CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

La falta de sensibilidad en diversas técnicas empleadas para la deteccion de
enfermedades como la fiebre del dengue, provoca falsos resultados que
pueden perjudicar al paciente, el cual pierde la oportunidad de recibir un
tratamiento adecuado. Es por esta razén que nace la necesidad de encontrar
un método sensible y eficiente que proporcione resultados acertados y a tiempo
para este grupo de poblacién. (Callahan et al, 2001; Drosten et al, 2002). Las
técnicas basadas en la biologia molecular son una opcion para proporcionar un
diagnostico y tratamiento apropiado y temprano durante el curso de
determinadas enfermedades. (Harris et al, 1998)

Tomando en consideracion la caracteristica endémica de la infeccion por virus
del dengue (DEN) en nuestro pais, el presente proyecto plantea implementar
sistemas de diagnéstico molecular de dengue (rapido, resultados disponibles

en aproximadamente 8 horas) para poblaciones de alto riesgo.

1.2 Justificacion del problema

La fiebre del dengue clasico y dengue hemorragico estan entre los retos mas
importantes en relacion a enfermedades tropicales debido a su amplia
distribucion geografica, al incremento de la frecuencia del brote, su
hiperendemicidad y la evolucion de la virulencia. (Lanciotti y Kerst, 2001,
Ludolfs et al, 2002)

En los ultimos afos se ha observado un incremento cada vez mas creciente de
nuevas enfermedades infecciosas o de otras que ya se consideraban
controladas, entre las que se encuentra el dengue (Klungthong, 2007). Las
llamadas enfermedades emergentes y reemergentes son aquellas infecciones
nuevas que han aparecido en una poblacion o que han existido pero estan

aumentando rapidamente en incidencia o rango geografico. Factores sociales y



econdémicos, de la atencién médica, produccion de alimentos, cambios en el
comportamiento del hombre, cambios ambientales, deterioro de los sistemas
de salud y adaptacion y cambio de los microorganismos se relacionan con el
surgimiento o resurgimiento de diferentes entidades. (Johnson et al, 2005;
Lindegren et al, 2005)

Segun la OMS mas del 70% de la carga de morbilidad por esta enfermedad se
concentra en Asia sudoriental y en la zona de Pacifico occidental. Africa y el
Mediterraneo Oriental estan menos afectados. En América Latina y el Caribe, la
incidencia y gravedad de la enfermedad estan aumentando rapidamente. El
incremento de los viajes aéreos internacionales esta favoreciendo la réapida
propagacion mundial de los virus del dengue. Con la llegada de virus nuevos a
poblaciones vulnerables, el riesgo de epidemias de dengue hemorragico
aumenta.(Tavakoli et al, 2007)

Se calcula que aproximadamente 2.5 billones de personas estan en riesgo de
contraer infeccion por virus del dengue alrededor del mundo (Lanciotti et al,
1992; Lindegren et al, 2005; Paban et al, 2006).

En Ecuador la infeccién por virus del dengue tiene distribucion endémica en
particular en varias provincias de la Costa del pais. Aunque el Ecuador reportd
la erradicacion completa de A. aegyptis en 1958, la falta de continuidad en los
programas de control y erradicacion llevo a reinfestacion por A. aegyptis en la
década de los 70" y 80" y al aparecimiento de varios brotes epidémicos, siendo
los mas severos aquellos en Guayaquil en 1988, el cual afect6 a
aproximadamente 400.000 personas, (CDC, 1989) y la epidemia actual (2004-
2005) que se ha extendido en varias provincias costeras afectando a por lo
menos 500 personas incluyendo varias decenas de casos de DHF, lo cual

requirié la declaratoria de emergencia sanitaria en estas zonas (CDC, 1995).

Técnicas nuevas basadas en analisis moleculares (analisis de acidos nucleicos
como ADN) son importantes para complementar la posibilidad de ofrecer a los
pacientes un diagnostico y tratamiento adecuado y precoz durante el curso de

ciertas enfermedades. (Domingo et al, 2004) Estas técnicas son rapidas,



altamente sensibles y especificas y sirven como complemento al diagndstico

microbioldgico tradicional (Mamani et al, 2005). El presente proyecto de grado

tiene como objetivo utilizar una de estas técnicas basadas en andlisis de 4cidos

nucleicos, la reaccion en cadena de polimerasa con transcripcion reversa (RT-

PCR) para la deteccién de virus dengue a partir de cultivos puros virales.

1.30bjetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

1311

Disefar, optimizar e implementar un sistema de diagndstico rapido
de infeccidn por virus del dengue en fase aguda mediante el uso de
tecnologia denominada Transcripcion Reversa — Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

1.3.2 Objetivos Especificos
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1.3.2.2

1.3.2.3

1.3.24

Optimizar una técnica de extraccion y purificacion del RNA viral para
su uso especifico en muestras clinicas en el Laboratorio de

Biotecnologia Humana de la Escuela Politécnica del Ejército

Desarrollar un sistema de transcripcion reversa para la obtencion de

cDNA (DNA complementario a partir de RNA viral).

Identificar bandas especificas mediante un corrimiento electroforético
de la muestra amplificada en el termociclador con el uso de
marcadores de peso molecular, para poder identificar el serotipo

especifico del virus responsable de la infeccion.

Determinar la sensibilidad analitica del sistema, mediante un andlisis

logistico que permita verificar el limite de deteccion del ensayo.



1.4Marco Tebrico

1.4.1 El Dengue

1.4.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

El Dengue es conocido desde hace méas de un siglo en las zonas tropicales de
Asia Sudoriental y del Pacifico Occidental (Anderson y Rico-Hesse, 2006). La
prevalencia de esta enfermedad se ha incrementado draméticamente en las
dltimas decadas y ahora es endémica en mas de 100 paises de Africa,
América, el Sudeste de Asia, Mediterraneo Oriental y Pacifico Occidental,
llegando a afectar a mas de 2.5 billones de personas (Yun Shu y Hsiung
Huang, 2004).

En América ocurrieron epidemias esporadicas desde el siglo XIX hasta
mediados del siglo XX y se ha convertido en una enfermedad endémica desde
la década de 1970 (Gubler, 1998).

En el siglo 20 la primera epidemia de Dengue Clasico en Ameérica, comprobada
por laboratorio, ocurrié en la regién del Caribe y en Venezuela, el virus dengue
3 fue el serotipo circulante. En 1953-1954 en Trinidad se aislo por primera vez
el agente causal de tipo 2 a partir de casos no epidémicos. En 1977 el serotipo
Den-1 fue introducido en Jamaica y se diseminé por la mayoria de las islas del
Caribe causando epidemias. El serotipo 4 fue introducido en 1981. El serotipo 3
reaparece desde 1994 en Nicaragua, este serotipo constituye un riesgo
importante ya que ha sido asociado con la forma hemorragica de la

enfermedad (Rodriguez y Marzal, 2004).

En el Ecuador, para abril del 2006 se registraron 3.159 casos de dengue, de los
cuales 3.059 son del tipo clasico y 100 del hemorragico, causando la muerte de
cinco personas (Instituto Pedro Kouri, 2006). En nuestro pais la infeccion por
dengue tiene una caracteristica endémica con brotes epidémicos de variada

magnitud. El brote actual se caracteriza por la presencia de varios casos de



dengue hemorragico (reinfeccion), entidad que representa tasas de morbi-
mortalidad mayores que la fiebre por dengue en si (Johnson et al, 2005).

La sobrepoblacion, el incremento de los viajes aéreos, las condiciones
climéticas, la urbanizacion no planificada, las dificultades en el abastecimiento
de agua, sumados al deterioro de los programas de control del vector, la
carencia de insecticidas con buena relacion de costo/efectividad y la falta de
educacion sanitaria son algunos de los factores relacionados con la
diseminacion del Aedes aegypti y al incremento en la circulacion de los cuatro
serotipos del virus (Domingo et al, 2004; Mercado et al, 2006; Preeti et al,
2008).

El pais ha destinado en forma emergente recursos para controlar la epidemia.
El foco del programa es la disminucion de los vectores. Esta ha sido y es al
momento la Unica estrategia efectiva de lucha contra la enfermedad. Sin
embargo, el problema médico y de salud publica que representa el actual brote
epidémico de dengue y su caracteristica endémica en el pais es de gran
magnitud. Las estrategias de manejo clinico de pacientes con dengue se
orientan hacia diagndstico y tratamiento rapidos con el objetivo de bajar las
tasas de complicaciones y mortalidad, disminuyendo asi también los costos
gue demanda el manejo hospitalario de estos pacientes. (World Health
Organization, 2002)

1.4.1.2 Etiologia de la enfermedad

El Dengue es una enfermedad endémica viral que afecta a las zonas tropicales
y subtropicales, principalmente en las areas urbanas y suburbanas (Yun Shuy
Hsiung Huang, 2004). Se ha convertido en un gran problema de salud publica
de interés creciente ya que se producen 50 millones de infecciones
anualmente, incluyendo 400 000 casos de dengue hemorragico y 2.5 billones
de personas afectadas (Kung Wang et al, 2000; Kung Wang et al, 2002;
Reynes et al, 2003)



El dengue constituye una de las enfermedades de mayor repercusion en todos
los paises donde se presenta. El dengue clasico, junto con sus formas mas
graves: el dengue hemorragico y el sindrome de shock por dengue son un serio
problema de salud para muchos paises de América y puede afectar
negativamente a las economias nacionales de la regibn ya que estas
epidemias originan altos costos de hospitalizacidén, asistencia a enfermos y
campafas de emergencia para el control de vectores (Liang Kao et al, 2005;
Ortega, 2001).

El dengue es transmitido al hombre por la hembra del mosquito Aedes aegypti
(Bente y Rico-Hesse, 2006; Reynes et al, 2003; Usawattanakul et al, 2002), el
cual se puede identificar por las bandas blancas o patrones de escamas en sus

patas y torax.

El Aedes aegypti se alimenta primordialmente durante el dia y pica
principalmente por la mafiana o en las ultimas horas de la tarde en areas
cubiertas. (Laue et al, 1999)

El ciclo de transmision del virus del dengue por Aedes aegypti comienza con
una persona infectada, quien tendra el virus circulando en la sangre, una
viremia que dura aproximadamente cinco dias. Durante el periodo virémico, un
mosquito Aedes aegypti hembra pica a la persona e ingiere sangre que
contiene el virus del dengue. (World Health Organization, 2002), este se replica
en el epitelio intestinal, ganglios nerviosos, cuerpo graso y glandulas salivales
del mosquito. (Gubler, 1998)

El virus entra a la célula por endocitosis y se replica durante un periodo de
incubacion extrinseca dentro del mosquito (Ludolfs et al, 2002; Ortega, 2001),
en donde el RNA gendmico sirve directamente como mensajero, éste contiene
un fragmento de lectura grande de mas de 10 Kb y es trasladado
completamente desde su extremo 5 para producir una poliproteina grande
precursora la cual luego es dividida para generar las proteinas virales
individuales. ElI ensamble del viribn ocurre en las células vertebradas sobre la

membrana del reticulo endoplasmatico y en las células del mosquito en la



membrana plasmética, Una vez se forma totalmente el virion dentro del reticulo
endoplasmatico, este es liberado via lisis de la célula, este proceso dura de
ocho a doce dias, a continuacion, el mosquito pica a una persona susceptible y
transmite el virus también a ésta, asi como a cualquier otra persona susceptible

gue el mosquito pique durante el resto de su vida. (Murray et al, 2003)

El virus se replica en la segunda persona y produce sintomas. Los sintomas
aparecen en un promedio de cuatro a siete dias después de la picadura de
mosquito, éste es el periodo de incubacion intrinseca, dentro de los seres
humanos. (Ludolfs et al, 2002; Ortega, 2001).

El periodo de incubacion intrinseca generalmente es de cuatro a siete dias,
pero puede llegar a durar hasta 14 dias (Paban et al, 2006).La viremia
comienza algo antes de la aparicion de los sintomas y la enfermedad persiste
durante varios dias después de haber concluido la viremia (World Health
Organization, 2002).

La infeccion del hombre por un serotipo produce inmunidad de por vida para el
serotipo homologo, pero solo confiere inmunidad parcial y proteccién temporal
contra infecciones subsecuentes producidas por los otros tres serotipos; es por
esto que una segunda infeccién o mdltiples infecciones con varios serotipos de
dengue constituyen un factor de riesgo para que se produzcan las formas mas
graves de la fiebre del dengue, que son el dengue hemorragico y el sindrome
de shock por dengue. (Clarke, 2002; Vaughan et al, 2002; Yun Shu y Hsiung
Huang, 2004)

1.4.1.3 Genéticadel virus del dengue

En 1906, Ashburh y Craig identificaron por primera vez al virus dengue como el
agente etiolégico de la fiebre dengue (Rodriguez y Marzal, 2004), es el
arbovirus mas prevalente en las regiones tropicales y subtropicales de Asia,

Africa, América del Sur y América Central. (Yun Shu et al, 2003)



Los virus del dengue pertenecen al género Flavivirus de la familia Flaviviridae
la cual contiene aproximadamente 70 tipos de virus. Los flavivirus son
relativamente pequefios, de 40 — 50 nm. Su genoma est4 compuesto por una
sola molécula de ARN (&cido ribonucleico) de cadena sencilla lineal, de sentido
positivo y de alta variabilidad genémica (Yun Shu y Hsiung Huang, 2004),
consta de cerca de 11000 bases de longitud (Gubler, 1998; Kung Wang et al,
2002) y codifica para una poliproteina simple, que sufre sucesivos cortes para
generar proteinas virales individuales. Las tres proteinas estructurales C, My E
estan localizadas en el extremo aminoterminal, mientras que las proteinas no
estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, estan en el extremo
carboxilo de la poliproteina (Yabar et al, 1999; Yun Shu et al, 2003)

El grupo virus Dengue esta representado por 4 serotipos: Virus Dengue 1
(DEN-1), Virus Dengue 2 (DEN-2), Virus Dengue 3 (DEN-3) y Virus Dengue 4
(DEN-4); los cuales exhiben caracteristicas antigénicas y seroldgicas diferentes
y ademas pueden presentar variantes genéticas (genotipos y topotipos) dentro
de un mismo serotipo (Gubler, 1998; Liang Kao et al, 2005; Kung Wang et al,
2000; Yun Shu et al, 2003)

Las presentaciones clinicas de los 4 serotipos del dengue son similares,
después de un periodo de incubacién, hay fiebre y una variedad de sintomas

evidenciandose la aparicion del virus en la sangre (Liang Kao et al, 2005).

1.4.1.4 Diagnostico convencional del dengue

Las infecciones por el virus del dengue pueden ser asintomaticas o pueden
ocasionar fiebre indiferenciada. (Matheus et al, 2007); es por esto que en el
diagnostico clinico, el dengue puede confundirse con: influenza, sarampion,
rubéola, malaria, fiebre tifoidea, sepsis bacteriana y otras fiebres hemorragicas

virales (Johnson et al, 2005).

Para obtener un diagnostico indiscutible de la infeccion de dengue, se requiere

la confirmacién del laboratorio (Gubler, 1998) ya sea por método directo,



aislamiento del virus, o indirecto, realizando la deteccion de anticuerpos
especificos; el método dependera del momento de la enfermedad, es decir si el
paciente se encuentra en la fase aguda o en la fase de convalecencia (Yun Shu
y Hsiung Huang, 2004). Se utilizan rutinariamente 5 pruebas serolégicas para

el diagnéstico de esta infeccion, estas pruebas son:

- Hemaglutinacion — Inhibicion (HI)

- Fijacion del complemento (FC)

- Test de Neutralizacion (NT)

- MAC-ELISA

- IgG-ELISA

- Inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales

- Aislamiento del virus

El diagnostico seroldgico del virus del dengue muchas veces resulta tedioso y
complicado por la existencia de reactividad cruzada compartida por los
determinantes antigénicos de los 4 serotipos de este virus y por otros miembros
de la familia flaviviridae (Gubler, 1998; Lanciotti et al,1992; Liang Kao et al,
2005). A esto se suma que en estas pruebas se requiere un periodo de siete
dias para obtencion de resultados confiables, lo cual limita su aplicacion en el

diagndstico rapido (Yun Shu et al, 2003)

1.4.1.5 Diagnostico molecular del dengue mediante RT-PCR

El diagnoéstico temprano de infeccion por virus del dengue posibilita el inicio de
tratamiento rapido y especifico, disminuyendo con ello las tasas de morbi-
mortalidad y complicaciones, especialmente en casos de dengue hemorragico.
Adicionalmente, provee de una herramienta para el mapeo epidemiologico de
la infeccion, posibilitando el monitoreo continuo de los diversos serotipos del
virus y la diseminacion de ellos. Estas técnicas son de critica utilidad para el

control epidemiolégico de la enfermedad.



Las pruebas serologicas usadas como “gold standard”, incluyendo el
aislamiento viral muchas veces requieren de un tiempo prolongado de
ejecucion o bien presentan dificultades metodolégicas, por lo cual una
alternativa en la actualidad son las técnicas de diagnostico rapido basadas en
la biologia molecular. (Yun Shu y Hsiung Huang, 2004).

.La RT-PCR es una herramienta muy Uutil debido a su alta sensibilidad,
especificidad, el corto periodo de tiempo requerido para el diagnéstico y
ademas ofrece la ventaja de identificar y detectar los cuatro serotipos de virus
de dengue mediante el andlisis de los tamafios Unicos de amplicones en un gel
de agarosa (Domingo et al, 2004; Liang Kao et al, 2005; Yun Shu y Hsiung
Huang, 2004),

La deteccidn y cuantificacion de este virus en el plasma no solo es crucial para
el diagnostico rapido, sino que también la identificacion del virus causante del
dengue en la fase aguda de la enfermedad permite dar tratamiento clinico
adecuado, mejorar la investigacion de esta etiologia y entender la forma de

patogénesis del dengue (Kung Wang et al, 2000)

1.4.2 Nuevatecnologia diagnostica

El avance en las técnicas de manipulacion del material genético y el
conocimiento cada vez mas profundo del genoma humano nos conducen
inexorablemente a un nuevo concepto de la Medicina de tipo personalizado, en

el que el diagnostico molecular desempefiara un papel central.

El diagndstico de laboratorio es importante para proporcionar el tratamiento
adecuado y a tiempo al paciente, razén por la cual las técnicas moleculares
cumplen un rol importante en el diagnoéstico del dengue durante los primeros

estadios de la enfermedad (Domingo et al, 2004).

1.4.2.1 Identificacion de Dengue virus mediante la amplificacion de

acidos nucleicos



El diagnéstico molecular es una herramienta de deteccion mas répida y
sensible que el diagndstico tradicional. Se basa en la amplificacion del acido
nucleico del virus, aln si este se encuentra en estado de inactividad (Liang Kao
et al, 2005).

El desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha permitido la
aparicion de un gran numero de técnicas de diagnéstico para identificacion de
virus, incluyendo aquellas para deteccion del virus del dengue. La RT-PCR
(Transcripcion Reversa - Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es un método
rapido y de alta precision que puede detectar el virus de dengue en muestras
biolégicas en humanos, por lo que puede ser usado para diagnéstico y para

estudios epidemioldgicos (Lanciotti et al, 1992).

La RT-PCR permite la amplificacion de una cantidad pequefia de moléculas
diana de RNA con gran especificidad, mediante la transcripcion reversa del
RNA a cDNA, el cual es posteriormente amplificado (Dieffenbach y Dveksler,
2003).

1.4.2.1.1 Tecnologia RT-PCR

RT-PCR es un método enzimatico de sintesis in vitro de multiples copias en
forma de DNA de una secuencia especifica de RNA. La RT-PCR es una
variante de la PCR en donde primero se realiza una transcripcion reversa a
partir de RNA para sintetizar el DNA complementario (cDNA) que luego es

amplificado mediante una PCR convencional (Becker, 2002).

De esta forma se puede medir la expresion génica mediante una técnica
alternativa al Northern blot o Dot Blot, ensayos de proteccion de RNasa,
hibridacién in situ y ensayos de nucleasa. La RT-PCR es mas sensible que

estas técnicas y requiere menos cantidad de muestra (Lizcano, 2004).

En esta reaccion es muy importante evitar la presencia de RNA o DNA

contaminante, tanto en las muestras como en el laboratorio y reactivos, debe



ser evitada con el fin de impedir la aparicion de productos inespecificos (Luque
y Herraez, 2001).

Hay dos partes diferenciadas en cualquier RT-PCR: la transcripcion reversa y
la amplificacion.

1.4.2.1.1.1 Transcripcion reversa (RT)

La transcripcion reversa, tanto utilizando RNA total como mRNA, es la etapa
clave en una RT-PCR. Existen varios factores que influencian la eficiencia del
proceso, tales como la procesividad de la enzima que cataliza la reaccion, la
presencia de estructuras secundarias en el RNA, etc. (Becker, 2002; Winter,
2005).

Como la RT-PCR depende de la sintesis de RNA a cDNA, la conversion

maxima es de fundamental importancia para el desarrollo de este método.

Muchas transcriptasas reversas estan disponibles para la sintesis de cDNA
entre las que se puede mencionar: enzima de virus de leucemia murina de
Moloney RT (MMLV), enzima de virus de mieloblastosis aviar RT (AMV), 2
RNasas H-mutantes de MMLV RT, todas estas son comercialmente distribuidas
como SuperScript y SuperScript Il y han sido usadas exitosamente en las
pruebas de PCR (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

Las reverso transcriptasas virales, tales como MMLV y AMV, han sido las
enzimas de eleccidén durante muchos afios. Estas enzimas, sin embargo, son
termolébiles y no pueden llevar a cabo la transcripcion reversa cuando existen
estructuras secundarias en el RNA. En este caso, se suelen utilizar
transcriptasas reversas termoestables, que pueden llevar a cabo la reaccién a
55-70°C, permitiendo la desnaturalizacion de las estructuras secundarias y

aumentando la eficiencia global de la reaccion.

La mayoria de los ensayos de RT son llevados a cabo en 2 pasos, primero se
realiza la transcripcién y luego una alicuota de la reaccién de RT es usada para

la PCR, estos dos pasos pueden contaminar la reaccion debido a la
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manipulacion y al pipeteo extra con lo que se puede provocar variacion en los
resultados (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

El método de RT-PCR en un solo paso permite llevar a cabo el proceso
completo en un Unico paso, sin necesidad de cambiar de enzima del paso de
transcripcion reversa al de amplificacion, para esto ser requiere usar
RETROTOOLS cDNA/DNA polimerasa (Winter, 2005).

La capacidad de la RETROTOOLS cDNA/DNA polimerasa para retrotranscribir
y amplificar se logra mediante la incubacién con diferentes buffers (RT buffer
para la transcripcion reversa y DNA buffer para la amplificacion). En presencia
de iones Mn2+, RETROTOOLS posee actividad transcriptasa reversa, mientras
gue en presencia de iones Mg2+, la actividad es polimerasa. El cambio de una
actividad a otra se logra mediante la adicion de agentes quelantes (incluidos en
el DNA buffer) una vez que la transcripcion reversa ha tenido lugar.

1.4.2.1.1.1.1 Elementos esenciales de RT-PCR

Primers

Los primers utilizados en RT-PCR estan a ambos lados de un intrén. La
seleccion del primer depende del tamafio del RNA molde. En la mayoria de los
casos, se utilizan primers especificos de secuencia. Para analisis de mRNAs,
pueden utilizarse primers oligo (dT), que se unen a las colas de poli(A)

presentes en los MRNAs eucaridticos.

La concentracién de los primers suele estar alrededor de 50 pmol / 50 ul
volumen final reaccién, aunque esta concentracion puede variar y debe ser

optimizada (Surzycki, 1999).
RNA molde

El RNA molde debe estar puro e integro. Debe comprobarse la ausencia de
actividades DNasa y RNasa, asi como de contaminaciones de DNA y/o RNA

exdgenos.
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Se puede comprobar la integridad del RNA en geles de agarosa
desnaturalizantes. Deben observarse claramente las bandas correspondientes
a rRNA (18-16S y 28-23S), con una mancha difusa entre ellas, que
corresponde al mRNA. Si aparecen manchas por debajo de la banda 18-16S,
significa que parte del mRNA esta degradado y por tanto podria ser inatil para
el andlisis posterior. Ademas, es necesario comprobar que no quedan restos
del proceso de purificacion (fenol, NaCl, tiocianato de guanidina), que inhiben
fuertemente la actividad enzimética (McPherson, 1991).

Deben calcularse, asimismo, las cantidades de RNA molde afadidas a la
reaccién, ya que un exceso puede provocar inespecificidad e incluso inhibicion

de la reaccion. En general, es suficiente con 10 pg a 1 pg (Surzycki, 1999),

142112 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), herramienta imprescindible en
el laboratorio de biologia molecular e ingenieria genética, es una técnica de
sintesis de DNA in vitro, es decir, su objetivo es la amplificacion directa de un
gen o fragmento de DNA o indirecta de un RNA (a partir de su DNA
complementario o cDNA) (Dieffenbach y Dveksler, 2003; Luque y Herraez,
2001; Surzycki, 1999). Una secuencia de longitud definida puede ser
sintetizada a partir de una pequefia cantidad de moléculas diana (Surzycki,
1999).

La PCR constituye un procedimiento rapido, sensible y de bajo costo que
permite amplificar DNA de interés especifico (McPherson et al, 1991), en
cantidad suficiente para un andlisis detallado o para su manipulacién (Winter,
2005).

Las aplicaciones de la PCR son muy variadas y se pueden mencionar:
clonacion acelular de fragmentos de DNA, deteccién de secuencias sin
purificacion previa, secuenciacion de acidos nucleicos, establecimiento de
polimorfismos de secuencia, rastreo de mutaciones, diagnostico de

enfermedades genéticas, determinacion de secuencias especificas de DNA



relacionadas con patologias definidas, resolucion de problemas forenses o
arqueoldgicos, estudios evolutivos, deteccién de microorganismos infecciosos,

deteccion de células tumorales, entre otras (Luque y Herraez, 2001).

1.4.2.1.1.2.1 Componentes de la PCR

Los reactivos o componentes de una PCR son los siguientes:

DNA polimerasa termoestable: La tag polimerasa es la enzima termoestable
mas comunmente usada y se llama asi por proceder de la bacteria Thermus
aquaticus que vive en manantiales de agua caliente. Sin embargo, en la
actualidad existe una variedad de polimerasas termoestables que han sido
aisladas de bacterias termofilicas o hipertermofilicas. (Surzycki, 1999; Luque y
Herraez, 2001)

La concentracion de la enzima afecta la calidad del producto en la reaccion,
excesiva cantidad de enzima puede producir productos no especificos; por lo

gue se coloca de 1 a 5 unidades por reaccion de PCR.

El rol de la DNA polimerasa en la PCR es copiar la molécula de DNA. La
enzima se une a la hebra sencilla de DNA y sintetiza una nueva cadena
complementaria. Para empezar a actuar, la polimerasa necesita una pequefia
region de doble cadena, esto se logra a través de los primers que se unen a

cada lado de la secuencia de DNA a ser amplificada (Surzycki, 1999).

DNA blanco o target DNA: Contiene la secuencia a ser amplificada, la
reaccion de PCR puede ser llevada a cabo con pequefias cantidades de DNA
incluso si éste es relativamente impuro. La concentracion de DNA usada

generalmente es de 0.1 — 10 ng (Surzycki, 2005).

Primers: Un set eficiente de primers debe hibridar exclusivamente a la
secuencia blanco y no a otras secuencias. Los primers deben tener entre 20-25

bases de longitud. En general se debe procurar que los 2 primers tengan un



contenido GC similar al de la secuencia blanco (40 — 60% de contenido GC es
adecuado para la mayoria de reacciones).

La concentracién de primers requerida para una reaccion de PCR varia entre
0,2 — 1 uM. El exceso de primers puede producir la formacion de “primer-

dimers”

dNTP: Los desoxirribonucléotidos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) o sustrato de la
reaccion no deben exceder los 200 uM. Los cuatro dNTPs deben ser usados en
concentraciones iguales, lo que ayudara a disminuir el rango de error de la
enzima. El exceso de dNTPs inhibe la accidon enzimética y contribuye a la
aparicion de falsos productos

MgCl,: El ibn Mg actia como cofactor para todas las DNA polimerasas y
ademas la concentracion de este componente puede afectar la hibridacion de
los primers, la especificidad de los productos, la formacion de primer-dimers. La

concentracion usada generalmente es de 2 —4 mM.

Buffer: El tris HCI debe estar entre 10 — 50 mM y su pH se mantendra entre 8

y 9 para que trabajen adecuadamente la mayoria de polimerasas termofilicas.

Sales: Se usa el sodio o potasio para facilitar la correcta hibridacion de los
primers. La concentracion correcta cuando se trabaja con taq polimerasa es de
50 mM

1.4.2.1.1.2.2 Principio del método PCR

La PCR permite la amplificacion enzimatica de una secuencia de DNA blanco
(target DNA), a través de varios ciclos de sintesis de DNA (Winter, 2005).
Durante la reaccion, los productos de un ciclo sirven como plantilla para la
sintesis de DNA en el siguiente ciclo (Surzycki, 1999), como resultado, se

obtiene una acumulacién exponencial de producto durante los primeros ciclos.



Cada ciclo de la sintesis de DNA est4 compuesto de tres fases: denaturacion,
elongacion o annealing y extensién (Figura 1.1). Aunque muchos protocolos
incluyen una fase de denaturacidn inicial antes de que empiece el cicleamiento;

este paso se aflade para asegurar la completa denaturacion del DNA blanco

El proceso se lleva a cabo en aproximadamente 20 — 40 ciclos dependiendo de
la cantidad de secuencia blanco en la plantilla de DNA. Toda la reaccién se
realiza mediante el uso de un termociclador (Persing, 2003).

Denaturacion: A una temperatura de entre 90°C - 96°C, la doble hélice
se desestabiliza y las moléculas de DNA se separan en cadenas simples
capaces de ser copiadas por la DNA polimerasa (Winter, 2005).

Annealing: La temperatura de la reaccion disminuye (45 °C - 65 °C)
hasta permitir que los primers se unan especificamente a la hebra de
DNA. La temperatura de la reaccion depende de la secuencia y del

namero de bases de los primers.

Extensidn: Este proceso se lleva a cabo a la temperatura a la cual la
DNA polimerasa es mas activa (72°C para la taq polimerasa). La
polimerasa, dirigida por la posicion de los primers copia la secuencia

blanco a partir de la cadena sencilla de DNA.
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Figura 1.1 Esquema del proceso de amplificacién de DNA el cual involucra ciclos repetidos de
incubacion a temperaturas diferentes. Inicialmente la reaccion se calienta a 94 °C para la
denaturacion. El siguiente paso (45 - 65 °C) permite que los oligonucléotidos se unan a la

secuencia target. En el tercer paso a 72 °C la taq polimerasa comienza a sintetizar una cadena

de DNA complementaria.

Tomado de: http://www.espanol.pcrlinks.com/variantes/rtpcr.htm



1.4.2.1.1.2.3 Optimizacion de la PCR

Elementos aumentadores, varios aditivos tales como el dimetilsulféxido
(DMSO), polietilenglicol (PEG), glicerol, detergentes no idnicos, formamida y
suero de albumina bovina se pueden incorporar a la reaccidén para incrementar

la especificidad de la reaccion.

Temperatura de annealing, la optimizacion de esta temperatura comienza con
el célculo de los valores de la temperatura de melting Tm, definida como la
temperatura a la cual el 50% del DNA esta denaturado. La férmula mas simple
es Tm=4(G+C) + 2 (A + T), en donde, G corresponde a guanidina, C a citosina,
A adenina y T, timina. Esta ecuacion es usada para primers de hasta 21 bases
de longitud (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

Férmulas mas complejas pueden ser usadas, pero en la practica la Tm es
afectada por los componentes individuales del buffer, por lo que cualquier Tm

calculada puede ser considerada como una aproximacion.

La temperatura de annealing (Ta), indica la temperatura de mayor rendimiento
para el par de primers usados para la amplificacion de la secuencia blanco.

Esta temperatura es de 2 - 6 °C menos que la temperatura de melting.

Numero de ciclos, el aumento de los ciclos puede fortalecer una reaccion,
pero esta modificacion puede dar como resultado la formacion de fragmentos

inespecificos y smears, compuestos de productos de alto peso molecular.

Controles, aun cuando se usen los mejores reactivos, primers y demas
componentes, se deben construir controles adecuados para controlar la
presencia de contaminacion en la reaccion. Necesariamente deben existir
controles negativos, y un control positivo, para evaluar la eficiencia del ensayo.
Los controles se corren en las mismas condiciones que las reacciones de PCR

y el control negativo debe tener todos los reactivos excepto DNA



1.5Sistema de hipo6tesis o pregunta de investigacion

La técnica de RT-PCR (Transcripcién reversa — Reaccion en cadena de la
polimerasa), permite desarrollar un sistema de identificacion especifico,
sensible, rapido y preciso de género y serotipo especifico de virus de dengue, a

partir de RNA obtenido de cultivos virales.



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1Participantes

Este estudio se desarrollé gracias al apoyo financiero del Vicerrectorado de

Investigaciones de la Escuela Superior Politécnica del Ejército.

El Instituto Nacional de Higiene y enfermedades tropicales “Leopoldo Izquieta
Pérez’ de la ciudad de Guayaquil colaboré con los cultivos puros de virus
dengue utilizados a lo largo del proyecto.

2.2Zona de estudio

El Proyecto fue realizado en su totalidad en la Escuela Politécnica del Ejército,

Laboratorio de Biotecnologia Humana.

El Laboratorio, esta ubicado en Sangolqui, en el campus principal de la ESPE.

2.3Periodo de tiempo de investigacion

El trabajo experimental se inicio el 15 de Abril del 2006 y fue terminado el 30 de
Noviembre del 2007

2.4Disefo
Investigacion de tipo experimental, se utlizaron técnicas de analisis cuantitativo
tipo analisis logistico para la determinacion del limite de deteccién del método.

2.5Procedimiento

2.5.1 Pruebas preliminares con DNA humano



Se realiz6 un ensayo preliminar para verificar el funcionamiento tanto del kit de

extraccion de RNA como el kit de RT-PCR, para ello se amplificaron

fragmentos de los genes que codifican para factor Il y factor V de coagulacion

humanos y que estan asociados a trombofilia (Angeleni et al, 2002). El método

en el cual nos basamos fue el previamente descrito por este autor

2511

Extraccion de RNA de sangre

Se tomaron muestras de sangre en tubos con EDTA de 5 ml y se procedio a la

extraccion de ARN de sangre total a partir del kit QlAamp RNA Mini Kit. El

protocolo se describe a continuacion:

Extraer sangre en un tubo con EDTA.

Mezclar 1 volumen de sangre total en 5 volimenes de Buffer EL en un
tubo Eppendorf de tamafio apropiado

Incubar durante 15 min a -20°C, durante la incubacién mezclar (vortex)
2 veces

Centrifugar a 2200 RPM a 4°C durante 10 min, descartar todo el
sobrenadante

Agregar el buffer EL al pellet obtenido para resuspenderlo mezclar
mediante vortex (2 volumenes de buffer por volumen de sangre total)
Centrifugar a 2200 RPM a 4°C durante 10 min, descartar todo el

sobrenadante

7. Anadir 350 ul de buffer RTL y mezclar con vortex.

9.

La mezcla obtenida colocarla cuidadosamente en la columna
QIAshredder, centrifugar 2 min. a maxima velocidad para homogenizar.
Descartar la columna y guardar el producto homogenizado

Afnadir 350 ul de etanol 70% y mezclar con la micropipeta.

10.Colocar la muestra dentro de de la columna QIAamp, centrifugar a 10

000 RPM por 15 seg. Descartar el tubo

11.Transferir la columna a un tubo de 2ml y colocar 700 ul de buffer RW1

(buffer de lavado) en la columna QIAamp y centrifugar a 10 000 RPM,

por 15 seqg. Descartar el tubo



12.Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml, afladir el buffer RPE y
centrifugar a 10 000 RPM, por 15seg. Descartar el tubo

13.Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de 2ml y afiadir 500 ul de
buffer RPE, centrifugar a 14 000 RPM durante 3 min. Descartar el
tubo.

14.Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 ul de
agua libre de RNasas; centrifugar a 10 000 RPM por 1 min. Descartar
la columna

15. Almacenar el RNA a -20°C

2.5.1.2 Cuantificacién de las muestras obtenidas

Las muestras de RNA obtenidas se visualizaron en un gel de agarosa al 0.8%,
para comprobar la existencia de material de buena calidad para la

amplificacion.

Para la carga de las muestras en el gel se tomaron 5 ul del RNA obtenido y se
mezclé con 2 ul de loading buffer 10x (Invitrogen). En este ensayo no fue
necesario el uso de marcador de peso molecular debido a que solo se necesita

verificar la existencia de RNA

La corrida electroforética se realiz6 en gel de agarosa al 0,8% en TAE 1X, a
120 V durante 2 horas.

2.5.1.2.1 Cuantificacion mediante fluorometria

El fluorémetro (Qubit™ Fluorometer) permite que la cuantificacion de RNA sea
facil y precisa, el kit provee los elementos necesarios tales como: fluoréforo,
buffer de dilucibn y muestras de RNA standard; el ensayo es selectivo para
RNA e incluso para dsDNA vy es efectivo para muestras con concentraciones
desde 250 pg/ul hasta 100 ng/ul.



El protocolo para la cuantificacion de RNA (Quant It RNA assay kit) se describe

a continuacion:

1. Elegir el numero apropiado de tubos de 0.5 ml incluyendo 2 tubos para
los standards.

2. Elaborar la solucion de trabajo, diluyendo el reactivo Quant iT RNA
1:200 en el Quant iT RNA buffer. Tomar en cuenta que el volumen final
en cada uno de los tubos debe ser de 200 ul.

3. Para las soluciones standard, colocar 190 ul de la solucién de trabajo y
10 ul de cada standard, mezclar en el vortex de 2 — 3 seg.

4. Cargar la solucion de trabajo en tubos individuales (de acuerdo al
ndamero de muestras que se desee cuantificar) y afiadir las muestras de
RNA. El volumen final debe ser 200 ul. Mezclar en el vortex de 2 — 3
seg.

5. Incubar todos los tubos durante dos minutos a temperatura ambiente.

6. Colocar las muestras standard en el Qubit para la calibracion del
equipo.

7. Insertar las muestras de RNA en el fluorometro y realizar las mediciones.

2.5.1.3 Ensayo RT-PCR para factores de coagulacion

La RT-PCR aqui desarrollada fue adaptada a partir del ensayo de Angeleni et
al, 2002.

Se utilizaron primers para el factor Il y factor V de coagulacién, cuyas

secuencias son las siguientes:

Factor II: Primer sense 5 TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 3
Primer antisense 5" CAC TGG GAG CATTGAGGATC 3

Factor V: Primer sense 5 TGT TAT CAC ACT GGT GCT TAA Z
Primer antisense 5" CAG ATC CCT GGA CAG ACG 3



El kit para la RT-PCR usado fue SuperScript Ill One-Step RT-PCR System with
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen) , el cual esta disefiado para la
deteccion y el andlisis de moléculas de RNA mediante RT-PCR de forma
reproducible y muy sensible. Mediante este método “en un solo paso” se puede
desarrollar la sintesis de RNA a cDNA y la amplificacion por PCR en un solo
tubo usando los primers especificos y el RNA blanco. El sistema usa una
mezcla de transcriptasa reversa SuperScript Il y DNA polimerasa Platinum Taq
en un buffer de reaccién optimizado; con esto es posible detectar un amplio
rango de RNAs blanco de 200 bp hasta 4.5 kb. La cantidad de material inicial
puede variar entre 0.01 pg — 1 ug de RNA total. (Invitrogen: SuperScript. Il
One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase, 2003)

La transcriptasa reversa SuperScript Il es una version de la MMLV RT
construida para reducir la actividad RNasa y dar estabilidad térmica, esta
enzima puede sintetizar cDNA a temperaturas entre 45°C — 60°C y provee gran
especificidad y altos indices de sintesis de cDNA. (Invitrogen: SuperScript. Il
One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase, 2003)

La DNA polimerasa es una Tag DNA polimerasa recombinante con anticuerpos
adecuados para inhibir la actividad polimerasa a temperatura ambiente, pero su
actividad se restaura después del paso de denaturacion en la PCR a 94°C. El
mix de reaccién (2X reaction mix) contiene un buffer apropiado, Mg**, dNTPs y

estabilizadores.

Para el ensayo con factores de coagulacion se ensamblé la master mix con 3
reacciones para factor Il y 3 reacciones para factor V, para cada factor se usa

un control negativo.
La preparacion del master mix para los factores Il y V se detalla en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Volimenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se sefiala
el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para este
ensayo, 3 reacciones (3X). El volumen final de la reaccion sin DNA es de 45 ul.



Reactivo Volumen (ul)

1X 3X
2X Reaction Mix 25 75
Primer sense FlI 0.3 0.9
Primer antisense FlI 0.3 0.9
Taq 2 6
H,O PCR 17.4 52.2
TOTAL 45

El volumen por reaccion fue 45 ul, a los que se afiadié 5 ul de RNA, excepto al
control negativo, el cual en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. El
volumen final de cada reaccion fue 50 ul. Las muestras fueron llevadas al
termociclador, para el proceso de amplificacion mediante los ciclos descritos en
la Tabla 2.2

Tabla 2.2 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacién de las
muestras correspondientes a factores de coagulacion Il y V.

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 55 30 min
1 Denaturacion inicial 94 2 min
Denaturacion 94 15 seg
40 Annealing 55 30 seg
Extension 68 1 min
1 Extension final 68 5 min

Final hold 4




2.5.2 Pruebas a partir de cultivo viral de dengue

El andlisis previo con RNA humano, sirvio para verificar el adecuado
funcionamiento de los kits. Los ensayos con RNA viral, obtenido de cultivos del
virus proporcionados por el Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical
“‘Leopoldo Izquieta Pérez” iniciaron con la optimizacion del proceso de

extraccion de RNA viral.

2.5.2.1 Obtencion del material genético del virus de dengue

Para el proceso de RT-PCR es de suma importancia obtener material genético
de buena calidad, por lo cual fue necesario optimizar el método de extraccion
de RNA a partir de cultivos virales de dengue serotipo 3 inoculado en linea
celular continua C6/36, por medio de columnas de extraccion de RNA con la
ayuda del kit QlAamp RNA Mini Kit.

Los tres protocolos de extraccion usados fueron modificados a partir del original

gue viene junto con el kit.

2.5.2.2 Protocolo optimizado de extraccién de RNA viral

A continuacion se muestra el protocolo de extraccion que fue utilizado a lo largo
del presente trabajo, los otros dos protocolos probados se detallan en el Anexo

A.

Protocolo optimizado

La extraccion se realizé usando dos viales de 1.5 ml, cada uno de los cuales
contenia 100 ul de muestra inicial. Se utilizaron controles negativos. Este
protocolo aumenta la velocidad y el tiempo de centrifugacion para obtener un

mejor pellet viral



1. Colocar 100 ul del cultivo en un vial de 1.5 ml y centrifugar a 10 000
RPM durante 10 minutos

2. Descartar el sobrenadante

3. Colocar 600 ul de buffer RTL para resuspender el pellet.

4. Pipetear el lisado directamente dentro de la columna QIAshredder y
centrifugar durante 2 min a maxima velocidad Descartar la columna y
conservar el tubo que contiene el liquido.

5. La mezcla obtenida colocarla cuidadosamente en la columna y
guardar el producto homogenizado

6. Afnadir 700 ul de etanol 70% y mezclar con la micropipeta.

7. Colocar la muestra dentro de de la columna QIAamp, centrifugar a
10000 RPM por 15 s. Descartar el tubo

8. Transferir la columna a un tubo de 2ml y colocar 700 ul de buffer RW1
(buffer de lavado) en la columna QlAamp y centrifugar a 10 000 RPM,
por 15 seqg.. Descartar el tubo

9. Poner la columna en un nuevo tubo de 2 ml y pipetear dentro de ella el
buffer RPE y centrifugar a 10 000 RPM por 15s. Descartar el tubo

10.Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de 2ml y afiadir 500 ul de
buffer RPE, centrifugar a 14 000 RPM durante 3 min. Descartar el
tubo.

11.Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 — 50
ul de agua libre de RNasas; centrifugar a 10 000 RPM por 1 min.
Descartar la columna

12. Almacenar el RNA obtenido a -80°C

2.5.2.3 Cuantificacion de las muestras de RNA
Las muestras de RNA se cargaron en gel de agarosa al 0.8%, se coloco 5 ul de
RNA con 2 ul de loading buffer 10X, la electroforesis se realiz6 en TAE 1X

durante 2 horas a 120 V. No se us6 marcador de peso molecular.

2.5.2.3.1 Cuantificacion mediante fluorometria



El protocolo para la cuantificacion de RNA (Quant It RNA assay kit) se describe

a continuacion:

1. Elegir el niumero apropiado de tubos de 0.5 ml incluyendo 2 tubos para
los standards.

2. Elaborar la solucion de trabajo, diluyendo el reactivo Quant iT RNA
1:200 en el Quant iT RNA buffer. Tomar en cuenta que el volumen final
en cada uno de los tubos debe ser de 200 ul.

3. Para las soluciones standard, colocar 190 ul de la solucién de trabajo y
10 ul de cada Standard, mezclar en el vortex de 2 — 3 seg.

4. Cargar la solucion de trabajo en tubos individuales (de acuerdo al
namero de muestras que se desee cuantificar) y afadir las muestras de
RNA. El volumen final debe ser 200 ul. Mezclar en el vortex de 2 — 3
seg.

5. Incubar todos los tubos durante dos minutos.

6. Colocar las muestras standard en el Qubit fluoromenter para la
calibracion del equipo.

7. Insertar las muestras de RNA en el fluorometro y realizar las mediciones.

La cantidad de RNA presente se calcula mediante la férmula:

c-qf.2%
X
En donde,

C= concentracion de RNA en el tubo de muestra en ng/ml
Qf= lectura dada por el fluorémetro

x= cantidad en microlitros de la muestra adicionada al tubo
Todas las muestras obtenidas en los diferentes protocolos fueron sometidas a

electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.8% y fueron cuantificadas a

través del fluorémetro.

2.5.3 Pruebas de RT-PCR para la amplificacion de dengue virus



Se probaron dos metodologias de RT-PCR (Lanciotti et al, 1992; Yun Shu et al,
2003)

Las pruebas se realizaron con dengue serotipo 3, cultivo que nos fue
proporcionado. Previamente los oligonucle6tidos a utilizarse fueron diluidos a

una concentracion final de 100 pmol/ul

2.5.3.1 Ensayos con Método 1 (Yun Shu et al, 2003) para dengue virus

Los protocolos que fueron usados en esta seccién para el ensamblaje de la
master mix y para la programacion en el termociclador estuvieron basados en
los métodos descritos en el articulo de Yun Shu et al, 2003. Se realizan
ensayos para la identificacion del virus de dengue y par el serotipo 3 del virus.

Los primers utilizados en este ensayo son: DN-F y DN-R para grupo especifico,
DN-F — D1-R para serotipo 1, DN-F — D2-R para serotipo 2, DN-F — D3-R para
serotipo 3, DN-F — D4-R para serotipo 4

Tabla 2.3 Primers utilizados en el ensayo de RT-PCR (Método 1), se detalla el nombre de los
pares de primers usados para la amplificacion de las secuencias respectivas ya sea género o
serotipo especifico de dengue, asi como también el tamafio en pares de bases de los
productos obtenidos (Yun Shu et al, 2003)

Tamafo
Primer Secuencia producto
(bp)
DNLE 5"CAA TAT GCT GAA ACG CGA
GAG AAA 3’ Dengue 171
DN.R 5°CCC CAT CTATTC AGA ATC CCT virus
GCT 3
5"CAA TAT GCT GAA ACG CGA
DN-F Dengue
GAG AAA T
virus 193
5 CGC TCC ATA CAT CTT GAATGA .
D1-R c3 Serotipo 1




5 CAA TAT GCT GAA ACG CGA
DN-F ) Dengue
GAG AAA 3 _
virus 204
5 AAG ACATTGATG GCT TTT GA _
D2-R 3 Serotipo 2
5 CAA TAT GCT GAA ACG CGA
DN-F ) Dengue
GAG AAA 3 _
virus 204
5 AAG ACG TAAATA GCC CCC _
D3-R ) Serotipo 3
GAC 3
5 CAA TAT GCT GAA ACG CGA
DN-F ] Dengue
GAG AAA 3 _
virus 132
5 AGG ACT CGC AAA AAC GTG _
D4-R Serotipo 4
ATG AAT 3

2.5.3.1.1 Amplificacion de dengue género especifico

La RT-PCR para la identificacion de género de virus de dengue se hizo con los
primers DN-F y DN-R.

Se ensamblé primero el master mix para seis reacciones con los siguientes
componentes: 2X reaction mix, Super Script Ill RT Platinum Taqg mix, primers,

agua grado PCR, como se detalla a continuacion:

Tabla 2.4 Volumenes de los reactivos usados para la preparacién del master mix, se sefiala
el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para este
ensayo, 6 reacciones (6X). El volumen final de la reaccién sin DNA es de 45 ul.

Reactivo Volumen (ul)
1X 6X
2X Reaction Mix 25 150
Primer DN-F 0.3 1.8

Primer DN-R 0.3 1.8




Taq 2 12
H,O PCR 17.4 104.4
TOTAL 45

El volumen por reaccién fue 45 ul, se afiadié 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reaccion fue 50 ul

Las muestras fueron llevadas al termociclador, para el proceso de amplificacion

mediante los ciclos descritos en la Tabla 2.5

Tabla 2.5 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacién de las
muestras de dengue virus género especifico.

# Ciclos Proceso Temperatura (°C)  Tiempo

1 Sintesis de cDNA 45 30 min

1 Denaturacion inicial 94 2 min

Denaturacion 95 20 seg

35 Annealing 55 30 seg

Extension 72 30 seg

1 Extension final 68 5 min
Final hold 4

2.5.3.1.2 Amplificacion de dengue serotipo especifico



La RT-PCR se llevo a cabo con los primers DN-F y D3-R, que permitieron la

amplificacion del fragmento especifico para el serotipo 3.

Se ensambl6 el master mix para seis reacciones con los siguientes
componentes: 2X reaction mix, Super Script lll RT Platinum Taqg mix, primers,

agua grado PCR, como se detalla a continuacion:

Tabla 2.6 Volimenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se sefiala
el volumen requerido para una reaccioén (1X) y para las reacciones necesarias para este
ensayo, 6 reacciones (6X). El volumen final de la reaccion sin RNA es de 45 ul.

Reactivo Volumen (ul)
1X 6X
2X Reaction Mix 25 150
Primer DN-F 0.3 1.8
Primer D3-R 0.3 1.8
Taq 2 12
H,O PCR 17.4 104.4
TOTAL 45

El volumen final por reaccién fue de 45 ul, se afiadié 5 ul de RNA, excepto al
control negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por

tanto el volumen final cada reaccién fue 50 ul

Las muestras fueron llevadas al termociclador, para el proceso de amplificacion

mediante los ciclos que se mencionan en la Tabla 2.7



Tabla 2.7 Programa de RT-PCR usado en el termaciclador para la amplificaciéon de las
muestras correspondientes a dengue virus, serotipo 3.

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 55 30 min
1 Denaturacion inicial 94 2 min
Denaturacién 94 15 seg
35 Annealing 55 30 seg
Extension 68 1 min
1 Extension final 68 5 min
Final hold 4

Una vez finalizado el proceso en el termociclador, las muestras se colocaron en
un gel de agarosa al 2%, en TAE 1X a 120 V, durante 45 minutos. En el gel se
colocaron 10 ul de muestra con 3 ul de loading buffer, se us6 un marcador de

peso molecular de 100 bp

2.5.3.2 Ensayos con Método 2 (Lanciotti et al, 1992) para dengue virus

Los protocolos que fueron usados en esta seccion tanto para el ensamblaje de
la master mix como para el proceso de cicleamiento en el termociclador,
estuvieron basados en el método descrito por Lanciotti et al, 1992. Se

realizaron ensayos para género y para serotipo 3 de virus de dengue.
Los primers utilizados en este ensayo fueron D1 y D2 para grupo o género

especifico, D1 — TS1, para serotipo 1, D1 — TS2 para serotipo 2, D1 — TS3 para
serotipo 3, D1 — TS4 para serotipo 4

2.5.3.2.1 Amplificacion de dengue género especifico



Para la obtencion del fragmento especifico que permitié la identificacion del

virus de dengue, se utilizaron los primers D1y D2 en la RT-PCR

Se ensamblé el master mix para seis reacciones con los siguientes
componentes: 2X reaction mix, Super Script lll RT Platinum Taqg mix, primers,

agua grado PCR, como se detalla a continuacion:

Tabla 2.8 Volimenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se sefiala
el volumen requerido para una reaccién (1X) y para las reacciones necesarias para este
ensayo, 6 reacciones (6X). El volumen final de la reaccion sin RNA es de 45 ul.

Reactivo Volumen (ul)

1X 6X
2X Reaction Mix 25 150
Primer D1 0.3 1.8
Primer D2 0.3 1.8
Taq 2 12

H,O PCR 17.4 104.4

TOTAL 45

El volumen por reaccion fue 45 ul, se afiadié 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el
volumen final de cada reaccion fue 50 ul. Las muestras fueron llevadas al
termociclador, para el proceso de amplificacion mediante los ciclos indicados
en la Tabla 2.9

Tabla 2.9 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacién de las
muestras de dengue género especifico

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo




1 Sintesis de cDNA 42 1 hora

1 Denaturacion inicial 95 2 min

Denaturacién 94 30 seg

35 Annealing 55 1 min

Extension 72 2 min

1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

2.5.3.2.2 Amplificacion de dengue serotipo especifico

El ensayo fue realizado para identificar el serotipo 3 del virus de dengue, por lo
tanto los primers utilizados fueron D1y TS3.

Se ensamblé el master mix para seis reacciones, con los siguientes
componentes: 2X reaction mix, Super Script Il RT Platinum Taq mix, primers,

agua grado PCR, como se detalla a continuacion

Tabla 2.10 Volumenes de los reactivos usados para la preparacién del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccién (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 6 reacciones (6X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 45 ul.

Reactivo Volumen (ul)
1X 6X
2X Reaction Mix 25 150
Primer D1 0.3 1.8
Primer TS3 0.3 1.8
Taq 2 12
H.O PCR 17.4 104.4

TOTAL 45




El volumen por reaccion fue 45 ul, se afiadio 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reacciéon fue 50 ul.

Las muestras se llevaron al termociclador, para el proceso de RT-PCR
mediante los ciclos indicados en la Tabla 2.11

Tabla 2.11 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacion de las
muestras de RNA de dengue, serotipo 3

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 42 1 hora

1 Denaturacion inicial 94 2 min
Denaturacion 94 30 seg

40 Annealing 55 1 min

Extension 72 2 min

1 Extension final 72 4 min

Final hold 4

Las muestras fueron colocadas en un gel de agarosa al 2% con TAE 1X, en
donde se puso 10 ul del producto obtenido con 3 ul de loading buffer y 7 ul del

marcador de peso molecular low DNA mass ladder.
Los mejores resultados se obtuvieron con el Método 2 (Lanciotti et al, 1992),
por tanto la optimizacion de la técnica de RT-PCR se realiz6 a partir de esta

metodologia.

2.5.4 Analisis de secuencias de dengue virus



Las secuencias de los virus dengue se obtuvieron de la base de datos de NCBI
(National Center for Biotechnology Information), un recurso computacional muy

atil para analisis de genomas de diferentes organismos.

Esta herramienta nos permite obtener de manera sencilla el genoma completo
de los virus dengue con lo que posteriormente se puede realizar el andlisis de

secuencias y primers.

peb xies . —————
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PubMed Nuclectide Genome Structure
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Range: from |Degin ta |end [ Reverse complemented strand

[J1: AY858045. Reports Dengue virus 3 st...[gi145413603] Links
»>gi|145413603 | gk |AYS858045.2| Dengue wirus 3 strain PHS6, complete genome

AGTTGETTAGTCTACGT GEACCCACARGAACACTTTCGACT CGGAAGCTTGCTTALCCTAGTACTGACAGT
ITITTIATTAGAGRGCAGATCTCTIGAT GRACRACCAACGGRARALAGRACGEGRARRRCCGTICTATCRATATGE

TR CECETCAGRL A CCET GT T CARCTGEAT CACAGT TEECEAAGAGATTCTCARGAGGATTGCTGRR
IGGCCAAGGRACCRRTGRARTTGGTITATGGCGTITCATAGCTTITICCTICAGATTITCTAGCCATTICCACCGACA
GCGEEARTCTIGECTAGAT GEGEALCCT TCANGAACT TEEEEECTATTALGET CCTGAGAGECTTCARGR
AGGRGATCTCARRTATGCTGAGCATTAT CARCAGRACGGARARRGRACATCGCTCIGICICATGRIGATGTIT
ACCAGCAACACTTGCTTTCCACTTGACTTCACGACGAT GEAGRGCCECECAT GATT GTEEECAAGALT GLR
AGAGGARRATCCCTACTITITRAAGACAGCCICIGGRAAT CARCATGTGCACACTCATRAGCCATGGATTIIGE

GAGAALT T T GAT GACACCGATCACTTACAA A TGCCCCCTCATTACTGALGT GEAGCCTGARGACATTCR
CIGCIGGIGCAACCTCACATCGRCGIGGGTGACCTACGGARCGTGCARCCARGCT GGAGAGCACAGACGT
GATAAGRGATCEEIGECETTAGCTCCTICATGTTGECATGERACT GGACACACECGCCCARACCTGEATET

CGGCIGAAGGAGCTT GEAGACARGT CGAGRAGGTAGAGACATGGECCITTAGGCACCCAGGSTTCACAAT

ACTAGCCCTATTICT T GCCCATTACATAGECACTICCTTGACCCAGRARAGTGETCATTITTCATACTACTA
ATGCIGGTICACCCCATCTATGRACARATGAGATGT GIGECAGTAGGRRAACAGAGATTTTIGIGGARGGCCTAT

CAGGAGCTACGTGEGT TGACGTGET GCTCOARCACEETGEET GIGT GACTACCAT GECTAAGALCARGCC
CACGCIGGACATAGAGCTICCAGRAGACCGARGCCACCCARCTGGCAACCCTARGRARRACTATGTATIGAR
GEGAANATCACCAACGTGACALCCEACT CARGGT GCCCCACT CARGGEEARGCEATICTACCTGAGEAGT
AGGRCCAGRACTACGTGIGTARGCACACATACGTGEACAGAGGCT GEEEARACGGTTIGIGGCTIGITIGE e
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Figura 2.1 Secuencia de dengue virus tipo 3, se observa la pantalla de NCBI que proporciona
la secuencia en formato FASTA, y toda la informacién del genoma.
Obtenido de www.ncbi.nlm.nih.gov

2.5.4.1 Primers parala amplificacion de género y serotipo especifico de

dengue


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

El amplicdn especifico de virus de dengue, ya sea éste de género o serotipo
especifico, se obtuvo al usar diferentes pares de primers, con lo que se
visualizé un tamafio de fragmento Unico, estos primers se los detalla en la
Tabla 2.11

Tabla 2.11 Primers utilizados en el ensayo de RT-PCR (Método 2), se detalla el nombre de los
pares de primers usados para la amplificacion de las secuencias respectivas ya sea género o
serotipo especifico de dengue, asi como también el tamafio en pares de bases de los
productos obtenidos (Lanciotti , 1992)

Tamafio
Primer Secuencia producto
(bp)
5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGA
ot GAAACCG-3' Dengue
5-TTGCACCAACAGTCAATGTCT virus >H
P2 TCAGGTTC-3'
b1 5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGA Dengue
GAAACCG-3'
virus 482
Ts1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3' Serotipo 1
5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGA Dengue
ot GAAACCG-3' virus 119
TS2 | 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3' | Serotipo 2
5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGA Dengue
ot GAAACCG-3' virus 290
TS3 | 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3'| Serotipo 3
5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGA Dengue
o1 GAAACCG-3' virus 392




TS4 | 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3' Serotipo 4

2.5.4.2 Secuencias de dengue virus con hibridacion de los primers

especificos

Los primers de los que se realizo el andlisis que se presenta a continuacion,
fueron obtenidos del articulo de Lanciotti (Método 2), por lo tanto lo que se hizo
en esta seccién fue identificar la posicion de los primers en la secuencia para
comprobarla

Se muestran las secuencias de los primers forward y reverse y su posicion de
hibridacion en el segmento de amplificacién. En azul se indica el primer forward
y el reverse, las secuencias mostradas en rojo corresponden a la ubicacion del
primer respectivo en la secuencia de amplificacion. Las bases sefialadas con
color turquesa representan las bases que difieren con el primer. Se sefala

también la posicion del primer relativa al gen.

Género
134 161

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG | —pPrimer forward D1

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTGTCAACTGTTTCACAGTTG
GCGAAGAGATTCTCAAAAGGATTGCTTTCAGGCCAAGGACCCATGAAATTG
GTGATGGCTTTTATAGCATTCCTAAGATTTCTAGCCATACCTCCAACAGCA
GGAATTTTGGCTAGATGGGGCTCATTCAAGAAGAATGGAGCGATCAAAGT
GTTACGGGGTTTCAAGAAAGAAATCTCAAACATGTTGAACATAATGAACAG
GAGGAAAAGATCTGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCACAGCCCTGG
CGTTCCATCTGACCACCCGAGGGGGAGAGCCGCACATGATAGTTAGCAAG
CAGGAAAGAGGAAAATCACTTTTGTTTAAGACCTCTGCAGGTGTCAACATG
TGCACCCTTATTGCAATGGATTTGGGAGAGTTATGTGAGGACACAATGACC
TACAAATGCCCCCGGATCACTGAGACG
GAACCAGATGACGTTGACTGTTGGTGCAA

TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC | = Primer reverse D2




616 644

Serotipos

Dengue virus serotipo 1:

El mismo andlisis se realiz6 para la secuencia de virus serotipo 1 (EU081263.1)

134 161

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG —>Primer forward D1

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTGTCAACTGTTTCACAGTTG
GCGAAGAGATTCTCAAAAGGATTGCTCTCAGGCCAAGGACCCATGAAACT
GGTGATGGCTTTCATAGCATTCCTAAGATTTCTAGCCATACCCCCAACAGC
AGGAATTTTGGCTAGATGGGGCTCATTCAAGAAGAATGGAGCGATCAAAT
GCTACGGGGTTTCAAGAAAGAAATCTCAAACATGTTGAATATAATGAATAG
AAGGAAAAGATCTGTGACCATGCTCCTTATGCTGATGCCTACAGCCTTAGC
GTTCCATTTGACTACACGAGGGGGAGAGCCGCACATGATAGTCAGCAAGC
AGGAAAGAGGAAAGTCACTTTTGTTTAAGACCTCAGCAGGTGTTAACATGT
GCACCCTTATAGCGATGGATTTGGGAGAGTTATGTGAGGACACAATGACTT
ACAAATGCCCTCGAATCACTGAGGCG

Primer reverse TS1 <= | CGTCTCAGTGATCCGGGGG

568 586

Dengue virus serotipo 2:

El analisis para dengue virus serotipo 2 (AY858035.2) es el siguiente:

134 161

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG | =>Primer forward D1

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCGCGTGTCAACTGTGCAGCAGCTG
ACAAAGAGATTCTCACTTGGAATGCTACAGGGACGAGGACCATTGAAACT
GTTCATGGCCCTGGTGGC

CGCCACAAGGGCCATGAACAG |c=Primer reverse TS2




232 252

Dengue virus serotipo 3:

Para dengue virus serotipo 3 (AY858045.2), el andlisis es el siguiente:

134 161

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG | =»Primer forward D1

TCAATATGCTGAAACGCGTGAGAAACCGTGTGTCAACTGGATCACAGTTG
GCGAAGAGATTCTCAAGAGGATTGCTGAATGGCCAAGGACCAATGAAATT
GGTTATGGCGTTCATAGCTTTCCTCAGATTTCTAGCCATTCCACCGACAGC
GGGAATCTTGGCTAGATGGGGAACCTTCAAGAAGTTGGGGGCTATTAAGG
TCCTGAGAGGCTTCAAGAAGGAGATCTCAAATATGCTGAGCATTATCAACA
GACGGAAAAAGACATCGCTCTGTCTCATGATGATGTTA

Primer reverse TS3 < | TAACATCATCATGAGACAGAGC
400 421

Dengue virus serotipo 4:

134 161

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG —>Primer forward D1

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCGCGTATCAACCCCTCAAGGGTTG
GTGAAGAGATTCTCAACCGGACTTTTTTCTGGGAAAGGACCCTTACGGATG
GTGCTAGCATTCATCACGTTTTTGCGAGTCCTTTCCATCCCACCAACAGCA
GGGATTCTGAAGAGATGGGGACAGTTGAAGAAAAATAAGGCCATCAAGAT
ACTGATTGGATTCAGGAAGGAGATAGGCCGCATGCTGAACATCTTGAACG

Primer reverse TS4 <= CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA



GGAGAAAAAGGTCAACGATAACATTGCTGTGCTTGATTCCCACCGTAATGG
CGTTTTCCCTCAGCACAAGAGATGGCGAACCCCTCATGATAGTGGCAAAA
CATGAAAGGGGGAGACCTCTCTTGTTTAAGACAACAGAG

506 527

2.5.5 Estandarizacion del método RT-PCR para la deteccién de dengue

virus

Las variables elegidas para la optimizacion fueron: temperatura de annealing y

denaturacion inicial.

2.5.5.1 Dengue virus género especifico

Las pruebas de optimizacion se realizaron primero para género especifico, y la
primera variable con la que se trabajo es con la temperatura de hibridacion o
annealing de los primers.

2.5.5.1.1 Temperatura de annealing

Se realiz6 el célculo de la temperatura de melting a través de la siguiente

formula:

, 4G +0)-16.4)

Tm=164.9 En donde,

Tm= temperatura de melting
G+C= cantidad de guaninas y citosinas en el primer

N= numero total de pares de bases en el primer



Temperatura

Nombre N° . ; o
Primer bp Secuencia Melting (°C)
D1 28 5" TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAA 61.3
ACCG3
5 TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA
D2 29 GGT TC 3 60.0
TS1 19 5'CGT CTC AGT GAT CCG GGG G 3 57.5
TS2 21 5'CGC CAC AAG GGC CAT GAACAG 3 58.2
TS3 22 5" TAA CAT CAT CAT GAG ACAGAG C 3 51.1
TS4 22 5 CTC TGT TGT CTT AAACAAGAGA 3 49.2

Tabla 2.13 Temperaturas de melting calculadas para cada uno de los primers usados para la
identificacion de virus de dengue, se indica el nombre del primer, su nUmero de pares de

bases, la secuencia y la temperatura de melting correspondiente

El analisis detallado del calculo de las temperaturas de melting y annealing de

los primers de la Tabla 2.13 se encuentra en el Anexo B

Se procedio con el ensayo que permitié encontrar la temperatura de annealing

Optima para los primers pertenecientes a género y serotipo especifico.

De acuerdo con las temperaturas calculadas se trabajé con un rango
comprendido entre 55°C - 61°C.

Se ensamblé el master mix para nueve reacciones, con los componentes y

cantidades detalladas en la Tabla 2.14




Tabla 2.14 Volimenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 9 reacciones (9X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 45 ul. Los

primers usados son para género especifico

Reactivo Volumen (ul)

1X 9X
2X Reaction Mix 25 225
Primer D1 0.3 2.7
Primer D2 0.3 2.7
Taq 2 18

H,O PCR 17.4 156.6

TOTAL 45

El volumen final por reaccion fue 45 ul, se afadido 5 ul de RNA, excepto al
control negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por

tanto el volumen final de cada reaccién fue 50 ul

Y Y Y

55°C 57°C 59°C 61°C

Figura 2.2 Representacion de los viales PCR que contienen el master mix, en donde se indica
la dupleta y la temperatura a la que se efectud el proceso de annealing. Los tubos 1-8
contenian master mix méas RNA. El tubo 9 fue el control negativo.

Las muestras fueron llevadas al termociclador, para el proceso de amplificacién

mediante los ciclos de la Tabla 2.15



Tabla 2.15 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacion de las
muestras de RNA de dengue

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 45 45 min
1 Denaturacion inicial 94 2 min
Denaturacién 94 30 seg
40 Annealing 55, 57, 59, 61 45 seg
Extension 72 1 min
1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

Este ensayo se hizo dos veces, debido a que los fragmentos de amplificacion
obtenidos no fueron consistentes, por esta razon se realizO una nueva
extraccion de RNA y se ejecuto otra vez el proceso sefialado en las Tablas
2.14y 2.15.

Después de la repeticion del proceso, la temperatura de annealing a la que se
obtuvieron mejores resultados fue 57°C, por lo que esta fue la temperatura de

trabajo elegida.

2.5.5.1.2 Denaturacioén inicial

Otra variable de optimizacion usada fue la denaturacion después de la sintesis
de cDNA. En todas las reacciones hechas anteriormente se incluy6
denaturacion inicial; las reacciones que se muestran a continuacion se llevaron

a cabo sin este proceso.

Fue necesario comparar la efectividad del proceso, por lo que se hicieron

reacciones en pares ensambladas bajo las mismas condiciones, pero en



diferentes termocicladores, ya que en la mitad de las reacciones se aplicé
denaturacion después del proceso de sintesis de cDNA y en la otra mitad, este

proceso fue omitido.

El ensamblaje de la master mix se realiz6é de igual forma que en las reacciones
anteriores, se usaron seis reacciones, de las cuales dos son usadas como

control negativo.

Tabla 2.16 Volumenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 6 reacciones (6X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 45 ul. Los
primers usados son para género especifico

Reactivo Volumen (ul)

1X 6X

2X Reaction Mix 25 150
Primer D1 0.3 1.8
Primer D2 0.3 1.8
Taq 2 12

H,O PCR 17.4 104.4

TOTAL 45

El volumen por reaccion fue 45 ul, se afiadio 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reaccion fue 50 ul.

1 2 Ci1 3 4 C2
N Y, \ J
Y Y
Con denaturacion inicial Sin denaturacion inicial

Figura 2.3 Representacion de los viales PCR que contienen el master mix, en donde se indica
las 3 reacciones que fueron sometidas a denaturacion inicial y las 3 reacciones en las que no



se aplico este proceso. Los tubos 1-2, 3-4 contenian master mix mas RNA. Los tubos C1ly C2
fueron usados como control negativo.

Las muestras fueron llevadas al termociclador en donde se siguieron los ciclos
de las Tablas 2.17y 2.18

Tabla 2.17 Programa de RT-PCR usado en el Tabla 2.18 Programa de RT-PCR usado

termociclador para la amplificacion de las en el termociclador para la
muestras de RNA de dengue, se incluye el paso amplificacion de RNA de dengue.
de denaturacion inicial. No se incluye denaturacion inicial
H# Proceso T (°C) Tiempo # Proceso T (°C) Tiempo
Ciclos Ciclos
Sintesis de , Sintesis de ,
1 cDNA 45 45 min 1 cDNA 45 45 min
Denaturacion , Denaturacion 94 30 seg
1 inicial 94 2 min 35 Annealing 57 45 seg
Denaturacion 94 30 seg Extension 72 1 min
35 Annealing 57 45 seg Extension .
Extension 72 1 min 1 final 72 4 min
1 Ext_en3|on 79 4 min Final hold 4
final
Final hold 4

Para género especifico, se consiguieron mejores resultados al seguir el

proceso de la Tabla 2.18

2.5.5.2 Dengue virus serotipo especifico

2.5.5.2.1 Denaturacioén inicial

Para los ensayos de serotipo especifico no se usé denaturacion después del

proceso de sintesis de cDNA, debido a los buenos resultados obtenidos en las

pruebas con dengue virus género especifico. A partir de este punto, en todas

las reacciones se omitio este proceso.




2.5.5.2.2 Temperatura de annealing

Es importante encontrar la temperatura Optima de trabajo para serotipo
especifico, por lo que se probaron temperaturas de annealing en un rango de
53°C — 57°C. Se ensamblé la master mix para 7 reacciones como se detalla en
la Tabla 2.19

Tabla 2.19 Volumenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 7 reacciones (7X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 45 ul. Los
primers usados son para serotipo especifico

Reactivo Volumen (ul)
1X 7X
2X Reaction Mix 25 175
Primer D1 0.3 2.1
Primer TS3 0.3 2.1
Taq 2 14
H,O PCR 17.4 121.8
TOTAL 45

El volumen por reaccién fue 45 ul, se afiadio 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reaccioén fue 50 ul.



Y Y \

53°C 55°C 57°C

Figura 2.4 Representacion de los viales PCR que contienen el master mix, en donde se indica
la dupleta y la temperatura a la que se efectud el proceso de annealing. Los tubos 1-6
contenian master mix mas RNA. El tubo C fue el control negativo.

Las muestras fueron llevadas al termociclador mediante los ciclos detallados en
la Tabla 2.20

Tabla 2.20 Programa de RT-PCR usado en el termociclador para la amplificacién de las
muestras de RNA de dengue

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Denaturacion 94 30 seg
35 Annealing 53, 55, 57 45 seg
Extension 72 1 min
1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

La temperatura de annealing a la que se obtuvieron mejores resultados fue
57°C.



2.5.6 Estandarizacion del volumen de reaccion del método RT-PCR para

la deteccién de dengue virus

En todas las reacciones hasta el momento fueron usados voliumenes finales de
reaccion de 50 ul, se buscé reducir lo maximo este volumen final, debido a los
costos del kit, reactivos, y la cantidad de RNA usado por reacciéon (5 ul). Para
esto se realizaron varios ensayos para obtener un amplicon de buena calidad

con menor cantidad de master mix.

El volumen final por reaccién fue reducido para género y serotipo especifico de

virus dengue

2.5.6.1 Género especifico

Como primer paso se trato de reducir el volumen final de reaccion de 50 ul a
20 ul. Los componentes usados para el ensamblaje de la master mix, fueron
los mismos de los ensayos anteriores, pero se redujo la cantidad de 2X
Reaction Mix y agua grado PCR, la cantidad de primers y Taq Polimerasa se

mantuvo.

En la Tabla 2.21 se detallan los volumenes usados en el ensamblaje de la

master mix para 4 reacciones.



Tabla 2.21 Volimenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccién (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 4 reacciones (7X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 20 ul. Los
primers usados son para género especifico

Reactivo Volumen (ul)
1X 4X
2X Reaction Mix 12.5 50
Primer D1 0.3 1.2
Primer D2 0.3 1.2

Taq 2 8
H,O PCR 49 19.6
TOTAL 20

El volumen por reaccion fue 20 ul, se afadio 5 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 5 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reaccion fue 20 ul.

El proceso que se siguio en el termociclador, fue el detallado en la tabla 2.18.
No se obtuvo amplificacion, se presumié que este resultado se dio por

degradacion del RNA con el que se trabajo.

Se realizé un nuevo proceso de extraccion de RNA y se comprobo la integridad
del RNA extraido mediante la ejecucion de una RT-PCR con las condiciones
optimizadas para un volumen de reaccion de 50 ul. Una vez probado el RNA,

se retomo el ensayo de volumenes de reaccion.

Como primer paso se ensamblaron master mix para los siguientes voliumenes:
20 ul, 30 ul, 40 ul y 50 ul. El detalle de los componentes usados para cada

master mix se encuentra en la Tabla 2.22



Tabla 2.22 Volumenes de reactivos usados para el ensamblaje de master mix, se indica las
cantidades usadas para una reaccion (1X) y para 3 reacciones (3X) para los volimenes finales
de 20, 30, 40 y 50 ul. Se usan primers para género especifico

Reactivo Vol (ul) Vol (ul) Vol (ul) Vol (ul)
1X | 3X 1X | 3X 1X | 3X 1X | 3X
2X Rxn Mix | | 10 | 30 15 | 45 20 | 60 25 | 75

Primer D1 03] 09 03| 0.9 03 | 0.9 03 | 0.9
Primer D2 03] 09 03| 0.9 03 | 0.9 03 | 0.9

Taq 2 6 2 6 2 6 2 6
H20 PCR 541 16.2 9.4 | 28.2 13.4 | 40.2 17.4 | 52.2
TOTAL 18 27 36 45

El volumen de las reacciones sin RNA fue 18, 27, 36 y 45 ul, a los viales
usados como control positivo se les agregd 2, 3, 4 y 5 ul de RNA
respectivamente. Los viales usados como control negativo tenian agua grado
PCR en lugar de RNA
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Figura 2.5 Representacion de los viales PCR en donde se indica la dupleta y su control
negativo, con el volumen de master mix (20 ul, 30 ul, 40 ul y 50 ul) respectivo para cada grupo
de reacciones. Los tubos 1-2, 3-4, 5-6, 7-8, contenian master mix mas RNA. Los tubos C1, C2,
C3y C4 fueron controles negativos

Las muestras fueron llevadas al termociclador mediante los ciclos descritos en
la Tabla 2.23



Tabla 2.23 Programa de RT-PCR optimizado usado en el termociclador para la amplificacion
de las muestras de RNA de dengue

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Denaturacién 94 30 seg
35 Annealing 57 45 seg
Extension 72 1 min
1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

Se obtuvieron amplicones con todos los volimenes probados en el ensayo
anterior, por lo que se procedio a bajar mas el volumen de reaccién, el rango

con el que se trabajo fue 10 ul, 15 ul y 20 ul.

En la siguiente Tabla se encuentran los componentes usados para el

ensamblaje de las master mix con diferentes volumenes

Tabla 2.24 Volumenes de reactivos usados para el ensamblaje de master mix, se indica las
cantidades usadas para una reaccién (1X) y para 3 reacciones (3X) para los volimenes finales
de 10, 15y 20 ul. Se usan primers para género especifico

Reactivo Vol (ul) Vol (ul) Vol (ul)
1X 3X 1X 3X 1X 3X
2X Rxn Mix 5 60 7.5 75 10 45
Primer D1 0.3 0.9 0.3 0.9 0.3 0.9
Primer D2 0.3 0.9 0.3 0.9 0.3 0.9
Taq 2 6 2 6 2 6
H20 PCR 1.4 4.2 3.4 10.2 5.4 16.2
TOTAL 9 13.5 18

Las reacciones sin RNA tenian un volumen de 9, 13.5y 18 ul, a las que se les
colocd 1, 1.5 y 2 ul de RNA respectivamente. Se ensamblaron controles

negativos que solo contienen agua grado PCR en lugar de RNA.



(o]
=
[EEN
w
a1
=
N
o
=

Figura 2.6 Representacion de los viales PCR en donde se indica la dupleta y su control
negativo, con el volumen de master mix (9 ul, 13.5 ul y 20 ul) respectivo para cada grupo de
reacciones. Los tubos 1-2, 3-4, 5-6, contenian master mix mas RNA. Los tubos C1, C2, C3

fueron controles negativos

Las muestras fueron llevadas al termociclador, y se siguio el proceso de la
Tabla 2.23

Se obtuvo un buen amplicén al usar como volumen final de reaccién 10 ul, pero
para mejorar esta banda, se realiz6 un ensayo, en donde se probaron

diferentes concentraciones de primers y de Taq polimerasa.

Se probaron concentraciones de primers de 10 pmol, 20 pmol y 30 pmol, y para
cada una de estas concentraciones, el volumen de Taq polimerasa usado fue
de 0,5 ul, 1 uly 2 ul. Los detalles de los volumenes usados se describen en las
Tablas 2.25, 2.26y 2.27

Tabla 2.25 Volumenes de reactivos usados para el ensamblaje de la master mix, la
concentracion de primers para todos los casos es de 10 pmol, la Tag polimerasa es de 0.5 ul
para latabla 1, 1 ul para latabla 2 y 2 ul para la tabla 3. El volumen final por reaccion sin RNA

es de 9 ul. Se usan primers de género especifico.



Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul)

1X 3X 1X 3X 1X 3X

2XRxnMix 5 15 2XRxnMix 5 15 2XRxnMix 5 15

PrimerD1 0.1 0.3 PrimerD1 0.1 0.3 PrimerD1 0.1 0.3

PrimerD2 0.1 0.3 PrimerD2 0.1 0.3 PrimerD2 0.1 0.3

Taq 05 15 Taq 1 3 Taq 2 6

H20 PCR 3.3 9.9 H20PCR 2.8 84 H20 PCR 1.8 5.4
TOTAL 9 TOTAL 9 TOTAL 9

Tabla 2. 26 Volumenes de reactivos usados para el ensamblaje de la master mix, la
concentracion de primers para todos los casos es de 20 pmoal, la Taq polimerasa es de 0.5 ul
para la tabla 1, 1 ul para la tabla 2 y 2 ul para la tabla 3. El volumen final por reaccién sin RNA

es de 9 ul. Se usan primers de género especifico.

1 2 3

Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul)
1X 3X 1X 3X 1X 3X
2X Rxn Mix 5 15 2XRxn Mix 5 15 2XRxn Mix 5 15
PrimerD1 0.2 0.6 PrimerD1 0.2 0.6 PrimerD1 0.2 0.6
PrimerD2 0.2 0.6 PrimerD2 0.2 0.6 PrimerD2 0.2 0.6
Taq 05 1.5 Taq 1 3 Taq 2 6
H20 PCR 3.1 9.3 H20PCR 26 7.8 H2Z0PCR 1.6 4.8

TOTAL 9 TOTAL 9 TOTAL 9

Tabla 2. 27 Volumenes de reactivos usados para el ensamblaje de la master mix, la
concentracion de primers para todos los casos es de 30 pmol, la Taq polimerasa es de 0.5 ul
para latabla 1, 1 ul para latabla 2 y 2 ul para la tabla 3. El volumen final por reaccion sin RNA

es de 9 ul. Se usan primers de género especifico.

1 2 3



Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul) Reactivo Vol (ul)

1X 3X 1X 3X 1X 3X
2XRxn Mix 5 15 2XRxn Mix 5 15 2XRxn Mix 5 15
PrimerD1 0.3 0.9 PrimerD1 0.3 0.9 PrimerD1 0.3 0.9
PrimerD2 0.3 0.9 PrimerD2 0.3 0.9 PrimerD2 0.3 0.9

Taq 05 15 Taq 1 3 Taq 2 6
H20 PCR 29 8.7 H20 PCR 24 7.2 H20 PCR 1.4 4.2
TOTAL 9 TOTAL 9 TOTAL 9

Se agregd 1 ul de RNA a cada una de las reacciones descritas en las tablas

anteriores, dos fueron usadas como control positivo y una como control
negativo la cual tenia agua grado PCR en lugar de RNA. EIl volumen final de

cada reaccion fue 10 ul

El programa para el termociclador usado es el descrito en la Tabla 2.18

En base al ensayo anterior, los mejores resultados de RT-PCR se dieron al

usar 0.5 ul de Tag y concentracion de primers de 10 pmol. Pero se vio la

necesidad de optimizar la temperatura de annealing, por tanto se ensambl6 un

master mix para 9 reacciones, en donde se prueba con un rango de

temperaturas de 55°C — 59°C.

En la siguiente Tabla se observa con detalle los volimenes y componentes

usados.

Tabla 2.28 Volumenes de los reactivos usados para la preparacién del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccién (1X) y para las reacciones necesarias para



este ensayo, 9 reacciones (9X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 9 ul. Los
primers usados son para género especifico

Reactivo Volumen (ul)
1X 9X
2X Reaction Mix 5 45

Primer D1 0.1 0.9
Primer D2 0.1 0.9

Taq 0.5 4.5
H.O PCR 3.3 29.7

TOTAL 9

El volumen por reaccion fue 9 ul, se afadié 1 ul de RNA, excepto al control
negativo, el que en lugar de RNA, tenia 1 ul de agua grado PCR. Por tanto el

volumen final de cada reaccion fue 10 ul.

1 2 cl 3 4 C2 5 6  C3
uvou, Jog 0oo,
Y Y Y
55°C 57°C 59°C

Figura 2.7 Representacién de los viales PCR que contienen el master mix, en donde se indica
la dupleta y la temperatura a la que se efectud el proceso de annealing. Los tubos 1-2, 3-4, 5-6
contenian master mix mas RNA. Los tubos C1, C2 y C3 fueron controles negativos.

En la Tabla 2.29 se describen los ciclos usados en el termociclador

Tabla 2.29 Programa de RT-PCR optimizado usado en el termociclador para la amplificacion
de las muestras de RNA de dengue

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo




1 Sintesis de cDNA 45 45 min

Denaturacion 94 30 seg

35 Annealing 55, 57, 59 45 seg

Extension 72 1 min

1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

La mejor temperatura para un volumen de 10 ul fue 57°C, con lo que la

reaccion para género especifico quedoé optimizada.

2.5.6.2 Serotipo especifico

Una vez optimizada la reacciéon con volumen final de 10 ul para género
especifico, se vio la necesidad de proceder a la optimizacion del volumen para

la reaccion de serotipo especifico.

Se probaron las condiciones usadas para género especifico por esta razén fue
fundamental como primer paso, probar el adecuado funcionamiento del RNA y
de la reaccion optimizada para un volumen final de 50 ul y compararlo con la
reaccion con un volumen final de 10 ul. Este ensayo se realizé bajo

condiciones de ensamblaje iguales.

En la tabla siguiente, se encuentran detallados los componentes y volimenes

usados para una reaccion con un volumen final de 50 ul



Tabla 2.30 Volumenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccion (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 3 reacciones (3X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 45 ul. Los
primers usados son para serotipo especifico. Reaccion optimizada para 50 ul

Reactivo Volumen (ul)
1X 3X
2X Reaction Mix 25 75
Primer D1 0.3 0.9
Primer TS3 0.3 0.9
Taq 2 6
H,O PCR 17.4 52.2
TOTAL 45

Se coloco 5 ul de RNA por reaccion, excepto en el control negativo en donde

se puso 5 ul de agua grado PCR.

En la Tabla 2.31 se detallan los componentes de la master mix usados para
una reaccion con volumen final de 10 ul, se usan las condiciones optimizadas

para género especifico

Tabla 2.31 Volumenes de los reactivos usados para la preparacion del master mix, se
sefiala el volumen requerido para una reaccién (1X) y para las reacciones necesarias para
este ensayo, 3 reacciones (3X). El volumen final de la reaccién sin RNA es de 9 ul. Los
primers usados son para serotipo especifico.

Reactivo Volumen (ul)

1X 3X




2X Reaction Mix
Primer D1
Primer TS3

Taq
H,O PCR
TOTAL

0.1
0.1
0.5
3.3

15
0.3
0.3
1.5
9.9

Se colocé 1 ul de RNA por reaccién, excepto en la reacciéon de control negativo

gue tenia 1 ul de agua grado PCR

Las muestras descritas en las dos tablas anteriores se llevaron al termociclador

bajo los ciclos de la siguiente Tabla.

Tabla 2.32 Programa de RT-PCR optimizado usado en el termociclador para la amplificacion

de las muestras de RNA de dengue

# Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Denaturacion 94 30 seg
35 Annealing 57 45 seg
Extension 72 1 min
1 Extension final 72 4 min
Final hold 4

2.5.7 Analisis cuantitativo

Este analisis se realizd para determinar el limite de deteccién de la prueba RT-

PCR debido a la dificultad de cuantificacion del RNA por los métodos

previamente descritos



Fue necesario primero hacer un ensayo RT-PCR con las condiciones
optimizadas y cargar las muestras junto con un marcador de peso molecular

cuantitativo, low DNA mass ladder, diluido seriadamente 5 veces.

Se repitio el ensayo, para verificar el limite de deteccion, para esto se diluyé el
ladder 6 veces y el producto de RT-PCR se diluye 8 veces. En un gel de

agarosa al 2% se cargd 8 ul de la muestra con 2 ul de loading buffer

Para que el ensayo no presente variabilidad fue necesario hacer un master mix,
con todos los reactivos del kit, esta mezcla fue almacenada sin RNA a

-80°C, y se us0 para todos los ensayos posteriores.

Para realizar el analisis cuantitativo, se trato de construir la curva exponencial o
logistica de aparicion del producto, que consiste en observar la presencia o
ausencia de producto de PCR cada determinado niumero de ciclos; para esto
se dejo que las reacciones en el termociclador sean sometidas al proceso de
sintesis de cDNA, y cada 5 ciclos del proceso de amplificacion se sacaron 2
reacciones y mediante geles de agarosa se determino si hay o no aparicion de

producto.

2.5.7.1 Rango de ciclos: 5-40

La reaccion optimizada fue para 35 ciclos, por lo que el rango que se uso para
este ensayo varié entre 5 y 40, se ensambld la master mix de acuerdo a las
condiciones optimizadas y se evalué la aparicion de producto a los 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35y 40 ciclos.

2.5.7.2 Rango de ciclos: 30 -55

El producto aparece solo a partir de los 35 ciclos, por lo que se ensambla la
master mix de acuerdo a las condiciones optimizadas y se evalué hasta que
numero de ciclos hay aparicién de producto de PCR, el ensayo se hizo para 30,
33, 35, 37, 40, 42, 45, 47, 49, 51, 53 y 55 ciclos.



2.6 Andlisis de datos

No se realiz6 andlisis de datos en este trabajo, ya que no se pudo trabajar
estadisticamente debido a la dificultad presentada para la cuantificacion del
RNA del virus, la evaluacién se hizo en términos de presencia 0 ausencia de
bandas de amplificacion. El analisis cuantitativo no fue concluido por
problemas técnicos en el laboratorio.



CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Pruebas preliminares con DNA humano

Para comprobar la eficacia y el correcto funcionamiento del kit de extraccion y

del kit para RT-PCR, se realizaron ensayos con RNA obtenido de sangre total

extraida de voluntarios en nuestro laboratorio.

3.1.1 Electroforesis de RNA extraido a partir de sangre total

La electroforesis del RNA obtenido mediante el método descrito en la seccion
2.5.1.1, se realiz6 en un gel de agarosa al 0.8% durante 2 horas a 120 V.

Fig 3.1 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio de muestras de
RNA extraidas a partir de sangre total. En las lineas 1-6 las bandas correspondientes a la
muestra, C es el control de extraccion usado en el método.



3.1.2 Cuantificacion de RNA por fluorometria.

El proceso para el uso del fluorémetro se describe en la seccion 2.5.1.2.1

En la siguiente tabla se observan los valores Qf, lectura del fluorémetro, y la

concentracion en ng/ml y en ng/ul de las muestras de RNA de sangre. Para

verificar la consistencia de la lectura del fluorometro, se realiza 2 veces la

medicién de cada muestra.

Tabla 3.1 Resultados de la cuantificacion mediante el fluorémetro Qubit y el Quant-iT RNA
assay kit, de RNA se sangre total, la lectura en el fluorometro se realiza dos veces. Se calcula
la concentracién de cada muestra en ng/ml y en ng/ul.

Concentracion

Concentracion

Muestra Qf X (ng/ml) ng/ul
(RNA) a 41,8 5 1672 1,672
(RNA) b 78,7 5 3148 3,148
(RNA) c 65,5 5 2620 2,62
(RNA) d 28,9 5 1156 1,156
(RNA) f 41,2 5 1648 1,648
(RNA) g 44,6 5 1784 1,784

2° Lectura

(RNA) a 40,6 5 1624 1,624
(RNA) b 80,5 5 3220 3,22
(RNA) ¢ 66,6 5 2664 2,664
(RNA) d 29,8 5 1192 1,192
(RNA) f 46,1 5 1844 1,844
(RNA) g 45 5 1800 18

Los valores de concentracion de RNA en ng/ul, son similares en las dos

lecturas, la variacion que se presenta es minima.

3.1.3 Amplificacién de los factores de coagulacién lly V




En la siguiente figura se observa la foto obtenida a través del fotodocumentador
UV del gel de agarosa al 2%, en donde se visualizan los fragmentos de

amplificacion correspondientes a los factores de coagulacion Il y V

340bp ) e —
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Fig 3.2 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio de resultados
RT-PCR de los factores de coagulacion, la extraccién de RNA de sangre total se detalla en
metodologia. Enlaslineas 1y 2 el amplicon esperado (174 bp) para el factor de coagulacion
V, en las lineas 3 y 4 el amplicén esperado (340 bp) para el factor de coagulacién Il. C1y C2
son los controles negativos y M el marcador de peso molecular.

Las bandas obtenidas para cada dupleta son consistentes, y no se visualizd

contaminacion en los controles negativos.
3.2Pruebas de optimizacién a partir de cultivo viral de dengue
El serotipo usado en todas las pruebas de optimizacién del método diagndstico

de dengue, corresponden al serotipo 3. Las pruebas realizadas fueron para la

optimizacion de volumen de reaccidn y para concentracion de reactivos.



3.2.1 Electroforesis de muestras de RNA extraidas a partir de cultivo viral
de dengue serotipo 3

La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X durante 2
horas, el gel se revis6 mediante el fotodocumentador UV a los 30 minutos, a la
hora, a la hora y media y a las dos horas. No fue posible observar alguna
banda en el gel. Por tanto se procede a la cuantificacion de RNA mediante

fluorometria.

3.2.2 Cuantificacion de muestras de RNA de dengue mediante

fluorometria

Se realizo a través del fluorometro Qubit mediante el protocolo descrito en la
seccion 2.5.1.2.1

En la Tabla 3.2 se observa la medicion dada por el fluorometro (Qf), en todos
los casos se obtuvo un dato de < 20 ng/l, es decir el Qubit no pudo detectar la
cantidad exacta de material genético presente en cada muestra debido a la

poca cantidad de RNA que se puede extraer de muestras virales

Tabla 3. 2 Resultados de la cuantificacion mediante el fluorémetro Qubit y el Quant-iT RNA
assay kit, de RNA de dengue serotipo 3. El fluorometro no puede detectar la cantidad de RNA
presente en cada vial de extraccién, por lo cual no es posible obtener una cantidad en ng/ul

10

Lectura
Muestra Qf
Dengue (RNA) 1 <20 ng/l
Dengue (RNA) 2 <20 ng/l
Control negativo 1 <20 ng/l
20
Lectura
Dengue (RNA) 1 <20 ng/l
Dengue (RNA) 2 <20 ng/l
Control negativo 1 <20 ng/l

3.3Pruebas de RT-PCR para dengue virus serotipo 3



Como se describié en 2.5.3 se probaron 2 metodologias (Yun Shu et al. 2003).
Método 1y (Lanciotti et al, 1992). Método 2

Se realizaron pruebas de RT-PCR en base a los dos métodos para determinar
aquel que proporcione mejores resultados de amplificacion.

3.3.1 Ensayos con Método 1 para dengue virus

Se probé el método para la amplificacién de dengue virus género especifico
mediante el uso de los primers DN-F y DN-R, y para obtener el fragmento
correspondiente a dengue virus serotipo 3 con los primers DN-F y D3-R

En la siguiente figura se observa la foto del gel de agarosa al 2% obtenida a
través del fotodocumentador UV, en donde se visualizan los fragmentos de
amplificacion correspondientes a género especifico (171 bp) y a serotipo

especifico (204 bp)




Fig 3.3 Productos de amplificacion de RT-PCR usando primers de grupo (DN-F y DN-R) y
serotipo especifico (DN-F y D3-R). Los productos se visualizan en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio. Se observa el amplicén de género especifico de 171 bp en las lineas 1-4, es
decir el esperado para todos los serotipos de dengue, y el producto esperado para dengue
serotipo 3 de 204 bp, en las lineas 5,6. C1, C2 y C3 son los controles negativos y M el
marcador de peso molecular de 100 bp

No hay consistencia en las bandas correspondientes a cada dupleta, unas
presentaron mayor fluorescencia que otras. Los controles negativos no

presentaron contaminacion.



3.3.2 Ensayos con Método 2 para dengue virus

Para el método 2, se usaron los primers para género especifico D1y D2 para la
amplificacion del producto esperado para todos los serotipos de dengue.

Las bandas se observan en la siguiente figura a través de la foto del gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Fig 3.4 Productos de RT-PCR de muestras de RNA aisladas de cultivo viral, observados en
un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. En las lineas 1-4 se observa el producto
de 511 bp perteneciente a dengue grupo especifico. C1 el control negativo y M el marcador de

peso molecular, low DNA mass ladder.

Las bandas de amplificacién obtenidas a través de este método fueron mucho
mas intensas que las del método anterior, pero se siguidé presentando el

problema de consistencia de amplificacion entre las dupletas.

3.3.3 Ensayo de comparacion entre Método 1y Método 2

Fue necesario elegir un método para realizar la optimizacion del sistema de
deteccion de virus dengue, para esto se ejecutaron ensayos bajo las mismas

condiciones de ensamblaje de master mix.



El ensayo fue realizado para género especifico y se ensamblaron las
reacciones con los primers correspondientes a cada método.Para el método 1
se usaron los primers DN-F y DN-R. Para el método 2 se usaron los primers D1
y D2.

En la figura 3.5, se observan los productos de amplificacion esperados para

género especifico, es decir, el perteneciente a todos los serotipos de dengue.

Fig 3.5 Andlisis de productos de RT-PCR de RNA obtenido de cultivos de dengue virus, en gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Lineas 1 y 2 son dupletas de la reaccion para
género especifico del método 2, solo se observa el producto de 511 bp en la linea 1. Las lineas
4y 5 pertenecen a dupletas para género especifico del método 1 en donde se obtiene el
amplicon esperado de 171 bp. C1 y C2 son los controles negativos y M el marcador de peso

molecular low DNA mass ladder.

El resultado aqui obtenido, nos sirvié para elegir al método 1 como base para la
optimizacion de la reaccion que servira para diagnosticar dengue virus. Se
eligi6 este método debido a que la intensidad de la banda es mucho mejor que
la obtenida mediante el método 2. Es necesario realizar la optimizacién hasta

obtener una dupleta consistente.

3.4 Optimizacién de la reaccion de RT-PCR para la identificacién de

dengue virus

Una vez elegido el método a utilizar como base, las variables elegidas para la

optimizacién fueron temperatura de annealing y denaturacién inicial. Las



concentraciones de los componentes usados para el ensamblaje de la master

mix, fueron las indicadas en el manual del kit.

3.4.1 Dengue virus género especifico

3.4.1.1 Temperatura de annealing

De acuerdo a la formula descrita en la seccion 2.5.5.1 se calcul6 la temperatura
de melting de los primers D1, D2, TS1, TS2, TS3 y TS4, con la temperatura

calculada, se eligié un rango de temperaturas de annealing para el ensayo.

Las temperaturas elegidas fueron 55°C, 57 °C, 59 °C y 61 °C, se hicieron
dupletas para cada temperatura. Las bandas se observaron en un gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio a través de un fotodocumentador UV

511 bp




Fig 3.6 Analisis de productos de RT-PCR de RNA de dengue virus, en gel de agarosa al 2%

tefiido con bromuro de etidio, usando primers de género especifico. 1 y 2 se sometieron a una

temperatura de annealing de 55°C, 3y 4a57°C,5y 6 a 59°C, 7y 8 a 61 °C. No se observa el

amplicén esperado de 511 bp en todos los casos. C es el control negativo y M el marcador de
peso molecular de 100 bp.

Los fragmentos de amplificacibn no son homogéneos e incluso a una
temperatura de 57°C no se visualizan bandas. Se presumié que no se
obtuvieron fragmentos adecuados debido a la degradacion del RNA extraido,

por lo que se repiti6 el ensayo en condiciones iguales con un nuevo RNA.

En la siguiente figura se observa la foto del gel de agarosa al 2% obtenida a
traves del fotodocumentador UV. Este resultado fue producto de la repeticion

del ensayo anterior con nuevo RNA
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Figura 3.7 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, de productos

de RT-PCR de RNA de virus de dengue usando primers para género especifico. Se muestra el

amplicon de 511 bp para cada dupleta a las temperaturas de 55 °C, 57 °C, 59°Cy 61 °C. C es
el control negativo y M el marcador de peso molecular de 100 bp

Los amplicones en todos los casos, es decir, para todas las temperaturas de
annealing probadas, fueron consistentes, y no existi6 contaminacion en el
control negativo, pero el mejor amplicon se visualizo a 57°C, por lo cual esta

fue la temperatura elegida para los ensayos posteriores.

3.4.1.2 Denaturacion inicial

En la figura 3.8 se puede observar la influencia de la aplicacion de
denaturacion inicial después de la sintesis de cDNA (RT) antes de que empiece
el proceso de PCR. Las muestras fueron cargadas en el mismo gel de agarosa
al 2%, para que sea mas facil la comparacion visual de los fragmentos

obtenidos.

El producto de 511 bp, corresponde a genero especifico de virus dengue.

Denaturacion Sin Denaturacion



Fig 3.8 Gel de agarosa al 2% en donde se observan productos de RT-PCR de RNA de dengue
virus, a las muestras 1, 2 y C1 se les aplicd denaturacion inicial, mientras que a las muestras
3,4, C2 no se les aplicd denaturacion inicial. En ambos casos se visualiza el producto esperado
de 511 bp al usar primers para género especifico. M es el marcador de peso molecular de 100
bp. C1y C2 son los controles negativos.

La fluorescencia de los amplicones a los cuales no se les aplicé denaturacion
inicial es mucho mas intensa, no se observd contaminacion en los controles
negativos, es por esta razén que se eligié trabajar sin este proceso en los

ciclos programados en el termociclador.

El método optimizado para la identificacion de virus dengue género especifico
esta detallado en la Tablas 2.16 (ensamblaje master mix) y 2.18
(termociclador), en donde no se usO denaturacion inicial y la temperatura de

annealing 6ptima fue 57°C

3.4.2 Dengue virus serotipo especifico

Debido a que los primers usados para la amplificacion del fragmento de género
especifico (D1 y D2) y los de serotipo 3 (D1 y TS3) difieren en el primer
reverse, D2 para genero y TS3 para serotipo 3, fue necesario realizar un

ensayo que permitio elegir la temperatura de annealing adecuada

3.4.2.1 Temperatura de annealing

En base a los calculos realizados de la temperatura de melting de los primers

(Anexo B), las temperaturas de annealing probadas fueron 53°C, 55°C y 57°C



En la Figura 3.9 se observa el resultado de aplicar diferentes temperaturas,
para obtener el mejor producto de RT-PCR de RNA de virus de dengue
serotipo 3. Los primers usados son D1 y TS3 que son especificos para el

serotipo 3.

Fig 3.9 Andlisis de temperaturas de annealing en gel de agarosa al 2%. Se observa el
fragmento obtenido de 290 bp esperado al trabajar con primers para serotipo 3 de dengue
virus, a cada dupleta se aplica temperaturas de annealing de 53°C, 57 °C y 57 °C. C1 el control
negativo y M el marcador de peso molecular de 100 bp

El mejor amplicon se obtuvo a 57 °C por lo cual esta fue la temperatura de
annealing escogida para la amplificacion de dengue virus (género especifico) y

de dengue virus 3 (serotipo especifico).

El método de diagndstico de dengue virus se encuentra optimizado tanto para
género como para serotipo especifico, para una reaccion de 50 ul como se
indica en las Tablas 2.16 (Master Mix) y 2.18 (Termociclador)

3.5 Estandarizacion del volumen de reaccion para RT-PCR de dengue

virus.



En el primer ensayo en donde se redujo el volumen de reaccion de 50 ul a 20 ul
no se obtuvo amplificacién, posiblemente por degradacién del RNA extraido,

por lo cual se procedi6 a realizar una nueva extraccion.

Para verificar la integridad del RNA extraido se realizé un ensayo en donde se
compararon los productos de amplificacion resultantes del proceso optimizado
anteriormente (Tablas 2.15y 2.17), al trabajar con el nuevo RNA y con el RNA

antiguo.

En la Figura 3.10 se muestran los amplicones obtenidos después del proceso

de RT-PCR realizado con RNA antiguo y con RNA extraido recientemente.




Fig 3.10 Ensayo de verificacion de consistencia del RNA extraido para ensayos posteriores,
realizado en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidieo. Para la obtencién del
producto se usaron primers de género especifico que produce un amplicén de 511 bp. La
reaccion se realizo con las condiciones optimizadas para un volumen de 50 ul. En las lineas 1y
2 el amplicon obtenido con RNA antiguo y en las lineas 3 y 4 el producto de RT-PCR de RNA
extraido recientemente. C1 es el control negativo y M el marcador de peso molecular de 100 bp

Una vez que se comprobd la funcionalidad de la reaccién optimizada con el
nuevo RNA extraido, se retom6 el ensayo de reduccion de volimenes de
reaccidén. Se ensamblaron reacciones para un volumen final de 20ul, 30ul, 40ul
y 50ul.

En la Figura 3.11 se observa los resultados del ensayo de volumenes de

reaccion, en donde paulatinamente se reduce el volumen de 50 ul a 10 ul




Fig 3.11 Analisis de los productos de RT-PCR de RNA de dengue virus en gel de agarosa al
2%, los primers usados para estas reacciones pertenecen a grupo especifico por lo que el
producto esperado es de 511 bp. Como se indica en las lineas 1, 2 y C1 se ensamblé la
reaccion para 20 ul, en 2, 3y C2 para30 ul,en 5,6y C4 para 40 ul y 7, 8, C5 pertenecen al
volumen optimizado de 50 ul. M es el marcador de peso molecular low DNA mass ladder. C
pertenece a los controles negativos en cada caso.

Se obtuvieron buenos resultados con todos los volumenes usados
anteriormente es decir con 20, 30, 40 y 50 ul, por lo que se realizé un ensayo

en donde se redujo mas el volumen de reaccion.

Como se describe en la Tabla 2.24, se ensamblaron reacciones para
volumenes finales de 10, 15 y 20 ul, en la Figura 3.12, se encuentran los

amplicones correspondientes.

Fig 3.12 Analisis de los productos de RT-PCR de RNA de dengue virus en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio, usando primers para género especifico, se muestran los
amplicones de 511 bp obtenidos para reacciones de 10 ul, lineas 1y 2, 15 ul, lineas 3y 4, 20
ul lineas 5y 6. C1, C2y C3 son los controles negativos en cada caso. M es el marcador de
peso molecular de 100 bp.



Existi6 amplificacion del producto de 511 bp, con todos los volumenes
probados, pero las bandas de las dupletas no eran consistentes, e incluso en la
reaccion de 10 ul solo se visualiz6 una banda. Ya que el propésito de este
ensayo fue reducir al maximo el volumen de reaccion, se decidié continuar
trabajando con 10 ul y optimizar concentraciones de primers y Taq polimerasa,

hasta obtener amplicones consistentes.

En el ensayo se combinaron distintas concentraciones de primers y diferentes
volimenes de Taq polimerasa (Tablas 2.25, 2.26 y 2.27). Todas las reacciones
fueron ensambladas en condiciones homogéneas y fueron llevadas al mismo

tiempo al termociclador.

En la Figura 3.13 se observan las bandas obtenidas correspondientes al
fragmento de 511 bp (genero especifico). La fluorescencia en cada caso es
diferente y también se nota en ciertos casos la formacion de productos

inespecificos

[primers]=10 pmol [primers]= 20 pmol

Ci13 4 C25 6 C37 9 C410 11 C5

e we we Ll

[primers]= 20 pmol [primers]= 30 pmol

e T /’_________//\\_________\\

12 13C6 14 15 C7 16 17 C8 19 20 C9

511 bp
e




Fig 3.13 Electroforesis en gel de agarosa al 2% para el analisis de productos de RT-PCR de
RNA de dengue virus usando primers de género especifico, se observa el amplicon de 511 bp,
al usar concentraciones de primers de 10 pmol (1-C3), de 20 pmol (7-C6) y de 30 pmol (14-C9).
En este ensayo también se varia la concentracién de Taq polimerasa se usan 0,5ulen 1, 2, 7,
9, 14, 15;1ulde Tag en 3, 4, 10, 11, 16, 17; y 2ul en 5, 6, 12, 13, 19, 20. C1, C2, C3, C4, C5,
C6, C7, C8, C9, son los controles negativos en cada caso y M el marcador de peso molecular

low DNA mass ladder.

La mejor dupleta de amplificacion se obtuvo al usar 10 ul de reaccion con una
concentracion de primers de 10 pmol y 0,5 ul de Taq polimerasa, por lo que se

procedio a optimizar las temperaturas de annealing para esta reaccion.

En la figura 3.14 se observa el resultado del ensayo con temperaturas de 55°C,
57°C y 59°C

Fig 3.14 Analisis de productos de RT-PCR de RNA de dengue virus con el uso de primers de
género especifico. Se utiliza una reaccién mix de 10 ul con una concentracion de primers de 10
pmol y 0,5 ul de taq, se prueban diferentes temperaturas de annealing como se indica, 55 °C en

las lineas 1,2, C1; 57°C en 3, 4, C2 y 59 °C en las lineas 5, 6, C3. C corresponde a los
controles negativos para cada temperaturay M es el marcador de peso molecular low DNA
mass ladder.



Como se observa en la Figura 3.14, el mejor amplicon se obtuvo al usar
temperatura de annealing de 57°C, con un volumen de reaccion de 10 ul, 0.5 ul
de Taq polimerasa y concentracion de primers de 10 pmol, por tanto la reaccién
de deteccion de virus dengue género especifico (amplicon de 511 bp) con un
volumen de 10 ul se optimizé de acuerdo a lo descrito en las Tablas 2.28 y 2.29

3.5.1. Optimizacién de volumen de reaccién para dengue virus serotipo

especifico.

Una vez optimizado el volumen de reaccion para dengue virus con primers para
género especifico, fue necesario probar la reaccion para serotipo especifico. Se
siguieron las mismas condiciones de la reaccion optimizada para género

especifico, pero se usaron los primers para serotipo D1y TS3.

Se realizo a la par el ensayo previamente optimizado para serotipo 3, con un
volumen final de reaccion de 50 ul, y el ensayo con volumen final de 10 ul para
comparar los resultados obtenidos. Ya que en este punto se hizo una nueva
extraccion de RNA, lo descrito anteriormente, se ejecutd con RNA antiguo y

con RNA nuevo.

En la figura 3.15 se encuentran los amplicones correspondientes a serotipo 3
de virus dengue (290 bp). Las bandas obtenidas al trabajar con RNA antiguo
presentaron fluorescencia notoriamente baja en comparacién con las bandas

en donde se uso nuevo RNA.

290 bp




Fig 3.15 Analisis de productos de RT-PCR de RNA de dengue virus en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio, con el uso de primers de serotipo especifico, se indica el
resultado obtenido al trabajar con RNA de una extraccion anterior (1-C2), en donde 1,2, C1
pertenece a la reaccion con volumen de 50 ul y 3,4, C2 a la reaccion de 10 ul. En las lineas 5-
C4 se indica el ensayo con RNA de la Ultima extraccion: 5,6, C3 corresponden a la reaccién
optimizada con 50 ul y 7,8, C4 a la reaccion con volumen final de 10 ul. En todos los casos se
obtiene el amplicén esperado de 290 bp. C, control negativo en cada reaccion y M el marcador
de peso molecular de 100 bp

Los fragmentos de amplificacion obtenidos en la reaccion de 10ul son
consistentes, no existi6 formacion de productos inespecificos y no hubo
contaminacion en el control, por tanto, para la reaccion optimizada de

identificacion de serotipo especifico se uso 10 ul de volumen final de reaccion
con 10 pmol de primers, 0,5 ul de Tag polimerasa, 57°C de temperatura de

annealing, sin uso de denaturacion inicial.

3.6 Resumen de las condiciones optimizadas para identificacion de
virus dengue género y serotipo especifico.

A continuacion se describen las condiciones que se llevaron a cabo para el
ensamblaje de la master mix y el proceso del termociclador, para la

identificacion de virus dengue.

Género especifico

En las tablas 3.3 y 3.4 se especifican las condiciones optimizadas para la
identificacion de virus dengue género especifico para una reaccion con

volumen final 50 ul y para una reaccion con volumen final de 10ul

Tabla 3.3 Condiciones optimizadas para el ensamblaje de la Master mix y proceso en el
termociclador que permiten la identificacion de virus dengue género especifico, para una
reaccion con volumen final de 50 ul

Master mix Termociclador




Reactivo Vol (ul) # Ciclos Proceso T (°C) Tiempo

1X
2X Rxn Mix 25 1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Primer D1 0.3 Denaturacién 94 30 seg
Primer D2 0.3 35 Annealing 57 45 seg
Taq 2 Extensién 72 1 min
H20 PCR 17.4 1 Extensién final 72 4 min
TOTAL 45 Final hold 4

Tabla 3.4 Condiciones optimizadas para el ensamblaje de la Master mix y proceso en el
termociclador que permiten la identificacién de virus dengue género especifico, para una
reaccion con volumen final de 10 ul

Master mix Termociclador
Reactivo Vol (ul) # Ciclos Proceso T (°C) Tiempo
1X
2X Rxn Mix 5 1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Primer D1 0.1 Denaturacion 94  30seg
Primer D2 0.1 35 Annealing 57 45 seg
Taq 0.5 Extension 72 1 min
H20 PCR 3.3 1 Extension final 72 4 min
TOTAL 9 Final hold 4

Serotipo especifico

Las Tablas 3.5 y 3.6 muestras las condiciones optimizadas para la
identificacion de virus dengue serotipo 3, para reacciones con volumen final de
50y 10 ul



Tabla 3.5 Condiciones optimizadas para el ensamblaje de la Master mix y proceso en el
termociclador que permiten la identificacion de virus dengue serotipo 3, para una reaccién con
volumen final de 50 ul

Master mix Termociclador
Reactivo Vol (ul) # Ciclos Proceso T (°C) Tiempo
1X
2X Rxn Mix 25 1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Primer D1 0.3 Denaturacién 94  30seg
Primer D2 0.3 35 Annealing 57 45 seg
Taq 2 Extensién 72 1 min
H20 PCR 17.4 1 Extension final 72 4 min
TOTAL 45 Final hold 4

Tabla 3.6 Condiciones optimizadas para el ensamblaje de la Master mix y proceso en el
termociclador que permiten la identificacion de virus dengue serotipo 3, para una reaccion con
volumen final de 10 ul

Master mix Termociclador
Reactivo Vol (ul) # Ciclos Proceso T (°C) Tiempo
1X
2X Rxn Mix 5 1 Sintesis de cDNA 45 45 min
Primer D1 0.1 Denaturacion 94  30seg
Primer D2 0.1 35 Annealing 57 45 seg
Taq 0.5 Extension 72 1 min
H20 PCR 3.3 1 Extension final 72 4 min
TOTAL 9 Final hold 4

3.7 Analisis Cuantitativo

Debido a la dificultad presentada para cuantificar el RNA extraido previo a la
reaccion de RT-PCR, se realiz6 este ensayo para determinar la cantidad inicial

de RNA a partir del producto obtenido.

En la Figura 3.16 se observa el primer ensayo, en donde se realiza una RT-

PCR con las condiciones optimizadas y se visualizan las bandas en un gel de



agarosa al 2% junto con el ladder cuantitativo (low DNA mass ladder), diluido
seriadamente 5 veces. EIl proceso de dilucion del ladder se realiz6 para
obtener una banda de determinada intensidad que pueda ser comparable con

la fluorescencia de la banda correspondiente al amplicén de virus dengue.

400 ng
240 ng
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Fig 3.16 Cuantificacién de cDNA de dengue virus en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Se muestran las diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 del marcador de peso
molecular cuantitativo (low DNA mass ladder). Se indica a la izquierda el tamafio de cada
fragmento del marcador de peso molecular en pb y su cantidad correspondiente en ng. a, b
muestran el amplicén de 511 bp esperado al trabajar con primers de género especifico.

El amplicon obtenido de 511 bp (Fig 3.16) es muy intenso por lo que no pudo
ser comparado con ninguna de las bandas de dilucion del ladder, por esta

razon se ejecuta un ensayo en donde se diluye el producto de RT-PCR.



En la Figura 3.17 se pueden observar las diluciones del low DNA mass ladder y
del producto. El ladder fue diluido 5 veces, mientras que debido a la intensidad
de la banda del producto de la RT-PCR, éste fue diluido 8 veces.

El producto se cargd en el gel de agarosa al 2% junto con las diluciones de
ladder.
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Fig 3.17 Cuantificacién de cDNA de dengue virus en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Se muestran las diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16y 1/32 del marcador de
peso molecular cuantitativo (low DNA mass ladder), se indica a la izquierda el tamafio de cada
fragmento del marcador de peso molecular en pb y su cantidad correspondiente en ng. A la
derecha de la foto se visualiza el producto de RT-PCR de 511 bp de diferentes intensidades, se
sefala las diluciones a las que pertenece cada banda 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 'y
1/256. El circulo rojo sefiala las bandas que presentan mayor similitud en intensidad.



En la siguiente Tabla se muestran las cantidades de producto que tiene cada

dilucién de low DNA mass ladder

Tabla 3.7 Cantidad en bp y ng del marcador de peso molecular Low DNA mass ladder, y
cantidad en ng de las diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/16 y 1/32 del mismo marcador. La fila con otro
color representa los valores correspondientes a la banda obtenida para virus dengue género
especifico de 511 bp

Low DNA mass
ladder”

Diluciones Low DNA mass ladder

(ng)

bp ng 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
2000 400 400 200 100 50 25 12,5
1200 240 240 120 60 30 15 7.5
800 160 160 80 40 20 10 5
511° 102,2 102,2 51,1 25,55 12,78 6,4 3,2
400 80 80 40 20 10 5 2,5
200 40 40 20 10 5 2,5 1,25
100 20 20 10 5 2,5 1,25 0,625

* Valores calculados

De acuerdo a los resultados de la Figura 3.16 y de las cantidades mostradas en

la Tabla 3.7, la cantidad de producto encontrada en la dilucién 1/16 fue

aproximadamente 51,1 ng; debido a la similitud en fluorescencia de la banda

correspondiente a la dilucién 1/2 del low DNA mass ladder con la dilucién y de
la dilucién 1/16 de producto RT-PCR.

Como siguiente paso se procedié al disefio de un ensayo que permita registrar

desde que ciclo en la reaccion de RT-PCR se visualiza aparicién de producto.



El nimero de ciclos probados en este ensayo fueron 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35y
40, pero solo se observo producto de amplificacion a partir del ciclo 30 del
proceso.

Por tanto en la Figura 3.18 se indica el resultado obtenido con los ciclos 30, 35

y 40, en los cuales se visualiza en el gel de agarosa al 2% el producto de RT-
PCR.
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Fig 3.18 Cuantificacion de cDNA de dengue virus en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Se muestran las diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32 del marcador de
peso molecular cuantitativo (low DNA mass ladder), se indica a la izquierda el tamafio de cada
fragmento del marcador de peso molecular en pb y su cantidad correspondiente en ng. A la
derecha de la foto se visualiza el producto de RT-PCR de 511 bp de diferentes intensidades, se



sefiala las diluciones a las que pertenece cada banda 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y
1/256. A, resultados al ciclo 30; B corresponde al ciclo 35y C al ciclo 40.

Era necesario la construccion de la curva de aparicion del producto, ya que no
se registraron bandas de amplificacion antes de los 30 ciclos, se disefio un
ensayo para determinar hasta que ciclo el fragmento obtenido era adecuado.
Es importante recordar que la reaccion fue optimizada para 35 ciclos. Por tanto
para el siguiente ensayo se usaron los siguientes ciclos: 30, 33, 35, 37, 40, 42,
45, 47, 49, 51, 53 y 55.

En el gel de agarosa al 2% se colocé el Low DNA mass ladder diluido y las
diluciones 1/2 y 1/4 correspondientes al producto de amplificacion, como se

observa en la Figura 3.19.
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Fig 3.19 Cuantificacién de cDNA de dengue virus en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Se muestran las diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32 del marcador de
peso molecular cuantitativo (low DNA mass ladder), se indica a la izquierda el tamafio de cada
fragmento del marcador de peso molecular en pb y su cantidad correspondiente en ng. A la
derecha de la foto se visualiza el producto de RT-PCR de 511 bp de diferentes intensidades, se
sefala las diluciones a las que pertenece cada banda 1/2 'y 1/4y el ciclo de PCR al que
pertenece.

No fue posible obtener un resultado consistente, en todos los ciclos probados

existio formacion de productos inespecificos, esto sucedié por la degradacion



del RNA con el que se trabajo, ya que por un desperfecto en el ultracongelador
del laboratorio, el material genético del virus tuvo que ser almacenado a -20°C

y no a -80°C como se lo habia mantenido.

El analisis cuantitativo no pudo ser concluido debido a la imposibilidad de

obtener nuevos cultivos virales para realizar una nueva extraccion de RNA.

CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Extraccion de RNA de sangre y de RNA a partir de cultivo viral de

dengue

Es necesario estandarizar un método de extraccion de RNA para obtener
material util para el proceso de RT-PCR, para lo cual existen variedad de
protocolos que usan reactivos costosos cuyo principal objetivo es evitar la
inhibicion de la amplificacion, sin embargo muchos de ellos no remueven
totalmente las nucleasas o solo permiten obtener poca cantidad de RNA (Harris
et al, 1998). Mediante el protocolo aqui desarrollado (modificado a partir del kit
QIAamp RNA Blood Mini Kit, Invitrogen) se simplifica la extraccion ya que se
usa el principio de columnas sin necesidad del uso de fenol-cloroformo. Este
método es sencillo, rapido, se eliminan los contaminantes en tan solo dos
pasos de lavado. El RNA aqui obtenido esté listo para ser usado en procesos
de RT-PCR.

El proceso de extraccion de RNA de sangre es mas sencillo que el realizado a
partir de cultivos virales, en el primero es posible observar el pellet de células
en todos los pasos, mientras que con el RNA viral la visualizacion del pellet se
hace imposible por la cantidad de virus presente en el cultivo. A pesar de esta
dificultad al momento de la extraccion se ha comprobado que se obtienen
buenos resultados en la RT-PCR al trabajar con RNA de sangre y de cultivos

virales.



Se vio la necesidad de modificar el protocolo usado para sangre (Seccién
2.5.1.1) al ser utilizado con cultivo viral de dengue, por el problema en la
obtencion del pellet. Fue necesario incrementar las revoluciones por minuto en
el proceso de centrifugacién para obtener mas células lisadas y conseguir mas
cantidad de RNA al final del proceso de extraccion. Es necesario sefialar que a
pesar de aumentar la centrifugacion, el RNA obtenido a partir del cultivo no se
pudo cuantificar bajo ninguno de los métodos descritos en la Seccién 2.5.2.3,
debido a la baja cantidad de material genético presente en las particulas virales

Fue posible solo realizar la cuantificacion del RNA de sangre, como se observa
en la Tabla 3.1. Las concentraciones de RNA tienen un promedio de 20 ng/ul,
lo cual comprueba que el método de extraccion a partir de sangre periférica es
efectivo para obtener concentraciones homogéneas de RNA.

4.2 Optimizacion del método RT-PCR para de deteccion de dengue virus

Para la estandarizacion de una técnica molecular es importante el analisis de
las variables que influyen de manera significativa en el proceso. Es muy
relevante la eleccion de los primers, los cuales deben ser sensibles, especificos
y ser disefiados de manera adecuada para evitar la formacion de primer —

dimers.

La temperatura de annealing usada en el proceso es fundamental para lograr la
adecuada hibridaciéon de los primers a la secuencia blanco. Es importante
también determinar exactamente el programa usado en el termociclador,
tiempos, procesos, ciclos y temperaturas. Con el programa optimizado se

puede hacer reproducible la reaccion.

Las concentraciones de componentes usados en el ensamblaje de la reaccion
de RT-PCR, tales como Tag polimerasa, 2X reaction mix, influyen también en
el resultado final. Todo lo mencionado anteriormente se detalla en la siguiente

seccion.

4.2.1 Seleccion de latemperatura de annealing



La hibridacion del primer es muy importante ya que este se unird a su
secuencia complementaria en el DNA molde, la correcta union depende de la
temperatura de annealing de los primers la cual varia dependiendo de la
composicion y namero de bases que los forman. El célculo de esta temperatura
para los primers de género especifico revel6 un rango promedio de trabajo de
55°C — 61°C, y para los primers de serotipo 3 fue de 53°C — 57°C. En ambos
casos el mejor amplicon se obtuvo al trabajar con 57°C, la dupleta fue
consistente y no se evidencio la formacién de primer — dimers o de productos

no especificos.

4.2.2 Aplicacién de denaturacion inicial después de la sintesis de RNA a
cDNA

Después del paso de transcripcion reversa el RNA es sintetizado a cDNA el
cual servira para el proceso de PCR. En la Seccion 2.5.5.2 se describe el
ensayo en donde se prueba la aplicacion de denaturacion del cDNA previo al
proceso de PCR (denaturacion inicial). Este paso permite que las hebras del
cDNA se separen para obtener asi DNA monocatenario. Es posible obtener
amplicones consistentes tanto al aplicar denaturacion inicial como al no
hacerlo, pero es de mejor calidad el fragmento obtenido al omitir este paso, lo
cual posiblemente se debe a la estabilidad del cDNA. El proceso de
denaturacion inicial y el de denaturacion propio del proceso de PCR pueden

producir la pérdida de cierta cantidad de moléculas a ser sintetizadas.

Es importante tomar en cuenta que para la denaturacion la muestra se calienta
a 94-95°C. La de denaturacion depende de la proporcion de G+C que tenga la
hebra, como también de la longitud de la misma pero habitualmente se utiliza

ese rango de temperatura.

4.2.3 Andlisis de los primers usados en el método optimizado de

identificacion de dengue virus



Los primers usados (D1, D2, TS1, TS2, TS3 y TS4) fueron seleccionados en
base a regiones altamente conservadas del genoma del dengue (Lanciotti et al,
1988) por tanto tienen la habilidad de reconocer secuencias de RNA Unicas
para cada tipo de dengue virus. Esto se corrobora con los resultados obtenidos
ya que al usar los primers para género especifico se obtiene el amplicon de
511 bp que es el producto esperado para la identificacion de todos los serotipos
de dengue, mientras que el amplicon de 290 bp se identifica cuando los primers
usados son los correspondientes a serotipo 3 de dengue virus.

Las condiciones de concentracion optima de los primers se determinan con el
objetivo de incrementar la sensibilidad y especificidad del ensayo. Los primers
de género y serotipo son altamente especificos para la deteccion y

diferenciacion del dengue virus.

Es crucial la optimizacion de la concentracion de los primers, para prevenir la
formacion de primer — dimers y de productos no especificos, (Yun Shu et al,
2003). La concentracion de primer utilizado para la reaccién optimizada es de
10 pmol como se observa en la Figura 3.13, lo que se logr6 al realizar un
ensayo en donde se analizaba el amplicon obtenido a concentraciones de 10,
20 y 30 pmol/reaccion. Se observo que mientras mayor era la cantidad de
primers empleado por reaccion se incrementa la posibilidad de la formacion de

primer — dimers.

4.3 Volumen de reaccioén

En un inicio la reaccion de RT-PCR para la identificacion de dengue virus fue
optimizada con un volumen de 50 ul, pero reactivos tales como la Taq
polimerasa y el 2X reaction mix eran colocados en cantidades muy grandes (2
ul y 25 ul por reaccion respectivamente). Con el fin de aprovechar los recursos
del kit disponibles de mejor manera, se decidid bajar el volumen de reaccion
hasta una cantidad adecuada para que pueda ser utilizado para la
electroforesis. El ensayo de reduccion de volumen se hizo paulatinamente
hasta llegar al volumen final de master mix de 10 ul, con lo que se logré usar

0,5 ul de Tag polimerasa y 5 ul de 2X reaction mix. El amplicén obtenido con



este volumen de reaccion fue consistente y del tamafio adecuado para la
identificacion de dengue grupo especifico o de dengue serotipo 3, por tanto las
cantidades usadas en el ensamblaje de la master mix con este volumen son

suficientes para lograr una reaccion optima.

4.4 Sistema RT-PCR estandarizado

Se obtuvo un alto rendimiento de los productos especificos con el sistema de
amplificacion estandarizado, como se observa en la Figura 3.14 y 3.15. Los
resultados obtenidos en los geles de agarosa demostraron que el ensayo tiene
alta especificidad ya que los amplicones generados tienen el tamafio correcto.
Adicionalmente, de acuerdo a los resultados se puede decir que es un ensayo

altamente reproducible.

No se vio la aparicion de productos no especificos, por lo cual siempre fue
posible la identificacion de los fragmentos correspondientes a género y serotipo

especifico para virus dengue.

La calidad del RNA viral es parte indispensable para el éxito del proceso.
Después de la extraccion debe ser almacenado y alicuotado adecuadamente
para evitar su degradacion. Se logra conservar de mejor manera el RNA al ser
guardado a -80°C. En nuestra experiencia, a pesar de las precauciones
tomadas con el almacenaje del material genético del dengue, en algunos
ensayos fue necesario realizar una nueva extraccion debido a la degradacion
del RNA. En la ultima parte de este trabajo no fue posible guardar el RNA a -
80°C debido a una falla en el ultracongelador, por lo que se almacend a -20°C.
A esta temperatura el RNA no se pudo conservar integro y se degrado, por lo
gue no se obtuvieron los amplicones especificos y se observo la formacion de

productos no especificos y de primer — dimers (Fig 3.19).

El sistema RT-PCR es muy sensible ya que las concentraciones de MgCl,,
dNTP’s y buffer estan equilibradas en el 2X reaction mix lo que facilita el

ensamblaje de la reaccién y la optimizacion de menos cantidad de variables.



4.5Consideraciones sobre la tecnologia RT-PCR

La RT-PCR es un método rapido, sensible, simple y reproducible si es
apropiadamente controlado y puede ser usado para detectar RNA viral a partir
de muestras clinicas humanas, tejidos de autopsia o mosquitos (Gubler et al,
1998). Como se demuestra en este trabajo el método es apropiado también

para obtener resultados apropiados a partir de cultivo viral de dengue.

El dengue es una enfermedad que se puede confundir facilmente con hepatitis,
fiebre amarilla, malaria, etc. (Callaham et al, 2001). Por ello, el diagndstico
diferencial resulta costoso y muchas veces tedioso por el tiempo requerido para
las pruebas, es por esto que se hace necesario aplicar una técnica como la RT-
PCR, que ofrezca un diagnéstico preciso y definitivo, para de esta manera
manejar mas eficientemente los recursos de salud y enfocarlos en estrategias

de erradicacion del vector de la fiebre del dengue.

La RT-PCR posee ventajas sobre los métodos tradicionales. Primeramente, es
rapido ya que el ensayo toma aproximadamente 4 horas, que incluyen 1 hora
para la extraccion de RNA y aproximadamente 3 horas para la RT-PCR
comparados con los 7-10 dias que requieren las pruebas inmunoldgicas.
Segundo, es posible evaluar simultaneamente varias muestras, por ello, tiene
mejor relacion costo — eficiencia. Tercero, la RT-PCR es mas facil de

estandarizar y de reproducir.

En este trabajo se desarroll6 y optimizé un ensayo one step RT-PCR, el cual
realiza la sintesis de cDNA y la amplificacion en un solo paso, disminuyendo el

riesgo de contaminacion por manipulacion de la muestra.

La identificacién de serotipo 3 de dengue fue desarrollado adecuadamente, se
obtuvo el tamafio de fragmento adecuado. No se probaron reacciones con los
demas serotipos, ya que solo se nos facilitd el cultivo viral de dengue serotipo
3. Es importante sefialar que el principal objetivo de la identificacion de

serotipos permite que los laboratorios de diagndéstico cuenten con una



excelente herramienta para el monitoreo de la enfermedad, especialmente en

aquellas zonas en donde el dengue es endémico.

CAPITULO 5: CONCLUSIONES

- La técnica de RT-PCR por su sensibilidad y especificidad, podria llegar
a reemplazar a los métodos convencionales y convertirse en el nuevo

“gold standard” para el diagnéstico de la infeccién por dengue virus.

- ElI método RT-PCR presenta ventajas en comparacién con la PCR
convencional, las que incluyen simplicidad, rapidez, sensibilidad y

menos riesgo de contaminacion.

- La mayor ventaja de este sistema es que se puede detectar y diferenciar
el género o serotipo especifico del virus en un solo paso usando un set
especifico de primers, lo que hace a esta técnica potencialmente util en
el diagndstico clinico y en estudios epidemiolégicos de esta enfermedad

viral.

- En comparacion con los métodos serologicos o inmunoldgicos la RT-
PCR tiene gran especificidad y sensibilidad, especialmente durante la

fase inicial de la enfermedad.

- Laidentificacion de los serotipos circulantes del virus del dengue permite
establecer en la poblacion el riesgo asociado a la infeccion por

diferentes serotipos en el transcurso del tiempo.

- En general, la notable dificultad para identificar los casos de dengue en
las primeras horas de enfermedad, podria explicarse tanto por la
presentacion clinica inespecifica, como por los problemas atribuibles al
proceso de notificacion. Lo anterior reafirma la necesidad de encontrar
herramientas que ayuden a mejorar el diagnostico clinico de dengue y

establecer reglas de decision clinica para su identificaciébn y manejo,



especialmente en el periodo temprano de la enfermedad cuando las
pruebas seroldgicas son poco sensibles.

RT-PCR puede constituir una herramienta para la identificacion oportuna
del dengue, cuya aplicacién podria disminuir la morbi-mortalidad y
ayudaria a distribuir eficientemente los recursos diagnésticos y

terapéuticos, especialmente en las areas endemo-epidémicas.

El RNA viral puede ser extraido, amplificado y detectado directamente a
partir de cultivos virales, este debe ser almacenado a -80°C para su

preservacion adecuada.

En el proceso de estandarizacion de la técnica no se presentaron casos
de inhibicién de la PCR por lo que se puede concluir que el sistema de
extraccion provee RNA de buena calidad sin la presencia de RNasas

gue provoquen la inhibicion de la reaccion.

La sensibilidad de los primers depende de la homologia de los primers
con la secuencia blanco de los genes de dengue virus, ya que se
eligieron en base a sectores altamente conservados del genoma de este
microorganismo. En el ensayo se obtienen fragmentos especificos que

permiten la identificacion de dengue género-especifico y serotipo 3.

La cuantificacion del RNA viral no se puede efectuar mediante
electroforesis o fluorometria debido a la cantidad obtenida en el proceso

de extraccion.

La denaturacion inicial influye significativamente en la calidad de
amplicon obtenido, el evitar este paso después de la sintesis de cDNA
permite conservar mayor cantidad de moléculas para que sean
amplificadas mediante PCR, lo que se evidencia por la sefal

fluorescente del fragmento obtenido.

El analisis cuantitativo de la reaccion RT-PCR aunque es posible
tedricamente, demanda mayores recursos y mayor tiempo. En nuestra

investigacion, dicho andlisis no pudo ser completado por razones



financieras y técnicas. Se plantea la necesidad de realizar un ensayo
PFU (plaque forming units) y completar el andlisis logistico durante la

fase exponencial de amplificacion dentro de un proyecto futuro.

Los avances en la biologia molecular y su aplicacion en los métodos
diagnésticos ha permitido que la tecnologia diagnéstica sea cada vez
mas sensible y especifica y se espera que este trabajo sea un
precedente para que tecnologias como RT-PCR contribuyan
significativamente al tratamiento clinico, a la investigacion etioldgica y al

control de las infecciones por dengue virus.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

El proceso de extraccion de RNA requiere de condiciones de trabajo
estrictas, ya que el material se puede contaminar con RNasas que
posteriormente podrian inhibir la reaccion RT-PCR. Es por esto que
todos los materiales a ser usados deben ser esterilizados dentro de la
camara de flujo laminar y ningun material puede ser manipulado fuera

de la misma.

Debido a que no se observa el pellet viral en los procesos de
centrifugacion, es importante no remover todo el sobrenadante en los
proceso de extraccion de RNA a partir de cultivos virales, para prevenir

la eliminacion del material genético durante el proceso.

Almacenar y alicuotar el RNA a -80°C en un ultracongelador, asegura la
integridad del material durante mas tiempo. Como opcion se podria usar
un estabilizador de RNA, que se coloca al RNA extraido y evita su

degradacion incluso a temperatura ambiente.

Es importante alicuotar los primers y guardarlos adecuadamente, e ir
usando paulatinamente las alicuotas segun se requiera para los
ensayos, de esta manera se evita contaminar todos los primers

disponibles.



La técnica fue optimizada para la identificacion del virus del dengue a
partir de la extraccion de RNA de cultivos virales pero se podria
optimizar el método para el diagndstico de la enfermedad mediante su
aplicacion directa sobre muestras clinicas (sangre o suero), lo que haria
mas aplicable este sistema en laboratorios de diagndéstico en general.

Para futuros ensayos con el uso de un kit para RT-PCR, se recomienda
empezar con las cantidades y concentraciones de reactivos optimizados
en este trabajo para una reaccion de 10 ul, lo que permitiria aprovechar

de mejor manera el kit.

Es necesario complementar el analisis logistico, para determinar el limite

de deteccion del ensayo RT-PCR.

Establecer cooperacidon con organismos estatales para apoyar mediante
tecnologia de punta, los esfuerzos para control y monitoreo de la

enfermedad en el pais.
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RESUMEN

La fiebre del dengue y la fiebre del dengue hemorragico, afectan a 100 millones
de personas por afio, causando mas de 20 000 muertes. Alrededor del mundo
es considerada la enfermedad mas importante de las transmitidas por
artropodos. En nuestro pais, esta infeccion es mas comunmente encontrada en

areas tropicales y subtropicales, en donde ha adquirido distribucion endémica.

El dengue puede ser diagnosticado por aislamiento viral o por pruebas
serolégicas, pero estos procedimientos requieren de mucho tiempo y
generalmente se necesita aproximadamente una semana de incubacion del
virus. La deteccion de la enfermedad de manera rapida y confiable es muy
importante para proporcionar adecuado manejo clinico a las personas

afectadas.

El desarrollo de técnicas moleculares ha facilitado la introduccion de diversos
ensayos de diagndstico rapido, como la RT-PCR para la deteccidn de los virus
de dengue. Esta técnica se efectla rapidamente y es suficientemente sensible

para la deteccion de los cuatro serotipos de dengue.

El objetivo de nuestro estudio fue desarrollar una RT-PCR para la rapida
deteccion de estos virus, por lo que se optimizd, un sistema RT-PCR “en un
solo paso”, que permite la identificacion en un solo dia de grupo y serotipo
especifico de dengue; esta técnica presenta ventajas sobre el diagnostico
convencional, las que incluyen rapidez, menor tasa de contaminacion, mayor

sensibilidad y facil estandarizacion.

ABSTRACT



Dengue fever and Dengue hemorragic fever affect 100 million people per year,
causing more than 20 000 deaths. Worldwide, it is considered to be the most
important arthropod-borne disease. In our country the infection is most
commonly found in tropical and subtropical areas and presents endemic
distribution.

Dengue can be diagnozed by virus isolation or by serologic tests, but the
procedure is time consuming and generally requires a week of virus incubation.
Rapid and reliable case detection is important for clinical management of the
disease.

The development of molecular techniques have facilitated the introduction of
rapid diagnostic assays, like RT-PCR, for detection of dengue viruses. This
technique is performed rapidly, and is sufficiently sensitive for the detection of

all four dengue virus serotypes

The goal of our study was to develop a RT-PCR for the rapid detection of these
viruses, so we optimized a one step RT-PCR system that can provide a same-
day serotype-specific identification of dengue, this technique has advantages
over conventional diagnosis including rapidity, lower contamination rate, higher

sensitivity and easy estandarization.



ANEXO A

Protocolos probados para la extraccion de RNA viral

1. Protocolo original

La extraccion se realiz6 usando dos viales de 1.5 ml, cada uno de los cuales
contenia 100 ul de muestra inicial.

Es fundamental el uso de controles de extraccion.

1. Colocar 100 ul del cultivo en un vial de 1.5 ml y centrifugar a 5000
RPM durante 5 minutos

2. Descartar el sobrenadante

3. Colocar 600 ul de buffer RTL, para resuspender el pellet.

4. Pipetear el lisado directamente dentro de la columna QIAshredder y
centrifugar durante 2 min. a maxima velocidad. Descartar la columnay
conservar el tubo que contiene el liquido.

5. La mezcla obtenida colocarla cuidadosamente en la columna y
guardar el producto homogenizado

6. Afnadir 700 ul de etanol 70% y mezclar con la micropipeta.

7. Colocar la muestra dentro de de la columna QIAamp, centrifugar a
10000 RPM, 15 s. Descartar el tubo

8. Transferir la columna a un tubo de 2ml y colocar 700 ul de Buffer RW1
(buffer de lavado) en la columna QIAamp y centrifugar a 10 000 RPM
por 15s. Descartar el tubo

9. Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml y afiadir el Buffer RPE.
Centrifugar a 10 000 RPM, 15s. Descartar el tubo

10.Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de 2ml y afiadir 500 ul de
buffer RPE, centrifugar a 14 000 RPM durante 3 min. Descartar el
tubo.

11.Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 — 50
ul de agua libre de RNasas; centrifugar a 10 000 RPM por 1 min.
Descartar la columna

12. Almacenar el RNA obtenido a -80°C



2. Protocolo modificado

La extraccion se realizd, usando dos viales de 1.5 ml, cada uno de los cuales
contenia 200 ul de muestra inicial. Se utilizaron controles negativos

En este protocolo no se trabaja con el pellet viral sino con todo el cultivo

1. Poner 200 ul de cultivo del virus en el vial.

2. Colocar 600 ul de buffer RTL y mezclar.

3. Pipetear el lisado directamente dentro de la columna QIAshredder y
centrifugar durante 2 min a maxima velocidad. Descartar la columna y
conservar el tubo que contiene el liquido.

4. La mezcla obtenida colocarla cuidadosamente en la columna y
guardar el producto homogenizado

5. Afadir 700 ul de etanol 70% y mezclar con la micropipeta.

6. Colocar la muestra dentro de de la columna QIAamp, centrifugar a
10000 RPM, 15 s. Descartar el tubo

7. Transferir la columna a un tubo de 2ml y colocar 700 ul de buffer RW1
(buffer de lavado) en la columna QIAamp y centrifugar a 10 000 RPM,
por 15 seg. Descartar el tubo

8. Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml, y afiadir el buffer RPE,
centrifugar a 10 000 RPM,por 15 seg. Descartar el tubo

9. Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de 2 ml y afiadir 500 ul de
buffer RPE, centrifugar a 14 000 RPM durante 3 min. Descartar el
tubo.

10.Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 — 50
ul de agua libre de RNasas; centrifugar a 10 000 RPM por 1 min.
Descartar la columna

11. Almacenar el RNA obtenido a -80°C

ANEXO B



Andlisis de de temperatura de melting (Tm) y temperatura de annealing
(Ta) de los primers usados para la optimizacion del método RT-PCR

Tm=2 (A+T) + 4 (G+C)

Ta=Tm - (2°C - 6°C)

D1: 5 TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAAACCG 3
Tm= 2(14) + 4(14)
Tm= 84°C
Ta=78°C - 82°C
D2: 5 TTG CAC CAA CAG TCA ATGTCTTCAGGTTC 3
Tm= 2(16) + 4(13)
Tm= 84°C
Ta=78°C - 82°C
TS1: 5 CGT CTC AGT GAT CCG GGG G 3
Tm= 2(6) + 4(13)

Tm= 64°C
Ta=58°C - 62°C

TS2: 5 CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG 3'



TS3:

TS4:

Tm= 2(8) + 4(13)
Tm= 68°C
Ta=60°C - 66°C

5'TAA CAT CAT CAT GAG ACAGAG C 3
Tm= 2(13) + 4(9)

Tm= 62°C

Ta= 56°C - 60°C

5"CTCTGT TGT CTT AAACAA GAGA 3
Tm= 2(14) + 4(8)

Tm=60°C
Ta=54°C - 58°C



