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RESUMEN
Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) se consideran el principal motivo de consulta
médica en México y el mundo, en algunos casos pueden comprometer la salud de las personas,

especialmente cuando se trata de pacientes pediatricos y adultos mayores.

La etiologia de las IRAs incluye una amplia variedad de virus y bacterias. Uno de los grandes
retos en el diagnostico actual es identificar especifica y oportunamente el agente causal, por ello
en el presente trabajo se planted el disefio de una PCR multiplex capaz de diagnosticar a los

principales agentes etiologicos de las IRAs en nuestro pais.

Para lograr esto, se hizo uso de herramientas bioinformaticas y bases de datos disponibles que
permitieron trabajar con las secuencias de los agentes etioldgicos seleccionados. Inicialmente
se identificaron biomarcadores para cada uno de los patdgenos con base a la bibliografia
reportada, se hizo una busqueda y seleccién de las secuencias de trabajo en la base de datos del
NCBI y de la plataforma GISAID, y se llevaron a cabo alineamientos multiples en el programa
Clustal Omega para identificar regiones conservadas, posteriormente se utilizaron los
programas Oligo Analizer y Oligo Explorer para disefiar primers universales capaces de
identificar las regiones seleccionadas anteriormente. Con el fin de ajustar los primers a una
reaccion simultanea y diferenciar los segmentos en una electroforesis en gel de agarosa, estos
se disefiaron para generar amplicones con una diferencia minima de 20 pb entre cada uno de
ellos y con una Tm de entre 56°C y 58°C. A continuacién, los primers se analizaron en la
plataforma BLAST en donde se aseguré un alineamiento especifico con las secuencias de interés

y no con secuencias que pudieran interferir con la especificidad de la prueba molecular.

Se disefid un pldsmido recombinante designado como control positivo en el programa
SnapGene, para ello se utilizo el vector de clonacién pJET1.2 al cual le fueron insertadas las
secuencias de los segmentos identificados por los primers, asi como el gen de la subunidad beta

de la hemoglobina humana (secuencia de referencia NCBI: NG_059281.1).

Ademas, se establecieron los tiempos de amplificacion y los reactivos necesarios para la PCR
multiplex utilizando el kit comercial LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR de New England
Biolabs®. Finalmente se llevd a cabo una simulacion de una electroforesis en gel de agarosa al

2.5% en SnapGene, en donde se visualizaron los amplicones generados por la PCR multiplex.



MARCO TEORICO
1. Definicion y clasificacion de las infecciones respiratorias agudas (IRAS)

Las infecciones respiratorias agudas son enfermedades transmisibles del aparato respiratorio
que presentan una evolucion clinica menor a 15 dias en la mayoria de los casos y cuya afeccion
puede ir desde los oidos, nariz y garganta, hasta las estructuras mas internas que conforman a
los pulmones. Su etiologia es multivariable, pudiendo ser de origen viral o bacteriano o bien,
una coinfeccién entre ambos (Ferreira et al., 2013; Secretaria de Salud, 2015). El espectro de
afecciones que causan estas enfermedades va desde infecciones asintométicas o leves hasta
cuadros mas graves y fatales, dependiendo en gran medida del patégeno responsable, asi como

de factores ambientales y del propio huésped (Secretaria de Salud, 2012).

Las IRAs se clasifican en infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS) e infecciones del
tracto respiratorio inferior (ITRI); las ITRS afectan la nariz, los senos nasales, la faringe, la
laringe, el oido medio y las vias respiratorias grandes (Thomas & Bomar, 2020), por lo que las
afecciones mas comunes son la nasofaringitis (resfriado comun), sinusitis, faringitis,
amigdalitis, laringitis y epiglotitis (Jang & Chun, 2021). Por otro lado, las ITRI afectan la
traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos (Simoes et al., 2006), causando cuadros clinicos que
van desde una bronquitis aguda hasta enfermedades mas graves como la influenza y la neumonia
(Polat & Yucel, 2021; Walter & Wunderink, 2018). La Figura 1 muestra la divisién anatémica

del sistema respiratorio humano.

VIAS AEREAS INFERICRES |
Al

VIAS AEREAS SUPERICRES

Figura 1. Anatomia general del aparato respiratorio humano. Se pueden observar las estructuras anatomicas
basicas que conforman el tracto respiratorio superior e inferior. Tomado de Enciclopedia de Conocimientos

Fundamentales UNAM-siglo XXI (p. 520), por Escamilla et al., 2010, UNAM.



2. Panorama epidemioldgico de las IRAs
Las IRAs son las enfermedades méas comunes en todos los seres humanos (Widhidewi et al.,
2020). Se encuentran entre las tres primeras causas de morbimortalidad en la poblacion general,
y son la primera causa de mortalidad en menores de cinco afios en paises en vias de desarrollo
(Chirinos et al., 2021). Las infecciones de las vias respiratorias altas son las de mayor
frecuencia. Sin embargo, las infecciones de las vias respiratorias inferiores, son una de las
principales causas de muerte en el mundo, con mas de 4 millones al afio (Foro de las Sociedades

Internacionales de Enfermedades Respiratorias, 2017).

Se estima que en el mundo la influenza provoca entre 3 y 5 millones de casos de enfermedad
grave y entre 290 000 y 650 000 muertes (World Health Organization, 2018). La actual
pandemia de COVID-19 causada por el SARS-CoV-2 ha dejado hasta el momento un total de
628 184 448 de personas infectadas alrededor del mundo y un saldo de 6 580 107 de
fallecimientos por dicha causa (Johns Hopkins University, 2022. Consultado el 25 de octubre
del 2022).

De acuerdo con los reportes de la Secretaria de Salud en México en el afio 2021, las IRAs
representaron la primera causa de enfermedad notificada en todo el territorio mexicano, con un
total de 10 477 481 casos registrados mediante el Sistema Unico de Informacion para Vigilancia
Epidemioldgica (SUIVE). La COVID-19 fue la cuarta causa de enfermedad con 2 526 649
casos, mientras que la influenza (213 666 casos), las faringitis y amigdalitis estreptocécicas (138
184 casos) y las neumonias y bronconeumonias (127 194 casos) se ubicaron en los lugares 14,
16 y 18 respectivamente (Secretaria de Salud, 2021). En la Tabla 1 se presentan las veinte

principales causas de enfermedad registradas durante el 2021en la poblacion mexicana.

En cuanto a la mortalidad de las enfermedades respiratorias, en la nota técnica sobre las
caracteristicas de las defunciones registradas en el afio 2020 del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) se observé que dentro de las 10 principales causas de muerte, la COVID-
19 se ubic6 como la segunda causa con 200 256 muertes, mientras que la influenza y neumonia

ocuparon el lugar nimero 5 con 58 038 defunciones (INEGI, 2021).



Tabla 1. Veinte principales causas de enfermedad nacional por fuente de notificacion. Estados Unidos
Mexicanos 2021

Cadigo de la lista Fuente de notificacion
Nimero Padecimiento detallada CIE10a. IMSS TOTAL
R SSA IMSS Ord  ISSSTE Bienest. DIF PEMEX SEDENA  SEMAR OTRAS
1 Infecciones respiratorias agudas* ~ 0070% 20, 2L excepo 020V 3056237 3045896 481464 603082 169209 43427 41843 17051 3019177 10477481
2 Infecciones de vias urinarias N30, N34, N39.0 901 323 1024515 159 407 215197 21471 19 640 16 382 5987 523 092 2886014
Infecciones intestinales por otros g
3 organismos y las mal definidas AD4, A08-AD9 excepto A08.0 681 775 720 007 158 261 116 437 48 870 13 463 17701 6109 1063112 2825735
4  COVID-19 U07.1,U07.2 1189745 1131759 60 981 17 622 264 11678 10370 3894 100 336 2526 649
5 Ulceras, gastritis y duodenitis K25-K29 285 941 213 036 60 223 57 462 7878 2532 5878 1995 236 230 871175
6  Gingivitis y enfermedad periodontal K05 182 327 245 350 33774 40 540 3083 5209 1556 1805 66 886 580 530
7 Hipertension arterial 110-115 115 364 185 245 75473 13345 2707 2033 7524 2618 91 684 495 993
8  Obesidad E66 103 419 250 502 39989 19 069 1464 1810 5314 2303 65 851 489 731
9 Vulvovaginitis N76 232537 68 139 15169 76 623 1637 358 2999 463 76 929 474 854
10  Conjuntivitis H10 92 398 188 008 26 789 20111 4092 4148 4382 1326 114 062 455 316
Diabetes mellitus no
insulinodependiente (Tipo I1) E11-E14 110598 133473 74 864 12 205 1986 1490 5739 2146 60 472 402 973
12 Otitis media aguda H65.0-H65.1 126 809 47894 26 503 29027 8006 852 2406 1219 202 010 401 626
i R R T632, X2 194 642 32644 3115 25516 73 87 206 100 7881 264 264
14 Influenza 09-011 174 444 15649 883 72 3 86 19 158 22352 213 666
15  Insuficiencia venosa periférica 187.2 21224 83387 13 286 3130 560 583 2777 362 27982 153 291
Faringitis y amigdalitis .
16 R 02.0-103.0 51 866 3918 6316 4200 3473 18 1112 1367 65914 138 184
17 Accidentes de transporte en V20-V29, V4079 52390 3358 3914 4911 72 333 482 136 63695 129 291
vehiculos con motor
18  Neumonias y bronconeumonias J12-J18 excepto J18.2, 113 Y J14 46 058 38910 14 843 2477 319 403 2150 1086 20948 127 194
19  Candidiasis urogenital B37.3-B374 44 690 12113 4799 36 994 1263 150 864 100 17116 118 089
20  Amebiasis intestinal AD06.0-A06.3, A6.9 42125 22848 6679 19295 2224 148 491 203 19182 113195
Total 20 principales causas 7705907 7423551 1266732 1316325 278744 108448 130 195 50 428 5864 921 24145251
Otras causas 625 311 390 425 101 460 66 791 7760 7350 11806 4134 219 500 1434537
Total Global 8331218 7813976 1368192 1383116 286504 115798 142 001 54 562 6084 421 25579788

Nota. * De acuerdo con la Secretaria de Salud, dentro de la lista de afecciones clinicas que se engloban dentro de
las IRAs, se encuentran la rinofaringitis, sinusitis, faringitis, amigdalitis, laringitis, traqueitis, epiglotitis,
laringotraqueobronquitis, bronquitis y bronquiolitis. Es importante aclarar que si bien la COVID-19, la influenza,
las faringitis y amigdalitis estreptocdcicas y las neumonias y bronconeumonias se ubican por separado dentro de la
lista, estas afecciones clinicas también forman parte de las IRAs. Modificado de 20 principales causas de
enfermedad  nacional por fuente de notificacion, por  Secretaria de  Salud, 2021,

https://epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/2021/principales/nacional/institucion.pdf

Durante el primer semestre del 2021, la COVID-19 fue la primera causa de muerte en el pais
con 145 159 defunciones, superando a las muertes ocasionadas por las enfermedades del
corazén, mientras que la influenza y neumonia se ubicaron en el quinto lugar con 20 956
fallecimientos (INEGI, 2022). Hasta el dia de hoy se han confirmado 7 082 545 casos y 330 048
defunciones por COVID-19 en nuestro pais (Secretaria de Salud, 2022, Consultado 27 de
septiembre de 2022).

3. Principales patdgenos responsables de las IRAs en México
Del 80% al 90% de las IRAs son causadas por agentes virales (Chirinos et al., 2021; Nufiez &

Landires, 2021). Los virus de mayor frecuencia son: los virus de la influenza A y B, el virus
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sincitial respiratorio A y B, los virus de la parainfluenza humana tipos 1-4, el adenovirus, los
rinovirus, los enterovirus, el metapneumovirus humano y los coronavirus (Assane et al., 2018;
Das et al., 2018). En general las ITRS son causadas por virus, con algunas notables excepciones
causadas por bacterias especificas como Streptococcus pyogenes (Murdoch et al., 2020).
Atendiendo a la presentacion clinica, la etiologia de las ITRI puede ser de origen bacteriano o
viral. (Polat & Yucel, 2021). Los virus son los responsables de la mayoria de los casos de
bronquitis y bronquiolitis. Por otra parte, la neumonia, que es la forma mas grave de las ITRI es
causada comunmente por bacterias (Guzek et al., 2014). En la neumonia adquirida en la
comunidad (NAC), Streptococcus pneumoniae es el principal responsable, seguido de
Haemophilus influenzae (European Respiratory Society, 2013; World Health Organization,
2019). El patogeno atipico mas comun es Mycoplasma pneumoniae, seguido de Chlamydia

pneumoniae y Legionella pneumophila (Mandell, 2015).

En México existe escasa informacion sobre la epidemiologia en que se presentan estos agentes
infecciosos. Se han realizado diversos estudios para evaluar la incidencia de virus respiratorios
en diferentes poblaciones de nuestro pais. A pesar de que su tasa de aparicion varia dependiendo
la edad y la época del afio, se ha observado que los virus de mayor frecuencia son el virus
sincitial respiratorio y el rinovirus, seguidos de los virus de la influenza Ay B, enterovirus, virus
de la parainfluenza humana, adenovirus y metapneumovirus humano, mientras que los
bocavirus y coronavirus (a excepcion del SARS-CoV-2) son los agentes virales menos
identificados (Fernandes et al., 2017; Ojeda et al., 2016; Wong et al., 2015; Wong et al., 2017).

Por otro lado, la informacidn respecto a la incidencia de las bacterias respiratorias es ain mas
limitada. Por ejemplo, en las cifras emitidas por la Secretaria de Salud sobre los casos y muertes
ocasionadas por neumonia (enfermedad causada principalmente por bacterias) solo se realiza
un registro general sin especificar el agente etioldgico, ademas de acuerdo con datos de los
boletines epidemioldgicos sobre las enfermedades de notificacion inmediata, desde el 2020
hasta lo que va de este afio solo se habia reportado un caso de infeccién por S. pneumoniae
mientras que de H. influenzae no se tiene reporte, lo cual puede obedecer al subregistro
ocasionado por la pandemia de COVID-19. Los datos anteriores contrastan con los datos
emitidos por el Instituto Nacional de Salud Publica, en los cuales durante el 2018 se registraron

29 casos de neumonia asociada a H. influenzae y 91 casos asociados a S. pneumoniae. Para el
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afio 2019, solo se tomd en cuenta la incidencia de neumonia por S. pneumoniae con 129 casos
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2018-2019; Consultado el 14 de julio del 2021). Cabe
recalcar que estos datos no obedecen a un registro nacional, si no a un estudio llevado a cabo en

ciertas instituciones de salud de la Republica Mexicana.

Respecto a M. pneumoniae en México no existe informacion oficial que documente la
implicacion de esta bacteria en la NAC, sin embargo en los ultimos afios ha tomado relevancia
debido a la alta frecuencia en aislamientos de pacientes pediatricos y su implicacion en la
aparicion de complicaciones de la salud (Merida et al., 2017; Merida et al., 2019). En cuanto S.
pyogenes, se ha visto que este patdgeno es el responsable de las faringitis y amigdalitis
estreptococicas, infecciones ubicadas dentro de las 20 principales enfermedades en México
(Secretaria de Salud, 2021).

En la Tabla 2 se muestran los agentes etioldgicos de mayor frecuencia en nuestro pais, de

acuerdo con estudios y boletines epidemioldgicos consultados.

Tabla 2. Principales patégenos causantes de las IRAs en México

Agente Etioldgico Frecuencia (%) Referencia bibliografica
Virus sincitial respiratorio 17.4-335
Rinovirus 17.5-33.0
Virus de la influenza A 29-133
Virus de la influenza B 0.7-10.7 (Fernandes et al., 2017; Galindo et al., 2013; Moreno
Virus de la parainfluenza et al., 2015; Ojeda et al., 2016; Ortiz et al., 2019;
humana (1-4) 35-144 Wong et al., 2015; Wong et al., 2017)
Metapneumovirus humano 3.5-10.6
Adenovirus 22-96
Enterovirus D68 5.8-5.9
SARS-CoV-2 7 082 545* (Secretaria de Salud, 2022)
Streptococcus pneumoniae 129* (Instituto Nacional de Salud Publica, 2019)
Haemophilus influenzae 29* (Instituto Nacional de Salud Publica, 2018)
Mycoplasma pneumoniae 1.2-26.6 (Galindo et al., 2013; Merida et al., 2019)
Streptococcus pyogenes 163 595* (Secretaria de Salud, 2021)

Nota. *No se dispone de la frecuencia de estos agentes, en su lugar se colocan las cifras registradas en los boletines

e informes epidemioldgicos de la Secretaria de Salud y el Instituto Nacional de Salud Publica.
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4. Caracteristicas taxondémicas y morfolégicas de los principales patogenos

respiratorios en México
4.1 Agentes virales

e Virusde lainfluenza Ay B

Los virus de la influenza A y B son los miembros méas importantes de la familia de los
Orthomyxoviridae. Son virus pleomérficos, esfericos, de 80 a 120 nm con un genoma viral de
ARN de cadena sencilla de polaridad negativa. Los virus de la influenza A y B causan una
enfermedad significativa en los seres humanos. Se considera que el virus de la influenza A es
una zoonosis y es clasificado en diferentes subtipos por sus variaciones en la hemaglutinina y

neuraminidasa (Murray et al., 2017; Romero & Feregrino, 2014).
e Adenovirus

Los adenovirus (AdV) son virus de ADN bicatenario con un genoma compuesto por unos 36000
pares de bases cuyo tamafio es suficiente para codificar entre 30 y 40 genes. Pertenecen a la
familia Adenoviridae y se han identificado aproximadamente 100 serotipos, de los cuales 52 son
capaces de infectar al ser humano. Estos serotipos han sido agrupados en siete especies (A-G)
(Murray et al., 2017; Romero & Feregrino, 2014).

e Virus sincitial respiratorio

El virus sincitial respiratorio (VSR) pertenece a la familia Paramyxoviridae, al género
Pneumovirus, es un virus pleomdrfico de 150 a 300 nm y su genoma es de ARN monocatenario
de sentido negativo (Murray et al., 2017; Romero & Feregrino, 2014). Sobre la base de las
diferencias en la antigenicidad y el analisis de las secuencias de nucledtidos, las cepas del VSR
se han clasificado en dos subgrupos antigénicos principales, denominados VSR-A y VSR-B.
(Do et al., 2012)

e Virus de la parainfluenza humana

Los virus de la parainfluenza humana (HPIV) se agrupan en la familia Paramyxoviridae, son
virus esféricos o pleomorficos, de 160 a 300 nm, su genoma es de ARN de cadena sencilla con
polaridad negativa. Existen cuatro especies patdgenas para el ser humano; HPIV 1-4 (Murray et
al., 2017; Romero & Feregrino, 2014). HPIV-1y HPIV-3 son miembros del género Respirovirus
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mientras que HPIV-2 y HPIV-4 pertenecen al género Orthorubulavirus (Branche & Falsey,
2016). Actualmente el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en
inglés) ha designado al HPVI-1 y HPVI-3 con los nombres de Respirovirus humano 1y 3,

mientras que HPVI-2 y HPVI-4 ahora son nombrados como Ortorubulavirus humano 2 y 4.
e Metapneumovirus humano

El metapneumovirus humano (MPVH) pertenece a la familia Paramyxoviridae. Es un virus de
ARN monocatenario, no segmentado y de polaridad negativa, con un tamafio que oscila entre
150 y 600 nm. EI MPVH se ha dividido en dos genotipos principales, Ay B (Murray et al.,
2017; Romero & Feregrino, 2014; Williams & Shafagati, 2018).

e SARS-CoV-2

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, son virus esféricos de 60 a 200 nm y
presentan un genoma de ARN de cadena simple y polaridad positiva (Murray et al., 2017;
Romero & Feregrino, 2014). Se conocen hasta ahora cuatro géneros y se distinguen por el
huésped al que infectan; Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus vy
Gammacoronavirus. EI SARS-CoV-2 pertenece al género de los Betacoronavirus (Aguilar et
al., 2020).

e Rinovirus

Los rinovirus (RV) pertenecen a la familia Picornaviridae y al género Enterovirus, son virus de
tamarfo pequefio con un genoma de ARN de una sola cadena y de polaridad positiva. Los RV
abarcan por lo menos 100 serotipos y constituyen la principal causa de resfriado coman (Murray
etal., 2017; Romero & Feregrino, 2014). Los avances recientes han llevado a la caracterizacién
de los serotipos existentes en tres especies de RV genéticamente distintas, denominadas por las
letras A, By C (Jacobs et al., 2013).

e Enterovirus

Los enterovirus (EV) pertenecen al género Enterovirus dentro de la familia Picornaviridae, son
un género de virus de ARN monocatenario de cadena positiva. Sobre la base de las
caracteristicas antigénicas y genéticas se han descrito 4 especies de EV (A, B, C, D), més

especificamente EV-A, -B, -C y -D, tienen 25, 63, 23, y 5 serotipos diferentes (Andrés et al.,
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2019; Murray et al., 2017; Nikolaidis et al., 2019; Romero & Feregrino, 2014). Ciertos tipos de
enterovirus, en particular el enterovirus D68, se ha asociado con brotes de enfermedades
respiratorias graves en Europa y América del Norte, lo que ocasionalmente ha resultado en una

morbilidad y mortalidad significativa (Harvala et al., 2018).

4.2 Agentes bacterianos

e Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae pertenece al género Streptococcus de la familia Streptococcaceae. ES un coco
gram positivo, encapsulado, agrupado en pares o cadenas cortas. Las células tienen un diametro
de 0.5 a 1.2 um. Esta bacteria es inmovil, anaerobia facultativa, produce a-hemdlisis y crece
formando colonias redondas con un elevamiento en el centro (Murray et al., 2017; Romero &
Feregrino, 2014).

e Haemophilus influenzae

H. influenzae es una bacteria en forma de bacilo o cocobacilo gram negativa, microaerofilica
que puede ser aerobia o anaerobia. Esta bacteria ha sido clasificada en dos grupos principales
basados en la presencia o0 ausencia de la capsula. Las cepas capsuladas se han dividido en seis
serotipos antigénicos (a-f) mientras que las cepas no capsuladas se incluyen en el grupo de H.
influenzae no tipificable. Esta bacteria requiere de los factores X (Hemina) y V (Nucle6tido de
nicotinamida y adenida) para crecer en los medios de cultivo (Murray et al., 2017; Romero &
Feregrino, 2014).

e Mycoplasma pneumoniae

M. pneumoniae pertenece al género Mycoplasma, de la clase Mollicutes. Es una bacteria
pleomorfica, aerobia estricta, que carece de pared celular y que, por lo tanto, no entra dentro de
la clasificacion de Gram. Su tamafio es de aproximadamente 1 um de longitud y 0.1-0.2 um de
ancho, lo que la ubica como la bacteria mas pequefia (Merida et al., 2017; Murray et al., 2017,

Romero & Feregrino, 2014).
e Streptococcus pyogenes

Las cepas de S. pyogenes pertenecen al Género Streptococcus y pertenecen al grupo A de la

clasificacion de Lancefield. Son cocos esféricos de didmetro comprendido entre 1y 2 um que
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forman cadenas cortas en las muestras clinicas y cadenas de mayor longitud cuando crecen en
medios de cultivo. Su crecimiento es dptimo en el medio agar sangre enriquecido. Despues de
24 horas de incubacion se observan colonias blancas de 1 a 2 mm con grandes zonas de B-

hemolisis (Murray et al., 2017).

5. Diagnostico de las IRAs
La presentacion clinica inespecifica de las infecciones respiratorias plantea un desafio
considerable para el diagndstico diferencial de patdgenos. Actualmente existe una amplia gama
de métodos de diagnostico para la identificacion de los agentes causantes de estas infecciones,
sin embargo, varios de ellos presentan desventajas en cuanto a la rapidez, sensibilidad y
especificidad de los resultados. Por ello, resulta importante la busqueda e implementacién de
nuevos métodos que garanticen resultados rapidos y confiables que permitan la instauracion de
una terapia adecuada para el paciente y con ello se reduzca el numero de complicaciones y

muertes derivado de estas infecciones.

5.1 Métodos convencionales

e Cultivo bacteriano y celular.

Durante décadas el cultivo celular se considero6 el estandar de oro para la deteccion de virus
respiratorios (Virus de la influenza Ay B, VSR, AdV, HPIV) mediante la observacion del efecto
citopatico. Este método es ventajoso para aislar una amplia variedad de virus, incluyendo
aquellos que son nuevos o desconocidos, sin embargo, toma dias e incluso semanas en obtenerse
un resultado, ya que después del aislamiento hay que aplicar métodos serolégicos 0 moleculares
para identificar al virus. Se han hecho modificaciones a esta técnica, como el cultivo en Shell-
vial, el cual ha incrementado la sensibilidad del método (73 % - 87 %) y ha reducido los tiempos
de respuesta a 24 horas, pero a pesar de estas ventajas existen virus respiratorios como los
coronavirus y rinovirus que son dificiles de cultivar y por lo tanto presenta una gran variabilidad
en la obtencién de los resultados (Das et al., 2018; Murdoch et al., 2020).

El cultivo bacteriano se considera una herramienta fundamental para los laboratorios de
diagndstico microbioldgico (Murdoch et al., 2020). Sin embargo, su sensibilidad se ve reducida
cuando la muestra ha sido tomada después de la instauracion de la terapia antibiotica o no se ha
realizado un correcto cribado con la tincion de Gram, ademas, el cultivo bacteriano requiere

mucha mano de obra, experiencia técnica y sobre todo los tiempos de respuesta pueden ser muy
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largos (48 a 96 horas), lo que lo convierte en algunos casos en un método inadecuado para una

terapia médica 6ptima (Das et al., 2018).

e Ensayos seroldgicos

I.  Pruebas de deteccion de antigenos

Ensayos de anticuerpos fluorescentes directos (DFA) y ensayos de anticuerpos fluorescentes
indirectos (IFA).

Estas pruebas se basan en la deteccion de antigenos mediante el uso de anticuerpos
fluorescentes. Se consideran métodos rapidos y confiables para detectar infecciones
respiratorias virales (Das et al., 2018). No requieren virus viables y los tiempos de entrega son
cortos (<4 horas), sin embargo presentan varias desventajas ya que son muy laboriosos,
requieren de una persona calificada, necesitan un microscopio de fluorescencia y puede existir
errores de lectura, sin olvidar que sus valores de especificidad y sensibilidad aunque suelen ser
altos, son muy variables para cada patdgeno y estan sujetos a la calidad de la muestra (Charlton
etal., 2019).

Técnicas de deteccion rapida de antigenos (Inmunoensayos rapidos).

Proporcionan resultados de la prueba en menos de 30 minutos y generalmente se utilizan en
entornos fuera de un laboratorio. La ventaja de estas pruebas es que se pueden realizar por
operadores sin formacion y sin experiencia en el laboratorio y son relativamente econémicos.
Actualmente estan dirigidos para el diagndéstico de los virus de la influenza Ay By el VSR y
de manera mas reciente para el diagnostico de S. pneumoniae y L. pneumophila. Su uso ha sido
muy controversial debido a los niveles bajos de sensibilidad, ya que se ha demostrado que varian
en cuanto al tipo de paciente, muestra y la época del afio en que se apliquen para el diagndstico
(Charlton et al., 2019; Das et al., 2018; Murdoch et al., 2020).

Il.  Pruebas de deteccion de anticuerpos.

Estas pruebas permiten detectar los anticuerpos contra la mayoria de los virus respiratorios, no
obstante, presentan una menor sensibilidad respecto a otros métodos de diagnostico y sobre todo
en la identificacion de bacterias respiratorias donde se puede dar el caso de reacciones cruzadas,

ademas requieren el uso de sueros de pacientes en la etapa aguda de la enfermedad o en estado
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convaleciente y su relevancia es limitada en aquellas infecciones respiratorias causadas por

patdgenos frecuentes (Das et al., 2018; Murdoch et al., 2020).

5.2 Métodos Moleculares
Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos se han convertido en el estandar de referencia
en el diagnostico viral y actualmente han hecho lo mismo para el diagnéstico bacteriano, lo cual
representa un enorme avance en la medicina respiratoria. Mas recientemente, los diagnosticos
moleculares han jugado un papel esencial en la respuesta de salud global a la pandemia del
nuevo SARS-CoV-2 causante de la ya tan conocida COVID-19 (Hanson et al., 2020).

Cada vez son mas los estudios de la literatura biomédica que describen la utilidad de los métodos
moleculares sobre los meétodos de deteccion convencionales de virus respiratorios en

términos de su sensibilidad y especificidad (Budnik et al., 2016).

Se ha informado que las pruebas moleculares presentan un mayor rendimiento diagndstico, y
una especificidad (80 % - 100 %) y sensibilidad (82 % - 100 %), considerablemente més altas
en comparacion con los métodos de diagnéstico convencionales. Existe una amplia gama de
pruebas moleculares en la actualidad, la eleccion de una u otra debe tener en cuenta diversos
factores antes de ser implementadas en el laboratorio como lo es el tipo de poblacion al que va
dirigida, el tamafio del laboratorio, el propoésito de las pruebas (atencion de rutina o urgente) y
la relacion costo / beneficio (Das et al., 2018).

Debido al tiempo de respuesta rapida, a la deteccion simultanea de una variedad de patdgenos y
a la sensibilidad superior de los ensayos moleculares, se ha logrado una disminucion de la
duracién del paciente en la estancia hospitalaria, se ha reducido el numero de pruebas de
diagnostico utilizadas y se ha permitido un acortamiento en la duracién de la administracién de
antibidticos intravenosos cuando no son necesarios (Ling et al., 2018). Ademas, existe la
posibilidad de que las pruebas moleculares permitan la rapida implementacion de una cohorte
para evitar la transmision nosocomial de estos patdgenos potencialmente pandémicos (Marimén
& Navarro, 2017).

Actualmente existen diferentes pruebas moleculares basadas en la deteccion de acidos
nucleicos, estas se han desarrollado a lo largo de estos ultimos afios y se han utilizado en el

diagnostico microbioldgico. Dentro de estas pruebas se encuentran los ensayos por
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microarreglos (Ma et al., 2020; XH et al., 2015), la amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP) (Zhang et al., 2015), la amplificacion basada en la secuencia del &cido nucleico
(NASBA) (Guinocchio, 2016; Xing et al., 2020), la hibridacion de &cidos nucleicos usando
northern blot o southern blot (Modrow et al., 2013) y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), siendo esta Gltima la técnica molecular més empleada en el diagnostico de las
enfermedades respiratorias. La PCR normalmente esta disefiada para la identificacion y
amplificacion de secuencias conservadas dentro del genoma de los agentes infecciosos (Kabir,
2018), lo cual permite la identificacion de un amplio nimero de microrganismos que presentan

variaciones genéticas aun dentro del mismo género o especie.

6. Rentabilidad de las pruebas utilizadas en el diagndstico de las IRAs.
Las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos se han convertido en la actualidad en el
estandar de oro del diagnoéstico viroldgico, y de manera més reciente lo estan haciendo en el
diagnostico bacterioldgico (Hanson et al., 2020). Se han realizado diversos estudios sobre la
confiabilidad de las pruebas rapidas de antigenos, sobre todo aquellas dirigidas al diagnostico
de influenza por ser las mas utilizadas. Se ha encontrado que los limites de deteccion por lo
general son mas bajos que las pruebas de deteccion de &cidos nucleicos y por lo tanto la
sensibilidad es menor, ademas su aplicacion no resulta ser 6ptima a la hora de la identificacion
de las diferentes cepas circulantes de la influenza (Sakai et al., 2010). Debido a su baja
sensibilidad, los CDC recomiendan que las muestras que dan un resultado negativo a influenza,
se confirmen con un método més sensible como la RT-PCR (Green & George, 2018). Para el
diagndstico viral de las infecciones respiratorias, las pruebas moleculares resultan ser mas
sensibles que el cultivo celular y mas especificos que los ensayos de inmunofluorescencia e

inmunocromatografia (Somerville et al., 2015).

De lo anterior, resulta importante mencionar que cuando se lleva a cabo un analisis de
rentabilidad de las pruebas utilizadas para el diagndstico clinico, se deben tomar en cuenta el
costo de los reactivos e instrumentos, los costos de mano de obra que implica realizar el estudio,
asi como la confiabilidad de los resultados obtenidos. Una prueba rapida de antigenos con
menor sensibilidad y especificidad similar, en comparacion con una prueba molecular, puede
ser menos rentable a pesar de los menores costos de reactivos, equipo y mano de obra. Es por

ello que las pruebas moleculares se han convertido en el método de referencia para el
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diagndstico de infecciones por virus respiratorios, ya que demuestran una sensibilidad superior
sin pérdida de especificidad, en comparacion con las pruebas rapidas de antigenos (Pinsky &
Hayden, 2019). Por lo tanto la implementacion de las pruebas moleculares permiten reducir la
incertidumbre del diagnostico, orientar decisiones de manejo tempranas asi como reducir el uso

de medicamentos potencialmente innecesarios (Hanson et al., 2020).

7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
De todos los avances tecnologicos de la biologia molecular, la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) es una de las técnicas mas usadas debido a que es lo suficientemente sensible
como para amplificar el ADN de una sola célula y obtener cantidades suficientes para un anélisis
o0 diagnostico. La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1983. La idea surgié mientras él
viajaba en su auto. Mullis recordd haber imaginado una PCR tan clara como si estuviera una
pizarra dentro de su cabeza, en ese momento se detuvo y comenzo a realizar sus bosquejos. Diez

afios después recibio el premio nobel de quimica (Clark et al., 2019).

7.1 Fundamento de la PCR
El principio de la PCR consiste en obtener, mediante replicacion in vitro, maltiples copias de
una region de interés a partir de una plantilla de ADN. La PCR se divide en tres fases: una fase
de desnaturalizacion, una fase de alineamiento con primers y una fase de elongacion (Figura
2). Los productos de cada ciclo de sintesis sirven como plantilla para las siguientes etapas, por

lo que se logra una amplificacion exponencial (Ghannam & Varacallo, 2021; Kadri, 2019).

. Double-stranded template

Denaturation

¥
fm Primer annealing
TIAL, AW, Extension
Y
¥ ¥ .
PO Denaturation
v ¥
fmmww fmm Primer annealing
e WA LI AW .. Extension
v v v v
T T I T T T T [ansinnnninsnuinnnnsnnnnnl Tt T T T T T T T T T T TT Df}ﬂaturation
¥ ¥ ¥ ¥
g g LTI I T py oy
annealing
v v v v
Al Extension

PN 110

Figura 2. Secuencia de amplificacién de la PCR. EIl diagrama muestra los pasos de las primeras rondas de la PCR. El

molde original (arriba) es ADN de doble cadena, y los primers de la izquierda y la derecha se muestran como «— y —,
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respectivamente. Los productos de las primeras rondas de la reaccion de amplificacion son de tamarfio heterogéneo; sin embargo,
el tramo de ADN situado entre los dos primers se amplifica preferentemente y se convierte rapidamente en el producto
dominante de la reaccién de amplificacién. Tomado de: Molecular Cloning (p. 445) por Green y Sambrook, 2019, Cold Spring
Harbor Laboratory Press.

7.2 Componentes esenciales de la PCR
ADN polimerasa

Durante la fase de elongacion es necesaria una ADN polimerasa termoestable para catalizar la
sintesis de ADN. Actualmente existe una amplia gama de enzimas que varian en cuanto a su
fidelidad, eficiencia, capacidad de sintetizar productos de ADN de gran tamafio y objetivo del
experimento. Para las PCR rutinarias, la Taq polimerasa (0,5 - 2,5 unidades por reaccién
estandar de 25 puLL — 50 uL), aislada originalmente de Thermus aquaticus (Taqg), sigue siendo la
enzima mas utilizada. Hasta hace poco, la eleccion de una enzima u otra implicaban a menudo
un compromiso por parte del investigador. Sin embargo, las mezclas de dos o mas ADN
polimerasas han aumentado significativamente el rendimiento y mejorado la amplificacion, en
particular de los ADN objetivo més largos. Esta mejora se debe a la capacidad de una enzima
para complementar la incapacidad de otra para extender un primer a traves de posibles
obstrucciones en la cadena molde. Varios fabricantes venden ahora cocteles de polimerasas
termoestables que permiten reunir las caracteristicas deseables en una mezcla de reaccion. Por
ejemplo, los cdcteles de las polimerasas Thermus brockianus (Tbr) y Taq (que se venden bajo
el nombre comercial de DyNAzyme) muestran una alta fidelidad debido a la funcion correctora
de Tbr y a la alta eficiencia caracteristica de Tag. Del mismo modo, una mezcla de Taq y
polimerasas de Pyrococcus furiosus (Pfu) (por ejemplo, el sistema de PCR Expand Long
Template de Roche) genera altos rendimientos de objetivos largos de hasta 35 kb (Green &
Sambrook, 2019).

Desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs)

La ADN polimerasa necesita un suministro de nucleétidos, o bloques de construccion de ADN,
para hacer las nuevas copias de ADN. Estos se suministran en forma de desoxinucle6tidos
trifosfatos (ANTPs) (Clark et al., 2019). La PCR estandar contiene cantidades equimolares de
dATP, dTTP, dCTP y dGTP. Se recomiendan concentraciones de 200-250 puM de cada dNTP
para la Taq polimerasa en reacciones que contengan 1,5 mM de MgCl2, en una reaccion de 50
pL (Green & Sambrook, 2019).
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Cationes divalentes

Todas las ADN polimerasas termoestables requieren cationes divalentes libres, normalmente
Mg?*, para su actividad. Los iones de magnesio tienen dos funciones en la PCR: reaccionar con
los dNTPs para formar complejos que son los sustratos de la Taqg polimerasa, y estabilizar los
complejos primer-plantilla. Cuando la concentracion de Mg?* es demasiado baja, los primers se
unen de forma ineficaz al ADN molde. Cuando la concentracion de Mg?* es demasiado alta, el
emparejamiento de bases se estabiliza hasta tal punto que los duplex formados durante la
amplificacion se desnaturalizan de forma ineficaz por el calentamiento. Habitualmente se utiliza
una concentracion de 1,5 mM de Mg?* y se ha observado que aumentar la concentracion de
Mg?* a4,5 mM o 6 mM disminuye el cebado inespecifico en algunos casos (Green & Sambrook,
2019).

Tampon para mantener el pH

El Tris-Cl, ajustado a un pH entre 8,3 y 8,8 a temperatura ambiente, se incluye en las PCR
estandar en una concentracion tan baja como 10 mM o tan alta como 66 mM. Cuando se incuba
a 72°C (la temperatura comunmente utilizada para la fase de extension de la PCR), el pH de la
mezcla de reaccion desciende mas de una unidad completa, produciendo un tampon cuyo pH es
de ~7,2 (Green & Sambrook, 2019).

Cationes monovalentes

El tampdn de PCR estandar contiene 50 mM de KCI y funciona bien para la amplificacién de
segmentos de ADN de més de 500 pb de longitud. Aumentar la concentracion de KCl a ~70
mM - 100 mM suele mejorar el rendimiento de los segmentos de ADN maés cortos (Green &
Sambrook, 2019).

ADN molde

ElI ADN molde que contiene las secuencias objetivo puede afiadirse a la PCR en forma
monocatenaria o bicatenaria. EI ADN molde se debe extraer de la muestra, por lo tanto, es
importante elegir un método de extraccion que asegure la integridad del acido nucleico con un
adecuado rendimiento, y determinar su concentracién previo a la PCR para preparar

adecuadamente la reaccion de amplificacion (Green & Sambrook, 2019).
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Primers u oligonucle6tidos

Los primers son fragmentos cortos de ADN monocatenario complementarios a las secuencias
de ambos extremos del ADN objetivo. El disefio de los primers es una etapa fundamental para
el correcto funcionamiento de la PCR, siendo la especificidad una de las caracteristicas mas
importantes que deben cumplir, ya que de esto depende el éxito o fracaso de la técnica. Las
reacciones estandar contienen cantidades no limitadas de primers, normalmente 0,1 uM - 0,5
UM de cada oligonucledtido (0.6-3.0 x 10% moléculas). Esta cantidad es suficiente para al
menos treinta ciclos de amplificacién de un segmento de ADN de 1 kb. Actualmente existen
una gran variedad de programas informaticos disponibles en distintas fuentes de Internet para
ayudar en el disefio de los primers (Clark et al., 2019).

La utilizacion de estos programas permite ahorrar tiempo y minimizar los problemas, ya que
optimizan el disefio y la seleccion de los primers ademas existen otros softwares que buscan en
las secuencias sitios de cebado que se ajusten a un conjunto de parametros definidos por el
usuario y que estén libres de posibles horquillas, autodimeros y otras estructuras problematicas
(Green & Sambrook, 2019).

La Tabla 3 muestra las caracteristicas recomendadas para el disefio de los primers con el fin de

lograr una correcta optimizacion y funcionamiento de la PCR.

Tabla 3. Disefio 6ptimo de primers

Propiedad Disefio 6ptimo

L El contenido de G + C debe estar entre el 40% y el 60%, con una distribucion uniforme
Composicién de la . ] ] ] o
de las cuatro bases a lo largo del primer. Si es posible, se deben evitar secuencias ricas

base en GC ya que son propensas a formar estructuras secundarias.
Los primers deben tener una longitud de 18 a 30 nucleédtidos. Los miembros de un par
de primers no deben diferir en longitud en mas de tres bases. Los primers de longitud
Longitud inferior a 18 nucledtidos tienden a unirse de forma inespecifica mientras que los primers
de méas de 30 nucledtidos tienen una mayor probabilidad de formar estructuras
secundarias.
Estructuras Se debe asegurar que los primers no contengan secuencias repetidas invertidas ni
repetidas secuencias autocomplementarias de méas de 3 pb de longitud. Las secuencias de este
internamente y tipo tienden a formar estructuras de horquilla que pueden suprimir la unién del primer

autocomplementarias a su secuencia objetivo.
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Continuacion

Propiedad

Disefio optimo

Complementariedad
entre miembros de

un par de primers

Las secuencias 3'-terminales de un primer no deberian poder unirse a ningun sitio del
otro primer. Una débil complementariedad entre primers puede causar la formacion de
hibridos y la consiguiente amplificacion de dimeros que pueden competir por la ADN
polimerasa y los dNTPs. La formacion de estas moléculas puede reducirse mediante el
disefio cuidadoso de los primers y el uso de un programa informatico como, por
ejemplo, Oligo Analyzer.

La formacion de dimeros de primers también puede suprimirse mediante el uso de la
PCR de inicio en caliente y/o mediante el uso de polimerasas de ADN especialmente
formuladas (por ejemplo, AmpliTaq Gold; Applied Biosystems). Si todo esto falla, se
puede afadir formamida o dimetilsulféxido a la mezcla de PCR y reoptimizar la
concentracion de Mg?* en la PCR estableciendo una serie de PCR de prueba que

contengan diferentes cantidades del catién divalente.

Cebado inespecifico

Las secuencias objetivo deben buscarse utilizando, por ejemplo, BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) para encontrar homologia cruzada con los primers. Un falso

cebado en sitios de homologia cruzada aumenta el nivel de amplificacion inespecifica.

Temperatura de

fusién (Tm)

La Tm 6ptima del duplex formado entre un primer y su diana esta entre 55°C y 60°C.
Las Tm de los primers en una PCR no deben diferir en méas de 2-3 °C. La mayoria de
los programas informéticos para el disefio de primers utilizan la teoria termodindmica
basada en la ecuacion Nearest Neighbor (NN). Una aproximacion de primer orden de
la temperatura de fusion de los oligonucledtidos con > 25 bases puede calcularse a partir
de la regla de Wallace:

Tm=2°C(A+T)+4°C(G+C),

Donde A, T, G, y C es el nimero de apariciones de cada nucleétido en cada primer.

Extremo 3’

La presencia de bases G o C dentro de las tltimas cinco bases del extremo 3’ de los
primers ayuda a promover la union firme del extremo 3’ de la secuencia objetivo debido
a la mayor unién de hidrégeno de las bases G y C. La eficacia y la especificidad de los
primers aumentan si el residuo terminal 3’ es G. Deben evitarse mas de tres G o C en

las Gltimas cinco bases del extremo 3’ del primer.

Modificado de Poyimerase Chain Reaction, en Molecular Cloning, por Green y Sambrook, 2019, p. 438.

7.3 Etapas del ciclo de amplificacion de la PCR

Desnaturalizacion. En la desnaturalizacion la muestra de ADN de doble cadena se convierte a

ADN de cadena simple mediante el calentamiento a una temperatura aproximada de 95°C. El

calor rompe los enlaces de hidrogeno que mantienen unidas las dos bases complementarias. La

desnaturalizacion estandar dura entre 15 y 30 segundos. En el primer ciclo de la PCR, la
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desnaturalizacion inicial se realiza a veces durante 5 minutos para aumentar la probabilidad de
que las moléculas largas de ADN molde se desnaturalicen completamente. Cuanto mayor sea la
proporcion de G + C y mas largas sean las moléculas, mayor seran la temperatura y tiempo
necesarios para separar las hebras del ADN molde (Clark et al., 2019; Green & Sambrook,
2019).

Alineamiento. En este segundo paso, la temperatura se reduce a unos 60°C, lo que permite que
los primers se unan a las secuencias complementarias de la muestra de ADN mediante la
formacion de puentes de hidrogenos entre las bases. Esta temperatura se mantiene durante
aproximadamente 15 - 60 segundos, dependiendo de la longitud del primer (Clark et al., 2019).

El alineamiento suele realizarse a 3°C - 5°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm)
calculada. Existen muchas formulas para determinar la temperatura de fusién teérica, pero
ninguna de ellas es precisa para los primers, es por ello que se recomienda optimizar las
condiciones de alineamiento realizando una serie de PCR de prueba a temperaturas que oscilen
entre 2°C y 10°C por debajo de la Tm (Green & Sambrook, 2019).

Elongacion o extension. En esta Gltima etapa, la temperatura se incrementa hasta alcanzar la
temperatura éptima (normalmente a 72°C) para el tipo de ADN polimerasa termoestable
utilizada en el experimento (generalmente Tag polimerasa). A esta temperatura, la ADN
polimerasa utiliza el conjunto de nucle6tidos para elongar el primer, obteniéndose asi una nueva
cadena de ADN complementaria. Esta sintesis de ADN va en direccion 5"a 3"ya que la ADN
polimerasa afiade el nucledtido complementario en el grupo 3" -OH del primer (Clark et al.,
2019; Kadri, 2019). Como regla general, el tiempo utilizado en la elongacién es de 1 minuto por
cada 1000 pares de bases del producto. Para el dltimo ciclo de la PCR, se utiliza un tiempo de
extension tres veces mayor que el de los ciclos anteriores para permitir que se completen todos

los fragmentos amplificados (Green & Sambrook, 2019).

Ndmero de ciclos. EI nimero de ciclos necesarios para la amplificacion depende del nimero de
copias de ADN molde presentes al principio de la reaccion y de la eficacia de la extension y
amplificacion del primer. La reaccién tipica de PCR generalmente tiene alrededor de 25 -30
ciclos. (Clark et al., 2019; Green & Sambrook, 2019; Kadri, 2019)
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Actualmente existen numerosas variantes de la PCR utilizadas con distintos fines, sin embargo,

en el diagndstico de las infecciones respiratorias las mas utilizadas se describen a continuacion.

7.4 Variantes de PCR

e PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR)
La RT-PCR permite que el ARN sirva como material de partida para la PCR. Esta variante es
importante para el diagndstico de las IRAs dado el nimero de virus de ARN implicados en estas
infecciones. En la RT-PCR, se utiliza una transcriptasa inversa para sintetizar ADN
complementario a partir de ARN aislado (Walter & Wunderink, 2018), al igual que otras
polimerasas de ADN, la transcriptasa inversa no puede sintetizar ADN sin un primer de ADN
(Clark et al., 2019). A continuacién, el ADN complementario se somete al proceso de
amplificacion de la PCR, tal como se ha descrito anteriormente, ya sea en el mismo tubo o como

parte de un proceso de dos pasos (Walter & Wunderink, 2018).

e PCR en tiempo real (qQPCR)
La qPCR permite determinar la cantidad relativa del ADN diana o0 RNA en una muestra
mediante el control de la cantidad de ADN que se amplifica en cada ciclo de la PCR (Clark et
al., 2019). Este objetivo se consigue mediante el uso de sondas marcadas con moléculas
fluorescentes que se unen al ADN y cuya intensidad de sefial refleja la cantidad de ADN
amplificado cuando se expone a una fuente de energia. La tecnologia de PCR cuantitativa puede
aplicarse a la PCR tradicional, RT-PCR o PCR multiplex (Walter & Wunderink, 2018).

Hay dos tipos principales de fluoréforos utilizados en la gPCR: los que se unen especificamente
a una secuencia diana determinada y los que no. En el primer caso tenemos sondas de
hibridacion como las sondas TagMan® que contienen una molécula reportera en el extremo 5'
y una molécula apagadora en el extremo 3'. La molécula apagadora inhibe eficazmente la
fluorescencia del reportero mientras la sonda esta intacta. Sin embargo, al entrar en contacto con
la ADN polimerasa, la sonda de hibridacion se escinde, permitiendo la medicion de la
fluorescencia (Ghannam & Varacallo, 2021). En el segundo caso tenemos al compuesto SYBR
Green que emite luz cuando se une al ADN objetivo de doble cadena a medida que se va

sintetizando durante la elongacion (Clark et al., 2019).
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e PCR multiplex
La PCR multiplex es una variante de PCR que se utiliza cuando se amplifican simultaneamente
N secuencias objetivo en una PCR que contiene N pares de primers, donde N> 1. Actualmente
la PCR multiplex se utiliza para una variedad de propositos, uno de los cuales y de los mas
importantes es para el cribado e identificacion de maltiples patdgenos bacterianos y virales en

muestras patoldgicas (Green & Sambrook, 2019).

Una vez que ha sido optimizada para el propdsito para el cual fue disefiada, la PCR multiplex
puede ahorrar tiempo y dinero. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la optimizacién puede
ser una tarea muy larga y frustrante, especialmente cuando el nimero de secuencias objetivo
deseadas es grande por lo que se debe tener mucho cuidado en el disefio de todos los pares de

primers, debiendo cumplir con todos los siguientes puntos:

e Tener aproximadamente la misma temperatura de fusion (Tm) (No mayor a 2°C)

e Especificidad para su loci objetivo

¢ No deben mostrar una homologia significativa entre ellos mismos o entre si

e Deben generar productos amplificados que tengan aproximadamente el mismo tamafio
pero que puedan distinguirse entre si mediante electroforesis en gel. Este ultimo punto

aplica cuando la PCR multiplex es de punto final

Si bien son muchas las variables que pueden afectar a la eficacia y especificidad de la PCR
maltiplex, una optimizacion sistematica de cada componente y de cada paso de la reaccion es la
clave del éxito en el disefio de esta prueba molecular (Green & Sambrook, 2019). Se han descrito
varios protocolos que son de ayuda para evitar y diagnosticar problemas que suelen ocurrir en
esta técnica, entre ellos se encuentra el descrito por Markoulatos et al. (2002), donde se
establecen algunos consejos sobre la configuracion y optimizacion de la PCR multiplex.

8. Alineamiento de secuencias
El analisis de secuencias es un término que representa de forma global el analisis computacional
de una secuencia de ADN, ARN o péptidos, para extraer conocimientos sobre sus propiedades,
funcién bioldgica, estructura y evolucion. La alineacion de secuencias es el proceso de
comparacion y deteccién de similitudes entre secuencias bioldgicas. Las "similitudes" que se

detecten dependeran de los objetivos del proceso de alineacion en cuestion. La alineacion de
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secuencias parece ser extremadamente Gtil en una serie de aplicaciones bioinformaticas como
la construccion de arboles evolutivos o la busqueda de secuencias conservadas (Prjibelski et al.,
2019).

Se conocen dos métodos de alineacion de secuencias, la alineacion de secuencias por pares
(ASP) y la alineacién de secuencias multiples (ASM). En la ASP se analizan dos secuencias a
la vez, mientras que en la ASM se alinean multiples (mas de dos) secuencias relacionadas. En
este contexto, la ASM es mas ventajosa que la ASP, ya que considera a varios miembros de una
familia de secuencias y, por lo tanto, proporciona mas informacion biol6égica (Chowdhury &
Garai, 2017).

A su vez, el alineamiento de secuencias se divide en dos: El alineamiento global y el
alineamiento local. El primero infiere que las dos secuencias a alinear son generalmente
similares en toda su longitud. El alineamiento se lleva a cabo desde el principio y hasta el final
de ambas secuencias para encontrar el mejor alineamiento posible en toda la longitud entre las
dos secuencias. El alineamiento local, por otra parte, no supone que las dos secuencias en
cuestion sean similares en toda su longitud y por ello se utiliza cuando existe una gran diferencia
en las longitudes de las secuencias a comparar. De hecho, s6lo determina las regiones con el
mayor nivel de similitud entre las dos secuencias y alinea s6lo estas regiones sin tener en cuenta

la alineacidn del resto de las secuencias. (Prjibelski et al., 2019).

La mayoria de los ASM utilizan alineamientos globales, sin embargo, pueden surgir problemas
cuando las secuencias son homologas solo en ciertas regiones y no en toda su extension. En tal
caso, la alineacién local se puede utilizar para reconocer las regiones homdlogas dentro de las

secuencias (Chowdhury & Garai, 2017).

Actualmente existe un gran nimero de programas utilizados para llevar a cabo alineamientos de
secuencias. Entre ellos se encuentra Clustal Omega. Este es un programa utilizado para realizar
alineaciones multiples rapidas y precisas de un nimero potencialmente grande de secuencias de
proteinas, ADN o ARN, mediante el uso del algoritmo mBed para calcular arboles-guia (Sievers
& Higgins, 2020).
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En un estudio realizado por Sievers et al., (2011) se demostré que Clustal Omega es claramente
mas preciso que los métodos rapidos mas utilizados y comparable en precision a algunos de los

métodos de alineamiento lentos intensivos.

Este programa se encuentra actualmente en linea en https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/,
donde puede ser utilizado de manera gratuita y se pueden alinear hasta 4000 secuencias.

Sin duda, la herramienta de alineacion de secuencias méas popular en bioinformatica es el
algoritmo BLAST vy sus variaciones, como BLASTN y MegaBLAST. Se utilizan varias
modificaciones de los algoritmos BLAST para alinear secuencias de aminoacidos con
secuencias nucleicas (tblastn) y viceversa (blastx). BLAST se utiliza ampliamente en el sitio
web del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para buscar secuencias en
varias bases de datos, como las secuencias de ARNr 16s y la coleccion de nucleétidos (todos
los genomas ensamblados). Ademas de los algoritmos de la familia BLAST, en los ultimos 20
afios se han desarrollado multiples métodos de alineacidn para diversos objetivos (Prjibelski et
al., 2019).
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MARCO DE REFERENCIA

Actualmente existe una amplia gama de métodos dirigidos al diagndstico de patdgenos
respiratorios, entre estos se incluyen pruebas de deteccion de antigenos y anticuerpos, cultivos
celulares y bacterianos y pruebas moleculares como la PCR. En los siguientes parrafos se
presenta un resumen de los principales ensayos empleados para el diagnostico e identificacion
de los virus y bacterias respiratorias seleccionados en este proyecto.

e Diagnostico de los virus de la influenza Ay B

La identificacion del virus de la influenza A y B incluye pruebas de diagnéstico rapido, ensayos
de inmunofluorescencia, cultivos celulares y RT-PCR (Center for disease control and

prevention, 2020a). La Tabla 4 resume las principales caracteristicas de estos métodos.

Tabla 4. Diagnostico de los virus de la influenza Ay B

Meétodo de diagndstico Diana Tiempo de respuesta Sensibilidad / Especificidad
Pruebas de diagndstico rpido  Antigenos 15 minutos Baja a moderada / Alta
Ensayos de
inmunofluorescencia Antigenos 1-4 horas Moderada/Alta
(FDAJIFA)
Cultivo celular rapido (Shell Virus
) ) 1-3 dias
vial) viable )
_ Baja a moderada / Alta
Virus
Cultivo celular convencional ) 3 al10dias
viable
) 1-8 horas (Varia segun el
RT-PCR ARN viral Alta / Alta

ensayo)

Modificado de Influenza Signs and Symptoms and the Role of Laboratory Diagnostics, por Center for Disease,

Control and Prevention, 2020, https://www.cdc.gov/flu/professionals/diagnosis/table-testing-methods.htm

Actualmente las pruebas moleculares de PCR disefiadas para la identificacion y diferenciacion
de los virus de la influenza A y B se basan en la amplificacion de regiones del gen M (matriz)
por ser una secuencia conservada en ambos virus (World Health Organization, 2021; Yang et
al., 2014).

e Diagnostico del virus sincitial respiratorio

Las dos pruebas de laboratorio mas utilizadas en el diagndstico del VSR, son las pruebas rapidas

de deteccion de antigenos, que son muy sensibles en nifios pero no en adultos, y la gRT-PCR
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que es mas sensible que el cultivo y la prueba de antigenos (Center for disease control and
prevention, 2020b). En un estudio realizado por Chartrand et al. (2015), en el cual se realiz6
una extensa revision para evaluar las precision de las pruebas rapidas de antigeno para VSR, se
encontré que en general estos ensayos presentaron una especificidad y sensibilidad de 80 % y
97 % respectivamente, sin embargo la sensibilidad fue mayor en los nifios (81 %) que en adultos
(29 %). Por otro lado, las sensibilidades reportadas para DFA, cultivo celular y RT-PCR fueron
de 23 % - 100 %, 46 %, y 82 % respectivamente, mientras que la especificidad fue muy cercana
al 100 % en todas (Kraupp & Aberle, 2011).

El gen N (nucleocépside) es una region conservada que se utiliza para la identificacion

molecular por PCR del virus sincitial respiratorio (Do et al., 2012)
e Diagnostico del virus de la parainfluenza humana

La deteccion del HPIV puede hacerse por RT-PCR, pruebas de antigenos, aislamiento e
identificacion en cultivo celular y demostracion de anticuerpos IgG especificos para el virus
(Center for disease control and prevention, 2019b). Lau et al., (2005) reportd valores de
sensibilidad para RT-PCR de un 100 % comparado con el 74 % obtenido por
inmunofluorescencia directa y el 16 % - 37 % por cultivo celular.

Los genes HA (hemaglutinina) y NA (neuraminidasa) son los objetivos mas comunes para la
amplificacion molecular ya que contienen regiones conservadas para los cuatro serotipos de
HPIV. (GhelichKhan et al., 2017; Mahony et al., 2011)

e Diagnostico del metapneumovirus humano

La identificacion del MPVH es limitado, debido a la dificultad para hacer crecer el virus. El
aislamiento en cultivos celulares convencionales suele ser muy largo (2 semanas 0 mas) debido
al requerimiento de condiciones especiales para su desarrollo ademas los efectos citopaticos
pueden ser dificiles de reconocer (Feregrino et al., 2013; Landry et al., 2008). Diversos estudios
muestran que los ensayos de DFA tienen una sensibilidad de 62.5 % - 100 % y una especificidad
de ~100 %, sin embargo, como todas la técnicas de anticuerpos fluorescentes requieren de
personal sumamente capacitado y los resultados dependen en gran medida del laboratorio, por
ello la RT-PCR es considerada como el estandar de referencia para el diagnostico del MPVH
(Aslanzadeh et al., 2008; Feregrino et al., 2013; Landry et al., 2008).

31



Los métodos moleculares son los meétodos mas sensibles para la identificacion del
metapneumovirus humano, se han descrito multiples dianas de amplificacién con regiones
conservadas en los genes M (matriz), N (nucleoproteina), Pol (polimerasa) y F (proteina de
fusién) (Mahony et al., 2011).

e Diagnostico del adenovirus

Las infecciones por AdV se pueden identificar mediante deteccion de antigenos, PCR,
aislamiento de virus y serologia (Center for disease control and prevention, 2019a). La PCR es
el método que presenta mayor sensibilidad y especificidad (100 % y 97 % respectivamente) en
comparacion con el cultivo celular (Tripathi et al., 2019). Stroparo et al., (2010) realiz6 un
estudio para evaluar el incremento en la deteccion de AdV en muestras respiratorias usando la
PCR, concluyendo que esta técnica es mucho mas sensible que el cultivo celular y que el ensayo
por inmunofluorescencia indirecta, siendo este ultimo el menos sensible de todos los métodos
evaluados. Las pruebas de antigenos rpidos muestran una sensibilidad y especificidad general
del 88.5 % y 97 % respectivamente (Goto, 2012).

Los genes H (hexdn) y F (fibra) son actualmente la diana de estudio de las pruebas moleculares
para la identificacion de los adenovirus por ser regiones conservadas (Mahony et al., 2011). Sin
embargo, Duo et al., (2018) describieron en su estudio que la regién del gen E3 es una opcién

para la deteccion de los principales adenovirus respiratorios.
e Diagnostico del rinovirus

Debido al gran nimero de serotipos existentes, no hay hasta el momento un antigeno coman
entre los RV y por lo tanto los ensayos de deteccidn de antigenos y anticuerpos no se utilizan
para la deteccion de rutina, ademas los RV son algo exigentes in vitro, y, debido a las
condiciones especificas requeridas para un cultivo 6ptimo, las tasas de aislamiento han sido
generalmente bajas, por lo tanto la prueba mayormente utilizada para su diagndstico ha sido la
RT-PCR (Jacobs et al., 2013). De hecho, en un estudio realizado por Wright et al., (2007) se
informo que la sensibilidad de la RT-PCR fue mucho mayor en comparacion con el cultivo
celular a la hora de detectar RV en muestras respiratorias.
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La identificacion molecular de los RV se ha dirigido a la amplificacion de la region 5° no
codificante (5’UTR) ya que es una secuencia muy conservada en estos virus (Lu et al., 2008;

Mahony et al., 2011).
e Diagnostico de enterovirus

El diagnostico actual de los EV se basa en la utilizacion de la RT-PCR y en menor medida el
cultivo celular. Se ha demostrado que la RT-PCR es maés sensible que el cultivo, para la
deteccion de EV en muestras clinicas. Este Gltimo se puede utilizar para la confirmacion de
muestras de PCR negativas en caso de sospecha de una nueva variante o para la deteccion de
mas de una cepa viral en una muestra. En un estudio llevado a cabo por (Chiang et al., 2012)
se encontrd que las tasas de deteccion por RT-PCR en frotis de garganta fueron mayores a las
obtenidas por el aislamiento en cultivo celular combinado con IFA. Los métodos seroldgicos ya
no se usan ya que su utilidad clinica es limitada debido a la reactividad cruzada de los antigenos
utilizados entre los diferentes serotipos y a la alta prevalencia de anticuerpos de EV en la
poblacién general, ademas el intervalo de dos semanas entre las muestras aguda y convaleciente

hace que el diagndstico sea lento y, a menudo, clinicamente irrelevante (Harvala et al., 2018).

La mayoria de los ensayos de PCR se dirigen a la amplificacion de una secuencia conservada
de la region 5” no codificante (5’UTR) de los EV (Harvala et al., 2018; Mahony et al., 2011).

e Diagnostico de SARS-CoV-2

La actual pandemia de COVID-19 ha llevado al mundo entero al desarrollo de pruebas capaces
de detectar al SARS-CoV-2 de manera temprana con el fin de controlar la expansion de la
enfermedad. Hasta el momento se han utilizado dos tipos de pruebas; las pruebas moleculares

(RT-PCR) y las seroldgicas que se enfocan en el diagndstico de antigenos o anticuerpos.

El ensayo de RT-PCR en tiempo real sigue siendo la prueba molecular de eleccion para el
diagnostico etiologico de los casos de COVID-19; mientras que las pruebas seroldgicas basadas
en anticuerpos o antigenos se utilizan como herramientas complementarias para evaluar a toda
la poblacion y se deben confirmar con el ensayo molecular (Mathuria et al., 2020). La
confiabilidad de los resultados de los inmunoensayos serolégicos varia segun los Kkits
comerciales disponibles. Por ejemplo, un estudio mostré que la sensibilidad general de la prueba

COVID-19 que prueba simultdneamente tanto IgM / 1gG, fue del 88,66 % y la especificidad del
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90,63 % (Li et al., 2020). En tanto la RT-gPCR tuvo un valor de sensibilidad entre 73 % y 97
% (Boger et al., 2020).

El diagndstico molecular actual se lleva a cabo por gRT-PCR en la cual se amplifican secuencias
conservadas de los genes N (nucleocépside), E (envoltura), RARP (RNA polimerasa RNA
dependiente), S (espiga) y la region ORF1ab (Center for disease control and prevention, 2021a;
Secretaria de Salud et al., 2021; Shabani et al., 2021). Se recomienda el uso de al menos dos
dianas moleculares cuando se lleva a cabo el ensayo con el fin de evitar una posible reaccién
cruzada con otros coronavirus endémicos asi como una posible deriva genética del SARS-CoV-
2 (Tang et al., 2020).

e Diagnostico de Streptococcus pneumoniae

No existe un verdadero estandar de referencia para el diagnéstico de neumonia neumocécica, se
suelen utilizar distintas pruebas para identificar a S. pneumoniae como los hemocultivos, la
deteccidn de antigenos en orina, y la PCR. La serologia es de poca ayuda en estos entornos
agudos, ya que requiere suero de la fase de convalecencia (Vernet et al., 2011). La deteccion de
anticuerpos en orina presenta una sensibilidad de 76.9 % - 88 % y una especificidad de 84.2 %
- 96 % (Smith et al., 2009; Wong et al., 2021). Respecto a la sensibilidad y especificidad de la
PCR, existe un discrepancia entre diversos estudios sobre su utilidad en el diagnéstico de S.
pneumoniae, asociados al biomarcador utilizado, el tipo de muestra y la variante de PCR
utilizada (Avni et al., 2010; Kusznierz et al., 2016; Murdoch et al., 2003; Torres et al., 2016).

Para la identificacion molecular de S. pneumoniae se han utilizado varias dianas de
amplificacion, sin embargo el gen IytA que codifica a la autolisina neumocdcica ha sido el gen

de referencia para los ensayos de PCR (Paternotte et al., 2019; Sanz et al., 2018)
e Diagndstico de Haemophilus influenzae

Para el diagnostico de H. influenzae se realizan cultivos y hemocultivos para valorar el
desarrollo de colonias tipicas de esta bacteria en conjunto con la tincion de Gram y pruebas
confirmatorias, ademas se utilizan técnicas seroldgicas para la serotipificacion de las cepas.
Recientemente se ha incorporado el uso de la PCR en el diagnéstico (Khattak & Anjum, 2021).
En un estudio llevado a cabo por Reddington et al., (2015) se evalud el disefio de un nuevo

ensayo de PCR para el diagnostico de H. influenzae en muestras clinicas obteniéndose una
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sensibilidad del 90.91 % y una especificidad del 100 %. Estos valores son muy parecidos a los
reportados por Deraz et al., (2012) quién ademas reporto6 valores de sensibilidad y especificidad
para hemocultivos de 38 % y 100 % respectivamente. Respecto a la tincion de Gram en muestras
de esputo, esta presentd una sensibilidad de 45 % - 61 % y una especificidad de 87 % - 98 %
(Huang et al., 2020).

El gen hpd que codifica la proteina D (una lipoproteina expuesta la superficie de todos los H.
influenzae capsulados y no capsulados), es un gen altamente conservado de gran interés para el
desarrollo de pruebas moleculares por estar presente en los 6 serotipos y en los H. influenzae no
tipificables (Castillo et al., 2011).

e Diagnostico de Micoplasma pneumoniae

La infeccion por M. pneumoniae puede diagnosticarse mediante cultivo, serologia 0 métodos
moleculares. El cultivo es relativamente insensible, requiere medios especializados, una gran
experiencia y tarda de varios dias a semanas en completarse debido a la naturaleza fastidiosa y
al lento crecimiento del organismo. La serologia carece de sensibilidad y especificidad debido
a varias razones, entre las que se incluyen la alta prevalencia de anticuerpos de memoria en
personas sanas y la falta de respuesta IgM en muchos individuos de edad avanzada. El uso
optimo de la serologia requiere el analisis de muestras agudas y de convalecencia, 1o que no es
practico para el diagnostico en un entorno ambulatorio. Por otro lado, debido al auge de las
pruebas moleculares y a la aprobacion de algunos ensayos por la FDA, estos pueden
considerarse como el método de eleccion para el diagnostico de este microorganismo (Leal et
al., 2020).

La deteccion molecular por amplificacion de acidos nucleicos en diversos kits comerciales y
algunos estudios, se basa en la deteccién del gen P1 (gen de la citoadhesina P1) y del gen
mpn372 (Toxina CARDS) (Chaudhry et al., 2017; Leal et al., 2020; Merida et al., 2017,
Thurman et al., 2011).

e Diagnostico de Streptococcus pyogenes

S. pyogenes generalmente se cultiva en medios de agar suplementados con sangre, esta técnica
sigue siendo el estandar de oro y el método de referencia para el diagndstico de las faringitis y

amigdalitis estreptocdcicas, cuya sensibilidad oscila por encima del 90 %. La deteccion en suero
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por agrupamiento de antigenos de Lancefield se sigue aplicando ampliamente en los
laboratorios, sin embargo, la correlacion no es del 100 % debido a que la presencia del antigeno
A de S. pyogenes se ha identificado en otras especies de Streptococcus por lo que es necesario
la confirmacion con otras pruebas como la prueba de PYR y la susceptibilidad a la bacitracina.
Por otro lado, aunque las pruebas répidas de antigenos proporcionan resultados inmediatos, la
sensibilidad oscila entre un 58 % y 96 %. En el caso de las pruebas de deteccion de anticuerpos,
esto se miden Unicamente con fines de investigacion y por lo general no tienen uso clinico en el
diagnostico de la infeccion estreptocécica. Finalmente, la introduccion de pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos ha llevado a la obtencion de valores de sensibilidad y
especificidad del 99 % y 99.6 % respectivamente, esto las convierte en las técnicas con mayor

fiabilidad y seguridad en los resultados (Spellerberg & Brandt, 2016).

Los principales objetivos genéticos utilizados para la identificacion molecular de S. pyogenes
incluyen los genes spy1258, dnaseB, speB y sof (Abraham & Sistla, 2016; Center for disease
control and prevention, 2021b; Dunne et al., 2013; Kumar et al., 2011; Slinger et al., 2011).

Panorama actual de la PCR en el diagndstico de las infecciones respiratorias.

El uso de la PCR como técnica de diagnostico ha revolucionado la deteccion de patégenos
respiratorios, debido a que ofrece resultados con valores de especificidad y sensibilidad que se
acercan con frecuencia al 100 %, lo que asegura un incremento en la certeza y confiabilidad de
los resultados, ademas estos Ultimos pueden estar disponibles en cuestion de horas, facilitando
una deteccion rapida que permita la instauracion de un terapia médica adecuada (Walter &
Wunderink, 2018).

Sin embargo, la utilizacion de una PCR especifica (Monoplex) para la deteccién de
microorganismo individual tiene limitaciones, por ejemplo, de ante mano se sabe que la
implementacion de una PCR en el laboratorio suele ser compleja y ademas la obtencién de un
resultado negativo no descarta la infeccion de otros microorganismos patogenos respiratorios lo

gue generaria incertidumbre a la hora de emitir un diagnéstico. (ElI Kholy et al., 2016).

Para superar la desventaja inherente del costo y mejorar la capacidad diagnostica de la prueba,
se ha desarrollado la PCR multiplex, una variante de la prueba en la que se amplifica mas de

una secuencia diana utilizando méas de un par de primers. Esta variante esta adquiriendo cada
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vez méas importancia en el diagnostico clinico, ya que la cantidad de muestra requerida, el tiempo
y los costos apenas difieren de los de la PCR monoplex, a pesar de que se analizan varios

patdgenos a la vez (Krause et al., 2014).

Actualmente en el mercado ya existen kits comerciales de PCR multiplex para detectar
patdgenos respiratorios, la mayoria de ellos estan disefiados para detectar un grupo reducido de
patogenos e inclusive algunos lo hacen de manera separada entre virus y bacterias (Certest
Biotec, 2021). Otros se han desarrollado para detectar una amplia variedad de patdgenos
respiratorios, sin embargo solo pueden utilizarse con equipos especializados que deben
adquirirse por separado para poder utilizarse en el diagnostico clinico (BioFire, 2020; Qiagen,
2021).

La tecnologia mas reciente que incorpora a la PCR multiplex para el diagnéstico clinico es el
disefio del panel respiratorio FilmArray® desarrollado por BioFire®. Este sistema permite
detectar 22 patdgenos respiratorios (virales y bacterianos) en un tiempo aproximado de 45
minutos (BioFire, 2020). Este panel se considera una prueba molecular en el punto de atencion
(POC) ya que es una técnica totalmente automatizada, en una bolsa cerrada y desechable, que
solo requiere 2 minutos de trabajo y cuyos resultados estan disponibles en aproximadamente 1
hora (Andrews et al., 2017).

Sin embargo, el costo que representa adquirir el equipo completo para implementar la prueba
suele ser la principal desventaja y limitante para la mayoria de los laboratorios clinicos, ademas
se debe mencionar que solo se permite procesar una muestra a la vez, lo que disminuye la

capacidad de procesamiento de un laboratorio (Azar & Landry, 2018; Pierce et al., 2012).

Se han descrito PCR multiplex para detectar virus, bacterias y/u otros agentes infecciosos en
uno o varios tubos de reaccion. Los primeros estudios han destacado los obstaculos que pueden
poner en peligro la produccion de ensayos multiplex sensibles y especificos, pero estudios méas
recientes han proporcionado protocolos sistematicos y mejoras técnicas para el disefio de
pruebas simples (Bellau et al., 2005; El Kholy et al., 2016; Krause et al., 2014; McDonough et
al., 2005; Miyashita et al., 2004; Thurman et al., 2011; Tiveljung et al., 2009; Zhang et al.,
2020). Los més utiles son la eleccion empirica y cuidadosa de oligonucleétidos, asi como el uso
de la metodologia de PCR de arranque en caliente utilizando enzimas especiales (Green &

Sambrook, 2019; Markoulatos et al., 2002). Estos avances, junto con otros para mejorar la
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sensibilidad y la especificidad y para facilitar la automatizacion, han dado como resultado la
aparicion de numerosas publicaciones sobre la aplicacion de la PCR multiplex en el diagndstico
de agentes infecciosos.

Por lo tanto, la implementacién de la PCR multiplex en el diagnostico de las infecciones
respiratorias permitiria ahorrar tiempo y dinero (Green & Sambrook, 2019), y lo maés
importante, al tener un amplio margen de deteccion de patdgenos respiratorios, puede contribuir
a un diagnostico mas certero, permitiendo la instauracion de un adecuado manejo y tratamiento
del paciente (Budnik et al., 2016; Chen et al., 2013).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) son el principal motivo de consulta médica en todo
el mundo y se encuentran entre las principales causas de morbimortalidad en nifios y adultos

mayores.

A pesar de los grandes avances en el campo de la biologia molecular, el diagnéstico de estas
infecciones se realiza en la mayoria de los casos empleando métodos convencionales, no
obstante, estos suelen resultar laboriosos, tardados, con niveles de sensibilidad y especificidad
bajos y muchas veces enfocados a un patdgeno en particular. Por ejemplo, las pruebas
serolégicas deben demostrar valores de sensibilidad y especificidad adecuados para que sus
resultados tengan una validez clinica, sin embargo, esto se limita como consecuencia de la
aparicion de reacciones cruzadas y a la inmunidad adquirida posterior a una infeccién. Por otro
lado, los cultivos requieren tiempos de incubacion muy largos y los resultados son influenciados
por la calidad de la muestra, sin olvidar que es necesario un analisis posterior para la

identificacion correcta del agente etioldgico, lo que aumenta aun mas los tiempos de respuesta.

Debido a lo anterior, algunos laboratorios han comenzado a implementar ensayos moleculares
monoplex, pero a pesar de sus ventajas, resultan poco practicos y rentables, en especial cuando
se tratan de infecciones con una amplia variedad de agentes causales con lo son las infecciones
respiratorias. Recientemente se han incorporado paneles de deteccion multiplex, sin embargo,

el elevado costo de éstos hace dificil su implementacion en la mayoria de los laboratorios.

Esta situacién reta a los investigadores a implementar una prueba molecular multiple que
asegure mayor confiabilidad en los resultados, acortando, ademas, los tiempos de respuesta y,

por lo tanto, contribuya a optimizar el manejo del paciente.
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JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAS) representan el principal motivo de consulta médica
en nuestro pais. El diagnostico convencional actual es poco sensible y especifico, ademas de
que se realiza individualmente para cada patégeno. Considerando la gran variedad de agentes
etiologicos causantes de las IRAs es necesario desarrollar una prueba sensible y especifica capaz
de identificar al mismo tiempo a los principales patégenos respiratorios.

Debido a lo anterior, este trabajo estd enfocado en disefiar una PCR multiplex altamente
especifica y potencialmente sensible para diagnosticar en un solo analisis a los principales
agentes etioldgicos causantes de IRAs en nuestro pais. Ademas, una vez implementada en el
laboratorio dicha prueba podra contribuir a mejorar la atencion médica del paciente al disminuir

los tiempos de entrega de resultados y evitando el uso de una terapia farmacoldgica innecesaria.
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HIPOTESIS
Se puede disefiar una PCR multiplex para el diagnéstico especifico de los principales agentes

etioldgicos causantes de las infecciones respiratorias agudas en México.

OBJETIVOS
Objetivo general

Disefiar una PCR multiplex para diagnosticar a los principales agentes etioldgicos

causantes de las infecciones respiratorias agudas en México.

Obijetivos especificos

1.

Identificar regiones conservadas dentro de los biomarcadores seleccionados de cada
patdgeno respiratorio para disefiar primers que se ajusten a una PCR multiplex.

Disefiar un plasmido que contenga las secuencias de todos los biomarcadores para que
funcione como control positivo de la prueba y de la técnica.

Establecer las condiciones de reaccion y de amplificacion de la PCR multiplex.
Proponer un corrimiento electroforético para evaluar el funcionamiento in silico de la

PCR multiplex.
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DISENO DE INVESTIGACION
a) Tipo de estudio

Disefio bioinformatico
b) Universo de estudio

Secuencias genéticas de los principales patdgenos causantes de las infecciones respiratorias
agudas en México obtenidas de la base de datos del NCBI y de la plataforma GISAID (Global

Initiative on Sharing All Influenza Data).
c) Tamafo de muestra
20 secuencias genéticas para cada microorganismo seleccionado en el estudio.

Agentes virales: adenovirus, enterovirus D68, metapneumovirus humano, rinovirus, SARS-
CoV-2, virus de la influenza A, virus de la influenza B, virus de la parainfluenza humana 1-4,

virus sincitial respiratorio.

Agentes bacterianos: Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus pyogenes.
d) Sedey lugar del estudio
Estudio computacional
e) Criterios de seleccion (Criterios de inclusion y criterios de exclusion)

Todos los patégenos respiratorios incluidos en este disefio fueron seleccionados de acuerdo con
la frecuencia de aparicién reportada en los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en el pais.
Se incluyeron a todos aquellos patdgenos que presentaron las mayores tasas de frecuencia, asi
como aquellos que por su presencia son considerados como de importancia en la salud pablica
de México. No se incluyeron a los patdgenos respiratorios cuya frecuencia de aparicion es muy

baja 0 se consideran como patdgenos atipicos del sistema respiratorio.

La selecciéon de todos los biomarcadores utilizados en este disefio se realizd con base a la

informacidn reportada en la bibliografia, tomandose en cuenta a aquellos que presentaron los
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mayores grados de conservacion, asi como aquellos que reflejaron los mejores resultados de

sensibilidad y especificidad reportados en diferentes estudios.
f) Recursos humanos
Tesista: pQFB. Julian Hernandez Martinez
Director: Dra. Nidia Gary Pazos Salazar. Departamento de Microbiologia, FCQ-BUAP.
Asesor: QFB. Miguel Ruis Jiménez. Asesores especializados
g) Recursos financieros
No requiere
h) Disefio estadistico

No requiere
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MATERIALES Y METODOLOGIA

Materiales
e Equipo de computo
e Secuencias genéticas del NCBI y GISAID
e Programas Bioinformaticos
o Clustal Omega
o NEBcutter V2.0
o BLAST
o Oligo Analizer
o Oligo Explorer

o SnapGene

Metodologia

¢ Identificacidn de los principales agentes etiologicos de las IRAs en México

Se llevo a cabo un analisis epidemiologico para identificar a los principales patégenos causantes
de las IRAs en México. Para ello se accedi6 a las péaginas oficiales de la Secretaria de Salud
(SSA), del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) y del Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemiolégicos (INDRE), asi mismo se utilizaron los motores de busqueda de
Google Scholar, PubMed y la pagina de la Biblioteca General Universitaria de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Durante la busqueda se utilizaron las palabras clave
“Infeccion Respiratoria Aguda”, “Virus", “Bacteria”, “Meéxico”, “Prevalencia”, Yy
“Epidemiologia”. Se recopilaron los datos epidemioldgicos sobre la frecuencia de aparicion de

los principales patdgenos respiratorios en el pais y se reportaron en la Tabla 2.
e Seleccion de biomarcadores

Utilizando los mismos motores de busqueda, se realizd una revision de diversos articulos de
investigacion, enfocados en el estudio, comparacion y seleccion de diferentes biomarcadores
utilizados en el diagndstico molecular de patogenos respiratorios. La seleccion de cada uno de
los biomarcadores se fundamento en la investigacion cientifica disponible y se comparo con los
porcentajes de identidad obtenidos de los alineamientos construidos con las secuencias genéticas

de cada patogeno. Los biomarcadores elegidos se encuentran descritos en la Tabla 5.
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e Obtencidn de las secuencias genéticas de cada uno de los biomarcadores

Se realizé la busqueda de al menos 20 secuencias genéticas para cada biomarcador utilizando la
base de datos del NCBI y la plataforma GISAID. Las secuencias identificadas en las plataformas

fueron descargadas en formato FASTA y se guardaron en archivos de Word.
e Alineamiento e identificacion de regiones conservadas

Utilizando las secuencias recuperadas anteriormente, se realizaron alineamientos maltiples

mediante la plataforma Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Una vez
construidos los alineamientos, fueron identificadas y seleccionadas regiones conservadas para

el posterior disefio de los primers.

&« c @ ebiacuk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120220719-184033-0519-95710569-p1m/aln-clustal_num
oUsel1483.1 CAGATTTTGECGCGCCCGCCAGCCCCCACCATCACCACCGTCAGTGRARACGTTCCTGCT 1537
oUsel4s4.1 CAGATTTTGGCGCGCCCGCCAGCCCCCA AACGTTCCTGCT 1534
KXB6B466.2 CAGATTTTGECGCECCCGCCAGCCCCCA AACGTTCCTGCT 1563
MN513342.1 CAGATTTTGECGCECCCGCCAGCCCCCA AACGTTCCTGCT 1566
MHN513345.1 CAGATTTTGGCGCGCCCGCCAGCCCCCA CGTTCCTGCT 1575
HQ413315.1 CAGATTTTGGCGCGCCCGCCAGCCCCCA CGTTCCTGCT 1575
MZ151866.1 CAGATTTTGECGCGCCCGCCAGCCL CGTTCCTGCT 1575
MH3e7144.1 CAGATCCTCATCCGCCCGLCCaCaCCCA: AACGTTCCTGCT 1458
MJ748661.1 CAGATCCTCATCCGCCCGLCGGOGICCA: TACCACCGTCAGTGAARACGTTCCTGET 1438
MH3e7163.1 CAGATCCTCATCCGCCCGOCGGOGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAARACGTTCCTGLT 1435
MJB16121.1 CAGATCCTCATCCGCCCGLCGGOGICCACAATTACCACCGTCAGTGAARACGTTCCTGET 1435
INBEBETE. 1 CAGATCCTCATCCGCCCGLCGGECGICCACAAT TACCACCGTCAGTGAARACGTTCCTGET 1485
K1364588.1 CAGATCCTCATCCGCCCGCCAGCGLCCA 1457
A¥737798.1 CAGATCCTCATCCECCCGLCAGCGLCCA 1533
AY737797.1 CAGATTTTAATCCATCCGLCAGLaCCCA 1527
NCBIRefSeq:AC_Boaels.l CAGATTTTAATCCGTCCGCCGRCGCCCA 1536
RefSeq:NC_©11282.1 CAGATTTTAATCCGTCCGCCGRCGCCCA 1536
MT5@5438.1 CAGATTTTAATCCGTCCGCCGRCGCCCA 1536
Mgoes1a7.1 CAGATTTTAATCCGTCCGCCGRCGCCCA 1527
MT8eE175.1 CAGATTTTAATCCATCCGCCGGLGLCT 1524

P N
oUSe1483.1 CTCACAGATCACGEGACGCTACCGITGCGCAACAGCATCGEAGEAGT CCAGLGAGTGACT 1597
oUsel4s4.1 CTCACAGATCACGGGACGCTACCGLTGCGCAACAGCATCGEAGCAGT CCAGLGAGTGACT 1534
KXB6B466.2 CTCACAGATCACGGGACGCTACCGLTGCGCAACAGCATCGEAGCAGT CCAGLGAGTGACT 1623
MH513342.1 CTCACAGATCACGGGACGLTACCGITGCGCAACAGCATCGGAGGAGT CCAGLGAGTGACT 1626
Mi513345.1 CTCACAGATCACGGGACGCT ACCGLTGCGLAACAGCATCGEAGGAGTCCAGCGAGTGACT 1635
HQ413315.1 CTCACAGATCACGGGACGCT ACCGLTGCGLAACAGCATCGEAGGAGTCCAGCGAGTGACT 1635
MZ151866.1 CTCACAGATCACGEGACGLT ACCGLTGCGLAACAGCAT CGEAGGAGT CCAGCGAGTGACT 16535
M3e7144.1 CTCACAGATCACGEGACCCTGCCGCTGCGLAGCAGTATCEGEGEEAGTCCAGCELGTGACT 1518
MJ748661.1 CTCACAGATCACGGEGACCCTGCCATTACGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCATGACT 1548
MH3e7163.1 CTCACAGATCACGGEGACCCTGCCATTACGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCATGACT 1545
MdB16121.1 CTCACAGATCACGEGACCCTGCCATTACGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCATGACT 1545
JNBEO6TE. 1 CTCACAGATCACGEGACCCTGCCATTACGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCATGACT 1545
KJ364588.1 CTCACAGATCACGEGACCCTGCCATTGCGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCETGACT 1557
AY737798.1 CTCACAGATCACGEGACCCTGCCATTGCGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAGCGCETGACT 1593
AY737797.1 CTCACAGATCACGEGACCCTECCATTGCGCAGCAGTATCCGGEEAGT CCAACGTETGACT 1537
NCEIRefSeq:AC_892819.1 CTCACAGATCACGEGACCCTECCATTGCGCAGCAGTATCCGGEEAGT CCAACGTETGACT 1536
RefSeq:NC_©211282.1 CTCACAGATCACGEGACCCTECCATTGCGCAGCAGTATCCGGEEAGT CCAACGTETGACT 1536
MT585438.1 CTCACAGATCACGGGACCCTGCCGTTGCGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAACGTGTGACT 1536
MGEo9e51a7.1 CTCACAGATCACGGGACCCTGCCGTTGCGCAGCAGTATCCGGGEAGT CCAACGTGTGACT 1537
MT8@6175.1 CTCACAGATCACGGGACCCTGCCGTTGCGCAGCAGTATCCGGGEEAGTCCAACGTGTGACT 1584
FREEEREERTECREEIT PR PSR B OGS FEE GET % NERSEE ¥% ereees
0USe1483.1 ATTACTGACGCCAGACGCCECACCTGCCCCTACGTTTACAAGGCCCTGEGCATAGTCTCG 1657

Figura 3. Alineamiento del gen L2 del adenovirus en la plataforma Clustal Omega. En la figura se observa el
alineamiento de 20 secuencias del gen L2 del adenovirus obtenidas de la base de datos del GenBank (NCBI). A la
izquierda se muestran los nimeros de acceso en la plataforma, al centro las secuencias alineadas y a la derecha la
ubicacion de la Gltima base de cada fila. El signo * indica la existencia de bases iguales entre las diferentes
secuencias y por lo tanto se puede hablar de regiones conservadas, la ausencia de este signo indica que algunas

bases no son iguales derivado de mutaciones o sustituciones dentro de las secuencias.
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e Disefio de primers

Se utilizé el programa Oligo Explorer 1.5 para disefiar primers empleando las regiones
seleccionadas en los alineamientos multiples. El disefio y caracteristicas de los primers se baso

en el cumplimiento de los criterios descritos en la Tabla 3.

Posteriormente se realiz6 un analisis multiple en el programa Oligo Analizer 1.5 de todo el

conjunto de primers para identificar la formacion de dimeros y otras estructuras secundarias.

Se verifico la especificidad in silico de los primers. Para ello, cada uno de los oligonucle6tidos
fue sometido a alineamientos locales utilizando las secuencias disponibles en la base de datos
del programa bioinformatico BLAST. En este analisis se verifico que los porcentajes de
identidad y de alineacion fueran de un 100 % con respecto al blanco de interés, poniendo

especial atencién en la busqueda de alineamientos inespecificos.
e Acoplamiento de la Tm y del tamafio de amplicones

Se buscd optimizar el disefio de la PCR multiplex ajustando todo el conjunto de primers a una
Tm con una diferencia no mayor a 2°C, ademas se cuidd que los amplicones obtenidos para
cada agente respiratorio tuvieran un tamafio de minimo 20 bases de diferencia entre ellos, para

lograr su correcta identificacion y diferenciacion en una electroforesis en gel de agarosa (EGA).
e Disefio del control positivo de la prueba

Se utilizo el programa SnapGene para disefiar un plasmido recombinante con las secuencias de
los controles positivos de la prueba y de la técnica. Para ello se utiliz6 el vector de clonacion
pJET1.2 de ThermoFisher (Figura 4) al cual le fue insertado en el sitio multiple de clonacion
(MCS) un constructo previamente disefiado con todos los amplificados de los biomarcadores
(controles positivos de la prueba), asi como del gen de la subunidad beta de la hemoglobina

humana (control positivo de la técnica).

El disefio del constructo se baso en la adicion de sitios de restriccion a los primers previamente
disefiados para obtener amplificados que pudieran ser reconocidos y cortados por enzimas de
restriccion y asi generar extremos cohesivos que permitieran el ligado posterior en un solo

inserto (Constructo).
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—
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(2217) Fspl —
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DrdI (1210)

BseYI (1406)
(1518) AIWNI PspFI (1410)

Figura 4. Vector de clonacién pJET1.2. El vector de clonacion pJET1.2 permite clonar fragmentos con una
longitud de hasta 10 kb. Esta formado por un sitio multiple de clonaciéon (MCS) integrado por multiples sitios de
restriccion (Sefialados en verde) que facilitan la insercion del fragmento que seré clonado. Ademas, contiene un
gen de resistencia a laampicilina (AmpR) y un promotor de transcripcion T7. Adaptado de: pJET1.2 por SnapGene,

2022, www.snapgene.com/resources. Copyright
e Establecimiento de condiciones de reaccion y amplificacion

Se estudiaron diferentes kits comerciales, de los cuales se eligio el que mejor se adapté a las
condiciones propuestas en el disefio de la PCR multiplex. Se siguieron las indicaciones descritas
en el inserto para establecer las condiciones de reaccidn, asi como el protocolo de amplificacion,
ademas se incluy6 la propuesta de un kit de extraccion de material genético con compatibilidad

para muestras respiratorias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los principales patdgenos responsables de las IRAs en México

Una de las principales limitantes en nuestro disefio fue la escasa informacion epidemiologica
existente en nuestro pais. Actualmente en México las IRAs son consideradas enfermedades de
notificacion obligatoria (Secretaria de Salud & Direccion General de Epidemiologia, 2022), sin
embargo, la informacion sobre la prevalencia y deteccion de los virus y bacterias respiratorias
es limitada (Ortiz et al., 2019). Fueron muy pocos los estudios que muestran la frecuencia de
aparicion de los virus respiratorios, a pesar de ello, en todos se observa que el virus sincitial
respiratorio y el rinovirus son los principales agentes virales ya que presentan una tasa de
deteccidn que oscila entre 17.4 % a 33.5 %y 17.5 % a 33.0 % respectivamente. Dichos valores
cambian respecto a la poblacién de estudio, observandose que la frecuencia de VSR es mayor
en nifos, mientras que para RV lo es en adultos. Continuando con el andlisis, también se
encontraron a los virus de la influenza A (2.9 % - 13.3 %) y B (0.7 % — 10.7 %), el virus de la
parainfluenza humana (3.5 % — 14.4 %), el metapneumovirus humano (3.5 % - 10.6 %), el
adenovirus (2.2 % - 9.6 %) y el enterovirus (5.8 % - 5.9 %). En conjunto, estos patdgenos
representan los principales virus respiratorios de mayor prevalencia en México (Fernandes et
al., 2017; Galindo et al., 2013; Moreno et al., 2015; Ojeda et al., 2016; Ortiz et al., 2019; Wong
et al., 2015; Wong et al., 2017).

Hasta la fecha no se dispone de informacion en donde se estudie la frecuencia de SARS-CoV-2
respecto a otros virus respiratorios, no obstante, debido a la situacion actual derivada de la
pandemia de Covid-19 fue importante incluir a este virus dentro del disefio de la prueba. Es
importante mencionar que existen otros virus respiratorios que han sido identificados en
muestras respiratorias como el bocavirus y los coronavirus 229E, NL63, HKU1 y OC43, sin
embargo, debido a su baja frecuencia, decidieron omitirse para el disefio de esta prueba.

Respecto a la informacion epidemioldgica de las bacterias respiratorias, fue dificil determinar
con exactitud su prevalencia en nuestro pais. No se encontraron estudios que evaluaran su
incidencia, por lo que su eleccidn para este disefio se basé en reportes de casos registrados en
las paginas oficiales de la Secretaria de salud, asi como por su importancia en la salud publica
de México. De acuerdo a lo anterior, se encontrd que tanto S. pneumoniae como H. influenzae

son los principales patdgenos responsables de la neumonia adquirida en la comunidad (NAC),
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unade las enfermedades con mayores tasas de morbilidad y mortalidad en México y en el mundo
(Echaniz et al., 2019). A pesar de que se han desarrollado vacunas que protegen contra los
serotipos mas comunes, se ha observado recientemente el surgimiento de serotipos no vacunales
de importancia clinica. Segun los datos publicados en el 2020 por el Grupo Interinstitucional
para la Vigilancia de Enfermedades Bacterianas Prevenibles por Vacunacion (GIVEBPVac) del
Instituto Nacional de Salud Publica, en el afio 2019 se registraron 129 casos de aislamiento de
S. pneumoniae en pacientes con Neumonia. Para el caso de H. influenzae, ese afio no se dieron
a conocer datos derivado de la pandemia de covid-19, sin embargo, en el 2018 se registraron 15
aislamientos (Instituto Nacional de Salud Publica, 2019). Es importante mencionar que estos
son solo datos de algunas instituciones del pais, por lo que no representan datos reales del

aislamiento de estos dos microorganismos.

Por otro lado, M. pneumoniae, ha tomado relevancia clinica en nuestro pais por ser uno de los
principales patdgenos causantes de la neumonia atipica. En un estudio llevado a cabo por Merida
et al., (2019) se encontrd que M. pneumoniae se aisld en el 26.6 % de los pacientes pediatricos
con NAC en un hospital de México, este es quiza el Unico estudio que evalla la incidencia de
esta bacteria en nuestro pais. Finalmente se decidid incluir a S. pyogenes debido a que es el
principal causante de la amigdalitis y faringitis estreptocécica (Secretaria de Salud & Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2009), enfermedad que se ubic6 en el lugar numero 15
dentro de las 20 principales enfermedades de nuestro pais en el afio 2020 (Secretaria de Salud,

2021), de ahi la importancia de la deteccion de este microorganismo.

Eleccion de los biomarcadores

Uno de los principales retos a cumplir fue identificar biomarcadores altamente conservados para
cada uno de los patgenos respiratorios con el objetivo de disefiar primers universales capaces
de detectar una diana en comun entre las distintas variantes genéticas existentes, de tal manera
que se pudiera ampliar el espectro de deteccidn de la prueba molecular. Para ello, fue necesario
realizar una busqueda y revision de fuentes bibliograficas basadas en el anélisis, estudio y
comparacion de biomarcadores utilizados para el diagnostico molecular de patdgenos
respiratorios, apoyados en la construccion de alineamientos multiples, que, en conjunto,

permitieron establecer la seleccién de los genes descritos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Biomarcadores seleccionados para el disefio de primers

Agente etioldgico

Biomarcador

Descripcion

Adenovirus

L2

El gen L2 codifica la proteina VII (Penton), cuyas funciones estan
involucradas en la formacién de la capside al auto asociarse para formar
los pentdmeros que se sitlan en los 12 vértices de la estructura, ademas
de ayudar en la encapsidacion del ADN y la maduracion de la progenie
del virién del AdV (Kulanayake & Tikoo, 2021; Uniprot, 2022b).

SARS-CoV-2

El gen M codifica la proteina estructural de membrana (Finkel et al.,
2021). Estudios recientes han descrito que esta proteina es la encargada
de inducir la apoptosis de las células epiteliales pulmonares (Yang et al.,
2022).

Virus de la

influenza Ay B

El gen M codifica dos proteinas tanto de la matriz como de la membrana.
La proteina M1 es una proteina de la matriz que se encuentra justo debajo
de la envoltura viral jugando un papel vital en el ensamblaje y en la
gemacion. M2 es una proteina de membrana que se inserta en la envoltura
viral y se proyecta desde la superficie del virus como tetrameros cuyo
dominio transmembrana tiene actividad de canal de iones que participa

en la liberacion del virus de la célula (Furuse et al., 2009).

Mycoplasma

pneumoniae

mpn372

El gen mpn372 codifica la toxina CARDS (Toxina del sindrome de
dificultad respiratoria adquirida en la comunidad), principal factor de
virulencia de M. pneumoniae y cuya expresion induce una respuesta
inflamatoria robusta en el organismo infectado (Medina et al., 2012;
Ramasamy et al., 2021).

Metapneumovirus
humano

El gen F codifica laproteina de fusion del metapneumovirus
humano, que se encarga de mediar la fusién de la envoltura viral y las

membranas celulares para establecer la infeccion (Kinder et al., 2019).

Haemophilus

influenzae

hpd

El gen hpd codifica la proteina D, la cual es una lipoproteina de la
membrana externa expuesta a la superficie identificada en todas las cepas
de H. influenzae. Se considera que la proteina D es un factor de virulencia
que participa en todo el proceso de la enfermedad y evasion de la

respuesta inmune (Clarke et al., 2017).

Streptococcus

pyogenes

Spy1258

El gen spyl258 es un gen regulador transcripcional putativo
perteneciente a la familia TetR/AcrR, que juega un papel muy importante
en la adaptaciéon y supervivencia de S. pyogenes en diferentes

condiciones ambientales (Abraham & Sistla, 2016).
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Continuacion

Agente etiolégico  Biomarcador Descripcion

Las estructuras presentes en la region 5-UTR de los Picornavirus son

importantes para muchos eventos del ciclo de vida viral, incluida la

o replicacion viral, la traduccion, las interacciones entre la proteina del
Rinovirus/ ) ) ) . . .

. 5’UTR huésped y el virus y la virulencia. La regiéon 5’UTR contiene siete

Enterovirus o
dominios de bucle de tallo altamente conservados que forman dos
unidades altamente funcionales. (Kloc et al., 2018; Mahmud et al., 2019;

Muslin et al., 2015).

El gen IytA codifica a la autolisina N -acetilmuramoil- | - alanina amidasa

del neumococo y ha sido descrita como ubicua y especifica de esta

Streptococcus ) ] » . ) ]
) IytA especie. La liberacion de este factor de virulencia contribuye
pneumoniae ) o ]
directamente al dafio tisular del huésped (Herta et al., 2018; Mellroth et
al., 2012; Tavares et al., 2019).
El gen N codifica la nucleoproteina. Esta proteina estd altamente
conservada y se asocia junto con el ARN viral, la fosfoproteinay la ARN
Virus sincitial N polimerasa dependiente de ARN para formar la nucleocépside, cuya
respiratorio funcion es proteger al ARN de las nucleasas. La nucleoproteina también
desempefia una funcion en la inhibicion de la respuesta inmunitaria
(Oliveira et al., 2013; Uniprot, 2022a).
Virus de | El gen L codifica para las proteinas grandes de la ARN polimerasa,
irus de la
) consideradas las principales subunidades de esta enzima y cuya funcion
parainfluenza L ) L L )
" es esencial para la transcripcion y replicacion del genoma del ARN viral
umana

(Lietal., 2019; Nishio et al., 2011).

Las razones por las cuales se seleccionaron los biomarcadores anteriormente descritos se

exponen a continuacion.

Adenovirus. El diagnostico actual ha sefialado a los genes h (Hexon) y f (Fibra) como blancos
moleculares para la identificacion del AdV, sin embargo, este diagndstico solo se ha enfocado
en la diferenciacion y caracterizacion particular de cada uno de los serotipos existentes (Khalaf
et al., 2017; Mahony et al., 2011; Popowitch et al., 2013; Xu et al., 2000), ademas, durante la
construccion de los alineamientos, no se encontraron regiones conservadas dentro de la
secuencia de estos genes, haciendo imposible considerarlos como biomarcadores en esta prueba.

Por otra parte, se ha informado que solo las especies B, C y E son responsables de causar
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infecciones respiratorias agudas (Duo et al., 2018; Kenmoe et al., 2018; Wu et al., 2022), por
lo tanto, fue necesario realizar una busqueda y localizacion de una diana en comun entre el
genoma de los diferentes serotipos respiratorios. Esto nos llevo a identificar, en los
alineamientos mdaltiples, a una regién del gen L2 (proteina VII o base del penton) altamente

conservada entre las tres especies, convirtiéndola en el blanco molecular de este disefio.

SARS-CoV-2. Gracias a la utilizacion de la plataforma GISAID fue posible alinear las distintas
secuencias de las principales variantes del SARS-CoV-2 de importancia clinica en el pais;
Alpha, Beta, Gamma, Lamda, Delta, Mu y Omicron. Se analizaron diferentes dianas
moleculares, incluidos los genes E (Envoltura), N (Nucleocépside), RdRp (ARN polimerasa
ARN dependiente), ORFlab y S (Espiga), utilizados actualmente para el diagndstico molecular
del SARS-CoV-2 (Center for disease control and prevention, 2021a; Secretaria de Salud et al.,
2021; Shabani et al., 2021; Vacaflores et al., 2022; Zimmerman et al., 2021). A pesar de que se
identificaron regiones conservadas en estos genes, se observd la presencia de variaciones
nucleotidicas entre las diferentes secuencias utilizadas en los alineamientos. Este fendmeno ya
ha sido sefialado en diversos estudios donde se encontrd que la presencia de estas mutaciones
han generado desajustes en el disefio de los primers de diferentes casas comerciales, lo cual ha
contribuido a la aparicién de falsos negativos y al bajo rendimiento de diferentes Kits de
diagnostico, siendo informado que los genes N y S son los que han mostrado las mayores tasas
de variacion, seguido por los genes E y RdRp (Afzal, 2020; Wang et al., 2020; Zimmerman et
al., 2021). Esto condujo al analisis de otros genes, especificamente el gen M, un objetivo
molecular que no ha sido utilizado en el diagnostico del SARS-CoV-2 pero que en este estudio
presentd regiones altamente conservadas entre las distintas variantes. El analisis de esta
secuencia llevo a la construccién de oligonucledtidos dirigidos al reconocimiento de este gen'y
con el fin de evaluar su especificidad, estos fueron sometidos a un proceso de alineamiento local
en busca de homologia con las secuencias del gen M de los coronavirus OC43, NL63, HKU1 y
229E, principales especies circulantes en el ambiente, sin embargo, los resultados arrojados
indicaron la ausencia de esta, lo cual permitié el uso de este gen como biomarcador para la
deteccion del SARS-CoV-2.

Virus de la influenza A y B. La eleccion de los biomarcadores para la identificacion de los

virus de la influenza A y B se realiz6 con base a las recomendaciones establecidas por los
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protocolos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC). Estas instituciones establecen al gen M como blanco para
la identificaciobn molecular de ambas especies por contener regiones altamente conservadas
(Center for disease control and prevention, 2021a; World Health Organization, 2021). Es
importante mencionar que a pesar de que se utiliz6 el mismo biomarcador, se verifico mediante
alineamientos en BLAST que no existiera un reconocimiento homologo de parte de los primers
hacia ambos virus. Los analisis concluyeron que los pares de oligonucleétidos eran especificos
para cada especie en particular. Ademas, los primers del virus de la influenza A estan disefiados
para la deteccidn universal de los principales serotipos circulantes en los seres humanos, como
lo son los virus de la influenza AHIN1pmd09 y AH3N2 (World Health Organization, 2018),
sin precisar distincion entre ellos ya que el manejo terapéutico una vez que se realiza el
diagnostico es el mismo, y su diferenciacion solo se hace con fines epidemioldgicos, lo cual no

entra dentro de los objetivos de este disefio.

Mycoplasma pneumoniae. Se han descrito diferentes dianas utilizadas para la identificacién
molecular de M. pneumoniae. De todos ellos, el gen mpn372, encargado de codificar a la toxina
CARDS, resulté ser un blanco muy interesante para este estudio por dos razones; primera, se ha
informado que este gen se encuentra Unica y exclusivamente en esta especie (Muir et al., 2011).
Esto permitié el disefio de primers capaces de diferenciar a esta bacteria de otras especies del
género Mycoplasma. Y segunda, porque se ha informado que las secuencias del gen de la toxina
CARDS son més sensibles para la deteccion molecular de M. pneumoniae en comparacién con
pruebas dirigidas a la identificacion de los genes de la Citadhesina P1 y de la ATPasa (Muir et
al., 2011; Winchell et al., 2008), lo cual se explicaria debido a que la expresion de esta toxina
aumenta sustancialmente una vez que ocurre la infeccion por esta bacteria en el organismo

(Ramasamy et al., 2021).

Metapneumovirus humano. Se disefiaron primers capaces de detectar a los genogrupos Ay B
del MPVH, estos se dirigieron a la region del gen F (Proteina de fusién), uno de los principales
objetivos moleculares descritos en la literatura, ademas de los genes M (Matriz), N
(Nucleoproteina) y Pol (Polimerasa) (Mahony et al., 2011). A pesar de que la secuencia genetica
del gen F es utilizada para clasificar al MPVH en los dos grupos (Cerezo et al., 2016; Yang et

al., 2009), el grado de conservacion se ha mantenido a lo largo de los afios, por ejemplo, en
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nuestro disefio el porcentaje minimo de identidad encontrado fue de 83.09 % muy parecido al
83.7% obtenido en un estudio desarrollado por Yang et al., (2009), en donde se evalué la
diversidad genética del gen F. Esto nos permitid identificar regiones altamente homologas

dentro del gen de ambos grupos, facilitando el disefio de los oligonucle6tidos.

Haemophilus influenzae. La seleccion del gen hpd en este disefio se basd en informes que lo
sefialan como una de las principales dianas para la identificacion molecular de H. Influenzae,
especialmente porque ha demostrado ser el biomarcador con mayores tasas de sensibilidad y
especificidad respecto a otros genes investigados, ademas el gen hpd se encuentra de manera
exclusiva en esta bacteria, incluyendo todos los serotipos capsulados asi como en las cepas no
tipificables (Castillo et al., 2011; Diallo et al., 2021; Maleki et al., 2020). Por otro lado, también
se ha informado que la identificacion de este gen permite realizar un diagnostico diferencial con
H. haemolyticus, una especie comensal del aparato respiratorio que comparte grandes
similitudes en cuanto a morfologia, bioquimica y genética con los H. influenzae no tipificables
(Hu et al., 2016).

Streptococcus pyogenes. El diagnoéstico molecular de S. pyogenes se ha propuesto mediante la
amplificacion del gen spy1258, el cual es un regulador transcripcional putativo perteneciente a
la familia TetR/AcrR, que demostrd ser totalmente especifico para esta bacteria (Liu et al.,
2005). Diversos investigadores han propuesto a este biomarcador como un excelente blanco
molecular, ya que en sus estudios observaron que solo se encontraba presente en los
amplificados obtenidos a partir de aislados de Streptococcus del grupo A, y no en otras especies
del género Streptococcus, a diferencia de cuando se utilizaban los genes dnaseB, speB, y sof,
objetivos también utilizados en el diagndstico (Abraham & Sistla, 2016; Khalaf et al., 2020;
Zhao et al., 2015). Por otra parte, también se observé en los alineamientos multiples que es un
gen muy conservado y por ello se decidié trabajar con él, ademas con la ayuda de BLAST se
descartaron homologias con otras especies del género Streptococcus, asegurandose un

reconocimiento especifico hacia la secuencia del gen spy1258 de S. pyogenes.

Rinovirus y enterovirus. Los RV y los EV exhiben una gran similitud genémica (Fall et al.,
2016). La identificacion molecular de ambas especies se ha enfocado en la mayoria de las veces,
en el reconocimiento de la region no codificante 5UTR por ser una zona altamente conservada

y que proporciona una alta sensibilidad a los ensayos moleculares (Silva et al., 2012). Sin

55



embargo, debido a la gran similitud entre ambas especies, resultod algo complejo establecer una
diferenciacion entre ellas, presentandose ciertos inconvenientes respecto a la especificidad y
disefio de los primers. Por una parte, a pesar de que la region 5’UTR es muy conservada entre
los rinovirus, se observd que esta presentaba una alta hipervariabilidad genética (Figura 6), ya
que durante la construccién de los alineamientos se aprecio la formacion de gaps (huecos) entre
las bases alineadas. Este fendmeno ha sido descrito anteriormente en diversos articulos, en los
cuales se menciona que las especies del género Enterovirus constantemente sufren inserciones
0 deleciones de bases en la region 5°’UTR como resultado de un proceso de recombinacion
genética (Bouzid et al., 2022; Jiang et al., 2022). Esto nos llevd a la obtencion de amplicones
con tamafos de entre 386 y 395 pb, que, aunque pareciera ser un problema para su identificacion
en el corrimiento electroforético, su tamafio no implicé mayor desafio durante la visualizacion
in silico en una electroforesis en gel de agarosa, ademas es importante mencionar que a pesar
de la presencia de esta hipervariabilidad genética, fue posible disefiar dos primers universales
con la capacidad de reconocer a las especies A, By C de RV.

Por otro lado, el diagnostico de los EV se basé solo en la identificaciéon del EV-D68 por ser un
virus emergente conocido por causar infecciones graves del tracto respiratorio inferior, y, al
igual que el RV su diagnostico también se dirigié a la region 5’UTR. El andlisis in silico
realizado no mostr6 homologia entre los primers de EV respecto a la secuencia de la region
5’UTR de RV, no siendo el mismo caso para los primers de RV, los cuales si mostraron cierta

homologia para otras especies del género Enterovirus.

En la literatura, la reactividad cruzada entre RV y EV no es infrecuente (Andrés et al., 2019;
Jansen et al., 2011; Lu et al., 2008), de hecho, muchas pruebas moleculares detectan a ambos
virus sin hacer una distincion entre ellos (Biomerieux, 2022; Marcone et al., 2015), e inclusive,
se ha sugerido que la especificidad completa para RV y EV no es posible debido a la similitud
entre sus secuencias y como resultado de recombinaciones en la region 5"UTR (Nikolaidis et
al., 2019; Tapparel et al., 2009).

Streptococcus pneumoniae. Se ha sefialado al gen IytA como un excelente biomarcador en el
diagnostico molecular de S. pneumoniae, debido a la presencia ubicua y especifica en todos los
serotipos capsulares conocidos, asi como en los neumococos no tipificables (Diallo et al., 2021).

Estudios comparativos han utilizado a los genes piaB (permeasa del transportador pia ABC),
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ply (Neumolisina) y psaA (adhesina A de la superficie neumococica) como blancos de
diagndstico, sin embargo, los resultados arrojan valores menos especificos en comparacion con
IytA (Sanz et al., 2018; Tavares et al., 2019; Wyllie et al., 2017). A pesar de que se ha sefialado
la presencia de este gen en otras especies relacionadas, hasta el momento, es el Unico
biomarcador capaz de brindar los resultados més confiables y seguros (Wyllie et al., 2017). Los
alineamientos realizados en BLAST arrojaron que los primers disefiados fueron 100%
especificos con las secuencias del gen IytA de las especies de S. pneumoniae disponibles en la
base de datos de BLAST.

Virus sincitial respiratorio. El gen N ha sido el foco de la mayoria de los métodos de RT-PCR
porgue es uno de los mas transcritos, lo que podria explicar una mejor sensibilidad, y uno de los
méas conservados dentro del genoma del VSR, lo que explica una mayor especificidad
(Agustiningsih, 2021; Do et al., 2012; Eboigbodin et al., 2017; Eugene et al., 1998). Estas
caracteristicas fueron la base de la eleccion del gen en esta prueba, lo cual permitié que los
oligonucleodtidos disefiados identificaran de manera universal y simultanea a los subgrupos Ay
B del VSR.

Virus de la parainfluenza humana 1 - 4. Dado que estos 4 virus pertenecen a dos géneros
diferentes; HPIV 1y HPIV-3 pertenecen al género Respirovirus y HPIV-2 junto con HPIV-4
pertenecen al género Orthorubulavirus (Cordey et al., 2009), la alineacién para la busqueda de
una region conservada no permitio sefialar ninguna region comun entre los genomas de las
cuatro especies de HPIV. Después de un analisis completo realizado al genoma de cada una de
las especies de HPIV, se identifico una zona conservada dentro del gen L2. El reto inicial fue
construir primers especificos para cada especie, siempre y cuando generaran un amplicon con
un tamafio similar, no mayor a 10 pb de diferencia entre ellos, ya que el objetivo principal de
nuestra prueba fue el disefio con fines diagnodsticos y no epidemioldgicos. Durante el
alineamiento, se logré identificar una region del gen L2 con cierto grado de homologia entre las
especies 1y 3 que nos permitio el disefio de 1 par de primers con la capacidad para identificar
de manera simultanea a ambas especies, sin embargo, es importante aclarar que el disefio se
tuvo que hacer con una degeneracion de 1 base para el primer sentido y en 2 bases para el primer
antisentido (Figura 7). A pesar de que el HPIV-2 y el HPIV-4 pertenecen al mismo género no

se encontrd una region comun entre ambos, por lo que se tuvo que hacer un disefio individual
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para cada uno. Al final se obtuvieron 3 pares de oligonucledtidos cuyos amplicones generados
se mantuvieron en un tamafio de entre 569 y 574 pb, cumpliendo con el objetivo planteado al
inicio.

Ahora bien, respecto a los primers degenerados, se sabe que su presencia contribuye a reducir
la sensibilidad de una prueba molecular al disminuirse la concentracion efectiva de cada uno de
ellos. Este problema surge como resultado del proceso de fabricacion en el cual se deben incluir
las combinaciones necesarias de cada oligonucleétido de acuerdo con la cantidad de bases
degeneradas presentes en la secuencia. Sin embargo, en nuestro caso, el nimero maximo de
combinaciones en ambos primers fue de 2, un nimero relativamente pequefio, ademas si se toma
en cuenta que para el primer sentido la base degenerada no se encuentra en el extremo 3’OH, si
no cerca del extremo 5°, la posibilidad de que cualquiera de las dos combinaciones pueda
reconocer a la region del gen L2 es alta, entonces podria incluso considerarse que la pérdida de
sensibilidad podria ser insignificante, no obstante, sera necesario evaluar estas condiciones en
la fase experimental de este gen para establecer si la concentracidn podria tener efectos directos

en la sensibilidad de la prueba.

Eleccidn del control positivo de la técnica

Aunque en este momento el disefio de la prueba no implica desarrollar la fase experimental, si
fue necesario introducir un gen control con el objetivo de evaluar la calidad de la muestra, asi
como el correcto funcionamiento de la prueba molecular una vez que se lleve a cabo el proceso
de estandarizacion. Por ello se seleccioné el gen HBB encargado de codificar a la subunidad
beta de la hemoglobina humana, ya que es uno de los tantos genes constitutivos o Housekeeping
que pueden ser utilizados como control positivo durante la fase de amplificacion de la técnica.
En general, estos genes se expresan de manera constante y estan implicados en la funcion bésica
de la célula (Yang et al., 2015), por lo que la no amplificacion de estos durante la fase
experimental estaria indicando una mala calidad de la muestra o bien de errores técnicos de la
prueba molecular. De esta manera sera posible tener un control interno adecuado para la correcta

implementacion en un futuro de nuestra PCR multiplex en el laboratorio.

Eleccion de bases de datos y alineamiento de las secuencias
La eleccion adecuada de las bases de datos representd un punto clave en el disefio de la prueba

molecular. Las plataformas utilizadas en este trabajo fueron GenkBank y GISAID.

58



GenBank pertenece al NCBI y es la base de datos més utilizada en la investigacion cientifica.
Dicha plataforma trabaja de manera conjunta con el Archivo Europeo de Nucle6tidos (ENA) y
el Banco de datos de ADN de Japon (DDBJ), por lo que contiene una amplia coleccion de
secuencias de nucleotidos a las que se puede acceder de manera gratuita y sencilla (Sayers et
al., 2019). Estas caracteristicas facilitaron el trabajo y busqueda de la mayoria de las secuencias
utilizadas en este proyecto.Por otra parte, GISAID es una iniciativa global donde se comparten
datos genéticos del SARS-CoV-2. A diferencia del GenBank, GISAID permite la consulta y
analisis de secuencias de cada una de las variantes del coronavirus identificadas en nuestro pais,
representando una ventaja para nuestro disefio, lo cual no fue posible de realizar con las
secuencias de los demés microorganismos obtenidas del GenBank, debido a la escasa
investigacion realizada en México. Sin embargo, esto no representd mayor problema al trabajar
y enforcar el disefio a las regiones mejor conservadas dentro del genoma de los patdgenos

seleccionados en el presente trabajo.

Ahora bien, es importante aclarar que no existe informacion consenso que determine el nimero
de secuencias genéticas necesario para la construccion de alineamientos multiples dirigidos al
disefio de pruebas moleculares. Nuestro anélisis determiné que 20 secuencias genéticas fueron
suficientes para la construccion de los alineamientos en la mayor parte de los biomarcadores,
pues se observo este niumero abarcé la mayor cantidad de variaciones genéticas existentes dentro
de cada patdgeno seleccionado, sin embargo, para el caso del RV se observo que debido al
fendmeno de recombinacion genética descrito anteriormente, fue necesario incluir alrededor de
30 secuencias, para abarcar la mayor cantidad de variantes genéticas existentes dentro de las 3

especies.

A continuacidn, se presentan los alineamientos construidos en la plataforma Clustal Omega para
el gen L2 del AdV, la region no codificante 5S’UTR del RV, asi como el gen L de las especies 1
y 3 del HPIV. Como se puede observar, en todos los alineamientos se identificaron regiones
conservadas que se utilizaron para el posterior disefio de los primers. Estas zonas se
reconocieron por la presencia del signo * ubicado debajo de las bases alineadas. La ausencia de
este signo nos indico la presencia de variaciones nucleotidicas a lo largo de la secuencia genética
alineada, mientras que la presencia de deleciones o inserciones de bases en alguna secuencia se

identificd por la aparicion de gaps (signo -). Cada una de las regiones reconocidas por los
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primers sentido y antisentido se sefialaron en color amarillo y verde respectivamente. Los
alineamientos realizados para los demas biomarcadores pueden ser consultados en el anexo 2
del presente documento. Se observo que el porcentaje minimo de homologia para la mayoria de
las secuencias alineadas para cada biomarcador se ubicé alrededor del 80 %, a excepcion de la
region 5’UTR del RV, cuyo porcentaje oscilé alrededor del 52 %. La descripcion detallada con
las caracteristicas fisicoquimicas de cada oligonucle6tido se presenta mas adelante en la Tabla

6.

GenBank:MN513345.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15751
GenBank:MZ151866.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15766
GenBank:KX868466.2 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15733
GenBank:HQ413315.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15739
GenBank:MN513342.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15734
GenBank:0U501484.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15725
GenBank:0U501483.1 CCCCCACCATCACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACGCTAC 15728
GenBank:MN307144.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15238
GenBank:MG905107.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15248
GenBank:MT806175.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15171
GenBank:MT505438.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15238
GenBank:AY737797.1 CGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15229
RefSeq:NC_011202.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15239
NCBIRefSeq:AC_000019.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15247
GenBank:MW748661.1 CGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15409
GenBank:JN860676.1 CGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15388
GenBank:MN307163.1 CGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15376
GenBank:MW816101.1 CGCCCACAATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15379
GenBank:KJ364588.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15401
GenBank:AY737798.1 CGCCCACCATTACCACCGTCAGTGAAAACGTTCCTGCTCTCACAGATCACGGGACCCTGC 15442
GenBank:MN513345.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15811
GenBank:MZ151866.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15826
GenBank:KX868466.2 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15793
GenBank:HQ413315.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15799
GenBank:MN513342.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15794
GenBank:0U501484.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15785
GenBank:0U501483.1 CGCTGCGCAACAGCATCGGAGGAGTCCAGCGAGTGACC 15788
GenBank:MN307144.1 CGCTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15298
GenBank:MG905107.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15308
GenBank:MT806175.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15231
GenBank:MT505438.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15298
GenBank:AY737797.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15289
RefSeq:NC_011202.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15299
NCBIRefsSeq:AC_000019.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAACGTGTGACCG 15307
GenBank:MW748661.1 CGTTACGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15469
GenBank:JN860676.1 CGTTACGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15448
GenBank:MN307163.1 CGTTACGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15436
GenBank:MW816101.1 CGTTACGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15439
GenBank:KJ364588.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15461
GenBank:AY737798.1 CGTTGCGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCGCGTGACCG 15502
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Figura 5. Alineamiento de la secuencia del gen L2 del adenovirus. Se observa el alineamiento multiple de 20

secuencias del gen L2 de las especies B, C y E de los adenovirus respiratorios.

GenBank:MT512399.1B79 ATGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAGGCGGT---CACCACTGCCAAAA 227
GenBank:MZ629135.1B14 ACGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAGGCTGT---ACCCACTGCCAAAA 184
GenBank:MZ629146.1B27 ATGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAAGTGGT---ACCCACCGCCGAAA 136
GenBank:MZ629157.1B6 TTGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAGGCTGT---ACCCAATGCCAAAA 189
GenBank:MZ460671.1B3 TAGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCGAGGTATAGGCTGT---ACCCACTGCCAAAA 187
GenBank:MZ460705.1C42 AGGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGPATAGGGGTGTTAGGTTTCACCCGAGGCCGAAGC 197
GenBank:MZ629123.1C56 AACGCCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYATTAGAGTGTTAGGCTTCTCACGAGGCTGAAGC 196
GenBank:MZ447875.1C CACGCCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGEATTAGAGTGTTAAGCTTCTCGCGAGGCTGAAGC 117
GenBank:MZ540948.1C23 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYATGCGTGGAATAGGCCTCTCAAGGGGCTGAGAC 193
GenBank:MZ540947.1C15 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGPACGCGAGGAATAGACCTTCTCAAGGGTTGAAGC 118
NCBIRefSeq:NC_001617.1A89 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCAATGAGGATATGCTTTA-CCCAAGGCAAAAAC 218
GenBank:MZ629170.1A67 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCGATGAGGATATGCTTTA-CCCAAGGCAAAAAC 146
GenBank:MZ629173.1A22 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCAATGTTGATATGCTCCT-CCAG-GGCAAAAAC 211
GenBank:MZ629153.1A1 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYTGACGTTGATATGCTCCA-ACAG-GGCAAAAAC 115
GenBank:MZ629129.1A28 ACGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYT-AGATTGATACGCTCCA-ACAG-GGCGAAAAC 216
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GenBank:M2z540952.1A11 AAGGTCAAGCACTTCTGITTCCCCGGYCAAGGATGATATGCTCCA-ACAG-GGCARAAAC 192
GenBank:Mz460681.1A24 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCARAGTTGATATGCTCCA-ACAG-GGCARAAAC 182
GenBank:Mz629147.12A46 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYTGAAGTTGATATGCCCCA-CCAG-GGCARAAAC 214
GenBank:Mz629120.1A46 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYTGAAGTTGATATGCCCCA-CCAG-GGCARAAAC 214
GenBank:Mz629179.1A80 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCARAATTGATATGCTCCA-CCAG-GGCARAAAC 170
GenBank:Mz629158.1A23 ACGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCARAGTTGATATGCTCCA-CCAG-GGCARAAAC 115
GenBank:Mz629143.12A49 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCAACGTTGATATGCTCCA-ACAG-GGCARAAAC 162
GenBank:Mz629128.1A31 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCAATATTGATATGCTCCA-CCAG-GGCARAAAC 201
GenBank:Mz540950.1A98 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCARGATTGATACGCTCTA-CCAG-GGCGARAAC 210
GenBank:MZz629180.1A25 ATGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYGAGGATTGATACGCTCCA-ACAG-GGCGARAAC 161
GenBank:MZz629130.1A85 ATGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYCTARACTGATACGCTCCA-ACAG-GGCGARAAC 214
GenBank:Mz629145.1C43 AAGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYTGGCTTGGATATGCTTCA-CCCGAGGCAAAAAC 95
GenBank:MZz629115.1C3 ATGGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYACCCTTGTATACGCTTCA-CCCGAGGCGARAAA 170
GenBank:M2629176.12101 AAGATCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYGAGTGTGGATATGCTTTA-CCCAAGGCAGAAAC 172
GenBank:Mz540955.1A78 ATGATCAAGCACTTCTGTTTCCCCGGYAGGTGTGAATATGCTTTA-ACCAAGGCAGAAGC 187
GenBank:MT512399.1B79 GTAATGAGCAATTCTGGGATGGGACCG TTTCCTGTTTTTCT 577
GenBank:MZz629135.1B14 GTAATGAGCAATTCCGGGATGGGACCG TTTCCTATTTTTCT 535
GenBank:MZz629146.1B27 GTAATGAGTAATTCTGGGACGGGACCG TTTCCTTTTATTCT 486
GenBank:Mz629157.1B6 GTAACGAGCAATTCTGGGATGGGACCG TTTCCAATTTTTCT 541
GenBank:Mz460671.1B3 GTAATGAGCAATTCCGGGACGGGACCG TTTCTCATTTTTCT 539
GenBank:Mz460705.1C42 GTAATGAGTAATTGCGGGACGGAACCG TTTCTTGTTTTTCT 545
GenBank:Mz629123.1C56 GTAATGGGCAACTGTGGGACGGAACCG TTTCCTTTTATACC 549
GenBank:Mz447875.1C GTAACGGGCAACTGTGGGACGGAACCG TTTCCTTTTATATT 468
GenBank:Mz540948.1C23 GTAATGGGTAACTGCGGGACGGAACCG TTTCCTGTTTTTCC 544
GenBank:Mz540947.1C15 GTAATGAGTAATTGTGGGACGGAACCG TTTCCTTTATTCTC 468
NCBIRefSeq:NC_001617.1A89 GTAATGCGTAAGTGCGGGATGGGACCA TTTCCTGTTTTTCT 571
GenBank:Mz629170.1A67 GTAACGCGTAAGTGCGGGATGGGACCA TTTCTTATTTTTCC 498
GenBank:Mz629173.1A22 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACCG TTTCTCTTTTTACT 564
GenBank:Mz629153.1A1 GTAATGAGTAATTGCGGGATGGGACCG TTTCACTTTTTCCT 470
GenBank:Mz629129.1A28 GTAATGAGTAATTGCGGGATGGGACCA TTTCTCTTTTTACC 568
GenBank:Mz540952.1A11 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACCA TTTCTTGTTTTTCC 546
GenBank:Mz460681.1A24 GTAATGAGTAATTGCGGGACGGGACCA TTTCTTGITTTTCT 536
GenBank:Mz629147.12A46 GTAATGAGCAATTGCGGGACGGGACCA TTTCTCTTTTTACT 565
GenBank:MZz629120.1A46 GTAATGAGCAATTGCGGGACGGGACCA TTTCTCTTTTTACT 565
GenBank:MZz629179.1A80 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACCA TTTCTCTTTTTACT 522
GenBank:MZz629158.1A23 GTAACGAGCAATTGCGGGATGGGACCA TTTCCTTGTTTTCT 465
GenBank:MZz629143.1A49 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACCG TTTCACTTTTTTTT 512
GenBank:MZz629128.1A31 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGGACCA TTTCACTTTTATCT 552
GenBank:Mz540950.1A98 GTAACGAGCAATTACGGGATGGGACCA TTTCACTTTTTACC 561
GenBank:MZz629180.1A25 GTAATGAGCAATTGCGGGACGGGACCA TTTCACTTTTTCCT 514
GenBank:MZz629130.1A85 GTAATGAGTAATTGCGGGATGGGACCA TTTCACTTTTTACC 565
GenBank:Mz629145.1C43 GTAACGGGCAACTGTGGGATGGAACCA TTTCCTTGTTATCT 447
GenBank:Mz629115.1C3 GTAATGGGCAACTATGGGATGGGACCA TTTCCTGTTTTACT 522
GenBank:M2z629176.1A101 GTAATGGGTAACTACGGGATGGAACCA TTTCTTGTTTTTCT 526
GenBank:Mz540955.1A78 GTAATGAGCAATTGCGGGATGGAACCA TTTCCTTGTTTTCT 544
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Figura 6. Alineamiento de la secuencia de la region 5 UTR del rinovirus. El alineamiento multiple presentado esté&
formado por 30 secuencias genéticas de las 3 especies de rinovirus existentes (-A, -B, -C). Se puede observar una

zona de hipervariabilidad genética entre los primers disefiados sefialada en color morado.

GenBank:MH685717.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTJCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MG773273.1 CATCTTGCAGCTGTCAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MF554712.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAR 2325
GenBank:MK167033.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MF166861.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MF554710.1 CATCTTGCAGCTGTTAARAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MF554711.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MF554709.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTGTCAGCAATGGTMCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MT232426.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTTTCAGCAATGGT@CAAGGAGACAATCAA 2346
GenBank:MK167043.1 CATCTTGCAGCTGTTAAAGTTGGTGTCAGAGTTTCAGCAATGGTHCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MN145876.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2400
GenBank:MN306052.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MN306022.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MT210644.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MH330335.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MH428627.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2400
GenBank:MN306055.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MN306039.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:LC530051.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2325
GenBank:MN145874.1 CATCTAGCAGCTGTTAGGATAGGTGTGAGGGTGACTGCAATGGTTCAAGGAGACAATCAA 2400
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GenBank:MH685717.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAAAAGACTCAC 2385
GenBank:MG773273.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
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GenBank:MF554712.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MK167033.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MF166861.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MF554710.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MF554711.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MF554709.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MT232426.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACATATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2406
GenBank:MK167043.1 GCCATAGCAGTGACATCCAGAGTTCCTGTTACACAAACCTATAAGCAAAAGAAGACTCAC 2385
GenBank:MN145876.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCCAACAATTATGACTACAGGGTTAAGAAGGAGATA 2460
GenBank:MN306052.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGGGTACCCAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MN306022.1 GCTATAGCTGTAACCACAAGAGTACCCAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MT210644.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MH330335.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MH428627.1 GCCATAGCTGTGACCACAAGGGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2460
GenBank:MN306055.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MN306039.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:LC530051.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2385
GenBank:MN145874.1 GCCATAGCTGTAACCACAAGAGTACCTAACAATTATGACTACAGAGTTAAGAAGGAGATA 2460
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GenBank:MH685717.1 AATATAGGAGGGTTCAATTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2865
GenBank:MG773273.1 ARTATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2865
GenBank:MF554712.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAAT 2865
GenBank:MK167033.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAAT 2865
GenBank:MF166861.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2865
GenBank:MF554710.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2865
GenBank:MF554711.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAAT 2865
GenBank:MF554709.1 AATATAGGAGGGTTCAACTATATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAAT 2865
GenBank:MT232426.1 AATATAGGAGGGTTCAACTACATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2886
GenBank:MK167043.1 AATATAGGAGGGTTCAATTACATGTCTACAGCTAGATGTTTTGTCAGAAATA 2865
GenBank:MN145876.1 AGTGTTGGGGGATTCAATTACATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAAT 2940
GenBank:MN306052.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTACATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGAAAC 2865
GenBank:MN306022.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTACATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAACA 2865
GenBank:MT210644.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGCTTTGTAAGGAACA 2865
GenBank:MH330335.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGCTTTGTAAGGAACA 2865
GenBank:MH428627.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAAC 2940
GenBank:MN306055.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAAC 2865
GenBank:MN306039.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAACA 2865
GenBank:LC530051.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAACA 2865
GenBank:MN145874.1 AGTGTTGGGGGATTCAACTATATGGCCATGTCAAGATGTTTTGTAAGGAAC 2940
*k ok ok kk kk kkkkk kk kkk ok Kk Kk kkhkkkk kkkkk kK kk Kk KAk k kK
GenBank:MH685717.1 AGCCCTAGCAGACCTAAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MG773273.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MF554712.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATAAA 2925
GenBank:MK167033.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MF166861.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCARAGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MF554710.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAAGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MF554711.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MF554709.1 AGCCCTAGCAGACCTGAAGAGATTCATCAAAGCAGGTCTGCTAGATAAA 2925
GenBank:MT232426.1 AGCCCTAGCAGACTTGAAGAGATTCATCAAGGCAGGTCTACTAGATARA 2946
GenBank:MK167043.1 AGCCCTAGCAGACTTGAAGAGATTCATCAAGGCAGGTCTGCTAGATARA 2925
GenBank:MN145876.1 i TGCATTAGCTGATATCAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTAAACCGA 3000
GenBank:MN306052.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATTTATTGGACCGA 2925
GenBank:MN306022.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATTTATTGGACCGA 2925
GenBank:MT210644.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 2925
GenBank:MH330335.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 2925
GenBank:MH428627.1 m TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 3000
GenBank:MN306055.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 2925
GenBank:MN306039.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 2925
GenBank:LC530051.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 2925
GenBank:MN145874.1 i TGCATTAGCTGATATTAAAAGATTTATTAAGGCGAATCTATTGGACCGA 3000

kkk kkkkkkx kK

Figura 7. Alineamiento de la secuencia del gen L del virus de la parainfluenza humana 1-3. Debido a las

K,k kK KKk * kK Kkkkkk kK Kk k% *  * * * *

variaciones genéticas entre ambas especies, los primers se disefiaron con la particularidad de ser de tipo
degenerados. La posicién de las bases degeneradas se sefiala en color rojo y gris dentro de la secuencia de los
primers. El primer sentido presenta una degeneracién en una sola base, mientras que el primer antisentido la

presenta en 2 bases.
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Disefio de primers

Uno de los puntos clave para la correcta optimizacion y estandarizacion de la PCR multiplex,
parte en el disefio cuidadoso y delicado de los primers, por lo que fue necesario seguir una serie
de pautas y recomendaciones ya establecidas con el fin de lograr un éxito en la futura
implementacién experimental, que, aunque no es objetivo de este proyecto, si s necesario para
el adecuado disefio in silico de la prueba. La construccion de los primers se Ilevo a cabo en el

programa Oligo Explorer 1.5 tomando como base los puntos descritos en la Tabla 3.

Para lograr una identificacion y discriminacion adecuada en una electroforesis en gel de agarosa,
cada par de oligonucledtidos fue disefiado para generar amplicones con al menos 20 bases de
diferencia entre ellos, ademas, con el objetivo de reducir los tiempos durante la fase de
amplificacion se buscé generar amplificados con tamafios no mayores a 1 kb. Por otro lado, se
fij6 la Tm a una temperatura no mayor a 2 °C de diferencia entre todo el conjunto de primers
con el fin de ajustar el proceso a una reaccion simultanea. La Tabla 6 resume las caracteristicas

principales de cada uno de los primers construidos.

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de los primers disefiados para la PCR multiplex

Lo . s as Tamafio Tm o AG Tamafio Biomarcador
Agente etiol6gico Primers 5°—3 nt °C %GC (calimo)  amplicon de interés
Ad . F-TCTCACAGATCACGGGAC 18 57.6 55.6 -38.0 79 L2
enovirus R-GCGTCTGGCGTCAGTAA 17 58.2 588 -35.6
F-CCTTGAGCATCTGGATTCTG 20 57.3 50.0 -38.9
Humano (*CPT) R-CTCCCACATTCCCTTTTTAGT 21 571 429 385 101 HBB
F-CGCTTTCTTATTACAAATTGGGAG 24 56.0 375 -40.2
SARS-CoV-2 R-CACTGCTACTGGAATGGTC 19 578 526 -38.0 120 M
. i F-ATGAGTCTTCTAACCGAGGT 20 57.3 45.0 -38.2
Virus de la influenza A R-GTCTTGTCTTTAGCCATTCCA 21 568 129 394 148 M
Mycoplasma F-CCGTGTTGATTTGAGAAGCC 20 57.3 50.0 385 180 mon372
pneumoniae R-ACATATTCCCGTAACCAGC 19 57.0 47.4 236.2 p
Metapneumovirus F-GCAAAGTCAGCACAGGAAG 19 57.6 52.6 -37.7 296 F
humano R-ACATGCTGTTCACCCTCAA 19 57.5 47.4 -38.0
H hilus infl F-GCCCTTTCTTTATTAGCAGC 20 56.7 45.0 -36.7 259 hod
aemopnifus Influenzae R-CAACATCAGTCAAGCCATCTA 21 56.3 429 -39.4 P
Strept F-CAAAAGACATACTGAAACCAAAGC 24 56.0 38.0 -41.3 309 1258
reptococcus pyogenes R-TAAGAAATAGTAGCGAGTGCG 21 562 429 374 Sy
. . F-AGAAGATGGAGAAGGCAAAG 20 56.2 45.0 -37.5
Virus de la influenza B R-CCATGAGACAGTATAGTAGCG 21 57.8 47.6 -39.2 344 M
. F-AGCACTTCTGTTTCCCC 17 56.1 52.9 -34.3 o
Rinovirus R_CACGGACACCCAAAGTAG 18 56.9 55.6 354 386-395  Region 5°UTR
X F-TACGCCTGTTTTATCTCCC 19 56.6 47.4 -36.3 R
Enterovirus D68 R_CGACAAGCAACTCACTGG 18 56.2 55.6 356 440 Region 5°'UTR
Streptococcus F-ACACGCACACTCAACTGG 18 58.1 55.6 -36.8 476 IVEA
pneumoniae R-CATTCTTCTGCCAGCCTG 18 574 55.6 -36.2 y
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Continuacion

L . s s Tamafio Tm Tamario Biomarcador
Agente etioldgico Primers 5°—3 nt °C %GC (kCAalﬁol) amplicon de interés

Virus sincitial F-GGCTCTTAGCAAAGTCAAGT 20 57.0 45.0 -37.6 532 N

respiratorio R-ACCTGATCTATCTCCTGC 18 56.2 50.0 -36.0
F-GGTCCAAGGAGACAATCAAG (1)

F-GGTTCAAGGAGACAATCAAG (3) 20 57.5 0.0 -39.2

Virus de la parainfluenza F-GGTYCAAGGAGACAATCAAG 20 54.4 45.0 -37.0 570 L
humana 1-3 R-GCAACTGCTGGATCACCTA (1) 19 59.6 526 394
R-GCAACTGATGGATCACCAA (3) 19 56'0 47'4 376

R-GCAACTGMTGGATCACCWA : ' :

Virus de la parainfluenza F-GCATCAAAGTTCTCGTCAGC 20 57.2 50.0 -39.0 574 L
humana 2 R-AGATTCTCTCACTTTACCTGC 21 56.6 429 2392

Virus de la parainfluenza F-GTGGTGCTTCTATGACATTGA 21 56.5 42.9 -39.9 569 L
humana 4 R-TAAGTCAGARAACCAGCCATC 21 56.8 429 -394

Nota: * CPT: Control positivo de la técnica

Otro punto importante que se tomo en consideracion durante el disefio de los primers fue el
calculo de la Tm. Existen numerosos métodos para determinar este parametro, por ejemplo, es
muy comun utilizar el método basico que se basa en el contenido de Guanina y Citocina de los
primers, el método ajustado a la sal que se relaciona con la concentracion de los cationes
presentes en la mezcla de reaccion o bien el método Nearest Neighbor (NN) que utiliza
pardmetros termodindmicos.

A pesar de gque se ha informado la existencia de una diferencia significativa entre utilizar uno u
otro, no se ha podido establecer con claridad cual método es mejor (Panjkovich & Melo, 2005),
ya que al final la temperatura de alineamiento se determina de manera experimental. Sin
embargo, en dos estudios llevados a cabo por Panjkovich & Melo (2005) y Robertson & Walsh-
Weller (1998), se encontrd que el método NN presentaba valores de prediccion mas cercanos a
la temperatura de alineamiento experimental en comparacion con los otros dos métodos, debido
en gran parte a que este utiliza parametros termodinadmicos relacionados con la estructura y
composicion de las bases que conforman a los oligonucleétidos. Esto resulta muy importante,
ya que al establecer una Tm mas precisa, es posible lograr un ahorro de tiempo y de reactivos
durante la estandarizacion del gradiente para determinar la temperatura de alineamiento
experimental. Estos motivos llevaron a la eleccion del programa Oligo Explorer 1.5, ya que este
cuenta con los algoritmos necesarios para arrojar el valor de la Tm utilizando el método NN, lo

cual podria ser de gran ayuda para la futura implementacion experimental.
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Analisis de dimeros y estructuras secundarias de los primers

Evitar la formacion de dimeros y estructuras secundarias entre los primers fue imposible debido
a la complejidad en el disefio de la PCR Multiplex. De hecho, la formacidn de estas estructuras
resulté ser el principal problema durante la construccion de los primers pues se ha investigado
que su presencia suele promover una competicién por la ADN polimerasa y los dNTPs,
suprimiendo la amplificacién del ADN o ARN objetivo.

Para evaluar posibles complicaciones en el disefio, se realizé un andlisis simultaneo de todo el
conjunto de primers utilizando el programa Oligo Analizer 1.5, poniendo especial atencion a los
valores de AG a la que se formaban dichas estructuras. Se encontr6 que la mayoria presentaban
una AG por debajo de -10 kcal/mol, esto nos hace saber que existe la probabilidad de que se
formen estas estructuras no deseables pero a la vez también nos indica que son
termodinamicamente inestables y que aunque contribuyen a disminuir la concentracién efectiva
de los primers, suelen desintegrase en segundos, por lo cual dichos valores se consideran
aceptables en una PCR (ResearchGate, 2017), sin embargo, también se encontraron algunas
estructuras con AG entre -10 y -12 Kcal/mol, lo cual si puede representar un problema en la fase
experimental de la prueba, y por ello, en estos casos se recomienda considerar el disefio de
nuevos primers, una opcion no viable en este disefio, debido la cantidad de oligonucleétidos
disefiados.

Para estos casos Yy, aungue el alcance de este disefio no implica observar el comportamiento
experimental de los primers, es necesario establecer recomendaciones técnicas que permitan
reducir o eliminar estas interferencias. Por ejemplo, la implementacion de una PCR multiplex
de arranque en caliente suele ser la mejor opcion para disminuir el cebado inespecifico y la
formacion de estructuras secundarias, ademas se pueden utilizar aditivos como Dimetil
Sulfoxido (DMSO), glicerol, formamida y betaina, en los cuales se ha visto que mejoran
significativamente las reacciones de PCR Multiplex mas dificiles, al relajar el DNA, y facilitar
la desnaturalizacion de la plantilla, evitando la formacion de horquillas y dimeros entre los
primers (Green & Sambrook, 2019; Henegariu et al., 1997; Markoulatos et al., 2002). En
conjunto, estas recomendaciones pueden ser de gran utilidad durante la fase experimental, para

evitar las complicaciones que resulten de la interaccidn entre los primers.

65



Oligo Analyzer - 1.5 12/09/2022

F-ADENOVIRUS - R-BETAGLOBINA annealing: F-ADENOVIRUS - R-MYCOPLASMA annealing:

F-ADENOVIRUS - R-ADENOVIRUS annealing:
5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"' i
3'-TGATTTTTCCCTTACACCCTC-5"

111
3'-AATGACTGCGGTCTGCG-5"
dG: |-3.60 kcal/mol

20 kcal/mol

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
11
3'-TGATTTTTCCCTTACACCCTC-5'

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3'
I
3'-AATGACTGCGGTCTGCG-5"

dG: |-1.89 kcal/mol

:]-6.20 kcal/mol

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3'
1
3'-AATGACTGCGGTCTGCG-5"'
dG: |-1.89 kcal/mol

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3'

I
3'-GAGGGTTAAACATTATTCTTTCGC-5"

dG:]-1.38 kcal/mol

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3'

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
E 11
3'-AATGACTGCGGTCTGCG-5"

3'-GAGGGTTAAACATTATTCTTTCGC-5"'
dG: |-1.38 kcal/mol

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
: 11
3'-AATGACTGCGGTCTGCG-5"

F-ADENOVIRUS - F-SARS-COV-2 annealing:

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
[NRRN
3'-CGACCAATGCCCTTATACA-5"
dG: J-10.90 kcal/mol]

F-ADENOVIRUS - F-METAPNEUMOVIRUS annealing:

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
Il
3'-GAAGGACACGACTGAAACG-5"
dG: |-1.89 kcal/mol

F-ADENOVIRUS - R-METAPNEUMOVIRUS annealing:

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3"'
111
3'-AACTCCCACTTGTCGTACA-S5"

5'-TCTCACAGATCACGGGAC-3'
(NR N
3'-AACTCCCACTTGTCGTACA-5"

.27 kcal/mol

F-ADENOVIRUS - R-SARS-COV-2 annealing:

dG: |-1.45 kcal/mol

Figura 8. Analisis de dimeros y estructuras secundarias de los primers. Se muestra un fragmento del andlisis
realizado en Oligo Analizer 1.5 a las interacciones que ocurren entre los primers disefiados para esta prueba. Se
logra observar como la mayoria de estas interacciones se desarrollan por debajo de -10 kcal/mol (Interacciones
débiles / recuadros azules) a excepcion de lo ocurrido entre el primer sentido de AdV y el primer antisentido de M.

penumoniae, cuya interaccidn ocurre a -10.90 kcal/mol (Interacciones fuertes / recuadro rojo).

Verificacion de la especificidad de los primers en BLAST

Verificar la especificidad de los primers para descartar alineamientos inespecificos con otras
secuencias genéticas representd uno de los puntos mas importantes, ya que sobre este analisis
recae el éxito o fracaso del disefio de la prueba.

Cada uno de los primers fue sometido a un alineamiento local en la plataforma BLAST
utilizando la base de datos de secuencias nucleotidicas del NCBI. Durante este procedimiento
cada oligonucleédtido se compar0 y alined con cientos de secuencias genéticas disponibles en la
plataforma (Figura 9). Una vez realizado el analisis, se prestdé mucha atencion a los valores
arrojados en el alineamiento, especificamente a los del Porcentaje de identidad y del Query
cover. El primer valor hace referencia al porcentaje de similitud que existe entre dos secuencias
(para este caso la secuencia del primer y las secuencias de la base de datos), mientras que el
segundo indica el porcentaje de las bases del oligonucle6tido que se alinearon a lo largo de las
secuencias disponibles en BLAST. En ambos casos el valor obtenido para todos los primers

disefiados fue del 100 % y ademas no se encontraron alineamientos inespecificos, lo cual nos
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habla de la especificidad que podria esperarse de la prueba. Sin embargo, hubo una notable
excepcidn con respecto a los primers dirigidos a la identificacion de las especies del RV, que a
pesar de que se obtuvieron los valores esperados en ambos parametros, el analisis también
demostro homologia frente a otras especies del género Enterovirus. Este problema era de
esperarse debido a la recombinacion genética descrita anteriormente y por los resultados
obtenidos en otros estudios similares. En este punto es necesario aclarar que, si bien existe esta
inespecificidad, durante los alineamientos se observé que tanto el reconocimiento del primer
sentido como el del primer antisentido no se dio dentro de las mismas secuencias en las que
presentaron homologia (Figuras 10 y 11), por lo tanto, se puede concluir que al menos in silico,
no existe la posibilidad de que puedan aparecer falsos positivos. Sin embargo, es importante que
no se descarte la posibilidad de que durante la fase hUmeda o experimental de la prueba se pueda
dar la aparicion de falsos positivos ya que existe una gran cantidad de especies y serotipos que
aun no han sido identificados o secuenciados dentro del género Enterovirus y que por lo tanto

si pudieran en algun momento ser reconocidos por ambos oligonucledtidos.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ¥ Show e
select all 99 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
. S~ Max | Total| Query E Per. Acc
Description Scientific Name Score Score Cova’r e Ident Len Accession
-
Human mastadenovirus C strain vzhadvcb, complete genome Human mastadenovirus ( 36.2 362 100% 21 100.00%| 35928 MHE828456.1
Human mastadenovirus C strain vzhadve?, complete genome Human mastad: 362 36.2| 100% 21 100.00%)| 35940 MHE28485 1

Human mastadenovirus C strain vzhadve1-5_complete genome Human mastad: 362 36.2| 100% 21 100.00%)| 36003 MHE28484 1

Human mastadenovirus C strain vzhadve1-4. complete genome Human mastade 36.2 362| 100% 21 100.00%| 36003 MHE828483.1

Human mastadenovirus C strain vzhadve1-3. complete genome Human mastad: 36.2 362 100% 21 100.00%| 36003 MHS828482.1

Human mastadenovirus C strain vzhadvel-2 _complete genome Human mastadenovirus 36.2 36.2| 100% 21 100.00%| 36003 MHB28461.1

Human mastadenovirus C strain vzhadvel-1_complete genome Human mastad: 36.2 36.2| 100% 21 100.00%)| 36003 MHB828460.1

Human mastadenovirus B strain vzhadvb2, _complate genome Human mastad. 362 362 100% 21 100.00%| 35216 MHE28479 1

Human mastadenovirus B strain vzhadvb1, complate genome Human mastad. 362 362 100% 21 100.00%)| 35265 MHE28473 1

Human mastadenovirus B ADVB3_Fukushima_H739_2018 DNA_nearly complete genome Human mastadenaovirus 362 362| 100% 21 100.00%| 35088 LC703523.1

Human mastadenovirus C ADV2_Fukushima_0O170_2018 ONA, nearly complete genome 362 362| 100% 21 100.00%)| 35905 LC703522.1

Human mastadenovirus B isolate AdV-lumc007, complete genome 36.2 36.2| 100% 21 100.00%)| 35605 MZ552390.1

KR ECE NN NN N N<N<N<]

Human mastadenovirus C i fHumc002,_complete genome Human mastadenovirus C 362 36.2| 100% 21 100.00%| 37702 MZ682589 1

Human mastadenovirus B isola 36.2 362 100% 21 100.00%| 35597 MZ882388.1

I Human mastadenovirus

-lumc012, complete genome Human mastad:

-lumc006, complete genome Human mastadenovirus B 36.2 362 100% 21 100.00%| 35179 MZ882387.1

Figura 9. Verificacion de la especificidad del primer sentido del adenovirus. En la imagen se logra apreciar la
especificidad que presenta el primer disefiado frente a las especies B, C y E del AdV. No se identificaron
alineamientos inespecificos con secuencias de otros organismos. Los porcentajes de identidad y Query Cover
(resaltados en color rojo) arrojaron valores del 100%, indicando que el primer contiene una secuencia de

nucledtidos idéntica a AdV y por lo tanto existe un alineamiento completo a lo largo de todas las bases.
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Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments

Taxonomy

[} selectall o sequences selected

Download v

Select columns ¥ Show | 100V | @

Figura 10. Verificacion de la especificidad del primers sentido del rinovirus. En la figura se

Desctobon Sc:enhﬁ: Name S'::‘e ;::::’ gg:z v:ue l::“ Acc’Len Accession
v v v v v

(] Enterovirus A71 strain H. complete genome Enlerovitus A71 342 342 |100%| 87 [10000% | 7394  ONG462731

(() Enterovirus A71 isolate 2018178/XJ/CHN/2018, complete genome Enterovirgs A71 342 342 |100%| 87 [10000% | 7370 ON6462711

() Enterovirus A71 isolate 2018SH35-4/BJ/CHN/2018, complete genome Enterovirus A71 342 342 [100% 87 |10000% | 7380 ON646270.1

() Bosgaurus x Bos taurus genome assembly. chromosome: 12 BosoaurusxB .. 342 664 |100% 87 |100.00% |88543157 OX258966 1

(] Enterovirus F strain GXGL2215 polyprotein gene, complete cds Enterovinys £ 342 342 |100% 87 |100.00% | 7459 ON630762 1

(] Enterovirys E strain GXY12213 polyprotein gene _complete cds Enterovirys £ 342 342 |100% 87 |100.00% | 7414 ON5847721

[] Enterovirus E strain GXNN2286 polyprotein gene, complete cds Enterovirus £ 342 342 |100%| 87 |10000% | 7417  ON457567 1

(] Enterovirus E strain GXDA2240 polyprotein gene, complete cds Enterovirus £ 342 342 [100%]| 87 [10000% | 7413 ON4575661

(7] Enterovirys E strain GXNN2204._complete genome erovirys 342 342 [100% 87 |10000% | 7405 ON3753561

(] Enterowirus E strain GXNN2102 polyprotein gene. complete cds Enterovirus £ 342 342 [100%| 87 [10000% | 7404 OM912604.1

(] PREDICTED. Accipiter gentilis vestgial like family member 4 (LOC126049796). transcnpt vaniant X4, m... Accipiter gentilis 342 342 [100%| 87 [10000% | 2835  XM_049826798 1
[ vector pPVM-2A144-poliovirus-GFP. complete sequence Veclor pPVM-2.. 342 342 |100%| 87 |100.00% | 11439 OMG77908.1

[ | Enterovirys A71 isolate EV71 _complete genome Enterovius AT1 342 342 |100%] 87 |10000% | 7379 MW7134451 |

presentan los

reconocimientos inespecificos por parte del primer sentido del RV hacia otras secuencias genéticas pertenecientes

a especies de EV.

Graphic Summary Alignments

Taxonomy

Sequences producing significant alignments

Download v

Select columns ¥  Show (2}

() select all 0 sequences sefected

Descrlpuon Scnenhff L S'::xe ST::‘Q gou:g v:uo |:::\l ﬁi Accession

- - ~ v - -

[[) Coxsackievius AS strain HE348/YunN. partial genome Coxsackievirys A6 362 362 |100% 22 |100.00% | 7354 Q1839949
[ Coxsackievirus A6 strain HE345/YunN, complete genome Coxsackievirus AG 362 362 |100% 22 | 100.00% | 7413 0L839948 |
[) Coxsackievirus AS strain HF288/YunN, complete genome Coxsackievirus AS 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 0QL839947 1
[ Coxsackievirus A6 strain HE287/YunN, complete genome Coxsackiovirus AB 362 362 [100%| 22 |100.00%| 7413 01839946 {
M) nN._complete genome Coxsackievirus A6 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 QL839045 1
(] Coxsackievirus A6 strain HF275/YunN, complete genome Coxsackievirus AG 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 0L839044 1
() Coxsackievirus AS strain HE271/YunN, complete genome Coxsackievius A6 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 0QL839943
(] Coxsackievirus AS strain HE705/YunN, complete genome Coxsackievius AG 362 362 [100% 22 |100.00% | 7413 0QL839942
[7] Coxsackievirus A strain HA279/YunN. complete genome Coxsackievirus A6 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 0QL§39941
[ Coxsackievirus A strain HA330/YunN. complete genome Coxsackievirus A6 362 362 [100%| 22 |10000%| 7413 0L839940 1
[ Coxsackievirus A6 strain HA321/YunN. complete genome Coxsackievirys AG 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 0QL839939 |
[ Coxsackievirus AS strain HA308/YunN, complete genome Coxsackievirus AG 362 362 |100% 22 |10000% | 7413 0QL839938 |
) Coxsackievirus AS strain HAZ03YunN, ¢ Coxsackievirus AG 362 362 |100% 22 |100.00% | 7413 OQL839937 1
\*\ Coxsackievirus AS strain HA296/YunN, complete genome Coxsackievirus AG 362 362 |100% 22 100.00% | 7413 0QL839936 1

Figura 11. Verificacion de la especificidad del primers antisentido del rinovirus. En la Figura 24 y 25 se sefiala en

un recuadro azul el reconocimiento inespecifico por parte de los primers dirigidos al reconocimiento del RV hacia

otras especies del género Enterovirus. Como se lograr apreciar el alineamiento presenta valores del 100% tanto

para el Porcentaje de ldentidad como para el Query Cover, sin embargo, es muy importante aclarar que este

reconocimiento no es sobre las mismas secuencias genéticas.
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Disefio del control positivo

Utilizando el programa SnapGene se disefid un pldsmido recombinante como propuesta para
control positivo de la prueba (CPP) y control positivo de la técnica (CPT). El disefio se llevé a
cabo mediante el corte y ligado in silico del vector de clonacion pJET1.2 y un constructo
elaborado a partir de las secuencias de los biomarcadores y del gen de la subunidad beta de la
hemoglobina humana. El disefio del constructo se realizd a partir de un perfil de restriccion
realizado a cada una de las secuencias blanco mediante la plataforma NEBCutter 2.0.
Utilizando solo el paquete de enzimas de New England BioLabs® Inc, se eligieron a todas
aquellas que no cortaran dentro de la secuencia y que ademas contaran con un sitio de corte
especifico (Figura 12). Del conjunto de enzimas elegidas, se seleccionaron a aquellas cuya
actividad de corte fuera de un 100% utilizando el buffer rCutSmart™ de la misma casa
comercial. La eleccion de este tapon se decidié entre otras cosas debido a que permite la
actividad conjunta maxima de muchas enzimas, lo que facilita y optimiza la configuracion de la
reaccion que se propone en este disefio pues evita el uso de diferentes buffers y por lo tanto se

pueden disminuir los costos de su construccion.

1 Rinovirus | s pneumoniae | Enterovirus-D6E_| SARS-COV-2 5 pyogenes | influenzae | VSR H_Influenzae Mycoplasma__ | Influenza A | Metapni
2 [Aatll (6_ACGT'C) Al (GACGT'C) AW (GACGT'C)  Aatll(G_ACGT'C) AMI(GACGT'C)  AxlI(GACGT'C)  Aall (GACGT'C)  Aall (G_ACGT'C) Aull(GACGT'C)  AatlI(G_ACGT'C) AatTl (G_A
3 |AccHST(G'GTACC) AccBSI(G'GTACC)  Acc6SI(6'GTACC)  Acc6SI(G'GTAC_C) AccBST(G'GTACC)  AccSST(G'GTACC) Acc6SI(G'GTACC)  AccHSI(G'GTACC)  [AccHSI(G'6TACC)  Acc6SI(G'GTACC)  Acc6S1(G
4 |AcI(ANCE_TT) AdIANCGTT)  AdI(AA'CGTT)  Acl(CCE.0) Al (AACG_TT) Acll (C40G_0) AIANCGTT)  AdI(AA'CG_TT) Acll (C'C6_C) Al (C'C6_0) Adl (C*CG]
5 |AGI(CTTAA G AMIETIAL G AIETIAAG)  AdI(AMCG.TD) AI(CTTAL G AIANCGTD)  AAMETIAAG)  AANCTTAA G) AI(AMCG T AdI(AACG_TT) AdI (AAG
6 |Asel (ACCGGT) Al (ACCGET) Al (ACCGGT)  AAN(C'TTAAG) Agel (ACC6G_T) AN (CTTAA G Al (WCCGET)  Asel (ACCGG T) AI(CTTAAG)  AGN(C'TTAA G A (C°T1
7 |Apal (6_660C0) Apal (G_GGCC'C) Apal(G_GGCC'C)  Assl (A°CCGG_T) Apal (6_GGCCC) Al (AC0GET)  Apal (G_GGLC'C) Apal (G_GGCC'C) Azl (A'CCGG T) Azl (A°CCGG_T) Agel (A°CQ
& |Apal1 (&' TGCA_C) Apill(G'TGCA Q) Apall(G'TGCA ) Apal (G_GGCC'T) ApalI(G'TGCA Q) Apal (GGGCC'C)  Apall (TGCAC)  Apall (G'TGCA G Apal (G GGCC'C)  Apal (G_GGCC'C) Apal (G_GC
9 | Asel (G6*0GCE_CO) Ascl(GE'CE0G CC)  Asel (GE'CE0G CC)  ApalI(G'TGCA C) A3l (G6'CGCG_CC)  Apall(GTGCAC)  Ascl(GE'CG0GCC)  Ascl (GE'CG0GCC) | Apall(G'TGCAC)  Apall(G'TGCAC) Apall (6T
10 [Asel (AT"TA_AT) Asl(AT'TAAT) Al (AT'TAAT)  Ascl (GG/CGOG_CC) Awl(AT'TAAT)  Ascl (GG'CGCG_CC) | AsiSI(GCG_AT™CGE)  Asel (ATTA_AT) Asel (G6'CGCG_CC)  Asl (G'CGCG_CC)  Asel(GG'C
11 [AsiSI(GEG_ATCEC)  AsiSI(GOG_AT'CGL)  Asi Asel (AT"TA_AT) AsiSI(GCG_AT'CGC)  Asel(AT'TAAT)  Avi[(C'CTAGG)  AsiSI(GOG_AT'CGC) 1Al AT'TAAT)  Asl(AT'TA_AT) Asel (AT-T
12 | vl (€°CTAG_G) Avell (C'CTAG_G) AsiSI(GOG_AT'0GC)  Avell (CCTAGG)  AsiSI(GCG_AT'CGL) BamHI(G'GATCC)  Avel(C'CTAG_G) AsiSL(GCG_AT'CGC)  AsiSI (GCG_AT'CGC)  Asisl (6CG]
13 |Bamill (@GATC_C) BbvCl (0C'TCA_GC)  BamHI(G'GATCC)  Avel (C'CTAG_G) BamHI(GATCC)  Avill(C'CTAGG)  BowCI(CC'TCA GC)  BamHI(G'GATCC)  |Avill(C'CTAGG)  Avdl(C°CTAG G) Avell (C°C]
14 [Bbver (0O TCA_GO) Bell (T"GATC_A) BbvCl (CC*TCA_GC)  BamHI (G'GATC_C) BbwCl (CC'TCA_GC)  Bamil (GGATC_C) | Bell (T'GATC_A) BbvCl(CC'TCA_GC) | BamBI(G'GATC_C)  BamBI(G'GATCC)  BamHI (G
15 [Bell (T°GATC_4) BEll ('GATC_T)  Bell (T"GATC_A)  BbeCI(CC'TCA_GC)  IBell (T"GATC_A) BWCI(OC'TCA_GC) Bglll (W'GATC_T)  Bell (T"GATC_A) BbvCl (CC*TCA_GC)  BbCl (CC'TCA_6C) | BbvCl (OC
16 [Belll (A"GATC_T) Bmtl (6_CTAG'C)  Bgll (A'GATC_T)  Bell (TGATC_A) Belll (VGATC_T)  Bell (T'GATC_A)  Bmtl(GCTAGC)  Belll (A'GATC_T) Bell ("GATC_A)  Bell (TGATC_A) Bell (TGA
17 [Beev1 ccoceaG_C) BeeYI(C'CCAG C)  Bmtl GCTAG'C)  B&I(C'TAG) Bmil (6_CTAG'C) Bl (WGATC_T)  BssYI(C'CCAG ()  Bse¥I(C'CCAG C) Beal (C'TA_G) BAl (C'TA_G) B&l (C*TA
18 [BsiwI (c6TAC_G) BSWI(C'GTAC_.G)  BseVI(C'CCAGC)  Belll (A"GATC_T) BseYI(C'CCAGC)  Bmtl(G_CTAG'C)  BsWI(C'GTACG)  BsiWI(C'GTAC_G) Belll (A'GATC_T)  Bmil (G_CTAG'C) Belll (A"GE
19 [BepDI (AT*CG_AT) BspDI(AT'CG_AT)  BWI(C'GTAC_G)  Bmtl (G_CTAG'C) BsiWI(C'GTAC_G)  BseYI(C'CCAG C)  BepDI(AT'CG_AT)  BspDI(AT"CE_AT) Bm¢l(G_CTAG'C)  Bee¥I(C'CCAG_C) Bant] (6_C1
20 |BspEI (T"CCGG_4) BepEI(T°CCGG_4)  BspDI(AT'CE_AT)  BeeYI(C'CCAG_C) BepDI (AT’CG_AT)  BsiWI(C’GTACG) BepEL(T°CCGG_A)  BepEI(T"CCGG_A) BssVI(C'CCAGC)  BepDI(AT'CGAT)  BeeVI(C'C
21 |BspHI (T"CATG_4) BaGI(T°GTAC_4)  BspEI(T’CCGG_A)  BsiWI(C'GTAC_G) BspEI (T°CCGG_A)  BepDI(AT'CG_AT) BepHI(T'CATG_A)  BspHI(T"CATG_A) BsiWI (C'GTAC_G)  BepEI (T"CCGG_A) BWI(C'G
22 |BsrGI (T*GTAC_4) BsHII(("CGCG_C)  BspHI(T°CATG_A)  BspDI(AT'CG_AT) BepHI (T"CATG_A)  BepEl (T"CCGG_ BerGI (T"GTAC_A) BspDI (AT’CG_AT)  BepHI(T'CATG_A)  BepDI(AT
23 |BssHII (G*CGEG_C) BsBI(TT'0G_A4)  BwrGI(T'GTAC_A)  BepEI(T"CCGE_A) BerGI(T'GTAC_A)  BerGL(T"GTAC_4) 2 BssHIL (¢"CGCG_C) BspEI (T'CCGG_4)  BerGl (T"GTAC_A) BepEI (T°C
24 |BssSI (C*ACGA_G) Clal (AT'CG_AT) BsHII(G'CGCG_C)  BepHI (T'CATG_A) BsHII(G'CGCG_C)  BwHIL(G'CECG_C)  B=SI(C'ACGAG)  BsSI(C'ACGA_G) BspHI (T"CATG_4)  BesHII (6°CGCG_C) BepHI (TC
25 |BstBI (TT'CG_A4) Eazl (C7GELC_C) BsSI(C'ACGA_G)  BarGI(T'GTAC_AY) BuSI(CPACGA_G)  BasSI(C'ACGAG)  B«#BI(TTACG_AY)  BatBI(TTACG_AA) BucFI (RCCCG_Y)  Basl (CPACGA_G) BarGL (TG

Figura 12. Perfil de restriccion de los biomarcadores. Se logra observar el perfil de restriccion realizado a cada
uno de los amplicones generados a partir del disefio de los primers. Este perfil de restriccion incluye a todas las
enzimas que no cortan dentro de la secuencia del amplicén, asi como el sitio de reconocimiento de cada una de las

enzimas mostradas.

En la Tabla 7 se muestra en color rojo los sitios de restriccion afiadidos al extremo 5” de los

primers, asi como la enzima utilizada para reconocer y cortar estos sitios.
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Tabla 7. Enzimas de restriccion y sitios de corte afiadidos a los primers

. Tamafio de
S . s as - s Enzimas de g
Agente etiologico Primers 5°—3’ con sitio de restriccion B, Amplicon
restriccion
generado
. F-AGAGCGGCCGCTCTCACAGATCACGGGAC Notl
Adenovirus 99
R-GCAAGATCTGCGTCTGGCGTCAGTAA Bglll
F- GCTAGATCTCCTTGAGCATCTGGATTCTG Bglll
Humano 119
R- CGACTCGAGCTCCCACATTCCCTTTTTAGT Xhol
F-AATCTCGAGCGCTTTCTTATTACAAATTGGGAG Xhol
SARS-CoV-2 138
R-AGGTCTAGACACTGCTACTGGAATGGTC Xhal
. . F-CGATCTAGAATGAGTCTTCTAACCGAGGT Xbal
Virus de la influenza A R-ATAGGTACCGTCTTGTCTTTAGCCATTCCA Kpnl 166
M | . F-TTCGGTACCCCGTGTTGATTTGAGAAGCC Kpnl 108
ycoplasma pneumoniae R-TGGGAATTCACATATTCCCGTAACCAGC EcoRl
Metapneumovirus F-GACGAATTCGCAAAGTCAGCACAGGAAG EcoRlI 244
humano R-GCAGGATCCACATGCTGTTCACCCTCAA BamHI
Y hilus infl F-TCGGGATCCGCCCTTTCTTTATTAGCAGC BamHI 277
aemophifus Influenzae R-ATACGGCCGCAACATCAGTCAAGCCATCTA Eagl
Strept F-TTCCGGCCGCAAAAGACATACTGAAACCAAAGC Eagl 327
reptococcus pyogenes R-ATACTCGAGTAAGAAATAGTAGCGAGTGCG Xhol
Virus de 1a infl B F-ATGCTCGAGAGAAGATGGAGAAGGCAAAG Xhol 362
Irus de fa influenza R-AAGTCTAGACCATGAGACAGTATAGTAGCG Xbal
. F-ACATCTAGAAGCACTTCTGTTTCCCC Xbal
Rinovirus 408
R-TACGGTACCCACGGACACCCAAAGTAG Kpnl
. F-TACGGTACCTACGCCTGTTTTATCTCCC Kpnl
Enterovirus D68 R-AAGGAATTCCGACAAGCAACTCACTGG EcoRl 458
Streptococcus F-AACGAATTCACACGCACACTCAACTGG EcoRlI 494
pneumoniae R-TTCCTCGAGCATTCTTCTGCCAGCCTG Xhol
Vi incitial iratori F-TACCTCGAGGGCTCTTAGCAAAGTCAAGT Xhol 550
Irus sincitial respiratorio R-CTTGGATCCACCTGATCTATCTCCTGC BamHI
Virus de la parainfluenza F-ATGGGATCCGGTYCAAGGAGACAATCAAG BamH]I ca8
humana 1-3 R-CAACGGCCGGCAACTGCTGGATCACCTA Eagl
Virus de la parainﬂuenza F-CTACGGCCGGCATCAAAGTTCTCGTCAGC Eagl 592
humana 2 R-ATACTCGAGAGATTCTCTCACTTTACCTGC Xhol
Virus de la parainfluenza F-GTACTCGAGGTGGTGCTTCTATGACATTGA Xhol 587
humana 4 R-CCACCATGGTAAGTCAGAAAACCAGCCATC Ncol

En laFigura 13 se aprecia el disefio del constructo obtenido mediante el ligado de los amplicones
generados a partir de la PCR in silico utilizando los primers de restriccion. Los amplifcados se
pueden observar con mas detalle en el Anexo I. El tamafio del constructo fue de 5414 pb e
incluyd las secuencias de los 15 biomarcadores (CPP) asi como la secuencia de la Betaglobina
(CPT). EI constructo fue cortado en los laterales por las enzimas Notl y Ncol generando

extremos cohesivos que sirvieron para poder insertarlo en vector de clonacion pJET1.2.
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Una vez disefiado el constructo, este fue insertado en el sitio multiple de clonacién del vector
pJET1.2. La insercion se llevo a cabo en el programa SnapGene, mediante el corte con las
mismas enzimas de restriccion utilizadas en los extremos del constructo. La obtencion del

plasmido recombinante se muestra en la Figura 14 y presenta un tamafio de 8309 pb.

AmpR promoter pJET1.2 forward sequencing primer (310 .. 332)

Gen L Adenovirus Humano'
047I/T7 /
Gen HBB Betagfob

& oo
« "5

Gen M Virus de la Influenza A

S

Gen mpn372 Mycoplasma pneumoniae|

Gen F Metapneumovirus Humano

Gen hdp Haemophilus influenzae

Gen spy1258 Streptococcus pyogenes|

Control Positivo
8309 bp

lac operatori—

(5743 .. 5763) pJET1.2 reverse sequencing primer

(Regién 5 "UTR Enterovirus Humano D68J

Gen L Virus de la Parainfluenza Humana 4

(Gen IytA Streptococcus pneumoniae)

(Gen L Virus de la Parainfluenza Humana 2 |

. . Gen N Virus Sincitial Respiratorio
Gen L Virus de la Parainfluenza Humana 1-3

Figura 14. Disefio del control positivo de la prueba y de la técnica. En la figura se puede observar la construccion
final del plasmido recombinante obtenido a partir de la insercién de un constructo (Figura 26) en el sitio multiple
de clonacién (MCS) del vector pJET1.2 (Figura 4).

Ahora bien, este disefio in silico requiere finalmente ser llevado a la parte experimental, en la
cual sera necesaria la obtencion de los amplificados a partir de muestras que provean del

material genético tanto de los virus como de las bacterias elegidas en este disefio.

Este proceso requiere en primera instancia de la amplificacion de cada fragmento de los
biomarcadores seleccionados utilizando los primers de restriccién y su visualizacion en un gel
de agarosa utilizando marcadores de peso molecular. Posterior a ello serd necesario someter a
cada amplificado a un proceso de corte mediante las enzimas de restriccion previamente elegidas
y su posterior ligado en un solo constructo mediante una ligasa. Después sera necesario llevar

a cabo un proceso de transformacién, en el cual la bacteria elegida para albergar el vector de
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clonacién deberéd permanecer en un estado de competencia que le permita la incorporacion del

plasmido recombinante.

Finalmente se requerira de un método de deteccion para verificar que el inserto de interés fue
clonado en la célula bacteriana, y esto dependera en gran medida del tipo de vector utilizado.
Estos métodos de deteccion pueden ir desde la deteccion de la coloracion de las colonias
clonadas, o en el caso del plasmido pJET1.2, mediante un gen letal al que se le interrumpe su
expresion cuando el ADN de interés se inserta correctamente en el vector, y por lo tanto solo
las colonias clonadas pueden crecer. También se puede hacer uso de un perfil de restriccion y
mediante un gel de agarosa determinar la presencia del inserto clonado mediante el tamafio
esperado, o bien utilizar la PCR para amplificar el fragmento de interés (ThermoFisher
Scientific, 2022).

Protocolo de la PCR multiplex

Debido a la complejidad en el disefio de la PCR Multiplex, fue necesario elegir un kit comercial
cuyas caracteristicas y componentes permitieran la optimizacién y diminucion de las
interferencias técnicas derivado del manejo simultdneo de varios pares de primers. El kit
LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR de New England Biolabs® fue el que mejor se adaptd
a las condiciones de nuestro disefio. Este kit se muestra en la Figura 28 e incluye agua libre de
nucleasas, una mezcla de reaccion que contiene dNTPs a una concentracion optimizada para la
deteccion de multiples objetivos, asi como una mezcla de las enzimas transcriptasa inversa
Luna WarmStart y la ADN polimerasa de alta fidelidad Q5 Hot Start.

De acuerdo con las especificaciones del kit, su utilizacion permite un ahorro de tiempo,
materiales y minimiza la contaminacion al llevar a cabo una RT-PCR en un solo paso. Ademas,
trabaja con una retro transcriptasa y una polimerasa especialmente disefiadas con control de
temperatura lo que permite configurar la reaccion a temperatura ambiente. Un punto importante
es que la polimerasa cuenta con un bloqueo de temperatura basado en aptameros, lo que brinda
un sistema automatico de arranque en caliente, un punto clave para elevar la especificidad de la
prueba sobre todo cuando se tiene posibilidad de formacién de dimeros u otras estructuras

secundarias entre el conjunto de primers (New England BioLabs, 2021).
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One-Step RT-PCR
LunaScript” Multiplex One-Step RT-PCR Kit
f= =~ ~

RNA  Primer

v/

| / * Luna” WarmStart® RT | ® | »dNTPs/

| Nase inhibi \ | MgBuffer
\e/ +Q5 Hot \/

\e/ \ NA Polymerase

Enzyme Mix Reaction Mix

Target detection —
& identification s /

NGS library construction DNA arra Capillary Gel Cloning &
& sequencing Y electrophoresis electrophoresis sequencing

GTCAAGAATCGECCGAAG
TGGTGTTECTTTGAAAG
AACCGACGCCCTGCE
CAACCCGCCCTTGE
AGCTATGACTTAT
TTGTTGAGGAAA
GTATAACGAG

Figura 15. Kit LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR. El kit LunaScript Multiplex One-Step RT-PCR (NEB n.°
E1555) requiere una plantilla de acidos nucleicos y primers especificos de genes para permitir la sintesis y la
amplificacion de objetivos de ADNc multiplex en una sola reaccion. Los productos de cDNA amplificados pueden
detectarse o identificarse mediante aplicaciones posteriores. Tomado de LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR
Kit, por New England Biolabs® Inc, 2022, https://international.neb.com/products/e1555-lunascript-multiplex-one-

step-rt-per-kit#Product%20Information. Derechos reservados.

Kit de extraccion del material genético

Para este disefio se propuso el kit de extraccion MagMAX™ Viral/Pathogen Ultra Nucleic Acid
Isolation de ThermoFisher Scientific, ya que permite la extraccion y recuperacion integra tanto
de DNA y RNA a partir de particulas virales, asi como de bacterias Gram positivas y negativas,
siendo probado en la mayoria de los patdgenos respiratorios de este disefio. Este kit utiliza la
tecnologia de perlas magnéticas, lo cual garantiza la recuperacion reproducible de acido
nucleico de alta calidad y con mayor rendimiento, en comparacion con otros métodos de
extraccion. Ademas, es compatible con muestras respiratorias y permite la extraccién con
volimenes de elucion que van desde los 50 hasta los 100 ul en alrededor de 60 minutos (Applied
Biosystems by ThermoFisher Scientific, 2019).

Sin embargo, dado que el éxito de una prueba molecular también depende en gran medida de la
calidad de con la que se extrae la muestra, serd necesario que el material genético recuperado
sea sometido a pruebas de control para evaluar la calidad, cantidad y pureza de la muestra y con
ello validar el método de extraccion que sera utilizado durante la fase experimental.

Es por ello que el uso de cualquier técnica de aislamiento debe conducir a una extraccion
eficiente con buena cantidad y calidad del material genético, que sea puro y esté libre de

contaminantes, como lo son las proteinas, las sales, los carbohidratos o los fenoles. La calidad
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y rendimiento deberdn ser evaluados mediante espectrofotometria o electroforesis en gel de
agarosa. Con la primera se podré estimar la concentracion del material genético midiendo la
cantidad de luz absorbida por los acidos nucleicos a una longitud de onda especifica de 260 nm,
mientras que la segunda nos permitira evaluar la integridad. En cuanto a la pureza, esta se podra
evaluar con las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230. La relacion A260/280 es muy
estable y se considera que un valor mayor a 1.8 para ADN indica un valor de pureza aceptable,
mientras que para ARN el valor debera ser superior a 2, un valor inferior nos indicaria una
contaminacion por presencia de proteinas, cuya absorbancia se ubica en los 280 nm. Por otro
lado, un valor por encima de 2 utilizando el ratio A260/A230 también serd indicativo de pureza
para ambos acidos nucleicos, mientras que un valor mas bajo nos hablaria de la presencia de
carbohidratos y fenoles, cuyas absorbancias se encuentran en los 230 nm (ThermoFisher
Scientific, 2019).

A) Condiciones de reaccion
Las condiciones para preparar 50 pl de la mezcla de reaccion se presentan en la Tabla 8, y fueron
tomadas y ajustadas segun las recomendaciones descritas en el kit. En la Tabla 9 se propone un
mix de primers que contiene a todos los oligonucledtidos disefiados en esta prueba. En este
punto sera importante seguir todas la recomendaciones y cuidados necesarios para evitar la
contaminacion de la preparacion, asi como la aparicion de fracasos durante la realizacién de la
PCR.

Tabla 8. Mezcla de reaccion propuesta para la PCR multiplex

Componentes 50 pl reaccion Concentracion Final
Mezcla de reaccién LunaScript Multiplex One-Step
RT-PCR (5X) 1ou >
Mezcla de enzimas LunaScript Multiplex One-Step 2l 1%
RT-PCR (25X)
Mix de primers especificos (10 uM) 5-20 pl 1-4 pM *
Plantilla de material genético Variable Hasta 1 pg
Agua libre de nucleasas A 50 pl --

Nota: *Concentracién final de los primers
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Tabla 9. Propuesta de preparacion del mix de primers

Concentracion del stock de primers normalizado 400 uM
De cada primer 25 pl

Buffer 200 pl

Volumen total 1000 pl

Concentracion final de cada primer 10 uM

B) Protocolo de Amplificacién
En la Tabla 10 se describen las condiciones del ciclado éptimas de acuerdo con las condiciones
de disefio de la PCR Multiplex, asi como las recomendaciones descritas por el Kit. La
temperatura de alineamiento aqui propuesta debera ser evaluada y en su caso modificada una
vez que se lleve a cabo la estandarizacion de la prueba, ademas podran modificarse los tiempos
de alineamiento y nimero de ciclos con el fin de optimizar los tiempos de amplificacion y por

lo tanto poder reducir los tiempos de entrega de un resultado.

Tabla 10. Protocolo de amplificacion la PCR multiplex en el termociclador

NUmero
Temperatura Tiempo de
ciclos
Sintesis de cDNA 50 - 65 °C 15 minutos 1
Pre—desnaturallzaplon / Inactivacién de 98 °C 1 minuto 1
la transcriptasa reversa
PCR
Desnaturalizacién 98 °C 10 segundos
Alineamiento 59 °C * 30 segundos 35-40
Extension 68 °C 1 minuto
Extension final 68 °C 5 minutos 1
Conservacion o preservacion de las 4°C Tiempo indefinido
muestras
Tiempo de respuesta aproximado 1 hora 20 minutos

Nota. *La temperatura de alineamiento se propuso 3°C por arriba de la Tm més baja del conjunto de primers, segin

lo establecido en las recomendaciones del kit.

C) Corrimiento electroforético
En la Figura 17 se propone una simulacion grafica de un corrimiento electroforético utilizando
un gel de agarosa a una concentracion del 2.5%, dicha concentracion se utiliza cuando la
diferencia entre los amplicones oscila entre 20 y 50 pb. En la figura se muestran los diferentes
amplicones generados para cada agente etiologico que obtenidos despueés de la amplificacion de
la PCR multiplex, Para realizar la comparacion visual de los amplicones se propuso utilizar el

kit comercial 50 pb Mini Ladder de Fisher Scientific que incluye 14 bandas que abarcan un
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rango de tamafio de entre 25 y 650 pb (Figura 16). Ademas, se incluyen dos carriles que
muestran al control positivo (CPT) y negativo (CNT) de la técnica.

bp ng/10pL

650 62
600 X
550 36
500 29
450 36
400 86
350 28
300 26
250 15

200 55
150 32

100 20

10pL on 2.0% agarose

Figura 16. Marcador de peso molecular 50 pb Mini Ladder Fisher Scientific. Se puede observar que el kit
comercial contiene 14 bandas que abarcan un tamafio que va desde los 25 pb hasta los 650 pb. Este rango de tamafio
incluye a todos lo amplicones obtenidos por la amplificacién de los primers disefiados en esta prueba. Tomado de
Fisher BioReagents™ exACTGene™ DNA Ladders, por Fisher Scientific, 2022,
https://www.fishersci.com/shop/products/fisher-bioreagents-i-ex-i-actg-i-ene-i-dna-ladders-11/BP2570100.
Derechos Reservados.

2.5 % agarose

Figura 17. Representacion grafica del corrimiento electroforético de la PCR multiplex. En la figura se muestra
una simulacién del corrimiento electroforético que se obtendria a partir de la amplificacion de cada una de las

regiones genéticas reconocidas por los primers disefiados. Nota: cada uno de los carriles se sefialan a continuacion;
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MW: Marcador de peso molecular
Adenovirus (79 bp)

SARS-CoV-2 (120 bp)

Virus de la influenza A (148 bp)
Mycoplasma pneumoniae (180 bp)
Metapneumovirus humano (226 bp)
Haemophilus influenzae (259 bp)
Streptococcus pyogenes (309 bp)
Virus de la influenza B (344 bp)
Rinovirus (390 bp)

. Enterovirus D68(440 bp)

. Streptococcus pneumoniae (476 bp)

e =
N P O

. Virus sincitial respiratorio (532 bp)

[N
w

. Virus de la parainfluenza humana 1-3 (570 bp)

[N
N

. Virus de la parainfluenza humana 2 (574 bp)

[ERN
(Sl

. Virus de la parainfluenza humana 4 (569 bp)

[ERN
[o2]

. Gen de la subunidad beta de la hemoglobina humana / Prueba negativa (101 bp)

[N
~

: Agua (Control negativo de la técnica)

[EnN
(o]

: Controles positivos de la prueba y control positivo de la técnica

Optimizacién de la PCR multiplex

El disefio optimo, adecuado y funcional de la PCR Multiplex implica seguir una serie de pautas
técnicas, capaces de llevar la prueba al trabajo experimental. A pesar de que el presente trabajo
no implica esta Gltima parte, es necesario mencionar los protocoles necesarios para la

implementacion futura en el laboratorio de diagndstico microbioldgico.

Esto implica que durante la fase de estandarizacion de la prueba se deben hacer un conjunto de
evaluaciones para validar el funcionamiento adecuado de la técnica, mediante la utilizacion de
muestras positivas que contengan el patdgeno de interés como lo son muestras clinicas, cultivos
celulares y bacterianos o plasmidos con la secuencia del gen del patdgeno respiratorio. Por otra
parte, también se debera validar y estandarizar el tipo de muestra con la que la prueba finalmente
trabajara, por lo tanto, este proceso requerira del conocimiento del tropismo tisular de los virus
y las bacterias, las zonas de la region anatomica del sistema respiratorio en donde se puedan
encontrar, asi como el tipo de afecciones clinicas que producen. Por otra parte, la validacion de

un resultado clinico positivo debe ir de la mano con la correlacion clinica del paciente.
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Ademaés se debe incluir la configuracion de una PCR para cada par de primers por separado
utilizando el rango de concentraciones establecido en el kit y posteriormente llevando a cabo un
analisis de los productos por electroforesis en un gel de agarosa, del mismo modo y siguiendo
el paso anterior se debe configurar una PCR multiplex con concentraciones molares
equivalentes para cada primer y se debe analizar nuevamente los amplificados en el gel
utilizando como controles los productos obtenidos individualmente. También sera necesario
optimizar las condiciones de hibridacion para cada par de primers realizando un gradiente con
temperaturas que oscilen entre 2 y 10 °C por encima de la Tm calculada con el objetivo de
determinar la temperatura de alineamiento promedio para cada primer y en funcién de este valor,

determinar la temperatura de alineamiento de la reaccién multiple.

Por otro lado, en caso de que la PCR no salga del todo bien, una de las primeras cosas que se
deberd hacer seré realizar curvas de cloruro de magnesio ya que representa un punto clave para
el funcionamiento correcto de la polimerasa. En este punto, una concentracién baja puede
generar productos inespecificos y una concentracion alta puede inhibir la actividad de la
polimerasa al provocar una desnaturalizacion ineficaz de la cadena de ADN (Green &
Sambrook, 2019)

Respecto a la concentracion de dNTP’s, el kit LunaScript® Multiplex One-Step RT-PCR
contiene una mezcla de dNTPs y buffer a una concentracion que ha sido optimizada para trabajar
con multiples dianas moleculares, por lo que al menos en esta parte se esperaria que no sea
necesario establecer un gradiente de concentraciones con este componente. Sin embargo, en
caso de gque se cambien las concentraciones de magnesio, serd necesario también modificar las
concentraciones de dNTP’s y viceversa, ya que existe una relacion directa entre ambos
componentes pues los dNTP’s se unen a los iones de magnesio, ademas si la concentracion de
estos Ultimos resulta ser muy alta pueden inhibir la actividad de la polimerasa al atrapar el

magnesio necesario para la actividad de esta enzima (Espinoza, 2007).

Finalmente, una vez estandarizado cada uno de los componentes, corresponde al laboratorio
determinar la sensibilidad de la prueba molecular, para ello, sera necesario trabajar con
diferentes rangos de concentracion de material genético para cada patdgeno con el objetivo de

establecer el limite de deteccion de la PCR Multiplex. Este punto debe ir de la mano de la
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validacion del método de extraccion para determinar si este cumple con la cantidad minima

necesaria de material genético a la cual la prueba puede detectar al patdgeno respiratorio.

Evaluacion de la sensibilidad de la PCR multiplex

Dado que el disefio de la PCR multiplex solo abarcé hasta la parte in silico, no fue posible
determinar la sensibilidad experimental de la prueba en este momento. No obstante, se ha
demostrado que la PCR tiene una sensibilidad para detectar hasta una sola copia de un gen. Por
este motivo se llevo a cabo una revision bibliografica sobre la determinacion de la sensibilidad
en pruebas de PCR enfocadas en el diagnostico de patdgenos respiratorios, con el fin de
demostrar la capacidad de deteccion que podria presentar nuestra prueba. Se encontraron
algunos articulos en los que se determind la sensibilidad experimental para algunos patdégenos
respiratorios utilizando el método de la dosis infectiva del cultivo tisular 50 (TCDIsg). Dichos
datos se tomaron como referencia para contrastar las dosis infectivas de estos patogenos en el
ser humano. Concluimos que la TCDIso en humanos, era mucho mas alta que la TCDls a la
cual la PCR detectaba el material genético de los patdgenos (Tabla 11). Estos datos resultaron
de mucha importancia ya que, si bien la TCDIso es la dosis minima a la que el microorganismo
puede causar enfermedad en las personas, una vez que se desarrolla la infeccion, la carga viral
y bacteriana resultante serd mucho mas alta. Por ejemplo, en un estudio llevado por Jannetto et
al., (2010) se demostro que el limite de deteccion (sensibilidad) de la PCR multiplex de punto
final para la Influenza A se ubicaba entre 26 a 62 TCDIso/mL, valor muy por debajo en
comparacion con la carga viral excretada en la nasofaringe durante la fase activa de la infeccion,
cuyo valor se calculd entre 10° y 107 TCDIso/mL, es decir la sensibilidad fue de al menos 16 a
38 veces mas baja que la carga viral. En resumen, estos datos indican la posibilidad de que la
prueba pueda presentar valores de sensibilidad muy altos, en comparacion con los obtenidos en

otros estudios.

Ahora bien, también es importante destacar que la combinacion de una cantidad considerable
de primers en una sola reaccion puede influir en la sensibilidad de este ensayo, ya que las
interacciones primer-primer pueden conducir a una menor disponibilidad de estos. Ademas, la
presencia de multiples dianas en una reaccion puede resultar en una competencia por enzimas y

nucleotidos. Sin embargo, el recurrir a técnicas como PCR de arranque en caliente o el uso de
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coadyuvantes quimicos mas la optimizacion de las cantidades de cada uno de los componentes

de la mezcla de reaccion podré ayudar a incrementar la especificidad y sensibilidad de la prueba.

Tabla 11. Comparacion entre la dosis infectiva 50 de los patégenos respiratorios y la sensibilidad de la PCR

Sensibilidad Proporcion Sensibilidad

gente infeccioso 50 ¢ 50
A infecci Dosis infectiva 50 (TCDlso) PCR (TCID50 / (TCDIs0)
(TCIDso) . Sensibilidad)
punto final Punto Final gPCR
SARS-CoV-2 100 copias © 125 -250 copias
Virus de la influenza AHINI 1.0 X 10%- 1.0 X 107 @ 62 ¢ 16 0.02—2.52 e
Virus de la influenza AH3N2 1.0 X 10%-1.0 X 107 @ 26 ¢ 38 ' '
Virus de la influenza B 6.4 X 10%-3.1 X 1072 24d 32,000 0.006-0.23 &
-2 _ 5
RINoVirus 3.2X10 ; 6.3 X 10
Adenovirus 0.5-1712 0.2°¢ 2.5 0.1-0.01"
. L . . 30 - 40 Nifios? e 6
Virus sincitial respiratorio 160-640 Adultos? 5 30 --
Metapneumovirus humano -- -- -- --
Enterovirus D68 -- -- -- --
_1e
Virus de la parainfluenza b 250 PIV 1e
humana 80 (PIV-1) 10 PIV-2 -
30 PIV-3¢
Mycoplasma pneumoniae <100 UFC"® -- -- --
Streptococcus pneumoniae Desconocida P -- -- --
Haemophilus influenzae Desconocida P -- -- --
Streptococcus pyogenes Desconocida ?

Notas:  (Yezli & Otter, 2011) ® (Government of Cananda, 2022) (Karlmzadeh et al., 2021)¢ (Atmar&
Baxter, 1996) ¢ (Osiowy, 1998) f(Van Elden et al., 2001) 9 (Bio-Rad, 2022) " (Pehler et al., 2004)

Comparacién entre PCR multiplex de tiempo real y de punto final

A pesar de las ventajas que implica desarrollar una PCR multiplex de tiempo real en
comparacién a una PCR multiplex de punto final, se deben considerar los costos de la
implementacién de cada una, tanto para el laboratorio que ofertard la prueba como para el

paciente que la requerird, y sin olvidar el objetivo de esta.

Para nuestro caso, el objetivo de la prueba consiste en el diagnostico confiable y seguro de los
principales patogenos respiratorios. Se sabe que la presencia de cualquier agente etiologico
mencionado en este trabajo mas la presentacion de una sintomatologia clinica especifica es
sinénimo de infeccion. Por lo tanto, el diagnostico cualitativo es suficiente para sustentar la

validez y rentabilidad de la prueba molecular que se propone.
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Si bien la implementacidn de una prueba cuantitativa representa una opcion mas adecuada en
términos de sensibilidad y rapidez, cuando hablamos de una técnica molecular multiple, resulta
importante considerar el costo econdémico de su implementacion, ya que una prueba cuantitativa
necesitara de mayor inversion al requerir ademas de los primers, el uso de sondas y sin olvidar
que el disefio resulta ser mas complicado pues se debe tener mayor cuidado en la construccion
de estos dos componentes. Por otro lado, requiere de un equipo mas sofisticado y especializado,
con el cual la mayoria de los laboratorios en nuestro pais no cuenta. Por ejemplo, respecto al
tema econdmico, el costo de una sonda ronda alrededor de los $250.00, esto debera sumarse al
costo de los primers cuyo precio promedio es de alrededor de los $163.00, segun las cotizaciones
hechas en la pagina T4OLIGO (https://t4oligo.com/servicios/cotizaciones/). Sin embargo, esto
solo es la punta del iceberg, ya que el precio de un termociclador en tiempo real con 6 canales,
que es el que presenta una mayor capacidad de multiplexacion, tiene un precio por arriba del
millén de pesos mientras que un termociclador de punto final con gradiente de temperatura se
encuentra alrededor de los $200,000.00.

En este punto es importante debatir que, si bien la PCR en tiempo real evita un trabajo posterior
a la amplificacion acortando el tiempo de entrega de resultados, se limita en este caso a detectar
una cierta cantidad de objetivos por tubo y esto dependera en gran medida de la cantidad de
canales con las que cuente el termociclador utilizado por el laboratorio, por lo que se tendria
que ajustar el disefio de la prueba en varios tubos, incrementado las posibilidades de aparicién
de una mayor cantidad de errores técnicos y también generando mayor trabajo en la fase de

preparacion de la muestra.

Ahora bien, respecto al sistema BioFire, el costo de adquirir la plataforma FilmArray es de
aproximadamente 49,000 USD ($ 981,876.70 MX), sin embargo, este precio es solo por adquirir
un equipo, cuya capacidad de procesamiento es de solo 1 muestra a la vez, por lo tanto, si el
laboratorio requiere aumentar su capacidad de procesamiento debe adquirir mas plataformas, lo
que elevaria los costos de inversion, del tal manera que aunque los resultados se obtengan en
aproximadamente 1 hora, esto no garantiza la rapidez para todos los pacientes que requieran
conocer en ese momento los resultados. Por otro lado, también deben adquirirse por separado
las bolsas de reactivo que contienen el panel respiratorio y cuyo precio de lista por unidad es de

129 USD ($2,584.94 MX) y que ademas solo sirve para procesar una muestra. Tomando en
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cuenta estos datos, el costo de una prueba para un paciente se ha establecido en
aproximadamente los 214.44 USD ($4,297.00 MX) (Soucek et al., 2019). Esto implica que el
monto inicial de adquisicion, asi como el costo por prueba para el paciente representen un factor

limitante muy importante para la mayoria de los hospitales y laboratorios clinicos del pais.

En cuanto a términos de rapidez, es posible llevar a cabo una optimizacion de la PCR de punto
final, ajustando y estandarizando los tiempos de extraccion, amplificacion y del corrimiento
electroforético, reduciendo los tiempos de entrega de resultados, asi mismo, debido al disefio
cuidadoso y delicado de la técnica es posible esperar resultados cuyos valores de sensibilidad y
especificidad puedan ser equiparables con los obtenidos por pruebas comerciales. Sobre este
punto, el disefio de una PCR multiplex de punto final, resulta ser la mejor opcion, pues es una
prueba que puede adaptarse a las condiciones de la mayoria de los laboratorios de biologia
molecular o bien en aquellos laboratorios pequefios que deseen implementar una prueba menos

costosa y mas accesible para los pacientes.
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CONCLUSIONES

La seleccion cuidadosa de cada uno de los biomarcadores realizada a partir de una revision
bibliogréafica junto con la elaboracion de alineamiento maltiples permitio el disefio de una PCR
multiplex de punto final con la capacidad para detectar a los principales patdgenos respiratorios
en México. La construccion cuidadosa de cada uno de los oligonucledtidos posibilité acoplarlos
a una sola reaccion simultanea, mientras que el anlisis en BLAST asegur6é una deteccion
especifica para la mayoria de los patdgenos, a excepcion del Rinovirus Humano, cuyos primers
presentaron homologia con algunas especies del género Enterovirus, que, si bien no
representaron mayor problema respecto a la especificidad in silico de la prueba, seré necesario

evaluar su especificidad a nivel experimental.

Se demostré el funcionamiento in silico de la PCR multiplex al construir un plasmido
recombinante con las secuencias de los biomarcadores y del gen control, asi mismo se logré
proponer un corrimiento electroforético con los fragmentos obtenidos partir del amplificado de
las secuencias blanco mediante el programa SnapGene. No obstante, sera necesario desarrollar
un protocolo experimental para determinar la sensibilidad, especificidad y funcionamiento de la
prueba en el laboratorio, este proceso se encuentra descrito dentro del disefio y requerira de un
amplio trabajo de optimizacion y estandarizacion, sin embargo, una vez logrado, tendré la

capacidad de poder ser implementado en los laboratorios de diagnostico microbiolégico del pais.

Se compar0 la rentabilidad de la PCR de punto final propuesta frente a las variantes en tiempo
real y al sistema de deteccion BioFire, se determin6 que esta prueba puede competir frente a
ellos y representa la mejor opcidn para la mayoria de los laboratorios de nuestro pais, ya que
requiere menos costos de inversion, es mas accesible para el puablico y se puede adaptar
facilmente a la mayoria de las instalaciones ademas, una vez que se logre estandarizar se podran

optimizar los tiempos de entrega de resultados.
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ANEXO 1 AMPLIFICADOS

A continuacion, se muestran los amplicones generados de cada biomarcador al afiadir los sitios
de restriccion a los primers. Se pueden identificar a los primers sefialados en color morado. En
rojo se muestra el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion. Las flechas azules indican
el sitio de corte. Sefialado en color azul se muestra la secuencia que se obtendra una vez que las

enzimas realicen los cortes.

Start (0)
F-Adenovirus End (99)
GGAC

IAGAGCGGCCGCTCTCACAGATCACG ‘

1 ¥
30 ABAGCGGCCGCTCTCACAGATCACBGGACCCTGECCGTTACGCAGCAGTATCCGGGGAGTCCAGCECGTGACCGTTACTGACGCCAGACGCAGATETTGE o
— } ' } ' } ' } ' } ' } ' } ' } ' } treme] 92
@O TETCGCCE600AGABTATCTABTBCCCTBEBACOOCAATGCOTCETCATAGBCCCCTCABETCECACACTAOCAATBACTOCETCTOCETCTAGAACE 50

AATGACTGCGGTCTGCGTCTAGAAC GI
R-Adenovirus

Figura 18. Amplicdn con sitios de restriccion del gen L2 del adenovirus

Start (0)
‘ F-Betaglobina
TCTG|

[GCTAGATCTCCTTGAGCATCTGGAT

[ h/
5" GCTAGATCTCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAATGTGGGAG
st } + } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 110
3’ COATCTACAGBAACTCETAGACCTAAGACGGATTATTTTTTGTAAATAAAAGTAACGTTACTACATAAATTTAATAAAGACTTATAAAATGATTTTTCCCTTACACCCTC
Gen Betaglobina

TGATTTTTCCCTTACACCCTC
R-Betaglobina

End (119)
CTCGAGTCG 3r
119
GAGCTCAGC 57
GAGCTCAGC

R-Betaglobina

Figura 19. Amplicon con sitios de restriccion del gen HBB de la subunidad beta de la hemoglobina humana

Start (0)

F-SARSCOV2
[AATCTCGAGCBCTTTCTTATTACAAATTGGGAG

[ ¥
57 AATGTCGAGCGCTTTCTTATTACAAATTGGBAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGETEACTCAGGTTTTGCTGCATACAGTCGCTAGAGEATTGECAACTATAAATTAAACAGA
et } + } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 110
3r TTAGAGCTCGCGAAAGAATAATGTTTAACCCTCGAAGCGTCGCACATCGTCCACTGAGTCCAAAACGACGTATGTCAGCGATGTCCTAACCGTTGATATTTAATTTGTGT
I\
End (138)
GACCATTCCAGTAGCAGTGTCTAGACCT 3’
Il } Il } ] 138
t + t =+
CTGGTAAGGTCATCGTCACAGATCTGGA 57
i

Gen M (Membrana) SARS-COV2
CTGGTAAGGTCATCGTCACAGATCTGGA]

R-SARSCOV2

Figura 20. Amplicdn con sitios de restriccion del gen M del SARS-CoV-2
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Start (o)

F-FLUA
|C GATCTAGAATGAGTCTTCTAACCGAGGT)

| ¥
CGATCTAGAATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGG
I + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il

I u T t T t T + T + T + T + T + t + } + } + }
GCTAGATCTTACTCAGAAGATTGGCTCCAGCTTTGCATGCAAGAAAGATAGTAGGGCAGTCCGGGGGAGTTTCGGCTCTAGCGCGTCTCTGACCTTTCACAGAAACGTCC
A

| Gen M (Membrana) A

End (186)

AAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACGGTACCTAT 3’
' } ' } ' } ' } ' } H 166
TTTCTTGTGTCTAGAACTCCGAGAGTACCTTACCGATTTCTGTTCTGCCATGGATA 5"
A
Gen M (Membrana) Influenza A

ACCTTACCGATTTCTGTTCTGCCATGGATA|
R-FLUA

Figura 21. Amplicon con sitios de restriccion del gen M del virus de la influenza A

Start (0)

F-MYCOPLASMA
[TTCGGTACCCCGTGTTGATT TGAGAAGCE

| hd
TTCGGTACCCCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTTGAACATGGCTTTTCAACTTTAGGTGATGTGAGAAATTTCTTTGAACACATTCTCTCCACTAATTTTG
I " Il : Il : Il : Il : Il : Il : Il : Il : Il : Il : Il

I t T t T t T t T t T t T t T t T T T T T T T
AAGCCATGGGGCACAACTAAACTCTTCGGGACTTCTTTAAAAACTTGTACCGAAAAGTTGAAATCCACTACACTCTTTAAAGAAACTTGTGTAAGAGAGGTGATTAAAAC
A

Gen MPN372 (Toxina CARDS) Mycoplasma pneumoniae

End (198)

GTAGAAGCTATTTTATTTCCACTTCAGAAACACCCACAGCAGCTATTCGCTTCTTTGGTAGCTGGTTACGGGAATATGTGAATTCCCA 3’
} Il } Il } Il } Il } Il } Il } Il } Il } ]
¥ } ¥ } ¥ } ¥ } ¥ } ¥ } ¥ } ¥ } -+ 198

CATCTTCGATAAAATAAAGGTGAAGTCTTTGTGGGTGTCGTCGATAAGCGAAGAAACCATCGACCAATGCCCTTATACACTTAA‘B GGT 5"
Gen MPN372 (Toxina CARDS) Mycoplasma pneumoniae

CGACCAATGCCCTTATACACTTAAGG GTl
R-MYCOPLASMA

Figura 22. Amplicdn con sitios de restriccion del gen mpn372 de Mycoplasma pneumoniae

Start (0}
‘ F-METAPNEUMOVIRUS

IGACGAATTCGCAAAGTCAG CACAGGAAG
Y

T
GACGAATTCGCAAAGTCAGCACAGGAAGGCATCCTATCAGTATGGTTGCACTGTCCCCTCTTGGGGCTCTGGTTGCTTGTTACAAAGGAGTAAGCTGTTCCATTGGCAGCAATAGAGTAG
1 1 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n } n 1 n

!
I T T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T
CTGCTTA“GCGTTTCAGTCGTGTCCTTCCGTAGGATAGTCATACCAACGTGACAGGGGAGAACCCCGAGACCAACGAACAATGTTTCCTCATTCGACAAGGTAACCGTCGTTATCTCATC

[ Gen F (Fusion) Metapneumovirus Humano

GGATCATCAAGCAGCTGAACAAAGGTTGCTCTTATATTACCAACCAAGATGCAGACACAGTGACAATAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAGTTGAGGGTGAACAGCATGTGGATC
' i ' ! s ! s ! ' ! s ! s ! ' I ' I s 1 s ! '

CCTAGTAGT TCGTCGACTTGTTTCCAACGAGAATATAATGGTTGGETTCTACGTCTGTGTCACTGTTATCTGTTGTGACATATAGTCGATTCGTTTCAACTCCCACTTGTCGTACACCTAG
A

Gen F (Fusion) Metapneumovirus Humano ]

AACTCCCACTTGTCGTACACCTAG
R-METAPNEUMOVIRUS

End (244)
cTeC 3p
-H-o-I 244
GACG 5"
GACG]

R-METAPNEUMOVIRUS

Figura 23. Amplicon con sitios de restriccion del gen F del metapneumovirus humano

110

114



Start (0) BamHI|

F-HAEMOPHILUS
[TCGGGATCCGCCCTTTCTTTATTAGCAGC

T Y
5" TCGGGATCCGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGTTGTAGCAGCCATTCATCAAATATGGCGAATACCCAAATGAAATCAGACAAAATCATTATTGCTCA
1 1 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1

I + . + . + . + . + . + . + . + . + . + . + . 110
5o AGCCCTAGGCGEGAAAGAAATAATCGTCGACCGCATGATCGTCCAACATCGTCGGTAAGTAGTTTATACCGCTTATGGGTTTACTTTAGTCTGTTTTAGTAATAACGAGT
A

\ ‘Gen hdp {Proteina D) Haemophillus influenzae

CCGTGGTGCTAGCGGTTATTTACCAGAGCATACGTTAGAGTCTAAAGCACTTGCGTTTGCACAACAGGCTGATTATTTAGAGCAAGATTTAGCAATGACTAAGGATGGTC

T S A A A S i AR A S AV 220

GGCACCACGATCGCCAATAAATGGTCTCGTATGCAATCTCAGATTTCGTGAACGCAAACGTGTTGTCCGACTAATAAATCTCGTTCTAAATCGTTACTGATTCCTACCAG

‘Gen hdp (Proteina D) Haemophillus influenzae

End (277)

GTTTAGTGGTTATTCACGATCACTTTTTAGATGGCTTGACTGATGTTGCGGCCGTAT 3’
: I . I . I R I . ! |
+ t + T + t + t + t ++ 277

CAAATCACCAATAAGTGCTAGTGAAAAATCTACCGAACTGACTACAACGCCGGCATA 5"
A

‘Gen hdp (Proteina D) Haemo us luenzae

ACCGAACTGACTACAACGCCGGCATA|

A
R-HAEMOPHILUS

Figura 24. Amplicén con sitios de restriccion del gen hdp de Haemophilus influenzae

Start (0)

F-5.PYOGENES
[TTCCGGCCGCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCE]

T \
50 TTCCGGCCGCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTAACTGAACAATCTTTTEAAACTCTTACTGTCTCTGACCTTACTAARAAAGGCTGGTAT
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t t 120
5)0 AABGCCGGCGTTTTCTGTATGACTTTGGTTTCGAATACATTTCTEECGGAATTGETGGAATGATTGACTTGT TAGAAAACTTTGAGAATGACAGAGACTGGAATGATTTTTCCEACCATA
A

Streptococcus pyogenes (Gen TetR/AcR)

CAATAGAGGAACCTTCTACCTCCACTACACTGATAAATTTGACATGATGAATCACTTCAAAAATGACACTCTGGATGATTTGTACCGTTTGTTAAATCAGGCTGAAATCTACACAGACAC
T
GTTATCTCCTTGGAAGATGGAGGTGATGTGACTATTTAAACTGTACTACTTAGTGAAGTTTTTACTGTGAGACCTACTAAACATGGCAAACAATTTAGTCCGACTTTAGATGTGTCTGTE

Streptococcus pyogenes (Gen TetR/ACR)

|End (327)
TCGACAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAACCGCACTCGCTACTATTTCTTACTCGAGTAT 3r
" Il " Il " Il " Il " Il " Il " Il " Il |
+ T + T + T + T + T + T + T + T an | 327
AGCTGTTCAGGAGTTAGTTTGGAACAGGATGGAATATCTTGTATCTCTTAAATATTGGCGTGAGCGATGATAAAGAATGAGCTCATA 51
A
Streptococcus pyogenes (Gen TetR/AcR)

GCGTGAGCGATGATAAAGAATGAGCTCATA
R-5.PYOGENES

Figura 25. Amplicon con sitios de restriccion del gen spy1258 de Streptococcus pyogenes

Start (0) Xh

F-FLUB
[FTECTCGAGAGAAGATGGAGAABGCAAAS]

5° ATGCTCGAGAGAAGATGGAGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGETTTGGTGGGAAAGAATTTEACCTAGACTCAGCCTTGGAATEGATAAAAAACAAAAGATGCTTAACTGATATACAAAAAGCAC
1 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 + 1
140

T t T t T t T t T t T + T t T t T + T t T t T + T t T
TCTCTTCTACCTCTTCCGTTTCETCTTGATCETCTTTTCAATETEACAACCAAACCACCCTTTCTTAAACTGEATCTGAGTCEGAACCTTACCTATTTTTTGTTTTCTACGAATTGACTATATGTTTTTCETE
& Gen M (Membrana) Influenza B

I
3¢ TACS

TAATTGGTGCCTCTATATBCTTTTTAAAACCCAAAGACCABBAAAGAAAAABAAGATTCATCACAGABCCCTTATCABBAATGGGAACAACAGCAACAAAAAAGAAAGBCCTGATTCTGBCTGAGABAAAAATGABAABA
s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s f . !
280

t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T
ATTAACCACGGABATATACBAAAAATTTTBEGTTTCTGETCCTTTCTTTTTCTTCTAABGTABTGTCTCGBGAATAGTCCTTACCCTTBTTGTCGTTGTTTTTTCTTTCCBGACTAAGACCGACTCTCTTTTTACTCTTCT
Gen M (Membrana) Influenza B

FEJ ‘Eml (362)
TT

3.
]
T T T T T T T T T T T T T T ™
ACACACTCGAAAGTACTTCGTAAACTTTATCGTCTTCCEETACTTTCGAGTCGCGATGATATGACAGAGTACCAGATCTGAA 50
a

Gen M (Membrana) Influenza B

[GCGATGATATGACAGABTACCAGATCTGAA
R-FLUB

Figura 26. Amplicon con sitios de restriccién del gen M del virus de la influenza B

TETETGAGCTTTCATGAAGCATTTGAAATAGCAGAAGGCCATGAAAGCTCAGCGCTACTATACTGTCTCATGE
s ! s ! s ! s ! s ! s ! s !
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Start (0)

F-RINOVIRUS
[fcaTcTAaGARGCACTTCTGTTTCCCC

D \J

5* ACATCTAGAAGCACTTCTGTTTCCCCGGTGAGGATTGATACGCTCCAACAGGGECGAAAACAATCCAAATCGTTAACCGCAAAGTGACTACGCAAAGCCTAGTAATACCTTGAAGAATTTA

I " 1 " 1 " 1 1 1 " 1 1 1 " 1 1 1 " 1 1 1 " 1 1 1

I T T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T

3" TGTAGATCTTCGTBAABACAAAGGEGGCCACTCCTAACTATGCGAGGTTGTCCCBCTTTTGTTAGGTTTAGCAATTGECETTTCACTGATGCGTTTCGGATCATTATGGAACTTCTTAAAT
A

[ Regian 5UTR Rinovirus

TGGCTGGTCGTTCCGCTATAACCCCCTAGTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGAAATACCCCACTGGCGACAGTGTTCTAGCCTGCGTGGCTGCCTGCACACCCTCCCCGGGTGTGAAGCCA

Imimimimim{mimimimi i it i mimimie| imimiim|imimimimimimii|

ACCGACCAGCAAGGCGATATTGGGGGATCATCTGEACCGTCTACTCCGATCTTTATGGGGTGACCGCTGTCACAAGATCGGACGCACCGACGGACGTGTGGGAGGGGCCCACACTTCGET
Regién 5UTA Rinovirus

TACATTTGACAAGGETGTGAAGAGCCCCGTGTGCTCACTTTGAGTCCTCCGGCCCCTEAATGTGGCTAACCTTAACCCTGCAGCTAGCGTATGTAATCCAACATATAGCTAGTCETAATGA
N 1 ; f ' 1 + ! ' 1 + ! ' 1 + 1 A f + f N f '
r T r T r T v T r T v T r T v T r T v T r T v T
ATGTAAACTGTTCCACACTTCTCGGGGCACACGAGTGAAACTCAGGAGGCCGGEGACTTACACCGATTGGAATTGGGACGTCGATCGCATACATTAGGTTGTATATCGATCAGCATTACT
Region SUTR Rinovirus

‘End (408)
BCAATTGCGBGACGEGACCAACTACTTTEEGTGTCCGTEEETACCETA R
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Figura 27. Amplicon con sitios de restriccion de la region 5"UTR del rinovirus
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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A
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BGCGGTTGTATAGBACTGTTCCCACGGT TGAAAACAATCTATCCGTTATCCGCTATAGTACTTCGAGAAACCTAGTATCACCTTTGGATTGTTEATGCGTTGCGCTCAGCACACTAACCEGT
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CGCCAACATATCTGACAAGGGTGCCAACTTTTGTTAGATAGGCAATAGGCGATATCATGAAGCTCTTTGGATCATAGTGGAAACCTAACAACTACGCAACGCGAGTCGTGTGATTGGGCA
Regién 5 UTR Enterovirus

GTGTAGCTTGGETCEATGAGTCTGGACATACCCCACTGGTGACABTGETCCAGGCTGCETTGGCGGCCTACTCATGETGAAAACCATGAGACGCTAAACATGAACAAGGBTGTGAAGAGTE
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CACATCGAACCCAGCTACTCAGACCTGTATGGGGTGACCACTGTCACCAGGTCCGACGCAACCGCCGGATGAGTACCACTTTTGGTACTCTGCGATTTGTACTTGTTCCACACTTCTCAG
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Figura 28. Amplicon con sitios de restriccion de la region 5'UTR del enterovirus D68
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Gen Lyt Streptococcus peumoniae
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Figura 29. Amplicon con sitios de restriccion del gen IytA de Streptococcus pneumoniae
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Figura 30. Amplicon con sitios de restriccion del gen N del virus sincitial respiratorio
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Figura 31. Amplicdn con sitios de restriccion del gen L del virus de la parainfluenza humana 1-3
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CCACTETGACATATATTTTAATAACGTAGAGAACTTAGAAATCATATACCCACAGATETTGAATTTCTAGGTCACCAACTTAATTGTCCTAGTAAAGTAAGGAAATAGTGCGTTCTCTAATATCTATAGGATCAACCCAG

AAAABCCCTTGATAAGBATGAATCAATAACTBTCACTACACAATTBCTAGATATATTTTCCAACCTTTCTCCABATTTAATCGCTBABATGTTGTETCTCATGAGACTTTGGGETCATCCCACTCTTACTGCTGCBCAAG
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TTTTCBBBAACTATTCCTACTTAGTTATTGACABTGATGTGTTAACBATCTATATAAAAGGTTGGAAABAGGTCTAAATTAGCGACTCTACAACACABAGTACTCTGAAACCCCAGTAGGGTGABAATGACGACGCETTC
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Figura 32. Amplicon con sitios de restriccion del gen L del virus de la parainfluenza humana 2
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AGTGGATTCAGTCACATTAATTCATTGTGATCTAGAAGAAGEATTTGAAACTCCTCAGGAAGAAATATCATCAGCTATCATCCATGTTTTACAAATAACTTGCAGCTGTCTCAAAAAAGACGGATTATTACTATTAAAGA
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CAAGCTBGBTACCCTTTOCTAGATTTTCTACGTTAATTTCTATATGBTTBGACTTTTTCATCTCAAATTATACTTTTAAGAAGTGCATATABTGATCCATCCAATCATGAAGTGTATTTAATTTGCAAAAGATCBBAGBAT
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GTTCGACCCATGEGAAACGATCTAAAAGATECAATTAAAGATATACAACCTGAAAAAGTAGAGTTTAATATGAAAATTCTTCACGTATATCACTAGGTAGGTTAGTACTTCACATAAATTAAACGTTTTCTAGCCTCCTA
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CTLGACCAAAAGACTGAATGGTACCALCC]
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Figura 33. Amplicon con sitios de restriccion del gen L del virus de la parainfluenza humana 4
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AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTICT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTICT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTICT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCT
AGCAAAAGCAGGTAGATATTTAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCT
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TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAATACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAATACAGATCTTGAGGCTCTCA
TGCAGGAAAGAATACAGATCTTGAGGCTCTCA
TGCAGGAAAGAATACAGATCTTGAGGCTCTCA
TGCAGGAAAGAATACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCA
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TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTC
TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCA|
TGCAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTCA
TACAGGAAAGAACACAGATCTTGAGGCTCTC
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Alineamiento de la secuencia del gen M del virus de la influenza A.
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ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
ATGCCAAATCCTGTTAGATTTGTTTACCGTGTTGATTTGAGAAGCCCTGAAGAAATTTTT
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TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT. CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
TTTGGT CCAGAGCACCCCAGAAGGGCTTACTTATATGAA
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Figura 35. Alineamiento de la secuencia del gen mpn372 de Mycoplasma pneumoniae.
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* % % *k kK Ak Ak Ak kkkkkhkkhkkhkkk kk kK kK kK KX

TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG GATAAAAGGGA
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG TAAAAGGGA
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG TAAAAGGGA

TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG TAAAAGGGA
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG GATAAAAGGGA
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG GATAAAAGGGA
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG TAAAAGGGA

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

4166
4149
4152
4149
4182
4149
4181
4175
4149
4181
4196
4196
4175
4192
4175
4175
4174
4150
4157
4196
4196
4195
4189

4346
4329
4332
4329
4362
4329
4361

120



GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:

GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:

GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:
GenBank:

MT118717.1B
MK588637.1B
MF045425.1B
MN306024.1A
GQ153651.1A
MF045424A

MK167040.1A
MN306028.1A
MT118670.1A
MK167039.1A
MK588634.1A
MK588633.1A
MN867464A

KYy474542 . 1A
Ky474545.1A
KY474541.1A

TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG
TTGACAACACTGTGTATCAACTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTGAGCAAGG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG
TAGACAACACTGTATATCAGCTAAGCAAAG

K Ak kA Ak kA kA kK khkkkk kK kkkkk X

TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA
TATAAAAGGCA

R

Figura 36. Alineamiento de la secuencia del gen F del metapneumovirus humano.
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ATACTTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTICTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATACTTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTICTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATACTTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTICTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTICTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
ATAAGTATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
—————— ATGAAACTTAAAACTTTAGCCCTTTCTTTATTAGCAGCTGGCGTACTAGCAGGT
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Figura 37. Alineamiento de la secuencia del gen hpd de Haemophilus influenzae.
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ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA
ATGACCAAAAGACATACTGAAACCAAAGCTTATGTAAAGACCGCCTTAACCACCTTACTA

CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
CAAGTCCTCAATCAAACCTTGTCCTACCTTATAGAACATAGAGAATTTATAAC
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Figura 38. Alineamiento de la secuencia del gen spy1258 de Streptococcus pyogenes.
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TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGATAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGATAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGATAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGATAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGATAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
——————— ATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
TCTTAAAATGTCGCTGTTTGGAGACACAATTGCCTACTTGCTTTCATTGACAGAAGATGG
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AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTGCACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACATTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGCTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
AGAAGGCAAAGCAGAACTAGCAGAAAAGTTACACTGTTGGTTTGGTGGGAAAGAATTTGA
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Figura 39.
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Alineamiento de la secuencia del gen M del virus de la influenza B.
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ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAACGTAACTTAGAAGTTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAACGTAACTTAGAAGTTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTTCCCAACGTAACTTAGAAGTTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ACTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTTA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCTAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCTAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCTAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCCTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCCTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGTTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGTTTTCA
ATTTCGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATCTCCCTCCCCAATGTAACTTAGAAGCTTTCA
* kkkkkkkkk Kk ok k| * kk kk kkkkkkkkkkkk kkk Kk
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAG TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGTAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTTACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTCACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
GAGCAAGTGCTTACAAA TAATGCGCAAGTCCGTGGCGGAACC
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Figura 40. Alineamiento de la secuencia de la region 5°'UTR del enterovirus D68.
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AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT
AGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGAT

Kk Kk kKK kK B R R e R

CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGTATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGCTTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGTATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG.
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAA
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG
CGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTG
CGTGAGCAGTTTAAGTATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAA)

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkk kkkkkk

ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACACTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACACTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACACTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACACTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
ACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAG
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Figura 41. Alineamiento de la secuencia del gen IytA de Streptococcus pneumoniae.
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AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1170
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1158
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1097
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1148
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1186
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1184
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1174
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1197
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1174
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1174
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1196
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1166
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1195
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCA 1195
AAGATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTTCTGTCA 1179
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1098
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1098
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1135
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1179
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1171
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1171
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1154
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1183
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1167
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAARAGATCAACTTCTATCA 1126
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1193
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1196
AAAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGATACACTCAACAAAGATCAACTTCTATCA 1194

* % **_*********** Kk kk kk kkkkk kk Kk kkk

ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1650
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1638
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1577
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1628
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1666
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1664
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1654
ATATTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1677
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1654
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1654
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1676
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1646
ATACTGTGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGC 1675
ATACTATGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1675
ATACTATGTATAGCTGCCCTTGTAATAACCAAATTAGCA 1659
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1578
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1578
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1615
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1659
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1651
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1651
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1634
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1663
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1647
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1606
ATATTATGTATGGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1673
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1676
ATATTATGTATAGCAGCATTAGTAATAACCAAATTAGCA 1674
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Figura 42. Alineamiento de la secuencia del gen N del virus sincitial respiratorio.
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TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
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TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATATCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
TTATGGCTTACAATTAAATACCAAATGCGACAACTTATAATGCATCAAAGTTCTCGTCAG
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CCGACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCGACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCATATTGTTGACACAAGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTGATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATTACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
CCAACTGATTTAGTTCACATTGTTGACACACGATCTGGTCTAATAGTTATCACCCCTGAA
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ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT)
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT,

ATGTTGTGTCTCATGAGACTTTGGGGTCATCCCACTCTTACTGCTGCGCAAGCT
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ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAATTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTGCTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
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Figura 43. Alineamiento de la secuencia del gen L del virus de la parainfluenza humana 2.

GenBank:MN369047.
GenBank:MT118674.
GenBank:MN306027.
GenBank:MN369032.
GenBank:MT118676.
GenBank:MN306038.
GenBank:MN306033.
GenBank:MT118684.
GenBank:MT118682.
GenBank:MT118679.
GenBank:KF908238.
GenBank:MN306032.
GenBank:MT118680.
GenBank:KY629773.
GenBank:KY645962.

GenBank :MN369047.
GenBank:MT118674.
GenBank:MN306027.
GenBank:MN369032.
GenBank:MT118676.
GenBank:MN306038.
GenBank:MN306033.
GenBank:MT118684.
GenBank:MT118682.
GenBank:MT118679.
GenBank:KF908238.
GenBank:MN306032.
GenBank:MT118680.
GenBank:KY629773.
GenBank:KY645962.

Figura 44. Alineamiento de la secuencia del gen L del virus de la parainfluenza humana 4.
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ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT
ATGTGTGCAGGTAAGTTACTTGATTTCCCTACAATAATGAAAACT

R R S AR I I e

TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATATTTAGCTGAAGGTAGTGGTGCTTCTATGACATTGATAGAAAACTTTTATCCCGGG
TTATACTTAGCTGAAGGCAGTGGTGCTTCTATGACATTGATTGAAAACTTTTATCCTGGA
TTATACTTAGCTGAAGGCAGTGGTGCTTCTATGACATTGATTGAAAACTTTTATCCTGGA
TTATACTTAGCTGAAGGCAGTGGTGCTTCTATGACATTGATTGAAAACTTTTATCCTGGA
TTATACTTAGCTGAAGGCAGTGGTGCTTCTATGACATTGATTGAAAACTTTTATCCTGGA
TTATACTTAGCTGAAGGCAGTGGTGCTTCTATGACATTGATTGAAAACTTTTATCCTGGA

Kk hkhkhkk Kk kkkkkkk kK X * kkkkkkkkkkkkkk kK

GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTGTATTTAATTTGCAAAAGATCGGAG
GTTTATCTAGTTTGCAAAAGATCAGAG
GTTTATCTAGTTTGCAGAAGATCAGAG
GTTTATCTAGTTTGCAGAAGATCAGAG
GTTTATCTAGTTTGCAGAAGATCAGAG
GTTTATCTAGTTTGCAGAAGATCAGAG
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GAACTGCTATA
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TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGATATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
TAGGACGCTGTGACATCAAGGACCTGCCTAAAGAAATCACTGTTGCTACATCACGAACGC
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TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT
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TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27075
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27083
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27062
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27094
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27072
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27065
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27075
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27092
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27107
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27073
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27028
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27052
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27058
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27016
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27024
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27078
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27028
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27028
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27075
TTTCTTATTACAAATTGGGAGCTTCGCAGCGTGTAGCAGGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27045
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ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27135
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27135
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27143
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27122
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27154
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27132
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27125
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27135
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27152
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27167
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27133
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27088
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27112
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27118
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27076
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA) CA 27084
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27138
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27088
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA| CA 27088
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACACA| CA 27135
ACAGTCGCTACAGGATTGGCAACTATAAATTAAACAC CA 27105
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Figura 45. Alineamiento de la secuencia del gen M de SARS-CoV-2.

CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACAT 1680
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Figura 46. Alineamiento de la secuencia del gen HBB de la subunidad beta de la hemoglobina humana.
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TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT,
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
TTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT
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GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTCGGAAAA 1800
GTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTCGGAAAA 1800
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