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RESUMEN

El Citomegalovirus, miembro de la familia Herpesviridae, es un virus de ADN de gran
tamafio cuya infeccion representa una de las principales causas de patologia congénita y
complicaciones en pacientes inmunocomprometidos. Su diagnéstico se apoya
principalmente en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa, siendo esta una técnica altamente
sensible y especifica que requiere del uso de iniciadores disefiados adecuadamente.
Considerando que la eficiencia de la PCR depende en gran medida de los pardmetros de
estos iniciadores, el presente estudio tuvo como objetivo general la elaboracion de una lista
que reuna los iniciadores utilizados en la deteccion de HCMV mediante PCR, asi como el
analisis de sus parametros mediante herramientas bioinformaticas. La investigacion fue de
tipo mixto, descriptivo, documental, retrospectivo y de corte transversal. La poblacion
estuvo conformada por 51 articulos cientificos obtenidos de bases de datos reconocidas
como PubMed, Science Direct y Cochrane, de los cuales se seleccion6 una muestra de 18
articulos aplicando criterios de inclusion y exclusion definidos. La técnica empleada fue la
revision bibliografica sistematica y el analisis se realizO mediante hojas de célculo y
herramientas bioinforméaticas como MFEprimer y Primer BLAST para la evaluacion de los
iniciadores. Como resultado, se recopilaron 50 pares de iniciadores vy, tras el andlisis
comparativo, se identificaron 11 pares que presentaron las caracteristicas consideradas como
Optimas para la deteccion de HCMV por PCR. Esta informacion se consolidé en una lista

que puede servir como referencia para futuros trabajos de diagnostico molecular.

Palabras claves: PCR, Citomegalovirus, diagndstico molecular, cebadores, bioinformatica



Abstract
Cytomegalovirus, a member of the Herpesviridae family, is a large DNA virus whose
infection is among the main causes of congenital pathology and complications in
immunocompromised patients. Its diagnosis relies mainly on the Polymerase Chain Reaction,
a highly sensitive and specific technique that requires the use of adequately designed primers.
Given that PCR efficiency largely depends on primer parameters, the general objective of the
present study was to compile a list of primers used for HCMV detection by PCR and to
analyze their parameters using bioinformatic tools. The research employed a mixed-methods
approach, a descriptive design, a documentary design, a cross-sectional design, and was a
retrospective study. The population consisted of 51 scientific articles obtained from
recognized databases, including PubMed, from which a sample of 18 articles was selected
using defined inclusion and exclusion criteria. The technique employed was a systematic
literature review, and the analysis was performed using spreadsheets and bioinformatic tools,
including MFEprimer and Primer BLAST, for primer evaluation. As a result, 50 primer pairs
were compiled, and after comparative analysis, 11 pairs were identified that presented the
characteristics considered optimal for HCMV detection by PCR. This information was

consolidated into a list that can serve as a reference for future molecular diagnostics work.

Keywords: PCR, Cytomegalovirus, molecular diagnosis, primers, bioinformatics

eviewed by:
Mgs. Sonia Granizo Lara.
ENGLISH PROFESSOR.
c.c. 0602088890



CAPITULO I. INTRODUCCION.

El Citomegalovirus humano (HCMV) conocido también bajo el nombre de herpesvirus
humano 5 beta (HHV-5- ) forma parte de la familia Herpesviridae. Cuenta con envoltura, su
diametro es de aproximadamente 200 nm; tiene una capside icosaédrica que incluye un
genoma de ADN de doble cadena conformado por 235 a 250 Kpb. Al igual que otros virus,
en su estructura se puede encontrar tegumento, una membrana externa y glucoproteinas del

tipo 'y HI1Y3,

Este virus se puede transmitir de distintas maneras, ya sea mediante la saliva, orina, sangre,
leche materna y a través de una transmision vertical o transplacentaria. Una vez expuesto al
cuerpo, Citomegalovirus permanece en latencia por largos periodos de tiempo, las personas
sanas seran asintomaticas mientras que pacientes cuyo sistema inmune esté comprometido
o suprimido padeceran de infecciones oportunistas que en consecuencia lesionaran el tejido
de los 6rganos donde el virus permanecio inactivo?2. El dafio celular producido conlleva a
complicaciones tales como retinitis, sindrome tipo mononucleésico y sindrome de Guillan

Barré en adultos. En recién nacidos surgen problemas en el neurodesarrollo*.

A nivel mundial, las infecciones por HCMV presentan una prevalencia considerable, que
alcanza hasta el 90% en paises en vias de desarrollo y alrededor del 60% en paises
desarrollados®. En el contexto regional, los datos varian de acuerdo con el continente. En
Europa, la seroprevalencia estimada se sitla entre 56 y 74% en la poblacion general, con
valores de 63 a 76% en mujeres en edad reproductiva y 61 a 77% en donantes de érganos y
de sangre®. En Asia, un estudio realizado en Sri Lanka report6 una prevalencia de CMV del
94,9% en una muestra de 820 participantes, donde se observo ademas un incremento en el
porcentaje de acuerdo a la edad, obteniendo 94,3% en jovenes de 15 a 19 afios frente a
98,8% de prevalencia en mayores de 60 afios!®. En la region del Mediterraneo oriental, los
valores oscilan entre 85 y 94% en la poblacion general, mientras que en el continente
americano se reportan cifras con un rango de 69 a 87% en mujeres en edad fértil y 67 a 87%

en donadores de 6rganos y sangre®.

A nivel local, estudios en América Latina muestran cifras relevantes. En la Amazonia

brasilefia, de acuerdo con de Melo J. et al.™%, la prevalencia de infeccion por CMV alcanza
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el 91,3%, mientras que en Peru, en pacientes atendidos en el Hospital 111 Iquitos EsSalud
durante 2019, se registr6 una seroprevalencia de 69,71%2. En Ecuador, las mujeres
embarazadas constituyen un grupo de especial riesgo dado que se ha reportado una
incidencia del 37,2%*3, y en un estudio realizado en el Laboratorio de Analisis Clinico de
Pajan en 2022, sobre 182 gestantes evaluadas, se identifico que 1,6% presentaban infeccién
aguda por CMV**, En 2018 Cepeda® trabajé con una muestra de 137 nifios de la Escuela de
Educacion Bésica “Garcia Moreno”, Parroquia Rural San José del Batan, Provincia de
Chimborazo y obtuvo una prevalencia de seropositividad del 12% en pruebas IgM y del 47%
en 1gG, mientras que la seronegatividad fue del 88% en pruebas de IgM y del 53% en pruebas
19G.

El diagnostico de infecciones por Citomegalovirus incluye procedimientos como la
citologia, aislamiento viral en orina u otros fluidos, histopatologia y la utilizacion de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), siendo esta Ultima el procedimiento gold

estandar para el diagndstico, dada la alta sensibilidad y especificidad que posee?”1516,

La PCR permite amplificar regiones especificas del ADN utilizando iniciadores, cebadores
o también llamados como primers, que son secuencias cortas de nucledtidos que marcan el
punto de inicio para la actividad de la polimerasa en la sintesis de cadenas
complementarias®’. Utilizando ciclos de temperatura controlada, la PCR permite la
replicacion de millones de copias de una secuencia, lo que facilita la deteccion y el analisis
de material genético en una muestra'®. Es importante resaltar que el desempefio de la PCR
depende en gran medida del disefio de los iniciadores, por lo que estos mismos deben contar
con caracteristicas adecuadas para garantizar la especificidad y sensibilidad en la deteccion

de microorganismos como lo es Citomegalovirus.

En el caso de deteccion mediante PCR los cebadores utilizados pueden llegar a ser
inapropiados por lo que deben contar con caracteristicas particulares para ser especificos y
sensibles en la identificacion del ADN viral. Asi mismo, las caracteristicas con las que cuenta

cada cebador se ven sujetas a factores relacionados al disefio bioinformatico.

Por consiguiente, la union eficiente entre el cebador y el molde va a verse comprometida en

caso de un mal disefio de los oligonucleétidos, dando como resultado productos inespecificos
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que disminuyen el rendimiento de la PCR. Esto representa un problema ya que puede
conducir a resultados erroneos o un diagnéstico tardio, afectando especialmente a
poblaciones vulnerables o pacientes criticos que necesitan de una respuesta oportuna.

Entonces, ¢(Es relevante un anélisis bioinforméatico de pardmetros de iniciadores de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en la deteccion de Citomegalovirus?

El presente trabajo tuvo por objetivo la elaboracion de una lista de cebadores que sirva para
una base de datos de tal modo que esta pueda ser utilizada en la seleccién del par de
cebadores méas conveniente para la deteccion de Citomegalovirus mediante PCR. La
utilizacion de estos, requiere la determinacion de parametros que se consigue a través de
herramientas bioinformaticas, con las que posteriormente se elabora el disefio de las

condiciones para programar el termociclador y conseguir amplificaciones apropiadas.

Por objetivos especificos se plantearon los siguientes: la recopilacion de los iniciadores
aplicados en PCR para la deteccion de Citomegalovirus, a través de una revision
bibliogréfica, para la compilacion de una lista que sirva para una base de datos; asi como el
analisis de los mismos mediante la utilizacion de aplicaciones bioinformaticas, con el fin de
identificar los valores de cada parametro técnico; y por ultimo, se busco constatar que los
iniciadores recopilados cuenten con caracteristicas dptimas mediante la comparacion de
parametros, estableciendo asi una lista con los iniciadores considerados como mas
adecuados en la identificacion de Citomegalovirus por PCR. Los resultados obtenidos en
este estudio proporcionan una lista organizada de cebadores con su respectivo analisis
bioinformatico de parametros técnicos como referencia para futuras investigaciones. De este
modo, se facilita la seleccion de los pares que los profesionales consideren como mas

pertinentes en el diagnostico de CMV mediante PCR.

La investigacion se encuentra organizada en cinco acépites. El capitulo | abarca la
sustentacion, importancia y objetivo del estudio, el capitulo Il corresponde al marco teérico
donde se expone la informacion actual disponible sobre el tema como los aspectos generales
del CMV, caracteristicas de los iniciadores e informacion sobre las herramientas
bioinformaticas. EIl capitulo 111 da a conocer el proceso metodoldgico mientras que el
capitulo 1V presenta los resultados obtenidos a partir del respectivo analisis de cada tabla,
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por ultimo, el capitulo V se centra en los hallazgos mas relevantes a los que se llegé tras

finalizar el estudio, respondiendo de este modo los objetivos previamente planteados.

16



CAPITULO Il. MARCO TEORICO.

Citomegalovirus (CMV)

El Citomegalovirus humano forma parte de la subfamilia Betaherpesvirinae de la familia
Herpesviridae, su ADN es bicatenario y de un didmetro aproximado de 200 nm, el maés
grande entre los de su familia. Este patdgeno se caracteriza por su habilidad de establecer
infecciones persistentes a lo largo de la vida del huésped, permaneciendo en estado latente
y reactivandose de forma intermitente, en especial en individuos inmunodeprimidos. Su
descubrimiento remonta a 1904, cuando pat6logos observaron en tejidos de pacientes células

grandes con inclusiones intranucleares, asociandolas inicialmente a protozoarios®81920,

El HCMV puede encontrarse en diversos fluidos corporales como saliva, sangre, leche
materna, orina, semen e incluso lagrimas, permitiendo su transmision por diferentes vias lo
que incluye el contacto directo, las transfusiones sanguineas, el trasplante de 6rganos y la
exposicion perinatal. Aunque en individuos inmunocompetentes la infeccion primaria suele
ser controlada por el sistema inmune, el virus nunca se elimina completamente,
permaneciendo latente. En condiciones de inmunosupresién, como en el caso de trasplantes
y enfermedades como el virus de inmunosupresion humana (VIH), el HCMV se reactiva y
pone en manifiesto altos niveles de viremia que conllevan a complicaciones severas e incluso

éxitus®,

A su vez, este virus se considera como una de las causas principales de infecciones
congénitas, aunque los recién nacidos usualmente no presentan sintomas al nacer con el paso
del tiempo comienzan a mostrar las secuelas de la infeccion que afectan tanto al
neurodesarrollo como a la capacidad auditiva7. Debido a las complicaciones y como fuente
significativa de morbilidad y mortalidad, resulta relevante un diagnéstico temprano de
HCMV?®,

Estructura de Citomegalovirus

En su nucleocapside presenta 162 capsdmeros y proteinas virales tales como pUL86, pULS85,

pUL46 y pUL48-49 que representan un 30% del total de proteinas en el virion, el restante
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de proteinas aun no se ha identificado y la funcion de muchas de ellas no se ha descubierto.
En la parte de la nuclecapside también se halla tegumento que contiene 14 proteinas de la
cual sobresale la fosfoproteina 65 (pp65 o pUL83) ya que su presencia indica una

replicacion viral activa?®.

Las glicoproteinas que se hallan en la envoltura son importantes para el ciclo de replicacion
del HCMV v la respuesta inmune del hospedador, aquellas que han sido mayor sujeto de
estudio son las glicoproteinas tipo B (gB), gH, gL, gM, gN y gO?%. La glicoproteina mas
abundante en la envoltura lipidica es la gB codificada por el gen UL55, que participa en la
entrada del virus y propagacion a otras células. La gH es codificada por el gen UL75 vy al
actuar en conjunto a otras glicoproteinas como lo es en el complejo gH/gL, cumple un rol
importante en la fusién del HCMV a la membrana plasmatica de las células mientras que la
gN codificada por el gen UL73 tiene una funcion en la unién viral a la célula del

hospedador®?,

El virus no presenta serotipos distintos, pero si se han identificado diversas cadenas virales
0 genotipos, los cuales se clasifican en cuatro variantes principales (gB1-gB4) basadas en la
secuencia de la glicoproteina gB?*-2° . Estas variantes tienen afinidad por diferentes tipos de
células, lo que influye en la gravedad de la enfermedad y su patogénesis. La caracterizacion
genotipica de las cepas que infectan a pacientes inmunocomprometidos es especialmente
relevante, ya que permite realizar estudios moleculares y epidemiolégicos que ayudan a

comprender la variabilidad genética del virus y su impacto clinico?*.

Mecanismos de infeccion

La transmision de HCMV se da principalmente por contacto directo y se adquiera de diversas
maneras®:
- Infeccién intrauterina: Transmision de madre a hijo donde la infeccion es
transplacentaria.
- Infeccién perinatal: Se produce durante el parto por el contacto con secreciones
cervicovaginales o durante la lactancia.
- Contacto directo: Por exposicion a saliva, orina, secreciones de vias respiratorias,

entre otras.
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- Contacto sexual: Transmisién mediante secreciones.

- Procedimientos médicos como el trasplante de drganos o la transfusion de sangre.

Patogenia

El HCMV posee un amplio tropismo celular, infectando preferentemente células epiteliales,
endoteliales, fibroblastos, células del musculo liso, hepatocitos, macréfagos y células
progenitoras hematopoyéticas. Esta versatilidad permite su diseminacion sistémica en el
organismo, generando afeccion multiorganica, en particular en tejidos altamente
vascularizados y en sistemas como el nervioso central, el digestivo y el ocular?®. La entrada
del HCMV en las células depende de la interaccion especifica entre las glicoproteinas de la

envoltura viral y los receptores en la superficie de las células?’.

De manera particular, para la fusion del virus con la membrana plasmatica de fibroblastos
son esenciales las glicoproteinas gH/gL, mientras que la entrada en células epiteliales y
endoteliales requiere un complejo adicional (gH/gL/UL128-131), que facilita la endocitosis
y la fusion de endosomas?. Ademas, el HCMV utiliza diferentes rutas y complejos de
glicoproteinas para entrar en distintas células del huésped, siendo la glicoproteina B (gB),
codificada por el gen UL55, una de las mas importantes y conservadas. La gB es crucial para

la entrada del virus y su propagacion de célula a célulat?’.

Ciclo de replicacion de HCMV

El ciclo de replicacion de HCMV permite la produccion de nuevos virus infecciosos, para
un mejor entendimiento Declan expone 10 etapas que ocurren en este proceso,
comprendiendo: la union viral a la célula hospedadora y entrada, expresion de genes
tempranos, biogenesis del compartimento de replicacion, replicacion del genoma viral,
expresion de genes tardios, biogénesis del compartimento de ensamblaje viral, ensamblaje y
maduracion de la capside, egreso nuclear, envolvimiento de la nucleocapside madura vy el
egreso del virion?®, EI HCMV se caracteriza por un ciclo lento: tarda aproximadamente 24
horas en producir nuevos viriones dentro de una célula infectada y puede requerir dias o

semanas para manifestar efectos citopaticos visibles en cultivos celulares™®?3,
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Union viral a la célula hospedadora y entrada

Como todo virus el primer paso para replicarse es entrar a una célula humana por lo que la
infeccion de HCMV inicia con la adhesion del virion a la célula diana, dada por una
interaccion altamente especifica entre las glicoproteinas de la envoltura viral y receptores
localizados en la superficie celular?’. En este proceso participan principalmente dos
complejos de glicoproteinas virales: el trimero gH/gL/gO vy el pentamero
gH/gL/UL128/UL130/UL131A, los cuales median el reconocimiento del virus con
receptores celulares como el receptor de crecimiento derivado de plaquetas alfa (PDGFRa),
neuropilina 2 (NRP2) y OR14]1226:28,

El complejo trimero facilita la entrada del virus en fibroblastos al darse paso una union inicial
mediada por el trimero de glicoproteinas al PDGFRa, mientras que el pentamero es esencial
para la entrada en células epiteliales, endoteliales, mieloides y de otras lineas celulares
susceptibles, al unirse a receptores tales como OR1411 o NRP2, dando como resultado de
esta union un proceso de endocitosis del virion. En ambos casos la glicoproteina B (gB),
codificada por el gen UL55, se activa posteriormente para inducir la fusién entre la envoltura
viral y la membrana plasmatica de la célula hospedadora, promoviendo asi la penetracion

viral y liberando la nucleocépside tegumentada al citosol?2%%',

Consecutivamente las proteinas del tegumento proceden a disociarse y comienza la
preparacion de la célula para la siguiente etapa, iniciando la reprogramacion de la célula. A
su vez la nucleocapside se dirige hacia el ndcleo, donde se entabla la transcripcion de genes
virales, usando como medio de transporte el citoesqueleto celular para finalmente dar lugar
a la deposicion del ADN viral %,

Expresion de genes tempranos

Tras la liberacion del genoma en el nicleo, el ADN viral se circulariza y se activa la
transcripcion de los genes inmediatos tempranos (IE), proceso regulado por el promotor
mayor inmediato temprano (MIEP) que actia como un integrador de sefiales provenientes

tanto del huésped como del virus. Gracias a su capacidad de respuesta a distintos estimulos,
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el MIEP cumple un rol importante en la regulacion del cambio de la fase litica a una fase

latente y vice versa®,

Los primeros genes en ser transcritos son UL123 y UL122 que codifican las proteinas IE1 e
IE2, respectivamente. Ambas proteinas tienen funciones clave como transactivadores en la
expresion génica viral de los genes virales subsiguientes , evasion de la respuesta innata y
desempefian un papel central en la regulacion del ciclo viral, también guardando relacion

con la transicion hacia la latencia6:2829,

Biogénesis del compartimento de replicacion

Las proteinas virales tempranas ayudan al establecimiento de areas especiales dentro del
nucleo celular donde el virus lleva a cabo la transcripcidn, replicacion del ADN y ensamblaje
de particulas virales, estos sitios se conocen como compartimento de replicacion (RCs). Los
genes UL112/UL113 son indispensables en la formacién del compartimento permitiendo la
formacion de precursores de los RCs (pre-RCs) alrededor del genoma viral utilizando el

mecanismo de separacion de fases liquido-liquido®®*°.

Los pre-RCs inicialmente son pequefios y multiples sin embargo tras el avance de la
infeccion y acumulacion de ADN viral recién replicado, los pre-RCs coalicionan y
conforman una zona de replicacion mas grande. Posterior a la fusion y agrandamiento del
compartimento de replicacidn, proteinas tales como UL44, UL57, UL84 y UL34 trabajan en
conjunto para iniciar estabilizar y mantener el entorno donde ocurre la replicaciéon del

genoma viral, es decir, el compartimento de replicacion?%,

Replicacién del genoma viral

El proceso de replicacion ocurre dentro de los RCs e intervienen los genes tempranos tardios
(DE), activados primero por las proteinas inmediatas tempranas (IE), que en trabajo conjunto
a las proteinas IE, ayudan a la expresion de componentes esenciales utilizados en la
replicacion. La etapa de replicacion empieza desde que el genoma entra al ndcleo por lo que
la circularizacion del ADN viral ocurre simultdneamente a la expresion de genes IE, las

copias resultantes del ADN son genomas virales lineales concatenados, es decir maltiples
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copias del genoma unidas secuencialmente formando una molécula larga y continua de

ADN, formada esta estructura es que se expresan los genes DE y cumplen su funcion?:3,

El mecanismo inicia en el origen de replicacion litica (oriLyt) ubicado justo antes del
comienzo del gen UL57. La horquilla de replicacion necesita de seis proteinas virales que
incluyen el ADN polimerasa (UL54) y su factor de procesividad (UL44), asi como el
complejo helicasa-primasa (UL70, UL102 y UL105) y la proteina de unién a ADN de cadena
sencilla (UL57). Ademas, se ha encontrado otros factores esenciales que participan en la
replicacion, pero actdan como proteinas esenciales adicionales, siendo estas IE1/IE2, UL36-
38, IRS1/TRS1, UL112/UL113 y UL84. No obstante IE1/IE2 y UL112/UL113 no juegan un
papel directo en la replicacién del ADN en si mismas, sino que, contribuyen a transactivar

la maquinaria de replicacion central?®°,

Expresion de genes tardios

Después de la replicacion se activan los genes tardios (L) tras ser transcritos por la ARN
polimerasa Il del huésped. Los genes L conjunto a mecanismos complejos que involucran
tanto factores del huésped como virales, codifican componentes estructurales del virion,
como las proteinas pertenecientes de la capside, las proteinas del tegumento y las

glicoproteinas de la envoltura?®°,

Biogénesis del compartimento de ensamblaje viral

Cuando el genoma de HCMV ha terminado de replicarse el virus se prepara para ensamblar
sus nuevos viriones, para ello se crea el centro de ensamblaje viral (VAC) que es una mega
estructura generada en el citoplasma de la célula del huésped y actia como centro
organizador de microtubulos (MTOC) derivado del aparato de Golgi. Esta etapa implica el
reclutamiento de proteinas de carga del viriébn como gH, UL32 y UL83, asi como la proteina
viral UL132. Se consideran como marcadores principales de este compartimiento de

ensamblaje a la proteina tegumentaria UL99 y la glicoproteina de la envoltura gB28=°,
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Ensamblaje de la capside y empaquetamiento del genoma

El ensamblaje inicia con la formacion de una estructura intermedia conocida como
procapside a partir de la proteina de la capside (MCP), cuyas unidades son ensambladas
sobre una proteina de andamiaje codificada por el gen UL80. Posterior a la formacion de la
procapside se da una maduracién de la misma, este proceso implica la angularizacion de la
capside, degradacion de la proteina de andamiaje y, en el caso de formacién de capsides
infecciosas, también incluye el empaquetamiento del ADN viral%,

El empaquetamiento se da gracias a la accion del complejo terminasa conformado por
proteinas codificadas por los genes UL51, UL56 y UL89. Este complejo corta el ADN
concatemerizado en genomas de longitud unitario y los empaqueta dentro de las capsides
maduras. Por su parte, las capsides maduras se dividen en tres tipo®s:

- Capsides tipo A: vacias, sin ADN ni andamiaje.

- Capsides tipo B: contienen restos de la proteina de andamiaje, pero sin ADN.

- Capsides tipo C: completamente maduras, con el genoma viral empaquetado. En

consecuencia, son las unicas que forman viriones infecciosos.

Finalmente, la estabilizacion de la capside es lograda por adicién de proteinas del tegumento

a la estructura de la capside, proveyendo rigidez y proteccion al genoma de HCMV.

Salida hacia el nucleo

Las capsides maduras con genoma viral deben salir del nicleo y llegar al citoplasma para
lograr la maduracién completa, para ello cruzan la doble membrana del ntcleo utilizando los
complejos del poro nuclear, el complejo de egreso nuclear (NEC) formado por las proteinas
virales pUL50 y pUL53 y la quinasa viral UL97 que fosforila la lamina nuclear permiten
que la capside logre egresar. En el caso de las capsides tipo C se ha logrado observar que el
transporte hacia la membrana nuclear externa se realiza usando los filamentos de actina

nuclear®,

En el transcurso de esta etapa se da un envolvimiento primario de la cdpside C madura en la
membrana nuclear interna. Posterior al transporte mediante filamentos las capsides envueltas
alcanzan la membrana nuclear externa donde se fusiona con esta, dejando libre la capside en

el citoplasma?®,
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Proceso de envoltura de la nucleocapside madura

Después de alcanzar el citoplasma, dentro del compartimento de ensamblaje viral, la capside
madura adquiere una segunda envoltura nuclear que contiene las glicoproteinas virales
esenciales para la entrada a nuevas células. En la generacion de la envoltura final participan
proteinas del tegumento como pUL94 y pUL71. Dependiendo del tipo de célula, ya sean
celulas endoteliales o fibroblastos, la envoltura tendra una composicion divergente de la
membrana de los cuerpos multivesiculares. Ademas, en el caso de las células endoteliales la

participacion del locus UL133/8 es indispensable para la maduracion del virus?,

Salida del virion

Para el traslado del virion hacia el medio extracelular es necesario un transporte, el cual sera
dentro de los cuerpos multivesiculares los cuales al alcanzar la membrana plasmatica se
fusionan con esta y finalmente el virion queda libre para infectar otras células y tejidos?.
Esta es la etapa que cierra el ciclo litico de reproduccion de HCMV, no obstante, en células
como los monocitos CD14+ y sus progenitores hematopoyéticos CD34+, en lugar de
completar el ciclo, el virus puede entrar en un estado de latencia que carece de la produccion

de viriones?,

Métodos de diagndstico

La deteccidn cuantitativa de Citomegalovirus en fluidos corporales se realiza principalmente
mediante una variante de la PCR convencional, esta es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (RT-qPCR), considerada el estandar de oro para su diagnostico.
Esta prueba es ampliamente utilizada debido a su alta precision y capacidad para cuantificar
la carga viral en muestras bioldgicas. Sin embargo, existen limitaciones en cuanto a su
sensibilidad, con un rango de deteccién de aproximadamente 100 a 400 copias por

mililitro®1°,

Dada la variabilidad genética del Citomegalovirus humano, a continuacién, se presentan las
cepas mas cominmente empleadas en investigaciones cientificas®!, junto con sus respectivos
numeros de acceso en GenBank, los cuales, ademas de otras secuencias utilizadas, sirvieron
como referencia gendmica en el presente estudio. Estas secuencias permitieron comprobar

si los iniciadores recopilados en la revision bibliografica se alinean con regiones especificas
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del genoma del virus y, en algunos casos, determinar la cepa correspondiente cuando no fue

especificada por los autores de los articulos.

Tabla 1. Cepas mas comunes de HCMV adaptadas al laboratorio.

Cepa GenBank
Towne GQ121041.1
TBA40E AF390839.2
AD169 X17403.1
Toledo GU937742.2

VR1814 GU179289.1
PP803491.1
Merlin NC_006273.2

Nota: Adaptado de Wang H et al.*!

No obstante, el diagnostico de la enfermedad invasora por HCMV también puede realizarse
mediante estudios histologicos de biopsias tisulares. En estos casos, la identificacion de
cuerpos de inclusion intranucleares, que aparecen como inclusiones basofilas caracteristicas,
es crucial. En algunos casos también se pueden observar inclusiones citoplasmaticas

eosinofilicas, lo que permite confirmar la presencia del virus en el tejido afectado?®.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es un procedimiento parte de la biologia molecular, descrita primero por Kjel
Klepper para afios més tarde ser demostrada en 1985 por Mullis et al. Esta técnica se basa
en la amplificacion exponencial y posterior generacion de copias de un segmento de interés
del ADN323, Para realizar la técnica en un tubo eppendorf se coloca la muestra de ADN, los
cebadores, desoxinucleotidos, un ADN polimerasa termoestable y un cofactor de la ADN
polimerasa. Mediante la operacion del termociclador en varios ciclos y con cambios de
temperatura se obtiene la amplificacion de la region del ADN que sea de interés®.

Cada ciclo consta de tres fases: desnaturalizacion, apareamiento y la elongacion. La PCR se

utiliza de manera extendida en la investigacion biomédica, el diagndstico de enfermedades,
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deteccion de enfermedades hereditarias, pruebas de paternidad, analisis de ADN en las

ciencias forenses, etc3%,

Varios factores influyen en la eficiencia de la PCR, pero el disefio y eleccion de cebadores
resulta de suma importancia para el éxito de este método en cuanto a sensibilidad y
especificidad®. Asi mismo, durante el disefio aspectos como la longitud del cebador,
temperatura melting y de alineamiento, contenido GC, entre otros, influyen en la

especificidad, sensibilidad y robustez de la reaccion®’.

Componentes de la PCR

ADN Molde

Es el fragmento de material genético objetivo que contiene la region especifica que se desea
amplificar y actia como plantilla para que la ADN polimerasa pueda sintetizar nuevas
cadenas complementarias. Las muestras utilizadas para la PCR pueden provenir de sangre,
tejidos, muestras forenses y otras fuentes, pero es importante tener en cuenta que la cantidad
utilizada para la reaccion debe ser la adecuada ya que un exceso de muestra puede conllevar
la inhibicidn de la reaccion y una escasa cantidad causa una amplificacion deficiente. La
pureza es otro factor a tener en cuenta dado que causan interferencias y por lo tanto es

recomendable aplicar métodos de extraccion y purificacion®,

ADN polimerasa

Es la enzima encargada de catalizar la sintesis de las cadenas complementarias, iniciando
desde el extremo 3’ del cebador unido al molde y extendiéndolo al anadir nucleodtidos. La
polimerasa utilizada con mayor frecuencia es la Tag polimerasa, una enzima termoestable
aislada de Thermus aquaticus, que soporta las altas temperaturas del ciclo de
desnaturalizacion sin perder su funcionalidad. Existen también otras variantes de polimerasa
como Pfu derivada de Pyrococcus furiosus y KOD ADN polimerasa obtenida a partir de

Thermococcus kodakarensis®.
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Nucleotidos (desoxinucledtido trifosfatos o dNTPs)

Son los bloques constructores del nuevo ADN. Incluyen los dNTPs: deoxiadenosin trifosfato
(dATP), deoxicistidin trifosfato (dCTP), deoxiguanosin trifosfato (dGTP) y deoxitimidin
trifosfato (dTTP), cada uno contienen su respectiva base nitrogenada ya sea adenina (A),
citosina (C)guanina (G) y timina (T). La concentracion que usualmente se usa para realizar
PCR gira alrededor de los 200 uM?,

Buffer de reaccion

Se trata de una solucién que brinda las condiciones adecuadas para que la ADN polimerasa
cumpla sus actividades y permanezca estable durante los distintos ciclos térmicos de la PCR,
preferiblemente manteniendo un pH entre 8,3 a 8,833, De manera general los buffers suelen
hallarse en concentracion 10X y estan compuestos de: Tris-HCI que permite mantener el pH
necesario para la reaccién, y de sales como KCI, que asiste en la estabilizacion de la unién
del cebador al molde y MgCI2%,

Cationes monovalentes y divalentes

En aplicaciones estandar de PCR el cation monovalente de KCI se dispone en una
concentracion de 50 mM, los iones divalentes de magnesio (Mg2+), que son indispensables
para la actividad termostable de la ADN polimerasa, deben mantener una concentracién
recomendablemente excedente a la concentracion molar de los grupos fosfatos contenidos
tanto en los deoxinucleotidos trifosfatos y los cebadores, no obstante en la aplicacion es

comdn emplear una concentracion de 1,5 m*°.

Instrumento para PCR: Termociclador

Permite la configuracion de diferentes ciclos de calentamiento y enfriamiento necesarios
para efectuar las etapas que componen un ciclo de PCR, es decir; la desnaturalizacion,
hibridacion y extension. El ciclo se repite alrededor de unas 20 a 40 veces, ademas, en la
actualidad los termocicladores modernos emplean el efecto Peltier para lograr dichos

cambios®.
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Iniciadores

Los iniciadores, cebadores o primers son fragmentos cortos de secuencias de nucleo6tidos
(oligonucledtidos) de una sola hebra que tienen la capacidad de unirse y complementar una
secuencia simple del ADN diana para comenzar con la sintesis de nuevas cadenas de ADN
mediante la reaccion de la ADN polimerasa®*®, Para la PCR son necesarios dos tipos de
cebadores: un cebador directo (forward) y un cebador inverso (reverse), ambos ayudan a la

formacion de la cadena complementaria®,

Los cebadores mantienen estrecha relacion con la especificidad de la PCR, por lo que el
disefio de los mismos debe realizarse teniendo en cuenta aspectos como la longitud, posesion
de bases de guanina o citosina en su extremo 3’°, temperatura de alineamiento, entre otros,
para que el rendimiento de la PCR sea Optimo y evitar la formacion de uniones no especificas
0 de estructuras secundarias como los dimeros. El disefio de cebadores se realiza mediante
el uso de herramientas bioinformaticas como Primer Quest y bases de datos de las secuencias
gendmicas las cuales se pueden encontrar en la pagina del Centro Nacional para la

Informacion Biotecnoldgica (NCBI)®,

Caracteristicas de los cebadores

Longitud

Mardalisa S, et al.%®> menciona que una longitud adecuada para el cebador es de 18 a 33 pb,
basandose en las combinaciones probables de secuencias que se puedan hallar, es asi que
una base nitrogenada se puede encontrar en una probabilidad 1/4, una secuencia de dos bases
1/16, una secuencia de cuatro bases 1/256 y asi sucesivamente. Sin embargo, para Masnaini
M, et al.*® la longitud ideal es de 18 a 25 pb y para Asif S, et al.>? es de14 a 28 pb para una
PCR normal y de 28 a 38 pb para una PCR multiplex. Si el cebador es demasiado corto la
especificidad se reduce mientras que si supera las 30 pb puede producir un efecto en el cual

el primer no sea especifico®®.
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Temperatura melting o de fusion (Tm)

Se define como la temperatura necesaria para que el 50% del ADN de doble cadena se separe
en hebras®>“°, Para calcular la temperatura melting se puede utilizar la formula de Wallace,
que se describe a continuacion®:

Tm=(nG+nC) *4+(nA+nT)*2

Donde:

Tm: Temperatura melting

nG: nimero de bases G en el primer

nC: numero de bases C en el primer

nA: nimero de bases A en el primer

nT: namero de bases T en el primer

Otra férmula aplicada se basa en la formula del Nearest Neighbor Thermodynamic®:
Tm = (AH (P)/((AS(P)+R.In [(y/4}]) + T+t

Donde:

Tm : Temperatura melting

P : Longitud del primer

R: 1,987 (cal/°)

v : 50 x 10-9, concentracion molar
T,:-273.15°C

t:-21,6 °C

AH: Entalpia

AS: Entropia

Entendiendo que “la entalpia (H) representa el contenido total de calor de un sistema,

mientras que la entropia (S) es una medida del desorden o aleatoriedad en un sistema’*.,

Masnaini M, et al.*® considera que la temperatura melting adecuada debe encontrarse en un
rango de 42 a 65 °C, mientras que para Dreier M, et al.*? la temperatura optima es de 60°C
y para Asif S, et al.*? la temperatura melting debe hallarse en un rango de 52 a 60°C. Una
temperatura superior reduce la efectividad de alineamiento mientras que una temperatura

baja tiende a producir productos no especificos, ademas es recomendable que la diferencia
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de temperaturas entre el par de cebadores (reverse y fordward) no sea mas de 5°C*°. Pero es
preferible que los cebadores tengan temperaturas similares, asi como menciona Mitin V'y
Mitina I4° “La diferencia entre la temperatura de fusion de los cebadores directos e inversos

no debe ser mayor a 1-2 °C”.

Temperatura de alineamiento

La temperatura de alineamiento (Ta) determina la temperatura a la que la cantidad maxima

de cebador se une a su objetivo®,

Tamanfo del amplicén

El término amplicon hace referencia a un fragmento de ADN o ARN que ha sido amplificado
mediante la técnica de PCR, actuando como secuencia molde para la sintesis de nuevas
copias durante el proceso*. Para Mitin V y Mitina 1.%° la longitud optima del amplicon debe
ser de aproximadamente 120 pb pero gue un rango entre 80 a 200 pb también es aceptable,
no obstante es importante que el amplicon no supere este rango ya que amplicones mas

largos disminuyen la eficiencia de la PCR.

Contenido GC

Este punto es importante ya que la cantidad de contenido GC influye directamente en la
temperatura melting, Masnaini M, et al.*®, Mardalisa S, et al.*®* y Asif S, et al.*> mencionan
que el porcentaje de GC debe encontrarse entre un 40 a 60%. Una baja cantidad de %GC
reduce la eficiencia de la PCR mientras que un alto contenido en GC da como resultado una

disminucion de los productos de la PCR pero que son mas especificos®.

Secuencia en el extremo 3’

Es preferible que al final del extremo 3’ de la secuencia del primer debe estar presente una
secuencia GC, o tener como base en el extremo una guanina o una citosina, esto facilita la
unién del cebador y evita el emparejamiento incorrecto. También es importante que este

extremo no se complementen entre si para evitar la formacion de horquillas®>%.
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Estructuras secundarias y energia libre de Gibbs

Es preferible que la PCR no contenga estructuras secundarias en la forma de horquillas o
dimeros ya que estas estructuras disminuyen la capacidad del cebador de unirse al ADN. Los
extremos de primers que sean complementarios se uniran a su par inverso y se dara lugar la
formacién de dimeros cruzados mientras que los primers que se unen a otras secuencias se
denominan autodimeros. La energia libre de Gibbs (AG), representa una medida cuantitativa
de la estabilidad termodinamica de las estructuras de acido nucleico que se forman durante

el proceso de amplificacion®.

Este valor es utilizado como indicador predictivo en la formacidn y estabilidad de estructuras
secundarias, en el caso de autodimeros y dimeros cruzados con valores por debajo a -7 kcal
mol™ de energia libre Gibbs pueden ser tolerados al igual que horquillas con valores que no
superen a -3 kcal/molt 347 Sin embargo, Integrated DNA Technologies (IDT), un
proveedor lider de oligonucleodtidos, recomienda que la AG sea superior a —9 kcal/mol,

criterio adoptado en herramientas de disefio de cebadores como OligoAnalyzer*,

Tabla 2. Parametros técnicos 6ptimos de los cebadores utilizados en PCR.

Parédmetro Valor Autor
Longitud del cebador (pb) 18-25 Masnaini et al.*
Temperatura melting (°C) 42-65 Masnaini et al.*®
Tamafio del amplicén (pb) 80-200 Mitin V y Mitina 1.4
Contenido GC (%) 40-60 Masnaini et al.%8, Mardalisa et
al.®% y Asif et al.*2
Secuencia en el extremo 3’ GC Asif et al.®?
Estructuras secundarias Sin presencia de dimeros ni horquillas  Mardalisa et al.*®
AG (kcal/mol) >-9 IDT#

Fases del ciclo de PCR

Desnaturalizacion

Para desnaturalizar el ADN, es decir separar las dos hebras que conforman el ADN molde,
es imprescindible usar temperaturas altas que rondan entre 94 a 95 °C. Para procedimientos
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donde el ADN molde tengan <55% de contenido en GC% se recomienda usar una
temperatura entre 94 y 95°C por 45 segundos, pero si el contenido en GC% es mayor se
requiere aplicar temperaturas mas altas, mientras que cadenas largas de ADN necesitan de
mas tiempo para completar su correcta desnaturalizacion. Las temperaturas presentadas de
acuerdo a la bibliografia son las adecuadas para que la enzima pueda soportar 30 0 mas ciclos

del proceso sin llegar a dafiarse®.

Alineamiento

En la etapa de alineamiento los cebadores se unen a las hebras sencillas de ADN a una
temperatura de 55 a 65 °C 0 50 a 65 °C durante 20 a 60 segundos, pero esto puede variar
teniendo en cuenta que la temperatura varia de acuerdo a la longitud del cebador. Se pueden
llevar a cabo ensayos utilizando 2 a 100 °C por debajo de la temperatura melting de los
cebadores para optimizar la temperatura de alineamiento, no obstante un alineamiento

6ptimo ocurre cuando la temperatura es 3 0 5 °C menos que la Tm del primer38%

Extensién

En la fase de extension, la Taqg polimerasa, con capacidad de polimerizar miles de bases por
minuto, termina de sintetizar las cadenas de ADN al afiadir dNTPs complementarios en
direccion 5°-3’ a partir de cada cebador. La temperatura requerida depende de la estabilidad
térmica de la Taq polimerasa, estableciéndose entre 75 y 80°C, habitualmente usando 72 °C
en procedimientos de rutina®®°, El tiempo de extension depende de la longitud del molde,

Rajalakshmi*® menciona que puede aplicarse un periodo de 5 a 15 minutos.

Tipos de técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCR convencional

La PCR convencional se describe el proceso normal para llevar a cabo una PCR, siendo que
es una técnica que permite amplificar in vitro un segmento especifico de ADN, generando
multiples copias de una secuencia de interés para su analisis posterior. El procedimiento se
basa en la repeticion de ciclos secuenciales de desnaturalizacion, alineamiento y extension,

mediante los cuales se logra la amplificacion dirigida de la secuencia diana. Este principio
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basico constituye también la base de funcionamiento sobre la que se desarrollan las distintas

variantes de la PCR*.

PCR en tiempo real (QPCR)

La PCR en tiempo real permite la cuantificacion precisa de la amplificacion de un ADN
molde mientras la reaccion de PCR se desarrolla en tiempo real. EI monitoreo de la
amplificacion se lleva a cabo mediante la incorporacién de colorantes fluorescentes
inespecificos o sondas fluorescentes especificas para secuencias de ADN, cuya sefal

aumenta en proporcion al avance de la reaccion®,

PCR anidada

Utiliza dos reacciones consecutivas de PCR y dos pares de cebadores para incrementar la
especificidad de amplificacion de la regién diana del ADN. En la primera ronda de
amplificacion el primer par de cebadores, cebadores externos, amplifican una regién mas
extensa del ADN y en la segunda ronda, los cebadores internos se alinean dentro del
fragmento amplificado previamente, enfocandose Unicamente en la region objetivo que

resulta ser més pequefia y especifica®.

PCR seguida de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP-PCR)

En la PCR-RFLP, el ADN genomico se digiere utilizando enzimas de restriccion, seguido
por una separacion en gel aplicando electroforesis y la posterior deteccion mediante
Southern blot, transfiriéndolos fragmentos desnaturalizados del gel a una membrana de
nitrocelulosa o de nailon y aplicando sondas marcadas radiactivamente cuya sefial emitida
permite identificar el ADN especifico presente en la muestra. La importancia de esta técnica
radica en la identificacién de variaciones genéticas especificas entre individuos de una
poblacion, detectando diferencias en las longitudes de los fragmentos generados tras la

digestion®.
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PCR ADN polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD-PCR)

En la técnica RAPD-PCR no se requieren primers especificos para la secuencia objetivo. Se
emplean primers cortos de unos 10 nucledtidos que se unen de manera aleatoria en el ADN
molde, generando un patron de bandas tras la amplificacion. Estos patrones reflejan las
variaciones genéticas como mutaciones o reordenamientos en el ADN, y permiten construir

arboles filogenéticos o dendrogramas de similitud genética entre organismos®°.

PCR multiple

Llamada también como PCR multiplex, es una variante de la técnica convencional que
permite amplificar maltiples secuencias dianas de ADN en una Unica reaccion, utilizando
varios pares de iniciadores. Esta modalidad no solo optimiza tiempo y recursos en el
laboratorio, sino que también incrementa la eficiencia experimental sin sacrificar precision®.
Existen dos tipos principales de reacciones de PCR multiple:
- Reaccion de un solo molde: Se emplea un solo ADN molde junto con varios pares
de primers para amplificar diferentes regiones especificas del mismo®°.
- Reaccion de multiples moldes: Utiliza distintos moldes de ADN junto con multiples
sets de primers. No obstante, esta modalidad puede presentar complicaciones como
hibridaciones cruzadas entre los diferentes moldes, lo que podria generar resultados

confusos si no se controla adecuadamente®°.

Tabla 3. Tipos de técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Tipo de PCR Principio basico Objetivo principal
Amplificacién in vitro de unsegmento  Obtener multiples copias de una

Convencional especifico de ADN mediante ciclos secuencia diana para anélisis
térmicos. posterior.

Cuantificacion de la amplificacion en  Cuantificar ADN durante la
PCR en tiempo real (QPCR) tiempo real mediante sefiales reaccion; Gtil en diagnostico y

fluorescentes. estudios de expresion.

Incrementar la precision de la
] Dos rondas de PCR usando un par de o .
PCR anidada . . amplificacion reduciendo falsos
primers externos e internos. .
positivos.
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Amplificacién seguida de digestion Detectar polimorfismos y
PCR-RFLP enzimatica y analisis de los variaciones  genéticas  entre
fragmentos generados. muestras.

L ] Evaluar diversidad genética sin
Amplificacién aleatoria del ADN . .
RAPD-PCR ) ) o necesidad de conocer secuencias
mediante primers cortos no dirigidos. .
especificas.

. ) o ] ) Detectar ~ multiples  blancos
PCR multiple (Multiplex-  Amplificacion simultanea de varias .
genéticos en un solo ensayo de

PCR) secuencias en una Gnica reaccion. oCR

Fuente: Different types of PCR techniques and its applications*®, Polymerase Chain

Reaction®® y Different types of PCR.

Herramientas bioinformaticas

Desde el desarrollo de la PCR se han desarrollado diversos softwares que permiten el disefio,
analisis y la seleccion de cebadores mediante un andlisis informatico, algunos de ellos son
de codigo abierto lo que permite que cualquier persona sea capaz de utilizar estas
herramientas bioinforméticas. Para el disefio de cebadores un programa conocido es Primer-
Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) que usando la estructura
de cddigo del programa Primer3 permite la busqueda de cebadores, es gratuito y se lo puede

encontrar en la pagina del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI)“.

El programa Primer3 constituye la base de multiples herramientas bioinformaticas, ya que
fue uno de los primeros softwares de codigo abierto desarrollados especificamente para el
disefio de cebadores. Su interfaz web continda siendo una de las mas utilizadas por
investigadores en todo el mundo. No obstante, para aprovechar plenamente sus
funcionalidades, el usuario debe contar con conocimientos avanzados en bioinformatica.
Esto se debe a que, en aplicaciones que requieren calculos complejos o parametros
especificos, Primer3 suele necesitar el apoyo de programas complementarios para su

correcto funcionamiento.®’.

MFEprimer es una herramienta bioinformatica especializada en el control de calidad de
cebadores utilizados en reacciones de PCR. Se trata de un programa gratuito accesible tanto
desde un servidor web (https://m4.igenetech.com/) sin necesidad de registro como desde una

linea de comandos. Esta herramienta evalla diversos parametros criticos relacionados con

35



el disefio y validacion de cebadores, con el objetivo de garantizar su especificidad y evitar

la generacion de productos no deseados®?.

Entre sus principales funciones se encuentra la deteccién de amplicones inespecificos, la
prediccion de estructuras secundarias como dimeros (autodimeros y dimeros cruzados) y
horquillas (hairpins), asi como la verificacion de si los sitios de union contienen
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), los cuales pueden afectar la eficiencia de
hibridacién entre distintas muestras. La herramienta acepta como Unica entrada obligatoria
la secuencia del iniciador, permitiendo trabajar con archivos en formato FASTA o con

multiples secuencias en linea®..

En el analisis de amplicones, se utiliza por defecto el genoma humano GRCh37/hgl19 como
plantilla, aunque puede modificarse. MFEprimer calcula automaticamente parametros como
la longitud del cebador, el contenido de GC, el Tm, AG y dos indicadores: PBN y MBN
(nimero de sitios de union del cebador en las hebras positiva y negativa del ADN)>.

Otro programa util es NetPrimer que a diferencia de otros softwares usa la férmula del
Nearest Neighbor Thermodynamic para el calculo de la temperatura melting®. Aplicaciones
no muy conocidas consideradas de nicho pero que tienen el mismo fin son: PrimerX,

RJPrimers, AcePrimer, PrecisePrimer, MultiMPrimer3 y AmplifX3’.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA.

Segun el enfoque

De tipo mixto, ya que combina el anélisis cualitativo de informacion bibliografica sobre
iniciadores utilizados en la PCR para la deteccion de Citomegalovirus y el estudio

cuantitativo de valores de los parametros obtenidos mediante herramientas bioinformaticas.

Segun el nivel

De nivel descriptivo, ya que se analizan y detallan las caracteristicas de las variables objeto
de estudio que en este caso son los cebadores publicados en la bibliografia utilizados en la
deteccion de Citomegalovirus mediante PCR, asi como el analisis de los mismos para

identificar las secuencias mas éptimas.

Segun el disefio

De disefio documental y no experimental. La investigacion se centrd en la recopilacion de
literatura cientifica actualizada sin la necesidad de la manipulacion de variables, con el
propdsito de crear una lista para una base de datos sobre los iniciadores aplicados en PCR

para la deteccién de Citomegalovirus.

Segun el corte

De corte transversal, dado que el estudio se desarrollé en un Unico momento temporal
buscando informacion y bibliografia disponible entre los afios 2015 a 2025. Esto permitio
compilar y analizar la informacién de forma puntual, optimizando los recursos disponibles
y ofreciendo un panorama claro del estado actual sobre los iniciadores de PCR en la

deteccion de Citomegalovirus mediante herramientas bioinformaticas.

Segun la cronologia de los hechos

De tipo retrospectivo, ya que la investigacion implica el analisis de informacion generada
previamente al inicio del estudio, lo que permitié establecer conclusiones basadas en

evidencias acumuladas durante los Gltimos cinco anos.
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Paoblacion

La poblacion esta constituida por articulos cientificos principalmente obtenidos de la base
de datos PubMed haciendo uso de palabras clave y operadores booleanos que permitieron
ampliar o restringir los resultados de una busqueda. El total de articulos revisados fue de 51
articulos, estas fuentes contienen informacion relevante sobre la aplicacion de iniciadores en

la deteccion de Citomegalovirus mediante PCR.

Muestra

De la poblacidn total, se selecciond una muestra atendiendo a criterios de seleccion, ademas
de la aplicacion de un muestreo no probabilistico por conveniencia. La muestra finalmente
estuvo compuesta por 18 articulos cientificos de los cuales se obtuvieron 50 pares de primers
aplicados en PCR para la identificacion de HCMV.

Criterios de inclusion
- Estudios que incluyan cebadores utilizados en la amplificacion del ADN de
Citomegalovirus
- Articulos redactados en idioma inglés o espafiol
- Publicaciones cientificas relevantes que documenten el uso de cualquier variante de

la técnica de PCR aplicada a la deteccion del Citomegalovirus humano

Criterios de exclusién
- Estudios que no incluyan la secuencia especifica de los primers utilizados, o que solo
mencionen el nombre del gen o técnica sin detallar los oligonucle6tidos
- Articulos que reportan cebadores con una longitud inferior a los 10 nucle6tidos

- Publicaciones en las que los cebadores contienen nucle6tidos degenerados
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Metodos y técnicas

Técnica: Observacion

El método que se utilizo fue el analisis de la informacidén documental a través de la revision
de articulos publicados en revistas cientificas, datos que fueron recolectados en una hoja
electronica de Excel para el procesamiento y elaboracion de tablas descriptivas. Se utilizaron
hojas de célculo de Excel para la organizacion de la informacion que se recolectd y también
se usaron programas bioinformaticos direccionados al anélisis y disefio de cebadores para la

obtencion de los parametros de los iniciadores investigados.

Procesamiento de datos

Realizado mediante la recopilacion de informacion disponible en la literatura cientifica
actual. Los iniciadores recopilados fueron organizados y analizados primero por
herramientas bésicas como Word y Excel, para posteriormente utilizar programas
bioinformaticos como MFEprimer en la obtencion de los valores correspondientes a los
parametros técnicos. Estos resultados fueron complementados con datos procesados por
Primer-BLAST. Por Gltimo, se hizo un andlisis comparativo entre los valores con el fin de
categorizar los iniciadores y establecer una lista final de aquellos considerados como

Optimos.

Consideraciones éticas

Al carecer de manipulacidén de muestras y tratarse de una revision bibliografica, el presente

trabajo no requirio de la participacion de un comité de ética.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se exponen los resultados obtenidos a partir del analisis de 50 pares
de cebadores empleados para la deteccion de Citomegalovirus humano mediante PCR. Las
secuencias fueron recopiladas de literatura cientifica y posteriormente evaluadas utilizando

herramientas bioinformaticas como MFEprimer v4.0 y Primer-BLAST.

Iniciadores aplicados en la técnica de PCR para la deteccion de Citomegalovirus

La recopilacion bibliografica permitié conformar una lista representativa para una base de
datos de cebadores disefiados para la deteccion molecular del HCMV mediante PCR. Estos
abarcan regiones genicas del virus de gran interés diagndstico, incluyendo genes
estructurales y regulatorios, y se encuentran respaldados por articulos cientificos que
describen su validacion experimental. En la Tabla 4 se detallan las secuencias recopiladas,
su region génica blanco, el sitio de amplificacion, el nimero de acceso en la base de datos
de GenBank de las cepas con las cuales se hallé alineamiento y las fuentes bibliograficas

asociadas.
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Tabla 4. Iniciadores empleados en PCR para la deteccion de HCMV.

Regiones Cepa de HCMV Accession o o Sitio de
. . Iniciador F (Fordward) Iniciador R (Reverse) o Autores
génicas  (representativo)? GenBank amplificacion
1  UL111A  Merlin NC_006273.2 CATCATAACATAAAGGACCACCTAC CTGAGACAGCCGACTAATCAC 16988-17649
2 UL146 Toledo GU937742.2 CCGGGAATACCGGATATTACG CAGCACTTCCTGACGATTG 185398-186119 Berg C. et al, 2019%
3 US28 AD169 X17403.1 CCGCTCATATAGACCAAACC AGGGAGTTGTGATCTAGGAG 136630-137016
Noorbakhsh S. et al,
4 gBgene AD169 X17403.1 ACAGACACAAACAGCACCCAP TAAGGTGACGACAGGTTGGCP 979-1428 20205
Khodamoradi S. et al,
5 IRL11 AD169 FJ527563.1  GTACACGCACGCTGGTTACC GTAGAAAGCCTCGACATCGC 8893-9149 TAE)
UL55
6 (GB1) AD169 X17403.1 CGCGGCAATCGGTTTGTTGT CGAGAAGAATGTCACCTGCC 81879-82479
g
CINCY+
7 UL75 (gH1) GU980198.1 TGTTACGGAGGCTGCTGTTGT GACGCGACTTTTGTAACCCG 114323-114656
Towne 55
Dong N. et al, 2020
8 UL73 (gN1)AD169 X17403.1 TCCCAGAATCGCTGAAAA CACCCACGTATGTAAACCTTAC 105639-106213
Cepa transgénica
9  UL55(gN2) T GQ121041.1 TGGTGTGATGGAGTGGAAC TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC 106575-106988
owne
) Vasiljevic T. et al,
10 IE Merlin NC_006273.2 CGCTCACATGCAAGAGTTAATCTTC AACTCGGTAAGTCTGTTGACATGTATG 173618-173724 T
11 UL97 Merlin NC_006273.2 TCCTCCGCACTTCGGTCTCG TACTCGGGGAACAGTTGACG 146807-148926 Streck N. et al,2023%"
12 UL54 Merlin NC_006273.2 AGTCCACGCCGCCTCATCTC TCGTAAGCTGTCAGCCTCTCAC 81168-85045
Torii Y. et al, 2022
13 UL97 Merlin NC_006273.2 GCAATCCCCGTCACGCCTCTG AACCGTCACGTTCCGCGTCC 141686-143944
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14 UL123  Merlin NC_006273.2 TCCCGCTTATCCTCAGGTACA TGAGCCTTTCGAGGACATGAA 173311-173394
15 UL83 Merlin NC_006273.2 CCAGCGTGACGTGCATAAAG TCGTGTTTCCCACCAAGGAC 121603-121785

16 UL99 Merlin NC_006273.2 GGGAGGATGACGATAACGAG TGCCGCTACTACTGTCGTTT 145860-145943 sg;;jn B.etal,
17 UL32 Merlin NC_0062732 GGTTTCTGGCTCGTGGATGTCG CACACAACACCGTCGTCCGATTAC 41015-41151

18 RNA27  ADI169 X174031  TCCTACCTACCACGAATCGC GTTGGGAATCGTCGACTTTG 185403-185519

19 RNA49  Merlin NC_006273.2 GGGCCTCTGAAAACCTATAAAACCC ATGGTGCTCCAGGGCGGT 94282-94472

20 RNA49  Merlin NC_006273.2 GGTGACTTTCTCGACGGTTC ACGCTCCTAGGCTCTCGAC 95003-95995

21 RNA49  Merlin NC_006273.2 GTAAGACGGGCAAATACGGT AGAGAACGATGGAGGACGAC 97725-97830

22 UL123  Merlin NC_006273.2 TCCCGCTTATCCTCAGGTACA TGAGCCTTTCGAGGACATGAA 173311173304
23 UL99 Merlin NC_006273.2 GGGAGGATGACGATAACGAG TGCCGCTACTACTGTCGTTT 145860-145043 21+ 20207

24 RNAL2  AD169 X174031  TGACAACGCCTTGTATAGCC AGACTGTCGTGGTCGATGAA 182434-182535

25 RNA27  Merlin NC_006273.2 TCCATGTTTCCATCCTTTCA AATCAGCGTTGCAGTAGTCG 3275 - 3390

26 UL32 Merlin NC_0062732 GGTTTCTGGCTCGTGGATGTCG CACACAACACCGTCGTCCGATTAC 41015 - 41151

27 MIE AD169 M212951  TGTGTTTAGGCCCGAGACAC TGAGGGATTCTTCGGCCAAC 1655 - 1782 Ssii:firan P-etal,
28 ULS3 Merlin NC_006273.2 GGACACAACACCGTAAAGC GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA 121512121793 x)?;:s Letal
20 UL123  AD169 M212951  TTACCAAGAACTCAGCCTTCCCTAAGACCACCA  GAACTCACTTAAGAGAGAGATGCCCCCGTA 2406 - 2686

30 UL124  AD169 M212951  ACCACCAATGGCTGCAGTCAGGCCATGGCGGCA — CATGTAGTGAGGATATCCATAAATATGTGAT 2432-2598  Chu C. etal, 2023%
31 ULL25  AD169 M212951  GGCTAAGGCCCGTGCTAAAAAGGATGAA ATAAATATGTGATCAATGTGCGTGAGC 2332 - 2580
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Merlin, aislado

Svetoslav N. et al,

32 UL97 AHOMVLETL KU221100  ACCGTCTGCGCGAATGTTA TCGCAGATGAGCAGCTTCTG 143285-14336L
33 circUS12c  Merlin NC_006273.2 GCTCCAGAAGGGCAGTGTATCG CCTATGTCCTGTCATCCATGCTCTG ADN circular

34 circUL55¢  Merlin NC_006273.2 AAGTGGTGTGGATGTAAGCGTAGC TGAACGTGCGGACTCGGTGAT ADN circular

35 circUL89C  Merlin NC_006273.2 CGATGGAGGTCTGCGAGAGGAA AGGGACGACAGGTGTTGCTTGT ADN circular  peng J. et al, 20225
36 circULB9A® Merlin NC_006273.2 GGATGATGAACCAAGTCTTG CGCCTTAATAATACAGCTACG ADN circular

37 firCULsgB Merlin NC_006273.2 CTACGATGACCACGAAGTC CAGGTGTTGCTTGTCTCC ADN circular

38 UL83 VR1814 GU179289.1 GGACACAACACCGTAAAGC GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA 121322-121603 :;;?:dem'a 2
39 ?ON WPION e GQ121041.1 TGGTGTGATGGAGTGGAAC TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC 106575-106988 Z;;;:Vﬁo' el

40 ULT3 BE/37/2011 KP745723.1 AGTCGATTCGGTCGGTCAAC CCACCCTCAATAGCCTTTGGT 106325-106787

41 UL74 BE/17/2010 KP745727.1  TGGTGTGATGGAGTGGAAC AACGGTAGATGAGCAGCAAAACGAC 107053-108954

42 go AD169 FJ527563.1 GCTCATGGCGTTAACCAGGTA ATAATCGTCCTTGGAGGGGC 107788-108368

43 ¢O Towne FJ616285.1 GCTCATGGCGTTAACCAGGTA ACTGCAAGAACTAGCGTCAA 107359-107878

44 ¢o Merlin AY446894.2 GCTCATGGCGTTAACCAGGTA CAGTACTCAACTCCGAAAACCA 108138-108489 Jiang -J. et al, 2017
45 ¢o AD169 FJ527563.1 GCTCATGGCGTTAACCAGG TAATCGTCCTTGGAGGGGCT 107788-108367

46 ¢O TB4O/E clon Lisa ~ KF297339.1 GCTCATGGCGTTAACCAGG AGGCAACACGTTAAAAATCTTACT 108541-109002

47 ¢O us GU179288.1 GCTCATGGCGTTAACCAGG ATAATCAAACGGCTCAGAAAATCA 108073-108380

48 IE AD169 FJ527563.1  TTTAGCACGGGCCTTAGCCT GCTGCATGATGTGAGCAAGGG 172849-172918
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49 UL34 Merlin NC_006273.2 TGAACTTCATCATCACCACCCGAGACT CCTTGTACGCTTTGGAAATCGAGCCTG 45142-45246
Céssia F. et al, 2020

50 UL80.5 Merlin NC_006273.2 CGGCTAGTGTCGTGTTAGC CACAAAAATCCGCCGATTCAGAT 118505-118602

Nota:a: Se muestra un acceso de GenBank representativo para cada cebador; algunos cebadores pueden alinearse con multiples cepas de HCMYV;
b: Cebadores externos de una PCR anidada; c: Cebadores utilizados en la amplificacion de ARN circular transcriptor del HCMV.
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Analisis

La Tabla 4 presenta una lista conformada por 50 pares de iniciadores junto a las regiones
target a las que se dirigen, incluyendo genes como UL55, UL83, UL97, IE, entre otros.
Varias de estas regiones corresponden a genes relevantes en el ciclo replicativo de CMV,
por lo cual muchos de ellos se consideran, dentro de la literatura, como altamente
conservados. Una observacion relevante es la amplia diversidad de cepas virales incluidas,
tales como Merlin, AD169, Towne, VR1814, TB40/E, Toledo, CINCY+Towne y otras,
siendo la cepa Merlin aquella que aparece con mas frecuencia al estar presente en 22 de los

50 pares recopilados.

Esta diversidad aporta un valor agregado al analisis, ya que permite considerar la
variabilidad gendémica natural del HCMV, un factor crucial dado su alto grado de
polimorfismo. Las secuencias correspondientes fueron contrastadas con sus respectivos
accesos a la base de datos GenBank, lo cual garantiza la trazabilidad y validez de la
informacion genética analizada. Asimismo, se destaca la inclusion de iniciadores dirigidos a
genes correspondientes a ARNSs virales no codificantes como RNA1.2, RNA2.7 y RNA4.9,
cuya relevancia ha sido recientemente reconocida en el contexto de la regulacién viral y la

replicacion®®,

Discusién

En el diagnostico molecular de HCMV resulta importante disefiar primers dirigidos a
regiones altamente conservadas del genoma viral, lo que garantiza la deteccion del virus
independientemente de la cepa o variante y disminuye el riesgo de falsos negativos. En este
contexto, Liu M-h et al.%, disefiaron iniciadores dirigidos a la region UL83, de 1683 pb,
ampliamente reconocida por su grado de conservacion, empleando el software Premier 5.0

y validando posteriormente su especificidad a través de BLAST.

Mientras que Bilenoglu O. et al.”® orientaron el disefio de sus primers hacia las zonas mas
conservadas del gen UL54 el cual codifica la ADN polimerasa viral. Este gen constituye un
blanco bien caracterizado para la deteccion de HCMV en muestras clinicas, y su

secuenciacion completa permitié identificar los segmentos mas conservados, sobre los
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cuales se seleccionaron los sitios de union para primers y sondas en un ensayo de qPCR

destinado a cuantificar el ADN viral presentes en el suero de pacientes infectados.

En adicion, el estudio de Avila da Rocha A. et al.”* reporta el disefio de cebadores dirigidos
al gen UL97, especificamente en el dominio de la quinasa viral pUL97. Estos cebadores
mostraron un alineamiento adecuado en regiones conservadas del dominio a lo largo de
distintas cepas de referencia de HCMV (Merlin, Towne, VR1814, Toledo, TB40/E y
AD169). A pesar de que en este gen se describen mutaciones puntuales asociadas a
resistencia a ganciclovir, las secuencias adyacentes al sitio de interés permanecen lo

suficientemente conservadas para permitir una amplificacion confiable mediante PCR.

La recopilacion de cebadores efectuada en este estudio muestra que varios de ellos se dirigen
a regiones gendmicas conservadas del HCMV, en concordancia con las zonas de
conservacion descritas por Liu M-h et al.®°, Bilenoglu O. et al.”® y Avila da Rocha A. et al.™
Esta correspondencia se ve respaldada por el analisis de Charles O. et al.”?, quienes
elaboraron un mapa circular del genoma viral en el que las barras rojas representan areas de
heterocigosidad, es decir polimorfismo, mientras que las secciones sin sombreado azul
sefialan porciones monoalélicas altamente conservadas, que abarcan cerca del 86 % del

genoma (ver Anexo 1).
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Parametros de los iniciadores aplicados en la deteccion de Citomegalovirus a través de
PCR

En la Tabla 5 se presentan los pardmetros técnicos obtenidos a partir del analisis
bioinformatico de los 50 pares de iniciadores recopilados para la deteccion de
Citomegalovirus mediante PCR. Para este proceso se emplearon herramientas como
MFEprimer 4.0 y Primer BLAST.
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Tabla 5. Parametros técnicos de iniciadores para deteccion de HCMV.

Potenciales amplificaciones

. Orientacion de Longitud Base enel Contenido Promedio AG . . .
N la Secuencia (pb) extremo 3' GC (%) Tm (°C) (kcal/mol) PBN MBN ~ Horquilla
Tamafio del
Cepa L
amplicon
F 25 c 40,00 23,12 21 30 Towne 6622
1 58,25
R 21 C 52,38 -22,00 2 9 Merlin 662 &
F 21 G 52,38 21,72 14 16 Merlin 7272
2 57,59
R 19 G 52,63 -20,19 13 9 Towne 704 2
F 20 c 50,00 -20,19 13 19 Merlin 3872
3 56,03
R 20 G 50,00 -19,77 15 6 Towne 3872
F 20 A 50,00 -22,03 29 24
4 60,52 Merlin 450 2
R 20 C 55,00 -22,16 38 31
F 20 C 60,00 -23,37 21 19
5 60,71 Merlin o572
R 20 C 55,00 -21,92 52 27
F 20 T 55,00 -23,82 49 18
6 61,19 AD169 601 P
R 20 C 55,00 -21,68 20 38
F 21 T 52,38 -23,74 103 67
7 61,56 Merlin 3312
R 20 G 55,00 -22,50 11 11
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18 44,44 -18,28 58 54

8 55,73 Towne 569 2
22 45,45 -21,64 2 13
19 52,63 -20,19 19 14

9 59,41 Towne 414 2
20 55,00 22,43 26 25
25 44,00 -25,49 17 8

10 61,54 Merlin 1072
27 40,74 -26,68 13 38
20 65,00 -24,30 30 32

11 62,22 Merlin 2119 ©
20 55,00 -21,94 7 11
20 65,00 -24,40 27 10

12 63,74 Merlin 38829
22 54,55 -24,39 11 28
21 66,67 -25,94 25 14

13 66,32 Merlin 2259 9
20 65,00 -25,33 62 51
21 52,38 -22,44 45 16

14 60,25 Merlin g4 2
21 47,62 22,22 15 36
20 55,00 22,52 20 18 Merlin 1832

15 60,55
20 55,00 -22,18 21 26 Towne 1838
20 55,00 21,02 24 7

16 58,85 Merlin g4
20 50,00 -21,94 20 53
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22 59,09 -25,45 20 14 Merlin 137
17 64,45

24 54,17 27,14 6 12 Towne 1342

20 55,00 21,74 14 21 Towne 1172
18 58,54

20 50,00 -21,02 8 14 Merlin 1172

25 48,00 -25,48 12 15 Towne 1912
19 63,23

18 66,67 -22,44 10 32 Merlin 1912

20 55,00 21,75 8 23 Merlin 928
20 60,20

19 63,16 22,14 14 15 Towne 928

20 50,00 21,26 11 5 Merlin 106 2
21 58,95

20 55,00 21,72 117 114 Towne 1042

21 52,38 22,44 45 16
22 60,25 Merlin g4 @

21 47,62 22,22 15 36

20 55,00 21,02 24 7
23 58,85 Merlin g4 2

20 50,00 21,94 20 53

20 50,00 21,26 22 19 Towne 102 2
24 58,87

20 50,00 -21,60 39 20 Merlin 102 2

20 40,00 -19,28 7 11 Towne 116 2
25 57,07

20 50,00 21,78 12 8 Merlin 116 2
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22 59,09 -25,45 20 14 Merlin 137
26 64,45
24 54,17 27,14 6 12 Towne 1342
20 55,00 22,16 42 33
27 60,52 Towne 128 @
20 55,00 -22,07 21 24
19 52,63 -20,43 11 16 Merlin 282
28 59,50
20 55,00 -22,92 28 27 Towne 282 @
33 48,48 -35,72 48 48 Merlin 2812
29 68,87
30 50,00 -32,01 7 12 Towne 2812
33 63,64 -43,26 22 31 Towne 1672
30 69,70
31 32,26 27,26 18 19 Merlin 167 8
28 50,00 -30,93 6 35 Towne 249 2
31 64,60
27 37,04 -26,46 23 32 Merlin 2492
19 52,63 -21,87 14 19 Towne 672
32 60,77
20 55,00 -22,56 67 53 Merlin 672
22 59,09 -24,93 1 33
33 63,41 — 226 ¢
25 52,00 -26,40 22 22
24 50,00 -26,14 32 20
34 64,30 — 189
21 57,14 -25,03 23 44
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22 59,09 -25,24 21 20

35 64,62 — 189 ¢
22 54,55 -25,32 10 16
20 45,00 -19,32 18 1

36 54,67 — 2161 ©
21 42,86 -20,12 24 36
19 52,63 -19,73 24 10

37 55,87 — 2234°©
18 55,56 -19,31 15 28
19 52,63 -20,43 11 16 Merlin 282

38 59,50
20 55,00 22,92 28 27 Towne 282 &
19 52,63 -20,19 19 14

39 59,41 Towne 414 2
20 55,00 22,43 26 25
20 55,00 22,44 28 14

40 60,57 BE/37/2011 463°
21 52,38 -22,39 10 23
19 52,63 -20,19 19 14 Towne 1863 &

41 61,01
25 48,00 -27,39 34 31 Merlin 1905 &
21 52,38 22,90 15 11

42 60,34 AD169 561 P
20 55,00 -21,60 26 5
21 52,38 -22,90 15 1

43 59,45 Towne 5202
20 45,00 -20,96 2 1
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21 52,38 -22,90 15 11
44 59,85 Merlin 3502
22 45,45 -22,30 43 30
19 57,89 -21,30 19 8
45 60,13 AD169 580 P
20 55,00 -21,95 27 13
19 57,89 -21,30 19 8 S—
46 58,63 ‘= clon 4620
Lisa
24 33,33 -22,62 2 16
19 57,89 -21,30 19 8
47 58,57 us 308 °
24 33,33 22,53 17 36
20 55,00 -22,64 12 6 Merlin 702
48 62,41
21 57,14 -23,96 10 10 Towne 702
27 48,15 -29,13 19 21 Merlin 105 2
49 66,52
27 51,85 -30,10 19 17 Towne 105 2
19 57,89 -21,26 14 15 Towne 082
50 59,77
23 43,48 -23,90 18 42 Merlin 08 @

Nota: AG: Energia libre de Gibbs, PBN y MBN: nimero de sitios de unién del cebador en las hebras positiva y negativa del ADN,a: Resultado
obtenido mediante MFEprimer 4.0, b: resultado obtenido mediante Primer BLAST, c: resultado extraido del articulo de los autores, d: resultado

obtenido utilizando el contador de caracteres de Word.
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Analisis

La Tabla 5 presenta el andlisis individual de 100 cebadores (50 forward y 50 reverse)
empleados en la deteccion de HCMV, evaluados en funcion de sus pardmetros técnicos mas
relevantes. Estos permiten asegurar la especificidad y adecuacion de los iniciadores para la
eficacia al aplicar la técnica de PCR. Respecto a la longitud de los cebadores, la gran mayoria
(91%) se encontro dentro del intervalo ideal de 18 a 25 pb. Cebadores como de los items 8
forward (18 pb), 19 reverse (18 pb) y 37 reverse (18 pb), se encuentran en el limite inferior
del rango, lo cual sigue siendo aceptable, aunque podria comprometer la especificidad si no
se apoya en los valores de otros parametros igual de importantes. También es posible
observar como una gran parte de los cebadores (41%) poseen una longitud de 20 pb mientras

que en menor porcentaje se hallan primers de 23, 28, 30 y 31 pb (1% respectivamente).

La base presente en el extremo 3’ de los cebadores es otro pardmetro relevante, ya que
influye directamente en la estabilidad del inicio de la sintesis de la nueva cadena que realiza
la ADN polimerasa. En este anélisis se observo que la mayoria de cebadores terminan en
bases G o C (63%), como en los items 1 forward y reverse (ambos en C), 10 forward (C),
12 forward y reverse (ambos en C) y 33 forward y reverse (ambos en G), lo cual se considera
favorable para una hibridacion especifica y eficiente. No obstante, algunos cebadores
terminan en A o T, como es el caso de los items 4, 6, 7, 8, 14, 16, 19, 21-25, 28-32, 34, 35,
38, 40, 42-50 (37%).

Al evaluar las combinaciones de bases en el extremo 3, se identifico que el 40% de los pares
de cebadores presentan terminaciones con combinaciones de G y C (GC, GG o CC), por
ejemplo, forward en G y reverse en C, siendo la mas frecuente CC (18%). El 60% restante
se distribuyo entre terminacionesen Ay T,AyC, TyC, Ty G, Ay Ao Ay G, con mayor
frecuencia en las combinaciones AC y TG (14% en ambos casos). Cabe resaltar que no se
registraron terminaciones TT (0%). A partir del analisis, los resultados muestran que un
porcentaje considerable de los iniciadores presentan, en al menos uno de los extremos 3°,
terminaciones distintas a G o C. De acuerdo con lo descrito en la literatura, estas variantes
no son oOptimas, ya que pueden disminuir la especificidad del apareamiento y generar

resultados ineficientes.
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En relacion con el contenido de guanina-citosina (%GC), se determino que la mayoria de los
cebadores (89%) presentan valores dentro del rango considerado éptimo, comprendido entre
40% y 60% de GC. Este predominio garantiza una hibridacion eficiente y la estabilidad
necesaria para la unién cebador-molde. En contraste, un 11% de los cebadores se ubicé fuera
de dicho rango. Entre los cebadores que superan el limite superior se encuentran el item 11
y 12 forward (65% de GC) y el item 13 forward (66,67% de GC), cuyos valores elevados
pueden incrementar la temperatura de fusion del cebador durante la PCR. Por el contrario,
algunos cebadores mostraron un contenido por debajo del umbral minimo, como el item 30
reverse (32,26% de GC) y el item 31 reverse (37,04% de GC), lo cual podria comprometer

la estabilidad de la unién, afectando en consecuencia la eficiencia del apareamiento.

Tal es el caso del item 11 y 12 forward (65% en GC %) y el item 13 forward (66,67% en
GC %), que al tener valores superiores puede incrementar el punto de fusion del cebador
durante la PCR. A la inversa, cebadores con contenido GC por debajo del umbral, como el
item 30 reverse (32,26% en GC %) y el item 31 reverse (37,04% en GC %), pueden

comprometer la estabilidad de la union, afectando la eficiencia del apareamiento.

Respecto a la temperatura melting, se observd que la mayoria de los pares de cebadores
(92%) se ubicaron dentro del rango considerado apropiado en este trabajo (42—65 °C), siendo
60 °C el valor mas frecuente. Sin embargo, un 8% de los iniciadores supero el limite superior,
como en el caso de los cebadores forward de los items 29 (68,87 °C) y 30 (69,70 °C).

En este analisis, los cebadores evaluados mostraron valores de AG comprendidos entre -18
y -43 kcal/mol. Los resultados mas recurrentes fueron -22 kcal/mol (28%) y -21 kcal/mol
(24%), seguidos de -20 kcal/mol y -25 kcal/mol (9% cada uno), -23 kcal/mol (6%), -19
kcal/mol (5%), -24 kcal/mol (4%), -26 kcal/mol (4%), -27 kcal/mol (4%), -30 kcal/mol (2%),
-18 kcal/mol (1%), -29 kcal/mol (1%), -32 kcal/mol (1%), -35 kcal/mol (1%) y -43 kcal/mol
(1%). En consecuencia, puede afirmarse que el umbral de AG adoptado en este estudio
excluye, en su totalidad, los valores registrados en el conjunto de datos analizado. Estos
resultados, al ubicarse en rangos significativamente negativos especialmente en casos
criticos como del item 29 forward (-35 kcal/mol) e item 30 forward (-43,26 kcal/mol),

demuestran que las estructuras secundarias son muy estables y podrian competir con la unién
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del cebador al molde, lo que afecta a la especificidad y estabilidad del proceso de

amplificacion.

No obstante, al considerar los estudios que incluyeron electroforesis en gel de agarosa, se
observé que el cebador correspondiente al item 41 reverse, con una energia libre de Gibbs
de -27,39 kcal/mol, no mostro alteraciones en la definicion ni en la nitidez de las bandas
obtenidas. En consecuencia, y conforme a la evidencia reportada por el autor de dicho
trabajo, este valor puede considerarse un umbral compatible con una buena calidad de

visualizacion en gel, al menos dentro de las condiciones descritas en esa publicacion.

Los valores de PBN y MBN reflejan cuantos sitios potenciales pueden ser amplificados en
el genoma objetivo, no obstante, dentro de la literatura a fecha de culminacion del estudio,
no fue posible encontrar un rango o valor que permita determinar si un cebador es especifico
0 no de acuerdo a estos parametros. Por lo tanto, no es posible realizar un analisis
comparativo entre los valores resultantes de estos criterios basdndose solamente en la
bibliografia, no obstante, cabe destacar que de los cebadores recopilados se observo que el
valor de PBN=19, MBN= 11 y MBN=14 fueron los mas frecuentes, alcanzando un 8% cada
uno. También es relevante mencionar que dos datos de PBN superaron un valor de 100 (item
7 forward PBN = 103 e item 21 reverse PBN = 117) y en MBN el caso fue uno solo (item
21 reverse MBN = 114), lo que indica una alta probabilidad de generar maltiples productos
amplificados, comprometiendo la especificidad de los cebadores.

Por otra parte, al examinar los cebadores cuyos estudios incluyeron electroforesis en gel de
agarosa, se observa que incluso con un valor de PBN = 52 (item 5 reverse) la definicion de
las bandas no presentd alteraciones, manteniéndose nitidas y bien delimitadas. De igual
modo, en el caso del item 47 reverse, con un MBN = 36, la calidad de la visualizacion en el
gel tampoco se vio comprometida. Estos representan los valores mas elevados reportados
entre los cebadores analizados que contaban con evidencia de gel, sin que ello afectara la
claridad de las franjas obtenidas.

Referente al tamafio del amplicon, de acuerdo a la literatura revisada este valor debe estar

comprendido entre 80 y 200 pares de bases para lograr una amplificacion eficiente y una

visualizacién clara mediante técnicas como electroforesis. En este analisis, 18 items
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cumplieron este criterio de forma estricta, entre los cuales se encuentran los items 10, 14-27,
30 y 49-50 siendo asi que los amplicones formados por estos items conforman un 44,4% del
total. Resulta importante mencionar que los items 12 y 13 al momento de determinar el
amplicén mediante MFEprimer y BLAST no fue posible encontrar posibles amplicones, por
lo cual se empled la herramienta de busqueda de Word asi como la funcion de conteo de
caracteres para identificar el rango de amplificacién esperado, mientras que los items 11 y
33-37 usan la informacion proporcionada por los autores del articulo correspondiente dado
que al introducir los pares de cebadores en las herramientas bioinformaticas no se obtuvieron
resultados y en el caso especial de los items 33-37, debido a limitaciones del estudio no fue

posible adquirir programas de pago capaces de analizar ARN circular.

En cuanto a las estructuras secundarias, un 96% de los cebadores no presentan formacion de
horquillas o dimeros, lo que sugiere que la viabilidad de interferencia durante la
amplificacion es baja. El 4% restante que corresponde a los items 5 y 36, presentaron un
dimero probable, no obstante, este valor debe interpretarse y considerarse en conjunto con

los demés parametros disponibles para realizar la seleccion final de cebadores.

Discusion

Autores como Zeng H, et al.” han sefialado que, a pesar de existir mdltiples programas para
la evaluacion in silico de iniciadores, tales como Ultiplex, NGS-PrimerPlex, MPprimer,
Oli2go, MPD, MFEprimer, PrimerMapper y BatchPrimer3, la mayoria presenta limitaciones
en funcionalidad o accesibilidad, por ejemplo, estos programas realizan la selecciéon de
cebadores de acuerdo en una estrategia de filtrado lo que puede llevar a fallos en el disefio.
En contraste, Wang K, et al.®® destacan que MFEprimer-3.0 incorpora algoritmos
optimizados capaces de predecir con precision la especificidad y la estabilidad de la union.
Los resultados de este trabajo respaldan lo expuesto por Wang K, et al.>! dado que
MFEprimer permitié identificar cebadores con parametros acordes con los rangos
recomendados en la literatura y, al mismo tiempo, comprob6 limitaciones en otros, como la

presencia de estructuras secundarias desfavorables.

Bustin S, et al.”* sefialan que la longitud dptima de un cebador se sitGa entre 18 y 24 pb, ya
que con 18 bases la probabilidad de que la secuencia se repita al azar en el genoma es
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extremadamente baja. De manera ilustrativa, una secuencia de 4 bases aparece en promedio
una vez cada 4* = 256 combinaciones; por lo tanto, con 18 bases tendria una frecuencia
estimada de 1 cada 4'%, es decir, aproximadamente 6,8 x 10°, cifra que equivale a unas veinte
veces el tamafio del genoma humano. Este rango coincide con lo descrito por Sharma M.™,

quien también propone un rango de 18 a 24 pb.

En el presente estudio se empled un rango ligeramente mas amplio, de 18 a 25 pb, tal como
sugieren Masnaini M, et al.>®, aunque este valor difiere de los reportados por otros autores
citados en este trabajo, como Mardalisa S, et al.* y Asif S, et al.®, y de otros estudios como
en el caso de Fulghum B, et al.”® quienes proponen un intervalo diferente. Pese a estas
variaciones, Bustin S, et al.”* y Masnaini M, et al.*® coinciden en que a mayor longitud del
iniciador, aumenta el riesgo de formacion de estructuras secundarias y se reduce la
especificidad de la amplificacion. A su vez, Bustin S, et al.”* afiaden que el uso de iniciadores
mas largos puede justificarse Unicamente en situaciones particulares, por ejemplo cuando se
incorporan secuencias adicionales, como sitios de restriccion o promotores, 0 cuando se

espera heterogeneidad en la region blanco, con el fin de compensar posibles desajustes.

Respecto al contenido de GC, Bustin S, et al.” sugieren un valor de referencia cercano al
50%, mientras que Masnaini M, et al. %, Mardalisa S et al®®, Asif S, et al*?, Sharma My
Fulghum B, et al.”® coinciden en un rango mas amplio, de 40-60 %, criterio adoptado en este
trabajo donde un 89% de los iniciadores se hallan dentro de este rango. Bustin S, et al.™ y
Masnaini M, et al.®® advierten que porcentajes superiores pueden generar uniones
excesivamente fuertes y favorecer amplificaciones inespecificas durante los primeros ciclos
de PCR. En el caso de la terminacion en el extremo 3°, Sharma M™ y Bustin S, et al.”
recomiendan que los iniciadores concluyan en G o C, pero sin mas de cuatro repeticiones
consecutivas de estas bases para evitar auto complementariedad y formacion de autodimeros.
Asimismo, la ausencia de estructuras secundarias como dimeros y horquillas es un requisito

que comparten Mardalisa S, et al.* y Fulghum B, et al.’®.

En cuanto a la energia libre de Gibbs, la literatura no establece un rango universal para la
hibridacién cebador-molde, aunque se acepta que valores mas negativos reflejan una
interaccion mas estable. Yuan J, etal.”’, al desarrollar Ultiplex, validaron experimentalmente

un umbral de -10 kcal/mol como predictor fiable de amplificacién especifica. En su
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experimento, disefiaron cinco conjuntos de primers con diferentes valores de corte de AG y
evaluaron su tasa de amplificacion precisa. Los resultados mostraron que los primers con un
valor de AG superior a -10 kcal/mol tuvieron una tasa de amplificacion precisa del 100%.
En contraste, para los primers con valores de AG en los rangos de -10a -11, -11a-12,-12 a
-13 y menores de -13 kcal/mol, las tasas de amplificacion precisa disminuyeron a 90%, 70%,

70% y 70%, respectivamente.

De manera similar, Fulghum B, et al.”® penalizan en su software DeGenPrime los primers
con AG inferior a -3 kcal/mol, reduciendo su puntuacion sin excluirlos completamente.
Afectando de esta manera su posicion en el listado de seleccion. Por su parte, la eleccion del
umbral AG > -9 kcal/mol en el presente trabajo, se encuentra dentro del rango demostrado
por Yuan J, et al.”” aunque los resultados del analisis de iniciadores estuvieron fuera del
rango establecido. Sin embargo, es importante referir que el parametro de AG va a depender

del contexto experimental.

En relacion a la obtencién de amplicones mediante herramientas bioinformaticas como
MFEprimer, esta puede verse limitada por diversos factores, entre ellos la naturaleza
fragmentada del ADN viral, la variabilidad genética del CMV vy la longitud del amplicon
disefiado. Naegele et al.”® sefialan que la falta de estandarizacion en el tamafio del amplicon,
sumada a la fragmentacién y desproteccion del genoma viral en plasma, puede comprometer
la comparabilidad de los resultados obtenidos por PCR. Por lo tanto, proponen establecer
una longitud de referencia para los amplicones, recomendando que se mantenga alrededor
de 100 pb, a fin de mejorar la comparabilidad entre ensayos cuantitativos (QNAT) de carga
viral de CMV.

En la misma linea, Leuzinger K y Hirsch H'. explican que tanto la longitud del amplicon
como la integridad del ADN y la presencia de polimorfismos en las regiones diana son
variables que afectan directamente la sensibilidad y exactitud de las pruebas PCR. En
particular, se ha observado que amplicones mas cortos, <150 pb, permiten una deteccion

mas sensible del virus, especialmente en casos con baja carga viral.

Ademas, se debe tener en cuenta la fragmentacion del ADN del CMV presente en plasma,

que mayoritariamente se encuentra en forma no encapsulada, lo cual implica que es
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altamente susceptible a la degradacion. Esta condicion afecta de manera critica la etapa pre-
analitica, haciendo imprescindible un manejo rapido y cuidadoso de las muestras para evitar
la pérdida de material genético. Incluso se ha reportado que el tratamiento con DNasa-I,
enzima que degrada el ADN libre, puede hacer indetectables las cargas virales en varios
ensayos de PCR, confirmando la naturaleza libre y fragmentada del ADN viral en

circulacion’®.

Asi mismo, la diversidad genética del CMV también interfiere en la precision de la PCR. La
presencia de polimorfismos en las regiones blanco de los primers puede disminuir la
eficiencia de hibridacion y afectar negativamente la sensibilidad del ensayo, generando sub-
cuantificaciones o resultados falsamente negativos. Esto se relaciona directamente con los
hallazgos del presente estudio, en el cual no fue posible detectar algunos amplicones con
MFEprimer debido a que esta herramienta se limita a un subconjunto de accesos FASTA del
GenBank y no cubre toda la variabilidad genomica del virus. Asimismo, se observo que
secuencias disefiadas para regiones circulares (como circRNASs) tampoco fueron detectables
por MFEprimer o BLAST, dado que estos softwares solo aceptan entradas de secuencia

lineal.
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Iniciadores recopilados con caracteristicas Optimas en la identificacion de

Citomegalovirus por PCR

La comparacion de los pardmetros técnicos permitié constatar qué pares de cebadores
cumplen con los criterios de disefio mas estrictos para la deteccion de HCMV mediante PCR.
A partir de esta evaluacion basada en los criterios de la Tabla 2, se obtuvo un listado de
iniciadores clasificados en categorias de desempefio de acuerdo al nimero de criterios
cumplidos: éptimo (7 —9), suboptimo (5 - 6) y no dptimo (<5) (ver Anexo 8). Lo que facilito
la identificacion de aquellos iniciadores considerados ptimos y, por tanto, mas adecuados
para conformar una lista confiable que sirva para una base de datos orientada al diagnostico

molecular del virus. Los resultados de esta clasificacion se encuentran en la Tabla 7.
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Tabla 6. Iniciadores 6ptimos recomendados para la deteccion de HCMV mediante PCR.

o T o™ S £ -
Regiones 2 5 g g 2 8 = AG B g o8 &
Q ~ e = —
o Iniciador F (Fordward) Iniciador R (Reverse) §’ & 3 2 = Q 20 (kcal/mol) ’% = e 3 § Autor
génicas 3 o ¥ 8§ © % < £ g- = % §
e [
F R F R F R & F R © -
6622
UL111A CATCATAACATAAAGGACCACCTAC CTGAGACAGCCGACTAATCAC 25 21 C C 40,00 52,38 58,25 -23,32 -22,00 . 0 0 7
662
27 Berg C. etal,
UL146 CCGGGAATACCGGATATTACG CAGCACTTCCTGACGATTG 21 19 G G 5238 5263 5759 -21,72 -20,19 W 0 0 7 20167
387°
us28 CCGCTCATATAGACCAAACC AGGGAGTTGTGATCTAGGAG 20 20 C G 50,00 50,00 56,03 -2019 -19,77 W 0 0 7
Dong N. et al,
UL55 TGGTGTGATGGAGTGGAAC TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC 19 20 C C 5263 55,00 59,41 -20,19 -22,43 414* 0 0o 7 20205
Vasiljevic T. et al,
IE CGCTCACATGCAAGAGTTAATCTTC AACTCGGTAAGTCTGTTGACATGTATG 25 27 C G 44,00 40,74 61,54 -2549 -26,68 107° O 0 8 20245
183°
uL83 CCAGCGTGACGTGCATAAAG TCGTGTTTCCCACCAAGGAC 20 20 G C 5500 5500 6055 -2252 -22,18 W 0 0 8
137° Rozman B. et al,
uL32 GGTTTCTGGCTCGTGGATGTCG CACACAACACCGTCGTCCGATTAC 22 24 G C 59,09 5417 64,45 -2545 -27,14 ? 0 0 8 20297
a
1172
RNA 2.7 TCCTACCTACCACGAATCGC GTTGGGAATCGTCGACTTTG 20 20 C G 55.00 50,00 58,54 -21,74 -21,02 F 0 0 8
Rajendiran P. et
MIE TGTGTTTAGGCCCGAGACAC TGAGGGATTCTTCGGCCAAC 20 20 C C 5500 55.00 6052 -22,16 -22,07 128 O 0 8

al, 2021%
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Vankova O. et al,

gN TGGTGTGATGGAGTGGAAC TAGCCTTTGGTGGTGGTTGC 19 20 C C 5263 5500 5941 -20,19 -2243 414 0 20235
18632 Jiang J. et

UL74  TGGTGTGATGGAGTGGAAC AACGGTAGATGAGCAGCAAAACGAC 199 25 C C 5263 4800 6101 -2019 -2739 ______ 0 | 201757
1905° al,

Nota: a. Cepa Towne, b. Cepa Merlin.

63



ANALISIS

En la Tabla 7 se presentan los iniciadores que, segun el analisis in silico, se perfilan como
candidatos tedricamente Optimos para la deteccion de Citomegalovirus mediante PCR. Sin
embargo, es necesario validar experimentalmente su eficiencia, especificidad y limite de
deteccion antes de su uso diagndstico. Del total de 50 pares analizados, solo el 24 % cumplid
con los criterios considerados como Optimos mientras que el 46 % se clasificO como

suboptimo y el 30 % restante como no 6ptimo (ver Anexo 8).

Los iniciadores categorizados como Optimos se dirigen a regiones target importantes en el
CMV, ya sea por su funcion estructural o participacion en el ciclo replicativo, sirva como
ejemplo, el gen UL55 que codifica la glicoproteina B y UL74 que codifica la glicoproteina
O, ambas implicadas en la entrada del virus a la célula. En cambio, el gen UL83 y UL32 que
codifican las fosfoproteinas 65 y 150 respectivamente, se encuentran en el tegumento que

forma parte de la nucleocapside viral.

DISCUSION

Los genes seleccionados in silico como blancos “optimos” (UL83, UL32, IE, UL55, RNA2.7
y gN) coinciden con los momentos de expresion mas relevantes del ciclo vital del CMV. Ye
L. et al.2® manifiestan que los genes inmediatos tempranos, como UL123 y UL122, que
codifican las proteinas inmediatas tempranas, junto con genes de expresion tardia como
UL83 y UL32, son fundamentales en el ciclo vital del HCMV, y su expresion esta
estrictamente regulada para garantizar la replicacion viral exitosa. Este patron respalda la
utilidad diagnéstica de los iniciadores identificados como Gptimos en este trabajo, los cuales
abarcan tanto regiones de expresion temprana, indicativas de infeccion activa inicial, como

de expresion tardia, representativas de la fase de ensamblaje viral.

De forma similar, Rozman B, et al.?® reportan que durante la fase litica de la infeccion tanto
el gen UL83 como UL32 alcanzan su pico de transcripcion a las 48 y 72 horas y que por el
contrario su expresion se ve reducida por la presencia de inhibidores como foscarnet que
bloguean la replicacion del ADN viral. Lo descrito confirma que estos genes son de
expresion tardia. Por su parte, Tai-Schimiedel et al.*® sefialan que el RNA 2.7, parte del
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grupo de RNAs largos no codificantes (IncCRNAS), se expresa de manera abundante durante
infecciones liticas en fibroblastos, superando en cantidad los niveles de otros genes virales
y aungue su funcién ain no estd muy clara es evidente su importancia dada su expresion
cuantiosa y conservacion genodmica al estar codificada por una region estable del HCMV.
En este contexto, los iniciadores dirigidos a genes inmediatos tempranos podrian ayudar a la
identificacion temprana de CMV mientras que iniciadores dirigidos a genes tardios serian
de utilidad para reconocer una posible reactivacion de la infeccion, a menos que el paciente
esté bajo tratamiento con inhibidores como el mencionado foscarnet, mas es importante

aclarar que esta posibilidad requiere de validacion experimental.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

La revision bibliografica permitié recopilar y presentar de forma ordenada un listado
de los iniciadores empleados en la deteccion de CMV junto a aspectos como las
regiones génicas, cepa de referencia, nimero de acceso y el sitio de amplificacion.
En su mayoria, las regiones génicas blanco corresponden a genes conservados, como
UL83, UL54 y UL97, respecto a las cepas observadas, resalté el tipo Merlin con una
recurrencia notable que sugiere su empleo habitual como cepa de referencia en
distintos estudios dirigidos a la deteccion de CMV. Del mismo modo resulta
importante mencionar que, la diversidad de las cepas virales descritas denota el alto
grado de polimorfismo de CMV, lo cual debe ser considerado durante la seleccion
de iniciadores. Es asi como los hallazgos encontrados que poseen el respaldo
cientifico de los articulos revisados y la organizacion de la lista presentada
proporciona una referencia inicial para aquellos trabajos enfocados en la deteccién
de CMV mediante PCR, omitiendo la necesidad de repetir el proceso de busqueda

desde cero.

Las herramientas bioinforméaticas MFEprimer y Primer BLAST facilitaron el analisis
de los parametros técnicos de los iniciadores como la longitud, temperatura melting,
contenido porcentual de GC, AG, base en el extremo 3’ y posible formacion de
estructuras secundarias como dimeros y horquillas. Los valores obtenidos junto a su
respectiva interpretacion permitieron evaluar in silico el rendimiento teorico de la
PCR, ayudando a anticipar posibles interferencias y orientar la seleccion de
iniciadores. Aungue varios pares se ajustan a los rangos, descritos por la literatura
como favorables, otros presentan valores fuera de los limites establecidos, sin
embargo, esto no implica que carezcan de utilidad puesto que los iniciadores
provienen de articulos donde fueron aplicados de manera préactica en el laboratorio.
Ademas, es importante sefialar que los resultados alcanzados son computacionales y,
en consecuencia, poseen un valor exclusivamente predictivo, asi que para determinar
la eficiencia real de los iniciadores en funcién de los parametros técnicos es necesaria

una validacion experimental.
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Al comparar los resultados obtenidos del analisis bioinformatico, se obtuvo un
conjunto de 11 pares de iniciadores clasificados como optimos. Los iniciadores de
esta lista estan dirigidos a regiones target que poseen relevancia estructural y
funcional en el proceso de replicacién de CMV, como es el caso de los genes UL83,
UL32, UL55, genes inmediatos tempranos y otras regiones importantes como
RNAZ2.7. En adicion, la presentacion de este nimero reducido de iniciadores es un
recurso préctico que permite acortar el tiempo destinado a la busqueda y seleccién
de iniciadores que cumplan criterios considerados como favorables. Sin embargo,
esta clasificacion se trata de un referente tedrico basado en un analisis in sillico,

siendo necesaria la validacion experimental.
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ANEXQOS

Anexo 1. Representacion circular del genoma de HCMV que ilustra la variabilidad
nucleotidica y las zonas con multiples alelos.
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Anexo 2. Resultados de Primer Blast en la determinacion de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 6.

m National Library of Medicine

Login
National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » 408 10190808 fQvdlyUiMSax iC3eswdpGnRHA

Primer-BLAST Results €

Edit search
Input PGR template %17403.1 Human cytomegalovirus strain AD169 complete genome

Range 81878 - 82479
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Messenger RNA
Reference Sequences (Organism limited to Homo sapiens)

Other reports  >Search Summary

— Graphical view of primer pairs

O Sxmeaic | Fd MESEJICY T @ i = T

HoTools v | L Tracks + & 7 -

[s2.500 [ezsse ez 500 ) [se.7e0 |

o0 x

(Uy Priuer pairs for job 1907E09FQvdlyUEHSee]_iCIcswapGuRaL

3 ek [ezaso [s2.100 [s2,150 o200 p2.z50 52300 [s2350 o200 52,450

[2,500 [ezsse [z 500 e85 |s2.7e0. |
¥17403.1: 82K, 83K (762 nt)

" £ Tracks shown: 3j9

— Detailed primer reporis

Primer pair 1

Sequance (525} Template strand Length Start  Stop  Tm  GC%  Self Self @
Forward primer CGCGGCAATCGGTTTGTTGT Plus. 20 81879 81898 6273 65500 &00 100
Reverse primer CGAGAAGAATGTCACCTGLT Minus 20 82479 82460 6864 65600 3.00 200
Product length &0

Anexo 3. Resultados de Primer Blast en la determinacién de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 40.

| Library of Medicine

Login
mation

Primer-BLAST » b 0:zs00H 7012 tyCyL diEgFfIFbI6 2g8vews

PrimerBLAST Results €

it PGR template

KP745723.1 Human herpesvirus § strain BE/37/2011, complete genome
Range 106324 - 108800
Specificity of primers Brimers may not be specific ta the input PCR template as targats were found in s
Reference Sequences (Organism hmited to Homa sapiens)...help on specific primer
Other reports & Search Summary

elected database: NCBI Messenger ANA

ey
[0} Primer paics £ok 30b Ze00HT01sT2XEYCYLATEGFEI M6 ZySvey oox
Priner |- pa—

hoe 250 e

|00 | |seesso
KPT45723.1: L0BK.. 107K (819 nt)

sap 106,450 106,500, osis50, 108 500 105 550, 105, 7om 15,750 uos,son o6 850

& acks showe 37

— Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (83} Template strand Length Stat  Swop  Tm  GC%  Sell complementarity Belf 3" complementarity
Forwardpmer  AGTCOATTCGGTCORTCAAC Plus kg 106926 106344 6011 5500 500 2
Raversa piimér  CCACCCTCAATAGCCTTTGGT Minus. 2 06767 106767 5999 5288 500 100

Productlangth 463

00 patantially unintended templatas
1 PREDICTED: Homo saplens cadherin B (CDHB), transcript variant X1, mANA

Length = 293

Reverse primer 1 CCACCCTCAATABCCTTTORT 21
Template 9333 AL e AT, 9313
Reverse primer 1 CCACCCTCARTAGCCTTTRGT 21
Template o841 T.T.T..... G....oilC. 8861
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Anexo 4. Resultados de Primer Blast en la determinacion de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 42.

National Libr:

National Center for Biotechnology Information

ry of Medicine

Leg in

Primer-BLAST » JoB IDz224x1jnvUoycU900hRrRigPenQYHBF pFA

Primer-BLAST Results &

Ediit search

Input PCR template F1527563,1 Human herpesvirus 5 strain AD169, complete genome
Range 107787 - 108400

specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no ather targets were found in selected database: NCBI Messenger RNA
Reference Sequences (Organism limited to Homa sapiens)

Other reports  >Search Summary

Graphical view of primer pairs

Ao Tocls | B racks - & 7 -

Y
o0

Herpes IL74
UL74h I
AC082067.2 R —
(U) Priner pairs for job 2224¢1inVU9ycUI0QHRIR] gPenQVHGFRFA W o ouw
Priner
[187. 708 167758 167 508 [te7 56 167568 [te7.950 168 K 1o s 165 109 fto5.156 108,208 jto8.2568 198,308 jto.358 195 498 19845

FI527563.1: 10BK.. 108K (796 rt) " ¥ Tracks shown: 3i11

— Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5-+5) Template strand Length Stat  Stop  Tm  GO%  Self self
Forward primer  GOTCATGGOGTTAACCAGGTA Plus 21 107788 107808 6041 5288 600 .00
Reverse primer  ATAATCGTCCTTGGAGGGGO Minus 20 108368 108349 £9.23 5600 400 200

Product length 581

Anexo 5. Resultados de Primer Blast en la determinacion de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 45.

National Library of Medicine

Login
National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » JoB inrsvxizByPiasz] Nase-U-whetioxbverw

Primer-BLAST Results €)

Edit search

Input PGR template
Range

specificity of primers

F1527563,1 Human herpesvirus 5 strain AD169, complete genome
107767 - 108367

Primer pairs are specific to input template as no ather targets were found in selected database: NCBI Messenger RNA

Reference Sequences (Organism limited to Homa sapiens)

Other reports > Search Summary

pai

Meia 0 @ e == T
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AoTods | pTacksw & 7 -

T Herpss LL74
UL746
ACoszes7.2 E—
(U} Priuer pairs for job r6VXEZBYPfAaziiLNasc-U-uDetioxbiTu W oo ouw
Priner
[te7.700 107750 |167.500 [107 350 |io7.508 |te7.350 105 K 105,050 05,100 105,150 105,208 108250 125,300 |10z 350 105,400 It

FI527563, Lt 108K, 108K (755 nt) " & Tracks shonn: 3112

— Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5->3) Template strand Length  Start Stop. Tm  GC%  Self Self '
Forward primer GCTCATGGUGTTAACCAGG Plus 19 107788 107806 &890 5789 600 .00
Reversa primear TAATCGTCCTTGGAGGGGET Minus 2 108367 108348 6033 5500 400 100

Product length 580
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Anexo 6. Resultados de Primer Blast en la determinacion de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 46.

m National Library of Medicine Log in

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » 408 10:suowsxbnenscewFobBRFRhYPYHQ7ZHESpOg

Primer-BLAST Results @

Edit search

Input PCR template KF297339,1 Human herpesvirus § strain TB40/E clone Lisa, complete genome
Range 108540 - 109002

specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Messenger RNA
Reference Sequences (Organism limited to Homo sapiens)

Other reports  »Search Summary

A Tools ~ |4 Tracks - | & 7 -

—
AEQ47306 1 I —
(U} Primer pairs for job 3U0W6Xbne0SccWFOLBRFRETPVH]THESpOg T (e
Priner
|16 500 [185 558 [15 500 ies B50 [105.720 [t 750 165, 500 05,558 165, 500 [168.558 [t K (185,650
KF297339.11 108K, 109K (601 nt) " &¥ Tracks shown: 3/

— Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (553} Template strand  Length Stat  Sop  Tm  GC%  Self Self 3’
Forward primer  GCTCAT GGEGTTAACCAGE Flus 19 108541 108559 5890 5789 600 a0
Reverse primer  AGGCAACACGT TAAAAAT CTTACT Minus 24 109002 108979 5737 9393 500 100

Froductlength 462

Anexo 7. Resultados de Primer Blast en la determinacién de parametros técnicos del par de
cebadores nimero 47.

m National Library of Medicine Login

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » 408 Ip6q-sPhiofisyiDM_azU_oeSxeyqpN7Raw

Primer-BLAST Results @

Ecit search

Input PGR template GU179288,1 Human herpesvirus § strain US, complete genome
Range 108072 - 108380

ity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Messenger RNA
Reference Sequences (Organism limited to Homa sapiens)

Other reports > Search Summary

Graphical view of primer pairs

3 GU179288.1 - | Find: yeapla =@ @ = = R Tooks - | Qe Tracks - D P ~
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GU179288.1: 108K. . 108K (401 nt) ¥ Tracks shown: 3/1

— Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequance (5-+8} Template strand  Length Start  Stop  Tm GC%  Self Self 8’
Forward primer  GETCATGGCGT TAACCAGG Plus 19 108073 108081 5800 5783 600 .00
Reverseprimer  ATAATCAAACGGCT CAGAAAATCA Minus 24 108380 108367 6734 3333 200 100

Productlength 308
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Anexo 8. Categorizacion de pares de cebadores.

Item Longitud de extrzrarfs g'ncec:n G C(S/r(];ec?eic:lcc))zn T° melting de 42 AG =29 Contenido en Amplicon de 2;22:5:59 tt’é\:::ﬂ:)ci)rsé:[]):it;:js Clasificacion
18 a 36 pb 0C 60% a65°C kcal/mol G/C de 40 a 60% 80 a 200 pb secundarias cumplidos/9

1 Si Si Si Si No Si No Si 7 Optimo

2 si si si si No Si No si 7 Optimo

3 Si Si Si Si No Si No Si 7 Optimo

4 Si No Si Si No Si No Si 5 Subdptimo
S Si Si Si Si No Si No No 6 Subdptimo
6 Si No Si Si No Si No - 4 No 6ptimo
7 Si No Si Si No Si No - 4 No 6ptimo
8 Si No Si Si No Si No — 4 No 6ptimo
9 Si Si Si Si No Si No Si 7 Optimo

10 si si si Si No Si Si si 8 Optimo

1 Si Si No Si No No No = 4 No 6ptimo
12 Si Si No Si No No No — 4 No dptimo
13 Si Si No No No No No = 3 No 6ptimo
14 Si No Si Si No Si Si Si 6 Subdptimo
15 Si Si Si Si No Si Si Si 8 Optimo

16 Si No Si Si No Si si Si 6 Subéptimo
17 si Si Si Si No Si Si Si 8 Optimo

18 Si Si Si Si No Si Si Si 8 Optimo

19 Si No No Si No No Si Si 4 No 6ptimo
20 Si Si No Si No No Si Si 6 Suboptimo
21 Si No Si Si No Si Si Si 6 Subdptimo
22 Si No Si Si No Si Si Si 6 Subdptimo
23 Si No Si Si No Si Si Si 6 Subdptimo
24 Si No Si Si No S Si Si 6 Subdptimo




25 Si No Si Si No Si Si Si 6 Subdptimo
26 Si Si Si Si No Si Si Si 8 Optimo

21 si Si Si Si No Si Si Si 8 Optimo

28 Si No Si Si No Si No Si 5 Subéptimo
29 Si No Si No No Si No Si 4 No 6ptimo
30 Si No No No No No Si Si 3 No 6ptimo
31 Si No No Si No No No Si 3 No 6ptimo
32 Si No Si Si No Si Si Si 6 Suboptimo
33 Si Si Si Si No Si No - 6 Suboptimo
34 Si No Si Si No Si Si - 5 Subdptimo
35 Si No Si Si No Si Si = 5 Suboptimo
36 Si Si Si Si No Si No No 6 Subdptimo
37 Si Si Si Si No Si No = 6 Subdptimo
38 Si No Si Si No Si No Si 5 Subéptimo
39 Si Si Si Si No Si No Si 7 Optimo

40 si No si si No Si No - 4 No optimo
41 Si Si Si Si No Si No Si 7 Optimo

42 Si No Si Si No Si No - 4 No 6ptimo
43 Si No Si Si No Si No Si 5 Suboptimo
44 Si No Si Si No Si No Si 5 Subdptimo
45 Si No Si Si No Si No = 4 No optimo
46 Si No No Si No No No — 2 No 6ptimo
47 Si No No Si No No No = 2 No 6ptimo
48 Si No Si Si No S No Si 5 Subdptimo
49 Si No Si No No Si Si Si 5 Subéptimo
50 Si No Si si No Si si Si 6 Subdptimo
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