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de suero almacenadas a -2C durante una década
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RESUMEN

Se demostré la eficacia de la enzima transcriptasa inversa SensiScript para obtener material genético Gtil en la sedeenciacion

acido nucleico de VIH-1, a partir de sueros colectados entre 1989 y 1998 y conservados a temperatura subéptima. Con el empleo
de la enzima SensiScript se obtuvo amplificacion del ARN del VIH-1 en 86,5 % de las muestras estudiadas, comparado con 20 %
al utilizar la enzima AMV-RT. En 13,5 % de las muestras no se obtuvo amplificacién con ninguna de las 2 enzimas empleadas.

DeCS REACCIONES EN CADENA POR POLIMERASA DE TRANSCRIPTASA REVERSA/ métodos; VIH-1; ANALISIS DE
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La aplicacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) en la biologia molecular ha tenido
un impacto sorprendente. El proceso de RT-RCP
(reverso transcripcidn- reaccion en cadena de la
polimerasa) es un procedimiento altamente sensible
gue ha sido utilizado para detectar moléculas de
ARN, obtener material Util para secuenciacion de
acidos nucleicos y como un paso en el clonaje de
copias de ADN complementario (ADNCc) a partir
de ARN. La amplificacion exitosa por RT-RCP
requiere de la confluencia de una serie de factores,
entre los cuales la calidad de la muestra y el proceso
de extraccion del ARN desempefian un papel
fundamentat.

En el caso del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), agente causal del SIDA,

por ser un virus ARN, el uso de la RT-RCP est&
bien difundido, aplicandose al diagndstico y la
investigacion. La capacidad para analizar ARN de
VIH a partir de muestras con bajos niveles del
virus reviste una gran relevanéipor lo que los
ensayos que incrementan la sensibilidad para la
obtencion y cuantificacion de ARN de VIH estan
ganando cada vez mas en importancia, con la
introduccion de técnicas de medicion de la carga
viral utilizadas en el monitoreo de la terapia
antirretroviral, la deteccidon temprana en los
pacientes de variantes resistentes y el elevado
namero de investigaciones moleculares que se
estan realizando para conocer la evolucion del virus,
la aparicién y circulacion de nuevos subtipos y
recombinantes, y dilucidar el origen de la epidemia.
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Multiples son los parametros a tener en cuenta
para poder amplificar ARN a partir de muestras
clinicas. Entre otros se han estudiado el uso de
diferentes anticoagulantes, variados procesos de
extraccién del material genético, el tiempo que
media entre la toma de la muestra y el
procesamiento, y la temperatura de conservacion,
entre otros:’

En el presente trabajo se propone la utilizacion
de la enzima transcriptasa inversa SensiScript para
obtener ADNc con la calidad necesaria, para ser
empleado en la RCP y posterior secuenciacién de
acidos nucleicos de VIH-1, a partir de sueros
conservados a temperatura subdptima por un
periodo largo de tiempo.

Se estudiaron un total de 74 muestras de suero
de pacientes fallecidos, infectados con el VIH-1,
colectadas entre 1989 y 1998 y que fueron
conservadas a - 20 en la seroteca del Laboratorio
de Enfermedades de Transmision Sexual del
Departamento de Virologia del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri". Se realizé RT-RCP
con el objetivo posterior de estudiar, mediante
secuenciacion de 4cidos nucleicos, 2 fragmentos
del gengagy 2 del gerenv ElI ARN viral fue
extraido del suero mediante QlAamp Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN) y el ADN complementario se
sintetizé con el empleo de 2 enzimas diferentes: en
un primer ensayo IReverse TranscriptasaAMV
(Boeringer-Mannheim) y posteriormente la
SensiScript (QIAGEN), a punto de partida de los
resultados obtenidos con la AMV. Se utilizaron
cebadoresrandom (QIAGEN). Para la
amplificacion por RCP-semianidada de 2 frag-
mentos del gegagy 2 delenvse disefiaron 7 jue-

comparado con 20 % (15 sueros) al utilizar la
enzima AMV-RT (estos sueros también
amplificaron con la SensiScript). En 13,5 % de las
muestras (10 sueros) no se obtuvo amplificacion
con ninguna de las 2 enzimas empleadas. Estas
muestras que resultaron negativas fueron
colectadas entre los afios 1989 y 1995. De las
secuencias obtenidas a partir de los productos de
RCP, 100 % fue atil y homologaron con VIH-1 al
ser comparadas con las secuencias de referencia
de la base de datos de Los Alamos.

TABLA. Secuencia y posiciéon de los cebadores utilizados

Ceba-

dor  Secuencia (5°-3") Posicion*
glu ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTA 790-813
gl.1lu GGTGCGAGAGCGTCAGTATTA 793-813
g2.1u AAAGACACAGCAGGCAGCAG 1128-1147
g2u CACCTAGGACTTTGAATGCATG 1232-1253
gld TGGGGTGGCTCCTTCTGATAATGC 1309-1332
g2d GGCATGCTGTCATCATTTCTTC 1819-1840
elu CAATTCCCATACATTATTGTGC 6859-6880

eld
e2u
e2d

CAATTAAAACTATGTGTTGTAATTTC 7332-7357
GATATGAGGGACAATTGGAGAAGTG 7644-7668
GCCTGGAGCTGTTTAATGCCC 7937-7957

* Segun cepa HIVHXB2 (F033819)

En la figura se muestra el porcentaje de
recobrado del material genético segun el afio de
toma de la muestra y el sistema enzimatico
empleado. Como es de esperar para ambos
sistemas, se logra una mayor recuperacion de ARN
de las muestras que menos tiempo estuvieron
conservadas a - 2@; aunque con el sistema
SensiScript el recobrado es ostensiblemente mayor.
Puede observarse que solo mediante el uso de la

gos de cebadores (tabla) basados en las cepas de enzima SensiScript pudo obtenerse amplificacion

referencia de VIH-1 incluidas en la base de datos
de Los Alamos (glup/gld, g1.1u/gld, g2.1u/g2d,
g2u/g2d, elu/e2d, elu/eld, e2u/e2d)os
productos de RCP fueron purificados utilizando
MinElute PCR Purification K (QIAGEN) y
secuenciados automaticamente mediante el sistema
de terminadores de cadena fluorescemtpplied
Biosystems DivisignPerkin-Elmer). Todas las
secuencias fueron comprobadas utilizando el
sistema BLAST (Los Alamos).

Con el empleo de la enzima SensiScript se
obtuvo amplificacién del ARN del VIH-1 en
86,5 % delas muestras estudiadas (64 sueros),

de un grupo de muestras colectadas entre los afios
1989y 1991.

La enzima SensiScript es una reverso
transcriptasa nueva, Unica, heterodimérica
recombinante (expresada Encoli), diferente de
la del virus maloney de la leucemia murina
(MMLV) o de la del virus de la mieloblastosis aviar
(AMV), y se recomienda para muestras que
contengan < 50 ng de ARN. Ha sido utilizada en la
técnica de expresion diferencidifferential
display) para el estudio de ARN mensajéro.

Al obtenerse solo 20 % de positividad al
emplear la enzima AMV y debido a la limitada



215

100 1

80 1

60 1

40

20 1

0 +——=— r r . . . T . ,
Fig. Porcentaje de recobrado de 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
material genético segun el afio de toma
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cantidad de suero con la cual se contaba y la virus en el plasma al cabo de los meses no fue sig-
certeza de que las condiciones de almacenamiento nificativa, pero observé un decrecimiento de 0,3 uni-
no habian sido las idoneas, es que se decide, dades log al realizar la comparacion con el suero.
posteriormente, utilizar la enzima SensiScript; para Con estos resultados se puede concluir que la
garantizar un incremento del recobrado de un ARN, enzima SensiScript constituye una herramienta
que ademas de degradado en su mayoria, debia valiosa en el recobrado de ARN de VIH-1, para el
estar en muy bajas concentraciones. analisis genotipico a partir de sueros conservados
Como se ha planteado anteriormente, en este a temperatura subéptima; esto resulta de vital
estudio fueron utilizadas muestras de suero para, a importancia, no solo para el VIH, sino para otros
partir de estas, extraer material genético. El obtener virus ARN y da la posibilidad de utilizar muestras
la secuencia de acidos nucleicos de las muestras de suero mantenidas en los laboratorios, bajo estas
de estos pacientes era de vital importancia y por condiciones de temperatura, hasta por una década.
ser fallecidos no podia contarse con una muestra
de plasma fresco y conservado a una temperatura summaryY
optima. Un gran numero de autores recomienda el o o . _
uso de plasmalbre de células para la obtencién de (1 eioerey o SensSerint revers vanscpase o obiay
ARN de VIH a utilizar en los estudios moleculares.  from HIV-1, starting from sera collected between 1989 and
No obstante, existen reportes que reflejan un 1998 and kept at suboptimal temperatures, was proved. On
.. ., . . using the SensiScript enzyme it was obtained an amplification
coeficiente de variacion en la cantidad de copias of the RNA of the HIV-1 in 86.5 % of the studied samples,
de ARN/100 uL de muestra de entre 0,09 a 0,8 al compared with 20 % on using the AMV-RT enzyme . No
comparar el recobrado del plasma con el del anyp'gff‘;g"‘zvéiiyﬁggnjseg 13.5 % of the studied samples with
suero’'® Ademas, muestras de suero sometidas a
ciclos de congelacién y descongelacion muestran Subject  headings REVERSE =~ TRANSCRIPTASE
un incremento en el nimero de copias de ARN g%ﬁ?ﬁ?@iﬁ/xf\gyRE/E;A;\JTZI\?% }"Eesf?gds HIV-L;
(+ 0,073 unidades log}! Por otra parte, la mayoria
de las muestras de sangre utilizadas en estudios
moleculares de VIH son transportadas en
congelacién y mantenidas a - Tcomo plasma 1. Niubo J, Li W, Henry K, Erice A. Recovery and Analysis of
libre de células hasta su estudi®inocchid Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV) RNA

. . . ., . Sequences from Plasma Samples with Low HIV RNA Levels.
demostro que la disminucién en las cantidades de J Clin Microb 2000:38:309-12.
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