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RESUMEN	  
	  

Este	  trabajo	  presenta	  el	  desarrollo	  de	  un	  sistema	  de	  RT-‐PCR	  múltiple	  para	  la	  detección	  en	  

muestras	   clínicas	   de	   14	   virus	   respiratorios	   de	   alta	   prevalencia,	   los	   cuales	   son:	   virus	   respiratorio	  

sincitial	  A	  y	  B;	  metapneumovirus	  humano;	  virus	  de	  parainfluenza	  1,	  2,	  3	  y	  4;	  rinovirus;	  coronavirus	  

OC43,	  229E,	  NL63	  y	  HKU1;	  adenovirus;	  y	  bocavirus	  .	  

La	   primera	   etapa	   consistió	   en	   diseñar	   iniciadores	   y	   sondas	   de	   hidrólisis	   (TaqMan®)	   que	  

permitieran	   llevar	   a	   cabo	   reacciones	   de	   PCR	   múltiples	   en	   tiempo	   real,	   empleando	   para	   ello	  

diversas	  herramientas	  para	  analizar	  secuencias	  y	  oligonucleótidos.	  De	  este	  modo	  se	  obtuvieron:	  12	  

pares	  de	  iniciadores,	  con	  sus	  respectivas	  sondas	  para	  los	  virus	  respiratorios	  con	  genoma	  de	  RNA;	  y	  

2	  pares	  de	  iniciadores	  para	  los	  virus	  respiratorios	  con	  genoma	  de	  DNA.	  

Los	   14	   pares	   de	   iniciadores	   se	   agruparon	   en	   cuatro	   sets:	   4plex-‐A,	   4plex-‐B,	   4plex-‐C	   y	  	  	  	  

2plex-‐D;	  los	  primeros	  tres	  sets	  compuestos	  por	  4	  pares	  de	  iniciadores	  para	  los	  virus	  de	  RNA	  cada	  

uno;	   y	   el	   cuarto	   set	   compuesto	   de	   2	   pares	   de	   iniciadores	   para	   virus	   de	   DNA.	   Estos	   cuatro	   sets	  

fueron	  empleados	  en	  reacciones	  de	  PCR	  múltiple	  en	  punto	  final	  para	  amplificar	  moldes	  sintéticos	  

de	   los	   virus	   que	   los	   componen,	   logrando	   amplificar	   por	   separado	   cada	   uno	   de	   los	   14	   moldes	  

sintéticos,	  además	  de	  amplificar	  simultáneamente	  2	  moldes	  sintéticos	  con	  el	  set	  2plex-‐D.	  	  

Las	  concentraciones	  de	   los	   iniciadores	  y	   las	  sondas	  de	   los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C	  

fueron	  optimizadas	  para	  obtener	  la	  máxima	  señal	  de	  fluorescencia	  en	  reacciones	  de	  PCR	  múltiple	  

en	   tiempo	   real,	   con	   las	   cuales	   se	   amplificaron	   los	   cuatro	   moldes	   sintéticos	   de	   los	   virus	   que	  

componen	  cada	  set,	  por	  separado	  y	  de	  manera	  simultánea.	  Se	  realizaron	  curvas	  de	  cuantificación	  

con	  moldes	  sintéticos	  de	  cada	  uno	  de	  los	  12	  virus	  de	  RNA,	  estas	  curvas	  tuvieron	  un	  rango	  dinámico	  

lineal	  para	  cuantificar	  desde	  102	  hasta	  107	  moléculas/reacción,	  con	  eficiencias	  de	  PCR	  entre	  90	  y	  

110	  %;	  valores	  que	  se	  consideran	  aceptables	  para	  ensayos	  de	  cuantificación.	  Los	  moldes	  sintéticos	  

del	  set	  2plex-‐D	  se	  amplificaron	  y	  se	  analizaron	  las	  curvas	  de	  disociación,	  en	  donde	  se	  detectaron	  

los	  amplicones	  de	  AdV	  y	  BoV	  de	  manera	  simultánea;	  estos	  amplicones	  se	  diferenciaron	  con	  base	  

en	  su	  temperatura	  de	  disociación	  (~85	  y	  ~80	  ºC	  respectivamente).	  

Los	  sets	  de	  este	  sistema	  de	  detección	  se	  ensayaron	  con	  muestras	  clínicas,	  y	  se	  obtuvieron	  

resultados	   positivos	   para	   algunos	   virus	   respiratorios,	   lo	   que	   demuestra	   la	   capacidad	   de	   este	  

sistema	  para	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios	  en	  muestras	  clínicas.	  



	  

	   	  



ABSTRACT	  
	  

This	   work	   presents	   the	   development	   of	   a	   multiplex	   RT-‐PCR	   system	   for	   detection	   of	   14	  

high-‐prevalence	  respiratory	  viruses	  in	  clinical	  samples,	  these	  viruses	  are:	  respiratory	  syncytial	  virus	  

A	  and	  B;	  metapneumovirus;	  parainfluenzavirus	  1,	  2,	  3	  and	  4;	  rhinovirus;	  coronavirus	  OC43,	  229E,	  

NL63	  and	  HKU1;	  adenovirus;	  and	  bocavirus.	  

The	   first	   stage	  was	   the	  design	  of	  primers	  and	  hydrolysis	  probes	   (TaqMan®),	  which	  allow	  

performing	  of	  multiplex	  real	  time	  RT-‐PCR	  assays,	  by	  using	  various	  tools	  for	  analysis	  of	  sequences	  

and	  oligonucleotides.	  In	  this	  way	  were	  obtained:	  12	  pairs	  of	  primers,	  and	  their	  respective	  probes	  

for	  respiratory	  viruses	  with	  RNA	  genome;	  and	  2	  pairs	  of	  primers	  for	  respiratory	  viruses	  with	  DNA	  

genome.	  

The	   14	  pairs	   of	   primers	  were	   sorted	   in	   four	   sets:	   4plex-‐A,	   4plex-‐B,	   4plex-‐C	   and	  2plex-‐D;	  

first	  three	  sets	  were	  composed	  of	  4	  pairs	  of	  primers	  for	  RNA	  viruses	  in	  each	  set,	  and	  the	  fourth	  set	  

was	  composed	  of	  2	  pairs	  of	  primers	  for	  DNA	  viruses.	  These	  four	  sets	  were	  used	  in	  multiplex	  end-‐

point	  PCR	  assays	  in	  order	  to	  amplify	  synthetic	  templates	  of	  those	  viruses	  that	  compound	  each	  set,	  

achieving	  amplification	  of	  each	  one	  of	  the	  14	  synthetic	  templates	  separately,	  and	  in	  addition	  the	  

simultaneous	  amplification	  of	  2	  synthetic	  templates	  with	  2plex-‐D	  set.	  

Concentrations	   of	   primers	   and	   probes	   from	   sets	   4plex-‐A,	   4plex-‐B	   and	   4plex-‐C,	   were	  

optimized	   in	  order	   to	   reach	   the	  maximum	  fluorescence	  signal	   in	  multiplex	   real	   time	  PCR	  assays,	  

which	  were	  used	  to	  amplify	  the	  four	  synthetic	  templates	  of	  viruses	  from	  each	  set	  separately	  and	  

simultaneously.	  Quantification	  curves	  were	  produced	  using	   synthetic	   templates	   from	  each	  of	  12	  

RNA	   viruses,	   these	   curves	   had	   a	   linear	   dynamic	   range	   for	   quantify	   from	   102	   to	   107	  

molecules/reaction,	   with	   PCR	   efficiency	   values	   between	   90	   and	   110	   %;	   all	   these	   values	   are	  

considered	  acceptable	  for	  quantification	  assays.	  Synthetic	  templates	  corresponding	  to	  set	  2plex-‐D	  

were	   amplified	   and	  dissociation	   curves	  were	   analized,	   in	   these	   curves	  amplicons	  were	  detected	  

from	   AdV	   and	   BoV	   simultaneously,	   and	   these	   amplicons	   were	   differentiated	   based	   on	   their	  

melting	  point	  (~85	  y	  ~80	  ºC	  respectively).	  

The	  sets	  of	  this	  detection	  system	  were	  tested	  against	  clinical	  samples,	  and	  positive	  results	  

were	  obtained	  for	  some	  respiratory	  viruses,	  these	  results	  show	  the	  system	  ability	  for	  detection	  of	  

respiratory	  viruses	  in	  clinical	  samples.	  
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1.	  INTRODUCCIÓN	  

1.1	  Infecciones	  respiratorias	  agudas	  

Las	   Infecciones	  Respiratorias	  Agudas	  (IRA)	  constituyen	  un	  grupo	  complejo	  y	  heterogéneo	  

de	   enfermedades	   ocasionadas	   por	   un	   gran	   número	   de	   agentes	   causales,	   que	   afectan	   alguna	  

sección	  de	  las	  vías	  respiratorias.	  Las	  IRA	  representan	  la	  principal	  causa	  de	  morbilidad	  en	  el	  mundo	  

y	   la	   causa	   más	   frecuente	   de	   uso	   de	   los	   servicios	   de	   salud	   en	   todos	   los	   países.	   En	   México	  

constituyen	  un	  problema	  de	  salud	  prioritario	  por	  su	  continua	  presencia	  entre	   las	  diez	  principales	  

causas	  de	  enfermedades	  transmisibles	  en	  la	  población	  en	  general	  (figura	  1)	  [1,2].	  

	  

	  
Figura	  1.	  Diez	  principales	  causas	  de	  enfermedades	  transmisibles	  en	  México	  durante	  2011.	  	  

Fuente:	  Secretaría	  de	  Salud,	  Dirección	  General	  de	  Epidemiología.	  [2]	  
	  

Las	  IRA	  se	  pueden	  clasificar	  por	  la	  sección	  del	  tracto	  respiratorio	  en	  el	  que	  se	  presentan,	  ya	  

sea	  el	  superior	  o	  el	  inferior.	  Las	  infecciones	  del	  tracto	  respiratorio	  superior	  (ITRS)	  ocasionan	  rinitis,	  

faringitis	  y	  laringitis,	  este	  tipo	  de	  infecciones	  se	  encuentran	  entre	  las	  infecciones	  más	  comunes	  en	  

niños,	  que	  se	  producen	  de	  tres	  a	  ocho	  veces	  al	  año	  con	  una	  incidencia	  que	  varía	  inversamente	  con	  

la	   edad,	   siendo	   los	   niños	   pequeños	   quienes	   tienen	   la	   frecuencia	   más	   alta.	   Las	   ITRS	   pueden	  

provocar	   exacerbaciones	   agudas	   de	   asma,	   otitis	  media	   aguda	   y	   pueden	   generar	   infecciones	   del	  

tracto	  respiratorio	  inferior	  (ITRI),	  que	  dan	  lugar	  a	  bronquitis,	  bronquiolitis	  y	  neumonía	  [3,4].	  	  

Las	  ITRI	  son	  menos	  frecuentes	  que	  las	  ITRS,	  pero	  entre	  el	  1	  y	  el	  13	  %	  de	  los	  pacientes	  con	  

ITRI	  son	  hospitalizados,	  lo	  que	  conlleva	  una	  importante	  repercusión	  socio-‐económica.	  En	  2002	  las	  

ITRI	   ocasionaron	   aproximadamente	   4	   millones	   de	   muertes	   en	   todo	   el	   mundo,	   cantidad	   que	  

representa	  el	  7%	  de	  los	  decesos	  ocurridos	  en	  ese	  año	  [5,6].	  	  
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1.2	  Etiología	  de	  las	  infecciones	  respiratorias	  

Las	  IRA	  son	  causadas	  por	  una	  diversa	  variedad	  de	  virus	  y	  bacterias,	  sin	  embargo	  alrededor	  

del	   80	   %	   de	   los	   agentes	   que	   ocasionan	   estas	   infecciones	   son	   de	   origen	   viral	   [7].	   Una	   de	   las	  

principales	  dificultades	  del	  diagnóstico	  clínico	  de	  las	   IRA	  es	  que	  no	  permite	  discriminar	  el	  agente	  

causante,	  ya	  que	  estas	  infecciones	  se	  presentan	  con	  síntomas	  y	  signos	  similares,	  de	  modo	  que	  es	  

sumamente	  	  difícil	  diferenciar	  la	  severidad	  de	  las	  IRA	  sin	  un	  diagnóstico	  de	  laboratorio	  [5,8].	  

La	   severidad	   de	   las	   IRA	   de	   origen	   viral	   se	   incrementa	   en	   infantes,	   adultos	   mayores	   y	  

pacientes	   inmunocomprometidos,	   principalmente	   por	   el	   estado	   del	   sistema	   inmune.	   En	   los	  

individuos	   de	   edad	   avanzada	   las	   infecciones	   pueden	   presentarse	   con	   síntomas	   atípicos	   (por	  

ejemplo,	   confusión,	   anorexia,	  mareos	   y	   caídas),	   de	  modo	   que	   los	   pacientes	   pueden	   carecer	   de	  

fiebre	  y	  otros	  síntomas	  clásicos	  de	  la	  infección	  viral	  como	  dolor	  de	  garganta	  o	  mialgias,	  además	  de	  

que	  pueden	  sufrir	  exacerbaciones	  de	  enfermedades	  cardiopulmonares	  crónicas	  subyacentes	  [9].	  

En	  cuanto	  a	  los	  pacientes	  de	  temprana	  edad	  la	  frecuencia	  de	  IRA	  de	  origen	  viral	  es	  la	  más	  

alta,	  ya	  que	  pueden	  presentarse	  de	  6	  a	  9	   infecciones	  por	  año	   (figura	   2)	  en	  comparación	  con	   los	  

adultos	  donde	  las	  IRA	  se	  presentan	  de	  2	  a	  4	  veces	  por	  año	  [5].	  Por	  otra	  parte	  estudios	  en	  animales	  

indican	  que	   las	   infecciones	  virales	  pueden	  ser	  un	   importante	  estímulo	  ambiental	  para	   la	   lesión	  y	  

remodelación	   de	   las	   vías	   respiratorias,	   lo	   que	   resulta	   en	   el	   deterioro	   de	   la	   función	   pulmonar	   y	  

potencialmente	   en	   el	   desarrollo	   de	   asma	   [11].	   La	   situación	   en	   infantes	   se	   torna	   más	   compleja	  

debido	   a	   la	   frecuente	   tasa	   de	   coinfección	   por	   más	   de	   un	   agente	   viral,	   fenómeno	   que	   puede	  

desencadenar	   cuadros	   clínicos	   severos.	   Se	   ha	   reportado	   que	   la	   coinfección	   por	   virus	   ocurre	   en	  

hasta	  el	  43%	  de	  los	  niños	  con	  IRA,	  mientras	  que	  la	  coinfección	  por	  virus	  y	  bacterias	  se	  produce	  en	  

hasta	  el	  66%	  de	  los	  niños	  con	  neumonía	  [12-‐14].	  	  
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Figura	  2.	  Etiología	  de	  
infecciones	  virales	  

respiratorias	  en	  lactantes.	  Un	  
estudio	  dio	  seguimiento	  a	  las	  

infecciones	  virales	  que	  se	  
presentaron	  durante	  el	  primer	  
año	  de	  vida	  de	  197	  neonatos,	  

de	  los	  cuales	  122	  desarrollaron	  
algún	  padecimiento	  

respiratorio	  asociado	  a	  
infecciones	  virales	  durante	  ese	  

periodo	  en	  2	  hospitales	  
maternos	  de	  la	  región	  de	  

Berna	  en	  Suiza	  [10].	  
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La	   transmisión	   de	   virus	   respiratorios	   se	   produce	   por	   contacto	   directo	   con	   secreciones	  

contaminadas,	  las	  cuales	  al	  estar	  en	  forma	  de	  aerosol	  pueden	  entrar	  en	  contacto	  con	  los	  epitelios	  

nasales	  y	   conjuntivales.	  Este	  modo	  de	   transmisión	  es	  un	  parámetro	   importante	  en	  el	   control	  de	  

brotes	  para	  una	  gran	  variedad	  de	  escenarios,	  que	  van	  desde	  las	  estancias	  para	  los	  niños,	  casas	  de	  

retiro	  para	  los	  ancianos,	  y	  hospitales	  o	  centros	  de	  salud	  [15].	  

	  

1.3	  Virus	  respiratorios.	  

Los	  principales	  agentes	  virales	  conocidos	  que	  causan	  causas	  IRA	  en	  niños	  y	  adultos	  son	  los	  

virus	   de	   la	   influenza	   tipo	   A,	   B	   y	   C;	   virus	   de	   parainfluenza	   (PIV)	   tipos	   1,	   2	   y	   3;	   virus	   sincitial	  

respiratorio	   (RSV);	   adenovirus	   (AdV);	   y	   rinovirus	   (HRV).	   Otros	   virus	   como	   el	   coronavirus	   (CoV),	  

bocavirus	   (BoV),	   enterovirus,	   parainfluenza	   tipo	  4,	   los	  poliomavirus	  WU	   /	  KI,	   parvovirus	  4	   y	   5,	   y	  

mimivirus	  también	  infectan	  las	  vías	  respiratorias,	  aunque	  a	  una	  frecuencia	  mucho	  más	  baja.	  Desde	  

el	  año	  2000	  han	  surgido	  varios	  virus	  respiratorios,	  incluyendo	  nuevos	  virus	  de	  la	  gripe	  aviar	  (H5N1,	  

H7N7	  y	  H7N3),	  metapneumovirus	  humano	  (hMPV),	  MERS-‐CoV,	  SARS-‐CoV	  y	  CoV	  NL63	  y	  HKU1.	  La	  

importancia	   clínica	   de	   estos	   virus	   recién	   descubiertos	   se	   encuentra	   aún	   bajo	   investigación,	   así	  

mismo	  los	  resultados	  de	  las	  investigaciones	  en	  los	  virus	  ya	  conocidos	  han	  cambiado	  por	  ejemplo	  la	  

idea	   general	   de	   que	   los	   HRV	   y	   CoV,	   que	   hasta	   hace	   poco	   se	   creía	   que	   sólo	   pueden	   causar	   un	  

resfriado	  común,	  pueden	  ser	  causa	  de	  IRA	  y	  en	  algunos	  casos	  pueden	  llegar	  a	  ser	  fatales	  [15,16].	  	  

	  

Tabla	  1.	  Prevalencia	  de	  virus	  respiratorios	  en	  IRA	  de	  a	  cuerdo	  a	  distintos	  estudios	  realizados	  en	  diversos	  países	  [15].	  

Virus	   Prevalencia	  	  
(%)	  

Número	  de	  
	  estudios	  	  

Países	  	  
Incluidos	  

Influenza	   6	  –	  40	   7	   5	  
PIV	   15	  –	  30	   4	   4	  
RSV	   10	  –	  30	   4	   4	  
AdV	   2	  –	  4	   4	   4	  

hMPV	   1	  –	  30	   18	   10	  

CoV	  COC43	   5	  –	  30	   5	   4	  
CoV	  229E	   1	  –	  5	   3	   3	  
CoV	  CNL63	   1	  –	  9	   12	   9	  
CoV	  HKU1	   1	  –	  11	   9	   8	  
Bocavirus	   2.1	  –	  11.3	   14	   12	  
Rinovirus	   12	  –	  45	   6	   5	  

Polyomavirus	  WU/KI	   1	  –	  5	   3	   3	  
Parvovirus	  4/5	   Desconocido	   2	   2	  
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Nuestra	   comprensión	   de	   la	   epidemiología	   de	   las	   infecciones	   por	   virus	   respiratorios	   está	  

cambiando	   con	   el	   descubrimiento	   de	   nuevos	   virus	   y	   la	   utilización	   de	   pruebas	  moleculares	  más	  

sensibles;	   La	   Tabla	   1	   resume	   las	   prevalencias	   de	   infección	   para	   los	   virus	   respiratorios	   más	  

identificados,	  obtenidas	  a	  partir	  de	  diversos	  estudios	  realizados	  en	  todo	  el	  mundo	  [15].	  En	  seguida	  

se	  enlistan	  brevemente	  las	  características	  más	  importantes	  de	  los	  principales	  virus	  respiratorios.	  

	  

1.3.1	  Influenza	  

Los	  virus	  de	   influenza	  A,	  B	   	  y	  C	   son	  virus	  envueltos	  con	  genoma	  segmentado	  de	  RNA	  de	  

cadena	  negativa,	  y	  pertenecen	  a	  la	  familia	  Orthomyxoviridae.	  Influenza	  A	  se	  divide	  en	  subtipos	  de	  

acuerdo	   a	   los	   genes	   que	   portan	   de	   las	   glicoproteínas	   de	   la	   envoltura	   hemaglutinina	   (H)	   y	  

neuraminidasa	  (N).	  Hay	  16	  subtipos	  de	  H	  y	  9	  subtipos	  de	  N	  conocidos	  en	  aves,	  pero	  solo	  3	  H	  y	  2	  N	  

en	  humanos.	  Los	  virus	  de	  la	  gripe	  humana	  estacional	  incluyen	  tres	  subtipos:	  H1N1,	  H2N2	  y	  H3N2;	  

los	   cuales	   han	   emergido	   durante	   los	   últimos	   100	   años.	   Los	   virus	   de	   influenza	   A	   y	   B	   causan	  

epidemias	   anuales	   en	   los	   climas	   templados	   y	   el	   período	  de	   epidemia	   es	   generalmente	  de	   3	   a	   8	  

semanas.	  Una	  nueva	  variante	  H1N1	  transferida	  de	  los	  cerdos	  a	  los	  humanos	  fue	  la	  responsable	  de	  

un	  brote	  pandémico	  ocurrido	  en	  México	  durante	  el	  año	  2009	  [17,18]	  

	  

1.3.2	  Parainfluenza	  

Los	  virus	  de	  parainfluenza	  (PIV)	  pertenecen	  a	  la	  familia	  Paramyxoviridae,	  que	  comprende	  

virus	   pleomorficos	   de	   125-‐250	   nm,	   envueltos	   con	   genoma	   de	   RNA	   de	   cadena	   negativa.	   Los	   PIV	  

comprenden	   cuatro	   diferentes	   serotipos/genotipos	   que	   presentan	   diferentes	   aspectos	   clínicos	  
[19,20].	  Por	  una	  parte,	  PIV1	  y	  PIV2	  son	  las	  principales	  causas	  de	  crup	  (laringotraqueobronquitis)	  en	  

los	  niños	  pequeños,	  pero	  también	  pueden	  causar	  IRTS	  en	  diversos	  grupos	  de	  edad	  [20-‐22,].	  Por	  otro	  

lado	   PIV3	   está	   asociado	   con	   IRTI	   severas	   en	   los	   niños,	   mientras	   que	   las	   infecciones	   con	   PIV4	  

(dividido	   en	   los	   subtipos	   PIV4a	   y	   PIV4b)	   son	  menos	   comunes	   y	   con	   una	   epidemiología	   en	   gran	  

medida	   desconocida	   [19].	   En	   la	   familia	   Paramyxoviridae	   los	   PIVs	   forman	   taxonómicamente	   dos	  

géneros	   dentro	   de	   la	   subfamilia	   Paramyxovirinae,	   que	   son	   Rubulavirus	   (PIV2	   y	   PIV4a/PIV4b)	   y	  

Respirovirus	  (PIV1	  y	  PIV3)	  [20].	  
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1.3.3	  Virus	  Sincitial	  Respiratorio	  

El	   virus	   sincitial	   respiratorio	   (RSV)	   es	   un	   virus	   envuelto	   de	   RNA	   de	   cadena	   negativa	   que	  

pertenece	   a	   la	   subfamilia	   Pneumovirinae,	   dentro	   de	   la	   familia	   Paramyxoviridae.	   RSV	   es	  

considerado	  no	  sólo	  como	  la	  causa	  más	  común	  de	  la	  bronquiolitis	  en	  los	  niños,	  sino	  también	  como	  

una	  causa	   frecuente	  de	   IRTI	   [23,16].	  RSV	  existe	  como	  dos	  subgrupos	  A	  y	  B,	  anteriormente	  se	  creía	  

que	  el	  	  subgrupo	  A	  podía	  dar	  lugar	  a	  síntomas	  más	  severos;	  Sin	  embargo,	  esto	  no	  se	  ha	  confirmado	  

como	  lo	  muestran	  estudios	  más	  recientes	  [24-‐26].	  La	  prevalencia	  relativa	  de	  los	  subgrupos	  de	  RSV	  A	  

y	  B	  cambia	  de	  un	  año	  a	  otro	  y	  también	  puede	  variar	  de	  manera	  geográfica	  [25-‐27].	  

	  

1.3.4	  Metapneumovirus	  humano	  

Metapneumovirus	   humano	   (hMPV)	   fue	   descubierto	   en	   los	   Países	   Bajos	   en	   2001,	   y	  

pertenece	   a	   la	   familia	   Paramyxoviridae	   que	   como	   se	   ha	   mencionado	   anteriormente	   está	  

comprendida	   por	   virus	   envueltos	   de	   RNA	   de	   cadena	   negativa	   [28,29].	   hMPV	   ocasiona	   tanto	   ITRS	  

como	  ITRI,	  con	  signos	  y	  síntomas	  similares	  a	   los	  causados	  por	  RSV;	  que	  van	  desde	  rinorrea	  a	  tos	  

severa,	  bronquiolitis	  y	  neumonía	  [30].	  Los	  brotes	  de	  hMPV	  ocurren	  principalmente	  en	  los	  meses	  de	  

invierno	  y	  primavera,	  aunque	  en	  climas	  templados	  a	  menudo	  se	  traslapan	  o	  siguen	  al	  brote	  de	  RSV	  

en	  invierno	  [31-‐33].	  El	  período	  de	  incubación	  se	  estima	  que	  es	  de	  3-‐5	  días	  y	  el	  período	  de	  excreción	  

del	   virus	   no	   se	   ha	   determinado,	   pero	   pueden	   ser	   semanas	   después	   de	   la	   infección	   primaria	   en	  

lactantes	  [34,35].	  hMPV	  es	  a	  menudo	  el	  segundo	  o	  el	  tercer	  virus	  detectado	  más	  frecuentemente	  en	  

los	   niños	   hospitalizados	   con	   IRA	  menores	   de	   5	   años,	   la	   prevalencia	   ha	   oscilado	   entre	   3	   y	   25%	  

(Tabla	   1).	  Aunque	   las	   infecciones	  por	  hMPV	  son	   frecuentes	  en	  pacientes	  con	  exacerbaciones	  de	  

asma,	  no	  está	  claro	  qué	  papel	  juega	  hMPV	  en	  repercusiones	  a	  largo	  plazo	  [36].	  	  

	  

1.3.5	  Rinovirus	  

La	   familia	   de	   virus	   Picornaviridae	   consta	   de	   virus	   pequeños	   sin	   envoltura,	   de	   forma	  

icosaédrica	  y	  con	  genoma	  de	  una	   	  cadena	  positiva	  de	  RNA.	  De	  acuerdo	  con	   la	  taxonomía	  actual,	  

HRV	  pertenece	   al	   género	  Enterovirus	   como	   tres	   especies:	  HRV	   	   A,	   B	   y	   C,	   cada	   uno	  de	   ellos	   con	  

numerosas	   variantes	   denominado	   ‘serotipos’	   o	   'tipos'[37-‐39].	   Los	   HRV	   son	   verdaderos	   virus	  

respiratorios	   y	   muchos	   estudios	   sugieren	   que	   este	   agente	   es	   la	   causa	   más	   frecuente	   de	   los	  

resfriados	  comunes,	  pero	  se	  sabe	  que	  también	  pueden	  dar	   lugar	  a	   ITRI	  así	  como	  exacerbaciones	  

del	   asma	   y	   enfermedad	   pulmonar	   obstructiva	   crónica	   [40,41].	   HRV	   es	   el	   virus	   respiratorio	   más	  
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frecuente	   en	   los	   niños	   menores	   de	   5	   años	   y	   la	   principal	   causa	   de	   hospitalización	   de	   los	   niños	  

menores	   de	   2	   años	   con	   sibilancias	   [42,43].	   Estudios	   clínicos	   recientes	   sugieren	   que	   HRV-‐C	   se	  

encuentra	  considerablemente	  con	  más	  frecuencia	  de	  lo	  previsto	  en	  los	  niños	  hospitalizados	  [44,45].	  

En	  contraste	  con	  otros	  virus	  respiratorios,	  HRV	  se	  encuentra	  frecuentemente	  en	  muestras	  clínicas	  

durante	  todo	  el	  año	  en	  las	  regiones	  templadas,	  aunque	  con	  picos	  ocasionales	  [46].	  	  

La	  mayoría	  de	  los	  métodos	  moleculares	  aplicados	  a	  la	  identificación	  de	  HRV	  no	  permiten	  la	  

tipificación	  del	  virus,	  esto	  se	  debe	  a	  que	  el	  diseño	  de	  un	  panel	  para	  la	  detección	  de	  HRV	  A,	  B	  y	  C	  

necesitaría	  tomar	  en	  cuenta	   la	  enorme	  cantidad	  de	  variaciones	  en	   las	  secuencias	  de	   los	  diversos	  

tipos	  de	  HRV	  [46,7].	  

	  

1.3.6	  Coronavirus	  

Los	   coronavirus	   (CoV)	   son	   virus	   envueltos	   de	   RNA	   de	   cadena	   negativa	   con	   un	   genoma	  

relativamente	   grande	   (~30,000	   bases)	   en	   comparación	   con	   otros	   virus.	   Existen	   cuatro	   CoV	  

humanos	  que	  contribuyen	  a	  los	  brotes	  estacionales	  (además	  de	  los	  coronavirus	  del	  SARS	  y	  MERS	  

que	  son	  considerados	  pandémicos),	  originalmente	  divididos	  en	  dos	  grupos	  de	  serotipos	  y	  un	  tercer	  

serogrupo	  que	  no	  contiene	  virus	  humanos.	  Los	  dos	  primeros	  serogrupos	  están	  conformados	  por	  

CoV-‐229E	  y	  CoV-‐NL63	  como	  parte	  del	  grupo	  I	  y	  CoV-‐OC43	  y	  CoV-‐HKU-‐1	  como	  parte	  del	  grupo	  II	  [7].	  

Estos	  serogrupos	  se	  han	  confirmado	  filogenéticamente,	  y	  recientemente	  el	  Grupo	  de	  Estudio	  del	  

Coronavirus	  del	  Comité	  Internacional	  de	  Taxonomía	  de	  Virus	  propuso	  reclasificar	  los	  grupos	  I,	  II	  y	  

III	   de	   coronavirus	   como	   tres	   géneros:	   Alphacoronavirus,	   Betacoronavirus	   y	  Gammacoronavirus,	  

respectivamente	   [47].	   Todos	   los	   CoV	   causan	   principalmente	   síntomas	   de	   ITRS,	   pero	   tienen	   la	  

capacidad	  de	  causar	  ITRI	  tanto	  en	  niños	  como	  en	  adultos	  [48,49].	  CoV-‐NL63	  a	  diferencia	  de	  los	  otros	  

tipos	  de	  CoV	  parece	  tener	  una	  capacidad	  para	  inducir	  el	  crup	  en	  los	  niños	  [50],	  así	  mismo	  un	  par	  de	  

publicaciones	  muestran	  que	  la	  mayoría	  de	  las	  muestras	  positivas	  para	  HCoV-‐229E	  se	  han	  obtenido	  

de	  pacientes	  inmunocomprometidos	  [51,52].	  

	  

1.3.7	  Adenovirus	  

Los	  adenovirus	  (AdV)	  son	  virus	  de	  DNA	  de	  doble	  cadena	  sin	  envoltura	  de	  gran	  tamaño	  que	  

pertenecen	   a	   la	   familia	   Adenoviridae,	   donde	   todos	   los	   AdV	   humanos	   pertenecen	   al	   género	  

Mastadenovirus.	  Existen	  más	  de	  50	  serotipos	  de	  AdV,	  que	  pertenecen	  a	  alguna	  de	  las	  especies	  de	  

la	   A	   a	   la	   F	   del	   género	  Mastadenovirus,	   de	   los	   cuales	   al	   menos	   nueve	   tipos	   diferentes	   pueden	  
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infectar	  el	  tracto	  respiratorio,	  principalmente	  en	  los	  niños	  [7].	  Los	  síntomas	  de	  la	  infección	  con	  AdV	  

suelen	  ser	   leves,	  aunque	   también	  pueden	  causar	  manifestaciones	  más	  graves	  como	  son	  el	   crup,	  

bronquiolitis	   y	   neumonía	   [37].	   En	   las	   regiones	   templadas	   la	   incidencia	  de	   infecciones	  AdV	  es	   alta	  

durante	  todo	  el	  año,	  con	  un	  ligero	  descenso	  durante	  los	  meses	  de	  verano	  [53].	  	  

La	  mayoría	  de	  los	  sistemas	  de	  diagnóstico	  molecular	  para	  AdV	  identifican	  un	  tipo	  común	  y	  

no	  distinguen	  entre	  los	  diferentes	  serotipos	  [53,54,55].	  

	  

1.3.8	  Bocavirus	  

Bocavirus	   humano	   (BoV)	   pertenece	   a	   la	   familia	   Parvoviridae	   y	   es	   un	   virus	   pequeño	   no	  

envuelto	  de	  forma	  icosaédrica	  con	  un	  genoma	  de	  DNA	  de	  cadena	  sencilla	  [56].	  BoV	  fue	  descubierto	  

por	  Allander	  et	  al.[57]	  utilizando	  una	  estrategia	  para	  aislamiento	  de	  virus,	  con	  base	  en	  la	  reducción	  

de	   DNA,	   amplificación	   de	   ácidos	   nucléicos	   aleatoria,	   secuenciación	   a	   gran	   escala	   y	   análisis	  

bioinformáticos;	  esta	  estrategia	  se	  aplicó	  sobre	  extractos	  del	  tracto	  respiratorio	  [57].	  La	  mayoría	  de	  

la	  evidencia	  acumulada	  sugiere	  que	  la	  infección	  por	  BoV	  puede	  ocurrir	  sin	  ocasionar	  síntomas	  en	  

muchos	  casos	   [56].	  Sin	  embargo,	  varios	  estudios	  clínicos	  han	  reportado	  una	  asociación	  estadística	  

entre	   la	   infección	   	   por	   BoV	   y	   síntomas	   respiratorios	   agudos	   (tos,	   sibilancias	   agudas,	   neumonía,	  

etc.)	  de	  una	  manera	  que	  puede	  sugerir	  un	  papel	  causal	  del	  virus	  [58-‐60].	  

	  

1.3.9	  Otros	  Virus	  

Poliomavirus	  WU	   y	   KI	   se	   han	   descubierto	   recientemente	   en	   muestras	   provenientes	   del	  

tracto	   respiratorio,	   suero	   y	   heces	   de	   niños	   y	   pacientes	   inmunocomprometidos.	   Estos	   virus	   han	  

sido	  identificados	  por	  la	  amplificación	  de	  la	  región	  5’-‐UTR	  o	  el	  gen	  VP1	  por	  el	  grupo	  de	  Payungporn	  

et	  al.,	  donde	  emplearon	  primers	  específicos	  dirigidos	  contra	  la	  región	  VP1	  de	  WU	  y	  KI,	  obteniendo	  

amplificados	  de	  198	  y	  231	  pb	  respectivamente,	  los	  cuáles	  pueden	  ser	  distinguidos	  por	  análisis	  de	  

curvas	  de	  disociación	  [61].	  Mueller	  et	  al.	  examinaron	  229	  muestras	  de	  niños	  con	  infecciones	  de	  las	  

vías	  respiratorias	  y	  se	  detectó	  KI	  y	  WU	  en	  una	  proporción	  de	  0.9	  y	  0.4%,	  respectivamente	  [62].	  Por	  

su	  parte	  Babakir-‐Mina	  et	  al.	  detectaron	  el	  virus	  de	  WU	  y	  KI	  en	  las	  muestras	  de	  heces	  de	  13	  de	  un	  

total	  de	  31	  pacientes	  hematológicos,	  de	  los	  cuales	  25	  habían	  recibido	  trasplantes	  [63].	  Debido	  a	  las	  

frecuentes	   coinfecciones	   de	   poliomavirus	   con	   citomegalovirus	   y	   adenovirus,	   no	   se	   ha	   podido	  

establecer	  una	  clara	  correlación	  entre	  poliomavirus	  y	  síntomas	  clínicos	  [64].	  
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Parvovirus	   humano	   4	   fue	   identificado	   por	   primera	   vez	   en	   2005	   en	   el	   plasma	   de	   un	  

paciente	  con	   síndrome	  viral	   agudo.	  Parvovirus	  4	   junto	  con	  un	  virus	   similar,	  parvovirus	  5,	   se	  han	  

detectado	  en	  suero	  o	  plasma	  del	  70%	  de	  los	  pacientes	  infectados	  por	  el	  VIH,	  en	  aproximadamente	  

4%	  de	   las	   reservas	  de	  plasma	  de	   fabricación	   y	   en	  el	   plasma	  de	  donantes	  de	   sangre	   sanos	   [65-‐67].	  

Dado	  que	  la	  principal	  vía	  de	  transmisión	  de	  otros	  dos	  parvovirus,	  parvovirus	  B19	  y	  BoV,	  es	  el	  tracto	  

respiratorio,	  cabe	  la	  posibilidad	  de	  que	  los	  parvovirus	  4	  y	  5	  sean	  también	  patógenos	  respiratorios,	  

sin	   embargo	   esto	   no	   ha	   sido	   demostrado.	   Un	   mayor	   número	   de	   estudios	   son	   necesarios	   para	  

determinar	   si	   el	   parvovirus	   4	   y	   5	   son	   patógenos	   respiratorios	   clínicamente	   importantes	   para	   el	  

hombre.	  Hasta	   ahora	  el	  DNA	  de	  Parvovirus	  4	   y	   5	  ha	   sido	  detectado	  por	   amplificación	  de	  ácidos	  

nucleicos	  convencional	  o	  anidada	  dirigida	  contra	  el	  gen	  NS-‐1	  [66,67].	  	  	  

	  
Tabla	  2.	  Principales	  virus	  respiratorios	  y	  algunas	  de	  sus	  características.	  

Virus	   Tipo	  de	  
genoma	  

Tamaño	  
[bases]	  

Familia	   Subtipos	   Periodo	  de	  Infección	  

Influenza	   ssRNA	  (-‐)	   ~14,000	   Orthomixoviridae	   A,	  B	   7	  días	  

RSV	   ssRNA	  (-‐)	   ~15,000	   Paramyxoviridae	   A,	  B	   3	  a	  8	  días,	  3	  a	  4	  
semanas	  en	  infantes	  

hMPV	   ssRNA	  (-‐)	   ~13,300	   Paramyxoviridae	   A,	  B	   5	  días	  

PIV	   ssRNA	  (-‐)	   ~15,600	   Paramyxoviridae	   1	  al	  4	   1	  a	  3	  semanas	  

CoV	   ssRNA	  (+)	   ~30,000	   Coronaviridae	   229E,	  NL63,	  
OC43,	  HKU-‐1	  

10	  días	  

AdV	   DNA	   ~30,000	   Adenoviridae	   A	  al	  F	   -‐	  

HRV	   ssRNA	  (+)	   ~7,200	   Picornaviridae	   A,B,C	   7	  a	  10	  días	  

BoV	   ssDNA	   ~5,200	   Parvoviridae	   -‐	   -‐	  

	  

1.4	  Métodos	  convencionales	  para	  detección	  de	  virus	  respiratorios	  

Los	  métodos	  de	  diagnóstico	  convencionales	  para	  las	  infecciones	  por	  virus	  respiratorios	  van	  

desde	  las	  pruebas	  rápidas	  de	  antígenos,	  prueba	  con	  anticuerpos	  inmunofluorescentes	  (IF),	  cultivo	  

celular	   convencional,	   y	   cultivo	   celular	   rápido.	   Las	   muestras	   analizadas	   incluyen	   aspirados	  

nasofaríngeos	   (Nf),	   lavados	  Nf,	   lavados	   orofaríngeos	   (Of)	   en	  medio	   de	   transporte	   viral	   (MTV);	   o	  

pueden	  ser	  muestras	  líquidas	  como	  el	  esputo,	  el	  aspirado	  de	  traquea	  y	  lavados	  broncoalveolares.	  

La	  sensibilidad	  de	  detección	  de	  virus	  para	  cada	  método	  puede	  variar	  significativamente	  y	  depende	  

del	  tipo	  de	  muestra,	  el	  tiempo	  de	  tomado	  de	  la	  muestra	  posterior	  de	  la	  aparición	  de	  los	  síntomas,	  

la	  edad	  del	  paciente,	  el	  antígeno	  blanco	  así	  como	  las	  propiedades	  del	  virus	  [68].	  
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1.4.1	  Pruebas	  rápidas	  de	  antígenos	  (no-‐fluorescentes)	  

Los	  métodos	  sin	  cultivo	  más	  comúnmente	  utilizados	  son	  los	  ensayos	  de	  inmunoadsorción	  

acoplados	   a	   enzimas	   (ELISA)	   e	   inmunoensayos	   ópticos	   (OEI),	   así	   como	   los	   sistemas	  

inmunocromatográficos	   de	   flujo	   lateral	   (ICLF).	   Estas	   técnicas	   proporcionan	   los	   resultados	   más	  

rápidos,	  generalmente	  dentro	  de	  15	  a	  30	  min.	  Son	  fáciles	  de	  usar	  y	  se	  pueden	  realizar	   fuera	  del	  

entorno	   de	   laboratorio,	   en	   los	   departamentos	   de	   emergencia,	   clínicas	   y	   consultorios	   médicos.	  

Muchos	   de	   estos	   ensayos	   contienen	   un	   control	   interno	   para	   monitorear	   los	   reactivos	   y	   el	  

rendimiento	  técnico	  [68].	  

Generalmente,	  ELISA,	  OIA	  e	  ICLF	  requieren	  entre	  105	  y	  106	  partículas	  virales	  para	  obtener	  

un	  resultado	  positivo.	  Esto	  contrasta	  con	  el	  cultivo	  celular	  y	  los	  ensayos	  de	  amplificación	  de	  ácidos	  

nucléicos,	   los	   cuáles	   sólo	   requieren	   10	   partículas	   de	   virus,	   o	   de	   2	   a	   5	   blancos	   de	   RNA	   o	   DNA	  

respectivamente	   para	   la	   detección	   de	   virus	   [69].	   Numerosos	   estudios	   han	   demostrado	   que	   la	  

sensibilidad	  de	   los	  ensayos	  varían	   significativamente	  y	   van	  desde	  44%	  a	  95%	  para	   la	   influenza	  y	  

59%	  a	  89%	  para	  RSV	  tomando	  como	  referencia	  los	  resultados	  positivos	  obtenidos	  mediante	  cultivo	  

celular	  [70].	  

	  

1.4.2	  Pruebas	  rápidas	  de	  antígenos	  basadas	  en	  inmunofluorescencia	  

La	   detección	   de	   virus	   respiratorios	   por	   inmunofluorescencia	   incluye	   la	   prueba	   de	  

anticuerpo	   fluorescente	  directa	   (DFA)	  y	   la	  prueba	  de	  anticuerpo	   inmunofluorescente	   (IFA).	  Estas	  

fueron	   desarrolladas	   en	   la	   década	   de	   1960	   y	   siguen	   siendo	   un	  método	   valioso,	   a	   pesar	   de	   sus	  

relativamente	   extensos	   requerimientos	   de	   infraestructura	   [71].	   La	   tecnología	   de	   DFA	   implica	   la	  

dispensión	   de	   células	   epiteliales	   del	   tracto	   respiratorio	   en	   una	   placa	   con	   pozos,	   seguida	   por	   la	  

incubación	   con	   anticuerpos	   específicos	   conjugados	   con	   una	  molécula	   fluorescente.	   Después	   del	  

secado	  y	   la	   fijación,	  un	  anticuerpo	  monoclonal	  conjugado	  se	  vierte	  en	   los	  pozos	  de	   la	  placa	  y	  se	  

incuba,	   finalmente	   se	   lava	   antes	   del	   examen	   por	   microscopía	   de	   fluorescencia	   (figura	   3).	   La	  

sensibilidad	  y	  especificidad	  de	  este	  método	  se	  basan	  en	  la	  presencia	  de	  un	  número	  adecuado	  de	  

células	  infectadas,	  y	  pueden	  variar	  según	  el	  tipo	  de	  espécimen	  [72].	  

La	   metodología	   IFA	   implica	   un	   anticuerpo	   monoclonal	   para	   los	   respectivos	   virus	   y	   un	  

anticuerpo	  conjugado	  que	  detecta	  una	  clase	  de	  inmunoglobulina	  como	  anticuerpo	  secundario.	  IFA	  

proporciona	  una	  mayor	  consistencia	  cuando	  se	  realiza	  para	  múltiples	  virus	  respiratorios,	  debido	  a	  

que	   sólo	   se	   utiliza	   un	   único	   anticuerpo	   conjugado	   sin	   importar	   el	   número	   empleado	   de	  
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anticuerpos	  monoclonales	  específicos	  de	  virus.	  IFA	  por	  lo	  general	  es	  más	  sensible	  que	  DFA,	  pero	  el	  

último	  es	  más	  popular	  debido	  a	  su	  tiempo	  de	  respuesta	  más	  corto,	  pero	  ambas	  pruebas	  permite	  la	  

detección	  simultánea	  de	  virus	  respiratorios	  [73].	  

	  

	  

1.4.3	  Aislamiento	  viral	  en	  cultivo	  celular	  

Los	   cultivos	   de	   células	   primarias,	   diploides,	   y	   heteroploides	   se	   utilizan	   en	   combinación	  

para	   la	   detección	   de	   los	   virus	   respiratorios;	   los	  métodos	   de	   cultivo	   convencionales	   usados	   para	  

aislar	   virus	   respiratorios	   emplean	   líneas	   celulares	   como:	  MDCK	   (de	   riñón	   canino),	   LLC-‐MK2	   (de	  

riñón	  de	  mono	  Rhesus),	  HEp-‐2	   (de	  cáncer	  de	   laringe),	  A549	   (de	  carcinoma	  de	  pulmón	  humano),	  

Caco-‐2	  (de	  adenocarcinoma	  colorrectal	  humano),	  y	  RD	  (de	  rabdomiosarcoma)	  [70,75].	  	  

Las	   células	   se	   cultivan	   en	   su	  mayoría	   en	   tubos,	   el	   número	   de	   estos	   tubos,	   así	   como	   los	  

tipos	  de	  células	  inoculadas	  depende	  del	  virus	  o	  los	  virus	  sospechados.	  Los	  tubos	  generalmente	  se	  

incuban	   entre	   35	   y	   37	   ºC	   durante	   7	   a	   14	   días	   en	   soportes	   fijos	   o	   giratorios.	   Las	  monocapas	   de	  

células	  deben	  ser	  examinadas	  diariamente	  durante	  la	  primera	  semana	  y	  cada	  dos	  días	  durante	  la	  

segunda	  semana,	  con	  el	  fin	  de	  identificar	  la	  presencia	  de	  un	  efecto	  citopático	  (CPE)	  (figura	  4).	  	  

	  

	  

	  

Figura	  4.	  Cultivo	  celular.	  Los	  tubos	  contienen	  una	  monocapa	  de	  células	  vivas,	  la	  cuál	  es	  infectada	  por	  el	  virus	  
presente	  en	  la	  muestra	  del	  paciente.	  Los	  tubos	  se	  incuban	  en	  un	  bastidor	  giratorio	  para	  asegurar	  que	  las	  
células	  se	  bañen	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  (izquierda).	  La	  monocapa	  celular	  se	  observa	  periódicamente	  para	  
detectar	  el	  daño	  que	  es	  consistente	  con	  la	  infección	  viral	  conocido	  como	  efecto	  citopático	  (derecha).	  

	  Figura	  3.	  Prueba	  directa	  con	  
aticuerpos	  fluorescentes.	  	  

Tinción	  fluorescente	  positiva	  del	  
virus	  de	  la	  influenza	  H1N1	  2009	  

a	  las	  24	  horas	  después	  de	  la	  
inoculación	  del	  virus	  en	  cultivo	  
en	  shell	  vial	  (R-‐mix),	  utilizando	  

el	  kit	  de	  reactivos	  D3	  Ultra	  H1N1	  
influenza	  A	  virus	  ID	  (Diagnostic	  

Hybrids,	  Athens,	  OH).	  [74]	  
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El	  tipo	  de	  CPE	  y	  el	  tipo	  de	  células	  en	  las	  que	  se	  detectó	  son	  indicadores	  de	  que	  potencial	  o	  

potenciales	   virus	   se	   encuentran	   en	   la	  muestra.	   La	   identificación	  del	   virus	   específico	   se	   consigue	  

con	   ayuda	   de	   ensayos	   de	   inmunofluorescencia.	   El	   CPE	   puede	   ser	   sutil	   o	   ausente	   en	   cultivo	  

primario	   incluso	   cuando	   un	   virus	   respiratorio	   está	   presente,	   por	   lo	   tanto	   se	   puede	   realizar	   una	  

prueba	   de	   hemadsorción	   (HAD)	   para	   detectar	   virus	   como	   influenza	   o	   parainfluenza	   antes	   de	  

finalizar	  los	  resultados	  del	  cultivo	  [76].	  

	  

1.4.4	  Aislamiento	  viral	  en	  cultivo	  rápido	  (Shell	  vial)	  

El	  cultivo	  en	  Shell	  vial	  utiliza	  líneas	  celulares	  individuales	  o	  mixtas,	  y	  tiene	  la	  característica	  

de	  mejorar	  la	  sensibilidad	  en	  un	  menor	  tiempo	  de	  detección	  comparado	  con	  el	  cultivo	  tradicional.	  

La	  mejora	  de	   la	   infectividad	  viral	  de	   las	  células	   se	   logra	  con	  ayuda	  de	  un	  paso	  de	  centrifugación	  

(figura	   5).	   La	   detección	   de	   múltiples	   virus	   respiratorios	   se	   puede	   facilitar	   mediante	   el	   uso	   de	  

monocapas	  de	  2	  tipos	  diferentes	  de	  células	  en	  un	  solo	  vial	  (por	  ejemplo,	  R-‐Mix)	  [77].	  

La	   técnica	  de	  cultivo	  celular	   rápido	  con	  R-‐Mix	  emplea	  monocapas	  de	  células	  patentadas,	  

provenientes	  de	  pulmón	  de	  mink	  (Mv1Lu)	  y	  células	  A549	  que	  permiten	  el	  crecimiento	  de	  los	  virus	  

respiratorios	  comunes.	  Múltiples	  viales	  se	  inoculan,	  se	  centrifugan	  y	  se	  incuban	  a	  37	  ºC	  con	  5%	  de	  

CO2.	  Con	   la	  excepción	  de	  RSV	  y	  AdV,	   la	  mayoría	  de	   los	  estudios	  con	  R-‐Mix	  han	  demostrado	  una	  

detección	  de	  virus	   respiratorios	  comunes	   igual	  o	  mejor	  comparada	  con	  métodos	  convencionales	  

de	  cultivo	  [70].	  Los	  principales	  beneficios	  del	  uso	  del	  cultivo	  rápido	  frente	  a	  los	  métodos	  de	  cultivo	  

convencionales	   son:	   la	  mejora	   significativa	  en	  el	   tiempo	  de	   los	   resultados,	   	  1.4	  días	   frente	  a	  5.2	  

días,	  y	  un	  rendimiento	  de	  95%	  de	  positivos	  en	  48	  horas	  en	  comparación	  con	  98%	  de	  positivos	  en	  6	  

días	  para	  el	  cultivo	  convencional	  [78,79].	  

	  

	  	  	  	  	  	  	   	  

Figura	  5.	  Cultivo	  celular	  en	  Shell	  vial.	  Es	  una	  modificación	  
del	  cultivo	  convencional.	  Se	  utiliza	  un	  tubo	  pequeño	  con	  
un	  cubreobjetos	  que	  contiene	  la	  monocapa	  celular.	  Los	  
viales	  están	  disponibles	  comercialmente,	  e	  incluso	  
contienen	  más	  de	  un	  tipo	  de	  células.	  Cuando	  se	  utiliza	  un	  
cultivo	  shell	  vial,	  la	  capa	  de	  células	  se	  inocula	  primero	  con	  
el	  espécimen.	  A	  continuación,	  el	  tubo	  se	  somete	  a	  
centrifugación,	  seguido	  de	  un	  tiempo	  de	  incubación	  corto	  
que	  puede	  ser	  24	  horas.	  La	  ventaja	  de	  este	  método	  es	  que	  
los	  virus	  específicos	  se	  pueden	  aislar	  en	  un	  período	  mucho	  
más	  corto	  de	  tiempo	  que	  con	  el	  tubo	  de	  cultivo	  
tradicional.	  Una	  desventaja	  de	  estos	  viales	  es	  que	  
generalmente	  sólo	  se	  identifica	  1	  virus	  por	  tubo.	  
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1.5	  Métodos	  moleculares	  para	  detección	  de	  virus	  respiratorios.	  

En	  la	  década	  de	  1990	  comenzó	  una	  nueva	  era	  para	  la	  identificación	  viral	  con	  el	  desarrollo	  

de	  técnicas	  moleculares	  basadas	  en	  la	  amplificación	  de	  ácidos	  nucleicos	  por	  reacción	  en	  cadena	  de	  

la	  polimerasa	   (PCR).	   La	  PCR	  no	   sólo	   revolucionó	   la	   sensibilidad	  de	  detección	  de	  virus	   conocidos,	  

sino	  que	  también	  permitió	  el	  descubrimiento	  de	  nuevos	  virus	  en	  el	  tracto	  respiratorio.	  Hoy	  en	  día	  

la	  PCR	  tiene	  un	  amplio	  uso	  en	  virología	  clínica,	  y	  está	  desplazando	  a	  los	  métodos	  convencionales,	  

con	  la	  excepción	  de	  las	  pruebas	  de	  detección	  rápida	  de	  antígenos	  comerciales	  para	  el	  virus	  de	  la	  

influenza	  y	  RSV	  [80].	  Una	  técnica	  para	  detección	  de	  virus	  relacionada	  con	  la	  PCR	  es	  la	  amplificación	  

isotérmica	  mediada	  por	  bucles,	  también	  existen	  las	  variantes	  PCR	  en	  tiempo	  real	  y	  PCR	  múltiple,	  

así	  como	  microarreglos	  dentro	  de	  los	  métodos	  moleculares.	  

	  

1.5.1	  Amplificación	  isotérmica	  mediada	  por	  bucles	  

La	   amplificación	   isotérmica	   mediada	   por	   bucles	   (LAMP)	   es	   un	   método	   de	   detección	   de	  

ácidos	  nucleicos	  empleado	  para	  identificar	  patógenos	  bacterianos	  y	  virales.	  Se	  puede	  utilizar	  para	  

identificar	   virus	   de	   RNA	   con	   una	   etapa	   adicional	   de	   síntesis	   de	   cDNA	   y	   comúnmente	   conocido	  

como	   transcripción	   reversa	   LAMP	   (RT-‐LAMP).	   La	   LAMP	   consiste	   en	  pares	   de	  primers	   específicos	  

para	   el	   cDNA,	   que	   se	   amplifican	   por	   la	   actividad	   de	   desplazamiento	   de	   cadena	   de	   la	   DNA	  

polimerasa	  por	  autociclado,	  generalmente	  a	  60	  ºC.	  El	   tiempo	  de	  reacción	  es	  de	  1	  a	  1.5	  horas	  es	  

suficiente	   y	   puede	   ser	   controlado	   midiendo	   la	   turbidez	   en	   tiempo	   real,	   además	   el	   producto	  

resultante	  puede	  ser	  visto	  por	  electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa.	  Aunque	  este	  método	  es	  rápido	  y	  

altamente	  sensible,	  requiere	  de	  un	  turbidímetro,	  lo	  que	  lo	  hace	  ligeramente	  inconveniente	  como	  

una	  técnica	  de	  detección	  rentable	  [81].	  

	  

1.5.2	  PCR	  

La	   principal	   ventaja	   de	   la	   amplificación	   de	   material	   genético	   viral	   por	   PCR	   es	   que	   es	  

altamente	  analítica,	  y	  sensible.	  Los	  primeros	  ensayos	  de	  PCR	  fueron	  de	  punto	  final	  que	  permiten	  la	  

detección	  del	  producto	  al	  final	  de	  la	  amplificación.	  Con	  los	  virus	  de	  RNA	  debe	  ser	  empleada	  la	  PCR	  

con	   transcripción	   inversa	   (RT-‐PCR):	   la	   transcriptasa	   inversa	   convierte	   primero	   el	   RNA	   en	   DNA	  

complementario	  (cDNA)	  para	  que	  la	  PCR	  pueda	  llevarse	  a	  cabo.	  La	  especificidad	  y	  sensibilidad	  del	  

ensayo	  se	  puede	  aumentar	  mediante	  PCR	  anidada,	  en	  el	  que	  dos	  pares	  secuenciales	  de	  cebadores	  

se	  utilizan	  en	  lugar	  de	  uno.	  El	  primer	  par	  o	  par	  exterior	  par	  produce	  un	  fragmento	  de	  DNA,	  como	  
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en	  una	  PCR	  estándar;	  en	  seguida,	  en	  una	  PCR	  posterior	  un	  segundo	  par	  de	  cebadores,	   llamados	  

cebadores	   anidados	   o	   interiores,	   se	   unen	   en	   una	   región	   dentro	   del	   primer	   producto	   de	   PCR	  

(amplicón)	  para	  producir	  un	  fragmento	  de	  DNA	  más	  corto.	  De	  este	  modo	  la	  PCR	  anidada	  es	  más	  

sensible,	  pero	   también	  más	  propensa	  a	   la	   contaminación.	   Los	   resultados	  de	   los	  ensayos	  de	  PCR	  

pueden	  ser	  positivos	  	  o	  negativos,	  pero	  no	  cuantitativos	  [80].	  

	  

1.5.3	  PCR	  en	  tiempo	  real	  

Aunque	   la	  RT-‐PCR	  es	   sensible	   en	   comparación	   con	   los	  métodos	  de	   cultivo,	   sufre	  de	  una	  

menor	  sensibilidad.	  Este	  problema	  se	  ha	  contrarrestado	  con	  el	  desarrollo	  de	  métodos	  basados	  en	  

PCR	  en	  tiempo	  real.	  La	  PCR	  en	  tiempo	  real	  es	  por	  mucho	  el	  método	  molecular	  más	  sensible	  para	  la	  

detección	  y	  diagnóstico	  de	  una	  amplia	  gama	  de	  patógenos	  [82].	  

La	  PCR	  en	  tiempo	  real	  permite	  un	  abordaje	  cuantitativo	  de	   la	  PCR,	  en	  donde	  además	  de	  

detectar	  DNA	  o	  RNA	  específico	  en	  una	  muestra	  este	   se	  puede	  cuantificar.	   El	  dispositivo	  mide	   la	  

fluorescencia	   una	   vez	   por	   ciclo,	   es	   decir,	   los	   datos	   se	   obtienen	   en	   tiempo	   real	   y	   las	   señales	  

fluorescentes	   emitidas	   en	   cada	   ciclo	   se	   correlacionan	   con	   la	   cantidad	   de	   producto	   de	   PCR	  

producido	  (figura	  6).	  Estas	  características	  hacen	  de	  la	  PCR	  en	  tiempo	  real	  la	  técnica	  más	  adecuada	  

para	  el	  diagnóstico	  de	  virus	  respiratorios.	  [80].	  

	  
	  

Figura	  6.	  Esquema	  general	  del	  ensayo	  de	  PCR	  en	  tiempo	  real	  para	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios.	  El	  
DNA	  o	  RNA	  proveniente	  de	  una	  muestra	  se	  adiciona	  a	  una	  mezcla	  que	  contiene	  los	  reactivos	  para	  la	  PCR	  en	  
tiempo	  real	  (iniciadores,	  polimerasa,	  deoxinucleótidos,	  sondas	  o	  colorantes	  fluorescentes).	  La	  reacción	  de	  
PCR	  se	  lleva	  a	  cabo	  en	  un	  equipo	  termociclador	  que	  detecta	  la	  fluorescencia	  en	  tiempo	  real.	  Para	  el	  caso	  de	  

RNA	  se	  lleva	  a	  cabo	  un	  paso	  previo	  de	  RT-‐PCR	  Modificado	  de	  Jartti	  et	  al.	  [80].	  

in which two sequential pairs of primers are used instead of one
(Table 2). The first or outer pair yields a DNA fragment, as is the
case in a standard PCR. Then, in a subsequent PCR, a second pair of
primers, called nested or inner primers, binds within the first PCR
product (amplicon) to yield a shorter DNA fragment. This makes
the PCR more sensitive but also more prone to contamination.
Moreover, were a non-specific amplicon created in the first round,
it would not be amplified in the second round (i.e. increased
specificity). PCRs like these result in either a ‘‘positive’’ or
‘‘negative’’ result, but the result is not quantitative.

QUANTITATIVE PCR

Quantitative PCR (qPCR) is a method that not only detects
specific DNA or RNA in a sample, but also quantifies it. By modern
techniques this is achieved by automatic and computerized PCR
devices (Figure 1). One or more fluorescent probes, specific for the
target DNA, can be applied into the same reaction mixture together
with the target, primers, nucleotides and polymerase; now
hybridization occurs at each PCR cycle. The emitted fluorescent
signals correlate with the amount of PCR product produced. The
PCR device measures fluorescence once every cycle, i.e., data is
retrieved online and at real time. These features make real-time
qPCR more suitable for respiratory virus diagnosis than conven-
tional end-point PCR.

MULTIPLEX PCR

Respiratory infections can be caused at least by any one of the
currently known 26 respiratory viruses.8 It was soon realized that
PCR was too laborious, expensive, and sample consuming, if a
sufficient number of virus analyses was to be made to be clinically
meaningful. Many children with respiratory illness turned also out

to have virus coinfections – sometimes no less than five respiratory
virus species concomitantly.5,11,14 Since the clinical signs and
symptoms of respiratory virus infections overlap and are seldom
pathognomonic for any specific virus and since the sensitivity of
conventional diagnostic methods is low, the need for testing for
multiple viruses simultaneously by PCR became apparent.2,3

Multiplex PCR is defined as running more than one PCR analysis
in a single reaction tube.16 This is accomplished by applying more
than one set of primers that produce amplicons of varying sizes
and are specific for different, individual viral sequences (Figure 1).
A sign of professional primer and probe design is careful avoidance
of cross- and mishybridization.

Multiplex PCR approaches are becoming increasingly popular
for the detection of respiratory viruses, since lower reagent costs
and shorter throughput time favour the cost-effectiveness of
multiplex PCR over multiple single PCRs (Table 2).17–20 The current
cost of a respiratory virus 13-plex PCR is 140 euros in our hands
and the result is available within the same working day. Rapid
results are crucial for clinical decisions.21 Multiplex PCR may be
qualitative or quantitative.

Tagging (xTAGR) and bead-based (xMAPR) multiplex technol-
ogies are interesting applications of the technique; they allow for
the detection of 50–500 analytes (protein or nucleic acids) in a
single sample.22 After a multiplex PCR reaction, target-specific
extension primers are attached to an xTAG universal tag sequence
which is hybridized to a complementary anti-tag sequence
coupled to a particular xMAP bead set. The hybridized beads are
finally read by the Luminex system. The multiplex PCR assays have
generally been much more sensitive than conventional viral
diagnostics23–27 with specificity and sensitivity similar to those of
single-target PCRs (Table 3).25–31 There are, however, slight virus-
specific differences between multiplex PCRs and single-target
PCRs. These differences seem to vary, and in some studies,

Figure 1. Overview of the real-time qPCR protocol. 1. Before PCR, the genetic material needs to be purified from the sample in a sample-preparation room. 2. In a DNA-free
reaction-preparation room, water, buffer, nucleotides, primers, probe and a heat-stabile polymerase enzyme are mixed and aliquoted in reaction tubes, which are taken to the
sample room. 3. Purified sample DNA or RNA, standard dilutions, and controls are added to separate reaction tubes, which are then applied to the PCR instrument in a separate
amplification room. 4. During PCR the carefully designed specific oligonucleotide primers (in red) are annealed to their complementary regions of the two heat-denatured
single-stranded DNA molecules. Progeny strands are synthesized by extension of the primers along the full template strand by the action of the DNA polymerase. This is
repeated in 30-45 temperature cycles causing an exponential amplification of the target DNA sequence. At each cycle, the target-specific fluorescent probe (in blue) is
hybridized to the increasing amount of targets during which fluorescence is measured. 5. This increase in fluorescence is shown in real time on the screen. The fluorescence
curves of the samples are analyzed by the computer and compared with those of the known standard, and the quantity of DNA is calculated. NPA, nasopharyngeal aspirate
sample; NTP, deoxyribonucleoside triphosphates (dNTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP); qPCR, quantitative polymerase chain reaction.

T. Jartti et al. / Paediatric Respiratory Reviews 14 (2013) 38–4540

DNA/RNA	  
viral	  

Polimerasa	  
Deoxiucleótidos	  

Iniciadores	  

	  

Dispositivo	  
para	  

amplificación	  
y	  detección	  de	  
fluorescencia	  

in which two sequential pairs of primers are used instead of one
(Table 2). The first or outer pair yields a DNA fragment, as is the
case in a standard PCR. Then, in a subsequent PCR, a second pair of
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pathognomonic for any specific virus and since the sensitivity of
conventional diagnostic methods is low, the need for testing for
multiple viruses simultaneously by PCR became apparent.2,3

Multiplex PCR is defined as running more than one PCR analysis
in a single reaction tube.16 This is accomplished by applying more
than one set of primers that produce amplicons of varying sizes
and are specific for different, individual viral sequences (Figure 1).
A sign of professional primer and probe design is careful avoidance
of cross- and mishybridization.

Multiplex PCR approaches are becoming increasingly popular
for the detection of respiratory viruses, since lower reagent costs
and shorter throughput time favour the cost-effectiveness of
multiplex PCR over multiple single PCRs (Table 2).17–20 The current
cost of a respiratory virus 13-plex PCR is 140 euros in our hands
and the result is available within the same working day. Rapid
results are crucial for clinical decisions.21 Multiplex PCR may be
qualitative or quantitative.

Tagging (xTAGR) and bead-based (xMAPR) multiplex technol-
ogies are interesting applications of the technique; they allow for
the detection of 50–500 analytes (protein or nucleic acids) in a
single sample.22 After a multiplex PCR reaction, target-specific
extension primers are attached to an xTAG universal tag sequence
which is hybridized to a complementary anti-tag sequence
coupled to a particular xMAP bead set. The hybridized beads are
finally read by the Luminex system. The multiplex PCR assays have
generally been much more sensitive than conventional viral
diagnostics23–27 with specificity and sensitivity similar to those of
single-target PCRs (Table 3).25–31 There are, however, slight virus-
specific differences between multiplex PCRs and single-target
PCRs. These differences seem to vary, and in some studies,

Figure 1. Overview of the real-time qPCR protocol. 1. Before PCR, the genetic material needs to be purified from the sample in a sample-preparation room. 2. In a DNA-free
reaction-preparation room, water, buffer, nucleotides, primers, probe and a heat-stabile polymerase enzyme are mixed and aliquoted in reaction tubes, which are taken to the
sample room. 3. Purified sample DNA or RNA, standard dilutions, and controls are added to separate reaction tubes, which are then applied to the PCR instrument in a separate
amplification room. 4. During PCR the carefully designed specific oligonucleotide primers (in red) are annealed to their complementary regions of the two heat-denatured
single-stranded DNA molecules. Progeny strands are synthesized by extension of the primers along the full template strand by the action of the DNA polymerase. This is
repeated in 30-45 temperature cycles causing an exponential amplification of the target DNA sequence. At each cycle, the target-specific fluorescent probe (in blue) is
hybridized to the increasing amount of targets during which fluorescence is measured. 5. This increase in fluorescence is shown in real time on the screen. The fluorescence
curves of the samples are analyzed by the computer and compared with those of the known standard, and the quantity of DNA is calculated. NPA, nasopharyngeal aspirate
sample; NTP, deoxyribonucleoside triphosphates (dNTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP); qPCR, quantitative polymerase chain reaction.
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Existen	   dos	   tipos	   de	   técnicas	   para	   detectar	   la	   amplificación	   de	   productos	   con	  

aproximadamente	   la	   misma	   sensibilidad,	   ambas	   estrategias	   emplean	   el	   uso	   de	   moléculas	  

fluorescentes,	   y	   combinan	   los	  procesos	  de	   amplificación	   y	  detección	  de	  un	  blanco	  específico,	   lo	  

que	   permite	   el	   seguimiento	   de	   las	   reacciones	   en	   tiempo	   real	   (figura	   7).	   El	  método	  más	   simple	  

implica	   el	   uso	   de	   colorantes,	   como	   SYBR®	   Green	   I	   (SYBR),	   que	   emiten	   fluorescencia	   cuando	   se	  

unen	   específicamente	   a	  moléculas	   de	   DNA	   de	   doble	   cadena.	   El	   segundo	  método	   se	   basa	   en	   la	  

complementariedad	   de	   sondas	   de	   hidrólisis,	   también	   conocidas	   como	   sondas	   TaqMan®	   o	  

doblemente	  marcadas,	   las	   cuáles	   son	  oligos	  marcados	   con	  moléculas	   fluorescentes	   y	   represores	  

que	  bloquean	  la	  señal,	  hasta	  que	  se	  amplifica	  la	  secuencia	  complementaria	  a	  estas	  sondas.	  Ambos	  

métodos	   difieren	   en	   su	   especificidad,	   sin	   embargo	   en	   ciclos	   avanzados	   de	   amplificación	   ambos	  

pueden	  mostrar	  artefactos	  que	  no	  correlacionan	  con	  la	  amplificación	  del	  producto	  [83].	  

	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  

	  
Figura	  7	  Mecanismo	  de	  las	  moléculas	  empleadas	  en	  PCR	  tiempo	  real	  A)	  Durante	  el	  paso	  de	  alineación	  tanto	  los	  

iniciadores	  como	  la	  sonda	  se	  alinean,	  en	  este	  mismo	  paso	  la	  polimerasa	  desplaza	  e	  hidroliza	  la	  sonda,	  lo	  que	  libera	  al	  
fluoróforo	  de	  su	  proximidad	  con	  la	  molécula	  represora,	  emitiendo	  así	  la	  señal	  de	  fluorescencia	  que	  puede	  ser	  

detectada.	  B)	  Incorporación	  de	  colorantes	  intercalantes:	  durante	  la	  etapa	  de	  extensión	  las	  moléculas	  del	  colorante	  se	  
unen	  al	  DNA,	  provocando	  un	  aumento	  en	  la	  fluorescencia	  que	  puede	  ser	  monitoreado	  en	  tiempo	  real.	  Durante	  la	  

desnaturalización	  las	  moléculas	  de	  colorante	  se	  liberan	  y	  la	  señal	  vuelve	  al	  mínimo	  [83].	  

A)	  Sondas	  de	  hidrólisis	  
	  

B)	  Colorantes	  intercalantes	  
	  

Desnaturalización	  

Alineamiento	  

Extensión	  
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1.5.4	  PCR	  múltiple	  

La	  PCR	  múltiple	  consiste	  en	  ejecutar	  más	  de	  una	  reacción	  de	  PCR	  distinta	  en	  un	  solo	  tubo.	  

Esto	  se	  logra	  mediante	  la	  adición	  de	  más	  de	  un	  juego	  de	  iniciadores,	  que	  producen	  amplicones	  de	  

distintos	  tamaños	  y	  que	  son	  específicos	  para	  diferentes	  secuencias	  virales	  (figura	  8).	  Estos	  ensayos	  

requieren	   un	   diseño	   profesional	   de	   iniciadores	   y	   sondas	   para	   evitar	   señales	   cruzadas	   de	   los	  

iniciadores	  o	  su	  apareamiento,	  lo	  que	  ocasionaría	  falsos	  positivos	  y	  negativos	  respectivamente.[80].	  

	  

	  	  
	  

Figura	  8.	  Esquema	  general	  de	  PCR	  múltiple.	  Es	  posible	  llevar	  a	  cabo	  múltiples	  reacciones	  de	  
PCR	  en	  un	  tubo.	  Si	  los	  fragmentos	  amplificados	  varían	  en	  tamaño,	  pueden	  ser	  visualizados	  
como	  distintas	  bandas	  tras	  realizar	  electroforesis	  al	  producto	  de	  PCR	  en	  punto	  final;	  o	  bien,	  

pueden	  detectarse	  mediante	  sondas	  específicas	  en	  PCR	  en	  tiempo	  real.	  
	  
	  

Los	  enfoques	  de	  PCR	  múltiple	  cualitativa	  o	  cuantitativa	  se	  vuelven	  cada	  vez	  más	  populares	  

para	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios,	  ya	  que	  implican	  un	  menor	  costo	  de	  reactivos	  y	  un	  menor	  

tiempo	  de	  preparación	  de	  las	  reacciones,	  lo	  que	  favorece	  la	  relación	  costo-‐efectividad	  de	  una	  PCR	  

múltiple	  en	  comparación	  con	  múltiples	  reacciones	  de	  PCR	  individuales	  [84].	  	  

	  

1.5.5	  Microarreglos	  

Los	   microarreglos	   son	   plataformas	   de	   ensayo	   miniaturizados	   con	   una	   matriz	   de	   alta	  

densidad	   de	   DNA	   o	   proteína	   inmovilizada.	   En	   estas	   plataformas	   se	   detecta	   la	   hibridación	   de	  

biomoléculas	  presentes	  en	  la	  muestra	  con	  DNA	  o	  proteínas	  presentes	  en	  el	  chip,	  lo	  que	  permite	  la	  

determinación	  de	  una	  variedad	  de	  analitos	  presentes	  en	  las	  muestras	  con	  un	  solo	  experimento	  [85].	  	  

Punto
	  final	  

Reacción	  de	  PCR	  
con	  más	  de	  un	  

par	  de	  iniciadores	  
en	  un	  solo	  tubo	  

Tiempo	  real	  
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La	   utilidad	   de	   una	   estrategia	   para	   el	   diagnóstico	   de	   amplio	   espectro	   basada	   en	  

microarreglos	   se	  ha	  demostrado	  con	   la	   identificación	  de	  múltiples	  virus	  en	  muestras	  clínicas	   [62].	  

Un	   ejemplo	   bien	   conocido	   es	   Virochip,	   un	   microarreglo	   viral	   diseñado	   para	   detectar	  

simultáneamente	   todos	   los	   virus	   conocidos,	   el	   cual	   tiene	   una	   sensibilidad	   y	   especificidad	  

comparable	  o	  superior	  a	  los	  diagnósticos	  convencionales	  [86,	  87].	  

	  

1.6	  Métodos	  biofísicos	  para	  detección	  de	  virus.	  

1.6.1	  Espectroscopía	  de	  masas	  

La	   espectroscopía	   de	   masas	   (MS)	   se	   ha	   convertido	   en	   un	   método	   de	   elección	   para	   la	  

investigación	  molecular	  de	  patógenos,	  ya	  que	  su	  fiabilidad	  se	  refuerza	  con	  la	  enorme	  cantidad	  de	  

información	  bien	   caracterizada	  de	   secuencias	   de	   ácidos	   nucleicos	   o	   proteínas	   e	   incluso	  de	   virus	  

intactos	   [88,	  89].	   El	   uso	  pragmático	  de	   la	  MS	  es	  posible	   cuando	   se	   combina	   con	  varias	   técnicas	  de	  

cromatografía	  y	  de	  afinidad.	  La	  combinación	  de	  técnicas	  de	  afinidad	  para	  detención	  viral	  y	  MS	  de	  

ácidos	   nucleicos	   proporciona	   una	   solución	   para	   límites	   bajos	   de	   detección	   [90-‐92].	   La	  MS	   tiene	   la	  

ventaja	   de	   la	   identificación	   rápida	   de	   múltiples	   virus	   al	   mismo	   tiempo	   e	   incluso	   identificar	   el	  

estado	   de	   modificación	   de	   las	   proteínas	   [88,	   93].	   Ahora	   la	   MS	   ya	   no	   se	   limita	   sólo	   a	   los	   análisis	  

proteómicos,	   ya	   que	   los	   análisis	   genómicos	   basados	   en	  MS	   se	   han	   convertido	   en	   una	   práctica	  

común.	   Una	   variante	   de	   la	   técnica	   de	   MS	   que	   se	   perfila	   como	   una	   aplicación	   práctica	   para	   la	  

detección	   de	   patógenos	   es	   la	   espectrometría	   de	  masas	   de	   ionización	   por	   electrospray	   (ESI-‐MS)	  

(figura	  9)	  [94,	  95].	  

	  

	  
Figura	  9.	  Espectrometría	  de	  masas	  de	  ionización	  por	  electrospray	  (ESI-‐MS)	  de	  productos	  de	  PCR.	  Distintos	  	  

productos	  de	  PCR	  pueden	  ser	  analizados	  a	  la	  vez	  y	  diferenciados	  incluso	  a	  nivel	  de	  cambios	  en	  una	  sola	  base	  [95].	  

ESI-‐MS	  
Identificacion	  de	  los	  virus	  por	  técnicas	  de	  afinidad	  

Virus	  A	  	  	  	  	  	  	  	  Virus	  B	  	  	  	  	  	  	  	  	  Virus	  C	  	  	  	  	  	  Virus	  D	  

Productos	  de	  PCR	  
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1.6.2	  Inmuno-‐PCR	  asistida	  por	  nanopartículas	  

Es	  una	  combinación	  de	  ELISA	  y	  PCR	  que	  se	  ha	  empleado	  ampliamente	  para	  la	  detección	  de	  

diversos	  antígenos	  bacterianos	  y	  virales	  con	  títulos	  bajos,	  tan	  bajos	  del	  orden	  de	  zeptomoles	   [96].	  

Pérez	  et	  al.	  dieron	  a	  conocer	  una	  modificación	  de	  la	  inmuno-‐PCR	  utilizando	  nanopartículas	  de	  oro	  

para	  la	  detección	  de	  RSV.	  La	  extracción	  de	  blancos	  en	  dicho	  trabajo	  se	  mejoró	  mediante	  el	  uso	  de	  

micropartículas	  magnéticas	   funcionalizadas	   con	  anticuerpos	  anti-‐RSV.	  Una	  vez	  que	   se	  obtiene	  el	  

complejo	  de	  micropartículas-‐RSV	  se	  conjunta	  con	  nanopartículas	  de	  oro	   funcionalizadas	  con	  dos	  

moléculas:	   palivizumab	   (Synagis),	   un	   anticuerpo	  anti-‐proteína	   F	  de	  RSV,	   y	   con	  una	   secuencia	  de	  

DNA	  parcialmente	  hibridada	  con	  una	  secuencia	  etiqueta	  de	  DNA	  (fAuNP).	  El	  complejo	  MMP-‐RSV-‐

fAuNP	   se	   calienta	   a	   continuación	   para	   liberar	   la	   secuencia	   etiqueta	   de	   DNA	   parcialmente	  

hibridada,	   que	   luego	   se	   cuantifica	   a	   partir	   del	   sobrenadante	   por	   PCR	   en	   tiempo	   real.	   Estas	  

modificaciones	   permiten	   la	   detección	   de	   RSV	   incluso	   a	   4.1	   unidades	   formadoras	   de	   placa	   por	  

mililitro.	  Este	  ensayo	  ofrece	  una	  mejora	  de	  4,000	  veces	  en	  el	  límite	  de	  detección	  comparado	  con	  

ELISA	  y	  una	  mejora	  de	  4	  veces	  más	  del	  límite	  de	  detección	  para	  RT-‐PCR	  en	  tiempo	  real	  [97].	  

	  

1.6.3	  Seguimiento	  de	  RNA	  en	  células	  vivas	  

Con	  el	  advenimiento	  de	  la	  tecnología	  de	  faros	  moleculares	  (molecular	  beacons),	  ahora	  es	  

posible	   realizar	  un	  seguimiento	  del	  RNA	  del	  hospedero	  y	  del	  virus.	  Con	  base	  en	  esta	   tecnología,	  

surge	   una	  modificación	   que	   incluye	   nanopartículas	   de	   oro	   funcionalizadas	   con	   oligonucleótidos	  

con	   estructura	   de	   horquilla.	   El	   oligonucleótido	   está	   diseñado	   de	   manera	   que	   la	   porción	   de	   la	  

horquilla	  contiene	  la	  secuencia	  complementaria	  al	  RNA	  que	  será	  detectado,	  en	  el	  extremo	  5’	  está	  

vinculada	  una	  nanopartícula	  de	  oro	  mediante	  un	  grupo	   tiol,	   y	   el	   extremo	  3’	   está	   acoplado	  a	  un	  

fluoróforo.	   Cuando	   el	   RNA	   blanco	   hibrida	   con	   la	   horquilla	   el	   fluoróforo	   se	   libera	   del	   oro	   que	  

reprime	  la	  emisión,	  y	  entonces	  se	  detecta	  la	  fluorescencia	  en	  células	  vivas	  (figura	  10).	  [98,99].	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  

	  
Figura	  10.	  Mecanismo	  de	  los	  faros	  moleculares.	  Es	  posible	  acoplar	  los	  faros	  moleculares	  a	  

nanopartículas	  de	  oro	  para	  dar	  seguimiento	  al	  hibrido	  faro	  molecular	  –	  RNA	  en	  células	  vivas[98].	  

RNA	  blanco	  

Fluoroforo	  	  	  Represor	   Hibrido	  faro	  molecular	  -‐	  RNA	  
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1.6.4	  Puntos	  cuánticos	  

Algunas	   inconsistencias	   de	   la	   técnica	   DFA	   se	   pueden	   atribuir	   a	   diversos	   aspectos	  

relacionados	   con	   los	   colorantes,	   entre	   ellos:	   la	   atenuación	   de	   los	   colorantes,	   la	   correcta	  

conjugación	  de	  anticuerpos	  con	  colorantes,	  una	  sensibilidad	  limitada	  debido	  a	  la	  tinción	  de	  fondo,	  

y	   la	   excitación	   a	   dos	   longitudes	   de	   onda	   diferentes	   [82].	   Para	   contrarrestar	   estas	   cuestiones,	   las	  

nanopartículas	   fluorescentes,	   es	   decir,	   los	   puntos	   cuánticos	   (QDs)	   aparecen	   como	   candidatos	  

prometedores	   para	   el	   diagnóstico	   clínico.	   Debido	   a	   su	   naturaleza	   inorgánica,	   son	   menos	  

susceptibles	   a	   la	   degradación	   metabólica,	   son	   fotoestables,	   es	   decir,	   que	   no	   pierden	   la	  

fluorescencia	  por	  la	  extensa	  exposición	  a	  la	  luz;	  además	  pueden	  ser	  excitados	  en	  la	  misma	  longitud	  

de	  onda,	  mientras	  que	   irradia	  en	  diferentes	   longitudes	  de	  onda,	  por	   lo	  tanto	  puede	  ser	  utilizado	  

para	  ensayos	  de	  detección	  múltiple	  [100].	  

Estas	   nanopartículas	   fluorescentes	   fueron	   utilizadas	   por	   Tripp	   et	   al.	   en	   ensayos	   in	   vitro,	  

sobre	  células	  Vero,	  el	  cual	  se	  extrapoló	  mediante	  un	  estudio	   in	  vivo	  en	  ratones	  BALB/c,	  en	  dicho	  

estudio	  llevaron	  un	  enfoque	  más	  allá	  de	  diagnóstico,	  ya	  que	  esta	  técnica	  se	  empleó	  para	  ensayos	  

de	  detección	  de	  múltiples	  virus,	  para	  la	  detección	  de	  antígenos	  en	  célula	  huésped	  y	  para	  estudios	  

de	  seguimiento	  intracelulares	  [101].	  

	  

1.6.5	  Microarreglos	  asistidos	  por	  nanopartículas	  

La	   FDA	   aprobó	   hace	   algunos	   años	   dos	   sistemas	   de	   microarreglos,	   el	   sistema	  

semiautomatizado	  y	  el	  sistema	  totalmente	  automatizado	  para	  la	  detección	  de	  ácidos	  nucleicos	  de	  

virus	   respiratorios.	   Ambos	   son	   ejemplos	   de	   los	   sistemas	   basados	   en	  microarreglos	   [102,103].	   Estos	  

sistemas	   se	   basan	   en	   la	   detección	   eficiente	   de	   hibridación	   en	   microarreglos	   asistidos	   por	  

nanopartículas	  de	  oro.	  La	  hibridación	  entre	  las	  sondas	  de	  oligonucleótidos	  y	  DNA	  o	  RNA	  blanco	  se	  

detecta	   específicamente	   mediante	   su	   re-‐hibridación	   con	   nanopartículas	   de	   oro	   funcionalizadas	  

con	  oligonucleótidos,	   y	   la	   señal	   se	  genera	  mediante	   la	   reducción	  de	   la	  plata	  en	  presencia	  de	  un	  

agente	  reductor,	  reacción	  que	  es	  promovida	  por	  el	  oro	  [104].	  

	  

1.6.6	  Espectroscopía	  Raman	  de	  superficie	  mejorada	  

Funciona	   con	   base	   en	   la	   dispersión	   inelástica	   de	   la	   radiación	   monocromática,	   ya	   sea	  

cercana	  a	  infrarrojo	  (IR),	  visible	  o	  cercana	  a	  ultravioleta;	  cuando	  interactúa	  con	  un	  analito	  con	  baja	  

frecuencia	  de	  vibración	  y/o	  energía	  de	  rotación.	  Por	  lo	  general	  la	  señal	  generada	  es	  baja	  y	  muchas	  
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veces	  se	  mejora	  utilizando	  sustratos	  de	  plata	  o	  de	  oro	  en	  la	  matriz.	  Hay	  muchas	  modificaciones	  de	  

la	  espectroscopía	  Raman,	  pero	  la	  más	  utilizada	  es	  la	  espectroscopía	  Raman	  de	  superficie	  mejorada	  

(SERS)	  (figura	  11)	  [105].	  	  

En	   contraste	   con	   la	   espectroscopía	   IR,	   los	   espectros	   Raman	   se	   puede	   conseguir	   sin	   la	  

interferencia	  de	  las	  moléculas	  de	  agua	  y	  por	  lo	  tanto	  los	  analitos	  biológicos	  puede	  ser	  estudiados	  

en	   su	   conformación	   nativa.	   La	   SERS	   se	   emplea	   rutinariamente	   para	   diversos	   fines	   bioanalíticos,	  

debido	   a	   la	   detección	   rápida	   y	   no	   destructiva	   de	   analitos	   con	   la	   sensibilidad,	   la	   especificidad	   y	  

precisión	  desde	  una	  sola	  molécula	  hasta	  células	  vivas	  [106,107].	  	  

La	   SERS	  puede	   ser	  dirigida	   a	  diferentes	   analitos	  que	  pueden	   ser	  DNA,	  RNA,	  proteínas,	   u	  

otros	   compuestos	   orgánicos.	   Los	   ácidos	   nucleicos	   son	   los	   candidatos	   preferidos	   en	   las	  

investigaciones	  de	  SERS	  biológicas,	  ya	  que	  la	  influencia	  de	  la	  composición	  de	  bases,	  la	  secuencia,	  la	  

conformación	  (local	  y	  /	  o	  global)	  de	  los	  ácidos	  nucléicos,	  así	  como	  la	  dinámica	  intermolecular	  con	  

las	   proteínas	   o	   ligandos	   se	   expresa	   correspondientemente	   como	   una	   firma	   espectral	   típica.	   De	  

este	   modo	   las	   bacterias	   y	   los	   virus	   de	   diversas	   muestras	   biológicas	   pueden	   ser	   identificados,	  

caracterizados,	  y	  clasificados	  a	  partir	  de	  las	  muestras	   [105,108,109].	  La	  técnica	  de	  SERS	  puede	  incluso	  

distinguir	  entre	  los	  virus	  de	  DNA	  o	  RNA	  como	  adenovirus,	  rinovirus,	  rotavirus	  y	  RSV	  [110,111].	  

	  

	  

	  
	  

Figura	  11.	  Espectroscopía	  Raman	  de	  superficie	  mejorada.	  	  la	  influencia	  de	  la	  composición	  de	  bases,	  la	  
secuencia,	  la	  conformación	  (local	  y	  /	  o	  global)	  de	  los	  ácidos	  nucleicos,	  así	  como	  la	  dinámica	  intermolecular	  

con	  la	  proteína	  o	  ligando	  se	  expresa	  correspondientemente	  como	  una	  firma	  espectral	  típica	  [105].	  
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Tabla	  3.	  Comparativo	  de	  técnicas	  de	  detección	  viral.	  [82]	  

	  



DEPARTAMENTO	  DE	  GENÉTICA	  Y	  BIOLOGÍA	  MOLECULAR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  CINVESTAV-‐IPN	  

	  
	  

	   24	  

1.7	  Relevancia	  de	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios	  por	  PCR	  múltiple.	  

En	  la	  tabla	  3	  se	  resumen	  las	  principales	  características	  de	  las	  distintas	  técnicas	  empleadas	  

para	   la	  detección	  viral,	  así	  como	  algunas	  ventajas	  y	  desventajas.	  En	  general	   las	  plataformas	  para	  

detección	  viral	  basadas	  en	  métodos	  biofísicos	  representan	  una	  valiosa	  alternativa	  cuando	  se	  trata	  

de	  detectar	  la	  presencia	  de	  moléculas	  virales	  en	  concentraciones	  extraordinariamente	  pequeñas	  y	  

además	  muchas	  de	  ellas	  pueden	  lograr	  una	  especificidad	  para	  resolver	  cambios	  incluso	  a	  nivel	  de	  

secuencia.	   Sin	   embargo	   el	   actual	   panorama	   de	   los	   métodos	   biofísicos	   los	   sitúa	   aún	   en	   fase	  

experimental	  y	  por	  lo	  tanto	  todavía	  no	  son	  una	  alternativa	  para	  el	  diagnóstico	  de	  rutina;	  antes	  se	  

deben	  superar	  barreras	  en	  cuanto	  al	  costo	  de	  la	  tecnología	  para	  que	  sean	  accesibles	  [82].	  

Por	  otra	  parte	  el	  paradigma	  de	  los	  métodos	  de	  aislamiento	  viral	  en	  cultivo	  en	  conjunto	  con	  

la	   inmunodetección	   como	   el	   "estándar	   de	   oro"	   para	   el	   diagnóstico	   está	   cambiando.	   Un	   nuevo	  

paradigma	   está	   emergiendo	   a	   partir	   de	   las	   pruebas	   moleculares,	   que	   representan	   el	   nuevo	  

“estándar	  de	  oro”	  para	  el	  diagnóstico	  viral.	  En	  comparación	  con	  otras	  técnicas	  de	  detección	  viral,	  

la	   PCR	   en	   tiempo	   real	   es	   la	   plataforma	   de	   diagnóstico	  más	   sensible,	   rápida	   y	   económicamente	  

rentable	  para	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios	  en	  este	  momento	  [112].	  

Como	   se	   ha	   mencionado	   antes,	   las	   infecciones	   respiratorias	   virales	   pueden	   ser	  

ocasionadas	  por	  un	  gran	  número	  de	  agentes	  virales,	  lo	  cual	  implica	  que	  realizar	  el	  diagnóstico	  para	  

diversos	   virus	   mediante	   PCR	   se	   vuelva	   demasiado	   laborioso,	   costoso,	   y	   con	   un	   requerimiento	  

mayor	  en	  la	  cantidad	  de	  la	  muestra	  para	  llevar	  a	  cabo	  un	  análisis	  clínicamente	  significativo.	  Es	  por	  

ello	   que	   los	   ensayos	   de	   amplificación	   para	   múltiples	   virus	   pueden	   proporcionar	   un	   ahorro	   de	  

recursos,	  y	  de	  tiempo	  del	  resultado	  y	  con	  menor	  cantidad	  de	  muestra	  [113,114].	  

Comercialmente	   existe	   una	   amplia	   gama	   de	   ensayos	   de	   amplificación	   múltiples	   para	   la	  

detección	   y	   cuantificación	   de	   virus	   respiratorios	   directamente	   de	   muestras	   clínicas	   (tabla	   4).	  

Existen	   estudios	   sobre	   el	   rendimiento	   relativo	   de	   diferentes	   ensayos	   comerciales,	   estas	  

comparaciones	   continuarán	   conforme	   aparezcan	   ensayos	   múltiples	   mejorados	   [115-‐118].	   Estos	  

estudios	   deben	   tomar	   en	   cuenta	   no	   sólo	   los	   perfiles	   de	   rendimiento	   de	   los	   diversos	   ensayos	  

comerciales,	   sino	   también	   sus	   limitaciones.	   Se	   espera	   que	   en	   un	   futuro	   los	   ensayos	   múltiples	  

incorporen	   tecnologías	   como	   microarreglos	   de	   baja	   y	   mediana	   densidad,	   incluyendo	   los	  

microarreglos	  de	  fluidos	  y	  los	  chips	  de	  DNA	  [112].	  

La	  PCR	  en	  tiempo	  real	  que	  se	  emplea	  en	  ensayos	  cuantitativos,	  aún	  no	  ha	  sido	  integrada	  

en	   los	   ensayos	   de	   amplificación	   múltiples	   comerciales,	   de	   modo	   que	   esta	   combinación	   de	  
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tecnologías	   se	   puede	   explotar	   para	   el	   desarrollo	   de	   ensayos	   comerciales	   o	   “caseros”	  

(desarrollados	  para	  uso	  interno	  de	  laboratorios	  de	  diagnóstico),	  que	  pueden	  detectar	  y	  cuantificar	  

múltiples	  virus	  respiratorios	  presentes	  en	  una	  sola	  muestra,	  para	  brindar	  un	  diagnóstico	  preciso	  y	  

completo	  [119,112].	  

	  
Tabla	  4.	  Comparativo	  de	  los	  sistemas	  múltiples	  de	  amplificación	  y	  de	  alto	  rendimiento	  
para	  la	  detección	  e	  identificación	  de	  virus	  respiratorios	  disponibles	  en	  el	  mercado.	  [116]	  

	  
	  

Los	  beneficios	  de	  un	  diagnóstico	  más	  preciso	  son	  principalmente	  tres:	  el	  primero,	  es	  que	  

se	  beneficia	  al	  paciente	  en	  cuanto	  a	  la	  recepción	  de	  los	  medicamentos	  antivirales	  apropiados,	  tales	  

como	   oseltamivir	   en	   el	   caso	   de	   la	   influenza,	   o	   a	   la	   reducción	   de	   tratamientos	   antibióticos	  

innecesarios;	   segundo,	   ayuda	   a	   los	   profesionales	   responsables	   del	   control	   de	   infecciones	   en	   la	  

adecuada	   decisión	   de	   medidas	   de	   control	   de	   infecciones,	   para	   reducir	   la	   tasa	   de	   propagación	  

nosocomial;	   y	   tercero,	   proporciona	   información	  más	   precisa	   a	   las	   autoridades	   de	   salud	   pública	  

respecto	   al	   panorama	   de	   los	   virus	   en	   circulación	   en	   la	   comunidad	   para	   que	   puedan	   establecer	  

políticas	  de	  salud	  pública	  [112,120,114]	  
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2.	  ANTECEDENTES	  

	  
El	   Laboratorio	   de	   Bioseguridad	   para	   el	   Diagnóstico	   e	   Investigación	   de	   Enfermedades	  

Emergentes	  que	   forma	  parte	  de	   la	  Coordinación	  General	  de	  Servicios	  Experimentales	   (CGSE)	  del	  

Centro	  de	  Investigación	  y	  Estudios	  Avanzados	  del	  Instituto	  Politécnico	  Nacional	  (CINVESTAV-‐IPN),	  

es	   un	   laboratorio	   de	   bioseguridad	   nivel	   2	   (LBS-‐2),	   que	   reúne	   las	   características	   necesarias	   en	  

infraestructura,	   procedimientos	   y	   personal	   capacitado	   para	   la	   manipulación	   de	   agentes	  

infecciosos.	  El	  CINVESTAV-‐IPN,	  en	  colaboración	  con	  el	  Instituto	  de	  Ciencia	  y	  Tecnología	  del	  Distrito	  

Federal	  (ICyT-‐DF)	  inició	  este	  proyecto	  en	  conjunto,	  que	  formó	  parte	  de	  la	  Red	  de	  Laboratorios	  de	  

Diagnóstico	  y	  Vigilancia	  Epidemiológicos	  del	  Distrito	  Federal.	  	  

El	  LBS-‐2	  se	  implementó	  con	  el	  propósito	  de	  realizar	  el	  diagnóstico	  y	  tipificación	  del	  virus	  de	  

la	   influenza	   AH1N1,	   así	   como	   de	   otros	   agentes	   causantes	   de	   enfermedades	   infecciosas	  

emergentes	  de	  manera	  oportuna,	  así	  como	  dar	  respuesta	  rápida	  en	  caso	  de	  contingencias	  y	  tomar	  

decisiones	  con	  información	  respaldada	  científicamente.	  Actualmente	  el	  LBS-‐2	  usa	  una	  plataforma	  

de	  RT-‐PCR	  en	  tiempo	  real	  para	  realizar	  diagnóstico	  del	  virus	  de	  la	  influenza	  A	  y	  sus	  subtipos	  Swine,	  

H1	  estacional	  y	  H3	  estacional,	  así	  como	  influenza	  B.	  Este	  ensayo	  se	  basa	  en	  protocolos	  validados	  a	  

nivel	   internacional	  por	   la	  Organización	  Mundial	  de	   la	  Salud	   (OMS)	  y	  por	  el	  Centro	  de	  Control	  de	  

Enfermedades	  de	  Estados	  Unidos	  (CDC).	  	  

De	   acuerdo	   a	   los	   datos	   obtenidos	   con	   la	   plataforma	  para	   identificación	  de	   influenza	  del	  

LBS-‐2,	  durante	  el	  año	  2014	  se	  procesaron	  90	  muestras	  provenientes	  de	  exudados	  nasofaríngeos,	  

de	  las	  cuales	  37	  resultaron	  positivas	  para	  algún	  subtipo	  de	  influenza	  A	  o	  influenza	  B;	  mientras	  que	  

para	  el	  resto	  de	  las	  muestras	  procesadas	  se	  emitió	  un	  resultado	  negativo.	  
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3.	  JUSTIFICACIÓN	  

	  

El	   diagnóstico	   molecular	   de	   laboratorio	   es	   esencial	   para	   el	   tratamiento,	   control	   y	  

prevención	   de	   las	   enfermedades	   respiratorias	   de	   origen	   viral.	   Actualmente	   el	   Laboratorio	   de	  

Bioseguridad	   para	   el	   Diagnóstico	   e	   Investigación	   de	   Enfermedades	   Emergentes	   cuenta	   con	   un	  

servicio	   de	   diagnóstico	   válido	   para	   subtipos	   de	   Influenza	   A	   y	   de	   Influenza	   B.	   Sin	   embargo	   es	  

necesario	   contar	   con	   una	   prueba	   válida	   en	   el	   laboratorio	   que	   permita	   identificar	   con	   precisión	  

otros	  virus	  respiratorios	  de	  mayor	  prevalencia	  para	  ofrecer	  un	  diagnóstico	  preciso.	  Para	  este	  fin	  la	  

técnica	   de	   RT-‐PCR	   cuantitativa	   multiplex	   es	   actualmente	   la	   opción	   más	   rentable,	   debido	   a	   la	  

sensibilidad	  y	  especificidad	  que	  se	  puede	  obtener	  con	  esta	  técnica	  en	  un	  tiempo	  corto	  y	  con	  una	  

buena	  relación	  costo-‐efectividad	  en	  comparación	  con	  otras	  plataformas.	  
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4.1	  Objetivo	  general	  

Diseñar,	   desarrollar	   y	   evaluar	   un	   sistema	   de	   RT-‐PCR	   múltiple	   en	   tiempo	   real	   para	   la	  

identificación	  en	  muestras	  clínicas	  de	  14	  virus	  respiratorios:	  virus	  respiratorio	  sincitial	  (RSV)	  A	  y	  B;	  

metapneumovirus	   humano	   (hMPV);	   virus	   de	   parainfluenza	   (PIV)	   1,	   2,	   3	   y	   4;	   rinovirus	   (HRV);	  

coronavirus	  (CoV)	  OC43,	  229E,	  NL63	  y	  HKU1;	  adenovirus	  (AdV);	  y	  bocavirus	  (BoV).	  

	  	  

	  

4.1	  Objetivos	  particulares	  

1)	  Diseñar	  y	  optimizar	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  para	  RT-‐PCR	  en	  tiempo	  real	  

de	  14	  virus	  respiratorios:	  HRV,	  RSV-‐A,	  RSV-‐B,	  hMPV,	  PIV-‐1,	  PIV-‐2,	  PIV-‐3,	  PIV-‐4,	  CoV-‐OC43,	  CoV-‐

229E,	  CoV-‐NL63,	  CoV-‐HKU1,	  AdV	  y	  BoV.	  

	  

2)	  Determinar	  las	  condiciones	  y	  las	  combinaciones	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  adecuadas	  

para	  detectar	  DNA	  sintético	  mediante	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real.	  

	  

3)	  Evaluar	  la	  sensibilidad	  y	  especificidad	  de	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  para	  

PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  con	  moldes	  sintéticos.	  

	  

4)	  Probar	  la	  capacidad	  de	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  para	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  para	  

la	  detección	  de	  virus	  respiratorios	  en	  muestras	  de	  DNA	  y	  RNA	  extraídas	  de	  exudados	  faríngeos	  

de	  pacientes	  con	  síntomas	  respiratorios.	  
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5.	  ESTRATEGIA	  EXPERIMENTAL	  

	  

1)	  Diseñar	  y	  optimizar	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  para	  	  
RT-‐PCR	  en	  tiempo	  real	  de	  14	  virus	  respiratorios.	  

	  
	  

2)	  Determinar	  las	  condiciones	  y	  las	  combinaciones	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  adecuadas	  	  
para	  detectar	  DNA	  sintético	  mediante	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real.
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3)	  Evaluar	  la	  sensibilidad	  y	  especificidad	  de	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  de	  hidrólisis	  	  

para	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  con	  moldes	  sintéticos.	  
	  

	  

	  

	  
4)	  Probar	  la	  capacidad	  de	  los	  juegos	  de	  iniciadores	  para	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  para	  la	  detección	  de	  virus	  
respiratorios	  en	  muestras	  de	  DNA	  y	  RNA	  extraídas	  de	  exudados	  faríngeos	  de	  pacientes	  con	  síntomas	  respiratorios.	  
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6.	  MATERIALES	  Y	  MÉTODOS	  

	  

6.1	  Diseño	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  para	  RT-‐PCR	  múltiple	  

Se	   obtuvieron	   las	   secuencias	   genómicas	   de	   los	   virus	   respiratorios:	   HRV,	   RSV-‐A,	   RSV-‐B,	  

hMPV,	   PIV-‐1,	   PIV-‐2,	   PIV-‐3,	   PIV-‐4,	   CoV-‐OC43,	   CoV-‐229E,	   CoV-‐NL63,	   CoV-‐HKU1,	   BoV	   y	   AdV	   de	   la	  

base	   de	   datos	   Nucleotide	   (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore),	   del	   	   Centro	   Nacional	   de	  

información	   biotecnológica	   de	   Estados	   Unidos	   (NCBI).	   Se	   recopilaron	   secuencias	   de	   genomas	  

completos	   de	   los	   distintos	   virus	   para	   ser	   analizadas.	   Así	   mismo,	   se	   tomaron	   en	   cuenta	   las	  

secuencias	  disponibles	  de	  proyectos	  de	  secuenciación	  de	  genomas	  contenidos	  en	  la	  base	  de	  datos	  

BioProject	  del	  NCBI	  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject).	  

Las	   secuencias	   de	   genomas	   obtenidas	   fueron	   alineadas	   con	   la	   herramienta	   Seaview	  

(http://doua.prabi.fr/software/seaview),	   empleando	   el	   algoritmo	   Clustal	   Omega	  

(http://www.clustal.org/omega/).	  Los	  alineamientos	  de	  genomas	  se	  emplearon	  para	  buscar	  genes	  

conservados	   o	   con	  menos	   variaciones	   sobre	   los	   cuales	   se	   pudiera	   generar	   un	   consenso	   para	   el	  

diseño	  de	  los	  iniciadores	  y	  las	  sondas.	  Una	  vez	  que	  se	  determinaron	  los	  genes	  más	  conservados	  se	  

obtuvieron	  las	  secuencias	  de	  los	  mismos	  a	  partir	  de	  genomas	  completos,	  así	  como	  de	  secuencias	  

de	  fragmentos	  que	  contuvieran	  los	  genes	  de	  interés	  presentes	  en	  la	  base	  de	  datos	  Nucleotide.	  Las	  

secuencias	  de	  cada	  gen	  viral	  empleadas	  para	  generar	  el	  consenso	  se	  enlistan	  en	  el	  Anexo	  1.	  

Posteriormente	   para	   el	   análisis	   visual	   de	   las	   mutaciones	   más	   frecuentes	   dentro	   de	   los	  

genes	   virales	   se	   generó	   una	   imagen	   Logo[121]	   del	   archivo	   del	   alineamiento,	   empleando	   la	  

herramienta	  en	  línea	  WebLogo	  3	  (http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi).	  La	  secuencia	  que	  

representa	  el	  consenso	  del	  gen	  se	  generó	  editando	  manualmente	  alguna	  de	   las	  secuencias	  en	   la	  

herramienta	  Seaview	  para	  que	  contuviera	  los	  cambios	  más	  frecuentes	  de	  cada	  gen.	  	  

Las	   secuencias	   consenso	   de	   los	   genes	   de	   los	   12	   virus	   de	   RNA	   se	   agruparon	   de	   distintas	  

maneras	   en	   tres	   juegos	   para	   la	   búsqueda	   de	   candidatos	   de	   iniciadores	   y	   sondas	   de	   hidrolisis,	  

también	   conocidas	   cómo	   sondas	   TaqMan	   para	   PCR	   múltiple	   en	   tiempo	   real	   con	   ayuda	   del	  

software	   Beacon	   Designer	   (http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/).	   Así	   mismo	   se	  

generó	  un	  grupo	  de	  candidatos	  de	  iniciadores	  a	  partir	  de	  las	  secuencias	  consenso	  con	  el	  software	  

AmplifX	   (http://crn2m.univ-‐mrs.fr/AmplifX?lang=en).	   Con	   ayuda	   de	   este	   último	   software	   se	  

analizaron	   distintos	   parámetros	   de	   los	   iniciadores,	   como	   son	   la	   temperatura	   de	   fusión	   (TM),	   el	  

porcentaje	   de	   guaninas	   y	   citosinas	   que	   contienen	   los	   iniciadores	   y	   sondas,	   y	   la	   formación	   de	  
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dímeros	  entre	  iniciadores	  de	  un	  mismo	  virus	  y	  entre	  iniciadores	  de	  distintos	  virus	  de	  acuerdo	  a	  las	  

combinaciones	  para	  reacciones	  múltiples.	  

La	   estrategia	   para	   generar	   sondas	   doblemente	  marcadas	  mediante	   el	   software	   AmplifX	  

consistió	   en	   armar	   juegos	   de	   tres	   iniciadores,	   compuestos	   por	   un	   iniciador	   sentido	   (Fw)	   y	   un	  

iniciador	   antisentido	   (Rv)	   que	   delimitan	   una	   región,	   así	   como	   un	   iniciador	   ya	   sea	   sentido	   o	  

antisentido	  que	  se	  encuentra	  dentro	  de	  la	  región	  delimitada,	  pero	  separado	  por	  algunas	  bases	  de	  

los	   iniciadores	   que	   delimitan	   esta	   región,	   de	   modo	   que	   los	   iniciadores	   no	   se	   traslapen.	   A	  

continuación	  se	  modificó	  el	  tercer	  iniciador	  (que	  no	  delimita	  la	  región	  y	  esta	  entre	  Fw	  y	  Rv),	  para	  

que	  cumpliera	  las	  siguientes	  condiciones:	  tener	  una	  TM	  entre	  8	  y	  10	  ºC	  por	  encima	  de	  la	  TM	  de	  los	  

iniciadores,	  no	  debe	  contener	  citosina	  en	  el	  extremo	  5’,	  y	  que	  no	  forme	  estructuras	  secundarias	  

considerables	  cuando	  se	  encuentra	  a	  la	  TM	  de	  los	  iniciadores	  Fw	  y	  Rv;	  para	  corroborar	  esta	  última	  

condición	   se	   realizó	   un	   análisis	   de	   las	   probables	   estructuras	   que	   se	   forman	   con	   ayuda	   de	   la	  

herramienta	  Mfold	  (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-‐Folding-‐Form).	  

	  Al	  mismo	  tiempo	  se	  diseñaron	  los	  iniciadores	  para	  los	  dos	  virus	  de	  DNA:	  AdV	  y	  BoV;	  de	  tal	  

modo	  que	  amplificaran	  productos	  con	  distinto	   tamaño	  y	  distinta	  TM,	  además	  de	  cumplir	  con	   los	  

parámetros	  ya	  mencionados	  para	  levar	  a	  cabo	  la	  reacción	  de	  estos	  dos	  virus	  de	  manera	  múltiple.	  	  

Finalmente	   se	   realizó	   una	   búsqueda	   de	   secuencias	   similares	   para	   todos	   los	   juegos	   de	  

iniciadores	   y	   sondas	   con	   la	   herramienta	  BLAST	   del	  NCBI	   (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),	  

esto	   con	   el	   fin	   de	   descartar	   posibles	   productos	   inespecíficos	   en	   la	   reacción	   de	   PCR	   por	   el	  

alineamiento	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  con	  otras	  regiones	  de	  RNA	  o	  DNA	  viral	  y	  humano.	  

Cabe	   mencionar	   que	   el	   diseño	   de	   los	   iniciadores	   para	   PCR	   múltiple	   se	   llevó	   a	   cabo	   de	  

manera	  reiterada	  hasta	  obtener	   los	  mejores	  candidatos,	  repitiendo	  en	  varios	  casos	  el	  paso	  de	   la	  

selección	  de	   candidatos	   de	   iniciadores	   y	   sondas,	   las	   combinaciones	   entre	   estos	   candidatos	  para	  

reacciones	   múltiples,	   y	   en	   algunos	   casos	   la	   selección	   de	   un	   nuevo	   gen	   conservado	   que	  

proporcionara	  nuevos	  candidatos.	  Así	  mismo	  para	  secuencias	  virales	  que	  varían	  en	  gran	  medida	  o	  

contienen	   diversos	   subtipos	   como	   es	   el	   caso	   de	   HRV	   y	   AdV,	   el	   diseño	   de	   iniciadores	   y	   sondas	  

consistió	  en	  comparar	  y	  adaptar	  las	  regiones	  más	  conservadas,	  partiendo	  de	  juegos	  de	  iniciadores	  

y	  sondas	  ya	  reportados	  [118,122].	  
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6.2	  Oligonucleótidos	  

Los	   oligonucleótidos	   empleados	   en	   los	   ensayos	   de	   PCR/RT-‐PCR	   en	   punto	   final	   y	   tiempo	  

real	   (iniciadores	   Fw	   y	   Rv,	   y	  moldes	   sintéticos	   del	   virus)	   fueron	   obtenidos	   por	   síntesis	   química	   y	  

posteriormente	  desalados	  por	  medio	  del	  proveedor	  Sigma-‐Aldrich	  Co.	  	  

Las	  sondas	  doblemente	  marcadas	  para	   los	  ensayos	  de	  tiempo	  real	  consistieron	  en	  oligos	  

modificados	  en	  el	  extremo	  5’	  con	  uno	  de	  los	  siguientes	  fluoróforos:	  6-‐FAMTM	  (FAM),	  Cal	  Fluor	  560®	  

(CF560),	   ROXTM	   (ROX)	   y	   Cyanine-‐5	   (Cy5).	   Estos	   oligos	   también	   contenian	   modificaciones	   en	   el	  

extremo	  3’	  al	  cual	  se	  unieron	  las	  siguientes	  moléculas	  represoras:	  Black	  Hole	  Quencher	  1®	  (BHQ-‐1)	  

cuando	   en	   el	   extremo	   5’	   se	   encuentran	   los	   fluoróforos	   FAM	   y	   CF560,	   Black	   Hole	   Quencher	   2®	  

(BHQ-‐2)	  cuando	  se	  encuentra	  ROX,	  y	  Black	  Hole	  Quencher	  3®	  (BHQ-‐3)	  para	  los	  oligos	  con	  Cy5.	  La	  

sonda	  doblemente	  marcada	  empleada	  en	  el	  ensayo	  de	  RNAsaP	  contiene	  el	  fluoróforo	  FAM	  en	  el	  

extremo	   5’	   y	   TAMRATM	   en	   el	   extremo	   3’	   como	   molécula	   represora.	   Estas	   sondas	   doblemente	  

marcadas	  se	  obtuvieron	  por	  síntesis	  química	  y	  purificadas	  por	  cromatografía	   (HPLC)	  mediante	  el	  

proveedor	  Sigma-‐Aldrich	  Co	  

	  

6.3	  Muestras	  clínicas	  

Las	  muestras	  clínicas	  empleadas	  en	  el	  presente	  trabajo	  fueron	  obtenidas	  de	  pacientes	  de	  

diferentes	   edades,	   hospitalizados	   con	   síntomas	   respiratorios	   graves,	   de	   los	   cuáles	   se	   obtuvo	   un	  

exudado	   faríngeo	   tomado	  con	  un	  hisopo,	  que	  se	   sumergió	  en	  un	   tubo	  con	  medio	  de	   transporte	  

viral	  que	  se	  hizo	  llegar	  al	  LBS-‐2	  para	  la	  identificación	  de	  influenza.	  Las	  muestras	  empleadas	  en	  este	  

trabajo	   fueron	   aquellas	   que	   resultaron	   negativas	   para	   influenza	   ..	   Adicionalmente	   se	   trabajaron	  

muestras	  provenientes	  de	  pacientes	  hospitalizados	  que	  presentaban	  conjuntivitis	  para	  realizar	  los	  

ensayos	  de	  detección	  de	  AdV.	  

	  

6.4	  Extracción	  y	  cuantificación	  de	  ácidos	  nucleicos	  

Las	   extracciones	   de	   ácidos	   nucleicos	   se	   llevaron	   a	   cabo	   en	   un	   entorno	   de	   bioseguridad	  

dentro	   del	   BSL-‐2,	   y	   todas	   las	  muestras	   se	  manipularon	   dentro	   de	   un	   gabinete	   de	   bioseguridad	  

clase	  II	  (ESCO®).	  

Para	  la	  extracción	  de	  DNA	  se	  empleó	  el	  kit	  QIAamp®	  DNA	  Mini	  de	  QUIAGEN®,	  de	  acuerdo	  

a	   las	   indicaciones	  del	  mismo,	  empleando	  140	  uL	  de	  muestra,	  y	  eluyendo	  el	  DNA	  en	  un	  volumen	  
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final	  de	  60	  uL.	  El	  DNA	  se	  cuantificó	  y	  se	  empleó	  en	  las	  reacciones	  de	  RT-‐PCR	  o	  se	  almacenó	  a	  -‐20	  ºC	  

hasta	  su	  uso.	  

Para	   la	   extracción	   de	   RNA	   se	   empleó	   el	   kit	   QIAamp®	   Viral	   RNA	  Mini	   de	   QUIAGEN®,	   de	  

acuerdo	  a	   las	   indicaciones	  del	  mismo,	   empleando	  140	  uL	  de	  muestra,	   y	   eluyendo	  el	   RNA	  en	  un	  

volumen	   final	   de	   60	   uL.	   El	   RNA	   se	   cuantificó	   y	   se	   empleó	   en	   las	   reacciones	   de	   RT-‐PCR	   o	   se	  

almacenó	  a	  -‐70	  ºC	  hasta	  su	  uso.	  

La	  cuantificación	  de	  los	  ácidos	  nucleicos	  se	  realizó	  tomando	  en	  cuenta	  el	  cociente	  entre	  las	  

absorbancias	   a	   260	   nm	   y	   280	   nm,	   de	   una	   alícuota	   de	   2	   uL	   de	   las	   extracciones	   en	   el	  

Espectrofotómetro	  EpochTM	  de	  BioTek®	  y	  determinando	   la	  concentración	  con	  ayuda	  del	  software	  

Gen5TM	  de	  BioTek®.	  	  	  

	  

6.5	  PCR/RT-‐PCR	  punto	  final	  

Las	   reacciones	   de	   PCR	   se	   realizaron	   adicionando	   los	   siguientes	   reactivos:	   10	   uL	   de	   ABI	  

Gene	  Expression	  2x	  Mix	  de	  Applied	  Biosystems®,	  260	  ó	  530	  nM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  Rv,	  2	  uL	  de	  

molde	  y	  agua	  Milli-‐Q	  para	  obtener	  un	  volumen	  de	  reacción	  de	  15	  uL.	  Como	  molde	  se	  emplearon	  

stocks	   de	   molde	   sintético	   en	   concentraciones	   desde	   500	   hasta	   5,000,000	   copias/uL,	   o	   en	   su	  

defecto	  DNA	  extraído	  de	  muestras	  con	  concentraciones	  entre	  40	  y	  80	  ng/uL,	  así	  como	  agua	  Milli-‐Q	  

en	  el	  caso	  de	  los	  controles	  negativos.	  En	  el	  caso	  de	  las	  reacciones	  múltiples,	  se	  emplearon	  mezclas	  

de	  200	  ó	  400	  nM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  Rv.	  Las	  reacciones	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  un	  termociclador	  	  

Veriti	  de	  Applied	  Biosystems®,	  con	  el	  siguiente	  programa:	  95	  ºC	  por	  2	  min.	  para	  desnaturalización	  

inicial,	  40	  ciclos	  de:	  desnaturalización	  a	  95	  ºC	  por	  15	  s,	  alineamiento	  entre	  50	  y	  62	  ºC	  por	  30	  s	  y	  

extensión	  a	  72	  ºC	  por	  30	  s;	   seguidos	  de	  un	  paso	   final	  de	  72ºC	  por	  3	  min;	  y	  una	  etapa	   final	  para	  

mantener	  las	  reacciones	  a	  4	  ºC.	  	  

Las	   reacciones	  de	  RT-‐PCR	  se	   realizaron	  en	  un	  solo	  paso	  con	  el	  kit	  Superscript®	  One-‐Step	  

RT-‐PCR	  with	  Platinum®	  Taq	  System	  de	  InvitrogenTM,	  cada	  mezcla	  de	  reacción	  contenía:	  0.2	  uL	  de	  la	  

mezcla	  de	  enzimas,	  7.5	  uL	  de	  buffer	  2x,	  260	  nM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  Rv,	  2	  uL	  de	  molde	  y	  agua	  

Milli-‐Q	  necesaria	  para	  obtener	  un	  volumen	  final	  de	  reacción	  de	  15	  uL.	  Como	  molde	  se	  emplearon	  

stocks	   de	   molde	   sintético	   en	   concentraciones	   desde	   500	   hasta	   5,000,000	   copias/uL,	   o	   en	   su	  

defecto	  RNA	  extraído	  de	  muestras	  con	  concentraciones	  entre	  40	  y	  80	  ng/uL,	  y	  agua	  Milli-‐Q	  en	  el	  

caso	  de	  los	  controles	  negativos.	  Las	  reacciones	  múltiples,	  contenían	  266	  nM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  

Rv.	   Las	   reacciones	   se	   llevaron	   a	   cabo	   en	   un	   termociclador	   	   Veriti,	   con	   el	   siguiente	   programa:	  



Diseño,	  desarrollo	  y	  evaluación	  de	  un	  sistema	  de	  PCR	  múltiple	  para	  el	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  respiratorias	  de	  origen	  viral.	  

	  
	  

	   35	  

retrotranscripción	  a	  50	  ºC	  por	  30	  min.,	  desnaturalización	   inicial	  a	  95	  ºC	  por	  2	  min.,	  40	  ciclos	  de:	  

desnaturalización	  a	  95	  ºC	  por	  15	  s,	  alineamiento	  entre	  50	  y	  62	  ºC	  por	  30	  s	  y	  extensión	  a	  72	  ºC	  por	  

30	  s;	  seguidos	  de	  un	  paso	  final	  de	  72ºC	  por	  3	  min.	  para	  enseguida	  mantener	  las	  reacciones	  a	  4	  ºC.	  

	  

6.6	  Electroforesis	  en	  geles	  de	  agarosa	  y	  acrilamida	  

Los	  productos	  de	  PCR	  y	  RT-‐PCR	  se	  separaron	  por	  electroforesis	  en	  geles	  de	  agarosa	  y	  de	  

acrilamida.	  Los	  geles	  de	  agarosa	  se	  elaboraron	  al	  3%	  en	  buffer	  TBE	  1x	  (89	  mM	  Tris,	  89	  nM	  ácido	  

borico,	  2mM	  EDTA),	  con	   intercalante	  GelRedTM	  de	  Biotium	  Inc.	  TM	  en	  concentración	  final	  0.5x.	  En	  

los	  pozos	  del	  gel	  se	  colocaron	  entre	  6	  y	  9	  uL	  de	  una	  mezcla	  de	  producto	  de	  PCR,	  y	  buffer	  de	  carga	  

para	  ácidos	  nucleicos	  6x	   (30%	  glicerol,	  0.1%	  SDS,	  0.01%	  azul	  de	  bromofenol,	  0.01%	  xilen-‐cianol),	  

así	  mismo	  se	  utilizaron	  como	  referencia	  entre	  3	  y	  5	  uL	  de	  alguno	  de	  los	  siguientes	  marcadores	  de	  

peso	  molecular:	  Rango	  Bajo	  ADN	  pBR322/Msp	  I	  de	  BIoTecMolTM,	  o	  100+50	  bp	  DNA	  Marker	  de	  Bio	  

Basic	   Inc.TM,	   en	   algunos	   casos	   se	   empleó	   este	   último	   marcador	   adicionando	   un	   volumen	   del	  

marcador	  100	  bp	  DNA	  Ladder	  de	  InvitrogenTM	  por	  cada	  cinco	  volúmenes	  del	  primero.	  Los	  geles	  se	  

sometieron	  a	  electroforesis	  por	  50	  min	  a	  100	  V	  en	  buffer	  TBE	  1x.	  Al	  terminar	  la	  electroforesis	  los	  

geles	   se	   colocaron	   en	   el	   transiluminador	   donde	   se	   visualizaron	   y	   documentaron	   en	   luz	   UV	   de	  

longitud	  de	  onda	  corta	  y	  con	  ayuda	  de	  un	  filtro	  para	  luz	  naranja.	  

Por	   otra	   parte	   se	   prepararon	   geles	   de	   acrilamida	   al	   10%	   (10%	   acrilamida:bisacrilamida	  

19:1,	  buffer	  TBE	  1x),	  cargando	  en	  ellos	  entre	  3	  y	  9	  uL	  de	  una	  mezcla	  de	  producto	  de	  PCR,	  y	  buffer	  

de	  carga	  para	  ácidos	  nucleicos	  6x.	  Los	  geles	  se	  sometieron	  a	  electroforesis	  por	  120	  min	  a	  100	  V	  en	  

buffer	  TBE	  1x.	  Al	  terminar	  la	  electroforesis	  los	  geles	  de	  acrilamida	  se	  sumergieron	  en	  buffer	  TBE	  1x	  

con	   GelRedTM	   1x	   durante	   20	   min.	   Inmediatamente	   después	   los	   geles	   se	   sumergieron	   en	   agua	  

estéril	   para	   retirar	   el	   exceso	   de	   colorante	   y	   se	   colocaron	   en	   un	   transiluminador	   donde	   se	  

visualizaron	  y	  documentaron	  bajo	  luz	  UV	  de	  longitud	  de	  onda	  corta	  y	  con	  ayuda	  de	  un	  filtro	  para	  

luz	  naranja.	  

	  

6.7	  Purificación	  de	  productos	  de	  PCR	  

Los	  productos	  de	  PCR	  de	   interés	  se	  purificaron	  separándose	  en	  geles	  de	  agarosa	  de	  bajo	  

punto	   de	   fusión	   al	   1%	   teñidos	   con	   con	   GelRedTM	   en	   concentración	   final	   0.5x,	   colocando	   en	   los	  

pozos	  entre	  6	  y	  9	  uL	  de	  una	  mezcla	  de	  producto	  de	  PCR,	  y	  buffer	  de	  carga	  para	  ácidos	  nucleicos	  6x.	  

Los	   geles	   se	   sometieron	   a	   electroforesis	   por	   30	   min	   a	   100	   V	   en	   buffer	   TBE	   1X.	   Al	   terminar	   la	  
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electroforesis	   los	   geles	   se	   colocaron	   en	   un	   transiluminador	   donde	   se	   visualizaron	   brevemente	  

exponiéndolos	   a	   luz	   UV	   de	   longitud	   de	   onda	   larga.	   Durante	   la	   visualización	   y	   de	   la	   forma	  más	  

rápida	  posible,	  las	  bandas	  de	  interés	  se	  recuperaron	  cortando	  el	  gel	  con	  ayuda	  de	  una	  navaja.	  Los	  

fragmentos	  de	  gel	  que	  contenían	   los	  amplificados	  de	   interés	  se	  fundieron	  a	  60	  ºC	  y	  se	  diluyeron	  

hasta	  100	  veces	  en	  agua	  Milli-‐Q	  para	  su	  cuantificación.	  

	  

6.8	  PCR/RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  

Las	  reacciones	  de	  PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  se	  llevaron	  a	  cabo	  combinando	  en	  un	  tubo	  

los	   ensayos	   de	   AdV	   y	   BoV.	   Para	   estas	   reacciones	   se	   preparó	   la	  mezcla	   que	   contenía:	   10	   uL	   de	  

Green-‐2-‐Go	  qPCR	  Low	  ROX	  2x	  Mastermix	  de	  Bio	  Basic	  Inc.TM,	  200	  ó	  400	  nM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  

Rv,	  2	  uL	  de	  molde	  y	  agua	  Milli-‐Q	  para	  obtener	  un	  volumen	  de	  reacción	  de	  20	  uL.	  Como	  molde	  se	  

emplearon	  stocks	  de	  molde	  sintético	  en	  concentraciones	  desde	  105	  hasta	  107	  copias/uL,	  o	  en	  su	  

defecto	  DNA	  extraído	  de	  muestras	  con	  concentraciones	  entre	  40	  y	  80	  ng/uL,	  así	  como	  agua	  Milli-‐Q	  

para	  los	  controles	  negativos.	  Los	  ensayos	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  un	  equipo	  de	  tiempo	  real	  ABI	  7500	  

de	   Applied	   Biosystems®,	   con	   el	   siguiente	   programa:	   95	   ºC	   por	   10	   min.	   para	   desnaturalización	  

inicial	   y	   activación	   de	   la	   enzima,	   40	   ciclos	   de	   amplificación	   de	   	   95ºC	   por	   15	   s,	   57	   ºC	   por	   40	   s,	  

seguidos	  por	  una	  etapa	  de	  detección	  de	  temperaturas	  de	  disociación.	  En	  cada	  uno	  de	  los	  ciclos	  de	  

la	  etapa	  de	  amplificación,	  durante	  el	  paso	  de	  57	  ºC	  por	  40	  s,	  el	  equipo	  registró	  la	  fluorescencia	  del	  

colorante	   SYBR	   en	   el	   canal	   A	   y	   tomando	   como	   colorante	   de	   referencia	   ROX.	   Al	   término	   de	   la	  

reacción	   los	   datos	   de	   la	   fluorescencia	   en	   cada	   ciclo	   de	   amplificación,	   así	   como	   la	   curva	   de	  

temperaturas	  de	  disociación	  fueron	  analizados	  con	  el	  software	  del	  equipo.	  

Las	  reacciones	  de	  RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  para	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  Y	  4plex-‐C,	  

se	   llevaron	   a	   cabo	   empleando	   el	   kit	   Superscript®	   III	   Platinum®	   One-‐Step	   Quantitative	   RT-‐PCR	  	  

System	  de	  InvitrogenTM,	  cada	  mezcla	  de	  reacción	  contenía:	  0.4	  uL	  de	  la	  mezcla	  de	  enzimas,	  10	  uL	  

de	  buffer	  2x,	  0.25,	  0.5	  ó	  1	  uM	  de	  cada	  iniciador	  Fw	  y	  Rv,	  125,	  187.5	  ó	  250	  nM	  de	  cada	  sonda,	  2	  uL	  

de	  molde	   y	   agua	  Milli-‐Q	   necesaria	   para	   obtener	   un	   volumen	   final	   de	   reacción	   de	   20	   uL.	   Como	  

molde	  se	  emplearon	  stocks	  de	  molde	  sintético	  en	  concentraciones	  desde	  1	  hasta	  108	  copias/uL,	  o	  

en	  su	  defecto	  RNA	  extraído	  de	  muestras	  con	  concentraciones	  entre	  40	  y	  80	  ng/uL,	  así	  como	  agua	  

mili-‐Q	  para	   los	  controles	  negativos.	  Los	  ensayos	  se	   llevaron	  a	  cabo	  en	  un	  equipo	  de	  tiempo	  real	  

ABI	  7500,	  con	  el	  siguiente	  programa:	  50	  ºC	  por	  30	  min.	  para	  la	  retrotranscripción,	  95	  ºC	  por	  2	  min.	  

de	  desnaturalización	  inicial,	  y	  40	  ciclos	  de	  	  95ºC	  por	  15	  s,	  57	  ºC	  por	  40	  s.	  En	  cada	  uno	  de	  los	  ciclos	  
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de	   la	  última	  etapa,	  durante	  el	  paso	  de	  57	  ºC	  por	  40	   s,	   el	   equipo	   registró	   la	   fluorescencia	  de	   los	  

fluoróforos	  FAM,	  CF560,	  ROX	  y/o	  Cy5	  en	  los	  canales	  A,	  B,	  D	  y	  E	  respectivamente.	  Al	  término	  de	  la	  

reacción	  los	  datos	  fueron	  analizados	  con	  el	  software	  del	  equipo.	  

	  

6.9	  Cuantificación	  de	  moléculas	  en	  PCR	  tiempo	  real	  

Para	  los	  ensayos	  con	  sondas	  doblemente	  marcadas	  se	  generaron	  curvas	  de	  amplificación,	  

graficando	   la	   señal	   de	   fluorescencia	   contra	   el	   número	   de	   ciclo.	   La	   señal	   de	   fluorescencia	   se	  

compone	  de	  la	  señal	  emitida	  por	  el	  fluoróforo	  reportero,	  menos	  la	  señal	  de	  fondo	  (∆Rn).	  

Para	  cuantificar	  la	  cantidad	  de	  moléculas	  iniciales	  se	  establecieron	  valores	  de	  ∆Rn	  como	  el	  

umbral,	  estos	  valores	  se	  encuentran	  por	  encima	  de	  la	  línea	  base	  de	  amplificación,	  pero	  dentro	  de	  

la	   fase	  exponencial	  de	   las	   curvas	  de	  amplificación.	   El	   ciclo	  umbral	   (CT)	  de	  una	   reacción	   se	   tomó	  

como	  el	  ciclo	  fraccional	  en	  que	  la	  curva	  de	  amplificación	  cruza	  el	  umbral.	  

Las	  curvas	  estándar	  se	  obtuvieron	  graficando	  el	  CT	  contra	  el	  logaritmo	  de	  la	  concentración	  

y	  determinando	  las	  pendientes	  y	  la	  intersección	  con	  Y	  de	  estas	  rectas.	  El	  porcentaje	  de	  eficiencia	  

de	  las	  reacciones	  de	  PCR	  con	  base	  en	  las	  curvas	  estándar	  se	  calculó	  a	  partir	  de	  las	  pendientes	  de	  

estas	  curvas,	  empleando	  la	  siguiente	  ecuación:	  

	  

Eficiencia	  =	  10	  ^	  (	  -‐1	  /	  Pendiente	  )	  –	  1	  

	  

En	   los	   ensayos	   de	   disociación	   las	   curvas	   se	   mostraron	   en	   gráficas	   del	   cambio	   de	  

fluorescencia	  contra	  temperatura	  en	  ºC.	  
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7.	  RESULTADOS	  

7.1	  Obtención	  de	  juegos	  de	  iniciadores	  y	  sondas.	  

Mediante	  la	  metodología	  previamente	  descrita	  se	  obtuvieron	  14	  pares	  de	  iniciadores	  Fw	  y	  

Rv	   para	   la	   detección	   de	   secuencias	   correspondientes	   al	   genoma	   de	   14	   virus	   respiratorios:	   HRV,	  

RSV-‐A,	  RSV-‐B,	  hMPV,	  PIV-‐1,	  PIV-‐2,	  PIV-‐3,	  PIV-‐4,	  CoV-‐OC43,	  CoV-‐229E,	  CoV-‐NL63,	  CoV-‐HKU1,	  BoV	  y	  

AdV.	   Todos	   los	   pares	   de	   iniciadores	   se	   diseñaron	   con	  una	   TM	  muy	   cercana,	   y	   cuidando	  que	   los	  

amplicones	   variaran	   en	   el	   número	   de	   bases,	   con	   el	   fin	   poder	   diferenciarlos	   de	   acuerdo	   a	   su	  

tamaño	   en	   geles	   de	   acrilamida.	   En	   la	   tabla	   5	   se	   enlistan	   las	   principales	   características	   de	   los	  

iniciadores	  así	  como	  su	  secuencia.	  

	  
Tabla	  5.	  Principales	  características	  de	  los	  iniciadores	  Fw	  y	  Rv.	  

	  
	  	  	  	  	  	  	  	  *TM	  predicha	  con	  el	  software	  amplifX	  

	  

Para	   las	   reacciones	  múltiples	   los	  pares	  de	   iniciadores	   se	  agruparon	  en	   tres	   juegos	  o	   sets	  

compuestos	  de	  4	  pruebas	  virales	   (set	  4plex-‐A:	  RSV-‐A,	  PIV-‐4,	  CoV-‐OC43	  y	  CoV-‐HKU1;	  set	  4plex-‐B:	  

PIV-‐1,	  RSV-‐B,	  PIV-‐3	  y	  PIV-‐2;	  set	  4plex-‐C:	  CoV-‐229E,	  CoV-‐NL63	  y	  HRV),	  y	  un	  cuarto	  set	  compuesto	  de	  

dos	  virus	  (set	  2plex-‐D:	  AdV	  y	  BoV).	  Una	  vez	  establecidos	  estos	  sets	  se	  seleccionaron	  los	  fluoróforos	  

para	   las	   sondas	  de	  hidrólisis	  que	   se	  usaron	  en	   los	  ensayos	  en	   tiempo	   real	  para	   los	   sets	  4plex-‐A,	  

4plex-‐B	  y	  4plex-‐C.	  Los	   fluoróforos	  se	  asignaron	  de	  tal	  modo	  que	  cada	  uno	  de	   los	  cuatro	  ensayos	  

que	   contiene	   un	   set	   pudiera	   ser	   detectado,	   por	   el	   equipo	   de	   PCR	   en	   tiempo	   real	   ABI	   7500,	   en	  

canales	  de	  fluorescencia	  distintos.	  Los	  fluoróforos	  empleados	  en	  los	  ensayos	  fueron:	  FAM,	  CF560,	  
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ROX	  y	  Cy5;	  los	  cuales	  se	  detectan	  en	  los	  canales	  del	  equipo	  A,	  B,	  D	  y	  E	  respectivamente.	  En	  la	  tabla	  

6	   se	   resume	   la	   asignación	   de	   los	   fluoróforos	   y	   represores	   para	   cada	   sonda,	   así	   como	   las	  

características	  principales	  de	  las	  mismas,	  y	  su	  secuencia.	  Para	  los	  ensayos	  en	  tiempo	  real	  con	  el	  set	  

2plex-‐D	  se	  trabajó	  con	  una	  curva	  de	  disociación	  empleando	  el	  agente	  intercalarte	  SYBR,	  es	  por	  ello	  

que	  no	  se	  requirieron	  sondas	  para	  los	  ensayos	  de	  AdV	  y	  BoV.	  

	  

Tabla	  6.	  Principales	  características	  de	  las	  sondas	  de	  hidrólisis	  para	  los	  ensayos	  de	  qRT-‐PCR.	  

	  
	  	  	  	  *Sent	  indica	  que	  la	  sonda	  es	  contigua	  al	  iniciador	  Fw,	  mientras	  que	  Anti	  indica	  que	  es	  contigua	  al	  iniciador	  Rv	  	  

	  

7.2	  Gradientes	  de	  temperatura	  y	  síntesis	  de	  moldes	  de	  tamaño	  completo	  

Para	  los	  ensayos	  de	  PCR	  en	  punto	  final	  de	  los	  12	  virus	  de	  RNA	  (HRV,	  RSV-‐A,	  RSV-‐B,	  hMPV,	  

PIV-‐1,	  PIV-‐2,	  PIV-‐3,	  PIV-‐4,	  CoV-‐OC43,	  CoV-‐229E,	  CoV-‐NL63	  y	  CoV-‐HKU1),	  se	  contó	  con	  dos	  juegos	  

de	   moldes	   	   sintéticos	   para	   cada	   ensayo	   viral:	   los	   “recortados”	   y	   los	   “duales”	   (figura	   12),	   (la	  

secuencia	  de	  todos	  ellos	  se	  encuentra	  en	  el	  anexo	  2).	  

El	  primer	   juego	  de	  moldes	   ,	   consistió	  en	  una	  cadena	  de	  DNA	  para	  cada	  ensayo	  viral	  que	  

contiene	   las	  regiones	  de	   los	   iniciadores	  Fw,	  Rv,	  y	  de	   la	  sonda;	  sin	  embargo	  se	  omitieron	  algunas	  

bases	  entre	  estas	  regiones	  para	  obtener	  moldes	  que	  no	  superaran	  las	  120	  bases	  de	  tamaño,	  esto	  

con	   el	   fin	   de	   asegurar	   la	   correcta	   síntesis	   de	   las	   cadenas	   por	   parte	   del	   proveedor.	   Con	   estos	  

moldes	  de	  menor	  tamaño	  se	  realizaron	  gradientes	  de	  temperatura	  para	  determinar	  la	  TM	  óptima,	  

misma	  que	  se	  estableció	  para	  todos	  los	  ensayos	  en	  56	  ºC	  (figura	  13).	  Las	  imágenes	  de	  los	  ensayos	  

de	  gradientes	  de	  temperatura	  se	  pueden	  encontrar	  en	  el	  anexo	  3.	  



DEPARTAMENTO	  DE	  GENÉTICA	  Y	  BIOLOGÍA	  MOLECULAR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  CINVESTAV-‐IPN	  

	  
	  

	   40	  

	  
Figura	  12.	  Moldes	  sintéticos.	  Los	  moldes	  “recortados”	  (izquierda)	  se	  obtuvieron	  editando	  la	  región	  blanco	  de	  la	  
secuencia	  viral,	  eliminando	  nucleótidos	  que	  no	  afectaran	  las	  regiones	  de	  los	  iniciadores	  y	  la	  sonda.	  Los	  moldes	  
“duales”	  (derecha)	  son	  dos	  oligos	  (sentido	  y	  antisentido)	  complementarios	  en	  los	  extremos	  3’,	  los	  cuales	  al	  ser	  

rellenados	  forman	  una	  molécula	  de	  doble	  cadena	  que	  contiene	  la	  región	  blanco	  del	  virus.	  
	  

Una	   vez	   determinada	   la	   TM	  óptima	   se	   llevó	   a	   cabo	   la	   síntesis	   de	   los	  moldes	   de	   tamaño	  

completo	  a	  dicha	  temperatura.	  Para	  ello	  se	  colocaron	  los	  oligos	  sentido	  y	  antisentido,	  cada	  uno	  en	  

concentración	   de	   2	   x	   1010	   moléculas/reacción,	   con	   sus	   respectivos	   iniciadores	   Fw	   y	   Rv	   en	  

reacciones	  de	  PCR.	   Los	  productos	  obtenidos	   se	  purificaron	  separándolos	  en	  geles	  de	  agarosa	  de	  

bajo	  punto	  de	  fusión	  y	  se	  re-‐amplificaron	  hasta	  obtener	  bandas	  únicas	  del	  tamaño	  esperado,	   los	  

moldes	  se	  cuantificaron	  y	  se	  diluyeron	  a	  una	  concentración	  de	  	  1010	  moléculas/uL,	  y	  	  se	  utilizaron	  

posteriormente	  como	  controles	  positivos	  en	  las	  reacciones	  (figura	  14a).	  

	  

	  
Figura	  13.	  PCR	  de	  moldess	  “recortados”.	  Productos	  de	  PCR	  para	  12	  ensayos	  virales	  con	  sus	  respectivos	  iniciadores	  
(260	  nM)	  y	  moldes	  “recortados”	  (1000	  copias/reacción),	  a	  una	  TM	  de	  56	  º	  C	  y	  separados	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  al	  3%	  

Forward' Sonda& Reverse'

100&)&150&bases&

Tamaño:&90&a&150&bases&Tamaño:&60&)&119&bases&
&

Forward' Sonda& Reverse'

Templados&sinté9cos&“recortados”& Templados&sinté9cos&“duales&(sen9do&y&an9sen9do)”&

Forward' Sonda& Reverse'

Síntesis&de&doble&cadena&a&par9r&&
del&híbrido&sen9do)an9sen9do&

Secuencia&Viral&

Amplificación&con&
iniciador&Fw&o&Rv&



Diseño,	  desarrollo	  y	  evaluación	  de	  un	  sistema	  de	  PCR	  múltiple	  para	  el	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  respiratorias	  de	  origen	  viral.	  

	  
	  

	   41	  

	  

	  Figura	  14.	  PCR	  de	  moldes	  completos.	  Productos	  de	  PCR	  de	  14	  ensayos	  virales	  con	  sus	  respectivos	  iniciadores	  	  
(260	  nM)	  y	  moldes	  	  (106	  copias/reacción),	  con	  una	  TM	  de	  56	  º	  C.	  A)	  Productos	  de	  los	  12	  ensayos	  de	  virus	  de	  RNA	  	  
con	  moldes	  generados	  a	  partir	  de	  los	  moldes	  “duales”,	  separados	  en	  un	  gel	  de	  acrilamida	  al	  10%.	  B)	  Productos	  	  

de	  los	  2	  ensayos	  de	  los	  virus	  de	  DNA	  a	  partir	  de	  moldes	  sintéticos	  completos,	  separados	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  al	  3%.	  
Debajo	  de	  ambos	  paneles	  se	  muestran	  los	  controles	  negativos	  de	  las	  reacciones	  (sin	  moldes).	  

	  

Para	   los	   ensayos	   con	   los	   2	   virus	   de	   DNA	   (AdV	   y	   BoV)	   no	   fue	   necesario	   realizar	   las	  

estrategias	  de	  moldes	  “recortados”	  y	  “duales”,	  ya	  que	  se	  obtuvo	  directamente	  el	  molde	  completo	  

por	   síntesis	  química,	   gracias	  a	  que	  ninguna	  de	  estas	   secuencias	   virales	  a	  amplificar	   rebasaba	   las	  

120	   bases	   (90	   y	   106	   bases).	   Estos	   moldes	   fueron	   usados	   como	   controles	   positivos	   en	   ensayos	  

posteriores	  (figura	  14b).	  

	  

7.3	  Amplificación	  de	  moldes	  sintéticos	  con	  juegos	  múltiples	  de	  iniciadores	  

Una	  vez	  que	  se	  obtuvieron	  los	  productos	  esperados	  en	  las	  reacciones	  de	  PCR	  se	  procedió	  a	  

combinar	  los	  iniciadores	  Fw	  y	  Rv	  de	  los	  distintos	  ensayos	  virales	  de	  acuerdo	  a	  los	  sets	  establecidos:	  

4plex-‐A,	  4plex-‐B,	  4plex-‐C	  y	  2plex-‐D.	  Con	  estas	  combinaciones	  se	  llevaron	  a	  cabo	  reacciones	  de	  PCR	  

para	   amplificar	   cada	   uno	   de	   los	   moldes	   sintéticos	   por	   separado	   (figura	   15a).	   Así	   mismo	   se	  

ensamblaron	  reacciones	  con	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C	  para	  amplificar	  simultáneamente	  

dos	   blancos	   en	   el	   mismo	   tubo	   de	   reacción.	   A	   pesar	   de	   que	   se	   pudieron	   observar	   los	   dos	  

fragmentos	   esperados	   con	   las	   combinaciones	   del	   set	   4plex-‐A,	   en	   las	   combinaciones	   de	   los	   sets	  

4plex-‐B	  y	  4plex-‐C	  sólo	  se	  amplifico	  uno	  de	  los	  blancos	  (figura	  15b).	  

Con	  la	  mezcla	  de	  iniciadores	  del	  set	  2plex-‐D	  se	  amplificaron	  los	  moldes	  sintéticos	  de	  AdV	  y	  

BoV	   por	   separado	   y	   simultáneamente.	   Así	   mismo	   se	   probaron	   mezclas	   con	   distintas	  

concentraciones	   de	   los	   iniciadores,	   observándose	   bandas	   con	   intensidad	   similar,	   cuando	   se	  

colocaron	  530	  nM	  de	  iniciadores	  FW	  y	  RV	  de	  AdV,	  con	  2600	  nM	  de	  FW	  y	  RV	  para	  BoV	  (figura	  15c).	  

A)	   B)	  
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Figura	  15.	  PCR	  de	  moldess	  sintéticos	  con	  mezclas	  de	  iniciadores.	  A)	  Productos	  de	  PCR	  utilizando	  mezclas	  de	  
iniciadores	  (260	  nM	  de	  cada	  uno)	  y	  colocando	  un	  molde	  sintético	  por	  cada	  uno	  de	  los	  cuatro	  ensayos	  que	  componen	  un	  
set	  (106	  copias/reacción),	  se	  empleó	  una	  TM	  de	  56	  º	  C.	  B)	  Amplificación	  simultánea	  de	  dos	  moldes	  sintéticos	  en	  la	  misma	  
reacción	  utilizando	  las	  mezclas	  de	  iniciadores.	  C)	  Amplificación	  por	  separado	  y	  simultánea	  de	  dos	  moldes	  sintéticos	  de	  
virus	  de	  DNA	  utilizando	  la	  mezcla	  de	  sus	  iniciadores,	  y	  variando	  las	  concentraciones	  de	  los	  mismos.	  

	  

7.4	  Detección	  de	  moldes	  sintéticos	  por	  PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  

Una	  vez	  obtenida	   la	  aproximación	  en	  punto	  final	  de	   la	  amplificación	  por	  separado	  de	   los	  	  

moldes	  sintéticos	  para	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C	  lo	  siguiente	  fue	  trabajar	  con	  las	  sondas	  

de	  hidrólisis.	  Para	  ello	  se	  siguió	  la	  misma	  estrategia	  con	  cada	  una	  de	  las	  sondas	  por	  separado.	  En	  

primer	  lugar	  se	  llevaron	  a	  cabo	  reacciones	  de	  	  qPCR	  combinando	  distintas	  concentraciones	  de	  los	  

iniciadores	  Fw	  (1000	  nM,	  500	  nM,	  250	  nM,	  125	  nM)	  y	  Rv	  (1000	  nM,	  500	  nM,	  250	  nM,	  125	  nM),	  

A)	   B)	  

C)	  

4plex-‐A	  

4plex-‐B	  

4plex-‐C	  

2plex-‐D	  
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manteniendo	   la	   concentración	  de	   la	   sonda	  en	  250	  nM	  para	   cada	  uno	  de	   los	  ensayos	   virales;	   en	  

este	  ensayo	  se	  seleccionó	  la	  combinación	  de	  concentraciones	  de	  cada	  iniciador	  que	  produjeron	  la	  

máxima	   señal.	   Enseguida	   se	   realizaron	   reacciones	   de	   qPCR,	   empleando	   la	   concentración	  

determinada	   de	   los	   iniciadores,	   pero	   esta	   vez	   variando	   la	   concentración	   de	   	   la	   sonda	   (250	   nM,	  

187.5	  nM,	  125	  nM,	  62.5	  nM);	  con	  este	  ensayo	  se	  buscó	  optimizar	  la	  cantidad	  de	  sonda	  empleada	  

con	   la	  menor	   pérdida	   de	   señal.	   En	   la	   tabla	   7	   se	   resumen	   las	   concentraciones	   seleccionadas	   de	  

cada	  iniciador	  y	  de	  cada	  sonda.	  

	  

Tabla	  7.	  Concentraciones	  de	  iniciadores	  y	  sondas	  elegidas	  para	  los	  ensayos	  de	  qRT-‐PCR	  múltiple.	  

	  

	  

Ya	  establecidas	  las	  concentraciones	  de	  los	  iniciadores	  Fw	  y	  Rv	  y	  las	  sondas,	  para	  realizar	  las	  

reacciones	  de	  PCR	  en	  tiempo	  real	  de	  cada	  uno	  de	  los	  12	  ensayos	  de	  virus	  de	  RNA	  por	  separado,	  el	  

siguiente	  paso	   fue	  combinar	   los	  cuatro	  ensayos	  que	  componen	  cada	  set,	  para	  emplearlos	  en	  un	  

mismo	   tubo	   y	   amplificar	   los	   moldes	   sintéticos	   por	   separado,	   y	   simultáneamente	   (figura	   15).	  

Posteriormente	  se	  realizó	  un	  ensayo	  donde	  se	  emplearon	  por	  duplicado	  distintas	  concentraciones	  

de	  molde	  sintético	  para	  cada	  ensayo	  viral	  (108,	  107,	  106,	  105,	  104,	  103,	  100	  	  y	  10	  copias/reacción)	  y	  

se	  determinó	  la	  CT	  de	  cada	  concentración,	  obteniendo	  de	  este	  modo	  curvas	  de	  cuantificación	  para	  

cada	   ensayo	   (figura	   16a).	   Estas	   curvas	   se	   comportaron	   de	  manera	   lineal	   cuando	   se	   grafican	   los	  

valores	  de	  la	  CT	  con	  el	   logaritmo	  de	  las	  concentraciones,	   lo	  que	  permitió	  calcular	   la	  eficiencia	  de	  

las	  reacciones	  de	  PCR	  con	   los	  valores	  de	   las	  pendientes	  de	   las	  curvas	  obtenidas,	  en	  este	  caso	  un	  

valor	   más	   cercano	   a	   -‐3.32,	   indica	   una	   eficiencia	   de	   PCR	   óptima	   (figura	   16b).	   Las	   curvas	   de	  

cuantificación	  de	  cada	  ensayo	  por	  separado	  se	  pueden	  encontrar	  en	  el	  Anexo	  4.	  
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Figura	  16.	  Amplificación	  de	  moldes	  sintéticos	  en	  tiempo	  real	  con	  mezclas	  de	  iniciadores.	  A)	  Curvas	  de	  amplificación	  de	  
moldes	  sintéticos	  (107	  copias)	  por	  separado,	  utilizando	  los	  sets	  de	  iniciadores	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C.	  B)	  curvas	  de	  
amplificación	  en	  escala	  logarítmica	  y	  lineal,	  los	  valores	  de	  CT	  se	  obtuvieron	  estableciendo	  un	  umbral	  fijo	  de	  2000.	  

4plex-‐A	  

4plex-‐B	  

4plex-‐C	  

A)	  

B)	  
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Figura	  17.	  Ensayos	  de	  cuantificación.	  	  A)	  Detección	  de	  fluorescencia	  en	  escala	  logarítmica	  y	  lineal	  de	  12	  ensayos	  virales	  
con	  concentraciones	  desde	  10	  hasta	  108	  copias/reacción	  en	  reacciones	  de	  qPCR.	  B)	  Curvas	  de	  regresión	  de	  la	  CT	  
obtenida	  con	  distintas	  concentraciones	  de	  moldes	  sintéticos,	  a	  la	  derecha	  se	  muestran	  los	  valores	  de	  las	  rectas	  	  

para	  cada	  ensayo	  viral,	  así	  como	  la	  eficiencia	  de	  PCR	  calculada	  a	  partir	  de	  los	  valores	  de	  las	  pendientes.	  

	  

Para	   el	   set	   2plex-‐D	   se	   mezclaron	   los	   iniciadores	   de	   AdV	   y	   BoV	   (400	   nM	   y	   200	   nM	  

respectivamente),	   y	   se	   amplificaron	   en	   tiempo	   real	   los	   moldes	   sintéticos	   de	   ambos	   virus	   en	  

concentraciones	  iguales	  (106	  copias)	  por	  separado	  y	  de	  manera	  simultánea.	  Se	  realizaron	  ensayos	  

de	   disociación	   de	   los	   productos	   amplificados,	   en	   los	   cuales	   se	   pudieran	   visualizar	   los	   picos	  

producidos	  por	   los	  moldes	   sintéticos	  de	  AdV	  y	  BoV.	   Los	  picos	   se	  pudieron	  distinguir	   claramente	  

cuando	   se	   amplifican	   por	   separado	   y	   de	   manera	   simultánea,	   estos	   picos	   se	   encuentran	   a	  

temperaturas	  de	  alrededor	  de	  80	  ºC	  en	  el	  caso	  de	  AdV	  y	  85°C	  para	  BoV	  (figura	  18).	  

	  

Figura	  18.	  Productos	  de	  PCR	  de	  AdV	  y	  BoV	  visualizados	  en	  curvas	  de	  disociación.	  Picos	  de	  disociación	  de	  productos	  	  
de	  PCR	  con	  el	  set	  2plex-‐D,	  a	  partir	  de	  moldes	  sintéticos	  de	  de	  AdV	  y	  BoV	  (106	  copias/reacción)	  en:	  (A)	  reacciones	  por	  

separado	  y	  (B)	  en	  la	  misma	  reacción,	  las	  curvas	  de	  estas	  reacciones	  se	  pueden	  apreciar	  juntas	  en	  el	  panel	  C.	  

A)	  

B)	  
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7.5	  Detección	  viral	  en	  muestras	  clínicas	  por	  RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  

Las	   muestras	   de	   RNA	   obtenido	   de	   exudados	   faríngeos	   de	   pacientes	   con	   síntomas	  

respiratorios,	   y	   que	   además	   arrojaron	  un	   resultado	  negativo	   para	   algún	   subtipo	   de	   influenza	   se	  

probaron	   con	   los	   sets	   4plex-‐A,	   4plex-‐B	   y	   4plex-‐C.	   Además	   para	   corroborar	   la	   presencia	   y	   la	  

integridad	  del	  RNA	  de	  cada	  muestra	  se	  realizaron	  a	  la	  par	  reacciones	  de	  RT-‐PCR	  para	  detectar	  un	  

fragmento	  del	  gen	  RNAsa	  P	  con	  una	  sonda	  doblemente	  marcada.	  En	  la	  figura	  19	  se	  muestran	  los	  

resultados	  obtenidos	  con	  las	  muestras,	  donde	  se	  pueden	  apreciar	  los	  perfiles	  de	  amplificación	  en	  

tiempo	  real	  de	  los	  controles	  y	  de	  las	  muestras	  en	  escala	  lineal,	  los	  valores	  de	  CT	  obtenidos	  para	  los	  

probables	  virus	  positivos	  en	  cada	  caso,	  así	  como	  para	  el	  ensayo	  de	  RNAsa	  P.	  

	  

	  

	  
Figura	  19.	  RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  de	  muestras	  clínicas.	  5	  muestras	  de	  RNA	  de	  pacientes	  con	  síntomas	  
respiratorios	  fueron	  probadas	  con	  los	  sets	  de	  12	  ensayos	  virales	  de	  RNA	  en	  RT-‐PCR.	  A	  la	  izquierda	  se	  pueden	  ver	  	  

las	  curvas	  de	  amplificación	  en	  escala	  lineal	  de	  los	  controles	  y	  las	  muestras,	  al	  centro	  las	  curvas	  sólo	  de	  las	  	  
muestras,	  y	  a	  la	  derecha	  los	  valores	  de	  CT	  de	  los	  probables	  positivos	  y	  del	  ensayo	  de	  RNAsa	  P.	  
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Cuatro	   muestras	   de	   DNA	   obtenido	   de	   pacientes	   con	   conjuntivitis	   se	   probaron	   con	   el	  

ensayo	  para	  detectar	  AdV	  por	  PCR	  punto	  final,	  y	  con	  el	  set	  2plex-‐D.	  En	  la	  figura	  20f	  se	  aprecia	  la	  

amplificación	  en	  punto	  final	  de	  AdV	  en	  tres	  de	  las	  cuatro	  muestras	  de	  pacientes	  con	  conjuntivitis,	  

resultados	   que	   coinciden	   con	   los	   obtenidos	   por	   el	   análisis	   de	   la	   curva	   de	   disociación	   de	   estas	  

mismas	  muestras	  probadas	  posteriormente	  con	  el	  set	  2plex-‐D	  (figura	  20	  a-‐e).	  

	  
Figura	  20.	  Curvas	  de	  disociación	  de	  productos	  de	  PCR	  con	  muestras	  clínicas.	  En	  los	  paneles	  A-‐D	  se	  muestran	  	  
las	  curvas	  de	  disociación	  producidas	  por	  muestras	  de	  DNA	  de	  pacientes	  con	  conjuntivitis	  amplificadas	  con	  el	  	  

panel	  2plex-‐D	  en	  el	  panel	  E	  se	  muestran	  las	  4	  curvas	  de	  las	  muestras	  juntas.	  F	  Productos	  de	  PCR	  de	  las	  	  
mismas	  muestras	  cuando	  se	  amplifican	  con	  los	  iniciadores	  de	  AdV	  separados	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  al	  3%.	  
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8.	  DISCUSIÓN	  

En	  este	  proyecto	  se	  hace	  uso	  de	  la	  técnica	  de	  PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  para	  detectar	  en	  

muestras	  clínicas	  agentes	  virales.	  Uno	  de	   los	  aspectos	  más	   importantes	  cuando	  se	   llevan	  a	  cabo	  

reacciones	  de	  PCR,	  y	  que	  determina	  en	  gran	  medida	  el	  rendimiento	  de	  las	  reacciones,	  es	  el	  diseño	  

de	   los	   iniciadores	  que	  se	  emplearán	  para	  amplificar	  una	  región	  determinada	   [123].	  Un	  buen	   juego	  

de	   iniciadores	  debe	  cumplir	  distintos	  parámetros	  para	  asegurar	  el	   rendimiento	  de	   las	  reacciones	  

(TM,	  tamaño,	  porcentaje	   	  de	  G’	  y	  C’s,	  y	   	   formación	  de	  dímeros	  entre	  otras)	  [83].	  Cuando	  se	  quiere	  

llevar	  a	  cabo	  reacciones	  de	  PCR	  con	  mas	  de	  un	  par	  de	   iniciadores	  se	  debe	  cuidar	  además	  de	   los	  

parámetros	   ya	  mencionados	   que	   los	   pares	   de	   iniciadores	   a	   combinar	   no	   formen	   dímeros	   entre	  

ellos	   y	   con	   otros	   pares,	   que	   tengan	   una	   TM	   similar,	   y	   que	   juntos	   no	   amplifiquen	   productos	  

inespecíficos.	   Así	   mismo	   para	   llevar	   a	   cabo	   PCR	   en	   tiempo	   real	   con	   sondas	   de	   hidrólisis,	   es	  

fundamental	   un	   buen	   diseño	   de	   las	   mismas,	   cuidando	   otros	   parámetros	   además	   de	   los	   que	  

requieren	   los	   iniciadores	   (TM	   entre	   8	   y	   10	   ºC	   por	   arriba	   de	   la	   TM	   de	   los	   iniciadores,	   no	   debe	  

contener	   C	   en	   el	   extremo	   5’,	   no	   formar	   estructuras	   secundarias	   considerables	   a	   la	   TM	   de	   los	  

iniciadores)	  [83].	  	  

Actualmente	   se	   pueden	   diseñar	   iniciadores	   y	   sondas	   con	   ayuda	   de	   un	   gran	   número	   de	  

herramientas	   en	   línea	   y	   de	   software	   tanto	   comercial	   como	   libre	   [83].	   Estas	   herramientas	   nos	  

ayudan	  a	  obtener	  pares	  de	  iniciadores	  que	  amplifican	  una	  determinada	  región	  basándose	  en	  una	  

secuencia	  invariable;	  sin	  embargo	  cuando	  se	  tiene	  un	  gran	  número	  de	  secuencias	  que	  pertenecen	  

a	  distintas	  cepas	  del	  mismo	  organismo,	  como	  en	  este	  caso	  los	  virus,	  se	  debe	  tener	  precaución	  con	  

las	   secuencias	   sobre	   las	   que	   se	   diseñarán	   los	   iniciadores	   y	   sondas	   .	   Los	   virus	   respiratorios	   son	  

organismos	   con	   una	   alta	   tasa	   de	   mutación	   en	   sus	   secuencias,	   por	   lo	   que	   es	   necesario	   buscar	  

regiones	  altamente	  conservadas	  para	  abarcar	  la	  mayor	  cantidad	  de	  cepas	  y	  especies	  de	  un	  mismo	  

virus,	  esto	  aunado	  a	  otras	  características	  de	  los	  virus	  que	  pueden	  limitar	  el	  diseño	  de	  iniciadores,	  

como	   son	   el	   alto	   contenido	   de	   bases	   A’s	   y	   T’s	   en	   algunas	   secuencias	   virales	   y	   el	   tamaño	  

relativamente	   pequeño	   del	   genoma	   de	   algunos	   virus.	   Estas	   complicaciones	   limitan	   el	   uso	   de	  

herramientas	   automatizadas	   para	   obtener	   iniciadores	   y	   sondas,	   lo	   que	   hace	   de	   la	   búsqueda	   de	  

iniciadores	  y	  sondas	  para	  llevar	  a	  cabo	  reacciones	  de	  PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real,	  un	  proceso	  casi	  

artesanal	  [83,113].	  

Los	   diseños	  obtenidos	   en	   el	   presente	  proyecto	   (Tablas	   5	   y	   6)	   fueron	  el	   resultado	  de	  un	  

proceso	  reiterativo	  donde	  se	  analizaron	  distintos	  parámetros	  al	  mismo	  tiempo	  de	  los	  iniciadores	  y	  

sondas,	   así	   como	   la	   comparación	   con	   las	   bases	   de	   datos	   de	   secuencias	   genómicas	   humanas	   y	  
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virales.	  Con	  este	  proceso	  se	  buscó	  encontrar	  los	  mejores	  candidatos	  para	  llevar	  a	  cabo	  reacciones	  

múltiples	  y	  asegurar	  en	  la	  mayor	  medida	  posible	  la	  viabilidad	  de	  los	  ensayos,	  conllevando	  así	  a	  la	  

optimización	   de	   tiempo	   y	   recursos	   que	   permite	   una	   PCR	   múltiple,	   sin	   afectar	   la	   sensibilidad	   y	  

especificidad	  que	  brinda	  la	  técnica	  de	  PCR	  en	  tiempo	  real	  [80,84].	  	  

Es	  importante	  mencionar	  que	  aún	  manejando	  el	  consenso	  de	  una	  región	  conservada	  de	  un	  

virus,	  esto	  no	  asegura	  que	  las	  secuencias	  de	  los	  virus	  que	  circulan	  en	  el	  ambiente	  sean	  detectadas	  

siempre,	   ya	   que	   estas	   regiones	   están	   cambiando	   a	   través	   del	   tiempo	   e	   incluso	   al	  momento	   del	  

diseño	  de	  los	  iniciadores	  y	  sondas	  Es	  por	  ello	  que	  es	  importante	  una	  revisión	  de	  nuevas	  secuencias	  

de	  virus	  cuando	  estén	  disponibles,	  para	  poder	  así	  mantener	  actualizados	  los	  diseños	  de	  iniciadores	  

y	   sondas,	   para	   	   que	   sigan	   cumpliendo	   con	   su	   objetivo	   que	   es	   abarcar	   la	   mayor	   cantidad	   de	  

variantes	  de	  una	  especie	  de	  virus.	  

	  

Después	  de	  obtener	  los	  iniciadores	  y	  sondas	  diseñadas,	  se	  debe	  corroborar	  el	  rendimiento	  

de	   las	   reacciones	   con	   los	  mismos,	   para	   ello	   se	  planteó	  el	   uso	  de	  moldes	  de	  DNA	  obtenidos	  por	  

síntesis	  química	  como	  una	  estrategia	  para	  establecer	  las	  condiciones	  de	  amplificación.	  Las	  ventajas	  

de	  los	  moldes	  s	  sintéticos	  son	  varias:	  por	  una	  parte	  permiten	  diseñar	  la	  secuencia	  de	  los	  moldes	  ,	  

así	  mismo	  se	  puede	  controlar	   la	  cantidad	  de	  moléculas	  empleadas	  en	  cada	  ensayo,	  permitiendo	  

una	  aproximación	  de	   los	   resultados	  esperados	  con	  muestras	   clínicas	   con	  distintas	   cantidades	  de	  

partículas	  virales.	  Un	  control	  positivo	  ideal	  para	  estos	  ensayos	  virales	  es	  aquel	  que	  proviene	  de	  un	  

espécimen	   viral	   que	   además	   se	   encuentra	   activo	   en	   su	   hospedero,	   ya	   que	   contiene	   el	   genoma	  

completo	   del	   virus,	   del	   hospedero,	   lo	   cual	   nos	   daría	   una	   verdadera	   aproximación	   de	   lo	   que	   se	  

puede	  encontrar	  en	  una	  muestra	   [7].	  Sin	  embargo	  para	  poder	  usar	   los	  especímenes	  virales	  como	  

controles	   positivos,	   se	   requiere	   contar	   con	   reservas	   de	   cada	   uno	   de	   los	   virus	   a	   trabajar	   con	   los	  

ensayos	  diseñados	  en	  este	  proyecto,	  lo	  cual	  es	  una	  limitante.	  Las	  reservas	  de	  estos	  virus	  se	  pueden	  

obtener	  posteriormente	  mediante	  aislamiento	  viral	  gracias	  a	   la	   infraestructura	  del	  LBS-‐II,	  para	   lo	  

cual	   los	   ensayos	   proporcionados	   en	   este	   proyecto	   representan	   una	   parte	   importante,	   ya	   que	  

identificando	  el	  virus	  se	  puede	  seleccionar	  una	  línea	  celular	  adecuada	  para	  su	  replicación	  [75].	  	  

Una	  vez	  que	  se	  tuvieron	  las	  secuencias	  de	  los	  moldes	  	  sintéticos	  de	  cada	  ensayo,	  las	  cuales	  

abarcaban	   tamaños	  desde	  90	  hasta	  150	  bases,	   se	  presentó	  una	   limitante	  en	  cuanto	  a	   la	   síntesis	  

química	  de	  los	  moldes.	  Entre	  más	  larga	  es	  la	  cadena	  de	  DNA	  a	  sintetizar,	  es	  más	  probable	  obtener	  

productos	  inespecíficos	  en	  la	  reacción	  de	  síntesis	  química,	  lo	  que	  baja	  el	  rendimiento	  de	  la	  síntesis	  
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y	   la	   hace	   menos	   rentable	   [124].	   De	   modo	   que	   para	   asegurar	   la	   correcta	   síntesis	   del	   producto	  

deseado,	  el	  tamaño	  máximo	  de	  los	  	  moldes	  debe	  ser	  de	  120	  bases	  de	  acuerdo	  al	  proveedor.	  

Para	   resolver	   la	   limitante	   del	   tamaño	   de	   los	   moldes	   sintéticos	   se	   plantearon	   dos	  

estrategias	  llamadas	  moldes	  sintéticos	  “recortados”	  y	  “duales”	  (Figura	  12).	  Los	  primeros	  contienen	  

las	   regiones	   de	   los	   iniciadores	   y	   sondas,	   pero	   les	   han	   sido	   deletados	   nucleótidos	   entre	   estas	  

regiones	   para	   poder	   obtener	   moléculas	   de	   menor	   tamaño	   y	   que	   puedan	   se	   sintetizadas	   sin	  

problema.	  La	  ventaja	  de	  estos	  moldes	  sintéticos	  “recortados”	  es	  que	  pueden	  ser	  cuantificados	  y	  

utilizados	   directamente	   en	   los	   ensayos	   en	   cantidades	   iguales,	   es	   por	   ello	   que	   se	   utilizaron	   para	  

realizar	  los	  ensayos	  de	  gradientes	  de	  temperatura	  con	  cada	  uno	  de	  los	  iniciadores	  (anexo	  3)	  para	  

determinar	  la	  TM	  óptima	  de	  cada	  uno	  de	  ellos,	  la	  cual	  se	  estableció	  en	  56ºC	  (figura	  13).	  Los	  moldes	  

“duales”	   una	   vez	   completados	   dan	   lugar	   a	   una	   molécula	   de	   doble	   cadena	   que	   contiene	   las	  

regiones	  de	  los	  iniciadores	  y	  la	  sonda,	  del	  mismo	  tamaño	  que	  un	  amplificado	  a	  partir	  del	  genoma	  

viral,	   empleando	   los	   respectivos	   iniciadores.	   Para	   los	   virus	   de	   AdV	   y	   BoV	   solo	   se	   contó	   con	   los	  

moldes	  sintéticos	  completos,	  ya	  que	  al	  no	  ser	  mayores	  a	  120	  bases	  pudieron	  ser	  sintetizados	  sin	  

problemas	  (figura	  14).	  

En	   las	   reacciones	   de	   PCR	   en	   punto	   final	   se	   debe	   observar	   una	   banda	   única	   del	   tamaño	  

esperado	  cuando	  los	  productos	  se	  separan	  por	  electroforesis,	  en	  el	  caso	  de	  los	  ensayos	  de	  PCR	  en	  

punto	   final	   de	   los	   virus	   CoV-‐229E	   y	   PIV-‐2	   se	   observa	   una	   banda	   de	   menor	   tamaño	   cuando	   se	  

amplifican	   los	   moldes	   sintéticos;	   sin	   embargo	   la	   banda	   de	   menor	   tamaño	   que	   corresponde	   al	  

ensayo	  de	  CoV-‐229E	   aparece	   aún	   en	   los	   controles	   negativos,	   donde	   se	   coloca	   agua	   en	   lugar	   de	  

molde	  sintético.	  Esto	  puede	  dar	   indicios	  de	  que	   la	  banda	   inespecífica	  de	  CoV-‐229E	  puede	  ser	  un	  

dímero	  de	  los	  iniciadores,	  lo	  que	  explicaría	  la	  prevalencia	  de	  esta	  banda	  aún	  en	  ausencia	  de	  molde.	  

Mientras	   que	   en	   el	   ensayo	   de	   PIV-‐2	   al	   no	   observarse	   la	   banda	   de	  menor	   tamaño	   en	   el	   control	  

negativo,	  ésta	  podría	  tratarse	  de	  un	  dímero	  que	  se	  forma	  cuando	  se	  colocan	  los	  moldes	  sintéticos	  

junto	  con	  los	  iniciadores.	  

Previo	   a	   los	   ensayos	   en	   tiempo	   real	   para	   cada	   par	   de	   iniciadores	   se	   probaron	   las	  

combinaciones	  de	  los	  iniciadores	  en	  punto	  final,	  amplificando	  por	  separado	  los	  moldes	  sintéticos	  

de	   cada	   virus	   que	   incluía	   el	   set	   o	   la	   mezcla	   de	   iniciadores.	   Con	   esto	   se	   corroboró	   que	   los	  

iniciadores	   Fw	   y	   Rv	   además	   de	   no	   formar	   dímeros	   entre	   ellos,	   no	   formaron	   dímeros	   con	   otros	  

iniciadores	  o	  moldes	  (figura	  15).	  

Se	  observó	  que	  cuando	  se	  emplean	  los	  tres	  sets	  de	  iniciadores	  para	  amplificar	  cada	  uno	  de	  

los	  12	  moldes	  sintéticos,	  no	  aparece	  ninguna	  banda	  inespecífica	  considerable	  cuando	  se	  separan	  
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los	   productos	   de	   la	   PCR	   por	   electroforesis,	   así	   mismo	   los	   controles	   sin	   moldes	   sintéticos	   no	  

muestran	   ningún	   producto,	   lo	   que	   indica	   que	   al	   menos	   por	   separado	   los	   sets	   de	   iniciadores	  

pueden	  amplificar	  de	  manera	  específica	  cada	  uno	  de	  los	  virus.	  

Adicionalmente	  se	  llevaron	  a	  cabo	  ensayos	  adicionando	  dos	  moldes	  en	  una	  sola	  reacción,	  

lo	  cual	  produjo	   las	  bandas	  esperadas	  para	   las	   reacciones	  con	   los	   sets	  4plex-‐A	  y	  2plex-‐D,	  en	  este	  

último	  con	  los	  únicos	  dos	  virus	  que	  componen	  el	  set	  AdV	  y	  BoV;	  sin	  embargo	  para	  los	  sets	  4plex-‐B	  

y	  4	  plex-‐C,	  sólo	  se	  obtuvo	  una	  banda	  cuando	  se	  adicionaron	  los	  moldes,	  lo	  que	  implica	  que	  alguno	  

de	  los	  productos	  acapara	  la	  reacción.	  Una	  estrategia	  para	  nivelar	  la	  competencia	  de	  los	  iniciadores	  

por	   los	   recursos	   de	   la	   reacción	   consiste	   en	   colocar	   distintas	   concentraciones	   de	   iniciadores	   de	  

acuerdo	  a	  que	  tan	  propensos	  son	  para	  acaparar	   la	  reacción,	  colocando	  menor	  cantidad	  de	  estos	  

iniciadores	  [125].	  Otra	  estrategia	  interesante	  es	  el	  uso	  de	  oligonucleótidos	  de	  cebado	  dual	  (DPO’s),	  

tecnología	  bajo	  patente	  que	  permitiría	  amplificar	  hasta	  6	  blancos	  en	  una	  sola	  reacción	  de	  PCR	  de	  

manera	  específica,	  con	  la	  cual	  se	  han	  generado	  ensayos	  de	  punto	  final	  para	  la	  detección	  de	  virus	  

respiratorios	   [126,127].	   La	   estrategia	   de	   variar	   las	   concentraciones	   de	   iniciadores	   se	   realizó	   en	  

ensayos	  de	  PCR	  punto	  final	  para	  el	  set	  2plex-‐D,	  lo	  que	  permitió	  igualar	  la	  intensidad	  de	  las	  bandas	  

obtenidas	  cuando	  se	  usan	  los	  iniciadores	  en	  concentraciones	  530	  nM	  para	  AdV	  y	  260	  para	  BoV,	  tal	  

como	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  15c.	  En	  el	  caso	  de	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C,	  los	  ensayos	  de	  

PCR	  punto	   final	   solo	  se	   realizaron	  con	  concentraciones	  equimolares	  de	   los	   iniciadores	   (260	  nM),	  

estas	   concentraciones	   no	   se	   variaron	   para	   estos	   sets	   debido	   a	   la	   gran	   cantidad	   de	   recursos	   y	  

tiempo	  que	   se	  podrían	   requieren	  para	   lograr	  obtener	  4	  bandas	   simultáneamente	  mediante	  PCR	  

punto	  final.	  

	  Por	   otra	   parte	   los	   ensayos	   de	   PCR	   en	   punto	   final	   con	   los	   sets	   de	   iniciadores	   en	  

concentraciones	   equimolares,	   brindan	   una	   primera	   aproximación	   de	   como	   se	   comportarían	   las	  

reacciones	  con	   los	   sets	  de	   iniciadores	  cuando	  se	  presente	  alguno	  de	   los	  virus	   	  por	   separado,	  así	  

como	  cuando	  no	  se	  presenta	  ninguno.	  Tal	  como	  se	  puede	  observar	  en	  la	  figura	  15a,	  se	  obtuvieron	  

los	  productos	  esperados	  con	  cada	  uno	  de	  los	  moldes	  sintéticos,	  así	  como	  ningún	  producto	  para	  los	  

controles	   negativos,	   resultado	   suficiente	   para	   continuar	   con	   los	   ensayos	   en	   tiempo	   real	   y	  

optimizar	  entonces	  la	  amplificación	  de	  más	  de	  dos	  blancos	  simultáneamente.	  

	  

Las	   sondas	  de	  hidrólisis	  permiten	  el	  monitoreo	  en	   tiempo	   real	  de	   la	  amplificación	  de	  un	  

blanco,	   con	   la	   ventaja	   de	   que	   son	   específicas	   para	   el	   blanco	   en	   cuestión,	   de	   modo	   que	   los	  

productos	  inespecíficos	  en	  una	  reacción	  no	  son	  detectados	  [83].	  Así	  mismo	  distintos	  fluoróforos	  se	  
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pueden	   detectar	   en	   distintos	   canales,	   lo	   que	   permite	   combinar	   distintos	   blancos,	   en	   este	   caso	  

hasta	   4	  blancos	   con	  el	   equipo	  ABI	   7500,	   y	   analizarlos	   a	   la	   vez.	   Para	  optimizar	   en	   tiempo	   real	   la	  

amplificación	  de	  múltiples	  blancos	  en	  la	  misma	  reacción	  de	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C;	  lo	  

primero	  fue	  optimizar	   las	  concentraciones	  de	   iniciadores	  y	  sondas	  para	  obtener	   la	  máxima	  señal	  

en	  cada	  ensayo	  por	  separado	  (Tabla	  7).	  	  

Las	   combinaciones	   de	   los	   iniciadores	   y	   sondas	   se	   realizaron	   de	   acuerdo	   a	   estas	  

concentraciones	   determinadas,	   y	   se	   lograron	   amplificar	   los	   moldes	   sintéticos	   por	   separado,	   tal	  

como	   en	   las	   reacciones	   de	   punto	   final,	   aunque	   con	   esta	   técnica	   se	   lograron	   amplificar	   sin	  

problema	   los	   cuatro	   moldes	   sintéticos	   de	   cada	   set	   de	   manera	   simultánea,	   tal	   como	   se	   puede	  

apreciar	  en	  la	  figura	  16a.	  Los	  controles	  negativos	  de	  estos	  ensayos	  múltiples	  mostraron	  en	  algunos	  

casos	   una	   ligera	   señal	   de	   fluorescencia	   en	   los	   últimos	   ciclos	   de	   las	   reacciones,	   así	   que	   para	  

establecer	  la	  significancia	  de	  estas	  amplificaciones	  se	  analizaron	  los	  valores	  de	  CT	  que	  se	  obtienen	  

con	  un	  umbral	  común	  para	  todos	  los	  ensayos	  con	  un	  valor	  de	  2000	  (figura	  16b).	  Para	  este	  umbral	  

los	   controles	   positivos	   que	   consisten	   en	   107	   copias/reacción	   tienen	   valores	   de	   CT	   entre	   9.49	   y	  

13.35,	  mientras	  que	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  controles	  negativos	  este	  valor	  no	  se	  puede	  determinar,	  

ya	  que	  el	  ∆Rn	  nunca	  sobrepasa	  el	  umbral,	  excepto	  en	  los	  ensayos	  de	  PIV-‐2,	  CoV-‐229E	  y	  CoV-‐NL63	  

donde	   se	   obtuvieron	   valores	   de	   CT	   de	   39.38,	   29.67	   y	   30.98	   respectivamente.	   Los	   dos	   primeros	  

ensayos	  (PIV-‐2,	  CoV-‐229E)	  corresponden	  con	  aquellos	  que	  mostraron	  bandas	  inespecíficas	  en	  los	  

ensayos	  de	  punto	  final,	  de	  modo	  que	  este	  hecho	  explicaría	  en	  parte	   la	  aparición	  de	  señal	  en	   los	  

últimos	   ciclos,	   ya	   que	   se	   ha	   reportado	  que	   los	   dímeros	   conllevan	   a	   la	   aparición	   de	   señal	   en	   los	  

últimos	  ciclos	  de	  reacciones	  con	  sondas	  de	  hidrólisis	  [128].	  A	  pesar	  de	  esto	  el	  valor	  de	  CT	  del	  ensayo	  

del	  control	  negativo	  PIV-‐2	  no	  es	  significativo,	  pues	  se	  encuentra	  en	  un	  valor	  demasiado	  elevado,	  lo	  

que	   concuerda	   con	   los	   ensayos	   de	   punto	   final,	   ya	   que	   en	   este	   ensayo	   desaparece	   la	   banda	  

inespecífica	  cuando	  no	  se	  encuentra	  el	  molde.	  	  

Sin	  embargo	  los	  valores	  de	  CT	  de	  los	  controles	  negativos	  de	  CoV-‐229E	  y	  CoV-‐NL63	  son	  de	  

consideración,	  el	  primero	  de	  ellos	  como	  ya	  se	  mencionó,	  se	  puede	  explicar	  por	  la	  formación	  de	  un	  

dímero,	   el	   cual	   se	   puede	   visualizar	   en	   punto	   final	   cuando	   no	   se	   agrega	   molde	   a	   la	   reacción	  

individual	  de	  CoV-‐229E,	  y	  que	  desaparece	  en	  los	  controles	  negativos	  de	  las	  reacciones	  con	  el	  set	  

4plex-‐C	  en	  punto	  final.	  La	  explicación	  a	  este	  hecho	  puede	  hallarse	  en	  que	  los	  ensayos	  de	  PCR	  en	  

tiempo	   real	   conllevan	   una	  mayor	   sensibilidad	   y	   podrían	   estar	   detectando	   dímeros	   o	   productos	  

inespecíficos	  que	  no	  se	  detectan	  con	  ensayos	  de	  PCR	  punto	  final	  [129].	  De	  este	  modo	  los	  dímeros	  de	  

CoV-‐229E	   que	   desaparecen	   al	   combinar	   los	   iniciadores	   en	   punto	   final,	   pudieran	   no	   estarlo	  
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haciendo	  del	  todo,	  y	  es	  esta	  pequeña	  cantidad	  la	  que	  produce	  el	  aumento	  de	  señal	  en	  los	  ensayos	  

de	  tiempo	  real;	  mientras	  que	  para	  el	  caso	  del	  de	  CoV-‐NL63,	  algún	  dímero	  o	  producto	  inespecífico	  

que	  se	  forma	  al	  mezclar	  los	  iniciadores	  podría	  ser	  el	  que	  produzca	  la	  señal	  de	  este	  ensayo,	  además	  

de	  que	  esta	  en	  una	  concentración	  tan	  baja	  que	  no	  es	  posible	  detectar	  este	  producto	  o	  dímero	  por	  

ensayos	  de	  PCR	  punto	  final.	  

	  Una	  de	  las	  principales	  ventajas	  de	  la	  PCR	  en	  tiempo	  real	  es	  que	  permite	  la	  cuantificación	  

del	   material	   amplificado	   en	   relación	   a	   los	   valores	   de	   CT	   que	   producen	   distintas	   cantidades	   de	  

copias	   iniciales	  en	  la	  reacción.	  De	  acuerdo	  a	   la	  teoría	  el	   logaritmo	  del	  número	  de	  copias	   iniciales	  

guarda	   una	   relación	   inversamente	   proporcional	   a	   los	   valores	   de	   CT	   que	   producen[130].	   De	   este	  

modo	  cuándo	  se	  conoce	  el	  número	  de	  moléculas	  que	  se	  colocan	  en	  una	  reacción	  se	  puede	  generar	  

una	  curva	  estándar	  llevando	  a	  cabo	  reacciones	  con	  distinto	  número	  de	  moléculas	  iniciales	  (figura	  

17a).	   Se	   recomienda	   que	   para	   generar	   una	   curva	   estándar	   las	   distintas	   concentraciones	   en	   las	  

reacciones	  abarquen	  al	  menos	  5	  órdenes	  de	  magnitud,	  y	  que	  las	  reacciones	  de	  una	  concentración	  

se	  encuentren	  al	  menos	  por	  duplicado[83].	  Estas	  curvas	  son	  un	  método	  de	  cuantificación	  directa,	  ya	  

que	   se	   puede	   estimar	   la	   concentración	   de	  moléculas	   iniciales	   en	   una	  muestra,	   interpolando	   el	  

valor	  de	  la	  CT	  	  en	  la	  curva,	  siempre	  y	  cuando	  se	  encuentre	  dentro	  del	  rango	  dinámico,	  el	  cual	  es	  el	  

intervalo	  de	  moléculas	   iniciales	  donde	   la	  curva	  estándar	  tiene	  un	  comportamiento	   lineal	   [128].	  Un	  

valor	  importante	  que	  se	  puede	  obtener	  a	  partir	  de	  una	  curva	  de	  cuantificación,	  es	  la	  eficiencia	  de	  

la	   reacción	   de	   PCR,	   que	   nos	   refleja	   la	   capacidad	   de	   un	   ensayo	   para	   duplicar	   en	   cada	   ciclo	   el	  

número	  de	  moléculas;	  teóricamente	  cada	  3.32	  ciclos	  se	  obtienen	  10	  copias	  a	  partir	  de	  una,	  por	  lo	  

que	  al	  graficar	  el	  logaritmo	  de	  la	  concentración	  de	  moléculas	  contra	  la	  CT,	  un	  valor	  cercano	  a	  -‐3.32	  

indica	  una	  eficiencia	  del	  100	  %	  [128].	  En	  las	  curvas	  de	  cuantificación	  realizadas	  se	  observó	  un	  rango	  

dinámico	   entre	   107	   y	   en	   algunos	   casos	   hasta	   10	   copias/reacción,	   manteniendo	   una	   desviación	  

estándar	  por	  encima	  de	  0.99,	  y	  con	  valores	  de	  eficiencia	  entre	  90	  y	  110	  %	  (figura	  17b),	  parámetros	  

aceptables	  para	  ensayos	  con	  buena	  especificidad	  y	  sensibilidad	  	  [131,132].	  

Como	  alternativa	  al	  uso	  de	  sondas	  para	  detectar	   la	  amplificación	  de	  productos	  están	   los	  

colorantes	   intercalantes,	   con	   la	   desventaja	   de	   que	   son	   inespecíficos,	   pues	   se	   unen	  

indiscriminadamente	  a	  moléculas	  de	  DNA	  de	  doble	  cadena	  y	  entonces	  emiten	  fluorescencia.	  Por	  

otra	  parte	  es	  precisamente	  esta	  propiedad	  la	  que	  nos	  permite	  realizar	  análisis	  de	  disociación,	  en	  

donde	  podemos	  detectar	  los	  distintos	  productos	  de	  una	  reacción	  de	  acuerdo	  a	  la	  temperatura	  a	  la	  

que	  estos	  pasan	  de	  doble	  cadena	  a	  cadena	  sencilla,	  gracias	  a	  los	  cambios	  de	  fluorescencia	  que	  se	  

presentan	   [133].	   En	   teoría	   se	   pueden	   distinguir	   en	   una	   curva	   de	   disociación	   productos	   de	   doble	  



DEPARTAMENTO	  DE	  GENÉTICA	  Y	  BIOLOGÍA	  MOLECULAR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  CINVESTAV-‐IPN	  

	  
	  

	   54	  

cadena	   con	   TM	   distinta,	   así	   que	   se	   aprovechó	   esta	   propiedad	   para	   detectar	   la	   presencia	   de	   los	  

virus	   que	   componen	   el	   set	   2plex-‐D,	   amplificándolos	   en	   presencia	   del	   intercalante	   SYBR,	   y	  

posteriormente	  analizando	  sus	  productos	  en	  una	  curva	  de	  disociación	  [61].	  Teóricamente	  la	  TM	  de	  

los	  amplicones	  esperados	  de	  AdV	  fue	  de	  79.1	  ºC	  y	  para	  los	  amplicones	  de	  BoV	  de	  82.3	  ºC;	  valores	  

calculados	   con	   el	   algoritmo	   básico	   de	   la	   herramienta	   en	   línea	   OligoCalc	  

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html#helpMW).	  Una	  vez	  que	  se	  realizaron	  

los	  ensayos	  de	  disociación	  de	  estos	  virus,	  empleando	  el	   set	  de	   iniciadores	  2plex-‐D	  que	  amplifica	  

ambos,	  se	  encontró	  que	  los	  amplicones	  de	  AdV	  generan	  un	  pico	  de	  disociación	  a	  85.37	  ºC	  cuando	  

se	   amplifica	   el	   molde	   sintético	   de	   este	   virus,	   mientras	   que	   los	   amplicones	   del	   molde	   de	   BoV	  

muestran	  un	  pico	  a	  79.76	  ºC	   (Figura	   18a).	  Cuando	  se	  amplifican	   los	  moldes	  sintéticos	  de	  ambos	  

virus	  simultáneamente	  se	  generan	  dos	  picos	  en	   la	  curva	  a	  79.56	  y	  84.24	  ºC,	  que	  corresponden	  a	  

los	   picos	   generados	   por	   estos	   virus	   cuando	   se	   amplifican	   por	   separado	   (Figura	   18b).	   Estos	  

resultados	  muestran	  que	  con	  este	  ensayo	   los	  amplificados	  de	   los	  dos	  virus	  que	  componen	  el	  set	  

2plex-‐D	  pueden	  ser	  distinguidos	  en	  una	  curva	  de	  disociación	  de	  acuerdo	  a	  la	  temperatura	  a	  la	  que	  

se	  presentan,	  incluso	  cuando	  los	  dos	  productos	  están	  presentes.	  

	  

Las	  muestras	   de	   RNA	   proveniente	   de	   pacientes	   con	   síntomas	   respiratorios	   se	   probaron	  

con	  los	  sets	  4plex-‐A,	  4plex-‐B	  y	  4plex-‐C,	  en	  la	  figura	  19	  se	  muestran	  las	  curvas	  de	  amplificación	  en	  

escala	   lineal,	   así	   como	   los	   valores	   de	   CT	   obtenidos	   para	   los	   probables	   positivos.	   Usando	   estos	  

valores	   de	   CT,	   junto	   con	   los	   valores	   de	   la	   pendiente	   y	   la	   intersección	   en	   Y	   de	   las	   curvas	   de	  

cuantificación,	   se	  puede	  estimar	   la	   concentración	  aproximada	  de	   los	  virus	  al	   inicio	  de	   la	   fase	  de	  

amplificación	  mediante	  la	  siguiente	  ecuación:	  	  

	  

	  

Moléculas	  =	  10^(CTMuestra	  –	  Intersec.	  Y	  /	  Pendiente)	  

	  

Empleando	   los	   valores	   de	   CT	   junto	   con	   los	   valores	   de	   las	   intersecciones	   en	   Y	   y	   las	  

pendientes	  mostradas	  en	  la	  figura	  17b	  de	  cada	  virus	  que	  resultó	  positivo	  en	  la	  anterior	  ecuación,	  

se	   encontró	  que	   las	  muestras	   contenían	  aproximadamente	  el	   siguiente	  número	  de	  moléculas	   al	  

iniciar	   la	   fase	   de	   amplificación:	  Muestra	   1,	   16,643	  moléculas	   blanco	   de	   PIV-‐2;	   Muestras	   2	   y	   3,	  

13,117	  y	  2,139	  moléculas	  respectivamente	  de	  blanco	  de	  RSV-‐B;	  Muestra	  4,	  540	  moléculas	  blanco	  

de	  CoV-‐229E	  y	  293	  moléculas	  blanco	  de	  CoV-‐NL63;	  Muestra	  5,	  6,851	  moléculas	  blanco	  de	  RSV-‐B.	  



Diseño,	  desarrollo	  y	  evaluación	  de	  un	  sistema	  de	  PCR	  múltiple	  para	  el	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  respiratorias	  de	  origen	  viral.	  

	  
	  

	   55	  

Este	  número	  de	  moléculas	  es	  el	  que	  se	  encuentra	  antes	  de	  la	  fase	  de	  amplificación,	  y	  por	  lo	  tanto	  

al	  término	  del	  paso	  de	  retrotranscripción,	  lo	  cual	  muestra	  la	  importancia	  crucial	  de	  este	  paso	  para	  

el	   rendimiento	  total	  de	   los	  ensayos.	  En	   la	  muestra	  4	  se	  detecta	   la	  presencia	  de	  dos	  virus	   (figura	  

19),	   lo	   que	   en	   aspectos	   clínicos	   puede	   significar	   la	   presencia	   de	  dos	   agentes	   virales,	   aunque	  no	  

necesariamente	  una	  coinfección.	  En	  este	  caso	  el	   virus	  que	   se	  detecta	  en	  menor	  cantidad	  puede	  

corresponder	  a	  un	  virus	  que	  ha	  infectado	  en	  una	  fase	  anterior	  a	  la	  que	  representa	  los	  síntomas	  en	  

el	  paciente,	  el	  cual	  va	  en	  decremento;	  o	  en	  su	  defecto	  corresponder	  a	  un	  agente	  oportunista	  que	  

empieza	  a	  proliferar	  gracias	  a	   la	  presencia	  del	  primer	  agente.	  Aunque	  debe	  darse	   importancia	  al	  

agente	   que	   se	   encuentra	   en	   mayor	   cantidad,	   debe	   reportarse	   la	   detección	   significativa	   de	   los	  

agentes	   encontrados,	   así	   como	   la	   cantidad	   estimada	   de	   los	   mismos	   para	   que	   se	   pueda	   dar	   la	  

interpretación	  clínica	  más	  adecuada.	  

El	  ensayo	  2plex-‐D	  fue	  probado	  con	  DNA	  extraído	  de	  pacientes	  con	  conjuntivitis,	  esto	  con	  el	  

fin	   de	   aumentar	   la	   posibilidad	   de	   detectar	   AdV,	   ya	   que	   se	   sabe	   que	   es	   uno	   de	   los	   principales	  

agentes	  etiológicos	  de	  este	  padecimiento,	  siendo	  incluso	  un	  agente	  de	  carácter	  nosocomial	  [134].	  En	  

total	   4	   muestras	   fueron	   amplificadas	   con	   el	   set	   2plex-‐D,	   y	   los	   productos	   amplificados	   fueron	  

analizados	  en	  curvas	  de	  disociación,	   junto	  con	   los	  controles	  de	  AdV	  y	  BoV.	  Las	  muestras	  1,	  2	  y	  4	  

mostraron	  picos	  de	  disociación	  a	  85.78,	  85.17	  y	  83.17	  ºC	  respectivamente;	  estas	  temperaturas	  se	  

aproximan	  a	   los	  84.24	  ºC	  que	  corresponden	  a	   la	   temperatura	  de	  disociación	  del	   control	  de	  AdV	  

(figura	  20a,	  b	  y	  d).	  Así	  mismo	  la	  muestra	  3	  generó	  un	  pico	  a	   la	  temperatura	  de	  70.93	  ºC	  que	  no	  

concuerda	   con	   ninguno	   de	   los	   picos	   de	   referencia	   (figura	   20c).	   A	   partir	   de	   estos	   resultados	   se	  

puede	  concluir	  que	  en	  las	  muestras	  1,	  2	  y	  4	  se	  encuentra	  presente	  AdV	  o	  parte	  de	  su	  genoma,	  por	  

lo	   que	   es	   un	   posible	   agente	   causal	   de	   conjuntivitis	   en	   los	   pacientes	   de	   los	   cuales	   provienen	   las	  

muestras;	  mientras	   que	   en	   la	  muestra	   3	   no	   se	   encuentra	   el	   fragmento	   esperado,	   por	   lo	   que	   es	  

poco	   probable	   que	   el	   virus	   este	   presente	   (figura	   20e).	   En	   un	   ensayo	   previo	   realizado	   con	   los	  

iniciadores	  de	  AdV	  en	  puto	   final	  se	  probaron	  estas	  mismas	  muestras,	  generando	  fragmentos	  del	  

tamaño	  esperado	  para	  AdV	  (90	  pb)	  en	  las	  muestras	  1,	  2	  y	  4;	  mientras	  que	  en	  la	  muestra	  3	  no	  se	  

observó	  ninguna	  banda	  (figura	  20f).	  Estos	  ensayos	  muestran	  que	   los	  amplicones	  de	  AdV	  a	  partir	  

de	  las	  muestras	  clínicas	  que	  se	  visualizan	  por	  electroforesis,	  en	  efecto	  generan	  picos	  de	  disociación	  

con	  una	  temperatura	  cercana	  a	  los	  84.24	  º	  del	  control	  de	  AdV.	  

La	  técnica	  de	  PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  real	  tiene	  una	  alta	  sensibilidad	  en	  comparación	  con	  

otras	  técnicas,	  por	  lo	  que	  puede	  detectar	  más	  virus	  en	  distintas	  etapas	  de	  infección	  ya	  sean	  agudas	  

o	  incipientes	  e	  incluso	  infecciones	  pasadas.	  Aunque	  el	  riesgo	  de	  falsos	  positivos	  incrementa	  con	  el	  
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número	  de	  pruebas	  manejadas,	  el	  manejo	  de	  un	  control	  interno	  disminuye	  este	  riesgo,	  y	  ayuda	  a	  

elucidar	  casos	  donde	  se	  inhibe	  la	  reacción	  [116].	  A	  pesar	  de	  la	  sensibilidad	  de	  esta	  técnica,	  es	  muy	  

baja	   la	   probabilidad	  de	  que	  un	   resultado	  positivo	   se	  deba	   a	   remanentes	  de	   ácidos	  nucleicos	  de	  

virus	   de	   anteriores	   infecciones,	   por	   lo	   general	   los	   virus	   que	   sean	   detectados	   estarán	   presentes,	  

aunque	   la	   relevancia	  clínica	  de	   los	  mismos	  puede	  depender	  de	   la	   fase	  de	   infección	  en	   la	  que	  se	  

encuentren,	  si	  están	  presentes	  de	  manera	  individual	  o	  en	  coinfección	  con	  otros	  agentes	  [80].	  

	  

Este	   panel	   de	   detección	  de	   virus	   respiratorios	   por	   RT-‐PCR	  múltiple	   en	   tiempo	   real	   tiene	  

por	   una	   parte	   la	   finalidad	   de	   ayudar	   a	   rastrear	   el	   panorama	   de	   las	   infecciones	   respiratorias,	   su	  

periodicidad	  y	  su	  prevalencia	  con	  base	  en	  muestras	  clínicas	  que	  puedan	  ser	  obtenidas	  de	  manera	  

rápida	  y	  sometiéndose	  a	  la	  detección	  de	  virus	  con	  este	  panel	  de	  manera	  rutinaria.	  Se	  espera	  que	  

con	  base	  en	  los	  resultados	  de	  esta	  detección	  se	  obtenga	  información	  de	  los	  virus	  en	  circulación,	  así	  

como	  posibles	  periodos	  estacionales.	  

A	  diferencia	  del	  virus	  de	   la	   influenza,	   los	  virus	  que	  se	  trabajaron	  en	  el	  presente	  proyecto	  

no	  tienen	  tratamiento	  o	  vacuna,	  sin	  embargo	   la	   importancia	  práctica	  de	   la	  detección	  de	  agentes	  

virales	  es:	  la	  contención	  de	  posibles	  epidemias	  en	  unidades	  de	  cuidados	  intensivos	  para	  prevenir	  la	  

propagación	  del	  agente	  causal	  [135],	  la	  disminución	  del	  uso	  excesivo	  e	  innecesario	  de	  tratamientos	  

con	  	  antibióticos	  [120],	  y	  la	  prevención	  de	  las	  complicaciones	  de	  por	  vida	  como	  el	  asma	  que	  pueden	  

dejar	  infecciones	  agudas	  con	  algunos	  agentes	  como	  el	  HRV	  en	  niños	  [11,80].	  
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9.	  CONCLUSIONES	  

	  

A	  partir	  de	  las	  secuencias	  virales	  fue	  posible	  diseñar	  un	  sistema	  de	  RT-‐PCR	  múltiple	  viable,	  

con	  ayuda	  de	  diversas	  herramientas	  para	  el	  diseño	  y	  análisis	  de	  iniciadores	  y	  sondas.	  La	  obtención	  

de	   iniciadores	   y	   sondas	   viables	   fue	   un	   proceso	   reiterado	   que	   implicó	   el	   análisis	   de	   distintos	  

parámetros	  para	  aumentar	  la	  viabilidad	  de	  los	  experimentos,	  sin	  embargo	  un	  diseño	  que	  cumple	  

todos	   los	  parámetros	  no	  necesariamente	   implica	  que	  no	  se	  presenten	  contratiempos	  en	   la	  parte	  

experimental.	  

	  

Los	   ensayos	   múltiples	   en	   punto	   final	   permitieron	   detectar	   por	   electroforesis	   los	  

amplificados	  de	  los	  moldes	  sintéticos	  por	  separado,	  sin	  embargo	  los	  ensayos	  múltiples	  en	  tiempo	  

real	  permitieron	  además	  detectar	  los	  moldes	  sintéticos	  de	  manera	  simultánea,	  y	  dar	  un	  estimado	  

de	  la	  cantidad	  de	  moléculas	  que	  se	  detectaron.	  	  

	  

Para	   los	   sets	   de	   RT-‐PCR	  múltiple	   con	   sondas	   de	   hidrólisis	   para	   la	   detección	   de	   12	   virus	  

respiratorios	  de	  RNA	  (HRV,	  RSV-‐A,	  RSV-‐B,	  hMPV,	  PIV-‐1,	  PIV-‐2,	  PIV-‐3,	  PIV-‐4,	  CoV-‐OC43,	  CoV-‐229E,	  

CoV-‐NL63,	   CoV-‐HKU1)	   el	   rango	   dinámico	   para	   la	   cuantificación	   abarca	   6	   logaritmos,	   desde	   102	  

hasta	  107	  copias	  iniciales	  en	  el	  paso	  de	  amplificación,	  y	  logrando	  eficiencias	  de	  PCR	  entre	  90	  y	  110	  

%	   que	   se	   consideran	   aceptables	   para	   ensayos	   de	   cuantificación.	   Los	   análisis	   de	   las	   curvas	   de	  

disociación	   del	   set	   de	   PCR-‐múltiple	   para	   detectar	   2	   virus	   respiratorios	   de	   DNA	   (AdV	   y	   BoV)	  

permitieron	   diferenciar	   los	   productos	   de	   los	   dos	   moldes	   sintéticos	   de	   estos	   virus	   de	   manera	  

simultánea.	  

	  

Los	   sets	   que	   componen	   este	   sistema	   fueron	   probados	   con	  muestras	   clínicas	   y	   arrojaron	  

resultados	  positivos,	  que	  demuestran	  la	  capacidad	  de	  este	  sistema	  de	  RT-‐PCR	  múltiple	  en	  tiempo	  

real	  para	  la	  detección	  de	  virus	  respiratorios.	  

.	  
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10.	  PERSPECTIVAS	  

	  

El	  presente	  proyecto	  proporciona	  un	  sistema	  de	  detección	  múltiple	  de	  virus	  respiratorios	  

que	  permitirá	  completar	  el	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  respiratorias.	  Se	  espera	  que	  este	  sistema	  

contribuya	   a	   la	   comprensión	   de	   la	   epidemiología	   de	   las	   infecciones	   respiratorias	   virales	   y	  

proporcione	   una	   gran	   cantidad	   de	   nueva	   información	   sobre	   la	   estacionalidad,	   la	   distribución	  

geográfica	  y	  los	  grupos	  de	  riesgo.	  

	  

Para	   complementar	   la	   capacidad	   de	   este	   sistema	   de	   detección	   pueden	   considerarse	   los	  

virus	   pandémicos	   como	   son:	   CoV-‐SARS,	   CoV-‐MERS	   e	   Influenza	   aviar;	   ya	   sea	   con	   ensayos	   ya	  

reportados	  o	  diseñando	  ensayos	  para	  la	  detección	  de	  estos	  virus	  pandémicos.	  

	  

Finalmente	   se	   espera	   que	   el	   presente	   proyecto	   sea	   la	   base	   para	   incorporar	   nuevas	  

tecnologías,	   que	   proporcionen	   alternativas	   rentables	   para	   el	   diagnóstico	   viral	   y	   extender	   la	  

aplicación	  a	  otros	  tipos	  de	  patógenos	  con	  tecnología	  generada	  en	  nuestro	  país.	  
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12.	  ANEXOS	  	  

12.1	  Número	  de	  acceso	  de	  las	  secuencias	  virales	  empleadas.	  

CoV-‐229E	  
>gi|545899481|gb|KF293665.1|:25394-‐26563	  
>gi|545899472|gb|KF293664.1|:25394-‐26563	  
>gi|82780404|gb|DQ243939.1|:1-‐1170	  
>gi|12082738|gb|AF304460.1|AF304460:25686-‐
26855	  
>gi|58932|emb|X51325.1|:66-‐1235	  
>gi|545899490|gb|KF293666.1|:25394-‐26563	  
>gi|82780418|gb|DQ243946.1|:1-‐1170	  
>gi|82780416|gb|DQ243945.1|:1-‐1170	  
>gi|82780410|gb|DQ243942.1|:1-‐1170	  
>gi|82780406|gb|DQ243940.1|:1-‐1170	  
>gi|82780420|gb|DQ243947.1|:1-‐1170	  
>gi|329576|gb|J04419.1|HOBNC229E:147-‐1316	  
>gi|82780412|gb|DQ243943.1|:1-‐1170	  
>gi|82780408|gb|DQ243941.1|:1-‐1167	  
>gi|82780414|gb|DQ243944.1|:1-‐1170	  
>gi|530341176|gb|KF514432.1|:25627-‐26796	  
>gi|530341159|gb|KF514430.1|:25648-‐26817	  
>gi|82780428|gb|DQ243951.1|:1-‐1170	  
>gi|82780424|gb|DQ243949.1|:1-‐1170	  
>gi|82780422|gb|DQ243948.1|:1-‐1170	  
>gi|530341184|gb|KF514433.1|:25648-‐26817	  
>gi|530341167|gb|KF514431.1|:25624-‐26793	  
>gi|530341153|gb|KF514429.1|:25648-‐26817	  
>gi|82780446|gb|DQ243960.1|:1-‐1170	  
>gi|82780442|gb|DQ243958.1|:1-‐1170	  
>gi|82780430|gb|DQ243952.1|:1-‐1170	  
>gi|82780426|gb|DQ243950.1|:1-‐1170	  
>gi|82780444|gb|DQ243959.1|:1-‐1170	  
>gi|82780440|gb|DQ243957.1|:1-‐1170	  
>gi|82780436|gb|DQ243955.1|:1-‐1170	  
>gi|82780434|gb|DQ243954.1|:1-‐1170	  
>gi|82780432|gb|DQ243953.1|:1-‐1169	  
>gi|82780448|gb|DQ243961.1|:1-‐1170	  
>gi|82780438|gb|DQ243956.1|:1-‐1170	  
>gi|404553537|gb|JX503061.1|:25659-‐26828	  
>gi|82780450|gb|DQ243962.1|:1-‐1170	  
>gi|404553529|gb|JX503060.1|:25698-‐26867	  
>gi|385215154|gb|JQ410000.1|:25689-‐26846	  
	  

CoV-‐OC43	  
>gi|50844477|gb|AY585229.1|:22354-‐23628	  
>gi|50844468|gb|AY585228.1|:22354-‐23628	  
>gi|37702815|gb|AY391777.1|:22355-‐23629	  
>gi|329570|gb|M76373.1|HOBHEGA:16-‐1290	  
>gi|530802531|gb|KF530094.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802399|gb|KF530082.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802553|gb|KF530096.1|:22332-‐23606	  
>gi|530802279|gb|KF530071.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802542|gb|KF530095.1|:22345-‐23619	  
>gi|530802465|gb|KF530088.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802575|gb|KF530098.1|:22335-‐23606	  
>gi|530802443|gb|KF530086.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802421|gb|KF530084.1|:22335-‐23606	  
>gi|530802344|gb|KF530077.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802301|gb|KF530073.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802224|gb|KF530066.1|:22322-‐23596	  
>gi|530802170|gb|KF530061.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802159|gb|KF530060.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802268|gb|KF530070.1|:22336-‐23607	  
>gi|530802246|gb|KF530068.1|:22335-‐23606	  
>gi|62530888|gb|AY903459.1|:22355-‐23626	  
>gi|530802564|gb|KF530097.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802312|gb|KF530074.1|:22332-‐23606	  
>gi|530802586|gb|KF530099.1|:22335-‐23606	  
>gi|530802257|gb|KF530069.1|:22335-‐23606	  
>gi|530802191|gb|KF530063.1|:22335-‐23606	  
>gi|530802487|gb|KF530090.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802454|gb|KF530087.1|:22335-‐23609	  
>gi|344332697|gb|JN129834.1|:22342-‐23613	  
>gi|530802355|gb|KF530078.1|:22322-‐23596	  
>gi|530802323|gb|KF530075.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802202|gb|KF530064.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802388|gb|KF530081.1|:22334-‐23605	  
>gi|62530898|gb|AY903460.1|:22355-‐23626	  
>gi|530802509|gb|KF530092.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802377|gb|KF530080.1|:22335-‐23609	  
>gi|530802290|gb|KF530072.1|:22335-‐23609	  
>gi|344332706|gb|JN129835.1|:22354-‐23625	  
	  

CoV-‐NL63	  
>gi|530802133|gb|KF530113.1|:26065-‐27198	  
>gi|530802117|gb|KF530111.1|:26065-‐27198	  
>gi|530802101|gb|KF530109.1|:26065-‐27198	  
>gi|530802093|gb|KF530108.1|:26065-‐27198	  

>gi|530802061|gb|KF530104.1|:26065-‐27198	  
>gi|410032027|gb|JX504050.1|:26133-‐27266	  
>gi|213990625|gb|FJ211861.1|:26191-‐27324	  
>gi|49035964|gb|AY567487.2|:26133-‐27266	  
>gi|530802141|gb|KF530114.1|:26065-‐27198	  
>gi|530802085|gb|KF530107.1|:26065-‐27198	  
>gi|380710222|gb|JQ765568.1|:26088-‐27221	  
>gi|530802077|gb|KF530106.1|:26056-‐27189	  
>gi|380710264|gb|JQ765573.1|:26088-‐27221	  
>gi|46369870|gb|AY518894.1|:26119-‐27252	  
>gi|530802109|gb|KF530110.1|:26068-‐27201	  
>gi|380710280|gb|JQ765575.1|:26088-‐27221	  
>gi|380710254|gb|JQ765572.1|:26088-‐27221	  
>gi|112785272|gb|DQ846901.1|:1-‐1134	  
>gi|530802125|gb|KF530112.1|:26050-‐27183	  
>gi|380710246|gb|JQ765571.1|:26088-‐27221	  
>gi|380710230|gb|JQ765569.1|:26070-‐27203	  
>gi|380710214|gb|JQ765567.1|:26088-‐27221	  
>gi|380710206|gb|JQ765566.1|:26088-‐27221	  
>gi|380710238|gb|JQ765570.1|:26070-‐27203	  
>gi|530802069|gb|KF530105.1|:26068-‐27201	  
>gi|380710272|gb|JQ765574.1|:26088-‐27221	  
>gi|380710198|gb|JQ765565.1|:26070-‐27203	  
>gi|380710190|gb|JQ765564.1|:26070-‐27203	  
>gi|93004452|gb|DQ445912.1|:26115-‐27248	  
>gi|93004445|gb|DQ445911.1|:26130-‐27263	  
>gi|380710182|gb|JQ765563.1|:26070-‐27203	  
>gi|402479281|gb|JX524171.1|:26118-‐27251	  
>gi|398255449|gb|JX104161.1|:26118-‐27251	  
>gi|118153976|gb|EF081296.1|:1-‐1134	  
>gi|92111071|gb|DQ462770.1|:1-‐1031	  
>gi|92111067|gb|DQ462768.1|:1-‐1031	  
>gi|92111057|gb|DQ462763.1|:1-‐1031	  
>gi|92111065|gb|DQ462767.1|:1-‐1031	  
>gi|92111059|gb|DQ462764.1|:1-‐1031	  
>gi|92111069|gb|DQ462769.1|:1-‐1031	  
>gi|92111073|gb|DQ462771.1|:1-‐1031	  
>gi|92111061|gb|DQ462765.1|:1-‐1031	  
>gi|92111063|gb|DQ462766.1|:1-‐1031	  
	  

CoV-‐HKU1	  
>gi|85068130|gb|AY597011.2|:21773-‐22933	  
>gi|530291057|gb|KF430203.1|:268-‐1428	  
>gi|89515514|gb|DQ415908.1|:21794-‐22954	  
>gi|89515505|gb|DQ415907.1|:21734-‐22894	  
>gi|89515496|gb|DQ415906.1|:21704-‐22864	  
>gi|89515487|gb|DQ415905.1|:21704-‐22864	  
>gi|89515478|gb|DQ415904.1|:21404-‐22564	  
>gi|89515469|gb|DQ415903.1|:21767-‐22927	  
>gi|89515451|gb|DQ415901.1|:21944-‐23104	  
>gi|89515442|gb|DQ415900.1|:21659-‐22819	  
>gi|530291041|gb|KF430198.1|:247-‐1407	  
>gi|306569684|gb|HM034837.1|:21737-‐22897	  
>gi|89515568|gb|DQ415914.1|:21734-‐22894	  
>gi|89515523|gb|DQ415909.1|:21614-‐22774	  
>gi|89515406|gb|DQ415896.1|:21707-‐22867	  
>gi|545299276|gb|KF686346.1|:21853-‐23013	  
>gi|545299256|gb|KF686343.1|:21853-‐23013	  
>gi|545299246|gb|KF686342.1|:21613-‐22773	  
>gi|545299236|gb|KF686341.1|:21703-‐22863	  
>gi|545299226|gb|KF686340.1|:21793-‐22953	  
>gi|530291047|gb|KF430201.1|:21808-‐22968	  
>gi|89515532|gb|DQ415910.1|:21644-‐22804	  
>gi|545299266|gb|KF686344.1|:21565-‐22725	  
>gi|89515460|gb|DQ415902.1|:21720-‐22859	  
>gi|85372431|gb|AY884001.1|:21690-‐22829	  
>gi|530291035|gb|KF430197.1|:260-‐1399	  
>gi|89515541|gb|DQ415911.1|:21777-‐22916	  
>gi|85541020|gb|DQ339101.1|:21630-‐22769	  
>gi|89515559|gb|DQ415913.1|:21660-‐22799	  
>gi|89515550|gb|DQ415912.1|:21720-‐22859	  
>gi|89515433|gb|DQ415899.1|:21780-‐22919	  
>gi|89515415|gb|DQ415897.1|:21720-‐22859	  
>gi|89515424|gb|DQ415898.1|:21690-‐22829	  
	  
	  

PIV-‐1	  
>gi|19482124|gb|AF457102.1|:6883-‐8638	  
>gi|2920528|gb|AF016280.1|AF016280:1-‐1756	  
>gi|332668|gb|M86781.1|PIFCHA80A:37-‐1792	  
>gi|332670|gb|M86783.1|PIFCHA81B:37-‐1792	  
>gi|332667|gb|M86780.1|PIFCHA66A:37-‐1792	  
>gi|332669|gb|M86782.1|PIFCHA81A:37-‐1792	  
>gi|332672|gb|M86785.1|PIFCHB73A:37-‐1791	  
>gi|332676|gb|M86789.1|PIFCHB79B:37-‐1792	  
>gi|332678|gb|M86791.1|PIFCHB83B:37-‐1792	  
>gi|332675|gb|M86788.1|PIFCHB79A:37-‐1792	  

>gi|393048|gb|U01075.1|PVU01075:1-‐1728	  
>gi|393046|gb|U01074.1|PVU01074:1-‐1728	  
>gi|393044|gb|U01073.1|PVU01073:1-‐1728	  
>gi|393050|gb|U01076.1|PVU01076:1-‐1728	  
>gi|399605339|gb|JQ901971.1|:6855-‐8610	  
>gi|294056|gb|M31228.1|PAFHEMAGG:37-‐1792	  
>gi|393056|gb|U01079.1|PVU01079:1-‐1728	  
>gi|1621410|gb|U70943.1|HPU70943:37-‐1792	  
>gi|1621400|gb|U70938.1|HPU70938:39-‐1792	  
>gi|332702|gb|M91648.1|PIFHNAA:17-‐1772	  
>gi|1621396|gb|U70936.1|HPU70936:39-‐1792	  
>gi|327342995|dbj|AB542810.1|:1-‐1728	  
>gi|1621398|gb|U70937.1|HPU70937:39-‐1792	  
>gi|1621418|gb|U70947.1|HPU70947:39-‐1792	  
>gi|297140|emb|X55803.1|:17-‐1772	  
>gi|1621408|gb|U70942.1|HPU70942:37-‐1792	  
>gi|399605374|gb|JQ901976.1|:6810-‐8563	  
>gi|399605381|gb|JQ901977.1|:6809-‐8562	  
>gi|399605353|gb|JQ901973.1|:6809-‐8562	  
>gi|399605409|gb|JQ901981.1|:6857-‐8610	  
>gi|399605402|gb|JQ901980.1|:6857-‐8610	  
>gi|399605388|gb|JQ901978.1|:6858-‐8611	  
>gi|399605346|gb|JQ901972.1|:6857-‐8610	  
>gi|1621414|gb|U70945.1|HPU70945:37-‐1792	  
>gi|1621404|gb|U70940.1|HPU70940:37-‐1792	  
>gi|1621412|gb|U70944.1|HPU70944:39-‐1792	  
>gi|1621420|gb|U70948.1|HPU70948:39-‐1792	  
>gi|1621402|gb|U70939.1|HPU70939:37-‐1792	  
>gi|1621416|gb|U70946.1|HPU70946:37-‐1792	  
>gi|532129654|gb|KF530205.1|:6795-‐8548	  
>gi|545699077|gb|KF687310.1|:6805-‐8558	  
>gi|532129706|gb|KF530217.1|:6815-‐8568	  
>gi|532129614|gb|KF530198.1|:6795-‐8548	  
>gi|532129631|gb|KF530202.1|:6795-‐8548	  
>gi|545699121|gb|KF687314.1|:6885-‐8638	  
>gi|545699110|gb|KF687313.1|:6807-‐8560	  
>gi|532129627|gb|KF530201.1|:800-‐2553	  
>gi|532129603|gb|KF530197.1|:6815-‐8568	  
>gi|399605591|gb|JQ902007.1|:6786-‐8539	  
>gi|532129672|gb|KF530208.1|:3514-‐5258	  
>gi|532129592|gb|KF530196.1|:5648-‐7401	  
>gi|399605612|gb|JQ902010.1|:6786-‐8539	  
>gi|399605514|gb|JQ901996.1|:6786-‐8539	  
>gi|545699099|gb|KF687312.1|:6807-‐8560	  
>gi|399605437|gb|JQ901985.1|:6859-‐8612	  
>gi|545699132|gb|KF687315.1|:6795-‐8548	  
>gi|545699088|gb|KF687311.1|:6795-‐8548	  
>gi|532129691|gb|KF530212.1|:6815-‐8568	  
>gi|399605577|gb|JQ902005.1|:6786-‐8539	  
>gi|399605528|gb|JQ901998.1|:6809-‐8562	  
>gi|532129642|gb|KF530203.1|:6815-‐8568	  
>gi|545699066|gb|KF687308.1|:6802-‐8555	  
>gi|532129665|gb|KF530206.1|:3502-‐5255	  
>gi|399605535|gb|JQ901999.1|:6786-‐8539	  
>gi|399605465|gb|JQ901989.1|:6868-‐8610	  
>gi|356651383|gb|JN089925.1|:1-‐1740	  
>gi|545699055|gb|KF687307.1|:6809-‐8551	  
>gi|399605458|gb|JQ901988.1|:6868-‐8610	  
>gi|399605444|gb|JQ901986.1|:6859-‐8612	  
>gi|399605521|gb|JQ901997.1|:6786-‐8539	  
	  

PIV-‐2	  
>gi|222240|dbj|D00865.1|PAFPIV2HN:1-‐2054	  
>gi|26655523|gb|AF533012.1|:6685-‐8738	  
>gi|67906100|dbj|AB176531.1|:6685-‐8738	  
>gi|61985|emb|X57559.1|:6681-‐8733	  
>gi|187858800|dbj|AB367954.1|:1-‐1919	  
>gi|26655522|gb|AF533011.1|:6685-‐8738	  
>gi|106364257|dbj|AB189948.1|:1-‐1888	  
>gi|71067622|gb|DQ072588.1|:2071-‐4124	  
>gi|26655521|gb|AF533010.1|:6685-‐8738	  
>gi|71067619|gb|DQ072587.1|:2071-‐4124	  
>gi|71067625|gb|DQ072589.1|:2071-‐4124	  
>gi|71067616|gb|DQ072586.1|:2069-‐4122	  
>gi|309252630|gb|HM460888.1|:26-‐1904	  
>gi|9988554|gb|AF213352.1|AF213352:3-‐1986	  
>gi|106364280|dbj|AB189951.1|:1-‐1888	  
>gi|106364291|dbj|AB189953.1|:1-‐1888	  
>gi|106364286|dbj|AB189952.1|:1-‐1888	  
>gi|106364268|dbj|AB189950.1|:1-‐1888	  
>gi|106364263|dbj|AB189949.1|:1-‐1888	  
>gi|351001313|gb|JF912194.1|:1-‐1716	  
>gi|351001317|gb|JF912196.1|:1-‐1716	  
>gi|351001315|gb|JF912195.1|:1-‐1715	  
	  

PIV-‐3	  
>gi|545699298|gb|KF687340.1|:6642-‐8528	  
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>gi|545699325|gb|KF687345.1|:6194-‐8080	  
>gi|612507070|gb|KJ672582.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699334|gb|KF687346.1|:6654-‐8540	  
>gi|507833932|dbj|AB736166.1|:6636-‐8522	  
>gi|612506998|gb|KJ672568.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507052|gb|KJ672579.1|:6651-‐8537	  
>gi|532129814|gb|KF530241.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507205|gb|KJ672608.1|:6622-‐8508	  
>gi|545699181|gb|KF687321.1|:6639-‐8525	  
>gi|545699163|gb|KF687319.1|:6676-‐8562	  
>gi|532129842|gb|KF530245.1|:6713-‐8599	  
>gi|545699217|gb|KF687325.1|:6668-‐8554	  
>gi|612507178|gb|KJ672605.1|:6627-‐8513	  
>gi|545699199|gb|KF687323.1|:6644-‐8530	  
>gi|612507214|gb|KJ672609.1|:6617-‐8503	  
>gi|612506899|gb|KJ672549.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506935|gb|KJ672555.1|:6608-‐8494	  
>gi|545699172|gb|KF687320.1|:6673-‐8559	  
>gi|545699235|gb|KF687327.1|:6668-‐8554	  
>gi|532129905|gb|KF530253.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507277|gb|KJ672618.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507142|gb|KJ672595.1|:6626-‐8512	  
>gi|612507061|gb|KJ672581.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507034|gb|KJ672575.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699370|gb|KF687351.1|:6688-‐8574	  
>gi|545699307|gb|KF687343.1|:6700-‐8586	  
>gi|612507079|gb|KJ672583.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506953|gb|KJ672557.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699244|gb|KF687328.1|:6668-‐8554	  
>gi|545699154|gb|KF687318.1|:6670-‐8556	  
>gi|532129823|gb|KF530242.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507241|gb|KJ672613.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506980|gb|KJ672560.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506962|gb|KJ672558.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699271|gb|KF687333.1|:6668-‐8554	  
>gi|545699226|gb|KF687326.1|:6213-‐8099	  
>gi|545699208|gb|KF687324.1|:6654-‐8540	  
>gi|532129916|gb|KF530256.1|:6713-‐8599	  
>gi|532129801|gb|KF530236.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507259|gb|KJ672615.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507250|gb|KJ672614.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507160|gb|KJ672601.1|:6651-‐8537	  
>gi|612507016|gb|KJ672573.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506944|gb|KJ672556.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506917|gb|KJ672553.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699352|gb|KF687348.1|:6668-‐8554	  
>gi|545699343|gb|KF687347.1|:6654-‐8540	  
>gi|532129878|gb|KF530250.1|:6713-‐8599	  
>gi|532129754|gb|KF530229.1|:6713-‐8599	  
>gi|545699145|gb|KF687317.1|:6676-‐8562	  
>gi|532129925|gb|KF530257.1|:6713-‐8599	  
>gi|532129791|gb|KF530234.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507097|gb|KJ672585.1|:6651-‐8537	  
>gi|545699262|gb|KF687332.1|:6665-‐8551	  
>gi|545699190|gb|KF687322.1|:6673-‐8559	  
>gi|532129773|gb|KF530232.1|:6713-‐8599	  
>gi|612507088|gb|KJ672584.1|:6651-‐8537	  
>gi|612506818|gb|KJ672536.1|:6613-‐8499	  
>gi|545699253|gb|KF687330.1|:6678-‐8564	  
	  

PIV-‐4	  
>gi|332577|gb|M34033.1|PAFHNGP:1-‐2600	  
>gi|300793563|dbj|AB543336.1|:7180-‐9779	  
>gi|537800445|gb|KF483663.1|:7233-‐9826	  
>gi|585421075|gb|KF878965.1|:7232-‐9825	  
>gi|408684303|dbj|AB753481.1|:3-‐1785	  
>gi|408684271|dbj|AB753465.1|:3-‐1785	  
>gi|408684315|dbj|AB753487.1|:3-‐1785	  
>gi|408684301|dbj|AB753480.1|:3-‐1785	  
>gi|408684311|dbj|AB753485.1|:3-‐1785	  
>gi|408684309|dbj|AB753484.1|:3-‐1785	  
>gi|408684267|dbj|AB753463.1|:3-‐1785	  
>gi|408684275|dbj|AB753467.1|:3-‐1785	  
>gi|408684269|dbj|AB753464.1|:3-‐1785	  
>gi|408684313|dbj|AB753486.1|:3-‐1785	  
>gi|408684273|dbj|AB753466.1|:3-‐1785	  
>gi|408684265|dbj|AB753462.1|:3-‐1785	  
>gi|408684305|dbj|AB753482.1|:3-‐1785	  
>gi|300793571|dbj|AB543337.1|:7180-‐9762	  
>gi|2385509|dbj|AB006958.1|:119-‐2545	  
>gi|378406359|gb|JQ241176.1|:7180-‐9762	  
>gi|194394351|gb|EU627591.1|:7237-‐9422	  
>gi|408684295|dbj|AB753477.1|:2-‐1709	  
>gi|408684279|dbj|AB753469.1|:2-‐1709	  
>gi|408684277|dbj|AB753468.1|:2-‐1709	  
>gi|408684297|dbj|AB753478.1|:2-‐1709	  
>gi|408684291|dbj|AB753475.1|:2-‐1709	  
>gi|408684285|dbj|AB753472.1|:2-‐1709	  
>gi|408684283|dbj|AB753471.1|:2-‐1709	  
>gi|408684293|dbj|AB753476.1|:2-‐1709	  
>gi|408684289|dbj|AB753474.1|:2-‐1709	  
>gi|408684299|dbj|AB753479.1|:2-‐1599	  
	  

RSV-‐A	  
>gi|9629367|ref|NC_001803.1|	  

>gi|612506678|gb|KJ643589.1|	  
>gi|610637493|gb|KJ627733.1|	  
>gi|610637468|gb|KJ627731.1|	  
>gi|610637443|gb|KJ627729.1|	  
>gi|610637430|gb|KJ627728.1|	  
>gi|610637417|gb|KJ627727.1|	  
>gi|610637392|gb|KJ627725.1|	  
>gi|610637377|gb|KJ627724.1|	  
>gi|610637365|gb|KJ627723.1|	  
>gi|610637354|gb|KJ627722.1|	  
>gi|610637343|gb|KJ627721.1|	  
>gi|610637332|gb|KJ627720.1|	  
>gi|610637321|gb|KJ627719.1|	  
>gi|610637309|gb|KJ627718.1|	  
>gi|610637296|gb|KJ627717.1|	  
>gi|610637283|gb|KJ627716.1|	  
>gi|610637272|gb|KJ627715.1|	  
>gi|610637261|gb|KJ627714.1|	  
>gi|610637213|gb|KJ627710.1|	  
>gi|610637202|gb|KJ627709.1|	  
>gi|610637191|gb|KJ627708.1|	  
>gi|610637179|gb|KJ627707.1|	  
>gi|610637164|gb|KJ627706.1|	  
>gi|610637153|gb|KJ627705.1|	  
>gi|610637141|gb|KJ627704.1|	  
>gi|610637128|gb|KJ627703.1|	  
>gi|610637112|gb|KJ627702.1|	  
>gi|610637038|gb|KJ627696.1|	  
>gi|610637025|gb|KJ627695.1|	  
>gi|610636999|gb|KJ627693.1|	  
>gi|610636953|gb|KJ627690.1|	  
>gi|610636925|gb|KJ627688.1|	  
>gi|610636914|gb|KJ627687.1|	  
>gi|610636903|gb|KJ627686.1|	  
>gi|610636892|gb|KJ627685.1|	  
>gi|610636881|gb|KJ627684.1|	  
>gi|610636868|gb|KJ627683.1|	  
>gi|610636852|gb|KJ627682.1|	  
>gi|610636815|gb|KJ627679.1|	  
>gi|610636794|gb|KJ627678.1|	  
>gi|610636772|gb|KJ627676.1|	  
>gi|610636761|gb|KJ627675.1|	  
>gi|610636746|gb|KJ627674.1|	  
>gi|610636722|gb|KJ627672.1|	  
>gi|610636711|gb|KJ627671.1|	  
>gi|610636700|gb|KJ627670.1|	  
>gi|610636678|gb|KJ627668.1|	  
>gi|610636667|gb|KJ627667.1|	  
>gi|610636656|gb|KJ627666.1|	  
>gi|610636630|gb|KJ627664.1|	  
>gi|610636617|gb|KJ627663.1|	  
>gi|610636606|gb|KJ627662.1|	  
>gi|610636571|gb|KJ627659.1|	  
>gi|610636549|gb|KJ627657.1|	  
>gi|610636537|gb|KJ627656.1|	  
>gi|610636492|gb|KJ627652.1|	  
>gi|610636452|gb|KJ627649.1|	  
>gi|610636440|gb|KJ627648.1|	  
>gi|610636428|gb|KJ627647.1|	  
>gi|404434717|gb|JX503101.1|	  
>gi|404434716|gb|JX503100.1|	  
>gi|1912298|gb|U39661.1|RSU39661:1125-‐2329	  
>gi|1912287|gb|U39662.1|HRU39662:1125-‐2328	  
>gi|558651682|gb|KF826847.1|:1106-‐2308	  
>gi|346682931|gb|GU591758.1|:1125-‐2328	  
>gi|610636595|gb|KJ627661.1|:1040-‐2242	  
>gi|610636526|gb|KJ627655.1|:1032-‐2234	  
>gi|610636503|gb|KJ627653.1|:1059-‐2261	  
>gi|610636452|gb|KJ627649.1|:1082-‐2284	  
>gi|610636953|gb|KJ627690.1|:1076-‐2277	  
>gi|610636868|gb|KJ627683.1|:1042-‐2243	  
>gi|610636852|gb|KJ627682.1|:1063-‐2264	  
>gi|610636537|gb|KJ627656.1|:1109-‐2310	  
>gi|610637392|gb|KJ627725.1|:1085-‐2288	  
>gi|610637377|gb|KJ627724.1|:1082-‐2285	  
>gi|610637365|gb|KJ627723.1|:1059-‐2262	  
>gi|610636999|gb|KJ627693.1|:1077-‐2280	  
>gi|610637272|gb|KJ627715.1|:1077-‐2279	  
>gi|610637261|gb|KJ627714.1|:1094-‐2296	  
>gi|610636689|gb|KJ627669.1|:794-‐1996	  
>gi|610636617|gb|KJ627663.1|:1036-‐2238	  
>gi|610636492|gb|KJ627652.1|:1093-‐2295	  
>gi|610636700|gb|KJ627670.1|:1040-‐2243	  
>gi|610636571|gb|KJ627659.1|:1066-‐2269	  
>gi|610636549|gb|KJ627657.1|:1082-‐2285	  
>gi|558651742|gb|KF826852.1|:1096-‐2297	  
>gi|558651610|gb|KF826841.1|:1119-‐2322	  
>gi|612506678|gb|KJ643589.1|:1098-‐2300	  
>gi|610637493|gb|KJ627733.1|:1097-‐2299	  
>gi|610637480|gb|KJ627732.1|:1089-‐2291	  
>gi|610637321|gb|KJ627719.1|:1064-‐2266	  
>gi|610637238|gb|KJ627712.1|:1081-‐2283	  
>gi|610637179|gb|KJ627707.1|:1077-‐2279	  
>gi|610637153|gb|KJ627705.1|:1098-‐2300	  
>gi|610637128|gb|KJ627703.1|:1128-‐2330	  
>gi|610637112|gb|KJ627702.1|:1062-‐2264	  

>gi|610636925|gb|KJ627688.1|:1075-‐2277	  
>gi|610636828|gb|KJ627680.1|:1042-‐2244	  
>gi|610636794|gb|KJ627678.1|:1083-‐2285	  
>gi|610636746|gb|KJ627674.1|:1077-‐2279	  
>gi|610636722|gb|KJ627672.1|:1080-‐2282	  
>gi|610636678|gb|KJ627668.1|:1135-‐2337	  
>gi|610636656|gb|KJ627666.1|:1068-‐2270	  
>gi|610636606|gb|KJ627662.1|:1080-‐2282	  
>gi|604633555|gb|KJ641590.1|:1071-‐2273	  
>gi|558651563|gb|KF826837.1|:1119-‐2321	  
>gi|558651551|gb|KF826836.1|:1119-‐2321	  
>gi|558651327|gb|KF826816.1|:1096-‐2298	  
>gi|558651455|gb|KF826828.1|:1118-‐2319	  
>gi|610636711|gb|KJ627671.1|:1082-‐2285	  
>gi|610637443|gb|KJ627729.1|:1092-‐2294	  
	  

RSV-‐B	   	  
>gi|352963156|gb|JN032120.1|	  
>gi|352963144|gb|JN032119.1|	  
>gi|352963120|gb|JN032117.1|	  
>gi|352963108|gb|JN032116.1|	  
>gi|352963096|gb|JN032115.1|	  
>gi|226838101|gb|FJ614813.1|	  
>gi|33081404|dbj|BD271636.1|	  
>gi|33081403|dbj|BD271635.1|	  
>gi|23232548|dbj|BD137603.1|	  
>gi|23232547|dbj|BD137602.1|	  
>gi|23232546|dbj|BD137601.1|	  
>gi|23232545|dbj|BD137600.1|	  
>gi|23232544|dbj|BD137599.1|	  
>gi|23232543|dbj|BD137598.1|	  
>gi|22627542|dbj|BD081932.1|	  
>gi|22627541|dbj|BD081931.1|	  
>gi|22627540|dbj|BD081930.1|	  
>gi|22627539|dbj|BD081929.1|	  
>gi|22627538|dbj|BD081928.1|	  
>gi|22627537|dbj|BD081927.1|	  
>gi|585867382|gb|KF893260.1|:1139-‐2314	  
>gi|38230482|gb|AY353550.1|:1138-‐2313	  
>gi|222559|dbj|D00736.1|RSHBCNP:1085-‐2260	  
>gi|2582034|gb|AF013255.1|AF013255:1140-‐2315	  
>gi|2582022|gb|AF013254.1|AF013254:1140-‐2315	  
>gi|620630979|gb|KJ723460.1|:1070-‐2245	  
>gi|558651419|gb|KF826825.1|:1116-‐2291	  
>gi|509139211|gb|JX576762.1|:1138-‐2313	  
>gi|558651622|gb|KF826842.1|:1139-‐2314	  
>gi|558651826|gb|KF826859.1|:1134-‐2309	  
>gi|558651730|gb|KF826851.1|:1144-‐2319	  
>gi|558651467|gb|KF826829.1|:1100-‐2275	  
>gi|533205935|gb|KF530259.1|:1098-‐2273	  
>gi|509139187|gb|JX576760.1|:1137-‐2312	  
>gi|509139127|gb|JX576755.1|:1139-‐2314	  
>gi|509139079|gb|JX576751.1|:1139-‐2314	  
>gi|509139019|gb|JX576746.1|:1140-‐2315	  
>gi|509138959|gb|JX576741.1|:1139-‐2314	  
>gi|509138839|gb|JX576731.1|:1139-‐2314	  
>gi|509138815|gb|JX576729.1|:1138-‐2313	  
>gi|352963168|gb|JN032121.1|:1109-‐2284	  
>gi|352963132|gb|JN032118.1|:1110-‐2285	  
>gi|110666856|gb|DQ780569.1|:1-‐1176	  
>gi|604643234|gb|KJ627348.1|:1069-‐2244	  
>gi|604643000|gb|KJ627330.1|:1069-‐2244	  
>gi|604642630|gb|KJ627302.1|:1069-‐2244	  
>gi|604642297|gb|KJ627278.1|:1069-‐2244	  
>gi|558651838|gb|KF826860.1|:1117-‐2292	  
>gi|558651383|gb|KF826822.1|:1136-‐2311	  
>gi|558651349|gb|KF826819.1|:1094-‐2269	  
>gi|509139163|gb|JX576758.1|:1138-‐2313	  
>gi|509139055|gb|JX576749.1|:1140-‐2315	  
>gi|509138947|gb|JX576740.1|:1138-‐2313	  
>gi|509138911|gb|JX576737.1|:1139-‐2314	  
>gi|509138851|gb|JX576732.1|:1139-‐2314	  
>gi|109689531|dbj|AB245475.1|:1-‐1176	  
>gi|604643153|gb|KJ627341.1|:1069-‐2244	  
>gi|604643014|gb|KJ627331.1|:1069-‐2244	  
>gi|604642835|gb|KJ627317.1|:1069-‐2244	  
>gi|604642739|gb|KJ627310.1|:1069-‐2244	  
>gi|604642325|gb|KJ627280.1|:1069-‐2244	  
>gi|604641981|gb|KJ627254.1|:1069-‐2244	  
>gi|558651587|gb|KF826839.1|:1148-‐2323	  
>gi|614705783|gb|KJ672476.1|:1069-‐2244	  
>gi|604643445|gb|KJ627364.1|:1069-‐2244	  
>gi|604643390|gb|KJ627359.1|:1069-‐2244	  
>gi|604641939|gb|KJ627251.1|:1069-‐2244	  
>gi|604641910|gb|KJ627249.1|:1069-‐2244	  
>gi|558651658|gb|KF826845.1|:1117-‐2292	  
>gi|604642587|gb|KJ627299.1|:1069-‐2244	  
	  

hMPV	  
>gi|604624748|gb|KJ627423.1|:1-‐1185	  
>gi|604624643|gb|KJ627415.1|:1-‐1185	  
>gi|604624363|gb|KJ627394.1|:1-‐1185	  
>gi|604624723|gb|KJ627421.1|:1-‐1185	  
>gi|604624536|gb|KJ627407.1|:1-‐1185	  
>gi|340008331|gb|JN184400.1|:55-‐1239	  
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>gi|479327507|gb|KC562240.1|:28-‐1212	  
>gi|374721602|gb|JQ309641.1|:1-‐1185	  
>gi|479327360|gb|KC562225.1|:28-‐1212	  
>gi|42632366|gb|AY530093.1|:1-‐1185	  
>gi|42632348|gb|AY530091.1|:1-‐1185	  
>gi|479327322|gb|KC562221.1|:31-‐1215	  
>gi|479327312|gb|KC562220.1|:31-‐1215	  
>gi|42632384|gb|AY530095.1|:1-‐1185	  
>gi|239781638|gb|GQ153651.1|:47-‐1231	  
>gi|479327350|gb|KC562224.1|:26-‐1210	  
>gi|465285212|gb|KC403978.1|:38-‐1222	  
>gi|465285286|gb|KC403984.1|:30-‐1214	  
>gi|479327537|gb|KC562243.1|:31-‐1215	  
>gi|465285274|gb|KC403983.1|:25-‐1209	  
>gi|604624336|gb|KJ627392.1|:1-‐1185	  
>gi|604624241|gb|KJ627385.1|:1-‐1185	  
>gi|331712207|gb|JF509957.1|:1-‐1185	  
>gi|604624844|gb|KJ627430.1|:1-‐1185	  
>gi|604624710|gb|KJ627420.1|:1-‐1185	  
>gi|604624603|gb|KJ627412.1|:1-‐1185	  
>gi|604624470|gb|KJ627402.1|:1-‐1185	  
>gi|604624200|gb|KJ627382.1|:1-‐1185	  
>gi|604624828|gb|KJ627429.1|:1-‐1185	  
>gi|604624510|gb|KJ627405.1|:1-‐1185	  
>gi|604624456|gb|KJ627401.1|:1-‐1185	  
>gi|604624431|gb|KJ627399.1|:1-‐1185	  
>gi|604624268|gb|KJ627387.1|:1-‐1185	  
>gi|604624668|gb|KJ627417.1|:1-‐1185	  
>gi|604624295|gb|KJ627389.1|:1-‐1185	  
>gi|604624186|gb|KJ627381.1|:1-‐1185	  
>gi|604624159|gb|KJ627379.1|:1-‐1185	  
>gi|604624938|gb|KJ627437.1|:1-‐1185	  
>gi|604624761|gb|KJ627424.1|:1-‐1185	  
>gi|604624562|gb|KJ627409.1|:1-‐1185	  
>gi|604624350|gb|KJ627393.1|:1-‐1185	  
>gi|604624228|gb|KJ627384.1|:1-‐1185	  
>gi|604624925|gb|KJ627436.1|:1-‐1185	  
>gi|604624484|gb|KJ627403.1|:1-‐1185	  
>gi|604624134|gb|KJ627377.1|:1-‐1185	  
	  

HRV	  
>gi|374427046|gb|JQ000010.1|	  
>gi|374427047|gb|JQ000011.1|	  
>gi|374427048|gb|JQ000012.1|	  
>gi|374427049|gb|JQ000013.1|	  
>gi|374427050|gb|JQ000014.1|	  
>gi|374427051|gb|JQ000015.1|	  
>gi|374427052|gb|JQ000016.1|	  
>gi|374427053|gb|JQ000017.1|	  
>gi|374427054|gb|JQ000018.1|	  
>gi|374427055|gb|JQ000019.1|	  
>gi|374427056|gb|JQ000020.1|	  
>gi|374427057|gb|JQ000021.1|	  
>gi|374427058|gb|JQ000022.1|	  
>gi|374427059|gb|JQ000023.1|	  
>gi|374427060|gb|JQ000024.1|	  
>gi|374427061|gb|JQ000025.1|	  
>gi|374427062|gb|JQ000026.1|	  
>gi|374427063|gb|JQ000027.1|	  
>gi|374427064|gb|JQ000028.1|	  
>gi|374427065|gb|JQ000029.1|	  
>gi|254942205|gb|GQ415052.1|	  
>gi|254942203|gb|GQ415051.1|	  
>gi|217316510|gb|FJ445190.1|	  
>gi|217316508|gb|FJ445189.1|	  
>gi|217316506|gb|FJ445188.1|	  
>gi|217316504|gb|FJ445187.1|	  
>gi|217316502|gb|FJ445186.1|	  
>gi|217316500|gb|FJ445185.1|	  
>gi|217316498|gb|FJ445184.1|	  
>gi|217316496|gb|FJ445183.1|	  
>gi|217316494|gb|FJ445182.1|	  
>gi|217316492|gb|FJ445181.1|	  
>gi|217316490|gb|FJ445180.1|	  
>gi|217316488|gb|FJ445179.1|	  
>gi|217316486|gb|FJ445178.1|	  
>gi|217316484|gb|FJ445177.1|	  
>gi|217316482|gb|FJ445176.1|	  
>gi|217316480|gb|FJ445175.1|	  
>gi|217316478|gb|FJ445174.1|	  
>gi|217316476|gb|FJ445173.1|	  
>gi|217316474|gb|FJ445172.1|	  
>gi|217316472|gb|FJ445171.1|	  
>gi|217316470|gb|FJ445170.1|	  
>gi|217316468|gb|FJ445169.1|	  
>gi|217316466|gb|FJ445168.1|	  
>gi|217316464|gb|FJ445167.1|	  

>gi|217316462|gb|FJ445166.1|	  
>gi|217316460|gb|FJ445165.1|	  
>gi|217316458|gb|FJ445164.1|	  
>gi|217316456|gb|FJ445163.1|	  
>gi|217316454|gb|FJ445162.1|	  
>gi|217316452|gb|FJ445161.1|	  
>gi|217316450|gb|FJ445160.1|	  
>gi|217316448|gb|FJ445159.1|	  
>gi|217316446|gb|FJ445158.1|	  
>gi|217316444|gb|FJ445157.1|	  
>gi|217316442|gb|FJ445156.1|	  
>gi|217316440|gb|FJ445155.1|	  
>gi|217316438|gb|FJ445154.1|	  
>gi|217316436|gb|FJ445153.1|	  
>gi|217316434|gb|FJ445152.1|	  
>gi|217316432|gb|FJ445151.1|	  
>gi|217316430|gb|FJ445150.1|	  
>gi|217316428|gb|FJ445149.1|	  
>gi|217316426|gb|FJ445148.1|	  
>gi|217316424|gb|FJ445147.1|	  
>gi|217316422|gb|FJ445146.1|	  
>gi|217316420|gb|FJ445145.1|	  
>gi|217316418|gb|FJ445144.1|	  
>gi|217316416|gb|FJ445143.1|	  
>gi|217316414|gb|FJ445142.1|	  
>gi|217316412|gb|FJ445141.1|	  
>gi|217316410|gb|FJ445140.1|	  
>gi|217316408|gb|FJ445139.1|	  
>gi|217316406|gb|FJ445138.1|	  
>gi|217316404|gb|FJ445137.1|	  
>gi|217316402|gb|FJ445136.1|	  
>gi|217316400|gb|FJ445135.1|	  
>gi|217316398|gb|FJ445134.1|	  
>gi|217316394|gb|FJ445132.1|	  
>gi|217316392|gb|FJ445131.1|	  
>gi|217316390|gb|FJ445130.1|	  
>gi|217316388|gb|FJ445129.1|	  
>gi|217316386|gb|FJ445128.1|	  
>gi|217316384|gb|FJ445127.1|	  
>gi|217316382|gb|FJ445126.1|	  
>gi|217316380|gb|FJ445125.1|	  
>gi|217316378|gb|FJ445124.1|	  
>gi|217316376|gb|FJ445123.1|	  
>gi|217316374|gb|FJ445122.1|	  
>gi|217316372|gb|FJ445121.1|	  
>gi|217316370|gb|FJ445120.1|	  
>gi|217316368|gb|FJ445119.1|	  
>gi|217316366|gb|FJ445118.1|	  
>gi|217316364|gb|FJ445117.1|	  
>gi|217316362|gb|FJ445116.1|	  
>gi|217316360|gb|FJ445115.1|	  
>gi|217316358|gb|FJ445114.1|	  
>gi|217316356|gb|FJ445113.1|	  
>gi|217316354|gb|FJ445112.1|	  
>gi|217316352|gb|FJ445111.1|	  
	  

BoV	  
>gi|92087158|gb|DQ457414.1|	  
>gi|110180176|gb|DQ677522.1|	  
>gi|199582973|gb|EU984096.1|	  
>gi|407829704|gb|JX434048.1|	  
>gi|407829702|gb|JX434047.1|	  
>gi|407829700|gb|JX434046.1|	  
>gi|407829698|gb|JX434045.1|	  
>gi|407829696|gb|JX434044.1|	  
>gi|110180174|gb|DQ677521.1|	  
>gi|95020610|gb|DQ494202.1|	  
>gi|95020606|gb|DQ494200.1|	  
>gi|95020614|gb|DQ494204.1|	  
>gi|407829776|gb|JX434069.1|:2335-‐2994	  
>gi|397530135|gb|JX034733.1|:10-‐669	  
>gi|95020610|gb|DQ494202.1|:1-‐660	  
>gi|66356133|gb|DQ000496.1|:2410-‐3069	  
>gi|490344791|gb|KC823115.1|:2347-‐3006	  
>gi|426273227|gb|JX887481.1|:2411-‐3070	  
>gi|407829856|gb|JX434085.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829851|gb|JX434084.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829846|gb|JX434083.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829826|gb|JX434079.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829781|gb|JX434070.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829796|gb|JX434073.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829791|gb|JX434072.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829821|gb|JX434078.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829771|gb|JX434068.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829766|gb|JX434067.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829761|gb|JX434066.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829756|gb|JX434065.1|:2335-‐2994	  

>gi|407829751|gb|JX434064.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829746|gb|JX434063.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829726|gb|JX434059.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829736|gb|JX434061.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829700|gb|JX434046.1|:1-‐660	  
>gi|404159467|gb|JQ923422.1|:2506-‐3165	  
>gi|397530137|gb|JX034734.1|:10-‐669	  
>gi|397530133|gb|JX034732.1|:10-‐669	  
>gi|397530131|gb|JX034731.1|:10-‐669	  
>gi|397530129|gb|JX034730.1|:10-‐669	  
>gi|397530127|gb|JX034729.1|:10-‐669	  
>gi|397530125|gb|JX034728.1|:10-‐669	  
>gi|397530123|gb|JX034727.1|:10-‐669	  
>gi|378750672|gb|JQ411251.1|:2410-‐3069	  
>gi|373503094|gb|JN632514.1|:2373-‐3032	  
>gi|373503089|gb|JN632513.1|:2363-‐3022	  
>gi|373503084|gb|JN632512.1|:2372-‐3031	  
>gi|373503079|gb|JN632511.1|:2342-‐3001	  
>gi|367462560|gb|JN387084.1|:2410-‐3069	  
>gi|367462550|gb|JN387082.1|:2410-‐3069	  
>gi|367462540|gb|JN387080.1|:2410-‐3069	  
>gi|367462535|gb|JN387079.1|:2410-‐3069	  
>gi|361064618|gb|JN794565.1|:2410-‐3069	  
>gi|327243206|gb|JF327789.1|:2410-‐3069	  
>gi|327243201|gb|JF327788.1|:2410-‐3069	  
>gi|327243196|gb|JF327787.1|:2410-‐3069	  
>gi|319655784|gb|HQ585888.1|:2410-‐3069	  
>gi|267881852|gb|GU139423.1|:2410-‐3069	  
>gi|256692980|gb|GQ455988.1|:2410-‐3069	  
>gi|241995009|gb|FJ858259.1|:2410-‐3069	  
>gi|226434473|dbj|AB480170.1|:2410-‐3069	  
>gi|223951374|gb|FJ695472.1|:2410-‐3069	  
>gi|223670901|dbj|AB481085.1|:2410-‐3069	  
>gi|223670836|dbj|AB481072.1|:2410-‐3069	  
>gi|221328721|gb|FJ560720.1|:2169-‐2828	  
>gi|219879196|gb|FJ496754.1|:2410-‐3069	  
>gi|199582973|gb|EU984096.1|:1-‐660	  
>gi|196169010|gb|EU984244.1|:2419-‐3078	  
>gi|149389711|gb|EF450738.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389706|gb|EF450737.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389701|gb|EF450736.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389696|gb|EF450735.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389691|gb|EF450734.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389681|gb|EF450732.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389676|gb|EF450731.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389661|gb|EF450728.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389646|gb|EF450725.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389641|gb|EF450724.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389631|gb|EF450722.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389621|gb|EF450720.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389616|gb|EF450719.1|:2410-‐3069	  
>gi|149389606|gb|EF450717.1|:2410-‐3069	  
>gi|125719360|gb|DQ988934.2|:2410-‐3069	  
>gi|125616888|gb|EF203921.1|:2412-‐3071	  
>gi|92087153|gb|DQ457413.1|:2408-‐3067	  
>gi|84873482|gb|DQ340570.1|:2410-‐3069	  
>gi|526481574|gb|KC878508.1|:1-‐660	  
>gi|526481572|gb|KC878507.1|:1-‐660	  
>gi|526481558|gb|KC878500.1|:1-‐660	  
>gi|426273232|gb|JX887482.1|:2410-‐3069	  
>gi|426273222|gb|JX887480.1|:2411-‐3070	  
>gi|407829841|gb|JX434082.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829811|gb|JX434076.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829786|gb|JX434071.1|:2335-‐2994	  
>gi|407829741|gb|JX434062.1|:2335-‐2994	  
>gi|397530141|gb|JX034736.1|:10-‐669	  
>gi|397530139|gb|JX034735.1|:10-‐669	  
>gi|397530121|gb|JX034726.1|:10-‐669	  
>gi|374086024|gb|JN632482.1|:1-‐660	  
>gi|374086026|gb|JN632483.1|:1-‐660	  
>gi|373503119|gb|JN632519.1|:2375-‐3034	  
>gi|373503114|gb|JN632518.1|:2376-‐3035	  
>gi|373503109|gb|JN632517.1|:2367-‐3026	  
>gi|373503104|gb|JN632516.1|:2371-‐3030	  
>gi|373503099|gb|JN632515.1|:2376-‐3035	  
>gi|367462565|gb|JN387085.1|:2410-‐3069	  
>gi|367462555|gb|JN387083.1|:2410-‐3069	  
>gi|361064623|gb|JN794566.1|:2410-‐3069	  
>gi|355469063|gb|JN128956.1|:2410-‐3069	  
>gi|355469053|gb|JN128954.1|:2410-‐3069	  
>gi|327243191|gb|JF327786.1|:2410-‐3069	  
>gi|260779772|gb|GQ925675.1|:2410-‐3069	  
	  

AdV	  
	  
>gi|190356532|dbj|AB330086.1|	  
>gi|27804134|gb|AF542130.1|	  
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12.2	  Secuencias	  de	  moldes	  sintéticos	  
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12.3	  Gradientes	  de	  temperatura	  
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12.4	  Curvas	  de	  cuantificación	  
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