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Deteccion de patégenos virales transmitidos por sangre

Resumen

Los patogenos transmitidos por sangre (BBP) se trasmiten directamente por contacto con la sangre.
En los tltimos afios se han desarrollado nuevas estrategias para la deteccion de BBP virales como el
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), los virus de la hepatitis B y C (HBV y HCV) y el
citomegalovirus (CMV). El objetivo de este estudio fue el desarrollar técnicas moleculares de bajo
costo y sencillez técnica para el tamizaje y caracterizacion genomica de BBP virales. El tamizaje
mediante NAT para HIV, HBV y CMV se realizé en 600 muestras de donadores clinicamente al
igual que en 319 muestras derivadas de individuos HIV positivos, tanto en minipools como en
muestras individuales. Nuestra estrategia molecular de tamizaje nos permitié detectar a 2 muestras
(0.16%) positivas para HIV, 7 (1.16%) para HBV y 31 (5%) para CMV en donadores clinicamente
sanos. Adicionalmente, pudimos demostrar la presencia de 4 (1.25%) muestras positivas para HBV
en la cohorte de pacientes infectados por HIV. Nuestra técnica demostro6 ser igual de sensible para
detectar a HBV en minipool que en muestras individuales. No obstante, la sensibilidad técnica para
CMV fue menor al emplear la modalidad minipool. Adicionalmente, se desarroll6 una estrategia de
caracterizacion gendmica que permitié secuenciar aislados clinicos de HBV obviando la necesidad
de cultivar el virus, clonar o purificar el producto de PCR. De esta forma pudimos generar 3
secuencias de genoma completo de HBV (3,215 bp) y una secuencia parcial (2,416 bp). La
deteccion de BBP virales mediante técnicas moleculares incrementa la seguridad del abastecimiento
terapéutico de derivados sanguineos y brinda utilidades adicionales para estudios de epidemiologia

molecular y genémica.
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Introduccion

Los patogenos transmitidos por sangre - BBP por las siglas en inglés de “blood borne pathogens” -
son aquellos que se transmiten directamente por contacto con la sangre y que no dependen de un
vector intermediario de manera necesaria para su transmision. No obstante, esto no descarta que las
enfermedades transmitidas por sangre puedan ser transmitidas por otras vias (sexual, por vectores).
Los BBP incluyen tanto a bacterias como a parésitos y virus. Si bien la transmisioén sanguinea de
bacterias no es de gran importancia clinica dada la efectividad de nuestro sistema inmune frente a
ellas, en algunos casos la seriedad de sus infecciones, la resistencia a antibioticos o el riesgo de
bioseguridad que representan las hace particularmente importantes como es el caso de Treponema
pallidum, Staphylococcus aureus meticilina resistentes, Yersina enterocolitica y Bacillus anthracis
[1, 2]. Por otro lado los principales parasitos transmitidos por sangre incluyen a Plasmodium spp.,
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani y Babesia microti [3-6]. Ciertamente uno de los grupos
de BBP de mayor relevancia es el de los virus tanto por la seriedad de sus infecciones como por la
dificultad para detectarlos por métodos microbiologicos comunes. Entre los BBP virales mas
destacados se incluye al virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y 2 (HIV-1y 2), los virus de
la hepatitis B y C (HBV y HCV), el virus del Nilo Oeste (WNV), el citomegalovirus (CMV), el
virus linfotropico humano tipo I y II (HTLV-1y II) y el virus de Epstein-Barr (EBV) [7]. Los BBP
incluyen también a otros virus transmitidos principalmente por vectores pero cuyo riesgo para ser
transmitidos por contacto sanguineo o a través de transfusion es bajo debido al cuadro clinico
asociado o su baja prevalencia. Algunos ejemplos destacados de virus transmitidos por vectores
incluyen a los virus del dengue, el de la fiebre del valle Rift, el de la fiebre del rio Ross, el de la
encefalitis de Saint Louis, el de la encefalitis japonesa, los de la encefalitis equina del este y del

oeste al igual que el de la encefalitis de La Crosse [8-10].

Los BBP representan un riesgo particularmente preocupante para aquellos pacientes que requieren
de transfusiones sanguineas o de derivados sanguineos como concentrados plaquetarios, plasma
fresco y paquetes globulares. Adicionalmente, los BBP constituyen un riesgo ocupacional para toda
persona que de manera rutinaria entra en contacto con especimenes sanguineos (médicos,
paramédicos, personal de enfermeria, personal de laboratorio e investigadores). El riesgo que
representan los BBP virales para la seguridad del suministro de derivados sanguineos de uso
terapéutico quedo en claro tras la descripcion en 1983 de que el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) era causado por un virus transmisible por sangre [11, 12]. A lo largo de los

SE Guerra-Palomares 2010



Deteccion de patégenos virales transmitidos por sangre _

ultimos 30 afios los esfuerzos de varios grupos de investigacion se han enfocado en desarrollar

estrategias de deteccion viral que sean mas rapidas, sensibles y econémicas [13].

La hepatitis B es la infeccion grave mas comun para el ser humano. Alrededor de 2 mil millones de
personas - cerca de un tercio de la poblacién mundial - presentan evidencia seroldgica del contacto
con HBV [14]. En nuestro pais, para el afio 2007 se reportaban 1.7 millones de personas infectadas
por este virus de las cuales 107,000 (el 10%) eran portadores cronicos [15]. A nivel nacional la
prevalencia en donadores clinicamente sanos de anticuerpos contra HBV es del 0.216% [16]. En
relacién al HIV, para el afio 2008 se consideraba que a nivel mundial existian 33 millones de
personas infectadas por el virus, cifra que representa cerca del 0.6% de la poblaciéon humana. Tan
solo en el 2005 el SIDA ocasion6 entre 2.4 y 3.3 millones de muertes, de las cuales casi 600,000 se
dieron en poblacion infantil [17]. En México, entre los afios de 1985 y 2006 se reportaron 31,797
infectados por HIV, de los cuales 3,798 fueron detectados tan solo en el 2006. La prevalencia de
donadores de sangre aparentemente sanos con anticuerpos circulantes para HIV en México ha
demostrado ser del 0.288% [16]. El CMV constituye un BBP de elevada prevalencia en la
poblacion humana y amplia distribucion geografica y socio-econdémica. Su seroprevalencia es tan
elevada que cerca del 60% de los individuos de edad igual o superior a los 6 afios han sido
infectados por este virus; el nimero de personas infectadas aumenta paulatinamente con la edad de
tal forma que aproximadamente el 90% de los mayores de 80 afios presentan evidencia serologica
de infeccion [18, 19]. El CMV también constituye el virus mas comunmente transmitido al feto por
la madre y la etiologia viral causante de defectos de nacimiento mds importante para paises
desarrollados [20-22]. La infeccion por CMV ocasiona importante morbi-mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos como aquellos con HIV/SIDA, pacientes en hemodidlisis, aquellos con
cancer, al igual que aquellos que se encuentran recibiendo tratamiento inmunosupresor con motivo
de trasplante o patologias autoinmunes [23]. En estos pacientes el CMV puede ocasionar hepatitis,

retinitis, colitis, neumonitis, esofagitis, entre otras alteraciones. [24].

Para reducir el riesgo de la transmision de BBP’s por transfusién de derivados sanguineos se han
implementado diferentes estrategias ademas de la exclusion de donadores en base a criterios
clinicos y conductas de riesgo. El tamizaje de patdgenos virales por métodos serologicos ha
demostrado ser la estrategia de mayor utilidad epidemioldgica y clinica a nivel mundial dada su
sensibilidad, rapidez y costo [25]. La descripcion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en 1983 por Kary Mullis y su ulterior empleo en lo que seria su primer aplicacion diagnostica

(deteccion de DNA de HIV) rapidamente afirm6 la relevancia y los alcances del diagnostico y
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tamizaje basado en acidos nucleicos — NAT por las siglas anglosajonas de nucleic acid testing [26,
27]. A pesar de que las estrategias basadas en NAT originalmente se consideraban como un
complemento de las seroldgicas, su especificidad y la cantidad de informacion adicional que
permitian obtener (informacion de secuencia) establecieron su utilidad clinica [28, 29]. Ciertamente
una de las principales ventajas asociadas a estrategias NAT para el tamizaje de patdégenos virales
tiene que ver con la reduccién del periodo de ventana diagndstica. Durante el periodo de ventana
diagnostica una infeccion reciente no ha tenido el tiempo suficiente para ocasionar una respuesta
inmune mensurable por titulos de anticuerpos o ensayos fenotipicos. Unidades de sangre
recolectadas de donadores en este periodo de ventana son potencialmente infecciosas pero pasan
desapercibidas para el tamizaje serologico. Los métodos basados en NAT, particularmente aquellos
basados en la amplificacion de acidos nucleicos, al no depender de la respuesta inmune permiten
detectar la presencia de patdogenos durante este periodo o en otras circunstancias en las que los
métodos serologicos no lo pueden hacer (pacientes inmunosuprimidos, aquellos con bajas cargas

virales, y aquellos sufriendo reactivacion de infecciones previas, etc.) [30-32].

El tamizaje de unidades sanguineas por NAT en los EEUU comenzé de manera rutinaria en 1999
por mandato de la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) en virtud del éxito logrado en
Europa con el tamizaje para HCV. De acuerdo a las estadisticas norteamericanas reunidas hasta
junio del afio 2000, cerca de 16.3 millones de unidades sanguineas habian sido tamizadas para RNA
de HCV vy casi 13 millones para RNA de HIV. De éstas, 62 unidades (1 de 263,000 tamizadas)
resultaron positivas para RNA de HCV y negativas para HCV por métodos serologicos. Asimismo,
4 unidades (1 de cada 3°150,000) fueron NAT positivas para RNA de HIV pero negativas por
serologia para el mismo patéogeno. Cabe destacar que de no haber empleado NAT, el uso
terapéutico de los derivados de estas unidades contaminadas podria haber infectado entre 124 y 186
individuos [33]. En EEUU, a principios de la década de los ochenta la incidencia de trasmision por
transfusion de HIV y HBV era extremadamente alta (entre 1:100 y 1:1,000 unidades transfundidas).
No obstante, tras la introducciéon de NAT la proporcion de unidades contaminadas por éstos

patogenos fue inferior a 1:2°000,000 [34].

Si bien no existen estadisticas similares para nuestro pais que permitan describir los beneficios de
los cambios en las estrategias de tamizaje de BBP, la adopcion de estrategias de tamizaje serologico
por bancos de sangre en 1988 logré reducir el riesgo de infeccion transfusional por HBV y HIV a
1:3,185 y 1:2,781 unidades de sangre, respectivamente [34]. Actualmente la Organizacion Mundial

de la Salud (WHO) recomienda que las unidades sanguineas sean sometidas por lo menos a pruebas
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de deteccion para HIV, HBV, HCV y Treponema pallidum [35]. La Norma Oficial Mexicana
(NOM) establece asi mismo la necesidad de incluir a importantes patégenos de interés regional
como Plasmodium, Brucella y Trypanosoma [36]. No obstante, tanto la WHO como la NOM
omiten indicar el método que debiera preferirse para lograr esto (serologico versus NAT) por lo que

la adopcion de NAT para dicho objetivo permanece discrecional para cada institucion.

Al contemplar adoptar una estrategia de tamizaje de unidades sanguineas basada en NAT, los
servicios de salud de un pais deben considerar el balance costo-beneficio. Si bien los métodos
seroldgicos en la mayoria de las ocasiones permiten lograr niveles de deteccién ligeramente
inferiores a los de NAT, tanto el costo como el corto tiempo de procesamiento siguen determinando
su ubicuidad. Recientemente se han introducido plataformas comerciales basadas en PCR de tiempo
real o PCR cuantitativa para el tamizaje de diversos patogenos. No obstante dichas plataformas
comerciales tienen un costo operativo elevado y requieren de personal altamente capacitado. En este
manuscrito nosotros exponemos nuestra experiencia al desarrollar, optimizar, validar e implementar
técnicas moleculares basadas en la amplificacion de 4cidos nucleicos de bajo costo y técnicamente
sencillas para el tamizaje de BBP virales. Adicionalmente ampliamos los alcances de la estrategia
NAT propuesta al describir una técnica molecular capaz de caracterizar el genoma completo de

HBYV a partir de aislados clinicos mexicanos.

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio

Muestras de DNA derivadas de concentrados de leucocitos (CL) desechados por el banco de sangre
del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” fueron empleadas para este estudio incluyendo a
300 muestras de donadores clinicamente sanos pertenecientes a la Coleccion Mexicana de DNA
Genomico de Referencia (MGDC-REF) al igual que 300 muestras de donadores cuyo resultado de
tamizaje seroldgico era desconocido al momento de inclusion (MGDC-BD). Adicionalmente se
incluyeron 319 muestras derivadas de individuos HIV positivos incluidas en la Coleccién Mexicana
de DNA Gendmico — cohorte de HIV (MGDC-HIV). Las muestras de DNA incluidas en la MGDC-
HIV fueron referidas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica de Servicios en Salud del Estado
de San Luis Potosi. Dichas muestras sanguineas fueron otorgadas a nuestro laboratorio tras haber
sido empleadas para la evaluacion trimestral de linfocitos CD4 de la cohorte de pacientes HIV-

infectados bajo seguimiento por parte del Centro Ambulatorio de Prevencion y Atencion en SIDA e
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Infecciones de Transmision Sexual (CAPASITS) local. Todas las muestras incluidas en este estudio
fueron anénimas al ingresar al laboratorio tras haber recibido la aprobaciéon de parte de los comités
de ética e investigacion institucionales correspondientes (Facultad de Medicina, Laboratorio Estatal

y CAPASITS).

Extraccién de DNA y preparacion de minipools

El DNA de las muestras pertenecientes a la MGDC-REF fue extraido por el método de Drabek en
modalidad maxiprep a partir de 15 mL de concentrado de leucocitos de acuerdo al protocolo
optimizado previamente publicado [37]. Adicionalmente, 750 pL de CL fueron procesados por el
método Drabek en modalidad microprep para muestras derivadas de donadores de sangre incluidas
en la MGDC-BD. Finalmente, el DNA de las muestras de sangre de pacientes infectados por HIV
fue extraido empleando el método Drabek en modalidad microprep (750 puL) y miniprep (3 mL). La
cantidad y calidad del DNA extraido fue evaluada mediante espectrofotdmetro (NanoDrop
Technologies, Delaware, EEUU). La integridad del DNA extraido fue evaluada por electroforesis
en gel de agarosa al 1% y la funcionalidad por PCR para un gen presente en todo ser humano
(KIR3DL2). Los minipools empleados para el tamizaje de BBP se prepararon mezclando

volumenes iguales de las soluciones de DNA derivadas de cinco muestras de CL.

Deteccion de BBP virales por PCR anidada

El tamizaje de BBP’s virales se basé en dos modalidades diferentes para detectar a HBV, HIV y
CMV; la primera basada en PCR’s anidadas individuales para cada patdégeno y la segunda basada
en PCR multiplex anidada para los tres patdogenos en una sola reaccion. El acercamiento anidado
consta de una primera PCR que emplea oligonucleotidos externos (FO y RO en la tabla 1) para cada
uno de los blancos de amplificacion (los tres patdgenos y el control interno). Al término de la
primer PCR el producto es diluido 1:10 con agua destilada y 1 pL de esta dilucion empleada como
sustrato para una segunda ronda de PCR empleando oligonucleotidos internos (FI y RI en la tabla 1)
para cada fragmento génico incluyendo el control interno. Ambas PCR’s (las externas e internas) se
realizan a un volumen final de 12.5 pL. Los componentes de la primer PCR incluyeron 3 mM
MgCl,, 200 nM dNTP’s, 0.3 IU Taq DNA polimerasa (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malasia) y
800 nM de cada oligonucleotido. La segunda PCR empleo las mismas concentraciones de todos los
componentes con la excepcion de 3 mM MgCl,. El programa de termociclaje para ambas PCR’s
inicié con una desnaturalizacion a 94 °C por 3 minutos seguida de 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C,
15 segundos a 56 °C y 15 segundos a 72 °C culminando con una extension final a 72 °C por 5

minutos.
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Para la primer PCR del tamizaje por PCR anidada multiplex se utilizo 2 mM MgCl,; 400 nM de
oligonucledtidos de HBV y 3DL2 junto con 800 nM de oligonucledtidos de HIV y CMV. El
programa de termociclaje para la primer PCR consté de la desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3
minutos seguida de 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 62 °C y 30 segundos a 72 °C
culminando con una extension final de 5 minutos a 72 °C. La segunda PCR emple6 2 mM de
MgCl,, 400 nM de oligonucleoétidos de HBV, 800 nM de oligonucleoétidos HIV y CMV al igual que
50 nM de oligonucledtidos 3DL2. El segundo programa de termociclaje constd de la
desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 52 °C y 30 segundos a 72 °C con una extension final de 5 minutos a 72 °C. Los
amplicones de la segunda PCR fueron visualizados y documentados tras electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% a 6 V/cm empleando un fotodocumentador digital (Ultra-Violet Products Limited,

Reino Unido).

Evaluacion de la extraccion de acidos nucleicos virales y del limite de deteccion de la PCR

La evaluacion del desempefio del método Drabek para extraer DNA viral se basé en la
contaminacion de muestras sanguineas BBP-negativas con una cantidad conocida de particulas de
CMYV integras. Para ello se empled el sobrenadante de un cultivo de la cepa HCMV-AD169
aportado por el Laboratorio de Virologia de la UASLP. La carga viral de dicho sobrenadante habia
sido previamente determinada por qPCR de tiempo real en el Hospital Infantil de México (Cortesia
de la Dra. Briseida Martinez), siendo esta de 1x10' copias/ml. El sobrenadante de cultivo fue
mezclado con sangre CMV negativa para generar una serie de muestras con concentraciones finales
de 1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10*, 1000, 100 y 50 copias/ml Las muestras fueron entonces procesadas
por tres métodos de extraccion de DNA diferentes: Drabek, fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(PCI) y el kit comercial Wizard (Promega Corporation, EEUU) y la cantidad y calidad del DNA
extraido evaluadas por espectrofotometria. Finalmente las muestras de DNA extraidas fueron
sometidas al escrutinio de CMV basado en la técnica de PCR anidada anteriormente mencionada.
La evaluacidn visual de la intensidad de los amplicones generados tras el tamizaje de CMV de cada
una de las muestras procesadas por estos tres métodos permitié comparar su desempefio para extraer
acidos nucleicos virales. De manera adicional, diluciones seriadas del DNA extraido por Drabek
directamente del sobrenadante fueron empleadas para evaluar el limite de deteccion de la PCR para
CMYV. Durante la manipulacion del sobrenadante de cultivo viral se adoptd una disciplina de trabajo
apropiada para organismos de nivel de bioseguridad 3 con medidas de proteccion personal primaria

y secundaria propias para un nivel de bioseguridad 2 [38].
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Finalmente, para evaluar el limite de deteccion de la PCR para HIV se emplearon muestras de
plasma de carga viral conocida para extraer RNA (High Pure Viral RNA kit, Roche Diagnostics
GmbH, Alemania) y realizar el tamizaje con un acercamiento RT-PCR empleando un protocolo
estandar de sintesis de primer cadena (1.25 uM de oligonucleoétidos HIV externos, 10 mM dNTP’s,
6 uL de RNA y 100 IU de Rnase H- mMULV-RT, Vivantis) seguido de los mismos componentes y
condiciones de PCR anteriormente descritos para la PCR de HIV (utilizando 1, 2, 4 y 6 uL de
cDNA como sustrato). La cuantificacion de la carga viral de las muestras fue realizada por el

Laboratorio Estatal de Salud Publica de San Luis Potosi.

Secuenciacion genomica de HBV

La amplificacion gendémica completa de aislados clinicos de HBV se bas6 en un acercamiento de
amplificacion por PCR de amplicones anidados para generar un contig por empalme de cinco
fragmentos subgenomicos (figura 1). Primero se realizd6 una PCR gendmica completa empleando
los oligonucleétidos P1 y P2 (ver tabla 2) a 400 nM, 2.5 mM de MgCl,, 200 nM de dNTP’s y 0.5
IU de Tag/Pfu en proporcion de 9:1 en un volumen final de reaccion de 12.5 pL. Las condiciones
de termociclaje para la amplificacion del fragmento de 3.2 kb de interés constaron de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 10 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1.5
minutos a 58 °C y 3 minutos a 72 °C; seguido de 20 ciclos durante los cuales el tiempo de extension
aumentaba automdaticamente 2 minutos cada 10 ciclos, seguido una extension final de 10 minutos a
72 °C. Si bien el producto de amplificacion de 3.2 kb se detectd en algunos casos, no se document6

su presencia antes de continuar con las PCR subgendmicas.

La amplificacion de los cinco fragmentos subgenomicos (FA1, FA2, FA3, FA4 y FAS) se realizod
empleando 2 pL de una dilucién 1:10 del producto de la PCR gendmica con 400 nM, 2.5 mM de
MgCl,, 200 nM de dNTP’s y 0.5 IU de Taq/Pfu en proporcion de 9:1 en un volumen final de
reaccion de 12.5 pL. El programa de termociclaje constd de una desnaturalizacién inicial de 3
minutos a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 1 minuto a 72
°C seguidos de 5 minutos a 72 °C. Aproximadamente 20 pL del producto de PCR fue enviado a
secuenciar directamente sin purificar ni clonar los fragmentos, sin embargo, se evalu6 la presencia
del producto de amplificacion y la ausencia de productos inespecificos mediante electroforesis. La
secuenciacion se realizé en dos direcciones para cada fragmento por el Laboratorio Nacional de

Genodmica para la Biodiversidad del Cinvestav Irapuato (Guanajuato, México).
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Analisis bioinformatico

Los trazos electroforéticos producidos por el secuenciador de DNA fueron analizados empleando la
aplicacion 4Peaks (mekentosj.com/science/4peaks/). El andlisis de homologia y similitud de
genomas completos se realizé6 empleando la aplicacion en linea de Basic Local Alignment Search
Tool (blast.ncbi.nlm.nih.gov). Alineamientos nucleotidicos que incluian nuestras secuencias al igual
que las secuencias consenso de cada uno de los genotipos de HBV conocidos (A, B,C, D, E,F, Gy
H) se generaron con Clustalw2[39] y fueron reformateados para unanimidad empleando una
aplicacion en linea a la cual gentilmente se nos permitié acceso por James Robinson [40]. Las
secuencia consenso fueron generadas con la aplicacion Simple Consensus Maker de la base de datos
de secuencias de HIV del Laboratorio Nacional de los Alamos [41]. El analisis global y por sitio
codonico de la relacion dn/ds para cada uno de los marcos de lectura (ORF) codificados por el
genoma viral se realizo empleando el algoritmo "Codon-based Z-test of selection" y "Position-wise
codon based selection estimation (HyPhy)" del paquete de analisis Molecular Evolutionary Genetics
Analysis MEGAS [42]. El andlisis de similitud y de eventos recombinatoriales se realiz6 empleando
la aplicacion SimPlot version 3.5.1 [43]. Los archivos electronicos, alineamientos, secuencias en
formato FASTA y demas informacion generada durante este analisis son del dominio publico y

puede ser descargada libremente en nuestro sitio web (www.genomica.uaslp.mx/DB/HBV).

Resultados

En total 919 muestras de DNA fueron extraidas: 600 a partir de CL y 319 a partir de sangre total.
De los CL 300 fueron procesados con la modalidad maxiprep-CL (MGDC-REF) y 300 en la
modalidad microprep-CL (MGDC-BD). Por otro lado, las 319 muestras de sangre entera fueron
procesadas empleando la modalidad microprep-SE; adicionalmente, 304 de ellas también fueron
procesadas empleando la modalidad miniprep-SE. Las muestras derivadas de CL incluidas en la
MGDC-REF y —BD fueron procesadas a no mas de 24 hrs. de haber sido recolectadas mientras que
las muestras de SE incluidas en la MGDC-HIV fueron procesadas entre 24 y 48 hrs. tras su
recoleccion. Los parametros espectrofotométricos de las muestras de DNA extraida para cada
coleccion, fuente y modalidad se resumen en la tabla 3. La cantidad de DNA total extraida a partir
de CL por maxiprep fue de 4,592.4 £ 2010.0 pg (107.9 — 13,499.5), la cantidad de DNA total
extraido a partir de SE por microprep fue de 0.22 + 0.13 pug (0.1 — 1.42). El rendimiento de
extraccion de DNA por microprep a partir de CL fue de 209 + 88.6 pg (32.6 — 452.5) y para
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maxiprep a partir de CL fue de 309.6 + 135.1 pg (25.4 — 890) mientras que el de SE fue de 0.3 +
0.18 pg (0.1 — 2). El indice A** para todas las muestras fue mayor a 1.8, mientras que el de
A% fye superior a 1.9. Estimaciones basadas en el conteo celular nos permitieron establecer que

el método de Drabek es capaz de extraer aproximadamente 85% del DNA tedricamente disponible.

La cantidad de DNA total extraida de las muestras de SE contaminadas con CMV a partir por
Drabek en microprep fue de 18.0 + 2.5 pg (13.0 — 22.2), por PCI fue de 22.7 £ 15 ng (0.66 —44.4) y
por el kit fue de 8.31 + 2.4 pug (2.43 — 13.71). El rendimiento de extraccion de DNA por el método
de microprep fue de 24 + 3.34 pg (17.4 — 29.6), el obtenido por el kit fue de 13.9 £ 3.97 (4.0 —
22.7), mientras que para PCI fue de 7.57 + 5.18 pg (0.22 — 14.8). El indice A*"** para las
muestras obtenidas por microprep fue de 1.87 + 0.03 (1.82 — 1.92), por PCR fue de 1.78 £+ 0.13
(1.39 — 1.87) y por el kit fue de 1.83 £ 0.04 (1.68 — 1.87). El de A*"** fue mayor a 1.9 en todos los

métodos.

Los DNA’s extraidos con el kit comercial permitieron amplificar titulos 1 Log mas bajos de CMV
(1x10* copias/mL) que los extraidos con los métodos de Drabek y PCI (1x10° copias/mL de
sangre). Ninguno de los métodos demostro ser capaz de permitir la amplificacion de CMV a titulos

< 1000 copias/mL de sangre (ver figura 2).

El limite de deteccion de RNA viral de HIV empleando nuestra técnica de PCR precedida por un
paso estandar de transcripcidon inversa resultd ser de 152 copias/mL de sangre. No se intentd
optimizar la técnica de RT-PCR para amplificar muestras con titulos de HIV inferiores (ver figura

3).

El tamizaje por métodos seroldgicos realizado por el banco de sangre sobre las muestras incluidas
en la MGDC-REF refiri6 la presencia de 5 muestras positivas en la anticuerpos contra el antigeno
de superficie de HBV (HBsAg) y 5 muestras positivas para HIV. El tamizaje serologico rutinario de
CMV no es realizado de manera rutinaria por el banco de sangre referente. El tamizaje por NAT
empleando nuestras técnicas de PCR anidada individuales en la MGDC-REF demostr6 la presencia
de 5 muestras positivas para HBV, 2 positivas para HIV y 23 positivas para CMV. Este
acercamiento ratifico tres resultados de serologia obtenidos para HBV y dos resultados de serologia
para HIV. De manera agregada, nuestro acercamiento permitid detectar la presencia de 2 muestras
HBV-positivas adicionales. Las muestras positivas por serologia para HBV y HIV que resultaron

negativas por NAT fueron verificadas en mas de dos ocasiones con nuestro acercamiento NAT y la
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integridad y funcionalidad del DNA corroborado para genes KIR. La MGDC-HIV fue tamizada en
busca de coinfecciones de HBV-HIV empleando la técnica de PCR anidada individual revelando la

presencia de 4 muestras HBV-positivas.

Las muestras incluidas en la MGDC-BD fueron tamizadas para los tres patdégenos empleando
nuestro acercamiento PCR multiplex el cual demostrd la presencia de 2 muestras HBV positivas,
ninguna muestra HIV-positiva y 8 muestras CMV positivas, sin evidencia de coinfecciones. El
tamizaje seroldgico realizado por el banco de sangre referente reportd la presencia de 2 muestras
con titulos elevados para HBV (pero aun por debajo del nivel positivo) al igual que ninguna muestra
positiva para HIV. El tamizaje de minipools de cinco muestras (MP-5) realizado con nuestro
acercamiento multiplex al igual que con PCR’s individuales demostré una concordancia del 100%
en los resultados generados para HBV. No obstante, tan solo 2 muestras resultaron positivas para
CMYV al tamizar minipools con la PCR individual. Ninguna muestra resulté positiva para CMV al
tamizar minipools con el acercamiento PCR multiplex. En todos los casos las PCR’s individuales y
en multiplex generaron amplicones bien definidos, no-ambiguos y de facil identificacion (Ver

figura 4).

Se generd informacion de secuencia de HBV para 4 aislados clinicos diferentes, tres de ellas
genomicas completas (3,215 kb) y una de ellas parcial (2,416 kb), ver figura 5. Dos de los DNA’s
que produjeron dichas secuencias pertenecian a la MGDC-REF (muestras MXSLP00102 y
MXSLP00114) mientras que los otros dos pertenecian a la MGDC-HIV (MXHIV00153 y
MXHIV00201). Solo una de las muestras permitié la visualizacion del producto de amplificacion
del genoma completo al término de la primer PCR (MXHIV00201). Las secuencias anotadas de los
4 aislados clinicos fueron depositadas en GenBank (MXSLP00114 = HM066946, MXHIV00153 =
HM117850 y MXHIV00201 = HM117851; Numero de accesion pendiente para MXSLP00102). Se
obtuvieron trazos de secuenciacion de alta calidad de alrededor de 900 bp para ambas direcciones y
para todos los fragmentos de los 4 aislados clinicos con la excepcion del fragmento 4 y 5 de la
muestra MXSLP00102. No se observaron posiciones ambiguas en la superposicion de secuencias

resultante de la construccion del contig de amplicones.

El analisis de homologia de la totalidad del genoma viral basado en BLAST demostrd una similitud
del 99% con secuencias de HBV de genotipo H serotipo adw aisladas en EEUU y México durante
el 2008 (AB059661, AB375162 y AB375164 de GenBank). Esta homologia se confirm¢6 al analizar

nuestras secuencias contra secuencias consenso de cada uno de los 8 genotipos (A, B, C, D, E, F, G
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y H) empleando SimPlot, demostrando una similitud > 95% para la mayor parte de la extension del
genoma (Ver imagen 6). Interesantemente descubrimos que las secuencias de genotipo H
(incluyendo las nuestras) poseian cuatro regiones genémicas de mayor disimilaridad para con las
demas secuencias (region 1, 2, 3 y 4 de la figura 6). La region 1 exhibe una similitud de
aproximadamente 77% para con las secuencias del genotipo H y abarca del nucledtido 741 al 1141.
Esta region corresponde a la ubicacion aproximada del codon de paro de la proteina S. La region 2
exhibe una similitud de tan solo 81% con las secuencias del genotipo H y abarca del nucleétido
1500 al 1780 para incluir la ubicacion aproximada de los codones de paro de la polimerasa. La
region 3 abarca las posiciones 1900 a 2300, posee una similitud de 72% e incluye la ubicacion
aproximada del codon de paro de la proteina X. Por ultimo, la regidon 4 que abarcaba del nucleétido
2420 al 2720 exhibia una similitud del 75% con genotipos H, correspondiendo a la ubicacion

aproximada del codon de paro de la proteina core/precore.

El andlisis de ventana desplazante empleando una estrategia Bootscan de mayor resolucion permitid
confirmar nuevamente la homologia de nuestras secuencias con el consenso del genotipo H. De
manera inusitada, la secuencia derivada de MXHIV00153 demostro evidencia de dos eventos de
recombinacion francos localizados entre las posiciones 160-180 y 1860-1900. Para la region
comprendida entre las posiciones 160 y 180 nuestra secuencia presentaba mayor homologia con la
secuencia consenso de genotipos D que con los H. Esta region corresponde al inicio de la region
codificante para la proteina de superficie (HBsAg). Para la region comprendida entre las posiciones
1860 y 1900 la homologia era superior para con las secuencias de genotipos F. Este ultimo evento
de recombinacidén se encuentra localizado al inicio de la regidén codificante de la proteina core
(HbcAg). De manera adicional, el andlisis de Bootscan demostrd la existencia de otras tres regiones
en las cuales nuestras secuencias muestran vestigios de eventos recombinantes relativamente

recientes involucrando a secuencias de genotipos D (ver figura 7).

El andlisis de la relacion de substituciones no-sinénimas versus sindnimas (dn/ds) para cada uno de
los ORF reveld la preponderancia de substituciones sinénimas con valores estadisticamente
significativos en apoyo de seleccion purificante (p.ej., AN<dS, Global Z-test p=0.006 para la region
Pre-S1/Pre-S2/S, p=0.00007 para la region de la polimerasa, p=0.0007 para la region Pre-
core/core). El analisis del ORF correspondiente a la region codificante de la Proteina X no demostrd

valores estadisticamente significativos para ninguna de las hipotesis de presion selectiva.
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Discusion

El método de extracciéon de DNA Drabek demostrd ser una alternativa econdémica, técnicamente
sencilla y de aplicabilidad rutinaria para la extraccion de DNA de calidad equiparable, tanto en
calidad como cantidad, al método estandar representado por el PCI. Nuestros resultados demuestran
igualmente la capacidad que tiene este método para aislar acidos nucleicos virales a partir de
muestras sanguineas, incluso para titulos virales bajos. Si bien el DNA extraido con el kit comercial
permitio detectar titulos virales 1 Log menores a los del método Drabek, logra esto a expensas de un
costo 32 veces superior y produciendo una cantidad limitada de DNA (aproximadamente 50 pL de
una solucion a 100 ng/uL). Tanto el costo como el bajo impacto ambiental del método Drabek se
ponen en evidencia al contemplar que el procesamiento de las mas de 900 muestras incluidas en
este estudio hubiesen requerido de aproximadamente 15 litros de PCI. El andlisis del lapso de
tiempo entre la toma de muestra y su procesamiento demostré explicar la disminucién del
rendimiento de extraccion de DNA entre las modalidad maxiprep empleadas para MGDC-REF
(lapso <24 hrs.) y la modalidad microprep empleada para la MGDC-HIV (entre 2 y 25 dias). La
evaluacion del costo de cada método para extraer DNA a partir de 3 mL de sangre entera
claramente indica la ventaja del método Drabek ($2.95 MXN + IVA) en comparacion al kit
comercial ($83.2 MXN +IVA) y al método de fenol cloroformo ($108.66 MXN + IVA).

Durante los procedimientos de validacion de las técnicas NAT aqui mencionadas se realizaron
optimizaciones dirigidas a lograr amplicones de alto rendimiento empleando diluciones seriadas de
las muestras que iban demostrando ser positivas. Estas optimizaciones nos llevaron a lograr una
elevada sensibilidad de deteccion tanto para las técnicas individuales como para los multiplex. Este
hecho fue confirmado al emplear nuestra técnica de PCR anidada para HIV en formato RT sin
siquiera optimizar las condiciones o componentes de transcripcion inversa. Los resultados de dicho
experimento permitieron establecer el limite de deteccion de nuestra técnica en formato RT-PCR en

alrededor de 150 copias/mL.

La aplicacion de nuestro acercamiento NAT al tamizaje de las 600 muestras derivadas de donadores
sanos no demostrd lograr mayor sensibilidad de deteccion para HIV ya que las dos muestras HIV
positivas fueron detectadas tanto por serologia como por NAT. No obstante, nuestro acercamiento
NAT permiti6 identificar 3 resultados falsos positivos producidos por serologia. La seroprevalencia
de muestras HIV positivas fue de 0.83% mientras que la prevalencia de HIV por NAT en esta
poblaciéon de donadores demostrd ser de tan solo 0.33%. Varios estudios previos han enumerado

algunas de las causas que explican la presencia de reacciones cruzadas con los métodos seroldgicos
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entre las cuales destacan: la presencia de enfermedades autoinmunes, hepatitis alcoholica, mieloma
multiple, hemofilia, hiperbilirrubinemia, infecciones por herpes simplex tipo 2, la administracion de

vacunas recientes y algunas enfermedades infecciosas respiratorias [44-46]

En base a estos resultados es posible indicar que un acercamiento NAT no necesariamente
permitiria incrementar el nimero de detecciones de HIV pero si representaria una mayor precision
diagnostica. De cualquier manera, basados en los algoritmos adoptados por otros paises ya
experimentados en el uso de NAT, los resultados de NAT aun no suplantan a los de serologia para
HIV. La prevalencia de HIV en donadores de sangre encontrada con NAT concuerda con los
reportados por estudios serolégicos previos para el estado de San Luis Potosi (0.31%) [34],

resultando ligeramente superior al reportado a nivel nacional (0.28%) [16, 34].

Para HBV y CMV, no obstante, la utilidad del acercamiento NAT es sin duda ventajosa y
alentadora en comparacion a la serologia. Para HBV se tamizaron 919 muestras, 600 de donadores
clinicamente sanos y 319 de la coleccion de HIV. De las 600 muestras derivadas de donadores
sanos, el tamizaje serologico realizado por el banco de sangre demostrd la presencia de 5 positivos
para HBV y dos muestras adicionales con titulos altos pero por debajo del umbral decisivo. Nuestro
tamizaje NAT permitié confirmar la presencia de DNA de HBV en 3 muestras seropositivas y
detectar 4 muestras adicionales seropositivas (dos de las cuales correspondian a las muestras de
titulos elevados pero no diagnosticos). Estos resultados establecen la seroprevalencia de HBV en
0.83% v la prevalencia de HBV por NAT en 1.16%. La prevalencia de HBV tanto por serologia
como por NAT encontrados por este estudio son superiores a los reportados por estudios analisis
previos, en los cuales la prevalencia es de 0.21% a nivel nacional y 0.34% para el estado [34]. Estos
resultados dependen en gran medida del nimero de muestras, por lo cual la prevalencia encontrada

pudiera no ser comparable al haber limitado nuestro estudio a tan solo 600 muestras [15, 16, 34].

Al tamizar la MGDC-HIV se detectaron 4 muestras infectadas por HBV (coinfeccién con HIV) lo
que coloca la prevalencia de este agente en esta poblacion de pacientes en 1.25%. La prevalencia de
HBV en pacientes con infeccion por HIV resulté menor en nuestro estudio en comparacion con la
reportada en estudios previos, que indican que en México la coinfeccion de HBV-HIV se presenta
en 7.9% de los pacientes HIV-infectados [47-49]. No obstante, estos resultados se obtuvieron a
partir de pruebas serologicas, lo que puede explicar la diferencia entre ellos y empujarnos a senalar

que nuestros datos pudieran representar una mejor estimacion de la cifra real.
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En relacion al tamizaje de CMV por NAT los resultados apoyan la importancia de implementar
dicho tamizaje al uso rutinario por bancos de sangre. El tamizaje de CMV por NAT se realizé en las
600 muestras de la poblacidn abierta de las cuales 31 fueron positivas . Estos resultados establecen
la prevalencia de deteccion de DNA de este agente en 5.17% para donadores clinicamente sanos. La
frecuencia de la deteccion DNA de CMV en donadores de sangre es muy variable y depende, entre
otros factores, de la seroprevalencia de anticuerpos para CMV en la poblacion de estudio, del
momento de la infeccion, del ensayo y la técnica de extraccion de DNA que se utiliza para la
deteccion molecular [7]. El tamizaje de éste agente entre la poblacion de la MGDC-HIV es

actualmente motivo de un proyecto paralelo.

La inclusién de un control interno dirigido contra un gen presente en todos los seres humanos
(KIR3DL2) representd un valor agregado sumamente 1til al permitir reducir la incertidumbre
asociada a reacciones negativas y obviar la necesidad de realizar corridas confirmatorias por
duplicado o triplicado. El no haber incluido dicho control interno en nuestro acercamiento NAT
hubiese obligado a verificar todo resultado negativo con una nueva corrida de tamizaje o por otro

acercamiento rapido.

La idea de adoptar un acercamiento minipool al tamizaje de BBP’s se deriva de la necesidad de
disminuir costos al igual que para facilitar el tiempo de procesamiento asociado a NAT. Nuestros
experimentos demostraron que la estrategia de PCR multiplex en formato minipool posee la misma
sensibilidad de deteccidén para HIV y HBV mads no para CMV (ver tabla 4). La mejor estrategia de
NAT para CMV resulté ser el multiplex aplicado a muestras individuales posiblemente como

consecuencia de la dilucién impuesta por la inclusiéon de 4 DNA’s adicionales.

Las estrategias minipool empleadas previamente de manera rutinaria por otros grupos se han basado
en la compilacion de entre 4 y 96 muestras de suero, plasma o sangre entera. Si bien el tamizaje de
HIV y HCV ha empleado minipools grandes de hasta 96, aquellos para HBV suelen trabajar con
minipools de menor tamafo entre 4 y 24. Un estudio previo evalu6 la sensibilidad de la deteccion
de HBV en muestras individuales y minipools ( de 10 a 500 muestras). Dicho estudio reportd que de
las 75 muestras positivas de manera individual 8 resultaron negativas al ser tamizadas en minipools
de 10 muestras [50]. En nuestro estudio se trabajo con minipools de 5 muestras lo que posiblemente
explique la razon por la que no encontramos diferencias en comparacion al tamizaje de muestras

individuales. Para el caso de infeccion por HBV oculta, estudios previos han demostrado que el
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tamizaje individual es significativamente mas sensible que el tamizaje de minipools de 4 muestras

[51].

El tamizaje en minipools empleando nuestro acercamiento NAT en multiplex sobre las 300
muestras de la MGDC-BD demostr6 la presencia de 2 muestras positivas para HBV, 2 para CMV y
ninguna para HIV. Las mismas muestras se tamizaron también en minipool pero con el
acercamiento NAT de PCR individual para cada uno de los patogenos obteniendo los mismos
resultados excepto para CMV en donde la PCR individual demostré superar al multiplex en
sensibilidad de deteccidon. En el caso de HIV esta comparacion no se pudo realizar dada la baja

frecuencia de éste patogeno.

La baja prevalencia en nuestro pais de los BBP estudiados junto con el tamafio de la muestra sobre
la que realizamos este estudio limita las inferencias que pueden realizarse respecto a la sensibilidad
y especificidad diagnostica de la técnica NAT. No obstante, se contempla continuar con este
proyecto hasta lograr una poblaciéon que nos permita realizar dichas inferencias con significancia

estadistica.

En resumen, la estrategia de NAT desarrollada por nuestro laboratorio cumple con el objetivo de
facilitar la adopcion de estrategias basadas en NAT por laboratorios de paises en vias de desarrollo
al disminuir costos e incrementar la sensibilidad y especificidad de deteccion de las actuales

estrategias serologicas.

La técnica de deteccion de HBV nos permitié identificar muestras positivas para este virus lo que
hizo posible la posterior caracterizacion genodmica de 4 muestras pertenecientes a pacientes
mexicanos residentes de San Luis Potosi. La técnica de secuenciacion gendmica basada en la
amplificacion de fragmentos subgendmicos permitié generar 18 de los 20 amplicones deseados
(90%). Nosotros creemos que los dos amplicones que no pudieron ser generados (fragmentos 4 y 5
de la muestra MXSLP00102) debieron presentar polimorfismos en los sitios de hibridizacion de los
oligonucledtidos debido a que la intensidad de los otros tres fragmentos subgenémicos fue
comparable a la de las otras muestras. Cabe resaltar de manera adicional que los titulos de serologia
de HBV para esta muestra se encontraban por debajo del nivel diagndstico por lo que las
dificultades en amplificar estos dos fragmentos pudieran deberse también al efecto de una baja
carga viral. No obstante, esto no explica el €xito obtenido con los primeros tres fragmentos

subgenomicos para la misma muestra.
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La calidad de los trazos de secuenciacion generados es un indicativo de la calidad del DNA extraido
con el método Drabek al permitir obtener lecturas de rango extendido (superior a los 900 bp) y la
construccion del contig genomico. La estrategia de amplificacion de fragmentos subgendmicos
representa una alternativa practica a los acercamientos tradicionales ya que permite obviar la
necesidad de expander al virus por cultivo, clonar y/o purificar los productos de PCR. Si bien este
proyecto no tenia como objetivo llevar a cabo un estudio extenso sobre la diversidad gendmica de
HBV en México, si demuestra las capacidades de las técnicas desarrolladas y los resultados
concuerdan con la informacién producida por estudios previos. Las 4 secuencias generadas
concuerdan en mas de un 99% con secuencias del genotipo H, lo cual apoya los resultados de
articulos previos que describen a este genotipo como el de mayor prevalencia en México [52]. El
analisis subgendomico de homologia realizado por SimPlot brindé mayor evidencia en apoyo a esto.
No obstante, el analisis de Bootscan empleando esta misma aplicacion revelod evidencia de un
evento de recombinacion de HBV no descrita anteriormente para México u otros aislados de HBV

del mundo.

El analisis de las substituciones por sitio para cada uno de los marcos de lectura (ORF) codificantes
para las proteinas de HBV revela la abundancia de mutaciones sindnimas respecto a las no-
sinénimas. Este fendmeno es caracteristico de acidos nucleicos con un origen relativamente comun
asi como para aquellos que codifican para una proteina que debe mantenerse conservada para llevar
a cabo su funcién. Es decir, es indicativo de la existencia de presion selectiva encaminada a
mantener conservadas las estructuras tridimensionales o la funcién de las proteinas. En el caso de
HBYV el predominio de substituciones sindénimas parece ser resultado de la enorme presion selectiva
impuesta por la existencia de ORF’s empalmados lo que disminuye la posibilidad de tolerar
mutaciones por drift genético meramente. Esto contrasta con los hallazgos del andlisis de
substituciones en otros virus como el de HIV e influenza (sobre todo de las glicoproteinas de
superficie) en las cuales la presion selectiva ejercida por la respuesta inmune lleva al virus a sufrir
una acamulo de mutaciones generando una mayor variabilidad antigénica. Esto supone que HBV es
menos eficiente para cambiar y evadir al sistema inmune por este mecanismo en comparacion al
HIV y al virus de influenza. Interesantemente, estos hallazgos explican el éxito obtenido con las
estrategias de inmunoprofilaxis actualmente en uso para HBV asi como la perdurabilidad de la

respuesta inmune en contra de este agente.
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Los estudios de caracterizacion genomica de patégenos transmitidos por sangre realizados de
manera rutinaria complementan las estrategias de vigilancia epidemiolégica y guian las
intervenciones diagnoésticas y terapéuticas al permitir descubrir mutaciones asociadas a escape
diagnostico o a resistencia a medicamentos [53]. De manera adicional, la caracterizaciéon gendmica
de HBV en particular permite la identificacion del genotipo viral circulante asi como la existencia
de mutaciones de relevancia pronoéstica y terapéutica [54, 55]. Estudios ulteriores dedicados a
caracterizar la extension de la diversidad gendmica de aislados mexicanos de HBV empleando esta

técnica permitirdn mejorar esta perspectiva y las inferencias que puedan derivarse de ella.

El riesgo transfusional en México continia siendo elevado cuando se compara con el de paises
desarrollados. Las multiples referencias que fueron revisadas con motivo de este estudio permiten
sefialar que los servicios de salud de nuestro pais sufren un retraso tecnoldgico de casi 20 afios en
materia de seguridad bioldgica de productos sanguineos de uso terapéutico [56]. Si bien las
estrategias de tamizaje de BBP’s por NAT han sido adoptadas por varios paises desarrollados, la
baja aceptacion y adopcion de dichas estrategias por paises en vias de desarrollo obedece a varios
factores entre los cuales destacan el costo, la falta de personal capacitado y la dificultad percibida

para el uso de las técnicas moleculares.

Nuestro trabajo representa un intento practico por resolver una demanda sanitaria tangible en
relacion al diagnostico, monitoreo y estudio de enfermedades infecciosas empleando métodos
moleculares de alta resolucion especificamente disefiados para el contexto social, tecnoldgico y

econdmico de nuestro pais.
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Tablas

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados para NAT por PCR anidada. La tabla indica las
secuencias y posiciones de hibridizacion de los oligonucledtidos empleados para la deteccion de
HIV, HBV y CMV al igual que las del control interno. Se indica ademads el tamafio del producto de

amplificacion generado y el autor responsable del disefio del oligonucledtido.

Producto de

Nombre® Secuencia (5’ 2 3’) Posicion amplificacion  Ref
(bp)
HIV-FO TAC-AGG-AGC-AGA-TGA-TAC-AG 141-161 204
HIV-RO CCT-GGC-TTT-AAT-TTT-ACT-GG 418-438 [57]
HIV-FI GGA-AAC-CAA-AAA-TGA-TAG-GG 221-241 130
HIV-RI ATT-ATG-TTG-ACA-GGT-GTA-GG 331-351
HBV-FO CAC-CAT-GCA-ACT-TTT-TCA-CCT-CTG-C 1810-1835 561 [58]
HBV-RO TCT-GCG-AGG-CGA-GGG-AGT-TCT 2375-2396
HBV-FI AAG-CCT-CCA-AGC-TGT-GCC-TTG-G 1866-1887 426 [59]
HBV-RI GCA-GGA-GGA-GTG-CGA-ATC-CAC-AC 2266-2289
CMV-FO2 GAA-TTC-GCG-CAT-GAT-CTC 912-929 315 [60]
CMV-RO2 GGA-AAC-GTG-TCC-GTC-TT 1711-1727
CMV-FI2 GCG-AGT-AAA-GTT-CCA-GTA 968-985 719 [59]
CMV-RI2 GTT-CTG-GCA-AGG-YA 1675-1687
F3DL2 TCA-TGC-TGT-ACA-AAG-AAG-ACA-GAA-G E3 (15) 1713
R3DL2 ATG-ACT-GTC-TCT-CCT-GAT-TTC-AG E4 (113) [61]
3DL2-FI TAC-AGA-TGT-CGG-GGT-TCA-CG E3 (35) 1500
3DL2-RI GGA-GGG-AAG-GTT-TTC-TGT-GGT-TTC E4 (100)

*Las secuencias de los oligonucleodtidos reversa mostradas en esta tabla representan el complemento reversa de la

secuencia presente en los alineamientos.

SE Guerra-Palomares 2010



Deteccion de patégenos virales transmitidos por sangre

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en la amplificacion genémica de HBV. La tabla ilustra las
secuencias y posiciones de hibridizacién de los oligonucleétidos empleados para la amplificacion

del genoma de HBV. Se indica el tamafio del producto de amplificacion generado y el autor

correspondiente.
Producto de
Nombre® Secuencia (5’ & 3’) Posicion amplificacion  Ref.
(bp)
P1 TTT-TTC-ACC-TCT-GCC-TAA-TCA 1821-1841 3215 [62]
P2 AAA-AAG-TTG-CAT-GGT-GCT-GG 1806-1825
FAI-L TTT-CAC-CTC-TGC-CTA-RTC-ATC-TC 1824-1845 1014
FAI-R TCT-TGT-TCC-CAA-GAA-TAW-GGT-G 2818-2839
FA2-L GCG-TCG-CAG-AAG-ATC-TCA-AT 2413-2432 1074 63]
FA2-R TTG-AGA-GAA-GTC-CAC-CAC-GAG 253-273
FA3-L CTG-CTG-GTG-GCT-CCA-GTT 55-75 1059
FA3-R GCC-TTG-TAA-GTT-GGY-GAR-AA 1095-115
FA4-L GTA-TTG-GGG-GCC-AAR-TCT-GT 751-770 1048
FA4-R2 AAT-TTA-TGC-CTA-CAG-CCT-CC 1776-1795
FAS-FO GGG-CGC-ACC-TCT-CTT-TAC-GC 1525-1541 207 [59]
FAS-RO CGG-AAG-TGT-TGA-TAA-GAT-AGG-G 2310-2332
FAS5-FI TAA-AAG-GAC-TCT-TGG-ACT 1655-1672 285
FAS5-RI CCA-CAG-AAG-CTC-CAA-ATT-CT 1921-1940

* Las secuencias de los oligonucleotidos reversa mostradas en esta tabla representan el complemento reversa de la

secuencia presente en los alineamientos.
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Tabla 3. Parametros espectrofotométricos del DNA extraido. Las muestras fueron extraidas a
partir de concentrados de leucocitos (CL) o sangre entera (SE). Todos los pardmetros se expresan

como la media = desviacion estandar (rango).

Coleccion Fuente Rendimiento Indice A" Indice AZ0?%
(pg de DNA/ml de fuente)
MGDC-BD CL 209 + 88.6 (32.6 —452.5) 1.8 £0.04 (1.60 — 1.88) 1.92 +£0.19 (0.97-2.5)
MGDC-HIV SE 47.02 +£19.3 (22.92-74.76) 1.89 £ 0.07 (1.82-2.04) 2.07 £0.12 (1.88-2.29)

MGDC-REF CL 309.58 +£132.15(254—-890) 1.8+0.03(1.74-1.92) 1.98+0.12 (1.6 —2.36)
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Tabla 4. Tamizaje de BBP por NAT y serologia. Numero y porcentaje de muestras positivas por
PCR anidada (aislada y en multiplex) tanto en minipool como para muestras individuales de la

coleccion MGDC-BD (n=300). NR = No realizado.

Minipool’s (MP-5) Muestras individuales
Virus PCR PCR PCR Serologia
multiplex aislada multiplex
HIV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
HBV | 2(0.7%) 2 (0.7%) 2 (0.7%) 0 (0%)
CMV 0 (0%) 2 (0.7%) 8 (2.7%) NR
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Figuras

Figura 1
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NOTA = Debido a que el genoma de HBV adopta una topologia circular la posicion 3215 indicada a la derecha del mapa
se continua con la posicion 1 a la izquierda del mapa de tal manera en que P1+P2 (y los oligonucledtidos para FA-1)

generan un producto de amplificacion linear continuo.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 7
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Pie de figura

Figura 1. Mapa genémico de HBV. Ilustracion gréafica de la localizacion de los diferentes marcos
de lectura a lo largo del genoma de HBV asi como de los oligonucledtidos empleados en la

estrategia de secuenciacion de fragmentos subgenomicos.

Figura 2. Limite de deteccion para la PCR de CMV. Resultado de la PCR anidada para CMV
empleando diluciones seriadas para lograr concentraciones desde 1x10’ copias/ml hasta 50

copias/mL empleano tres métodos de extraccion de DNA diferentes.

Figura 3. Limite de deteccion para la PCR de HIV. Resultado de la RT-PCR anidada para HIV
empleando muestras previamente cuantificadas por qRT-PCR representativas de titulos
indetectables (muestra 1), 55, 152, 3100, 13900, 28800 y 54900 copias/ml (2-7, respectivamente) al
igual que un control positivo (PTC), un control de RNA negativo (NTC) y un control negativo sin
RNA (NC). PM corresponde al marcador de peso molecular de 100 bp con bandas intensas a 500 y
1000 bp.

Figura 4. Tamizaje de BBP por PCR anidada multiplex. Imagen representativa de los resultados
obtenidos en el tamizaje de BBP por PCR anidada multiplex. El carril marcado con Neg
corresponde a una muestra de DNA negativa para los 3 virus. El carril 1 corresponde a una muestra
HIV-positiva (130 bp), el 2 a una muestra HBV-positiva (420 bp) y el 3 a una muestra CMV-
positiva (719 bp). El carril 4 corresponde a una coinfeccion HIV + HBV. El carril 5 a una
coinfeccion por HIV + CMV vy el carril 6 a una coinfeccion HBV + CMV. Finalmente el carril 7
corresponde a los productos de amplificacion generados con DNA’s positivos para los tres
patogenos. El producto de amplificaciéon de mayor tamafo, presente en todos los carrilles,
corresponde al control interno KIR3DL2 (1500 bp). PM corresponde al marcador de peso molecular

de 100 bp con bandas intensas a 500 y 1000 bp.
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Figura 5. Amplificacion subgenomica de HBV. a) Imagen de los amplicones generados por PCR
para los cuatro fragmentos subgenomicos (FA-1 a FA-4) para una muestra representativa. El
fragmento FA-1 posee un tamafio de 1014 bp, el FA-2 de 1074 bp, el FA-3 de 1059 bp y el FA-4 de
1048 bp. b) Imagen del gel correspondiente a los generados para el fragmento 5 (FA-5 = 285bp)
para 3 de las cuatro muestras secuenciadas; 1 (MXSLP00114), 2 (MXHIV00153) y 3
(MXHIV00201). PM corresponde al marcador de peso molecular de 100 bp con bandas intensas a
500 y 1000 bp.

Figura 6. Analisis de homologia regional para HBV. La grafica denota la similitud porcentual
(en el eje de las ordenadas) para cada posicion codonica (eje de las abscisas) del genoma completo
de HBV. Las secuencias genomicas locales exhiben una semejanza >95% para con las del genotipo
H (Azul obscuro). Las cuatro regiones marcadas 1-4 indican zonas de mayor disimilaridad de
nuestras secuencias para con las secuencias consenso de los demas genotipos de HBV (excepto H).

Se indican ademas las posiciones aproximadas de cada uno de los ORF de HBV.

Figura 7. Analisis recombinatorial para HBV. La grafica denota el numero de arboles
filogenéticos permutados (que apoyan la homologia regional) en el eje de las ordenadas respecto a
cada posicién cododnica (eje de las abscisas) del genoma completo de HBV. El entrecruzamiento de
las lineas correspondiente al genotipo H y D en la posicion 170 y entre las correspondientes a Hy F

en la posicion 1900 indican la presencia de pequenios eventos recombinatoriales.
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