidad suficiente de buffer, de agua y que el contenedor
de desechos no esté al tope. Se programa el equipo y se inicia la secuenciacion

automatica.

5.3.7 Edicion y Analisis de las secuencias

El secuenciador arrojé datos crudos sobre los productos secuenciados, por ello fue
necesario un analisis previo para poder manejarlos de manera mas cémoda y visual.

Esto se realizd con el software del equipo Sequencing Analisis Software.

Posteriormente, obtuvimos archivos *.abi, presentados como electroferogramas y se
editaron con el programa Chromas vZ2.0. Se abre simultaneamente el archivo sentido y
el antisentido (Figura 20) y se comparan las dos secuencias a modo de verificar la
congruencia de los datos y eliminar los posibles errores que haya generado el

secuenciador.
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[T Chromas - A-E1_Var21AF [=a/®] = |

File Edit Options Help

File: A-E1 Var21AF _003_BO07 _| lﬁOcll) Sequencc\!ame A-El Var2lAF  Run ended: Oct 16, 2012
150 160 170 180
GCGTTTTTATTGATGTTACATTTATGTCTTTTCATTCCGGACGGATGTAGCTTTTT

D R S B

« = v

[ Chromas - A-E1 Var21AR = | B b

File Edit Options Help
File: AE1_Var21AR_004_B08_160ctl2 _Sequence Name: A-El_Var21AR _ Run ended: Oct 16, 2012

180 190 200
GceT TTTT2TTGSR2TGTT2C 4&TTTRa2TGTOCTTTTOCSL2TTTCCG® GUE2CGGATGTAZGCTTTTT

Fig. 20.0 Edicién de Electroferogramas con el programa Chromas.

Después de la edicion se convirtieron en archivos de texto con extensién *.fasta y se

comparan mediante alineamientos multiples con las secuencias de referencia

obtenidas del NCBI-GenBank. Se analizaron con el programa BioEdit v7.0.5.2. (Figura

21).

] |Courier New Sl < B 8 total sequences

o I—L| S election: 0 Sequence Maszk: N
ode: | Select / Slide Pasition: Mumbering kazk: b

£ I DITD §on - BEREENINIE S o B

ITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTI

|90 100 110 120 130
Duma= GTCACCAGAGRARRARCAGRARTCGCCAGAGTTAAGGTAGTTARGTTT

4 L
M1 000 e e e e s amammaamomammomomsmmomomamamoaaamomomamomaawmomow
M2 =000 e e e s s samamsasamama o L
pc}ka ..............................................
IX =000 |eeeemsssssssssssesessesssssssssssssssssssnsmoesmsass
7 U
C'RF_.?]_ S

Fig. 21.0 Alineacion Mdltiple de Secuencias con el programa BioEdit.

49



6.0 RESULTADOS Y ANALISIS

Hasta hace algunos afios no se conocia mucho sobre la epidemiologia del Virus de
Varicela Zoster en México. En el 2009 Rodriguez y colaboradores realizaron el primer
estudio en el pais sobre los genotipos circulantes, encontrando que predomina el
genotipo Europeo en sus dos variantes (E1 y E2) pero que ademas circulan dos mas,
un sub-genotipo del Mosaico (M1) y otro genotipo "nuevo™ sobre el que existe poca

informacién disponible.

Las cepas elegidas para este trabajo pertenecen a los genotipos circulantes en la
Republica Mexicana, estas fueron tipificadas con el método existente mas reciente
sugerido por Loparev y colaboradores en 2004 y actualizado en 2007, que involucra la

combinacion de 4 posiciones nucleotidicas en el ORF 22.

Se seleccionaron 7 muestras: las 3 existentes del genotipo previamente identificado
como M4 por SNP en el ORF 22 (160, 440 y 441) y muestras identificadas como
genotipo E1, E2, M1, J-pOka (380; 384; 204, pOka), se extrajo el DNA de las muestras
clinicas, el cual se utilizd como templado para la amplificacion de los tres sitios de
interés y del ORF 21.

Para llevar a cabo la amplificacidn se utilizaron los iniciadores disefiados por Loparev
(Tabla 6) para los sitios informativos y se utilizaron los 7 juegos de iniciadores

disenados para el ORF 21 (Figura 15, Tabla 5).

La reaccion de amplificacion se realizd por PCR punto final la cual se estandarizo en
cuanto a cantidades y condiciones utilizando la cepa vacunal pOka. Se utilizaron
como control positivo al fragmento A de la cepa vacunal para todas las reacciones de
PCR.
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Para corroborar que la amplificacion fue correcta, se observaron todos los productos
obtenidos (10 por cada muestra) en geles de agarosa al 2%, teniendo al marcador de

peso molecular $X IX como se muestra en la Figura 22.

A B C =D E F &6 8 &9 10 C+ CN

1353 pb
1078 pb
872 pb
603 pb

310 pb
281 pb
271 pb

ey
)

Fig. 22.0 Productos de PCR de la muestra 160. Tamafios esperados para los fragmentos del ORF 21: A-574pb; B-517pb; C-
548pb; D-549pb; E-545pb; F-632pb; G-680pb; Tamafos esperados para los fragmentos de los sitios informativos: 8-505pb;
9-271pb; 10-482pb. C+ y CN fragmento A de la cepa pOka.

Las bandas presentaron el tamafio esperado, sin embargo a lo largo de la
experimentacion, fue necesario repetir algunas de las amplificaciones debido a que se

observaban las bandas muy tenues en el gel.

Al inicio del trabajo experimental, se tomaron como referencia los oligonucleétidos
disefados por Loparev y colaboradores en el 2009 para los sitios informativos, sin
embargo, el par que corresponde al fragmento 9 que amplificaba para un amplicon
de 700pb se utilizd Unicamente para la cepa pOka y la E1-380, debido a que al
intentar amplificar las otras cepas utilizaba una mayor cantidad y no era util con las
diluciones manejadas por lo cual, al no contar con cantidad suficiente de las demas

muestras, se decididé disefiar de manera alternativa nuevos iniciadores que
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amplificaran un producto mas pequefio (271pb) que flanqueara el marcador
molecular de interés. (Var40Fw y Var40Rw Tabla 6).

Una vez confirmada la presencia del fragmento, se cuantificaron con el Bioanalizador,
este nos proporciona una imagen digital del tamafio de la banda y su concentracion

en ng/uL. Figura 23.

[bp]

Ladder A 160 B 160 C 160 D 160 E 160 F 160 G160 B 160 9160 10 160

300 —

100 —
=1 =

Fig. 23.0 Productos de PCR de la muestra 160 cuantificados con el Bioanalizador 2100 de Agilent.

Los fragmentos obtenidos correspondieron a lo esperado, la siguiente tabla muestra

los tamanos de los mismos ast como su concentracidon. Tabla 8.0

52



TABLA 8.0 Tamaiio y concentracion de los fragmentos de PCR.

Tamaio
Frag. Esperado J-pOka E1-380
pb.
pb ng/uL | pb ng/plL
A 574 587 10.94 570 16.5
B 517 532 15.27 530 15.27
C 548 558 29.45 553 6.25
D 548 575 31.35 573 27.04
E 545 566 26.25 565 24.33
F 632 632 18.57 629 28.12
G 680 688 20.77 686 3511
8 505 515 24838 507 18.25
9 700 724 273 707 7.36
10 482 494 27.34 487 30.36
Tamaiio
Frag. | Esperado E2-384 M1-204 160 440 441
pb.
pb | ng/uL | pb | ng/pL | pb | ng/pL | pb | ng/pL | pb | ng/pL
A 574 568 7.16 584 | 10.86 | 575 | 1498 | 573 | 12.68 | 584 | 38.81
B 517 515 | 2943 | 531 | 1835 | 531 | 1255 | 523 | 1267 | 533 | 23.76
C 548 541 | 37.02 | 559 | 1562 | 554 | 2412 | 548 | 2550 | 557 | 144.82
D 548 555 | 16,50 | 580 | 3231 | 570 | 14.85 | 557 | 24.88 | 576 | 98.49
E 545 545 | 2221 | 567 | 3334 | 563 | 2267 | 557 | 27.26 | 565 | 188.82
F 632 618 | 1860 | 629 | 79.69 | 625 | 13.18 | 625 | 13.06 | 630 | 49.37
G 680 684 | 8053 | 682 | 8341 | 681 | 16.23 | 680 | 1137 | 687 | 12.82
8 505 515 | 3130 | 513 | 4995 | 507 | 166 | 508 | 6.67 | 514 | 4.28
9 271 273 3.30 274 350 | 273 | 170 | 271 | 889 | 273 | 6.04
10 482 495 | 88.08 | 494 | 12536 | 487 | 1475 | 487 | 1533 | 494 | 1462
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Todos los productos de PCR se secuenciaron con el sistema automatico 3130xL. Se
obtuvieron las secuencias Forward y Reverse, posteriormente se editaron con el
programa Chromas. Una vez editadas, los electroferogramas se convirtieron a un
formato de texto y se ingresaron al BLASTn (Nucleotide Basic Local Alignment Search
Tool) del GenBank para un primer analisis basico y poder asi detectar incongruencias
ademas de delimitar las posiciones teniendo como referencia la cepa Dumas E1 para

trabajar con su numeracion.
Los siguientes analisis se realizaron con el programa BioEdit, que nos permite
comparar puntualmente las secuencias obtenidas entre ellas o contra las de

referencia.

Los numeros de acceso en el GenBank para las secuencias de referencia del VVZ se

muestran en la siguiente tabla.

TABLA 9.0 Secuencias de referencia para los distintos genotipos

Secuencia de referencia | No. de acceso
Dumas E1 NC_001348.1
HJO E2 AJ871403.1
pOka J AB097933.1
CA123 M1 DQ457052.1
DR M2 DQ452050.1
1483 VIII JN704709.1
457 1X JN704710.1
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Para comprobar que nuestras cepas pertenecieran al genotipo M4, se secuenciaron las
regiones que Loparev y su equipo de trabajo sefialaron como especificas del mismo:
C508T (ORF 1); C75073A (ORF 40); y G113256T (ORF 66).

Inictalmente, las muestras determinadas como genotipo M4 presentaron las
mutaciones propias de este genotipo en el ORF 22, por lo que se determind la
presencia de este genotipo en la Ciudad de México y Chiapas, sin embargo, en este

estudio no se incluyd a los genotipos VIl y IX ya que fueron identificados hasta 2011.

Cuando se analizaron las mutaciones en el ORF 22 de los genotipos VIII y IX, no fue
posible diferenciar entre el genotipo M4 y el genotipo VIII por lo cual se debe recurrir
a los marcadores especificos en el genoma completo de cada uno de ellos para

distinguirlos.
Se obtuvo la secuencia de las 7 muestras elegidas y se compar6 con la cepa Dumas-

El para tomar como base su numeracion y el nucledtido que presenta en estas

posiciones. (Figuras 24-29).
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220 230 240
STGGTCGCCATTGTTGCCGTTTTTCCCGRAGRARCO

Fig. 24.0 Alineamiento multiple para la primera region informativa. Se sefala la posicién 508 donde todas las secuencias

presentan una C. Las secuencias de las muestras tienen el niumero correspondiente al fragmento en el nombre, las de

referencia no lo tienen.

|

A C C C

T T 2C T 6 C T ¢ T C G T G G6TC

N

e .AV_-—-—-.. e

i

Fig. 25.0 Electroferograma de la muestra 160. Se sefiala la posicién 508 del marcador molecular.
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Fig. 26.0 Alineamiento multiple para la segunda regiéon informativa. Se sefiala la posiciéon 75073, donde se observa el cambio

esperado de Citosina por Adenina pero este se comparte con el genotipo VIII.

!

C GC T T a & A T C C& ACCG A ACTCTCCTACTCTCA

o

Fig. 27.0 Electroferograma de la muestra 160. Se sefiala la posicién 75073 del marcador molecular.
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Fig. 28.0 Alineamiento multiple para la tercera region informativa. Se sefala la posicién 113256, nuevamente no existe

diferencia entre las secuencias. No hay marcador especifico.

}

A

cCAC G A A A C TG

L LG CCGAZAGCCTO CTGTG G G

Fig. 29.0 Electroferograma de la muestra 160. Se sefiala la posicién 113256 del marcador molecular.
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De los tres marcadores esperados Unicamente encontramos el del ORF 40, en las dos

posiciones adicionales no hay diferencia contra las demas secuencias. Las muestras

pertenecientes a los genotipos E1, E2, M1, y pOka no tienen variacidén en cuanto a sus

referencias, también se muestran los electroferogramas obtenidos como evidencia de

las mutaciones. Estos resultados se presentan en la Tabla 10.0

TABLA 10.0 Resultados para los tres marcadores buscados

Genotipo/Muestra
Posicion VIII | M4 | E1 El E2 E2 M1 | M1 J J
160 | 440 | 441
Ref | Ref | Ref | 380 | Ref | 384 | Ref | 204 | Ref | pOka
508 C C C C T C
75 073 C
113256 | G G G G T G

Es importante destacar que los nucledtidos identificados en estas tres posiciones son

idénticos a los que presenta el genotipo VIl en los sitios homoélogos. Este resultado

nos indica que las muestras analizadas no corresponden al genotipo M4 y que

pueden pertenecer al genotipo VIII.
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Posteriormente analizamos el ORF 21 de nuestras cepas. Esto nos permitié observar
de manera puntual las posiciones nucleotidicas que son diferentes con respecto a la
secuencia de Dumas-E1 y determinar si presentaba marcadores especificos con

respecto a los demas genotipos.

Los fragmentos que lo conforman (A-G) empalman entre si para formar el gen
completo. Este empalme se realizd con el programa BioEdit con la herramienta CAP
Contig, con un traslape minimo de 10 bases. Se obtuvo la secuencia completa del ORF
21 de todas las muestras seleccionadas y se depurd la secuencia para analizar

Unicamente esta region.

Primero analizamos las muestras elegidas como representativas de los genotipos

contra sus referencias correspondientes.

Al comparar la secuencia obtenida para el ORF 21 de la muestra 380 perteneciente al
genotipo E1 contra las secuencias de referencia incluyendo la de su mismo genotipo
(Dumas-E1), encontramos que comparten las mismas mutaciones con respecto a los
demas genotipos y que solo existe un cambio de nucledtido en 3146 bases,
equivalente al 0.03% de diferencia que puede deberse a la variabilidad del sitio

geografico de las muestras. (Figura 30).

‘TTITTTTITTTTITTTTITTTTI

-l 23710 33720 337
HJO — EZ GCRAARCGTTTTTACACGRACARCET
CARIZ23 — M1 090 |seeaassssssasssmmnnnanns
S . 1
pOka — T |seecaassscaassaanaaaaas
457 — IX === |essssssssssasssamssssnans
1483 — TITI 3 s ecsasesnnsans ..
Dumas — F1l =00 |« e cesasossnaan T..T..T|
OBRF 21 280 — Pl |« s e v e ae e nenna|a== T..T)..

Fig. 30.0 Alineamiento multiple para la muestra 380-E1. Mutaciones especificas compartidas entre Dumas y la muestra 380.

Sustitucién del nucleotidico T por C en la posicién 33722.
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La muestra 384 se genotipifico como E2, de igual manera se compar6 contra los

demas genotipos y pudimos determinar que tiene 2 cambios nucleotidicos con

respecto a su cepa HJO-E2 de referencia, equivalente al 0.06%. Figura 31.

‘TTITTTTITTTTITTTTITTTTI
| 30880 30850
Dumas - EL AGAGTTALGETAGTTAAGTTTTT
calz3d - Ml e e e .
DR — MZ Ce e aeaanan .
pCka - J ceamaaaaaaaan .
457 - IX c e e ma s N .
1482 - VIII C e e e . .
HJO — EZ .. ..............
OBRF 21 384 — F2 |eeceeeadaloeee e,
‘TTITTTTITTTTITTTTITTTTI
j 33560 33570
Dumas - E1 COTCATATATGAGTCACGCCCGH
CEIF3 = ML leemmeme e e e e e
DE — M2 === |eeeeeeceaemcmemnsnnenend
kaa B 1
457 — IX === |esesssssssssmsssannanns
1483 — VITT e e emeeeeeoanmeenanneeenad
HIO — B2 eeeeeeeen T e e e e el
OBF 21 384 — FZ |eceeeeeeadaloeeld

Fig. 31.0 Alineamiento multiple para la muestra 384-E2. Sustituciones nucleotidicas de G por A en la posicion 30881y de G

por T en la posicién 33563.

La genotipificacidon de esta cepa 384-E2 se realizé con base en el gen 21, sin embargo

como se puede observar en la figura 31 existen diferencias entre la cepa de referencia

y la muestra seleccionada como genotipo E2 en dos posiciones, esto no significa que

nuestra cepa no pertenece al genotipo, pero consideramos necesario realizar una

caracterizacion completa de esta cepa para identificar mas sitios informativos sobre

genotipo E2 y corroborar estos resultados.
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Para la comparacién del genotipo M1, se cuenta con la muestra 204. No presenta
ningun cambio nucleotidico en comparacién con la cepa CA123-M1 de referencia y

comparte las mutaciones especificas contra los demas genotipos. Figura 32.

‘.TTITTTTITTTTITTTTITTTTI

-1l 31610 31620 316

Duma=s — E1 TCACGRATTTCCTCAGCTCTGGEE
HIZD — B2 == |sassssssssssssssssssnns
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pOka — J 0 |ieeeesasiaaiasaaaa e
457 — IX = |eaesssssssssssssanasnns
1483 - VIII W e mmmmmmmgm—noa e
chlz23d — M1 1
OBRF 21 204 — Ml |veeeaeanaadThueeneuneeans

Fig. 32.0 Alineamiento multiple para la muestra 204-M1. Mutacidén especifica de T en la posicién 31619.

La muestra procedente de la vacuna pOka también fue secuenciada y comparada

contra su referencia que es la pOka-J. No hay cambios pero si comparten mutaciones

no especificas de genotipo. Figura 33.

= ITTTTITTTTITTTTITTTTIT
—~1 32270 22280

TDuma=s — E1 GCTAGRGAGRACREACATATTTTAL
HJO — EZ e mmm o mommm o wwma e
Chl123 - M1 e m e m o mommmawa e e
DE — MZ === |easesssssasas e
457 - IX e m e m o mommmawa e e
1483 — VIII 3 |eessecangeuecassnnnsns
poka — J 00 |eeesaaan -
CRF 21 pCka — J |-=-==-=- I

Fig. 33.0 Alineamiento multiple para la muestra vacunal pOka. Mutacién compartida no especifica de G en la posicion 32274,
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Posteriormente analizamos las muestras pertenecientes al genotipo de reciente
identificacion en nuestro pais. El primer analisis realizado a estas secuencias fue un
alineamiento multiple del ORF 21 de las cepas de referencia y entre ellas mismas para

determinar los cambios nucleotidicos encontrados. Figura 34.
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CR123 — M1 e e e e Tl e eeemeew CR1IZ22 — M1 | e e i e e e [
DE — M2 e e e e maanaa ., DE — M2 = e e e e s manmman R
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ORF 21 Muestra 440 |--seeaa... H ORF 21 Muesstra 440 [-----nenannn Cheemweas
ORF 21 Muestra 441 |+....u.... R ORF 21 Muestra 441 [-----conann LS EEEEERE
= T | TrTTw I T I TrTwr | TTrw | = T | TTrw | TrTTw I rrourr I TTTw |
1| 33460 23470 3324 1| 33710 33720 337
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Fig. 34.0 Alineamiento multiple para las muestras 160; 440 y 441. Mutaciones compartidas no especificas de T; C; T y triple C
en las posiciones 32255; 33068; 33473 y 33722, 33725, 33728 respectivamente.

Se observdo que las muestras 160, 440 y 441 son idénticas en su secuencia
nucleotidica en este ORF y encontramos, Unicamente 3 nucleétidos que son
diferentes a las secuencias de referencia Dumas (E1), DR (M2), el genotipo 457-I1X y la
cepa vacunal Oka (J) pero compartidos con las secuencias de referencia HJO-E2,
CA123-M1 y con el genotipo 1483-VIIl, (A32255T; T33068C; G33473T) ademas de
encontrar tres sitios que se comparten con todos los genotipos de referencia excepto
con el genotipo E1 (T33722C, T33725C, T33728C). Por lo tanto en este ORF no se
encontraron sitios especificos para poder caracterizar Unicamente a nuestras

muestras. Tabla 11.0
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TABLA 11.0 Caracterizacion del ORF 21

Genotipo/ Muestra

Posicion | E1 | E1 | E2 | E2 |M1 | M1 | M2| ) J IX VIl

Ref | 380 | Ref | 384 | Ref | 204 | Ref | Ref | pOka | Ref 160 440 ) 441 Ref
30871 C C C C C C T C C C C C C C
30881 G G G G G G G G G G G G
31619 C C C T T C C C C C C C C
32255 A A T T T T A A A A T T T T
32274 A A A A A A G G G A A A A A
33068 T T C C C C T T T T C C C C
33287 T T T T T T C T T T T T T T
33473 G G T T T T G G G G T T T T
33563 G G G G G G G G G G G G
33722 T C C C C C C C C C C C C
33725 T C C C C C C C C C C
33728 T C C C C C C C C C C

] Marcadores especificos del genotipo E1

B Marcadores especificos del genotipo E2

[l Marcadores compartidos entre los genotipos E2, M1, VIl y las muestras de interés

[ Marcadores especificos del genotipo M1

[ Marcadores especificos del genotipo M2

[] Marcador compartido entre los genotipos M2 y J

B Marcadores especificos no encontrados en las muestras de campo
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Para observar de manera grafica la similitud de las secuencias de este ORF entre
todos los genotipos, realizamos un arbol filogenético con ayuda del programa Mega
5.03, utilizando diferentes secuencias de todos los genotipos registradas en la base

de datos del GenBank del NCBI. Figura 35.

@ DR M2 - DQ452050.1
1002/2008 J - IN704697.1

1003/2008 J - IN704698.1

@ J pOka - AB097933.1
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sub_strain: vOka J - AB097932.1

strain VarilRix J - DQ008354.1

strain VariVax J - DQ008355.1

95 ORF 21 pOka J

@ 457 IX - JN704710.1
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925/2008 E1 - IN704696.1
432/2008 E1 - IN704695.1
! 667/2005 E1 - IN704693.1
g ORF 21 380 E1

1883/2007 E1 - IN704694.1

® Dumas E1 - NC_001348.1
6411256/2004 E1 - IN704691.1

@ 1483 VIl - IN704709.1
ORF 21 160
ORF 21 440
ORF 21 441
ORF 21 384 E2 l
strain 11 E2 - DQ479955.1
@ HJO E2 - AJ871403.1
@ CA123 M1 - DQ457052.1
413/2000 M1 - IN704704.1
[ ORF 21 204 M1 |
p 60 | 1805/2007 M1 -JN704708.1
875/2004 M1 - IN704705.1
134/2005 M1 - JN704706.1
446/2007 M1 - JN704707.1

£~

0.0002

Fig. 35.0 Arbol filogenético del ORF 21 para los genotipos de referencia (marcados con una vifieta), secuencias del ORF 21 de
la base de datos del GenBank, las secuencias de nuestras muestras representativas (recuadros verdes) y las tres secuencias
obtenidas del reciente genotipo identificado en México (Recuadro azul). Se sefiala el nombre de la cepa, su genotipo y el
nimero de acceso en GenBank. El arbol se realizé mediante la herramienta Neighbor joining con un fondo estadistico

Bootstrap de 1000 copias.
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Como se observa en la figura 35, podemos notar que se formaron dos grandes
grupos, en el primero se agrupan los genotipos M2 y J en un mismo conjunto, las
secuencias del genotipo E1 se agrupan de manera independiente y la secuencia del
genotipo IX se encuentra separada de los demas en este grupo. Los genotipos M2 y J
se agruparon juntos ya que no presentan diferencias significativas en este ORF para

separarse.

El segundo grupo engloba a las secuencias pertenecientes al genotipo M1 de manera
independiente y agrupa a las secuencias de nuestras muestras, previamente
reportadas como M4, al genotipo VIII y algunas secuencias del genotipo E2 en un
mismo conjunto. Las secuencias del genotipo E2 no forman un grupo como tal sin

embargo no estan alejadas entre si.

Podemos inferir que la secuencia del genotipo de referencia VI, las secuencias de las
muestras 169, 440 y 442 y la secuencia de la muestra 384-E2 son similares en el ORF
21, por lo que consideramos necesario realizar una caracterizacién con mayor
cobertura del genotipo E2 para identificar marcadores moleculares del mismo ya que
la informacidn contenida en este arbol filogenético no tiene la suficiente robustez

para diferenciar a estos genotipos.

Las muestras 160, 440 y 441 analizadas no presentaron ninguna diferencia en el ORF
21 con respecto al genotipo VIII. Este resultado ademas de los datos obtenidos del
analisis del ORF 1, ORF 22, ORF 40 y ORF 66 sugiere que estas muestras pertenecen al
genotipo VIII.

Seria necesario realizar un analisis filogenético mas robusto con los genomas
completos de todos los genotipos que permita confirmar si el reciente genotipo
circulante se agrupa con el genotipo VIII, si es un sub-genotipo del mismo o si se
separa de todos, derivando ast en un nuevo genotipo que no se ha descrito

anteriormente.
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7.0 CONCLUSIONES

Las muestras seleccionadas fueron Uutiles para obtener, amplificar, cuantificar y
secuenciar el DNA. Las muestras de los genotipos analizados no presentaron cambios
con respecto a su genotipo de referencia, excepto la muestra 384-E2, ya que tuvo dos
mutaciones, por lo que se sugiere realizar una caracterizacién mas a fondo de esté

genotipo.

Se disefaron los iniciadores de manera satisfactoria para llevar a cabo la
amplificacién del ORF 21. También fueron utiles los primers descritos por Loparev

para las 3 regiones informativas.

Las secuencias obtenidas, se analizaron bioinformaticamente y se determin6 que las
cepas del genotipo de reciente circulacidon poseen solo uno de los tres marcadores

moleculares especificos del Genotipo M4 por lo que no pertenecen a este genotipo.

El segundo marcador se comparte con el genotipo VIll, ademas de que el analisis
filogenético de las secuencias del ORF 21 nos permite observar que las tres muestras
de interés se agrupan con el genotipo VIII por lo cual podemos sugerir que

posiblemente pertenezcan al este genotipo.

Seria necesario realizar un arbol de mayor alcance, con los genomas completos de
todos los genotipos para tener una mayor evidencia del origen de estas cepas, si
pertenecen al genotipo VIII, a un sub-genotipo de este o a un genotipo que no se ha

descrito hasta ahora.
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