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RESUMEN

Antecedentes: Los virus causan enfermedades en el hombre como la gripe, la rabia, la fiebre amarilla o la fiebre hemorragica.
Ademas, presentan caracteristicas como alta variabilidad genética, virulencia y facil transmisién y produccion con infraestruc-
turas minimas, lo que les convierte en un problema de salud publica y de bioseguridad. Por todo ello, desarrollar sistemas de
biodeteccidn precisos y versatiles es un reto ante el cual, la tecnologia de micromatrices de ADN, se presenta como un sistema
de ideal. Objetivos: Disefio de oligonucledtidos sonda para la deteccion de especies pertenecientes a nueve familias de virus de
interés en biodefensa. Material y Métodos: Se seleccionaron familias de virus de interés en biodefensa, se buscaron los genomas
completos de los virus de referencia de cada una de ellas en las bases de datos (GenBank) y se identificaron fragmentos de 60
nucleétidos que cumplieran determinados condicionantes estructurales, evaluAndose con BLASTN su capacidad de hibrida-
cion cruzada. Resultados: Se obtuvieron los genomas de referencia de virus pertenecientes a nueve familias. Se disefaron un
total de 54 nucleotidos sonda, seis de ellos correspondientes al virus de la gripe A tipo HIN1 y se clasificaron las secuencias
segun su indice de identidad, permitiendo predecir la capacidad diagnostica de las sondas disenadas. Conclusiones: Se han en-
contrado secuencias suficientes para identificar nueve familias de virus, de interés en la biodefensa, mediante la tecnologia de
hibridaciéon de micromatrices de ADN.
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Oligonucleotide probes design for the detection of interesting in biodefense viruses

SUMMARY: Background: Viruses cause human diseases such as influenza, rage, yellow fever and hemorrhagic fever. In
addition, they have characteristics such as high genetic variability, virulence and easy transmission and production with
minimum level of infrastructure, which make them not only a public health but also a biosecurity problem. Therefore, the
development of accurate and versatile biodetection systems is a challenge in which DNA microarray technology is released
as an ideal system. Objectives: Probe design for virus detection by microarray technology. Materials and Methods: Virus
families with interest in biodefense were selected and the complete genomes of the reference viruses were searched in the
databases (GenBank). Fragments of 60 nucleotides with some specific physical characteristics were identified. Finally, cross-
hybridization capacity was also evaluated with BLASTN software. Results: Viral genomes from nine families were obtained.
A total of 54 probe nucleotides were designed, six of them corresponding to influenza A type HIN1 virus and the sequences
were classified according to their identity index, allowing to predict the diagnostic capacity of the designed probes. Conclu-
sion: It has been found enough sequences to identify nine virus families with interest in biodefense by means of the DNA
microarray technology.

KEY WORDS: Microarrays, Probe, Virus, DNA, RNA, BLASTN.

INTRODUCCION

Los virus son particulas infecciosas acelulares que requieren
para su replicacion las maquinarias celulares basicas de la célu-
la hospedadora, constituyendo, por tanto, particulas parasita-
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rias. Estos virus causan enfermedades como la gripe, la rabia,
la fiebre amarilla o la fiebre hemorragica'. Ademas, presentan
otras caracteristicas como su alta virulencia, inmunidad no ge-
neralizada y facil transmision y produccion con infraestructuras
minimas, lo que les convierte en un problema de salud publica y
de bioseguridad, pudiendo ser manipulados para su uso como
agentes de guerra bioldgicos!?. Respecto a esto, la peculiari-
dad de explotar mecanismos genéticos para crear variabilidad
les otorga una mayor peligrosidad al ser agentes cambiantes, lo
que implica mayor complicacién a la hora de ser detectados. Un
ejemplo son las epidemias estacionales causadas principalmente
por el virus de la gripe A y B34, Habitualmente, el diagnostico
clinico por infeccion viral se realiza en base a la sintomatologia y
al aislamiento de los virus a partir de fluidos vitales del individuo
afectado y deteccién inmunologica, aunque en algunos casos se
puede cultivar (y por lo tanto replicar) el virus in vitro, lo que
facilita su identificacion®. Sin embargo, estas técnicas consumen
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tiempo, tienen bajos niveles de sensibilidad y no siempre es po-
sible la obtencién de cultivos virales in vitro, por lo que se hace
necesaria la aplicacion de una tecnologia que permita identifi-
car el agente etiologico de la enfermedad de forma sencilla. El
desarrollo de diferentes tecnologias en el ambito de la biologia
molecular permite en la actualidad realizar un diagnéstico tem-
prano y rapido de la presencia de agentes virales en muestras na-
turales®. Las metodologias basadas en la amplificacion de ADN
a partir de cantidades muy bajas de ADN molde (deteccion por
la reaccion en cadena de la polimerasa, PCR; del inglés, “Poly-
merasa Chain-Reaction”) pueden no ser apropiadas en el caso
de agentes virales, dado la gran variabilidad que presentan en lo
referente a la naturaleza y estructura de sus genomas’*$. Por todo
ello, la versatilidad de la tecnologia de micromatrices de ADN,
capaz de crear disefios “a la carta” con nuevas sondas especificas,
se presenta como un sistema de biodeteccion ideal para estos
agentes con genomas tan variables, superando las limitaciones
de las tecnologias basadas en PCR*1011,

MATERIAL Y METODOS
Eleccion de virus patogénicos

Se seleccionaron nueve familias de virus de interés en bio-
defensa (Arenaviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae, Paramyxovi-

Tabla 1. Caracteristicas de los genomas de los virus de interés.

ridae, Picornaviridae, Poxviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae y
Orthomyxoviridae) cuyos integrantes presentan la mayor parte
de las caracteristicas de un agente de guerra biologica: alta viru-
lencia, facil transmision, inmunidad no generalizada, ausencia
de tratamiento efectivo y posibilidad de ser producidos y mul-
tiplicados en un laboratorio con unas infraestructuras minimas.

Identificacion de los genomas de los virus de interés

Se obtuvo la secuencia de los genomas de varias especies
de las familias indicadas anteriormente en la base de datos del
NCBI <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome>.

Diseiio de sondas especificas para la identificacion de los virus de
interés

Se identificaron fragmentos de 60 nucleotidos que cumplie-
ran determinados condicionantes estructurales, en base a para-
metros fisicos como el contenido en Guanina y Citosina (G+C),
la temperatura de fusion (Tm; del inglés, “Temperature of mel-
ting”)!2, y la probabilidad de formar estructuras secundarias in-
tramoleculares.

Familia Virus de referencia Acrénimo Cepa Tamaiio (b) Genes NChr!
Arenaviridae Género Arenavirus
ssRNA [] de 10 kb de longitud, 2 cromosomas: L virus de la Coriomeningitis Linfocitica = LCM-1 Armstrong 53b 10.056 4 2
yS.
virus Tacaribe TCRV 10.534 4 2
Bunyaviridae Género Hantavirus
ssRNA [] de 11,5 kb de longitud, 3 cromosomas: virus Hantaan de la Fiebre Hemorragica HTNV 76-118 11.845 3 3
L,MyS. de Corea
Género Phlebovirus
virus de la Fiebre del Valle del Rift RVFV ZH-548 11.979 4 3
Flaviviridae Género Flavivirus
sSRNA [+]. virus del Dengue tipo 3 DENV3 D3/H/IMTSSA 10.707 1 1
virus de la Fiebre Amarilla YEV cepa 17D 10.862 1 1
virus del Nilo Occidental WNV 956 10.962 3 1
Paramyxoviridae Género Paramyxoviridae
sSRNA [-] de15-20 kb de longitud. virus Hendra HeV 18.234 8 1
Picornaviridae Género Aphthovirus
ssRNA [+] de 7,5-8,5 kb de longitud. Aftovirus o virus de la Fiebre Aftosa, VFA FMDV serotipo O 8.134 1 1
serotipo O
Poxviridae Género Chordopoxviridae
dsDNA de mas de 150 kb de longitud. virus Vaccinia VACV Western Reserve 194.711 223 1
Rhabdoviridae Género Tibrovirus
ssRNA [-] de 12 kb de longitud. virus de la Estomatitis Vesicular VEV 11.161 6 1
Togaviridae Género Alphavirus
ssRNA [-] de 12 kb de longitud. virus de la Encefalomielitis Equina VEE ssp. North American 11.444 4 1
Venezolana
Orthomyxoviridae Género Influenza virus A
sSRNA [-]. Virus de la Gripe A estirpe HIN1 HIN1 A/Puerto Rico/8/34 13.588 12 8

NChr!: niimero de fragmentos o cromosomas en los que se distribuye el genoma.
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SECUENCIAS CON MAYOR INDICE

SECUENCIAS CON MENOR INDICE
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Figura 1. Similitud de secuencia entre las sondas disefiadas para LCM-1 y otras secuencias de virus de la familia Arenaviridae. A, sonda
01. B, sonda 02. C, sonda 03. D, sonda 04. A la izquierda se muestra el alineamiento entre la sonda problema (arriba) y la secuencia con
mayor puntuacion dentro de cada grupo (abajo); en el centro, una representacion grafica elaborada por BLASTN; y a la derecha de cada
panel se muestra el alineamiento entre la sonda problema (arriba) y la secuencia con menor puntuacion dentro de cada grupo (abajo ).
La clasificacion por grupos es la siguiente: Grupo 1, secuencias con un valor S de BLASTN superior a 80; Grupo 2, secuencias con un
valor S de BLASTN entre 70 y 80; Grupo 3, secuencias con un valor S de BLASTN entre 50 y 70.

Analisis de la posibilidad de hibridacion cruzada de las sondas RESULTADOS
con muestras de diferentes especimenes.
Identificacion de los genomas de los virus de interés
Se evaluo la capacidad de hibridacion de las sondas con otras

muestras correspondientes a diferentes estirpes de un misma es- En la actualidad hay disponibles 3.530 genomas de virus en

pecie o a diferentes especies de la misma familia mediante un
analisis BLASTN® <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>
contra todas las secuencias presentes en GenBank'4, de manera
que las secuencias mas parecidas a la de la sonda tendran mayor
probabilidad de ser detectadas de forma cruzada.

la base de datos del NCBI. En este trabajo se han identificado los
genomas de referencia de los virus pertenecientes a las familias
indicadas en la Tabla 1.
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Tabla 2. Secuencias y parametros fisicos de las sondas diseriadas.

Sonda Secuencia 5°—3’ GC (%)! Tm? Tm Adj? Chr#
LCM-1 01 ACCAAGACTAAAGTTATAGCCAGAAATGTTGATGCTGGACTGCTGTTCAGTGATGACCCC 45 72,1 83,7 S
LCM-1 02 GAAACTAGTGTCCCCAAGTGCTGGCTTGTCACCAATGGTTCTTACTTAAATGAGACCCAC 47 72,8 84,5 S
LCM-1 03 GGTTCTTAAACTATAGTATGGATCACAGCAAATGGGGACCAATGATGTGCCCATTTTTGT 40 70,1 81,6 L
LCM-1_04 ATTTATCAGCCCAAAAAGTGTGGCTGGGAGGTTCGCTGCAGAATTTAAATCTAGATTCTA 40 70,1 81,6 L
TCRV_01 CAGTGAGTTTGAATCCATCAGGTATCACTTTAGGGAGAGTGGGACATGGGATTCCATGAT 45 72,1 83,7 L
TCRV_02 CACTCTTCCATTTTCTCTCAAATTCTTCTGGATTGACCCTCACAAATGTTTCCAATAGTA 37 68,7 80,4 L
TCRV_03 AGGATTTCAAAAAAGAGCTCAGTGAAAGAGTTAGACAATTTGCCTAGGATCCACTGTGCG 42 70,8 82,5 S
TCRV_04 CAATGCTGTCGGCAATCAGCTTAGCGTCCTTTAAAATATCTGACTTGACTGTTTGGGTGA 43 71.5 82,9 S
HTNV_01 CCAAAAGATGAAACTCTGTGCCATCTTTGACAATTTACGTTATCTTATACCTGCAGTAAC 36 63,1 79,8 L
HTNV_02 GTCTGGATTTGAATGGGGAAAACCAAATATTCCATGTATTGTTTATAAGAACTGTGTCCT 35 63,0 79,6 L
HTNV_03 TGATGCATTATTCATTTATGGATACTTGGAACCAGTAGATGATGGGACTGACTGGTTTTT 37 68,7 80,4 L
HTNV_04 AGGCTATACGCCAGCATGCAGAAGCAGCTGGCTGTAGCATGATTGAAGATATTGAGTCAC 48 73,5 84,9 S
RVFV 01 ACCACAACAGGGATGATGCAGGGAATACTGCATTATACTTCCTCACTATTACACACCATT 42 70,8 82,5 L
RVFV_02 TGTTGTTACAATGGTTACTTTAAAAATAAAGAAGAAGAGACTGAGCCTTCGTCCCTTTCT 35 63,0 79,6 L
RVFV_03 GCCTCATAGATCAGTACGTGTAAAAGTAATATGTTGAAATAAGTAGACACAAGCAAACCT 35 63,0 79,6 M
RVFV_04 TGCATCAAACGTTGCACCTCCACCAGCGAAGCCTTTTCAGAGACTTATTGATCTAATAGG 45 72,1 83,7 S
DENV3_01 AGCTGCGTTTACAACATGATGGGCAAGAGAGAGAAAAAACTTGGAGAGTTTGGTAAAGCA 42 70,8 82,5 1
DENV3_02 GATAATAATGGATGAGGCTCATTTCACAGACCCAGCCAGTATAGCGGCTAGAGGGTACAT 47 72,8 84,5 1
DENV3 03 ACATGGGAGAAGACGGCTGCTGGTATGGCATGGAAATCAGACCCATTAATGAGAAAGAAG 47 72,8 84,5 1
DENV3 04 AAGATACCCGGAGGAGCCATGTATGCTGATGACACAGCCGGTTGGGACACAAGAATAACA 50 74,2 85,7 1
YFV_ 01 AAGAATGGCAATGACTGACACAACCCCTTTTGGACAGCAAAGAGTGTTTAAAGAAAAAGT 45 72,1 83,7 1
YFV_02 CGGACTTGTGTGTACAACATGATGGGGAAAAGAGAGAAGAAGCTGTCAGAGTTTGGGAAA 55 76,2 87,8 1
YFV_03 GCCATATGGTATATGTGGCTGGGAGCGCGGTATCTTGAGTTTGAGGCCCTGGGATTCCTG 50 74,2 85,7 1
YFV_04 GGATGACCACGGAAGACATGCTTGAGGTGTGGAACAGAGTATGGATAACCAACAACCCAC 50 74,2 85,7 1
WNV_01 TACAACATGATGGGAAAGAGAGAGAAGAAGCCTGGAGAGTTCGGCAAAGCTAAAGGCAGC 48 73,5 84,9 1
WNV_02 TGGGATTTTGTCATCACCACAGACATATCAGAAATGGGAGCCAACTTCAAGGCGAGCAGA 47 72,8 84,5 1
WNV_03 GAAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCCCGTGCCAAAAACACCAAAAGAAACAGCATATTGA 45 72,1 83,7 1
WNV_04 AACTACAACCTGTTCATAATGGATGAAGCCCATTTCACGGATCCAGCGAGCATCGCAGCC 50 74,2 85,7 1
HeV_01 GTAGAATTATATTGCCCAGAGCCGCACATGAAATTTTAGATAATTCTTTGACAGGTGCTA 37 68,7 80,4 1
HeV_02 GGTGTTGTTTTTGGTCAGAGACATTGGTGGACGAGACAAGATCTGCTTGCAGCAATATTA 43 71,5 82,9 1
HeV_03 TGCTAAAATGACATATAAGATGCGTGCCTGTCAGGTAATTGCTGAAGCTTTGATTGCATC 40 70,1 81,6 1
HeV 04 TTCTCCAAAAAGTGATGAATCAAGAACCAGGCGATGCAAGCTTCCTAGATTGGGCTAGTG 45 72,1 83,7 1
VFA 01 GGACGACTTGGGCCAAAACCCAGACGGCAAAGACTTCAAGTACTTTGCCCAAATGGTATC 50 74,2 85,7 1
VFA 02 GCCCGACCCTGACCACTTTGACGGTTACAATCAGCAGACCGTCGTCGTGATGGACGACTT 57 76,9 88,6 1
VFA 03 ACCCGCAAAACAGCTTCTGAACTTCGACCTCCTCAAGTTGGCGGGAGACGTTGAGTCCAA 53 75,6 87 1
VFA _04 TTTTACAAACCTGTGATGGCCTCGAAGACCCTCGAGGCCATCCTCTCCTTTGCACGCCGT 55 76,2 87,8 1
VACV_01 CTAATTCTACATATGGTGGATTGGTAATTAAATATATCATGCTCAGTAATGGATATTCTG 30 66,0 71,5 1
VACV_02 AAAGGACCTAATCCATTTATCGCTAACATGCATTTGAAAAGATCTGTATTCTGTAGCGAA 35 68,0 79,6 1
VACV 03 TTTCCACATGTCATCGAAATGGTAGATATAGAACAATTTACTTTTAGTAACGTATGTGAA 30 66,0 77,5 1
VACV_04 TCGACGGAGATGAAGAATGGATGATATTGGAGCAAAATCCTAAAGCCGTAATTGAACAAA 38 69,4 30,8 1
VEV_01 GGCGAGAGGATAAATATCTCCAAGACCTCTTCATCGAAGATCAAGGAGATAAACCAACTC 43 71,5 82,9 1
VEV_02 TCCCTAATGTCTTGGAAATTGCGAGAATACTTTGTAATTACCGAATATTTGATAAAGACT 32 66,7 78,4 1
VEV_03 CGGCTGGATGTGTCATGCATCCAAATGGGTCACCACATGTGACTTCAGGTGGTACGGACC 55 76,2 87,8 1
VEV_04 AAGGCTATTCAAGCAGACGGTTGGATGTGCCATGCTTCTAAATGGGTTACTACTTGCGAT 45 72,1 83,7 1
HIN1 01 GCAGCGAGCCCGATCGTGCCTTCCTTTGACATGAGTAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGA 48 73,5 84,9 5
HINI 02 GCAACTTATCAGAGGACAAGGGCTCTTGTTCGCACCGGAATGGATCCCAGGATGTGCTCT 53 75,6 87 5
HINI 03 AGGATGATGGAAAGTGCAAGACCAGAAGATGTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAG 53 75,6 87 5
HINI_04 AGAATGTGCAACATTCTCAAAGGGAAATTTCAAACTGCTGCACAAAAAGCAATGATGGAT 37 63,7 80,4 5
HINI_05 TCAGTTTCTGGATGTGTTCTAATGGATCTTTGCAGTGCAGAATATGCATCTGAGATTAGA 38 69,4 80,8 4
HIN1_06 TAAAAAAGTTGATGATGGATTTCTGGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTAGTTCT 30 66,0 71,5 4

GC (%) (% Guanina y Citosina), Tn? (temperatura de fusion), Tm Adf (temperatura de fusion ajustada en solucion ), Chi? (fragmento cromosémico del que deriva)

Diseiio de sondas especificas para la identificacion de los virus ~ Analisis de la posibilidad de hibridacion cruzada de las sondas

de interés

con muestras de diferentes especimenes

Para el diseno de las sondas se utilizéo un programa in-
formatico creado por la Unidad de Gendmica del Centro El analisis BLASTN permiti6 determinar la similitud de se-
Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC), (Madrid, Espa- cuencia entre las sondas disenadas y todas las secuencias pre-
na). Las sondas seleccionadas para las especies pertene-  sentes en GenBank, de manera que las secuencias mas parecidas
cientes a las familias de estudio se muestran detalladamen-  tendran mayor probabilidad de ser detectadas de forma cruzada.
te en la Tabla 2. En general, se han agrupado las secuencias en tres categorias en

funcion de su grado de homologia con la sonda empleada. Ob-
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teniendo una puntuacién BLASTN superior a 80 para el primer
grupo de secuencias, entre 70 y 80 para el segundo grupo y entre
50 y 70 para el tercero, con indices de identidad superiores al
90%:; entre 86 y 90% y entre 80 y 86% respectivamente. La clasi-
ficacion de los grupos para cada una de las familias en estudio se
detalla a continuacion:

Familia Arenaviridae

LCM-1 (cepa Armstrong 53B)

La sonda 01, en el Grupo 1 reconoce siete estirpes o aislados
diferentes de LCM-1, en el Grupo 2, 11 estirpes diferentes de
LCM-1 y en el Grupo 3, secuencias de cinco aislados de LCM-1,
siete estirpes del virus Junin y una estirpe de los virus Naturduori
y Dandenong. La sonda 02, en el Grupo 1 reconoce secuencias
pertenecientes a 11 estirpes de LCM-1, el Grupo 2 incluye se-
cuencias de 15 cepas de LCM-1 y el Grupo 3 incluye dos estirpes
de LCM-1, cinco cepas de virus Lassa y una estirpe de los virus
Momeia y virus Lunk. La sonda 03 incluye en el Grupo 1, 10
variantes genotipicas de LCM-1; en el Grupo 2, 10 estirpes de
LCM-1 y una cepa de virus Dandenong; y en el Grupo 3, tres ce-
pas de LCM-1, 34 estirpes de virus Lassa, dos cepas de los virus
Ippy y virus Kodoko y una cepa de los virus Lunk y virus “Me-
rino Walk”. La sonda 04 incluye en el Grupo 1, siete genomas de
LCM-1; en el Grupo 2, seis genomas de LCM-1; y en el Grupo 3,
11 estirpes de LCM-1, 11 cepas de virus Lassa virus, dos estirpes
del virus Mobala y una del virus Ippy (Figura 1, Tabla 3).

TCRV

Las sondas diseniadas para este virus podrian detectar hibri-
dacién cruzada con otros virus de la misma especie, fundamen-
talmente virus Junin y virus Machupo y, en menor medida virus
Amapari y virus Ocozocoautla de Espinosa.

Familia Bunyaviridae

HTNV (cepa 76-118)

Las secuencias devueltas por BLASTN de las cuatro sondas
disefiadas para HTNV ofrecen la posibilidad de hibridar con
muestras correspondientes a aproximadamente 40 virus diferen-
tes, ademas de HTNV.

RVFV (cepa ZH-548)

Respecto al analisis realizado para las sondas correspondien-
tes a RVFYV, estas reconocen un numero limitado de otros virus
pertenecientes al mismo género. No obstante, las sondas 01 y 02,
tienen un alto grado de homologia con otros virus de la misma
familia.

Familia Flaviviridae

El analisis de similitud entre las sondas disenadas para
DENV3 (D3/H/IMTSSA), YFV (17D) y WNV (956) y las se-
cuencias de virus pertenecientes a esta familia reconoceran 16,
40 y 96 especies de virus diferentes con muy alta afinidad, con

Tabla 3. Similitud de secuencia entre las sondas diseiiadas para
LCM-1 y otras secuencias de virus de la familia Arenaviridae.

Grupo  Especie Sonda 01 Sonda 02 Sonda 03 Sonda 04
Grupo 1 virus de la Coriomeningitis 7 11 10 7
Linfocitica
Grupo 2 virus de la Coriomeningitis 11 15 10 6
Linfocitica
virus Dandenong - - 1
Grupo 3 virus de la Coriomeningitis 5 2 3 11
Linfocitica
virus Dandenong 1 - -
virus Junin 7 - -
virus Natorduori 1 - -
virus Lassa - 5 34 11
virus Lunk - 1 1
virus Mopeia - 1 -
virus Ippy - - 2 1
virus Kodoko - - 2
virus Merino Walk - - 1
virus Mobala - - - 2

Los niimeros indican la cantidad de estirpes correspondientes a cada uno de los virus
correspondientes a cada uno de los grupos y sondas. La clasificacion de los grupos es
como en la Figura 1.

elevados indices de identidad y con un nivel mas bajo de hibrida-
cién respectivamente.

Familia Paramyxoviridae

Todas las sondas disefiadas para HeV reconocen especifica-
mente las 11 estirpes del mismo.

Familia Picornaviridae

El analisis de similitud entre las cuatro sondas disefiadas
para el serotipo O del virus de la fiebre aftosa y las secuencias
de virus pertenecientes a esta familia indica que estas reconocen
diferentes estirpes de este serotipo y un buen nimero de cepas
de los serotipos A, C y Asia y en menor medida SAT1, SAT2 y
SAT3. Ademas, la sonda 02 tiene altos indices de identidad con
secuencias de diferentes virus; entre ellos, el género enterovirus.

Familia Poxviridae

La comparacion de las cuatro sondas disefiadas para VACV
con las de diferentes virus pertenecientes a la misma familia
indican que estas reconoceran con muy alta afinidad muestras
correspondientes a los virus de la viruela humana (“variola vi-
rus”) y bovina (“cowpox virus”). Asimismo, se predice hibrida-
cion cruzada con otros virus de la misma familia, como el virus
de la viruela del mono y otros virus relacionados. En cuanto
a las secuencias clasificadas en los grupos 2 y 3, se pueden en-
contrar varios virus relacionados, causantes de enfermedades
en mamiferos.
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Familia Rhabdoviridae

Las sondas seleccionadas para VEV reconoceran con muy
alta afinidad diferentes estirpes del mismo virus y con menos afi-
nidad otras especies de la familia.

Familia Togaviridae

La sonda 01 de VEE” (ssp.”North American”) tiene una alta
probabilidad de hibridar de forma estable con muestras proce-
dentes de los virus de la Encefalomielitis Equina del Este y del
Oeste. Atendiendo a secuencias con un menor grado de iden-
tidad (grupos 2 y 3), las sondas disenadas podrian detectar un
buen numero de virus, entre ellos el virus de la Fiebre de Chikun-
gunya, virus Mayaro, virus Sindbis y virus del rio Ross.

Familia Orthomyxoviridae

Las sondas 01 y 02 seleccionadas para la estirpe HIN1 (A/
Puerto Rico/8/34) del virus de la Gripe A, formarian parte del
primer grupo donde aproximadamente el 40-50% de las se-
cuencias con mayor indice de identidad nucleotidica corres-
ponden precisamente a los virus de la estirpe HINT1, con valor
BLASTN!""mayor de 80 y que, por lo tanto, resultan practica-
mente idénticas a la sonda. Por su parte, las sondas 03 y 04 tie-
nen un amplio rango de reconocimiento de diferentes estirpes
del virus de la Gripe A, ya que aproximadamente el 17% de las
secuencias de mayor indice de identidad corresponden al tipo
HINI1. Un porcentaje similar de secuencias corresponde al tipo
NS5HI, ademés de observar porcentajes relativamente elevados
de secuencias correspondientes al resto de tipos de virus de la
Gripe A. Por ultimo, las sondas 05 y 06 tienen un patron de re-
conocimiento particularmente especifico de HINI, ya que mas
del 75% de las secuencias corresponden a esta estirpe, mientras
que el resto de estirpes virales estan mucho menos representa-
das. En este ultimo caso cabe destacar, ademas, que el nimero
de secuencias con un indice BLASTN! superior a 80 (Grupo 1)
es bastante inferior al observado para el resto de las sondas, lo
que es también indicativo de su mayor especificidad por el tipo
HINI del virus de la Gripe A.

DISCUSION

Historicamente los métodos utilizados para la deteccion de
virus precisaban del aislamiento y cultivo in vitro de los mismos a
partir de una muestra tomada del paciente’ o del uso de técnicas
inmunologicas’s. Estos métodos diagnosticos consumen mucho
tiempo y resultan muy costosos, ademas no todos los virus se
pueden cultivar y los inmunoensayos dependen de la calidad y
disponibilidad del antisuero y de la constante evolucion de los
serotipos virales. Las técnicas basadas en la amplificacion de
acidos nucleicos son muy rapidas y sensibles®, pero tienen una
capacidad limitada para multiplexacion!®!’. También son alta-
mente especificas, esto es una ventaja para detectar un virus cuya
secuencia es conocida, pero una gran desventaja para el descu-
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brimiento de nuevas especies, o para detectar cepas variantes de
una especie conocida.

La utilizacion de micromatrices de ADN para la deteccion de
virus se postula como una buena alternativa por lo que respecta
al coste, tiempo de procesamiento, sensibilidad, especificidad y
capacidad de detectar nuevos organismos y serotipos!$-19-20,

El éxito de la tecnologia de hibridacion de micromatrices
depende de un correcto diseno de la coleccion de fragmentos
diferentes de ADN (oligonucleétidos sonda) que se depositan
sobre el soporte sélido. La utilizacion de secuencias altamente
conservadas dentro de una misma familia, permite maximizar la
probabilidad de que todos los miembros de la misma, incluidos
los no secuenciados, no identificados o aquellos que hubieran
evolucionado puedan ser detectados?'. Ademas, debido al alto
indice de variacidén nucleotidica que pueden presentar diferentes
cepas/aislados es recomendable que las sondas disenadas sean
capaces de hibridar con el mayor numero posible de estirpes per-
tenecientes a la misma especie. Por tanto, las matrices se deben
disefiar con una combinacion de sondas de alta especificidad
frente a regiones conservadas, de modo que puedan usarse en
modo de deteccion y descubrimiento?!.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, en este trabajo se
han disefiado cuatro oligonucleotidos sonda (60 nt) con una alta
especificidad para 12 virus pertenecientes a las familias en es-
tudio (Arenaviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae, Paramyxoviridae,
Picornaviridae, Poxviridae, Rhabdoviridae y Togaviridae) y seis
sondas correspondientes al virus de la Gripe A tipo HIN1. El
analisis de las sondas disenadas para el virus de la Gripe A (fa-
milia Orthomyxoviridae) muestran la posibilidad de detectar to-
dos los tipos de virus pertenecientes a la misma especie. Ademas,
tres sondas de tres especies de la familia Flaviviridae (DENV3,
YFV y WNYV) podrian detectar con una alta probabilidad la
presencia de 16 especies de la misma familia y con una menor
probabilidad, hasta 100 especies diferentes, lo que incrementa
la capacidad diagndstica de las sondas disenadas. Este hecho es
de especial relevancia si se tiene en cuenta que esta familia inclu-
ye algunos de los géneros y especies mas virulentos y que, por
tanto, pueden ser susceptibles de ser empleados como agentes
de guerra biologica. Las sondas disenadas para el virus Hendra
(familia Paramyxoviridae), a diferencia de la anterior, tienen una
capacidad mas limitada de hibridar de forma cruzada con otras
especies, si bien se podrian detectar 16 especies diferentes, algu-
nas de ellas representadas por mas de una estirpe.

El analisis de la capacidad tedrica de hibridacion cruzada
de las sondas disefiadas en este trabajo, demuestra que todas
ellas son capaces de detectar, con diferente grado de especi-
ficidad, otros virus de la misma especie o diferentes especies
dentro de una misma familia. Ademas, la hibridacion cruzada
entre sondas y secuencias similares, pero no idénticas, permi-
tiria la deteccién de nuevas especies siempre que estuvieran
estrechamente relacionadas con las que se utilizaron para el
disefio de la sonda'!.

En base a los resultados obtenidos se puede predecir que
este nuevo diseno bioinformatico de sondas, puede ser muy
eficaz como una posible herramienta diagnoéstica en el estudio
de patogénesis virales, descubrimiento de virus en enfermeda-
des de etiologia desconocida, asi como en casos de bioterro-
rismo?>2,
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