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(587) Abstract

The invention relates to a process which comprises capturing on a tube of a thermocycler the viral or sub—viral particles, adding into
the tube the reagents which are necessary to carry out the reverse transcription (RT) and the enzymatic amplification by polymerase chain
reaction (PCR), introducing the tube into the thermocycler and applying a thermocycle appropriate to effect first the reverse transcription
and then the PCR without having to add reagents between both reactions and without having to manipulate the tubes with samples. To this
effect, a thermostable DNA polymerase is used in the PCR. The amplified fragments can be subjected to various analyses for detecting,
identifying and typing the viral or sub-viral particle. This process can be applied to diagnosis and studies of molecular epidemiology.

(57) Resumen

El procedimiento comprende capturar sobre un tubo de un termociclador las partfculas virales o subvirales, afiadir al tubo los reactivos
necesarios para efectuar la transcripcion inversa (TR) y la amplificacion enzimdtica por reaccién en cadena de 1a polimerasa (PCR), introducir
el tubo en el termociclador y aplicar un ciclo térmico adecuado para efectuar primero la TR y posteriormente la PCR sin necesidad de afiadir
reactivos entre ambas reacciones ni manipular los tubos con muestras, para lo cual, en la PCR se utiliza une DNA polimerasa termoestable.
Los fragmentos amplificados pueden ser sometidos a diversos andlisis para detectar, identificar y tipificar la particula viral o subviral. Este
procedimiento tiene aplicacién en diagnéstico y estudios de epidemiologfa molecular.
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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS
DE ACIDO NUCLEICO DE PARTICULAS VIRALES Y SUBVIRALES QUE
CONTIENEN RNA

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a un procedimiento para la
obtencién de fragmentos amplificados de acido nucleico de
virus con genoma RNA y de particulas subvirales que
contienen RNA. Los fragmentos amplificados resultantes
pueden ser analizados posteriormente para detectar,
identificar o tipificar molecularmente a dichos virus vy

particulas subvirales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La deteccién e identificacidén de patdgenos virales y
subvirales constituyen practicas habituales en el control
sanitario y en estudios epidemiolégicos. Asimismo, el
andlisis estructural del genoma de patdgenocs virales vy
subvirales proporciona una valiosa informacidn tanto para
el diagnéstico, tipificacién y epidemiologia moleculares
como en proyectos de disefio de epitopos para la obtencidn
de vacunas y en programas de busqueda de genes que
confieran resistencia a dichos patdgenos.

En todos los casos es necesario procesar, a bajo costo
y sin ambigiiedad, un elevado numero de muestras durante
cortos periodos de tiempo, por lo que es deseable que los
procedimientos empleados sean sensibles, precisos,
especificos, rapidos, susceptibles de automatizacién y que
no requieran instalaciones, equipos Yy materiales ni
complejos ni caros, ni operadores con alta preparacién
técnica.

Se conocen métodos para la deteccidn, identificacién
vy tipificacién molecular de patdgenos virales y subvirales
basados en el analisis de fragmentos amplificados mediante

la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En general,
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tales métodos comprenden la obtencién del fragmento
amplificado de &cido nucleico y el andlisis posterior del
mismo. El emplec de técnicas espectrofotométricas vy/o
electroforéticas para el analisis de dicho fragmento
conduce a la deteccidén ¥/o identificacién del patégeno,
mientras que el analisis estructural del fragmento
amplificado bien por técnicas de secuenciacidén, o bien por
técnicas de anédlisis de polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP) o de conformacién de
cadena senci%la (SSCP), permite la tipificacidédn molecular
del patdgeno y la realizacidén de estudios de epidemiologia
molecular.

Algunos métodos para la obtencién de fragmentos
amplificados de DNA combinan la captura del patégeno con la
amplificacién enzimdtica por PCR. En el caso de patégenos
virales o subvirales con genoma RNA, la amplificacién por
PCR va precedida de una etapa de transcripcién inversa con
el fin de convertir el RNA en DNA (sustrato para la PCR).
Se conocen unos métodos que incluyen la realizacién de una
etapa de 1lisis de la ©particula viral capturada vy
liberacién del acido nucleico viral antes de la realizacidn
de la amplificacién enzimatica o, en su caso, de la
transcripcidén inversa (por ejemplo, patente norteamericana
US 5.077.192), mientras que otros métodos prescinden de
dicha etapa de lisis y liberacién previa de acido nucleico
(patentes espafiolas ES 9201232 y ES 9302657).

En general, la obtencidén de un fragmento amplificado
de &cido nucleico segun la metodologia descrita en dichas
patentes espafiolas comprende:

(a) la inmunocaptura del patégeno en los pocillos de
una placa de microtitulacién,

(b) la transcripcidén inversa del RNA viral o subviral,
sin 1lisis ni desnaturalizacién previa de 1la particula
inmunocapturada, en la placa de microtitulacidén, mediante

la adicién de los reactivos necesarios para la realizacidn
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(¢) 1la amplificacién enzimdtica por PCR de un
fragmento de &acido nucleico del patégeno después de que
haya finalizado la transcripcidén inversa y tras la adicién
de los reactivos necesarios para realizar dicha reaccién de
amplificacién.

La obtencidén de fragmentos amplificados de 4cido
nucleico de un patdgenc segin la metodologia descrita en
las patentes espafiolas ES 9201232 y ES 9302657 antes
citadas, pre§enta algunos inconvenientes, relacionados con:

- el empleo de un volumen de RNA viral inicial
pequerio, tipicamente 20 pl, para realizar la transcripcién
inversa; vy

- la realizacién de la amplificacién enzimdtica por
PCR una vez que ha terminado la reaccidén de transcripcién
inversa y se han afiadido los reactivos necesarios para
dicha reaccién de amplificacién implica la realizacién de
una serie de operaciones, tales como, destapar los
pocillos, afiadir los reactivos necesarios a cada pocillo y
volver a taparlos, lo que lleva consigo no sélo (a) un
consumo de tiempo y un aumento en el numero de operaciones
de manipulacién a realizar sobre las muestras,
especialmente importante en estudios de epidemiologia donde
se debe procesar un numero extraordinariamente alto de
muestras, lo que limita considerablemente la capacidad de
automatismo de dicho método, sino que, ademés, (b) existe
un cierto riesgo de una posible contaminacién de las
muestras por contacto accidental del contenido de un
pocillo en otro o por efecto del entorno ambiental, lo que
puede incidir negativamente en la fiabilidad Y
reproducibilidad del método.

Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de
disponer de un método para la obtencién de fragmentos
amplificados de é&cido nucleicc de particulas virales vy

subvirales que contienen RNA gue supere los inconvenientes
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previamente mencionados. En particular, seria muy
conveniente que dicho método permitiera llevar a cabo 1la
transcripcién inversa en presencia de mayor volumen de la
solucién que contiene el RNA viral inicial, disminuyera el
riesgo de contaminaciones, redujera el numero de
operaciones a realizar con las muestras, facilitara el
manejo de las mismas y fuera susceptible de automatismo.
Estos objetivos se cumplen con el método propuesto por la

presente invencién.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una solucién a los
problemas planteados previamente que consiste en un
procedimiento para la obtencién de fragmentos amplificados
de &cido nucleico de particulas virales o subvirales que
contienen RNA, que combina (a) la captura del patégeno con
(b) la adicién, en una sola operacién, de todos los
reactivos que intervienen en la reaccidédn de transcripcién
inversa y en la reaccién de amplificacién enzimidtica por
PCR, y con (c) el desarrollo de unos ciclos térmicos
apropiados para realizar, en primer lugar, la reaccidén de
transcripcidén inversa y, en segundo lugar, sin necesidad de
destapar el recipiente que contiene la muestra a ensayar y
sin necesidad de afiadir ningun reactiwo adicional, sino
simplemente modificande la temperatura, efectuar 1la
reaccién de amplificacién enzimética por PCR del fragmento
de &cido nucleico.

El fragmento amplificado puede ser sometido a técnicas
espectrofotométricas, electroforéticas, o bien a analisis
estructural para detectar, cuantificar, identificar o
tipificar molecularmente la particula viral o subviral en
cuestidn.

Este método permite el empleo de un mayor volumen de
la solucién que contiene el RNA viral inicial para realizar

la transcripcién inversa (tipicamente 80 pl), es decir, se
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parte de mayor cantidad de muestra y el rendimiento y la
sensibilidad aumentan, asimismo se disminuye el riesgo de
contaminaciones accidentales, se reduce el numero de
operaciones de manipulacién de las muestras, se facilita su
automatizacidén y permite aumentar el numero de muestras a

manejar.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra una fotografia de un gel de
electrofores§§ donde se observa la presencia de un
fragmento de 879 nucledétidos del genoma del virus Y de la
patata (PVY), que corresponde al fragmento amplificado
segun el procedimiento proporcionado por esta invencién vy
descrito en el Ejemplo 1.

La Figura 2 muestra una fotografia de un gel de
electroforesis donde se observa la presencia de un
fragmento de 879 nucledétidos del genoma del PVY, que
corresponde al fragmento amplificado seguin el procedimiento
descrito en el Ejemplo 1, comparado con el mismo fragmento
obtenido siguiendo el procedimiento descrito en la patente
espafiola ES 9201232.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El procedimiento para 1la obtencién de fragmentos
amplificados de é&cido nucleico de particulas virales o
subvirales que contienen RNA presentes en una muestra
sospechosa de contener tales particulas, objeto de esta
invencién, comprende las etapas de:

a) afiadir dicha muestra a los tubos de un
termociclador e incubar el conjunto bajo condiciones
adecuadas para capturar dichas particulas virales o
subvirales en los tubos del termociclador;

b) retirar el sobrenadante de los tubos y lavar el
conjunto de particulas virales o subvirales capturadas en

los tubos del termociclador;
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c) afiadir a dichos tubos, que contienen las particulas
capturadas, todos los reactivos necesarios para realizar la
reaccién de transcripcién inversa y la reaccién de
amplificacién enzimdtica por PCR;

d) introducir los tubos en el termociclador; y

e) programar en el termociclador un ciclo térmico
adecuado para que tenga lugar, en cada tubo, en primer
lugar, la reaccién de transcripcién inversa del RNA, vy
posteriormente, la reaccidén de amplificacién enzimatica por
PCR del fragmento de &cido nucleico tras desactivacién
térmica de la transcriptasa inversa, para lo cual dicho
ciclo térmico comprende:

- calentar los tubos del termociclador a una
temperatura y durante un periodo de tiempo adecuados para
que tenga lugar la reaccidén de transcripcién inversa,
seguido de

- calentar los tubos a una temperatura y durante un
periodo de tiempo adecuados para inactivar la transcriptasa
inversa;

- realizar un numero variable y repetido de ciclos de
PCR a las temperaturas y tiempos de desnaturalizacién,
anillamiento y elongacidén adecuados.

De forma mas concreta y para la puesta en practica del
procedimiento objeto de esta invencidén, a continuacién, se

describen las distintas etapas que lo componen.

A) Captura de la particula

La primera etapa del procedimiento comprende la
captura de la particula viral o subviral que contiene RNA
en los tubos de un termociclador.

El término “particula viral”, en el sentido utilizado
en esta descripcién, incluye a cualquier virus con genoma
RNA que se replique en el interior de protoplastos, células
eucaribticas o procaridéticas, y a expensas de algun enzima

de dichos protoplastos o células, por ejemplo, virus
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animales, virus de plantas, virus bacterianos y virus
fuingicos. El término “particula subviral”, tal como aqui se
utiliza, incluye viroides, virusoides y virus satélites,
con genoma RNA, que se repliquen en el interior de células
vegetales, o de sus protoplastos y a expensas de algun
enzima de dichos protoplastos o células. Un caso particular
de tales particulas virales o subvirales son los patdgenos
virales o subvirales, término en el que se incluyen los
virus con genoma RNA y las particulas subvirales que
comprenden RNA que pueden ocasionar cualquier patologia
tanto en animales, incluido el hombre, como en plantas vy
hongos.

El' tubo donde se pueden capturar las particulas
virales o subvirales es un tubo convencional, de los usados
en los termocicladores habitualmente utilizados para llevar
a cabo la amplificacién enzimadtica de fragmentos de DNA por
PCR.

En general, las particulas virales o subvirales se
encontrardn en una muestra que puede ser mediocambiental,
por ejemplo, una muestra de agua o de aire, o una muestra
biolégica, cuyo término incluye células eucaridticas,
procaridticas, protoplastos, micelios, tejidos y érganos
animales y vegetales, medios de cultivo 1in vitro de
cualquiera de las entidades anteriores, sistemas vegetales
0 animales, organismos vegetales o animales, asi como
cualquier producto de excrecidn, secrecién o transformacién
de cualquiera de las entidades anteriores.

Para efectuar la captura de las particulas virales o
subvirales, la muestra susceptible de contenerlas, que
previamente ha sido homogeneizada, en su caso, por ejemplo,
en un tampdn adecuado, se afade al tubo del termociclador,
incubando el conjunto a la temperatura y durante el tiempo
adecuados que permiten la captura de dichas particulas. En
general, el conjunto tubo-muestra se incuba a temperaturas

comprendidas entre 0 y 50°C, durante un periodo de tiempo
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normalmente superior a 15 minutos, y posteriormente el
conjunto se lava varias veces con una solucidén de lavado,
por ejemplo, con una solucién salina tal como tampdn
fosfato salino (PBS), opcionalmente conteniendo un
detergente, por ejemplo TWEEN-20®, tamponada a un pH
préximo a la neutralidad.

Alternativamente, la captura de las particulas virales
o subvirales sobre el tubo del termociclador puede
efectuarse por inmunocaptura mediante el empleo de
moléculas retenidas sobre dicho tubo que tengan afinidad
por un comp;nente O estructura relacionada con dicha
particula, por ejemplo, anticuerpos frente a proteinas de
la cubierta de la particula viral, o anticuerpos frente a
proteinas de la cubierta de una célula hospedadora que
contenga la particula viral, o anticuerpos frente a RNA de
doble cadena cuando se trate de una particula viral o
subviral. En esta alternativa, en primer lugar se realiza
la inmovilizacién de las moléculas con afinidad por dichas
estructuras de la particula viral o subviral mediante
cualquier tipo de interaccién fisica, quimica o quimico-
fisica bien conocida por los expertos en esta materia. En
una realizacidén particular, dichas moléculas con afinidad
por un componente de la particula viral o subviral se
inmovilizan sobre el tubo del termociclador por adsorcién,
para lo cual dicho tubo se pone en contacto con una
solucién de tales moléculas en un tampdédn a pH bésico,
incubdndose el conjunto a temperaturas comprendidas entre
0 y 50°C, durante un periodo de tiempo normalmente superior
a 15 minutos, y el conjunto se lava varias veces con una
solucién de lavado, por ejemplo, una solucidn salina tal
como PBS, opcionalmente conteniendo un detergente, por
ejemplo TWEEN-20®, tamponada a un pH préximo a la
neutralidad. A continuacién, las moléculas inmovilizadas
sobre el tubo del termociclador se ponen en contacto con

las muestras a analizar, incubdndose el conjunto bajo las
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condiciones de temperatura y tiempo adecuadas para que
dichas moléculas inmovilizadas sobre los tubos con afinidad
por tales particulas virales o subvirales contenidas en la
muestra puedan inmunocapturar dichas particulas. En
general, el conjunto se incuba a una temperatura
comprendida entre 0 y 50°C, durante un periodo de tiempo
normalmente superior a 15 minutos, seguido de wvarios
lavados con una solucién de lavado, por ejemplo, como la

descrita previamente (PBS + detergente).

B) Adicion de los reactivos

La segunda etapa comprende la adicidén a los tubos del
termociclador, gque contienen las particulas virales o
subvirales capturadas, de todos los reactivos necesarios
para la transcripcién inversa del RNA contenido en dichas
particulas capturadas y la amplificacién enzimatica por PCR
de un fragmento del DNA previamente obtenido.

En general, los reactivos necesarios para la reaccién
de transcripcién inversa comprenden un tampén para la
reaccidn, una transcriptasa inversa, un oligonucleétido
iniciador, un inhibidor de ribonucleasas, los desoxi-
nucledésidos trifosfato (dNTPs) y Mg*, mientras que los
reactivos necesarios para la reaccién de amplificacién
enzimatica por PCR comprenden un tampén para la reaccién,
una DNA polimerasa termoestable, los oligonucledtidos
iniciadores directo e inverso, los dNTPs y Mg?.

Por consiguiente, los reactivos necesarios para llevar
a cabo las reacciones de transcripcién inversa vy
amplificacién enzimdtica por PCR comprenden, en general:

- un tampdén adecuado para la realizacién de ambas
reacciones;

- una transcriptasa inversa;

~ una DNA polimerasa termoestable;

- un oligonucledétido iniciador para la reaccién de

transcripcidén inversa;
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- un par de oligonucledétidos iniciadores directo e
inverso para la reaccién de amplificacién enzimatica por
PCR;

- un inhibidor de ribonucleasas;

- los dNTPs; y

- Mg“.

El tampdn puede ser cualquiera de los tampones
habitualmente utilizados en las reacciones de transcripcién
inversa y de amplificacién enzimética por PCR, siempre que
dicho tampén resulte adecuado para realizar ambas
reacciones.

La transcriptasa inversa (DNA polimerasa dependiente
de RNA) puede ser cualquier enzima que catalice la sintesis
de un DNA copia a partir de un RNA que actile como molde.
Preferentemente, dicha transcriptasa inversa sera sélo
activa a la temperatura en la que se realice la reaccién de
transcripcién inversa, y ventajosamente, la transcriptasa
inversa: (i) serd activa a la temperatura en la que se
realiza la reaccién de transcripcién inversa, (ii) se podra
inactivar térmicamente y (iii) serd inactiva a temperaturas
a las que se realiza 1la reaccién de amplificacién
enzimadtica por PCR. En una realizacién particular de esta
invencién, la reaccién de transcripcién inversa se lleva a
cabo a una temperatura igual o inferiox a 50°C, mientras
que la reaccién de amplificaciédn enzimdtica por PCR se
puede realizar tanto a temperaturas iguales o inferiores a
50°C como superiores a 50°C, preferentemente a estas
Ultimas temperaturas. Por tanto, en una realizacién
concreta de esta invencién la transcriptasa inversa: (i)
serd activa a una temperatura igual o inferior a 50°C, (ii)
se 1inactivard térmicamente, vy (iii) serd inactiva a
temperaturas superiores a 50°C. Ejemplos de dicha enzima
son la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis
de ave (AMV), activa a temperaturas comprendidas entre 37

y 48°C, y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia
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murina (MulV), activa a temperaturas comprendidas entre 37
y 42°C. BAmbas enzimas se pueden inactivar irreversiblemente
mediante un tratamiento térmico a temperaturas superiores
a los 90°cC.

Como DNA polimerasa termoestable puede utilizarse
cualquier enzima que catalice la sintesis de una cadena de
DNA a partir de un DNA que actie como molde, a temperatura
elevada, tal como la polimerasa Taqg, la polimerasa Tfl, o
DNA polimerasas termoestables que se activan a temperaturas
superiores a los 90°C. En una realizacién particular y
preferida, dicha DNA polimerasa termoestable no es activa
a la temperatura en la que se realiza la reaccidén de
transcripcién inversa, y sélo es activa a la temperatura de
realizacién de la reaccién de amplificacién enzimatica por
PCR. La reaccidén de transcripcién inversa se lleva a cabo
tipicamente a una temperatura igual o inferior a 50°C,
mientras que la reaccién de amplificacién enzimatica por
PCR se puede realizar tanto a temperaturas iguales o
inferiores a 50°C como superiores a 50°C, preferentemente
a estas ultimas temperaturas. Por tanto, en una realizacién
concreta de esta invencidén la DNA polimerasa termoestable
sera inactiva a temperaturas iguales o inferiores a 50°C.
Un ejemplo de dicha enzima es la comercializada con la
marca AmpliTag Gold® (Perkin-Elmer Cetus, Estados Unidos).

Como iniciador de la reaccidén de transcripcién inversa
se puede utilizar un oligonucledétido complementario a un
fragmento de RNA de la particula viral o subviral y de una
longitud suficiente para su hibridacién, de forma estable
y especifica, con dicho fragmento de RNA. En una
realizacién particular y preferida de esta invencién, para
evitar amplificaciones indeseables, el iniciador de 1la
reaccién de transcripcién inversa es el mismo que el
iniciador inverso (3') que se utiliza en la reaccién de
amplificacién enzimdtica por PCR.

Como iniciadores directo (5') e inverso (3') pueden
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utilizarse unos oligonucledétidos apropiados complementarios
a unas secuencias de DNA derivadas del acido nucleico de 1la
particula viral o subviral, con una longitud suficiente
para su hibridacién, de forma estable y especifica, con
dichas secuencias de DNA y que permiten a la polimerasa
iniciar la sintesis de la cadena complementaria. En una
realizacién preferida de esta invencién, estos iniciadores
flanqueardn un fragmento de DNA especifico, caracteristico
o identificativo de la familia, especie o tipo, de la
particula vigal o subviral, de forma que la presencia de
dicho fragmento amplificado es indicativo de la existencia
de la particula viral o subviral en cuestién en la muestra
analizada. Como se ha mencionado previamente, en una
realizacién particular y preferida de esta invencién el
iniciador inverso (3') en la reaccién de amplificacién
enzimatica por PCR es el mismo que, y actua como, el
iniciador de la reaccién de transcripcién inversa.

Como inhibidor de ribonucleasas puede utilizarse un
producto capaz de inhibir la hidrélisis del RNA. Un ejemplo
de dicho inhibidor es el inhibidor de ribonucleasas de
placenta humana (HPRI).

Los dNTPs incluyen desoxiadenosin-trifosfato (dATP),
desoxicitosin-trifosfato (dCTP), desoxiguanidin-trifosfato
(dGTP) y desoxitimidin-trifosfato (dTTP).

Como fuente de Mg?** puede afiadirse cloruro magnésico
(MgCl,). Se ha observado que la presencia de este ién es
necesaria para realizar eficazmente las reacciones de
transcripcién inversa y de amplificacién enzimédtica por PCR
en general.

Por tanto, en una realizacién particular de esta
invencién, los reactivos necesarios para la realizacidédn de
las etapas de transcripcién inversa y amplificacién
enzimadtica por PCR comprenden:

- un tampdén adecuado tanto para la reaccién de

transcripcién inversa como para la reaccién de
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amplificacién enzimdtica por PCR,

- una transcriptasa inversa activa a una temperatura
igual o inferior a 50°C, inactivable térmicamente, e
inactiva a temperaturas superiores a 50°C;

- una DNA polimerasa termoestable, activa a
temperaturas superiores a 50°C e inactiva a una temperatura
igual o inferior a 50°C;

- un oligonucleétido adecuado como iniciador para la
reaccidén de transcripcién inversa y como iniciador inverso
(3') del par de oligonucledétidos de la reacciédn de
amplificacién enzimdtica por PCR;

- un oligonucledtido directo (5') para la reaccidédn de
amplificacidén enzimatica por PCR, que junto con el
iniciador inverso (3') forman un par de oligonucledbtidos
que flanquea una regidén que permite la identificacién vy
caracterizacién de la particula viral o subviral;

- un inhibidor de ribonucleasas;

- dATP, dCTP, dGTP y dTTP; vy

— Mg2+ .

En una realizacidén particular, el tampdédn comun para
ambas reacciones comprende Tris-HCl 10 mM, pH 8,3, KCl 50
mM, la transcriptasa inversa de MulV, el inhibidor de
ribonucleasas de placenta humana, una DNA polimerasa activa
a temperaturas superiores a 50°C e inactiva a temperaturas
comprendidas entre 37 y 50°C, MgCl, en una concentracién
comprendida entre 1,5 y 5 mM, y un par de oligonucleétidos
iniciadores para la amplificacién enzimdtica por PCR que
flanquean una regién identificativa de la particula viral
o subviral, de los cuales, el oligonucleétido iniciador
inverso actua también como iniciador de la transcripcién
inversa.

Los reactivos necesarios para las reacciones de
transcripcién inversa y amplificacién enzimdtica por PCR
son productos comerciales o, en el caso de los iniciadores,

son oligonucleétidos con unas secuencias concretas que
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pueden ser sintetizados mediante técnicas convencionales.
Estos reactivos pueden afiadirse por separado a los tubos
del termociclador que contienen las particulas capturadas
©0 bien pueden mezclarse previamente entre si (todos o
algunos de ellos) y formar una mezcla o céctel de reactivos

que se afiade a tales tubos.

o) Cicl o

La tercera etapa comprende introducir los tubos del
termociclador que contienen las particulas virales o
subvirales cEpturadas junto con los reactivos necesarios
para las reacciones de transcripcién inversa y de
amplificacién enzimatica por PCR, y aplicar a dichos tubos
un ciclo térmico adecuado para realizar, en primer lugar,
la reaccién de transcripcién inversa, y finalizada ésta, la
reaccién de amplificacién enzimdtica por PCR del fragmento
de &cido nucleico seleccionado, sin retirar el tubo del
termociclador, sin abrir 1los tubos que contienen las
muestras del ensayo y sin mas que modificar la temperatura.
Para ello, el termociclador se programa para que realice un
ciclo térmico que comprende:

- calentar los tubos del termociclador a una
temperatura y durante un periodo de tiempo adecuados para
que tenga lugar la reaccién de transcripcién inversa,

- calentar los tubos a una temperatura y durante un
periodo de tiempo adecuados para inactivar la transcriptasa
inversa; vy

- realizar un nuimero variable y repetido de ciclos de
PCR a las temperaturas y tiempos de desnaturalizacién,
anillamiento y elongacién adecuados.

En general, la transcripcién inversa se realiza a la
temperatura de funcionamiento de la transcriptasa inversa,
que, en una realizacidén particular de esta invencidn seré
igual o inferior a 50°C, normalmente entre 37 y 50°cC,

durante un periodo de tiempo comprendido entre 20 y 90
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minutos.

A continuacién, los tubos se calientan hasta una
temperatura adecuada para desnaturalizar térmicamente la
transcriptasa inversa y, en caso de utilizar una DNA
polimerasa termoestable activable a temperatura elevada,
activar dicha polimerasa. En una realizacién particular,
los tubos se calientan a una temperatura superior a 90°C,
durante un periodo de tiempo comprendido entre 2 y 10
minutos, con lo que se inactiva térmicamente 1la
transcriptasa inversa, se activa la DNA polimerasa (en su
caso) y se desnaturaliza el hibrido RNA-DNA formado para
que pueda comenzar la reaccién de amplificacién enzimatica
por PCR.

La reaccidon de amplificacién enzimatica por PCR
implica la realizacién de un nUmero adecuado de ciclos
repetidos de calentamiento y enfriamiento, comprendiendo
cada ciclo las etapas de:

- desnaturalizacién térmica del DNA bicatenario, que
depende de la temperatura de separacién de las cadenas del
DNA bicatenario formado;

- anillamiento de los oligonucleétidos iniciadores que
flanquean el fragmento de DNA a amplificar, que depende de
la temperatura de hibridacién de dichos iniciadores al DNA
molde; vy

- elongacidén de los iniciadores anillados con la DNA
polimerasa, que depende de la temperatura de funcionamiento
de la DNA polimerasa termoestable.

En ocasiones, cuando la temperatura de anillamiento es
igual o superior a 60°C se pueden realizar simultaneamente
las etapas de anillamiento y elongacién.

El nimero de ciclos a realizar depende del grado de
amplificacién del fragmento de &cido nucleico que se
pretende obtener. En general, se obtienen unos resultados
adecuados con un numero de ciclos comprendido entre 25 y
50.
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Finalmente, la mezcla de reaccién se mantiene a la
temperatura de elongacién durante un periodo de tiempo
prolongado para terminar la reaccién de amplificacién
enzimdtica por PCR.

En una realizacién particular de esta invencién, dicho
ciclo térmico comprende:

a) calentar la mezcla de reaccién, formada por las
particulas virales o subvirales capturadas junto con los
reactivos para las reacciones de transcripcién inversa vy
amplificacién enzimdtica por PCR, a una temperatura
comprendida entre 37 y 48°C, durante 30 minutos, con el fin
de efectuar 1la reaccién de transcripcién inversa, a
continuacién,

b) calentar la mezcla de reaccién a una temperatura
comprendida entre 92 y 97°C, durante 5 minutos, para
inactivar 1la transcriptasa inversa, desnaturalizar el
hibrido RNA-DNA y, en su caso, activar la DNA polimerasa
termoestable;

C) repetir un numero variable de veces, normalmente
entre 25 y 50 wveces, un <ciclo de calentamiento Y
enfriamiento, que comprende las etapas de:

- desnaturalizacidén: normalmente a una temperatura
superior a 90°C, en general comprendida entre 92 y 97°C,
durante un periodo de tiempo superior a 15 segundos;

- anillamiento: a la temperatura de hibridacién de los
iniciadores al DNA molde; y

- elongacién: a una temperatura comprendida entre
aproximadamente 60 vy 945C, durante un periodo de tiempo
normalmente superior a 45 segundos; y

d) al terminar el dltimo <ciclo, mantener la
temperatura de elongacién durante un periodo de tiempo
normalmente superior a 2 minutos con el fin de terminar la
reaccién de amplificacién enzimdtica por PCR.

Los fragmentos asi amplificados pueden ser sometidos

a un analisis por técnicas espectrofotométricas y/o
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electroforéticas con el fin de detectar, cuantificar y/o
identificar la particula viral o subviral en cuestién, o
alternativamente pueden ser sometidos a un andlisis
estructural bien por técnicas de secuenciacién de &cidos
nucleicos (Maxam, A. M., y Gilbert, W., (1977), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 74:560; y Sanger, F., et al., (1977), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463) o por andlisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP) (Tanskley, S. D., et al., (1989), Biotecnology,
7:253; Gillings, M., et al., (1993), J. Virol. Methods,
44:305; Blanco Urgoiti et al., {1996), Archives of
Virology, en prensa) o de conformacién de cadena sencilla
(SSCP) (Orita, M., et al., (1989), Genomics, 5, 874-879),
con el fin de tipificar molecularmente la particula viral
0 subviral y realizar estudios de epidemiologia molecular.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la

invencién.

EJEMPILO 1

Deteccién e identificacidén del virus Y (PVY) de la patata

En este ejemplo se describe la aplicacién del
procedimiento de esta invencién para llevar a cabo la
deteccidn e identificacién del virus Y de la patata (PVY).

Muestras de hojas de patata procedentes de plantas
sanas y de plantas infectadas con PVY se homogenizan, por
separado, en una relacién 1/10 (peso/volumen) con un tampén
de extraccién compuesto por Tris-HCl1 0,5 M, pH 8,0,
conteniendo 2% de polivinil-pirrolidona, 1% de
polietilenglicol 6000, 0,8% de NaCl, 0,005% de TWEEN-20®
(SIGMA CHEMICAL CO., EEUU) y 0,02% de azida sédica.

Alicuotas de 100 microlitros (pl), se afaden sobre
cada tubo de un termociclador GeneARmp® PCR System 9600
(PERKIN-ELMER CETUS), previamente tapizados con el
anticuerpo monoclonal contra PVY, PVY-10E3 (INGENASA,

Espafia), siguiendo el protocolo recomendado por el
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fabricante.

A continuacidén, se arfaden:

- 8 pl de tampdén para la reaccidén constituido por
Tris-HC1l 100 mM, pH 8,3, KCl 500 mM,

- 50 unidades de transcriptasa inversa del MuLV
(PERKIN-ELMER, EEUU) [1 pl de transcriptasa inversa de MuLV
a 50 unidades/pl},

- 20 unidades de HPRI (AMERSHAM, EEUU), [1 pl de HPRI
a 200 unidades/pl],

- 2,5 unidades de AmpliTaq Gold® (PERKIN-ELMER CETUS,
EEUU), [0,5 pl de de AmpliTag Gold® a 50 unidades/ul],

- MgCl,, [entre 6,4 pl y 9,6 pl de MgCl, 25 mM],

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), [2 Bl de mezcla de
dNTPs a 10 mM de cada uno de ellos] (equivale a 0,25 mM) ,
- iniciador directo (5') 2 nl a 10 pM (0,25 mM),

- iniciador inverso (3') 2 nul a 10 pM (0,25 mM), vy

- agua, hasta completar el volumen de 80 pl.

Los iniciadores utilizados se recogen en el apartado
relativo a la LISTA DE SECUENCIAS, en donde el iniciador
directo (5') corresponde al identificado como SEC. ID. N°:1
y el inverso (3') al identificado como SEC. ID. N°: 2.
Estos iniciadores abarcan un fragmento de 879 nucledtidos
(nt) que corresponden al gen de la proteina de la cépsida
mas el principio de la regién 3' no traducible (3'-utr). El1
iniciador directo se extiende desde el nt 3869 hasta el nt
3891 del genoma del PVY, mientras que el iniciador inverso
se extiende desde el nt 4745 hasta el nt 4723. La secuencia
del genoma del PVY ha sido descrita por Hidaka et al.,
[Nucleic Acid Research, 20, 3515, (1992)7].

Para la realizacién de este Ejemplo se ensayaron 5
concentraciones distintas de MgCl, (2, 2,25, 2,5, 2,75 y 3
mM) con fines comparativos.

A continuacién, se introducen los tubos en el termo-
ciclador donde se someten al siguiente ciclo térmico:

a) calentamiento a 42°C, durante 30 minutos, con el
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fin de realizar la reaccién de transcripcién inversa,

b) calentamiento a 95°C, durante 5 minutos, para
inactivar 1la transcriptasa inversa y el inhibidor de
ribonucleasas, activar la DNA polimerasa, y desnaturalizar
el hibrido RNA-DNA, ’

c) 35 ciclos de PCR comprendiendo las etapas de:

- desnaturalizacién: 45 segundos a 94°C;
- anillamiento: 1 minuto a 53°C; vy
- elongacién: 1 minuto a 72°C, vy

d) finalmente, mantenimiento de la reaccién a 72°C
durante 5 minutos para terminar la amplificacién enzimatica
por PCR.

Las muestras amplificadas se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en tampén TAE como
indica Sambrook et al., (1989) [Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor], se tifieron con una solucién de bromuro
de etidio (4 pg/pl) y se fotografiaron con una camara
Polaroid sobre un transiluminador de luz ultravioleta con
un filtro naranja delante del objetivo.

Los resultados de la electroforesis se muestran en la
Figura 1, donde se observa la presencia de una banda de 879
nt correspondientes al fragmento amplificado del genoma del
PVY en las 5 muestras con planta infectada mientras que en
las pruebas realizadas con muestras de planta sana no

aparece dicha banda.

EJEMPLO 2 (Comparativo)
En este Ejemplo se ccmpara la eficacia del método

proporcionado por esta invencién con el método descrito en
la patente espafiola ES 9201232.

2.1 Deteccién e identificacién del PVY seqin el método

proporcionado por esta invencidén, utilizando 1la

polimerasa Tag
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Muestras de hojas de patata procedentes de plantas
sanas y de plantas infectadas con PVY se homogenizan segin
la metodologia descrita en el Ejemplo 1. Posteriormente, se
afiaden alicuotas de 100 pl sobre los tubos de un
termociclador GeneAmp® PCR System 9600 (PERKIN-ELMER
CETUS), previamente tapizados con el anticuerpo monoclonal
contra PVY, PVY-10E3 (INGENASA, Espafia), siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante.

A continuacién, se afaden:

- 8 pl de un tampdén constituido por Tris-HCl 100 mM,
pH 8,3, KC1 500 mM,

- 50 unidades de transcriptasa inversa del MulV
(PERKIN-ELMER, EEUU) [1 pl de transcriptasa inversa de MuLV
a 50 unidades/ull,

- 20 unidades de HPRI (AMERSHAM, EEUU), [1 pl de HPRI
a 200 unidades/ull,

- 2,5 unidades de AmpliTag (PERKIN-ELMER CETUS, EEUU),
[0,5 pl de de AmpliTag Gold® a 50 unidades/pl],

- MgCl,,

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), (2 nl de mezcla de
dNTPs a 10 mM de cada uno de ellés] (equivale a 0,25 mM),
- iniciador directo (5') 2 pul a 10 aM (0,25 mM),

- iniciador inverso (3') 2 pl a 10 pM (0,25 mM), vy

- agua, hasta completar un volumen de 80 npl.

Los iniciadores utilizados son los mismos que los del
Ejemplo 1.

En este Ejemplo se ensayaron 2 concentraciones
distintas de MgCl, (3 y 5 mM) con fines comparativos.

Posteriormente, los tubos se introducen en el termo-
ciclador donde se someten al siguiente ciclo térmico:

a) calentamiento a 42°C, durante 30 minutos, con el
fin de realizar la reaccién de transcripcidn inversa,

b) calentamiento a 97°C, durante 5 minutos, para
inactivar la transcriptasa inversa y el inhibidor de

ribonucleasas, y desnaturalizar el hibrido RNA-DNA,
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c) 35 ciclos de PCR comprendiendo las etapas de:
- desnaturalizacidén: 20 segundos a 94°C;
- anillamiento: 20 segundos a 53°C; y
- elongacién: 1 minuto a 72°C, y
d) finalmente, mantenimiento de la reaccién a 72°C
durante 5 minutos para terminar la amplificacién enzimitica
por PCR.

2.2 Deteccidn e identificacién del PVY mediante el método

de la patente espafiola ES 9201232 utilizando la
polimerasa Taq

Muestras de hojas de patata procedentes de plantas

sanas y de plantas infectadas con PVY se homogenizan segln
la metodologia descrita en el Ejemplo 1. A continuacién, se
afiaden alicuotas de 100 pl sobre los tubos de un termo-
ciclador GeneAmp® PCR System 9600 (PERKIN-ELMER CETUS),
previamente tapizados con el anticuerpo monoclonal contra
PVY, PVY-10E3 (INGENASA, Espafia), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.
2.2.1 Transcripcidn inversa

La reaccidén de transcripcidén inversa se lleva a cabo
en un volumen final de 20 pl que contenia:

- un tampén constituido por Tris-HCl 10 mM, pH 8,3,
KC1l 50 mM,

- MgCl, 5 mM,

- iniciador inverso (3') 0,25 uM,

- dNTPs 0,25 mM,

- 20 unidades de HPRI (AMERSHAM, EEUU),

- 50 wunidades de transcriptasa inversa del MulLV
(PERKIN-ELMER, EEUU) vy

- agua.

El iniciador inverso (3') utilizado es el mismo que el
del Ejemplo 1.

La reaccién de transcripcidn inversa se llevd a cabo

calentando a 42°C durante 30 minutos y posteriormente los
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tubos se colocaron en hielo.
2.2.2 PCR

Para efectuar la PCR es necesario afiadir a los tubos
los productos que se indican a continuacién. La PCR se
realizé con un volumen final de 80 pl para lo cual se
aflade:

- un tampén constituido por Tris-HCl 10 mM, pH 8,3,
KCl 50 mM,

- iniciador directo (5') 0,25 pM,

- 2,5 unidades de Amplitag® (PERKIN-ELMER, EEUU)

- MgCl, (hasta alcanzar una concentracién de 3 mM,
teniendo en cuenta el Mg* afladido para la transcripcién
inversa y que ahora se lleva hasta un volumen de 80 pl).

El iniciador directo (5') utilizado es el mismo que el
del Ejemplo 1.

Posteriormente, los tubos se introducen en el
termociclador donde se someten al siguiente ciclo térmico:

a) calentamiento a 97°C, durante 5 minutos,

b) 35 ciclos de PCR comprendiendo las etapas de:

- desnaturalizacién: 20 segundos a 94°C;
- anillamiento: 20 segundos a 53°C; y
- elongacién: 1 minuto a 72°C, vy

c) finalmente, mantenimiento de la reaccién a 72°C
durante 5 minutos para terminar la amplificacién enzimatica
por PCR.

Las productos resultantes de la reaccién de
amplificacién procedentes tanto del Ejemplo 2.1 como del
Ejemplo 2.2 se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa tal como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2,
donde se observa que el rendimiento obtenido con 1la
reaccion de transcripcién inversa-PCR en un solo paso a una
concentracién 3 mM de MgCl, (Ejemplo 2.1: método
proporcionado por la invencidn) es varias veces superior al

obtenido segin el procedimiento descrito en la patente
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espafiola ES 9201232 (Ejemplo 2.2). La mayor brillantez de
la banda visible en el carril correspondiente al producto
amplificado segin el Ejemplo 2.1 con una concentracion de

MgCl, de 3 mM es indicativa de la mayor cantidad de

5 producto amplificado.
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LISTA DE SECUENCIAS

INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:

(A)

(B)
(C)
(D)

(E)

(F)
(H)
(1)

NOMBRE: INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION
Y TECNOLOGIA AGRARIA Y ALIMENTARIA (INIA) |
CALLE: José Abascal, 56

CIUDAD: Madrid

ESTADO: Madrid

PAIS: ES

CODiGO POSTAL (ZIP): 28003

TELEFONO: 91 347 39 33

TELEFAX: 91 347 39 31

(ii) TITULO DE LA INVENCION: PROCEDIMIENTO PARA LA
OBTENCION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DE ACIDO
NUCLEICO DE PARTICULAS VIRALES Y SUBVIRALES QUE
CONTIENEN RNA

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) ?ORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

()
(B)
(C)
(D)

TIPO DE SOPORTE: Floppy disk

ORDENADOR: IBM PC compatible

SISTEMA OPERATIVO: 'PC—DOS/MS—DOS

SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version
#1.30 (OEP)

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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INFORMACION DE LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° 1 (SEC.
ID. N° 1):

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
A) LONGITUD: 23 pares de bases
) TIPO: &cido nucleico

) NUMERO DE CADENAS: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal

(
(B
(C
(D
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° 1:

TAAAAGTAGT ACAGGAAAAG CCA 23

INFORMACION DE LA SECUENCIA IDENTIFICADA N° 2 (SEC.
ID. N° 2):

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
) LONGITUD: 23 pares de bases

o

) TIPO: acido nucleico
) NUMERO DE CADENAS: sencilla
) TOPOLOGIA: lineal

o Q w

(
(
(
(
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N° 2:

AAATGACACA ATTGATGCAG GAG 23
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la obtencién de fragmentos
amplificados de &cido nucleico de particulas virales o
subvirales que contienen RNA presentes en una muestra
sospechosa de contener tales particulas que comprende las
etapas de:

a) afladir dicha muestra a 1los tubos de un
termociclador e 1incubar el conjunto bajo condiciones
adecuadas para capturar dichas particulas virales o
subvirales en los tubos del termociclador;

b) retirar el sobrenadante de los tubos y lavar el
conjunto de particulas virales o subvirales capturadas en
los tubos del termociclador;

c) afladir a dichos tubos, que contienen las particulas
capturadas, todos los reactivos necesarios para realizar la
reaccién de transcripcién inversa y la reaccién de
amplificacién enzimdtica por PCR;

d) introducir los tubos en el termociclador; y

e) programar en el termociclador un ciclo térmico
adecuado para que tenga lugar, en cada tubo, en primer
lugar, la reaccién de transcripcién inversa del RNA, y
posteriormente, la reaccidén de amplificacién enzimitica por
PCR del fragmento de &cido nucleico tras desactivacién
térmica de la transcriptasa inversa, para lo cual dicho
ciclo térmico comprende:

- calentar 1los tubos del termociclador a una
temperatura y durante un periodo de tiempo adecuados para
que tenga lugar la reacciédn de transcripcién inversa,

- calentar los tubos a una temperatura y durante un
periodo de tiempo adecuados para inactivar la transcriptasa
inversa; vy

- realizar un numero variable y repetido de ciclos de
PCR a las temperaturas y tiempos de desnaturalizacién,

anillamiento y elongacién adecuados.
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2. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el
que la inmovilizacién sobre el tubo del termociclador de
las estructuras macromoleculares relacionadas con dichas
particulas virales o subvirales se lleva a cabo mediante el
empleo de moléculas retenidas sobre dicho tubo que tienen

afinidad por tales estructuras macromoleculares.

3. Un procedimiento segun la reivindicacién 2, en el

que dichas moléculas son anticuerpos.

4. Un procedimiento segun la reivindicacién 3, en el
que dichos anticuerpos se seleccionan del grupo formado
por:

- anticuerpos frente a proteinas de la cubierta de la
particula viral,

- anticuerpos frente a proteinas de la cubierta de una
célula hospedadora que contiene la particula viral, vy

- anticuerpos frente a RNA de doble cadena cuando la

particula es una particula viral o subviral.

5. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que dichos reactivos necesarios para la realizacién de las
etapas de transcripcién inversa y amplificacién enzimatica
por PCR comprenden: <

- un tampén adecuado para la reaccién de transcripcién
inversa y para la reaccién de amplificacién enzimatica por
PCR,

- una transcriptasa inversa,

- una DNA polimerasa termoestable,

- un inhibidor de ribonucleasas,

- un oligonucledétido que actia como iniciador para la
reaccién de transcripcién inversa y como iniciador inverso
(3') de la reaccidén de amplificacién enzimatica por PCR,

- un oligonucleétido que actua como iniciador directo

(5') para la reaccidén de amplificacién enzimdtica por PCR;
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- los desoxinucleésidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP); vy
- Mg?*.

6. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el

que dicho tampén tiene un pH de 8,3.

7. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el
que dicha transcriptasa inversa es activa a la temperatura
en la que se realiza la reaccidén de transcripcién inversa,
pero no es activa a la temperatura en la que se realiza la

reaccién de amplificacién enzimdtica por PCR.

8. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el
que dicha transcriptasa inversa se selecciona del grupo
formado por 1la transcriptasa inversa del virus de la
mieloblastosis de ave (AMV) y la transcriptasa inversa del

virus de la leucemia murina (MulV).

9. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el
que dicha DNA polimerasa termoestable es activa a la
temperatura en la que se realiza la reaccién de
transcripcién inversa y la reaccién de amplificacién

enzimdtica por PCR. <

10. Un procedimiento segin la reivindicacién 5, en el
que dicha DNA polimerasa termoestable es activa a la
temperatura en la que se realiza la reaccién de
amplificacién enzimdtica por PCR y es inactiva a 1la
temperatura en la que se realiza la reaccién de

transcripcién inversa.

11. Un procedimiento segin la reivindicacién 5, en el
que dicho inhibidor de ribonucleasas es el inhibidor de

ribonucleasas de placenta humana (HPRI).
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12. Un procedimiento segin la reivindicacién 5, en el
que los oligonucledétidos que actiian como iniciadores de la
reaccién de amplificacién enzimdtica por PCR flanquean un
fragmento de DNA identificativo de la familia, especie o
tipo, de la particula viral o subviral, de forma que la
presencia de dicho fragmento amplificado es indicativo de
la existencia de dicha particula viral o subviral en la

muestra analizada.

13. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el
que el Mg* estd presente en forma de MgCl,, en una

concentracidén comprendida entre 1,5 y 5 mM.

14. Un procedimiento seguin la reivindicacién 1, en el
que la reaccién de transcripcién inversa se realiza a una

temperatura igual o inferior a 50°C.

15. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el
que dicho ciclo térmico comprende calentar la mezcla de
reaccién, formada por las particulas virales o subvirales
capturadas junto con los reactivos para las reacciones de
transcripcién inversa y amplificacién enzimitica por PCR,
a una temperatura igual o inferior a 50°C, durante el
tiempo necesario para que tenga lugar la reaccién de

transcripcidén inversa.

16. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que dicho ciclo térmico comprende calentar la mezcla de
reaccidén, una vez terminada la reaccién de transcripcién
inversa, a una temperatura superior a 90°C, durante el

tiempo suficiente para inactivar la transcriptasa inversa.

17. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el
que cada ciclo de PCR comprende las etapas de:

- desnaturalizacién, a la temperatura de separacién de
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las cadenas de DNA;

- anillamiento, a la temperatura de hibridacién de los
oligonucleétidos iniciadores al DNA molde; y

- elongacién, a la temperatura de funcionamiento de la

5 DNA polimerasa termoestable.

18. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en el
que cada ciclo de PCR comprende las etapas de:
- desnaturalizacién, a la temperatura de separacién de
10 las cadenas de DNA; y
- anillamiento-elongacién cuando el anillamiento se

realiza a una temperatura igual o superior a 60°C.
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M: Marcador de peso molecular
C: Muestras sometidas al procedimiento
descrito en la patente P9201232
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