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@ Resumen:

Procedimientos de amplificacién de genoma para la
deteccién e identificaciéon de secuencias gendmicas
relacionadas. Al menos uno de los iniciadores que
intervienen en la deteccién se disefia como mez-
cla simple de oligonucleétidos que contienen secuen-
cias homdlogas seleccionadas de entre las secuen-
cias gendmicas relacionadas que se quieren amplifi-
car, y que pueden contener secuencias no homdélogas
y/o alteraciones respecto a las secuencias conoci-
das. Al menos una de los iniciadores que intervie-
nen en la reaccién de identificacién, consecutiva o
no a la de deteccién, se disefia como mezcla simple
de oligonucleétidos que terminan en su extremo 3’
en una secuencia especifica de la secuencia que se
quiere identificar, y que pueden contener alteracio-
nes respecto a las secuencias conocidas; los inicia-
dores estan disefiados de manera que los fragmentos
especificos amplificados son diferentes entre si por
tamafno u otro marcaje fisico o quimico. Los nue-
vos procedimientos son especialmente dtiles para la
deteccién y la identificacion de agentes infecciosos
relacionados en una (nica reaccién miltiple.
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DESCRIPCION

Campo de la invencién

La invencién se refiere a nuevos procedimientos y mezclas utilizados para la deteccion y la identificacién
de secuencias genémicas relacionadas, especialmente de agentes infecciosos relacionados, especialmente de
virus relacionados. Los nuevos procedimientos y mezclas son especialmente ttiles para realizar de manera
simple, rapida y econdémica el diagndstico de infeccién por agentes relacionados entre si, especialmente el
diagnostico de infeccién por virus relacionados entre si.

Definiciones

El término “iniciador”, segin aqui se utiliza, define una molécula o mezcla de moléculas que con-
tiene(n) més de tres deoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; puede existir naturalmente, ser un fragmento
de un enzima de restriccién o ser producido sintéticamente. Cuando estd en condiciones adecuadas, es
capaz de actuar como punto de iniciacién para la sintesis de una hebra de dcido nucléico complementaria
a la hebra con la cual es capaz de hibridar.

El término “amplificacién de genoma”, segiin aqui se utiliza, define cualquier procedimiento de am-
plificacién exponencial de genoma que utiliza iniciadores segiin se han definido.

El término “grado de degeneracién”, segiin aqui se utiliza, define el niimero de diferentes moléculas
presentes en un iniciador.

El término “zona conservada’”, segin aqui se utiliza, define una zona homéloga en diferentes genomas.
La homologia es preferiblemente mayor del 50%, més preferiblemente mayor del 70% y mds preferible-
mente atin, mayor del 90%.

El término “secuencia genémica relacionada”, segin aqui se utiliza, define una secuencia genémica
que incluye al menos dos zonas conservadas.

Estado de la técnica

Con frecuencia, el laboratorio de diagnéstico se encuentra ante la necesidad de realizar diferentes en-
sayos para la deteccién e identificacién de organismos relacionados, especialmente de agentes infecciosos.
En este sentido, son frecuentes los sindromes que pueden ser causados por agentes infecciosos diferentes,
pero generalmente relacionados entre si. Mononucleosis infecciosa en la infancia, meningitis, meningo-
encefalitis y encefalitis en poblacién adulta y neumonitis, hepatitis, esofagitis o nefritis en enfermos con
inmunodepresién celular son algunos ejemplos de sindromes que pueden ser debidos a diferentes miembros
de la familia herpesviridae. El sindrome de inmunodeficiencia adquirida, por otra parte, es otro ejemplo
de sindrome producido por diferentes miembros de la familia retroviridae.

Existen métodos ya descritos que permiten la deteccién de agentes infecciosos relacionados entre si.
La hibridacién con sondas en zonas relativamente conservadas o el uso de anticuerpos monoclonales o
policlonales para la deteccién de epitopos comunes son métodos clasicos pero con problemas de sensibi-
lidad y especificidad.

Otros métodos alternativos se han hecho posibles tras la descripcion de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) por Saiki et al. (Science 230, 1350 y Nature 324: 163), por Mullis en la Patente U.S.
N° 4.683.195, por Mullis et al. en la Patente U.S. N° 4.683.202 y por CETUS en la Solicitud de Patente
Europea 201.184. Las patentes describen procedimientos para detectar la presencia o ausencia de al
menos una secuencia especifica de acido nucléico en una muestra que contiene una mezcla de secuencias.
Esencialmente, el procedimiento consiste en efectuar un nimero de amplificaciones ciclicas en las cuales
los iniciadores, especificos de la secuencia que se desea amplificar, delimitan los extremos de la secuencia
amplificada. Cada uno de los ciclos esencialmente consiste en tres etapas: desnaturalizacién de la doble
hebra del genoma, hibridacién de los iniciadores y elongacién de la cadena; la repeticion del ciclo conduce
a una acumulacién exponencial del fragmento de genoma delimitado por los iniciadores.

Tomando como metodologia bésica la PCR, se han descrito diferentes métodos de amplificacién de
secuencias de organismos relacionados, utilizando iniciadores con un elevado grado de degeneracién selec-
cionados en zonas conservadas entre los organismos relacionados. El método se ha descrito para diferentes
familias de virus, entre ellas para herpesviridae por Numberg et al (J. Virol. 63: 3240), para retroviridae
por Donehower et al. (J. Virol. Methods, 28: 33) y Shih et al. (J. Virol. 63: 64), para hepadnaviridae
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por MacK y Sninsky (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6977) y para papillomaviridae por Ting y Manos
(en PCR PROTOCOLS, Academic Press). Aunque los métodos descritos permiten la amplificacién de
organismos relacionados con una tnica combinacién de iniciadores, el uso de un elevado grado de dege-
neraciéon conduce generalmente a una escasa sensibilidad de deteccién, debida a la pequena proporcién
de iniciador especifico de la secuencia presente en la muestra a amplificar, al tiempo que a una escasa
especificidad, mayor cuanto menor sea la longitud de los iniciadores. Con los métodos descritos, la es-
casa especificidad es en la mayoria de los casos dificil de solucionar, ya que las secuencias conservadas
no suelen ser mayores de 4 6 5 aminoécidos; asi, cuando se ensaya el método sobre muestras complejas
que contienen genoma de gran tamano, por ejemplo el humano, los iniciadores son capaces de hibridar
inespecificamente con zonas del genoma similares.

Por otra parte, aunque las patentes anteriores reivindican al menos una secuencia y afirman que
pueden amplificarse al mismo tiempo multiples secuencias, no aportan un procedimiento efectivo para
amplificar multiples secuencias al mismo tiempo. La adicién de iniciadores para una segunda secuencia
es normalmente posible, pero cuando se aniaden iniciadores para mas de dos secuencias, el procedimiento
falla y produce un gran nimero de amplificaciones inespecificas.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion tiene por objeto describir nuevos procedimientos y mezclas para la deteccién e
identificacién de secuencias gendmicas relacionadas.

Un aspecto de la invencién es un procedimiento de amplificacién de genoma para la detecciéon de
secuencias genomicas relacionadas en una unica mezcla de reaccién, caracterizado porque al menos uno
de los iniciadores utilizados es en una mezcla caracterizada

i) por obtenerse como suma simple de oligonucle6tidos,

ii) por incluir, cada uno de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla, preferentemente en su
extremo 3’, secuencias homélogas seleccionadas de entre las secuencias relacionadas que se quieren
amplificar,

iii) por poder incluir ademds, cada uno de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla, preferente-
mente en su extremo 5’, secuencias no homélogas seleccionadas de entre las secuencias relacionadas
que se quieren amplificar, y

iv) porque uno o mds de los oligonucledtidos componentes de dicha mezcla pueden diferenciarse de las
secuencias conocidas que se quieren amplificar en la menos un nucleétido.

Otro aspecto de la invencién son mezclas como las descritas para el procedimiento anterior.

El uso de las mezclas y el procedimiento previamente descritos mejoran tanto la sensibilidad como
la especificidad de la reaccién de amplificacién de genoma. La mejora en la sensibilidad se logra dis-
minuyendo al maximo el grado de degeneracién de iniciadores disenados en una zona conservada entre
diferentes secuencias relacionadas, especialmente en una zona conservada el genoma de agentes infecciosos
relacionados. En la técnica anterior, el grado de degeneracion era siempre superior al nimero de diferen-
tes agentes que se podrian amplificar, por lo que la concentracion efectiva de cada uno de los iniciadores
estaba tanto mas disminuida cuanto mayor fuera el grado de degeneracién.

Por otra parte, la mejora en la especificidad se logra aumentando, si es necesario, la longitud de los
iniciadores mediante la introduccién de secuencias correspondientes a zonas no conservadas entre las dife-
rentes secuencias relacionadas que se quieren amplificar. De este modo se evitan los problemas derivados
de la amplificacién con iniciadores degenerados segin la técnica anterior. La escasa longitud que general-
mente tienen las zonas conservadas entre secuencias relacionadas no es normalmente suficiente para evitar
que los iniciadores disenados en esas zonas hibriden inespecificamente con secuencias similares presentes
en genomas con elevada complejidad, como el humano. El aumento en la longitud de los iniciadores segiin
la invencién disminuye la probabilidad de hibridacién inespecifica con secuencias similares presentes en
genomas complejos.

Las mezclas y el procedimiento anteriormente descritos son especialmente tutiles para la deteccion,
utilizando una unica mezcla de reaccién, de diferentes secuencias gendémicas relacionadas, especialmente
para la deteccion de agentes infecciosos relacionados, méas especialmente para la deteccién de virus rela-
cionados.
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Otro aspecto de la invencién es un procedimiento de amplificacién de genoma para la deteccion y la
identificacién de secuencias gendmicas en una uUnica mezcla de reacciéon caracterizado porque al menos
uno de los iniciadores utilizados es una mezcla caracterizada

i) por obtenerse como suma simple de oligonucle6tidos,

i) por incluir, cada uno de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla, preferentemente en su
extremo 3’, secuencias especificas de cada una de las secuencias que se quieren tipificar en la reaccién
de amplificacién,

10  iii) por estar disefiada de manera que los fragmentos especificos amplificados son diferentes entre si por
tamafio o por diferente marcaje fisico o quimico de cada uno de los oligonucleétidos componentes
de la mezcla, y

iv) porque uno o mds de los oligonucledtidos componentes de dicha mezcla pueden diferenciarse de las
secuencias conocidas que se quieren amplificar en la menos un nucleétido.

15
Otro aspecto de la invencién son mezclas como las descritas para el procedimiento anterior.
Otro aspecto de la invencién es un procedimiento de deteccién e identificacién de secuencias genémicas
relacionadas en dos reacciones de amplificacién consecutivas, caracterizado por
20

i) hacerse una primera reaccién de amplificacién de genoma en la que al menos uno de los iniciadores
utilizados es en una mezcla como la utilizada en el primer procedimiento descrito y

ii) tomando como substrato el producto de la primera reaccién, realizar una segunda reaccién de
25 amplificacién de genoma en la que al menos uno de los iniciadores utilizados es una mezcla como
la utilizada en el segundo procedimiento descrito.

El procedimiento anteriormente descrito permite realizar tanto la deteccién como la identificacién
de secuencias gendémicas relacionadas, especialmente de secuencias correspondientes a agentes infecciosos
30 relacionados, en dos reacciones de amplificacién consecutivas.

Segun la invencién, la mezcla compleja de iniciadores utilizada en la segunda reaccién no produce
las amplificaciones inespecificas derivadas de su uso en presencia de un genoma complejo. Esto se logra
utilizando como genoma substrato de la reaccién un polinucleétido obtenido en la primera reaccién de
amplificacién. La amplificacién “multiplex” segin la invencién tiene como principal ventaja el poder
realizar diferentes reacciones de identificacién utilizando una tnica mezcla de reaccién, lograndose una
importante mejora en la metodologia del diagnéstico.

35

Las mezclas y el procedimiento anteriormente descritos son especialmente ttiles para la deteccién y la
tipificacién de diferentes secuencias gendmicas relacionadas, especialmente para la deteccién de agentes
40 infecciosos relacionados, mas especialmente para la deteccién de virus relacionados.

Otro aspecto de la invencién son mezclas de oligonucleétidos disenadas para ser utilizadas como ini-
ciadores de una reacciéon de amplificacién, caracterizadas porque al menos uno de los oligonucledtidos
componentes de dicha mezcla se diferencia de las secuencias conocidas que se quieren amplificar en al
45 menos un nucleétido.

La alteracién de la secuencia segin la invencion, tiene como principal objetivo lograr que las mezclas
complejas de iniciadores sean compatibles entre si; es decir, que no se produzcan hibridaciones entre los
diferentes componentes de las mezclas de oligonucle6tidos presentes en la mezcla de reaccién de ampli-
ficacion. Las hibridaciones entre oligonucledtidos, frecuentes en mezclas complejas, producen durante
la reaccion de amplificacién secuestro del reactivo necesario y, a menudo, la formacién de dimeros de
iniciadores.

50

Una realizacion de la invencién es la aplicacién de las mezclas y los procedimientos anteriormente
descritos a la deteccion de agentes infecciosos relacionados, especialmente de virus relacionados, més es-
pecialmente de virus pertenecientes a la misma familia y ain mas especialmente de virus pertenecientes
a la familia herpesviridae o de virus pertenecientes a la familia retroviridae, muy especialmente aquéllos
capaces de infectar a humanos.

55

60 Los siguientes Ejemplos y Figuras ilustran, pero no limitan, algunos de los modos de llevar a cabo la

invencién.
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Descripcién de las figuras

Figura 1

Alineamiento de las secuencias de aminoécidos correspondientes a los genes polimerasa de los 6
herpesvirus humanos: herpes simplex tipo 1 (HSV1), herpes simplex tipo 2 (HSV2), virus varicela-
zéster (vzv), citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano tipo 6 (HHV6) y virus de Epstein-Barr
(EBV). HHVCON representa los aminodcidos conservados entre todos los herpesvirus humanos.
Las zonas conservadas homdlogas a la ADN-polimerasa a humana (HUMANA) estdn subrayadas.

Figura 2

Alineamiento de aminoacidos de las secuencias relacionadas entre herpesvirus humanos que con-
tienen las secuencias homodlogas “IYGDTD” y “KK.Y.G”. Se representan también las secuencias
homdlogas a “IYGDTD” de la ADN-polimerasa « humana, y de las ADN-polimerasas de levadura,
virus vaccinia, adenovirus 2 y los bacteriéfagos T4 y $29.

Figura 3

Alineamiento de nucle6tidos de las hebras codificantes para las secuencias relacionadas entre her-
pesvirus humanos que contienen las zonas conservadas “IYGDTD” y “KK.Y.G”.

Figura 4

Alineamiento de nucleétidos de las hebras codificantes para las secuencias relacionadas entre her-
pesvirus humanos que contienen las zonas conservadas “IYGDTD” y “KK.Y.G”. Con subrayado
simple las secuencias relativas a los oligonucleétidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 1. Con
doble subrayado las los oligonucledtidos sonda seleccionados en el Ejemplo 4.

Figura 5

Alineamiento de nucleétidos de las hebras codificantes para las secuencias relacionadas entre her-
pesvirus humanos que contienen las zonas conservadas “IYGDTD” y “KK.Y.G”. Con subrayado
simple las secuencias relativas a los oligonucledtidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 1. Entre
paréntesis, las secuencias relativas a los oligonucledtidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 6.

Figura 6

Alineamiento de aminodcidos de las secuencias relacionadas entre retrovirus humanos que contienen
las zonas conservadas “VLPQG” y “QYMDD”. HRVCON representa los aminodcidos conservados
entre todos los retrovirus humanos.

Figura 7

Alineamiento de nucleétidos para las secuencias relacionadas entre retrovirus humanos que contienen
las zonas conservadas “VLPQG” y “QYMDD”. Las letras en mayuscula son nucle6tidos presentes
en todos los aislados conocidos, las letras mintdsculas son nucleétidos preferentes y el signo de
interrogacién indica que en ese lugar no hay nucleétido preferente.

Figura 8

Alineamiento de nucleétidos para las secuencias relacionadas entre retrovirus humanos que contienen
las zonas conservadas “VLPQG” y “QYMDD”. Con subrayado simple las secuencias relativas a los
oligonucledtidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 2. Con doble subrayado los oligonucledtidos
sonda seleccionados en el Ejemplo 5. Las letras en mayuscula son nucleétidos presentes en todos
los aislados conocidos, las letras mintusculas son nucleétidos preferentes y el signo de interrogacion
indica que en ese lugar no hay nucleétido preferente.

Figura 9

Alineamiento de nucleétidos para las secuencias relacionadas entre retrovirus humanos que contienen
las zonas conservadas “VLPQG” y “QYMDD”. Con subrayado simple las secuencias relativas a
los oligonucledtidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 2. Entre paréntesis, las secuencias
relativas a los oligonucledtidos iniciadores seleccionados en el Ejemplo 7. Las letras en mayuscula
son nucledtidos presentes en todos los aislados conocidos, las letras minusculas son nucledtidos
preferentes y el signo de interrogacién indica que en ese lugar no hay nucleétido preferente.

Figura 10

Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de amplificacion generados en el Ejemplo 3.
Ademads del marcador de tamafio (M) que contiene un fragmento de 123 pares de bases (bp) y
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sus miltiplos enteros, los fragmentos de 194 bp generados por amplificacién de agua (Hz0) como
control negativo y de genoma humano en presencia de los herpesvirus HSV1, HSV2, VZV, CMV,
HHV6 y EBV.

Figura 11

1. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de amplificacién generados en el Ejemplo
3. Ademsds del marcador de peso molecular (M), que contiene un fragmento de 123 pares de
bases (bp) y sus multiplos enteros, los fragmentos de 194 bp generados por amplificacién de
agua (HoO) como control negativo y de genoma humano en presencia de los herpesvirus HSV1,
HSV2, VZV, CMV, HHV6 y EBV.

2. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de amplificaciéon generados en el Ejemplo 8.
Adema&s del marcador de peso molecular, los fragmentos de 156 bp para HSV1 y HSV2, 144
bp para vzv, 131 bp y 199 bp para CMV, 119 bp para HHV6 y 95 bp para EBV.

Ejemplos
Ejemplo 1
Diseno de iniciadores para la deteccion de herpesviridae humanos

El bloque génico conservado entre los herpesviridae contiene un gen especialmente conservado, el de
la ADN-polimerasa, cuya secuencia de aminoacidos se refleja en la Figura 1. Se seleccionan, entre otras
posibilidades, la secuencias relacionadas que comprenden las zonas conservadas “IYGDTD?”, conservada
incluso para la ADN-polimerasa a humana, y la “KK.Y.G”, sélo presente en herpesviridae. Las secuen-
cias de aminodcidos relacionadas y las secuencias de las hebras codificantes de los herpesvirus humanos
correspondientes a las secuencias relacionadas elegidas se reflejan en las Figuras 2 y 3, respectivamente.
A partir del andlisis de las secuencias relacionadas, se disefian los siguientes iniciadores, localizados en
las zonas con subrayado simple de las Figuras 4 y 5:

Deteccion de Herpesvirus humanos/polaridad positiva:

Mezcla de los siguientes oligonucledtidos, seleccionados en la zona conservada “IYGDTD”:

iniciador HSV ~ 5’-cgc atc ATC TAC GGG GAC ACG GA
iniciador VZV  5’-aag gtt ATA TAT GGA GAT ACG GA
iniciador CMV  5-cgg gtc ATC TAC GGG GAC ACG GA
iniciador HHV6 5’-gag gta ATT TAT GGT GAT ACG GA
iniciador VZV  5’-cga gtc ATC TAC GGG GAC ACG GA

Los nucleétidos correspondientes a la zona conservada estan en maytusculas y los correspondientes
a una zona no conservada estadn en minusculas.

Deteccion e identificacion de herpesvirus humanos/polaridad negativa:

Mezcla de los siguientes oligonucledtidos, seleccionados en la zona conservada “KK.Y.G”:

iniciador HSV ~ 5’-at gac GCC GAT GTA CTT TTT CTT
iniciador VZV  5’-at tac CCC AAT GTA CTT TTT CTT
iniciador CMV  5’-ac ttt ACC AAT GTA TCT TTT CTT
iniciador HHV6 5’-tg tct ACC AAT GTA TCT TTT TTT
iniciador EBV  5’-ag cac CCC CAC ATA TCT CTT CTT

Los nucleétidos correspondientes a la zona conservada estan en maytusculas y los correspondientes
a una zona no conservada estdn en minusculas.
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Ejemplo 2
Diseno de iniciadores para la deteccion de retroviridae humanos

En el genoma de los retroviridae existe igualmente un gen especialmente conservado, el de la poli-
merasa. Se seleccionan las secuencias relacionadas que comprenden las zonas conservadas “VLPQG” y
“QYMDD?”. Las secuencias se aminoécidos relacionadas y las secuencias de las hebras codificantes de los
retrovirus humanos correspondientes a las secuencias relacionadas elegidas se reflejan en las Figuras 3 y 4,
respectivamente. A partir del anélisis de las secuencias relacionadas, se disefian los siguientes iniciadores,
localizados en las zonas con subrayado simple de las Figuras 8 y 9:

Deteccidon de retrovirus humanos/polaridad positiva:

Mezcla de los siguientes nucleétidos, seleccionados en la zona conservada “VLPQG”:

iniciador HIV1  5’-cag tac aat GTG CTT CCA CAG GG
iniciador HIV2  5’-ata tat aag GTC TTA CCA CAG GG
iniciador HTLVI 5’-gca tgg act GTC CTT CCA CAG GG
iniciador HTLVII 5-gce tgg aga GTA CTC CCC CAA GG

Los nucleétidos correspondientes a la zona conservada estan en maytusculas y los correspondientes
a una zona no conservada estdn en mintsculas.

Deteccidon de retrovirus humanos/polaridad negativa:

Mezcla de los siguientes nucleétidos, seleccionados en la zona conservada “QYMDD”:

iniciador HIV1  5’-ac ata caa ATC ATC CAT GTA TTG
iniciador HIV2  5’-at taa gat ATC ATC CAT GTA CTG
iniciador HTLVI 5’-aa aag tat GTC ATC CAT GTA TTG
iniciador HTLVII 5’-ag gag aat GTC ATC CAT GTA CTG

Los nucleétidos correspondientes a la zona conservada estan en maytusculas y los correspondientes
a una zona no conservada estdn en minusculas.

Ejemplo 3
Deteccion de herpesviridae humanos

Se preparan muestras conteniendo genoma humano en presencia de herpesvirus. Un método simple
de preparaciéon de muestras consiste en el tratamiento durante 45 minutos a 56°C de la suspensién ce-
lular en 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 0,5% Tween 207 100 ug/ml proteinasa K; seguido
de inactivaciéon de la proteasa por incubacién durante 10 minutos a 96°C y posterior enfriamiento de la
muestra hasta 4°C.

Las muestras se amplifican con 30-40 ciclos de amplificaciéon, con una temperatura de hibridacion
de los iniciadores que puede elegirse entre los 45 y los 55°C. La temperatura de desnaturalizacion de
la muestra puede estar entre los 92 y los 96°C, preferiblemente 94°C. La temperatura de extension de
la polimerizacién puede estar entre los 60 y los 80°C, preferiblemente 72°C. Los tiempos de cada ciclo
pueden elegirse en el intervalo de 10 segundos a 2 minutos, preferiblemente 20 a 90 segundos, més prefe-
riblemente 30 a 60 segundos y mas preferiblemente 30 segundos.

La reaccién transcurre en una solucién de reaccién que contiene, ademdas de la muestra, entre 10
nM y 10 uM de cada uno de los componentes de las mezclas de iniciadores, preferiblemente entre 100
nM y 1 uM y mas preferiblemente 200 nM. El volumen de reacciéon puede elegirse entre 5 ul y 500 ul,
preferiblemente entre 10 pl y 100 pl y més preferiblemente es de 50 pl.

Utilizando los iniciadores diseniados en el Ejemplo 1, se ensayan muestras conteniendo cada uno de los
herpesvirus humanos (HSV1, HSV2, VZV, CMV, HHV6 y EBV). El andlisis de los fragmentos generados
se muestra en la Figura 10. Todos los herpesvirus humanos generaron fragmentos de 194 bp.
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Ejemplo 4
Diseno de sondas para la identificacion de herpesviridae humanos

Para la identificacion de los fragmentos generados en el Ejemplo 3, se diseian las sondas correspon-
dientes a cada uno de los herpesvirus humanos a partir de las secuencias reflejadas en la Figura 3. Se
eligen sondas solapantes, es decir, dirigidas a una zona no conservada entre los diferentes herpesvirus.
Como zona se elige la que codifica para los aminodcidos AAGLTAV en HSVJ, GEALVAM en HSV?2,

VEGIAKI en VZV, PQALVAR en CMV, NQSLRRI en HHV6 y ESETLRG en EBV. Las secuencias de
nucleétidos son las siguientes, con doble subrayado en la Figura 4:

sonda HSV1 5-CC GCC GGG CTG ACG GCC GTG
sonda HSV2 5-GC GAA GCG CTG GTG GCC ATG
sonda VZV  5-TT GAG GGG ATA GCT AAA ATC
sonda CMV  5-CG CAG GCT CTG GTG GCG CGT
sonda HHV6 5’-AT CAG TCT CTG CGA AGG ATT
sonda EBV ~ 5-AG AGC GAG ACC CTG CGC TTT

Ejemplo 5
Diseno de sondas para la identificacion de retroviridae humanos

Para la identificacién de los fragmentos generados a partir de los iniciadores disenados en el Ejemplo
2, se disenian las sondas correspondientes a cada uno de los retrovirus humanos a partir de las secuencias
reflejadas en la Figura 7. Se eligen, como en el Ejemplo anterior, sondas solapantes. Como zona no
conservada se elige la que codifica para los aminodcidos QNPDIVIY de HIV1, ANPDVILI de HIV2,
MFPTSTIV de HTLVI y AFPQCTIL de HTLV 22. Las secuencias de nucle6tidos son las siguientes, con
doble subrayado en la Figura 8:

sonda HIV1 5-CAA AAT CCA GAC ATA GTG ATC TAT
sonda HIV2 5-GCA AAC CCA GAT GTC ATT CTC ATC
sonda HTLVI =~ 5-ATG TTT CCC ACA TCG ACC ATT GTC
sonda HTLVII 5-GCC TTC CCC CAA TGC ACT ATT CTT

Ejemplo 6

Diseno de iniciadores para la deteccion e identificacion de herpesviridae humanos en los que el marcaje
es el peso molecular del fragmento amplificado

Para la identificacién de los fragmentos generados en el Ejemplo 3, se disenan los iniciadores para
una segunda reaccién de amplificacién de modo que cada uno de los herpesvirus humanos amplificados
genere un fragmento de diferente peso molecular. A partir de las secuencias reflejadas en la Figura 3, se
seleccionan inicialmente los siguientes iniciadores de reaccién de polaridad positiva:

iniciador HSV ~ 5°-TG TGC CGC GGC CTC ACG G

iniciador VZV  5’-ATA GCT AAA ATC GGC GAG AAA ATG GCA CA
iniciador CMV 5-GGG CCC AGC CTG GCG CAC TA

iniciador HHV6 5°-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG

iniciador EBV  5-ACC CGG AGC CTG TTT GTG GC

Analizando las posibles interacciones entre los diferentes oligonucleétidos de las mezclas de iniciadores,
se observa la siguiente:

iniciador HSV 5’ -TGTGCCGCGGCCTCACGG

1]
GGCACTCCGGCGCCGTGT-5 iniciador HSV

y se decide la introduccién de alteraciones en el extremo 5 de la secuencia del iniciador, modificindose
asi la mezcla de oligonucledtidos disenada, entre paréntesis en la Figura 5:
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Deteccidn e identificacién de herpesvirus humanos/polaridad positiva:

iniciador HSV  5’-TG TGA AGC GGC CTC ACG G

iniciador VZV  5-ATA GCT AAA ATC GGC GAG AAA ATG GCA CA
iniciador CMV 5-GGG CCC AGC CTG GCG CAC TA

iniciador HHV6 5’-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG

iniciador EBV  5-ACC CGG AGC CTG TTT GTG GC

Aunque en el Ejemplo no se describen iniciadores especificos de HSV1 y HSV2, la invencién admite
el disenio de dichos iniciadores especificos, que deberian terminar en alguna o algunas de las escasas dife-
rencias que presentan las secuencias de estos virus.

Como mezcla de polaridad negativa se decide utilizar la mezcla de deteccién de polaridad negativa
disenada en el Ejemplo 1:

Deteccidn e identificacion de herpesvirus humanos/polaridad negativa:
Mezcla de los siguientes oligonucledtidos, seleccionados en la zona conservada “KK.Y.G”:

iniciador HSV  5’-AT GAC GCC GAT GTA CTT TTT CTT
iniciador VZV  5-AT TAC CCC AAT GTA CTT TTT CTT
iniciador CMV 5-AC TTT ACC AAT GTA TCT TTT CTT
iniciador HHV6 5-TG TCT ACC AAT GTA TCT TTT TTT
iniciador EBV  5’-AG CAC CCC CAC ATA TCT CTT CTT

La amplificacién utilizando las mezclas disenadas deberia generar fragmentos de 156 bp para HSV1 o
HSV2, 144 bp para VZV, 131 bp para CMV, 119 bp para HHV6 y 95 bp para EBV.

Ejemplo 7

Diseno de iniciadores para la deteccion e identificacion de retroviridae humanos en los que el marcaje es
el peso molecular del fragmento amplificado

Para la identificacion de los fragmentos generados a partir de los iniciadores disenados en el Ejemplo 2,
se disenian los iniciadores para una segunda reaccién de amplificaciéon de modo que cada uno de los retro-
virus humanos amplificados genere un fragmento de diferente peso molecular. A partir de las secuencias
reflejadas en la Figura 7, se seleccionan inicialmente los siguientes iniciadores de reaccién, de polaridad
positiva, todos ellos solapantes con la zona conservada “VLPQG” y entre paréntesis en la Figura 9:

Deteccidn e identificacion de retrovirus humanos/polaridad positiva:

iniciador HIV1  5-AAT GTG CTT CCA CAG GGA TGG AA
iniciador HIV2 5-AAG GTC TTA CCA CAG GGA TGG AA
iniciador HTLVI 5-ACT GTC CTT CCA CAG GGG TTT AA
iniciador HTLVII 5-AGA GTA CTA CCC CAA GGG TTT AA

Como mezcla de polaridad negativa se disena la siguiente mezcla de oligonucledtidos, entre paréntesis
en la Figura 9:

Deteccidn e identificacién de retrovirus humanos/polaridad negativa:

iniciador HIV1 5-ATA GTT ATG TAC CTA CTA AAC ATA
iniciador HIV2  5-CGT TTG GGT CTA CAG TAA GAG
iniciador HTLVI 5-CGG CAG GAG TTG GGG TAC TCC
iniciador HTLVII 5-TAC GTC GAC CGG GTA TAG GA

La amplificacién utilizando las mezclas disenadas deberia generar fragmentos de 129 bp para HIV1,
95 bp para HIV2, 77 bp para HTLVI y 65 bp para HTLVII.
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Ejemplo 8

Deteccion de herpesviridae humanos e identificacion por el peso molecular del fragmento amplificado

Utilizando las mezclas de iniciadores de tipificacion disenadas en el Ejemplo anterior, se reamplificaron,
en las condiciones definidas en el Ejemplo 3, diluciones 1:1000 de los fragmentos de 194 bp generados en
la reaccion de deteccion del Ejemplo 3. Como se refleja en la Figura 10 todos los herpesvirus generaron
el fragmento del peso molecular esperado. CMV generé ademés una segunda banda de peso molecular
superior (199bp) debida probablemente a hibridacién inespecifica del iniciador de tipificacién de EBV en

el tercio 5’ del fragmento de 194bp de CMV:

CMV 5'-CGGGTCATCTACGGGGACACGGACAGCGTGTTTGTCCGCTTTCGTGGCCTGA

iniciador EBV 5'-ACCCGGAGCCTGTTTGTGGC

CMVv CGCCGCAGGCTCTGGTGGCGCGTGGGCCCAGCCTGGCGCACTACGTGACGGC
CMV CTGTCTTTTTGTGGAGCCCGTCAAGCTGGAGTTTGAAAAGGTCTTCGTCTCT
CMV CTTATGATGATCTGCAAGAAACGTTACATCGGCAAAGT

De este modo, el uso de dos reacciones de amplificacién consecutivas utilizando mezclas de iniciadores

segun la invencién, permite la deteccién e identificacién de cualquiera de los herpesvirus humanos.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de amplificaciéon de genoma para la detecciéon de secuencias gendmicas relaciona-
das en una uinica mezcla de reaccién, caracterizado por que se realizan sucesivos ciclos de reaccién en los
que se desnaturaliza el genoma presente en la reaccion, se hibridan a las hebras de genoma desnaturalizado
los iniciadores de la reaccién de polimerizacion de genoma y se realiza una reacciéon de polimerizacién de
genoma, en que al menos uno de los iniciadores que intervienen en la reaccién se obtiene de manera que

i) es una mezcla simple de oligonucledtidos, basdndose esencialmente cada uno de dichos oligonu-
cleétidos en secuencias seleccionadas de entre cada una de las secuencias relacionadas que se quieren
amplificar,

ii) cada uno de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla incluye, preferentemente en su ex-
tremo 3’, secuencias homélogas seleccionadas de entre las secuencias relacionadas que se quieren
amplificar,

iii) cada uno de los oligonucleétidos componentes de dicha mezcla puede incluir, preferentemente en
su extremo 5’, secuencias no homologas seleccionadas de entre las secuencias relacionadas que se
quieren amplificar, y

iv) uno o mds de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla pueden diferenciarse de las secuen-
cias conocidas que se quieren amplificar en la menos un nucleétido.

2. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado ademds por que posteriormente se
identifican las secuencias amplificadas por hibridacién o por una reaccién de amplificacién consecutiva.

3. Un procedimiento segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado ademads porque se utilizan para
la deteccién y la identificacion de agentes infecciosos relacionados, més especialmente para la deteccion
de virus relacionados y ain més especialmente para la detecciéon de virus capaces de infectar a mamiferos,
especialmente a humanos.

4. Un procedimiento de amplificacién de genoma para la deteccién y la identificacién de secuen-
cias gen6émicas en una unica mezcla de reaccién, caracterizado porque se realizan sucesivos ciclos de
reaccion en los que se desnaturaliza el genoma presente en la reaccién, se hibridan a las hebras de genoma
desnaturalizado los iniciadores de la reaccién de polimerizacién de genoma y se realiza una reaccién de
polimerizacién de genoma, en que al menos uno de los iniciadores que intervienen en la reaccién se obtiene
de manera que

i) es una mezcla simple de oligonucledtidos, basdndose esencialmente cada uno de dichos oligonu-
cleétidos en secuencias seleccionadas de entre cada una de las secuencias que se quieren amplificar,

ii) cada uno de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla incluye, preferentemente en su ex-
tremo 3’, secuencias especificas de cada una de las secuencias que se quieren tipificar en la reaccién
de amplificacién,

iii) los fragmentos especificos amplificados son diferentes entre si por tamafo o por diferente marcaje
fisico o quimico de cada uno de sus oligonucleétidos componentes, y

iv) uno o mds de los oligonucle6tidos componentes de dicha mezcla pueden diferenciarse de las secuen-
cias conocidas que se quieren amplificar en la menos un nucledtido.

5. Un procedimiento segin la reivindicacién 4, caracterizado ademads porque se utiliza para la de-
teccién y la identificacién de agentes infecciosos relacionados, més especialmente para la deteccion de
virus relacionados y ain més especialmente para la deteccién de virus capaces de infectar a mamiferos,
especialmente a humanos.

6. Un procedimiento de deteccién e identificacién desecuencias genémicas relacionadas en dos reac-
ciones de amplificacién consecutivas, caracterizado por

i) hacerse una primera reaccién de amplificacién de, genoma segin la reivindicacién 1 y

ii) tomando como substrato el producto de la primera reaccién de amplificacién, realizar una segunda
reacciéon de amplificaciéon de genoma segin la reivindicacion 4.

11
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7. Un procedimiento segin la reivindicacién 6 caracterizado ademds porque se utiliza para la de-
teccién y la identificacion de agentes infecciosos relacionados, més especialmente para la deteccién de
virus relacionados y ain més especialmente para la deteccién de virus capaces de infectar a mamiferos,
especialmente a humanos.

8. Procedimientos segin las reivindicaciones 1 a 7 caracterizados ademés

i)
ii)

ii)

porque las secuencias de los oligonucle6tidos componentes de las mezclas se seleccionan de entre las
secuencias de los miembros de la familia Retroviridae, especialmente de los genes gag y pol, y

porque se utilizan para la deteccion y la identificacién de Retroviridae, especialmente de Retroviridae
capaces de infectar a humanos.

. Procedimientos segun las reivindicaciones 1 a 7 caracterizados ademas

porque las secuencias de los oligonucle6tidos componentes de las mezclas se seleccionan de entre las
secuencias de los miembros de la familia Herpesviridae, especialmente del bloque conservado que
comprende los genes homoélogos a los genes UL27, UL28, UL29 y UL30 del virus herpes simplex
tipo 1, y

porque se utilizan para la deteccidn y la identificacién de Herpesviridae, especialmente de herpes-
viridae capaces de infectar a humanos.

12
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FIGURA 1 —1
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FIGURA 1—2
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FIGURA 1—3
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FIGURA 1—4
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FIGURA 10

M HSV1 HSV2 Vvzv CMV HHV6 EBV HZO
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FIGURA 11

i

1 M HSVY HSV2 VvZV CMV HHV6 EBV HO

2 M HSV1 HSV2 VvzZv CMV HHV6 EBV HZO
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