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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para detectar acidos nucleicos especificos virales en la orina
Antecedentes de lainvencion

Existen en la actualidad tres tipos de sistemas de diagndstico in vitro ampliamente utilizados para la deteccion de
patégenos. Estos son cultivo directo del agente patogénico de la muestra bioldgica; analisis inmunoldgicos basados
en la deteccién de productos o antigenos del agente infeccioso; y analisis inmunoldgicos indirectos que pueden
detectar los anticuerpos producidos contra el agente infeccioso durante la infeccion.

En el primer sistema, la principal desventaja es que se debe considerar que la muestra bioldgica esta en riesgo de
transmisién del agente patogénico. En el segundo y tercer sistemas, las desventajas incluyen la recuperacion de la
muestra que a menudo es un muestra invasiva y potencialmente infecciosa cuando se recoge. En el tercer sistema,
una desventaja importante es que a menudo existe una pequefia posibilidad de discriminar entre infecciones
pasadas y actuales.

Mas recientemente, se han desarrollado métodos de diagndstico molecular basados en la deteccion de los &cidos
nucleicos del agente patogénico en las muestras de sangre o plasma, o en los cultivos celulares, tomados del
paciente. Estos analisis son generalmente mucho més sensibles que los andlisis inmunolégicos. Sin embargo,
pueden requerir la presencia de un equipo especial y personal cualificado. Ademas, las muestras bioldgicas - en el
caso del plasma, la sangre, o los cultivos de células - son dificiles de almacenar inalterados, excepto bajo
condiciones de temperatura controlada, y se considera que suponen un riesgo bioldgico para el personal que las
manipulan.

Recientemente, se han descrito métodos de diagn6stico molecular basados en el ADN transrrenal (Tr-ADN) para el
seguimiento del progreso de los trasplantes alogénicos, para diagnosticar el sexo de un feto, y para detectar la
presencia de marcadores tumorales. (Botezatu et al. Clinical Chemistry 46 (8):1078-84 (2000); Su et al. Ann. NY
Acad. Sci. 1022:81-89 (2004)). Por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos NUum. 6.251.638 se describe un
método analitico para la deteccion de ADN fetal masculino en la orina de mujeres embarazadas. En la Patente de
los Estados Unidos NUm. 6.287.820 se describe un sistema destinado al diagnostico de tumores, en particular de los
adenocarcinomas de colon y de pancreas. En la Patente de los Estados Unidos Num. 6.492.144 se ilustra que se
puede utilizar el método de analisis de acido nucleico Tr-ADN para realizar un seguimiento del progreso de los
trasplantes alogénicos. La presencia de ADN transrrenal en la orina, en forma de fragmentos de acidos nucleicos de
menos de 1.000 pares de bases también fue descrita por Al-Yatama et al. (2001), en Prenat Diagn, 21:399-402;
y Utting, M., et al. (2002), Clin Cancer Res, 8:35-40. Keiko Koide, et al, Prenat Diagn, 2005; 25: 604-607; Mengjun
Wang, et al., Clinical Chemistry, 2004, 50: 211-213; Y. H. Su, et al., J. Mol. Diagn, 2004, 6:101-107.

La presencia de ADN transrrenal ha sido explicada como el resultado del fendmeno de la apoptosis. En el proceso
de la apoptosis o muerte celular programada el ADN nuclear se escinde en nucleosomas y oligomeros, que
posteriormente, como una parte del proceso de apoptosis, son fagocitados y retirados del organismo. (Umansky, SR,
et al. (1982); Biochim. Biophys. Acta, 655:9-17). Una parte de este ADN degradado, sin embargo, escapa a la
fagocitosis, y aparece en el torrente sanguineo (Lichtenstein, A.V., et al. (2001), Ann NY Acad Sci, 945:239-249), vy,
como se confirma en las patentes anteriormente mencionadas, también en la orina.

La presencia de ADN viral que se origina a partir de fuentes fuera de las vias urinarias, en la orina no se habia
descrito con anterioridad a esta solicitud. Se ha demostrado la circulacién de ADN viral liberado del genoma de
células transfectadas en el plasma. Por ejemplo, se detectaron fragmentos de ADN viral de Epstein-Barr en el
plasma de pacientes con carcinoma nasofaringeo (Chan, K.C., et al. (2002), Cancer Res. 63:2028-2032). Ademas, el
virus de ADN viral del papiloma humano (VPH) se ha detectado en el plasma de pacientes con cancer de cuello
uterino (Pornthanakasem, W., et al. (2001); BMC Cancer 1:2). Sin embargo, estos ADN virales no se detectaron en
la orina de los pacientes.

La presente invencién describe un método para detectar la presencia de patégenos virales en un sujeto a través de
la deteccidn de secuencias de ADN de los patégenos en la orina del sujeto.

Compendio de lainvencion

La presente descripcion se refiere a métodos para el diagnéstico y el seguimiento de infecciones virales en un sujeto
mediante la deteccidn y cuantificacion de secuencias especificas de acido nucleico viral transrrenal en la orina de los
sujetos. En una realizacién, los acidos nucleicos se aislan o purifican. Esta purificacion puede llevarse a cabo
utilizando métodos quimicos o fisicos. Estos métodos incluyen la extraccién con disolventes organicos, filtracion,
precipitacion, absorcion en matrices solidas que tienen afinidad por los &cidos nucleicos, y cromatografia. Las
matrices soélidas utilizadas en estos métodos se pueden construir a partir de resinas basadas en silice, resinas de
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intercambio iénico, o hidroxiapatita. En otra realizacién, la matriz sélida es una resina a base de silice, y dicho
aislamiento o purificacién se llevan a cabo en presencia de un agente caotrdpico. En otra realizacién, se afladen uno
0 mas agentes a la muestra de orina que inhiben la degradacion de los acidos nucleicos. Estos agentes incluyen
agentes quelantes de iones, agentes desnaturalizantes y detergentes idnicos. Un ejemplo de un agente quelante de
iones utilizado en los métodos de la invencién es el EDTA. Los ejemplos de los agentes desnaturalizantes utilizados
en los métodos de la invencién son guanidina-HCI o isotiocianato de guanidina. Los ejemplos de los detergentes no
i6nicos utilizados en los métodos de la invencién son N-laurilsarcosina o dodecilsulfato de sodio. En una realizacion,
los acidos nucleicos aislados o purificados se utilizan para la deteccion de acidos nucleicos virales.

En otras realizaciones, el método también incluye el fraccionamiento de la muestra de orina, por ejemplo, por medio
de centrifugacion o filtracion, con la separacion de una fraccion libre de células a partir de una fraccién asociada con
los cuerpos de las células.

El andlisis de los acidos nucleicos se lleva a cabo utilizando una de las siguientes técnicas: hibridacion de los 4cidos
nucleicos, reaccién con sonda por ciclos, reaccion en cadena de la polimerasa, reaccién en cadena de la polimerasa
anidada (PCR), PCR semi-anidada, polimorfismos de conformacion de cadena sencilla, reaccion en cadena de la
ligasa, amplificacion por desplazamiento de hebra, y polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion. En otra
realizacion, la PCR se realiza utilizando uno o mas cebadores que son especificos para los genes GAG o POL de
VIH-1. Los ejemplos de estos cebadores se describen en la memoria descriptiva como SEQ ID NO: 1-11.

En otra realizacion, los acidos nucleicos virales tienen un tamafio menor de aproximadamente 1000 pb. En una
realizacién preferida, los &cidos nucleicos virales tienen un tamafio entre aproximadamente 100 y aproximadamente
200 pb.

Los métodos de la invencién son aplicables a todos los agentes patogénicos virales, incluyendo virus con ARN,
ADN, episomicos, e integradores. También se aplican a los virus recombinantes, tales como los adenovirus o
lentivirus utilizados en la terapia génica. En particular, los métodos se aplican a los siguientes virus: retrovirus,
incluyendo de VIH-1, VIH-2, virus de la viruela, virus de la poliomielitis, virus del herpes simple (HSV), virus de
Epstein-Barr (VEB), el virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis B (VHB) y adenovirus (AAV) recombinantes
y naturales. En algunas realizaciones los agentes virales son el virus de Epstein-Barr (VEB) y el VIH-1. En una
realizacion, los métodos de la invenciéon se realizan in vitro.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un método para el seguimiento de una infeccion viral en un sujeto,
incluyendo las etapas de cuantificacion de la cantidad de un acido nucleico viral transrrenal en una primera muestra
de orina de dicho sujeto; cuantificacion de la cantidad de dicho &cido nucleico viral transrrenal en una segunda
muestra de orina de dicho sujeto, y comparacién de la cantidad de dicho acido nucleico viral transrrenal en dicha
primera y dicha segunda muestra de orina de dicho sujeto, controlando de este modo dicha infeccidn viral en dicho
sujeto. En otro aspecto de esta realizacidn, el método comprende adicionalmente la etapa de administrar a dicho
sujeto un compuesto que reduce o inhibe dicha infeccién viral. Opcionalmente, la infeccion viral es una infeccién por
VIH y dicho compuesto es un agente anti-viral. En otro aspecto de esta realizacion, la cuantificacion se lleva a cabo
mediante un método seleccionado entre el emparejamiento con sondas moleculares que son especificas para esos
agentes patogénicos, hibridacion, PCR, PCR anidada, PCR semi-anidada, SSCP, LCR y SDA. En otro aspecto de
esta realizacion, el método comprende adicionalmente la etapa de separar dichas muestras de orina en una fraccion
libre de células que contiene dichos &cidos nucleicos transrrenales. Esta separacién se puede realizar usando
centrifugacion. Los acidos nucleicos de esta realizaciéon pueden tener entre 100 y 200 pb. En otro aspecto de esta
realizacién, el sujeto esta en riesgo de desarrollar una infeccidn viral recurrente.

En otra de sus realizaciones, la invencién se refiere a un kit para la deteccién de acido nucleico viral en la orina,
como se describe en las reivindicaciones adjuntas, incluyendo: reactivos y/o materiales para el fraccionamiento y/o
extraccion de los acidos nucleicos virales transrrenales de la orina, sonda de ADN, o pares de oligonucleétidos
especificos (cebadores) para al menos un agente viral. En un aspecto de esta realizacion, la sonda es un cebador
para una reaccion de PCR que es especifica para los genes GAG o POL de VIH-1. Los ejemplos de estos
cebadores se describen en la memoria descriptiva como SEQ ID NO: 1-11.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado que el cominmente entendido por un experto normal en la técnica a la cual se refiere
esta invencién. Aunque se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, los métodos y los materiales adecuados se
describen a continuacién. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las
definiciones. Ademas, los materiales, métodos, y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretende que sean
limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
reivindicaciones.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una imagen fotografica que muestra los resultados de la electroforesis en gel del producto de
amplificacion obtenido por medio de una PCR anidada del ADN transrrenal de muestras de orina no
fraccionadas de pacientes infectados con VIH-1 (20 ciclos con el par de cebadores 468/602 [134 pb] seguido de
35 ciclos con 518/596 [79 pb]). Los cebadores son especificos para la region GAG de VIH-1.

La Figura 2 es una imagen fotografica que muestra los resultados de la electroforesis en gel del producto de
amplificaciéon obtenido por medio de una PCR anidada del ADN genémico extraido de células LAV 8E5 (20
ciclos con el par de cebadores 468/602 [134 pb] seguido de 35 ciclos con 518/596 [79 pb]). Los cebadores son
especificos para la region GAG de VIH-1.

La Figura 3 es una imagen fotografica que muestra los resultados de electroforesis en gel del producto de
amplificacion obtenido por medio de una PCR anidada del ADN transrrenal de muestras de orina de pacientes
infectados con VIH-1 (CP: completa; SN: sobrenadante; PT: sedimento). A-102 pb/60 pb (cebadores especificos
para la region POL de VIH-1); B-317 pb/60 pb (especifico para POL); C-569 pb/132 pb (especifico para TAT);
NI: no infectado, IN 1-3: pacientes infectados con VIH.

Descripcion detallada de la invencién

Las presentes definiciones se ofrecen para los fines de la presente invencion:

Amplicon: Un término para cualquier fragmento de ADN relativamente pequefio que se replica, p. €., mediante
PCR.

Amplificacién: Un aumento en el nimero de copias de un fragmento de ADN especifico puede ocurrir in vivo 0 in
vitro.

Apoptosis: Muerte celular programada en células humanas y animales que funcionan normalmente cuando la
edad o el estado de salud de las células y las condiciones lo dictan. Un proceso activo que requiere la actividad
metabdlica por parte de la célula moribunda, caracterizado por la escision del ADN en fragmentos que dan un
denominado patron en escalera de fragmentos de ADN de tamarfio nucleosomal y sus oligbmeros.

Caotropico: Propiedad de las sustancias quimicas (por ejemplo, iones tales como el SCN, ClO4, y guanidina)
que perturba la estructura termodindmica de agua. Permite que sustancias menos polares y mas hidréfobas se
vuelvan mas solubles en agua. El efecto a nivel bioldgico es la desnaturalizacion de las proteinas.

Episoma: Una molécula de ADN circular que puede replicarse independientemente del cromosoma celular o
integrarse y replicarse como parte del cromosoma.

Gen: Fragmento de ADN que contiene las secuencias necesarias para codificar para un ARNm, y para controlar
la expresion de estas secuencias.

Genoma: Conjunto total de genes de un organismo incluido, en los eucariotas, en las estructuras cromosémicas.
Reaccion con sonda por ciclos: Las reacciones CPT se llevan a cabo a una temperatura especifica constante, lo
que permite la hibridacion de la sonda quimérica con su ADN diana monocatenario complementario. Dentro del
duplex diana-sonda resultante, la ARNasa H reconoce el hibrido de ADN-ARN y escinde especificamente la
porcion de ARN de la sonda. Los fragmentos escindidos no son estables a la temperatura de reaccion y se
disocian de la diana. A continuacion la diana esta libre para hibridar con otra molécula sonda y el ciclo se repite.
Los fragmentos de la sonda se acumulan, lo que sirve como base para la deteccién de la diana. Con el tiempo,
la acumulacién de fragmentos de sonda escindidos sigue una cinética lineal y por lo tanto la cantidad de diana
se puede cuantificar.

Hibridacién: Una técnica ampliamente utilizada que explota la capacidad de las secuencias complementarias de
los ADN o ARN de cadena sencilla para emparejarse entre si para formar una doble hélice. La hibridacion
puede tener lugar entre dos secuencias de ADN complementarias, entre un ADN de cadena sencilla y un ARN
complementario, o entre dos secuencias de ARN. La técnica se utiliza para detectar y aislar secuencias
especificas, medir la homologia, o definir otras caracteristicas de una o ambas cadenas.

Infeccion: Invasion y multiplicacion de microorganismos en tejidos corporales, que pueden ser clinicamente no
evidentes o dar como resultado una lesion celular local debida al metabolismo competitivo, toxinas, replicacion
intracelular o respuesta de anticuerpos a los antigenos.

Reaccion en cadena de la ligasa: Un método de amplificacion del ADN similar a la PCR. La LCR se diferencia
de la PCR, porque amplifica la molécula sonda en lugar de producir un amplicén por medio de la polimerizacién
de nucledtidos. Se utilizan dos sondas por cada cadena de ADN y se ligan entre si para formar una Unica
sonda. La LCR utiliza tanto una enzima ADN polimerasa como una enzima ADN ligasa para impulsar la
reaccion. Al igual que la PCR, la LCR requiere un termociclador para impulsar la reaccion y cada ciclo da como
resultado una duplicacion de la molécula de acido nucleico diana. La LCR puede tener una mayor especificidad
que la PCR.

PCR anidada: Una segunda PCR que se realiza sobre el producto de una primera PCR utilizando cebadores,
que son internos con respecto a los originales. Esto mejora significativamente la sensibilidad y especificidad de
la PCR.

Cebador anidado: Un cebador seleccionado interno con respecto a un amplicén obtenido con un primer ciclo de
PCR. El proceso de amplificacion que utiliza al menos un cebador anidado mejora la especificidad, ya que los
productos no especificos del primer ciclo no se amplifican en el segundo ciclo.
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Acido nucleico: Polimeros lineales de nucleétidos, unidos por uniones fosfodiéster 3', 5'. En el ADN, &cido
desoxirribonucleico, el grupo azlcar es desoxirribosa y las bases de los nucleétidos adenina, guanina, timina y
citosina. El ARN, &cido ribonucleico, tiene ribosa como azUcar y el uracilo sustituye a la timina. EI ADN funciona
como un deposito estable de informacion genética en forma de secuencia de bases. EI ARN tiene una funcion
similar en algunos virus, pero mas generalmente sirve como un intermedio informativo (ARNm), transportador de
aminoacidos (ARNt), para una capacidad estructural o, en algunos casos recién descubiertos, como una
enzima.

Oligonucledtido/Polinucledtido: Secuencia lineal de dos 0 mas nucleétidos unidos por enlaces fosfodiéster. Por
encima de una longitud de aproximadamente 20 nucle6tidos se utiliza generalmente el término "polinucleétido”.
Agente patogénico: Un patégeno es un agente biolégico que pueda causar una enfermedad a su anfitrién. Un
sinénimo del patégeno es "agente infeccioso”. El término "patdgeno” se utiliza con mayor frecuencia para los
agentes que alteran la fisiologia normal de un organismo multicelular.

Sedimento: Sedimento, cuando estan presentes células, incluye normalmente la fraccién celular, o que se
puede obtener mediante la centrifugacion de una muestra biol4gica.

Polimerasa: Enzima utilizada en la amplificacién de acidos nucleicos. El término incluye todas las variantes de
las ADN polimerasas.

Cebador: Cadena de polinucledtidos pre-existente corta a la cual se pueden afiadir nuevos
desoxirribonucledétidos por medio de la ADN polimerasa.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa que implica dos cebadores oligonucleotidicos sintéticos, que son
complementarios a dos regiones del ADN diana (una para cada cadena) que se van a amplificar, se afiaden al
ADN diana (que no necesita ser puro), en presencia de exceso de desoxinucleétidos y polimerasa Tag, una
ADN polimerasa térmicamente estable. En una serie (tipicamente 30) de ciclos de temperatura, el ADN diana se
desnaturaliza repetidamente (alrededor de 90°C), se recuece a los cebadores (tipicamente a 50-60°C) y una
cadena hija se extendia desde los cebadores (72°C). A medida que las propias cadenas hijas actian como
moldes para los ciclos posteriores, los fragmentos de ADN que se emparejen con ambos cebadores se
amplifican exponencialmente, en lugar de linealmente.

Sonda: Término general para un fragmento de ADN o ARN que corresponde a un gen o secuencia de interés
gue se ha marcado radiactivamente, o con alguna otra molécula detectable, tal como biotina, digoxigenina o
fluoresceina.

Purificacion/descontaminacién/esterilizacién: Se refiere a un procedimiento para la eliminacién de
contaminantes de una muestra, en donde el resultado es una muestra que contiene 60%, preferiblemente 75%,
e incluso mas preferiblemente 90% del material al cual se dirige el procedimiento de purificacion.

Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP): Un método que permite la relacion genética
establecida mediante la comparacion de los patrones polimérficos caracteristicos que se obtienen cuando se
amplifican ciertas regiones de ADN genodmico (tipicamente mediante PCR) y se cortan con ciertas enzimas de
restriccion. Las variaciones en tales patrones estdn generadas por mutaciones que crean o suprimen sitios de
reconocimiento para estas enzimas

Muestra: El término se interpretarse en sentido amplio e incluye cualquier forma que contenga acidos nucleicos
(ADN o ARN) en disolucion o anclados a un sustrato sélido, donde la definicion de "acidos nucleicos" incluye
ADN gendmico (por ejemplo, cuando éste esta anclado a un sustrato sélido, por ejemplo en la Transferencia
Southern o en disolucién), ADNc, y otras formas.

Las combinaciones de dos secuencias de acidos nucleicos mediante hibridacion se forman gracias a los enlaces de
hidrégeno entre las bases Gy C 0 Ay T o analogos de estas bases. Estas combinaciones son complementarias, y
las hélices de ADN son anti-paralelas. Esta combinacion de hibridacidn se puede crear con una secuencia (o hélice)
en disolucién y la otra anclada a una fase sélida (tal como, por ejemplo, en el método FISH [hibridacion
fluorescente in situ]), o bien con ambas de secuencias en disolucion.
Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP): El SSCP es la separacioén electroforética de acidos
nucleicos de cadena sencilla basada en diferencias sutiles en la secuencia (a menudo un solo par de bases)
gue da como resultado una estructura secundaria diferente y una diferencia medible en la movilidad a través de
un gel.
Amplificaciéon por Desplazamiento de Cadena (STA): La STA es una técnica de amplificacion de acido nucleico
isotérmica, in vitro basada en la capacidad de Hincll para mellar la cadena no modificada de una forma
hemifosforotioato de su sitio de reconocimiento, y la capacidad del fragmento de Klenow carente de
exonucleasa de la ADN Polimerasa (exo-Klenow) para prolongar el extremo 3' en la mella y desplazar la cadena
de ADN aguas abajo. La amplificacion exponencial resulta del acoplamiento de las reacciones efectora y
antisentido donde las cadenas desplazadas de una reaccion efectora sirven como diana para una reaccion
antisentido y viceversa.
Secuencia diana: Secuencia de ADN que debe ser analizada por medio de hibridacién, amplificacién, u otros
métodos o combinaciones de métodos.
Tm (temperatura de fusién): Temperatura a la cual una poblacién de ADN de doble hélice especifica disocia en
polimeros de una sola cadena. La féormula para calcular esta temperatura para los fragmentos de polinucle6tidos
es bien conocida en la técnica: Tm = 81,5 + 0,41 (% G + C) (Anderson y Young, "Quantitative filter
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hybridization", in nucleic acid hybridization [1985]). Para los oligonucleétidos de menos de 40 pares de bases, se
puede utilizar una férmula simplificada: Tm=3°C x (G + C) + 2 x (A + T).

ADN/ARN Tr: ADN/ARN transrrenal, o ADN/ARN presente en la orina después de haber pasado a través de la
barrera renal.

Tracto urinario: Incluye los 6rganos y conductos que participan en la eliminacién de la orina del organismos.

Acidos nucleicos de la orina en las infecciones por patdgenos virales

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que después de una infeccion viral, los acidos nucleicos del
virus o los virus o de origen viral se escinden en fragmentos relativamente cortos que se encuentran en la orina.
Muchos de estos acidos nucleicos especificos de patdgenos atraviesan la barrera transrrenal (estos acidos nucleicos
se denominan generalmente tARN, o TrADN o TrARN) y se pueden detectar en la orina en forma de fragmentos de
bajo peso molecular libres de células (cuya longitud es de menos de 1000 nucleétidos, pero tienen preferiblemente
menos de 500 pb de longitud, y més preferiblemente son méas cortos que 250-300 pb de longitud o mas cortos que
250 pb de longitud) por medio de métodos moleculares. Estos 4cidos nucleicos transrrenales derivan de virus que se
encuentran fuera del tracto urinario de un sujeto. Segun se utiliza en la presente memoria, el término "acido nucleico
viral" abarca acidos nucleicos de origen viral. Otros acidos nucleicos especificos de virus pueden ser desprendidos
por virus o células que estan dentro del rifion, y por lo tanto no tienen que cruzar la barrera transrrenal con el fin de
ser detectados en la orina. Adicionalmente, algunos acidos nucleicos especificos de virus se pueden encontrar en la
orina a través de otros mecanismos, ademas de cruzar la barrera transrrenal o de ser generados por virus en el
rifion.

La presencia de acidos nucleicos transrrenales (Tr-AN) en la orina se detectd previamente sélo en anfitriones que
habian sido sometidos a trasplantes de tejidos u érganos heterélogos, en el caso de mujeres embarazadas con fetos
masculinos, y en el caso de tumores caracterizados por genes marcadores especificos. La presencia de acidos
nucleicos transrrenales de origen viral en el caso de las infecciones virales de acuerdo con la presente invencion
también se detecta, y preferiblemente se detecta, en el caso de infecciones del tracto no urinario, incluso en
ausencia de hematuria o de patologias que conducen a la ruptura, o que alteran la integridad normal, de la barrera
renal.

Los &cidos nucleicos transrrenales (Tr-AN) de origen viral no estan asociadas, y derivan de, el genoma de virus que
se pierden o se liberan en el tracto urinario y que se encuentran en la orina. En lugar de eso, los acidos nucleicos
transrrenales son filtrados mediante un mecanismo de filtracién glomerular-renal. De este modo, las dimensiones de
los fragmentos de &cidos nucleicos transrrenales son generalmente menores que aproximadamente 1.000 pares de
bases, p. ej., menores que aproximadamente 500, menores que aproximadamente 300, menores que alrededor de
250, o entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 pares de bases, en oposicidn a otras situaciones en las
que el ADN tiene por lo general un peso molecular elevado y una longitud que excede de 1000 bases o pares de
bases.

Por lo tanto, en la presente invencion, el acido nucleico transrrenal (Tr-AR) de origen viral generalmente no se
encuentra en el sedimento de la orina, sino en la fraccion soluble, a pesar de que algunas trazas Tr-AN pueden
sedimentar simultdneamente con las células durante la centrifugacion.

El descubrimiento confirma la presencia de acidos nucleicos urinarios o 4cidos nucleicos transrrenales derivados de
virus patogénicos en la orina, y por lo tanto es aplicable al diagnéstico de todas las enfermedades infecciosas
causadas por patdégenos virales.

Por lo tanto, en las realizaciones, la invencién hace referencia a métodos para el diagnostico o el seguimiento de
una infeccién viral mediante la determinacion de la presencia de acidos nucleicos virales, preferiblemente ADN viral
o0 ARN de origen viral, en una muestra de orina. Los métodos incluyen la etapa de determinacion de la presencia de
acidos nucleicos virales transrrenales utilizando métodos generalmente empleados en la practica de laboratorio,
tales como la hibridacion, PCR, PCR anidada, PCR semi-anidada, SSCP, LCR y SDA.

En ciertas realizaciones, los métodos de acuerdo con la invencion incluyen un tratamiento inicial de la muestra de
orina antes de la determinacion de la presencia de acidos nucleicos virales transrrenales. En una realizacion, la
invencion incluye el tratamiento previo de la muestra de orina con un agente que inhibe la degradacion del ADN o el
ARN. Estos agentes incluyen los inhibidores enzimaticos, tales como agentes quelantes, detergentes, o agentes
desnaturalizantes, inhibidores de ADNasa 0 ARNasa, que se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en
EDTA, guanidina-HCI, isotiocianato de guanidina, N-laurilsarcosina, y dodecilsulfato de sodio.

En otra realizacion, la determinacion de la presencia de &cidos nucleicos virales transrrenales esta precedida
opcionalmente de centrifugacién o filtracion de la muestra de orina con el fin de separar la fraccién celular de la orina
de los acidos nucleicos de bajo peso molecular libres de células (ADN/ARN). Sin embargo, la muestra de orina
también se puede utilizar sin fraccionamiento. La centrifugacion se lleva a cabo preferiblemente a una velocidad
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entre 2500 g y 4500 g, y mas preferiblemente entre 3000 g y 4000 g. Se prefiere llevar a cabo la filtracion a través de
un filtro con un tamafio de poro entre 0,1y 5,0 um, mas preferiblemente con un tamafio de poro entre 0,2y 1,0 umy
aun mas preferiblemente de 0,45 y 0,8 um. También se pueden utilizar métodos equivalentes para la separacion de
la fraccion soluble de la fraccién celular.

El aislamiento o la purificacion opcionales y la cuantificacion de los acidos nucleicos transrrenales se logran
mediante el uso de métodos quimicos o fisicos que ya son conocidos en la técnica. Se incluye al menos una etapa
de purificacién, utilizando métodos seleccionados entre extraccion con disolventes organicos, filtracion, precipitacion,
absorcion sobre matrices solidas (p. ej., a través de intercambio iénico), cromatografia de afinidad o bien
cromatografia de exclusién molecular o combinaciones de estos métodos.

Sin embargo, el método de purificacion debe ser apropiado para el aislamiento de ADN (de cadena sencilla o doble)
que tenga menos de 1000 nucledtidos de longitud, con un peso molecular correspondiente, suponiendo, como peso
molecular medio, el de un nucleétido que tiene un valor de 330 Daltons. En algunas realizaciones, la purificacion es
especifica para los fragmentos que son mas pequefios que 500 nucledtidos (nt) de longitud, con un peso molecular
correspondiente, tales como fragmentos cuyas longitudes son menores de 300 nt, fragmentos menores de 250 nt de
longitud, o fragmentos cuyas longitudes estan entre 100 y 200 pares de bases de &cidos nucleicos (nt).

El aislamiento y/o purificacion de los &cidos nucleicos transrrenales se logra mediante el uso de métodos quimicos o
fisicos que ya son conocidos en la técnica. Estos incluyen una o mas etapas de purificacion utilizando métodos
seleccionados entre extraccion con disolventes organicos, filtracion, precipitacion, absorciéon sobre matrices solidas
(p. €j., resina de silice, hidroxiapatita o de intercambio i6nico), cromatografia de afinidad (p. €j., por medio de captura
especifica de secuencias ligandos especificos de acidos nucleicos), o bien cromatografia de exclusion molecular.
Sin embargo, el método de purificacion debe ser apropiado para el aislamiento de ADN (hebra sencilla o doble)
cuyas dimensiones son menores de 1.000 pares de nucleodtidos. Incluso mas preferiblemente, la purificacion es
especifica para fragmentos que son menores de 500 nucle6tidos, e incluso mas preferiblemente, fragmentos cuyas
longitudes son menores de 300 o 250 pares de bases, 0 que estan entre 100 y 200 bases o pares de bases. La
purificacién tiene lugar preferiblemente sobre una matriz que consiste en, pero no se limita a, una resina de silice.

En una realizacion preferida, el método de aislamiento de ADN se implementa mediante tratamiento previo de la
muestra de orina con un agente desnaturalizante, tal como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, urea,
guanidina HCI, o isotiocianato de guanidina, a temperatura ambiente. Preferiblemente se utiliza isotiocianato de
guanidina. La muestra se hace pasar después a través de una fase soélida, preferiblemente una matriz que consiste
en una resina de silice que, en presencia de sales caotrdpicas (isotiocianato de guanidina), se une a los acidos
nucleicos. A continuacion la muestra se recoge o se hace eluir en un tampdn, tal como Tris-EDTA (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM), o en agua.

En otra realizacion preferida, la caracterizacion y la determinacién de la presencia de AN viral transrrenal se realizan
por medio de una técnica seleccionada del grupo que consiste en: hibridacién de los acidos nucleicos, una reaccion
con sonda por ciclos (F. Bekkaoui et al., en Biotechniques 20:240-248 [1996]), una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, de M. Innis et al.; Elsevier Publications, 1990),
una reaccion en cadena de la polimerasa anidada, polimorfismo de conformacion de cadena sencilla, una reaccion
en cadena de la ligasa (LCR) (F. Barany, en PNAS USA, 88:189-93 [1991]), amplificacion por desplazamiento de
cadena (SDA) (G.K. Terrance Walker, et al., en Nucleic Acid Res., 22:2670-77 [1994], y polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP). Un experto en la técnica también podria utilizar combinaciones de estos
métodos, p. ej., PCR-Polimorfismo de Longitud de Restriccién, donde los acidos nucleicos se amplifican, y después
se dividen en alicuotas y se digieren con enzimas de restriccion, y luego se separan a través de electroforesis.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es el método preferido para la deteccién y/o andlisis cuantitativo de
los acidos nucleicos. Aun mas preferido es el método de PCR anidada, como se ha definido anteriormente, o el
método de PCR semi-anidada, en el que solo uno de los dos cebadores es interno con respecto al amplicon.

La ventaja del método esta ligada principalmente a la facilidad de recogida de las muestras biolégicas; al hecho de
que los acidos nucleicos transrrenales no son infecciosos; y a la sensibilidad del método de diagnéstico molecular
que se puede aplicar a los acidos nucleicos, incluso en forma de fragmentos.

El método de diagndstico es aplicable a todos los agentes patogénicos virales, incluyendo virus con ARN, ADN,
episdmicos, o integrados. También se aplica a los virus recombinantes, tales como los adenovirus o lentivirus
utilizados en la terapia génica. En particular, el método se aplica preferiblemente a los siguientes virus: VIH-1, VIH-2,
virus de la viruela, virus de la polio, virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (VEB), virus de la hepatitis
C (VHCQC), virus de la hepatitis B (VHB) y adenovirus (AAV) recombinante y naturales.

El método se aplica preferiblemente al virus VIH-1, con la seleccidon de sondas u oligonucleétidos cebadores de la
region GAG, POL, o TAT para la deteccidon. Los pares de cebadores particularmente preferidos son los que
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consisten en secuencias especificas para la region GAG de VIH, y preferiblemente los correspondientes a la
secuencia IDN 1-4, y los que son especificos para la region POL del VIH-1, preferiblemente los correspondientes a la
region IDN5-7, cuando la deteccion se lleva a cabo por medio de una reacciéon en cadena de polimerasa (PCR), vy,
en particular, a través de PCR anidada (GAG) o semi-anidada (POL).

La invencion hace referencia a un kit para la deteccion y el seguimiento de AN viral transrrenal en la orina, como se
describe en las reivindicaciones adjuntas, incluyendo: reactivos y/o materiales para la separacion y/o purificacion de
ADN transrrenal a partir de una muestra de orina, sondas de ADN, o pares de oligonuclettidos especificos
(cebadores) para al menos un agente viral. Los tubos de reaccién, los agentes para el tratamiento previo de la
muestra, las enzimas para marcar la sonda, y enzimas para la amplificacion del ADN pueden estar presentes
opcionalmente.

En una realizacién preferida, el kit incluye pares de cebadores oligonucleotidicos que son especificos para VIH-1,
VIH-2, virus de la viruela, virus de la polio, virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (VEB), el virus de la
hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis B (VHB), adenovirus (AAV) recombinantes y naturales; o, ain mas
preferiblemente, cebadores que se seleccionan del grupo que consiste de las secuencias que se enumeran a
continuacion, y reactivos especificos para la reaccion en cadena de la polimerasa, preferiblemente en forma anidada
0 semi-anidada.

Métodos para la amplificacion y deteccién de acidos nucleicos de la orina

El término acido nucleico hace referencia a un oligonucleétido, nucledtido, polinucleétido, o fragmentos/partes de los
mismos y a ADN o ARN de origen natural (p. €j., genémico) o sintético. Puede ser de hélice doble o sencilla, y
también puede representar la direccion efectora o antisentido de una secuencia. Hélice paralela (5 '— 3'); hélice
antiparalela (3 '— 5'). Los términos oligonucleétido, polinucleétido y polimero de &cido nucleico son equivalentes, y
se entiende que hacen referencia a una molécula que consiste en mas de dos bases de acido desoxirribonucleico o
ribonucleico. El nimero de nucledtidos (bases) y la longitud del fragmento oligonucleotidico pueden variar. Se
pueden sintetizar de diferentes maneras. Tradicionalmente las secuencias se definen con un inicio en 5' y una
terminacion en 3'. Estos numeros indican la direccién de la secuencia.

El ADN aislado de la orina de un sujeto se puede amplificar a continuacion con el fin de ser detectado. Los métodos
de amplificacion incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR anidada, PCR semi-anidada, analisis
de Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP), reaccién en cadena de la ligasa (LCR) y
amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA). La deteccion de los ADN transrrenales también se lleva a cabo
por medio de hibridacién de al menos un cebador marcado.

La hibridacién es un método que permite que dos secuencias de acido nucleico se reconozcan entre si como
complementarias y que se ensamblen entre si (recocido). La complementariedad/complementarias secuencias son
secuencias de polinucleétidos que interactian entre si, dependiendo de la interaccion entre las bases. Por ejemplo,
la secuencia AGTC es complementaria a TCAG de acuerdo con el patron de emparejamiento de bases de Watson y
Crick. Sin embargo, otras combinaciones tales como el emparejamiento de bases de Hoogstein son bien conocidas
por los expertos normales en la técnica. Es posible tener una secuencia total o parcialmente complementaria, y esto
es lo que determina la eficacia o la fuerza de atraccion entre las dos secuencias. La complementariedad media
evitaria que hibridara una complementariedad fuerte, en condiciones que permitieran que permanecieran unidas.

La capacidad de hibridacion de las secuencias de &cido nucleico es un fenémeno bien conocido. El primer método
de hibridacion fue descrito por Marmur y Lane, PNAS USA, 46:453 (1960) y 461 (1960), pero desde entonces se ha
perfeccionado como técnica en la biologia molecular. Hoy en dia, el término "hibridacién" incluye, entre otros, la
hibridaciéon en ranura/puntiforme. Las condiciones que permiten que las secuencias de nucledtidos se reconozcan
entre si (hibridacién) se pueden modificar de tal manera que se produzca una hibridacion completa
(complementariedad con alta especificidad) o una hibridacién parcial (complementariedad con especificidad media).
En la presente solicitud, siempre que se utilice el término "hibridacion”, se debe entender que las condiciones hacen
referencia a las que permiten una complementariedad media o alta. El experto en la técnica puede calcular cuantas
secuencias artificiales se necesitan para fomentar la hibridacion entre dos secuencias complementarias en la
direccion opuesta, conocida como asociacion antiparalela.

Una sonda es un oligonucledtido que se puede producir artificialmente o naturalmente, y que forma una combinacion
con otra secuencia de acido nucleico. Las sondas son Utiles para descubrir secuencias especificas en una muestra
gue contiene ADN desconocido. En esta patente, todas las sondas se pueden unir a una molécula de sefializacion (o
informadora). La molécula informadora hace que sea posible la deteccion de la sonda (por ejemplo, por medio de
reacciones enzimaticas (p. €j., ELISA (Analisis de Inmunoabsorcién ligado a enzima)), radiactividad, fluorescencia, u
otros sistemas).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método de amplificacién de una secuencia de ADN que utiliza
cebadores complementarios y una polimerasa sensible al calor. Una clase de enzimas utilizadas en la amplificacion
de acidos nucleicos especificos son las ADN polimerasas referidas como polimerasas Taq (Thermus aquaticus). Los
cebadores son oligonucleétidos a partir de los cuales, en condiciones apropiadas, se puede iniciar la sintesis de
polinucledtidos. Un cebador puede existir de forma natural (por ejemplo, en una digestion enzimatica de un
polinucleétido), o se puede obtener por medio de sintesis quimica. El producto amplificado en la PCR es referido a
menudo como amplicén.

La PCR anidada es una segunda PCR que se realiza sobre el producto de una PCR anterior utilizando un segundo
conjunto de cebadores que son internos con respecto al primer conjunto de cebadores, referidos como cebadores
anidados. Esto mejora significativamente la sensibilidad y especificidad de la PCR. Los cebadores anidados son
cebadores internos con respecto a un amplicon obtenido con un primer ciclo de PCR. El proceso de amplificacion
que utiliza al menos un cebador anidado mejora la especificidad, ya que los productos no especificos del primer ciclo
no se amplifican en el segundo ciclo, debido a que carecen de la secuencia que corresponde al cebador anidado. La
PCR semi-anidada es una segunda PCR, que utiliza un nuevo cebador y uno de los cebadores originales. Este
proceso también mejora la especificidad.

La Reaccion en Cadena de la Ligasa (LCR) es un método de amplificacién del ADN similar a la PCR. La LCR se
diferencia de la PCR en que amplifica la molécula sonda en lugar de producir un amplicon través de la
polimerizacion de nucledtidos. Se utilizan dos sondas por cada cadena de ADN y se ligan entre si para formar una
Unica sonda. La LCR usa tanto una enzima ADN polimerasa como una enzima ADN ligasa para impulsar la reaccion.
Al igual que la PCR, la LCR requiere un termociclador para impulsar la reaccion y cada ciclo da como resultado una
duplicacion de la molécula de &cido nucleico diana. La LCR puede tener una especificidad mayor que la PCR.

En el andlisis de Polimorfismo de Conformacion de Cadena Sencilla (SSCP) un pequefio producto de PCR
(amplicon) se desnaturaliza y se somete a electroforesis por medio de un gel de poliacrilamida no desnaturalizante.
De este modo, a medida que el producto de la PCR se mueve en y a través del gel (y lejos del desnaturalizante),
recuperara la estructura secundaria que es dependiente de la secuencia (similar a la estructura secundaria del
ARN). La movilidad de los productos de la PCR de cadena sencilla dependera de su estructura secundaria. Por lo
tanto, los productos de PCR que contienen diferencias de sustitucién en la secuencia, asi como inserciones y
deleciones tendran diferentes movilidades.

La amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA) es un método de amplificacion de &cido nucleico isotérmico
basado en la actividad de corte dirigida por cebadores de una enzima de restriccion y la actividad de desplazamiento
de cadena de una polimerasa carente de exonucleasa.

Los términos purificacion o aislamiento hacen referencia a un procedimiento para la eliminacién de contaminantes de
una muestra, donde el resultado es una muestra que contiene 50%, 60%, 75%, 90% o mas de 90% del material al
cual esta dirigido el procedimiento de purificacion.

Para las condiciones de temperatura restrictivas en el caso de la hibridacién de &cidos nucleicos, estos términos
hacen referencia normalmente a una temperatura variable entre un maximo, para un &cido nucleico, representado
por Tm menor de 5°C, y un minimo representado por Tm menor de 25°C. La técnica utilizada en el campo emplea
condiciones de temperatura restrictivas, combinadas con otros parametros (p. €j., concentracion salina), para
distinguir secuencias con una homologia casi exacta.

Las condiciones restrictivas son conocidas por los expertos en la técnica y se pueden encontrar en Ausubel, et al.,
(Eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Preferiblemente, las
condiciones son tales que las secuencias homologas al menos aproximadamente 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 95%,
98%, 0 99% entre si permanecen tipicamente hibridadas entre si. Un ejemplo no limitante de condiciones de
hibridacion restrictivas es la hibridacion en un tampén de alta concentracion de sal que comprende 6X SSC, Tris-HCI
50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,02%, y 500 mg/ml de ADN de esperma de
salmén desnaturalizado a 65°C, seguido de uno o més lavados en 0,2 X SSC, BSA al 0,01% a 50°C.

En una segunda realizacion, se proporciona una secuencia de &cido nucleico que es hibridable con la molécula de
acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos, o fragmentos, analogos o derivados de la misma, en
condiciones de restriccion moderada. Un ejemplo no limitante de condiciones de hibridacion de restriccion moderada
es la hibridacion en 6X SSC, 5X soluciéon de Reinhardt, SDS al 0,5% y 100 mg/ ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado a 55°C, seguido de uno o mas lavados en 1X SSC, SDS al 0,1% a 37°C. Otras condiciones de
restriccion moderada que pueden utilizarse son bien conocida en la técnica. Véase, p. €j., Ausubel, et al. (Eds.),
1993, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., y Krieger, 1990; Gene Transfer and
Expresion, A Laboratory Manual, Stockton Press, N.Y.
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En una tercera realizacion, se proporciona un acido nucleico que es hibridable con la molécula de acido nucleico, o
fragmentos, analogos o derivados de la misma, en condiciones poco restrictivas. Un ejemplo no limitante de las
condiciones de hibridacion poco restrictivas es la hibridacion en formamida al 35%, 5X SSC, Tris-HCI 50 mM (pH
7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, 100 mg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado, sulfato de dextrano al 10% (p/v) a 40°C, seguido de uno o mas lavados en 2X SSC, Tris-HCI 25
mM (pH 7,4), EDTA 5 mM, y SDS al 0,1% a 50°C. Otras condiciones poco restrictivas que se pueden utilizar son
bien conocidas en la técnica (p. ej., como las empleadas para las hibridaciones cruzadas entre especies). Véase, p.
ej., Ausubel, et al. (Eds.), 1993, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, y Kriegler
de 1990, Gene Transfer and Expresion, A Laboratory Manual, Stockton Press, N.Y; Shilo y Weinberg, 1981. Proc
Natl Acad Sci USA 78: 6789-6792.

La invencion también proporciona un kit para la deteccion y/o determinacion del genotipo de un &cido nucleico viral
en una muestra de orina de un sujeto que lo necesite, que comprende al menos un cebador directo seleccionado
entre los SEQ ID NO: 1, 3,5, 9y 11 y al menos un cebador inverso seleccionado entre los SEC ID NO: 2, 4,6,7,8y
10, ya sea en el mismo envase 0 en envases separados, y las instrucciones para su uso. En una realizacion, este
acido nucleico viral deriva de VIH.

La invencion se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

El experto en la técnica puede modificar la totalidad de la metodologia descrita en la presente memoria sin ningin
cambio en la idea principal béasica.

Ejemplo 1. Estabilizacidon y preparacién de las muestras.

Todas las etapas de preparacion de las muestras de orina y de los andlisis del ADN transrrenal se llevaron a cabo a
temperatura ambiente. Brevemente, se recogieron aproximadamente 50-60 ml de muestras de orina de cada
paciente que participaba en el estudio. En el plazo de 30 minutos después de la recogida, se afiadié una disolucién
que consistia en EDTA 0,5 M y Tris-HCI 0,5 M, a un pH que oscilaba de 8,0 a 8,5, a una concentracion final 10 mM
con el fin de inhibir las nucleasas que pudieran estar presentes en las muestras de orina. Se identificaron al menos
tres enzimas nucleoliticas en la orina, ADNasa |, ADNasa |l y fosfodiesterasa. El EDTA inhibe la actividad de la
ADNasa | y la fosfodiesterasa por medio de quelacién de metales divalentes tales como Mgz+, ca® y/u otros que son
necesarios para su actividad. La ADNasa Il es maximamente activa en un entorno acido. La complementacioén de la
orina con tampdén Tris-HCI pH 8,0 aumenta el pH de la orina inhibiendo de este modo la actividad de la ADNasa |l.

Se pueden tomar cantidades mayores de orina por sujeto, p. €j., 100-1000 ml. Estas muestras mas grandes se
pueden concentrar y utilizar para crear concentraciones mas altas de &cidos nucleicos virales muy diluidos
encontrados en la orina.

Las muestras de orina estabilizadas se pueden almacenar, en alicuotas de 5 ml, a -80°C. Opcionalmente, se
congelan 25 ml de solucioén salina para que actiie como un control.

Otros métodos para la preparacion de muestras de orina y para la extraccion del ADN se describen en la Patente
PCT NUm. WO 98/54364.

Ejemplo 2. Fraccionamiento de orina

Para las aplicaciones basadas en Tr-ADN, que implican el analisis cuantitativo de Tr-ADN, a menudo se requiere el
fraccionamiento de la orina. Este reduce el impacto de las nucleoproteinas de las células presentes en la orina sobre
la cuantificacion exacta de complejo Tr-ADN/proteina, Tr-ADN total, o marcadores genéticos especificos. En los
experimentos de los autores de la presente invencién éstos han empleado dos procedimientos para el
fraccionamiento de la orina, centrifugacién vy filtracion. Ambos se llevaron a cabo inmediatamente después de la
recogida de la orina y, antes de complementar el espécimen con la mezcla estabilizadora de Tris-EDTA. La orina se
puede mantener en este estado, siempre y cuando las células de la orina estén intactas y sus componentes no se
derramen en la orina y contaminen Tr-ADN con ADN celular.

Para la filtracion se puede utilizar filtros con tamafio de poro que oscila entre 0,1 y 5 um con capacidad de union
reducida a acido nucleico y proteinas. La eleccion del filtro depende de la diana bajo analisis. En los experimentos
de los autores de la presente invencion estos utilizaron Unidades de Filtro de 0,45 um Luer-lock (Nam. de Cat.
SLHVO033RS) o Unidades de filtro de 150 ml de 0,45 ym STERICAP (NUum. de Cat. SCHVUO1RE) ambos de
Millipore. Después de la filtracion las muestras se complementaron con una disolucion de conservacion de EDTA-
Tris y se llevaron a los procesos posteriores de extracciéon de ADN o se dividieron en alicuotas y se almacenaron
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congeladas a -80°C. La fraccion celular de orina se puede recoger extrayéndolo del filtro mediante la aplicacion de
una disolucién (altas concentraciones de sales 0 agentes caotrépicos) que se sabe que disuelven las células.

El fraccionamiento de la orina mediante centrifugacion en los experimentos de los autores de la presente invencion
se llevo a cabo inmediatamente después de la recogida de la muestra, antes de la adicion de la mezcla de
conservacion. La centrifugacion se realiz6 a temperatura ambiente a RCF que oscilaba entre 3.500 y 4000xg durante
aproximadamente 15 min. El sobrenadante se recogié cuidadosamente y se manipulé mediante el procedimiento
descrito anteriormente para la filtraciéon de la orina. El sedimento que consistia principalmente de las células y restos
celulares se resuspendié en solucién fisiolégica y se almacen6 a -80°C.

Ejemplo 3. Extraccion y purificacion de los acidos nucleicos de la orina.

En el experimento de los autores de la presente invencién estos utilizaron el protocolo de extracciéon de ADN basado
en silice en dos formatos diferentes. Uno se llevo a cabo a vacio y el segundo, con centrifugacion.

Procedimiento basado en vacio

A la muestra de orina se le afadié Tiocianato de Guanidina 6 M (GITC) (Amresco, Nium. de cat. 0380) a una
concentracion final no inferior a 3 M. Esta disolucion se mezclé vigorosamente y se complementd con 0,25 ml de
suspension de silice Wizard (Promega, Num. de Cat. A7141) por 10 ml de volumen de orina inicial. Para capturar el
ADN la mezcla se hizo girar continuamente durante 1 hora a temperatura ambiente. La resina con el ADN capturado
se recogié cargando la mezcla en un montaje de una jeringa con minicolumna (Promega, NUm. de Cat. A7211)
conectado a una linea de vacio. La resina se recogié mediante la aplicacién de vacio, se lavé dos veces con 5 ml de
disolucién de GITC 3M. La resina se lavo adicionalmente dos veces mediante una disolucién que consistia en etanol
del 80% y NaCl 50 mM. A continuacion, la minicolumna se separé y la resina se lavé adicionalmente dos veces con
etanol del 96% mediante centrifugacion en una microcentrifuga de sobremesa en tubos de 1,5 ml. El ADN se hizo
eluir mediante una breve centrifugacién con agua caliente en un volumen de no mas de 1/20 el volumen inicial de
orina.

Procedimiento basado en la centrifugacion

A la muestra de orina se le afadié Tiocianato de Guanidina 6 M (GITC) (Amresco, Nium. de cat.0380) a una
concentracion final no inferior a 3 M. Esta disolucion se mezcld vigorosamente y se complementé con 0,25 ml de
suspension de silice Wizard (Promega, Num. de Cat. A7141) por 10 ml de volumen de orina inicial. Para capturar el
ADN, la mezcla se hizo girar continuamente durante 1 hora a temperatura ambiente. La resina con el ADN capturado
se recogid mediante centrifugacion a aproximadamente 4000xg durante aproximadamente 5 min a temperatura
ambiente. La resina sedimentada se lavé una vez con disoluciéon de GITC y una vez con tampon de lavado, a
continuacion, se transfirié a una mini-columna y se lavo una vez mas con etanol del 96%. El ADN se hizo eluir con
agua caliente en un tubo de microcentrifuga mediante una breve centrifugacion. El ADN se hizo eluir mediante una
breve centrifugacion con agua caliente en un volumen de no més de 1/20 el volumen inicial de orina.

Ejemplo 4. Disefio de cebadores de PCR

Los cebadores para el andlisis de Tr-ADN basado en el uso de la PCR se seleccionaron para dos tamaros
diferentes del fragmento diana, es decir, uno en el intervalo de 60 a 120 pb y el otro en el intervalo de 250 a 400 pb.
Todos los cebadores se compararon también con la secuencia completa del genoma humano. Los cebadores se
disefiaron utilizando el paquete de programas FastPCR (biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/oligos). Los cebadores
para el andlisis de PCR anidada se seleccionaron utilizando el paquete Primer 3, que esta disponible en el sitio
frodo.wi.mit.edu/cg-i-bin/primer3/primer3_www.cgi, de tal manera que la temperatura de fusion de los cebadores
anidados, internos no fuera mas baja que la de los cebadores externos.

Los cebadores de VIH se seleccionaron para el reconocimiento de los 9 subtipos de VIH de tipo M. De acuerdo con
la nomenclatura revisada recientemente (esto es, the 1999 Nomenclature Propousal: [hiv.lanl.gov/content/hiv-
db/HTML/reviews/nomenclature/Nomen]), subtipos del grupo M de VIH-1 se representan por grupos asociados
filogenéticamente de secuencias de VIH-1. Estos se denominan Al, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J y K. El grupo M
contiene virus, que representan aproximadamente 95% de todos los casos de VIH en Europa. Las secuencias
gendmicas completas de los subtipos del grupo M de VIH-1 se obtuvieron de la base de datos de Los Alamos
National Laboratory (Nuevo México, hiv.lanl.gov). Los alineamiento mdltiples y la creacion de secuencias consenso
de los diferentes subtipos se llevaron a cabo mediante el uso del algoritmo ClustalX incluido en el paquete BioEdit
(mbio.ncsu.eduBioEdit/bioedit.html).

Se seleccionaron los siguientes cebadores:

Cebadores GAG para PCR anidada.

Externo:

GAG 468-F (SEQ ID NO: 1): TGGGTAAAAGTAATAGAGGAGAAGGC;
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GAG 602-R (SEQ ID NO: 2): AACATTTGCATGGCTGCTT.
Producto: 134 pb.

Interno:

GAG 518-F (SEQ ID NO: 3): CAGCATTATCAGAAGGAGCCACC;
GAG 596-R (SEQ ID NO: 4): TGCATGGCTGCTTGATGTCC.
Producto: 79 pb.

Cebadores POL para PCR semi-anidada, amplicén corto
Cebadores externos:

POL 4368-F (SEQ ID NO: 5): GGRGAAGCCWTGCATGGAC;
POL 4468-R (SEQ ID NO: 6): GCTACATGRACTGCTACCAG.
Producto: 102 pb.

Cebadores internos:

POL 4368-F (SEQ ID NO: 5): GGRGAAGCCWTGCATGGAC;
POL 4427-Rn (SEQ ID NO: 7): TGTRCAATCTARTTGCCATATYCCTGG.
Producto: 60 pares de bases.

Cebadores POL para PCR semi-anidada, amplicén largo
Cebadores externos:

POL 4368-F (SEQ ID NO: 5): GGRGAAGCCWTGCATGGAC
POL 4678-R (SEQ ID NO: 8): ACTCCYTGRCTTTGGGGATTG
Producto: 311 pb.

Cebadores internos (anidados):

POL 4368-F (SEQ ID NO: 5): GGRGAAGCCWTGCATGGAC
POL 4427-Rn (SEQ ID NO: 7): TGTRCAATCTARTTGCCATATYCCTGG.
Producto: 60 pares de bases.

Cebadores TAT para PCR semi-anidada (amplicén largo)
Cebadores externos:

TAT 5955-F (SEQ ID NO: 9): GCTTAGGCATYTCCTATGGCAG
TAT 6462-R (SEQ ID NO: 10): TGGGGTCTGTKGGTACACAGG.
Producto: 569 pb.

Cebadores internos:

TAT 6330-Fn (SEC ID NO: 11): CWGTHTAYTATGGRGTACCTGTGTGG
TAT 6462-R (SEQ ID NO: 10): TGGGGTCTGTKGGTACACAGG.
Producto: 132 pb.

Ejemplo 5. Diagndstico de la infeccion por VIH-1 basado en TrADN.

El ADN se aislé de las muestras de orina de 10 pacientes infectados con el VIH, como se describe en los ejemplos
precedentes. Se diagnosticé clinicamente que estos pacientes habian sido infectados con el VIH por medio del uso
de ensayos moleculares clinicos convencionales para detectar la presencia de anticuerpos que son especificos para
el virus del VIH.

La Figura 1 muestra la electroforesis de los fragmentos de ADN del VIH, amplificados mediante PCR anidada, con
los dos pares de cebadores especificos de GAG indicados anteriormente, de acuerdo con el método descrito en la
invencién. Se observd una banda cuyas dimensiones correspondian a las que se esperaba como resultado de la
amplificacion mediante PCR anidada - realizada con el uso del par de cebadores 468/602 en la primera
amplificacion, seguido del par 518/596 (79 pb) - en la orina de 8 de los 10 pacientes y en los controles positivos,
pero no en los controles negativos.

La Tabla 1 indica la carga viral de cada uno de los pacientes que se analizaron, a partir de lo cual se puede inferir
gue en el caso de las muestras (nimeros 2 y 3) que fueron negativos tras la amplificacion, la carga viral fue menor
de 50 copias de la virus por ml de plasma.

Tabla 1. Carga viral de los pacientes infectados por el VIH.

NUm. de paciente Infeccion Carga de VIH
1 VIH 120000
2 VIH <50
3 VIH <50
4 VIH 867
5 VIH 88000
6 VIH 8370
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NUm. de paciente Infeccién Carga de VIH
7 VIH 32046
8 VIH + VHC 500000
9 VIH 15822
10 VIH + VHC <50
La carga viral se determiné mediante la medicion de la cantidad de ARN especifico de VIH por medio de RT-PCR en

el plasma.

La sensibilidad aparente de la PCR anidada se evalu6 mediante amplificacion, con el mismo par de cebadores, un
ADN gendmico de la linea celular LAV 8E5 que portaba una sola copia integrada del genoma de VIH. Se determin6
que la sensibilidad era de 5 equivalentes de genoma.

Lista de resumen de secuencias

GAG 468-F (SEQ ID NO: 1): TGGGTAAAAGTAATAGAGGAGAAGGC;
GAG 602-R (SEQ ID NO: 2): AACATTTGCATGGCTGCTT;

GAG 518-F (SEQ ID NO: 3): CAGCATTATCAGAAGGAGCCACC;

GAG 596-R (SEQ ID NO: 4): TGCATGGCTGCTTGATGTCC.

POL 4368-F (SEQ ID NO: 5): GGR*GAAGCCW*TGCATGGAC,;

POL 4468-R (SEQ ID NO: 6): GCTACATGR*ACTGCTACCAG;

POL 4427-Rn (SEQ ID NO: 7): TGTRCAATCTARTTGCCATATY*CCTGG
POL 4678-R (SEQ ID NO: 8): ACTCCY*TGR*CTTTGGGGATTG

TAT 5955-F (SEQ ID NO: 9): GCTTAGGCATY*TCCTATGGCAG

TAT 6462-R (SEQ ID NO: 10): TGGGGTCTGTK*GGTACACAGG

TAT 6330-Fn (SEC ID NO: 11): CW*GTHTAY*TATGGRGTACCTGTGTGG
Los nucledtidos indicados por un asterisco (*) indican los nucleétidos degenerados conocidos por los expertos en la
técnica.

13




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2410598 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para el diagndstico de una infeccién viral en un sujeto, comprendiendo tal método la separacion de
una fraccién libre de células de una muestra de orina de dicho sujeto y la deteccion de la presencia de uno o mas
acidos nucleicos virales transrrenal en dicha fraccion libre de células, diagnosticando de ese modo un infeccién viral
en dicho sujeto, en donde dicho acido nucleico viral transrrenal es un fragmento o fragmentos mas pequefios de
aproximadamente 1000 pares de bases 0 1000 nucleétidos si esta desnaturalizado.

2. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dichos acidos nucleicos virales transrrenal son ADN.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente la etapa de cuantificacién de dichos
acidos nucleicos virales transrrenales.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicha cuantificacion se lleva a cabo mediante un método
seleccionado del grupo que consiste en el emparejamiento con sondas moleculares que son especificas para los
agentes patogénicos, hibridacion, PCR, PCR anidada, PCR semi-anidada, SSCP, LCR, y SDA.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha separacion se selecciona del grupo que consiste en
filtracion y centrifugacion de dicha muestra de orina.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la longitud de dichos &cidos nucleicos virales
transrrenales es menor de aproximadamente 500 pares de bases.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dichos acidos nucleicos virales transrrenales comprenden
fragmentos de ADN, y la longitud de dichos fragmentos es entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 pb.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente la etapa de aislamiento o
purificacién de dichos acidos nucleicos virales transrrenales.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicha purificacion se lleva a cabo a través de métodos
quimicos o fisicos.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dichos aislamiento o la purificacion se llevan a cabo
utilizando un método seleccionado del grupo que consiste en extraccion con disolventes organicos, filtracion,
precipitacion, absorcion sobre matrices sélidas que tienen afinidad por los acidos nucleicos, y cromatografia.

11. EI método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde dichas matrices sélidas consisten en resinas basadas
en silice, resinas de intercambio i6nico, o hidroxiapatita.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde dicha matriz sélida es una resina con una base de
silice, y dicho aislamiento o purificacion se llevan a cabo en presencia de un agente caotrépico.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un tratamiento previo de la
muestra de orina con uno 0 mas agentes que inhiben la degradacion de los acidos nucleicos.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dichos agentes se seleccionan del grupo que consiste
en agentes quelantes de iones, agentes desnaturalizantes, y detergentes idnicos.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde dichos agentes quelantes de iones son EDTA,; dichos
agentes desnaturalizantes son guanidina-HCI o isotiocianato de guanidina, y dichos detergentes iénicos son N-lauril
sarcosina o dodecilsulfato de sodio.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha deteccion de la presencia de dichos acidos
nucleicos virales transrrenales se realiza a través de una técnica seleccionada del grupo que consiste en hibridacion
de los &cidos nucleicos, una reaccion con sonda por ciclos, PCR, SSCP, LCR y SDA.

17. El método de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde dicha PCR es PCR anidada o semi-anidada.

18. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho acido nucleico viral transrrenal deriva de un virus
con ARN o ADN.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, en donde dicho virus es integrado o episémico.
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20. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 18, en donde dicho virus se selecciona del grupo que consiste en
VIH-1, VIH-2, virus de la viruela, virus de la polio, virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (VEB), virus
de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis B (VHB), y adenovirus (AAV) recombinantes y naturales.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde dicho virus se selecciona del grupo que consiste en
VEB y VIH-1.

22. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, en donde dicho virus es el VIH-1.

23. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicho acido nucleico aislado o purificado se utiliza para
la deteccion de dicho acido nucleico viral transrrenal.

24. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método se lleva a cabo in vitro y dicho acido
nucleico viral es un &cido nucleico de VIH.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde dicha deteccion de dicho acido nucleico viral transrrenal
se lleva a cabo a través de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde dicha PCR es PCR anidada o semi-anidada.

27. El método de acuerdo con la reivindicacién 25, en donde dicha reaccién en cadena de la polimerasa se realiza
utilizando uno o méas cebadores que son especificos para el gen GAG o POL de VIH-1.

28. El método de acuerdo con la reivindicacion 27, en donde los uno o mas cebadores se seleccionan del grupo que
consiste en los SEQ ID NO: 1 a 11.

29. Un método para el seguimiento de una infeccion viral en un sujeto, comprendiendo tal método:
a) separar una primera fraccion libre de células de una primera muestra de orina de dicho sujeto y cuantificar la
cantidad de un &cido nucleico viral transrrenal en dicha primera fraccion libre de células;
b) separar una segunda fraccion libre de células de una segunda muestra de orina de dicho sujeto y cuantificar
la cantidad de dicho &cido nucleico viral transrrenal en dicha segunda fraccion libre de células; y
¢) comparar la cantidad de dicho acido nucleico viral transrrenal en dicha primera y dicha segunda fraccion libre
de células,
controlando de ese modo dicha infeccion viral en dicho sujeto,
en donde dicho &cido nucleico viral transrrenal es un fragmento o fragmentos mas pequefios que aproximadamente
1000 pares de bases 0 1000 nucleétidos si esta desnaturalizado.

30. El método de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde dicho sujeto esta sometido a tratamiento con un
compuesto que reduce o inhibe dicha infeccion viral.

31. El método de acuerdo con la reivindicacion 30, en donde dicha infeccion viral es la infeccion por VIH y dicho
compuesto es un agente anti-viral.

32. El método de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde dicha cuantificacién se lleva a cabo mediante un
método seleccionado del grupo que consiste en el emparejamiento con sondas moleculares que son especificas
para los agentes patdgenos, hibridacion, PCR, PCR anidada, SSCP, LCR y SDA.

33. El método de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicha separacion incluye la centrifugacion de dicha
muestra de orina.

34. El método de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde dichos &acidos nucleicos virales transrrenales
comprenden fragmentos de ADN, y la longitud de dichos fragmentos esta entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 200 pb.

35. El método de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde dicho sujeto esta en riesgo de desarrollar una infeccion
viral recurrente.

36. Un kit para la determinacion de la presencia de un acido nucleico viral transrrenal en una muestra de orina, en
donde dicho acido nucleico viral transrrenal es un fragmento o fragmentos mas pequefios que aproximadamente
1000 pares de bases o 1000 nucleétidos si ésta desnaturalizado, que comprende medios para el aislamiento o
purificacién de dicho acido nucleico viral transrrenal a partir de una fraccion libre de células de una muestra de orina
que comprende una matriz sélida y un agente que inhibe la degradacion de dicho acido nucleico viral transrrenal, y
medios para la determinacién de la presencia de dicho acido nucleico viral transrrenal mediante hibridacién con al
menos una sonda especifica para el virus.
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37. El kit de acuerdo con la reivindicacion 36, en donde dicha sonda especifica para el virus comprende un cebador
para la reaccion en cadena de polimerizacion.

38. El kit de acuerdo con la reivindicacién 37, en donde dicho cebador es especifico para el gen GAG o POL del
VIH-1.
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