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DESCRIPCION

Detección de retrovirus

CAMPO TÉCNICO5

La invención se refiere a métodos y composiciones útiles para la detección de retrovirus en un sujeto o una muestra.

Antecedentes
10

El virus xenotrópico relacionado con el virus de la leucemia murina (XMRV) es un gammarretrovirus humano
recientemente descubierto que se asemeja a un MLV xenotrópico, pero que es distinguible del MLV xenotrópico en
la secuencia de su envoltura (Urisman et al, PLoS Pathogens 2 (3):e25, 2006; y Dong et al. PNAS 104: 1655, 2007).
Todos los productos aislados hasta ahora examinados son altamente homólogos entre sí (>98% de identidad de
secuencia) y permiten la distinción del MLV xenotrópico. La razón de esta conservación de la secuencia no se15
conoce en la actualidad. El clon infeccioso original se denomina XMRV VP62 (GenBank núm. de acceso EF185282).

XMRV fue originalmente descrito asociado con el cáncer de próstata y se han sugerido otras conexiones (R.
Schlaberg et al. PNAS 2009, doi_10.1073_pnas.0906922106), dando positivo 6-23% de los pacientes con cáncer de
próstata. Adicionalmente, V.C. Lombardi et al. (Science 2009 doi10.1126/ science.11179052) mostraron una posible20
asociación con el síndrome de fatiga crónica, dando positivo 67% de los pacientes, en comparación con 3,7% de los
sujetos normales. Las estimaciones globales de la prevalencia en la población general de los investigadores en los
EE.UU. van de 2 a 4%. Sin embargo, varios estudios recientes en Europa no han podido detectar XMRV con
frecuencias similares o asociaciones similares (Fischer et al. Journal of Clinical Virology 43: 277-283 2008; Hohn et
al. Retrovirology 6:92 2009; FJM Van Kuppeveld et al, BMJ. 340:c1018, 2010). Fischer et al. encontraron que 1 de25
105 pacientes con cáncer de próstata y 1 de 70 sujetos de control eran positivos para XMRV en un estudio alemán.
Hohn et al. escrutaron 589 pacientes con cáncer de próstata en Alemania sin detectar ni un solo positivo. Van
Kuppeveld et al. tampoco logró detectar ningún positivo para ADN o ARN en 32 pacientes con fatiga crónica o en 42
controles emparejados en Holanda. Recientemente, otra publicación de Fischer et al. (Emerg Infect Dis. 2010)
mostró aproximadamente 10% de resultados positivos en ARN derivado de esputo de 162 pacientes30
inmunosuprimidos y 2-3% de resultados positivos en ARN de esputo de 168 pacientes normales en un estudio
alemán. Los análisis no parecían ser diferentes y no se ha ofrecido ninguna explicación para las discrepancias.

La inconsistencia de los resultados pone en duda la fiabilidad de los métodos de ensayo actuales, en particular en la
amplificación de ADN. Siguiendo el ejemplo de Lombardi et al. todos los investigadores hasta la fecha han utilizado35
la PCR anidada utilizando cebadores basados en la secuencia de XMRV, seguido de la ejecución de la muestra
sobre un gel y la búsqueda de una banda visible. Este método es conocido por tener una sensibilidad variable y
depender de la calidad de las muestras de ácidos nucleicos. La detección de ARN de XMRV también se ha descrito
principalmente utilizando el método de Dong et al. PNAS 2007, basado en el de Urisman et al .2006. En este análisis
se prepara ARN a partir de tejido y/o sangre, se somete a transcripción inversa a ADNc y el ADNc se examina por40
medio de QPCR con cebadores específicos de XMRV. Como se ha indicado esto condujo a resultados
inconsistentes (Enserink et al., Science 329:18-19, 2010). Se han presentado reivindicaciones de diferentes
sensibilidades para tales pruebas, pero no es posible verificar ninguna de éstas y los análisis parecen estar
caracterizados de forma incompleta.

45
Recientemente se ha desarrollado un análisis de escrutinio de diagnóstico basado en la PCR para determinar XMRV
en sangre humana (www [.]vipdx.com), utilizando la PCR anidada y la detección en gel para determinar la
amplificación del producto (Lombardi et al.), con una sensibilidad estimada para la PCR de ADN anidada de
alrededor de 600 copias provirales/ensayo. Además el informe de Lombardi et al. no muestra una concordancia
completa de la detección de gag y env, observando positivos para gag y negativos para env  en algunos sujetos.50
Esto se atribuyó a la variabilidad en el análisis. En todos los análisis desarrollados hasta el momento se ha tenido
gran cuidado de utilizar cebadores que diferencien MLV de XMRV, por lo que sólo se detecta el XMRV. Por lo tanto
hay una gran necesidad de un análisis fiable y validado para el ADN y el ARN de XMRV en muestras accesibles de
voluntarios o pacientes con el fin de determinar las frecuencias reales de resultados positivos y si hay vinculación
con la enfermedad. Además no se encuentra disponible un análisis fiable de escrutinio de sangre. Los datos55
recientes sugieren que la detección de XMRV en muchos casos es causada por artefactos (Paprotka T., Science,
333, 97-101, 2011) o por la contaminación con ADN de ratón (Robinson MJ. et al, Retrovirology, 7: 108
doi:10.1186/1742-4690-7-108, 2010).

Además, se están utilizando vectores de terapia génica basados en MLV incluyendo los vectores basados en MLV60
de replicación competente. Por ejemplo, se ha utilizado un retrovirus replicante basado en MLV anfotrópico y que
lleva un gen de citosina desaminasa adicional como un agente terapéutico para el cáncer incluyendo el cáncer
cerebral primario que conduce a glioblastoma multiforme (GBM) (Tai et al., Mol. Ther, 12:842-851 2005;.
http:(//)oba.od.nih.gov/oba/RAC/meetings/Jun2009/976_Aghi.pdf; documento WO2010036986). Tocagen Inc. (San 
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Diego, CA) está desarrollando un vector ilustrativo y se conoce como Toca 511 (clinical trials.gov núm.
NCT01156584). Con posterioridad a la administración de Toca 511, se administra a los pacientes 5-fluorocitosina
que se convierte in situ en 5-fluorouracilo, un potente compuesto anticancerígeno. Puesto que el virus generalmente
sólo es capaz de replicar en el tumor, esto da como resultado un efecto muy anti-canceroso muy específico. Con el
fin de determinar si existe replicación fuera del tumor, por seguridad y/o por correlación con la eficacia son5
necesarios análisis para la detección de ADN proviral en la sangre y de ARN de MLV en el plasma. Actualmente la
FDA exige el seguimiento de los pacientes sometidos a este tipo de terapias de investigación con un vector viral de
integración durante 15 años después del tratamiento (Guidance for Industry - Supplemental Guidance on Testing for
Replication Competent Retrovirus in Retroviral Vector Based Gene Therapy Products and During Follow-up of
Patients in Clinical Trials Using Retroviral Vectors: FDA Center for Biologics Evaluation and Research Noviembre10
2006;http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/Cellularand
GeneTherapy/ucm072961.htm). Se necesitan análisis para lograr esto y un marcador generalmente aceptado para el
riesgo de enfermedad o de progresión de la enfermedad en las enfermedades virales en general y en las
enfermedades retrovirales, en particular, son los niveles de virus en la sangre o de células en la sangre en el tiempo
(Gurunathan S, Habib RE, et al. Vaccine. 2009;27:1997-2015; Low A., Okeoma CM. et al. Virology 2009; 385: 455-15
463). Por otro lado, la replicación del virus en el tumor se puede filtrar a la periferia y al torrente sanguíneo y por lo
tanto se pueden utilizar análisis que controlan la aparición y los niveles de la secuencia viral en la sangre en forma
de ADN o ARN para determinar si existe un tratamiento eficaz y si existe una necesidad de modificar el protocolo de
tratamiento, por ejemplo para readministrar el vector viral o para utilizar coadyuvantes (tales como esteroides) que
faciliten la replicación viral en el tumor.20

El documento WO 2010/075414 describe la identificación de ácido nucleico del virus xenotrófico de la leucemia
murina (XMRV) por medio de análisis de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (p.ej., PCR en tiempo real
(RT/PCR); RT/PCR anidada utilizando ADN polimerasa Tth y polimerasa Hot Start) y los usos del mismo. Se
describen los métodos para la detección y, en particular para la detección temprana, de XMRV en el ARN aislado a25
partir de muestras (p.ej., muestras de orina; expresión de la secreción prostática (EPS)) de los pacientes con cáncer
de próstata y de los individuos normales.

Urisman et al., En "Identification of a novel Gammaretrovirus in prostate tumours of patients homozygous for R462Q
RNASEL variant", PLOS Pathogens, vol. 2 (3), 2006, página E25-1, sugieren que los virus xenotróficos relacionados30
con MuLV pueden producir una auténtica infección humana, e implicar la actividad de ARNasa L en la prevención o
eliminación de la infección in vivo.

Compendio
35

En un primer aspecto la presente invención proporciona una composición definida en la reivindicación 1. En un
segundo aspecto, la presente invención proporciona un método definido en la reivindicación 2. En un tercer aspecto
la presente invención proporciona un método definido en la reivindicación 4. En un cuarto aspecto, la presente
invención proporciona un kit definido en la reivindicación 6. En un quinto aspecto la presente invención proporciona
un método definido en la reivindicación 9. Otras características de la invención se definen en las reivindicaciones40
dependientes.

Los detalles de una o más realizaciones de la descripción se exponen en los dibujos adjuntos y la descripción
siguiente. Otras características, objetos y ventajas serán evidentes a partir de la descripción y los dibujos, y de las
reivindicaciones.45

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra un patrón gag de XMRV en ADN plasmídico pUC57-XMRV gag. El inserto corresponde a
los nucleótidos 628 a 764 de la secuencia de clon VP62 de XMRV (NC_007815). La secuencia derivada se50
sintetiza por medio de BioBasic Inc y se inserta en la cadena principal de pUC57 en el sitio SmaI entre los sitios
BamHI y ApaI.
La Figura 2 muestra una secuencia patrón de env de XMRV en ADN plasmídico pET28b-XMRV env. El inserto
corresponde a los nucleótidos 6.252 a 6.391 de la secuencia de clon VP62 de XMRV (NC_007815). La
secuencia derivada se sintetiza por medio de BioBasic Inc y se inserta en la cadena principal de pET28b+ en el55
sitio EcoRV entre los sitios BssHI y HpaI.
La Figura 3 muestra las secuencias patrón de pol1 y pol2 de MLV en ADN plasmídico pAZ3-emd que codifica
un gag-pol de MLV de Moloney ecotrópico, env anfotrópico y casete IRES-GFPemd aguas abajo de env (Logg
et al. J. Virol. 75:6989-6998, 2001).
La Figura 4 muestra una comparación de las secuencias de Toca 511 (la forma proviral) utilizadas para tratar a60
pacientes con GBM y un provirus de XMRV (VP 62, Secuencia de Referencia de NCBI NC_007815.1),
observando la homología global de las regiones LTR, gag, pol y envoltura. También se muestran las regiones
de los amplicones pol1 y pol2. Secuencias patrón de pol1 y pol2 de MLV en el ADN plasmídico de pAZ3-emd.
La Figura 5 muestra una comparación de secuencias de ácido nucleico mediante BLAST de la secuencia de
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XMRV (VP62, NCBI ref. NC_007815.1, Sujeto) y MoMLV (NCBI ref. NC_001501.1, Problema), que muestra
secuencias de 20 o más nucleótidos que son exactamente homólogas (subrayado/resaltado).
La Figura 6 muestra un patrón de gag de XMRV en curvas de amplificación de ADN plasmídico de pUC57-
XMRV gag de 1E0 a 1E7.
La Figura 7 muestra un patrón de env de XMRV en curvas de amplificación de ADN plasmídico de pET28b-5
XMRV env de 1E0 a 1E7.
La Figura 8A-C muestra a) Protocolo de qPCR de 1 fase: patrón del plásmido pUC57-XMRV gag elegido como
diana con un conjunto de cebadores/sonda de gag de XMRV. El ADN plasmídico de pUC57-XMRV gag en TE
se eligió como diana con cebadores gag de XMRV y se llevó a cabo un protocolo de qPCR de 1 fase. Se
calcularon el Ct medio y la desviación típica; b) muestra un protocolo de qPCR de 1 fase: Controles elegidos10
como diana con el conjunto de cebadores/sonda de gag de XMRV. Control positivo de ADNg 22Rv1, control
negativo de ADNg de sangre humana no sometida a tratamiento previo y NTC fueron elegidos como diana con
conjuntos de cebadores/sonda de gag de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR de 1 fase. Se calcularon el
Ct medio, la desviación típica y las copias/reacción. 'ND' significa 'no detectado'; c) muestra un protocolo de
qPCR de 1 fase: ADNg de sangre humana enriquecido elegida como diana con un conjunto de15
cebadores/sonda de gag de XMRV. Se enriqueció ADNg de sangre humana puro, con 8 concentraciones
logarítmicas de ADN plasmídico de pUC57-XMRV gag (1E0 a 1E8 copias/reacción). Las muestras fueron
elegidas como diana con el conjunto de cebadores/sonda de gag de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR
de 1 fase. Se determinó el Ct medio, la desviación típica, las copias/reacción y el % de recuperación de las
copias introducidas/reacción (el % de recuperación se determinó utilizando la siguiente ecuación: copias20
detectadas/reacción divididas por copias introducidas/reacción X 100).
La Figura 9A-C muestra a) El protocolo de qPCR de 1 fase: patrón de plásmido de pET28b-XMRV env elegido
como diana con un conjunto de cebadores/sonda de env de XMRV. El ADN plasmídico de pET28b-XMRV env
en TE fue elegido como diana con cebadores de env de XMRV y se llevó a cabo un protocolo de qPCR de 1
fase. Se calcularon el Ct medio, y la desviación típica; b) muestra un protocolo qPCR de 1 fase: Controles25
elegidos como diana con el conjunto de cebadores/sonda de env de XMRV. El control positivo de ADNg de
22Rv1, el control negativo de ADNg de sangre humana no sometida a tratamiento previo y NTC fueron dirigidos
con el conjunto de cebadores/sonda de env de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR de fase 1. Se
calcularon la Ct media, la desviación típica y las copias/reacción. 'ND' significa 'no detectado'; c) muestra un
protocolo de qPCR de fase 1: ADNg de sangre humana enriquecido dirigida con un conjunto de30
cebadores/sonda de env de XMRV. Se enriqueció ADNg de sangre humana neta con 8 concentraciones
logarítmicas de ADN plasmídico de pET28b-XMRV env (1E0 a 1E8 copias/reacción). Las muestras fueron
dirigidas con el conjunto de cebadores/sonda de env de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR de fase 1. Se
determinaron la Ct media, la desviación típica, las copias/reacción y el % de recuperación de las copias
introducidas/reacción (el % de recuperación se determinó utilizando la siguiente ecuación: copias35
detectadas/reacción divididas por copias introducidas/reacción X 100).
La Figura 10A-C muestra a) Protocolo de qPCR de fase 1: patrón de plásmido pAZ3-emd pol2 dirigido con
conjunto de cebadores/sonda de pol2 de XMRV. El ADN plasmídico de pAZ3-emd pol2 en TE fue dirigido con
cebadores pol2 de XMRV y se llevó a cabo un protocolo de qPCR de 1 fase. Se calcularon el Ct medio y la
desviación típica; b) muestra el protocolo qPCR de 1 fase: controles elegidos como diana con el conjunto de40
cebadores/sonda pol2 de XMRV. El control positivo de ADNg de 22Rv1, y el control negativo de ADNg de
sangre humana no sometida a tratamiento previo fueron elegidos como diana con el conjunto de
cebadores/sonda pol2 de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR de 1 fase. Se calcularon el Ct medio, la
desviación típica y las copias/reacción. 'ND' significa 'no detectado'; c) muestra el protocolo de qPCR de 1 fase:
ADNg de sangre humana enriquecido elegido como diana con un conjunto de cebadores/sonda pol2 de XMRV.45
El ADNg de sangre humana puro, se enriqueció con 8 concentraciones logarítmicas de ADN plasmídico de pol2
de pAZ3-emd (1E0 a 1E8 copias/reacción). Las muestras fueron elegidas como diana con el conjunto de  
cebadores/sonda pol2 de XMRV y se realizó un protocolo de qPCR de 1 fase. Se determinaron el Ct medio, la
desviación típica, las copias/reacción y el % de recuperación de las copias introducidas/reacción (el % de
recuperación se determinó utilizando la siguiente ecuación: copias detectadas/reacción dividido por las copias50
introducidas/reacción X 100).
La Figura 11A-B muestra a) Protocolos de qPCR de 0 fases vs 1 fase: Normas gag XMRV pUC57. Se
realizaron protocolos de qPCR de 0 fases y 1 fase eligiendo como diana el plásmido pUC57 XMRV gag
utilizando cebadores gag de XMRV. 'PUC57 XMRV gag' significa el número de copias de pUC57 XMRV gag
enriquecido en una sola reacción de qPCR; b) muestra los protocolos de qPCR de 0 fases vs. 1 fase:55
transcritos de calibración ("spikes-in") de pUC57 XMRV gag en ADNg de sangre humana CA. Se llevaron a
cabo protocolos de qPCR de 0 fases vs. 1 fase eligiendo como diana transcritos de calibración pUC57 XMRV
gag en ADNg de sangre humana CA y utilizando cebadores gag de XMRV. 'PUC57 XMRV gag/001 ADNg'
significa el número de copias de pUC57 XMRV gag enriquecido en ADNg 001 en una sola reacción de qPCR;
'001' significa 'donante núm. 001'; 'ND' significa 'no detectado'.60
La Figura 12A-B muestra a) Protocolos de qPCR de 0 fases vs. 1 fase: Patrones pET28b XMRV env. Se
realizaron protocolos de qPCR de 0 fase y de 1 fase eligiendo como diana el plásmido pET28b XMRV env
utilizando cebadores env de XMRV. 'PET28b XMRV env' significa el número de copias de pET28b XMRV env
enriquecido en una sola reacción de qPCR; b) muestra los protocolos de qPCR de 0 fases vs. 1 fase:
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transcritos de calibración pET28b XMRV env en ADNg de sangre humana 001. Se realizó un protocolo de
qPCR de 0 fases y de 1 fase eligiendo como diana transcritos de calibración pET28b XMRV env en ADNg de
sangre humana 001 y utilizando cebadores env de XMRV. 'PET28b XMRV env/ADNg 001' significa el número
de copias de pET28b XMRV env enriquecido en ADNg del donante 001 en una sola reacción de qPCR; '001'
significa 'donante núm. 001'; 'ND' significa 'no detectado'.5
La Figura 13A-B muestra una) Protocolos de qPCR de 0 fases vs. 1 fase: Patrones pAZ3-emd pol2. Se
llevaron a cabo protocolos de qPCR de 0 fases y 1 fase eligiendo como diana el plásmido pAZ3-emd pol2
utilizando cebadores pol2 de XMRV. 'pAZ3-emd pol2' significa el número de copias de pAZ3-emd pol2 se
enriquecidas en una sola reacción de qPCR; 'ND' significa 'no detectado'; b) Muestra protocolos de qPCR de 0
fases vs. 1 fase: transcritos de calibración pAZ3-emd pol2 en ADNg de sangre humana 001. Se llevaron a cabo10
protocolos de qPCR de 0 fases y 1 fase eligiendo como diana transcritos de calibración pAZ3-emd pol2 en
ADNg de sangre humana 001 y utilizando cebadores pol2 de XMRV. 'pAZ3-emd pol2/ADNg 001' significa el
número de copias de pAZ3-emd pol2 enriquecidas en ADNg de donante 001 en una sola reacción de qPCR;
'001' significa 'donante núm. 001'; 'ND' significa 'no detectado'
La Figura 14 muestra la detección de MLV utilizando conjuntos de cebadores MLV y ENV2 de tejido incluido en15
parafina fijado con formalina (FFPE) infectado con MLV. Se añadió transcrito de calibración PAZ3-emd a 100
ng de muestra de tumor reciente que se había congelado o se añadió a 100 ng de muestra de tumor de ADN
de FFPE. Se realizó la qPCR con los conjuntos de cebadores MLV y ENV2.
La Figura 15 muestra la detección de XMRV en sangre completa por medio de RTPCR utilizando conjuntos de
cebadores específicos de XMRV gag de XMRV, pol2 de XMRV, env de XMRV.20
La Figura 16A-B muestra los resultados del control de pacientes en el tiempo con análisis descritos en la
presente memoria para el ADN de provirus (cebadores y sondas de MLVLTR) en ADN de sangre completa,
para el ARN viral (por env RT-PCR) en el plasma, y para respuestas de anticuerpos antivirales en el plasma.
Estos sujetos (pacientes con glioblastoma multiforme recurrente (GBM)) fueron tratados mediante inyección
intracraneal de 2,6x103 UT/g cerebro de retrovirus MLV anfotrópico T5.0002 que codifica una citosina25
desaminasa de levadura modificada (documentos WO2010036986, WO2010045002) seguido de cursos de
tratamiento con 5-fluorocitosina a aproximadamente 130 mg/kg/día. (A) paciente 101; (B) paciente 102.

DESCRIPCIÓN DETALLADA
30

Asimismo, el uso de "o" significa "y/o" a menos que se indique lo contrario. Del mismo modo, "comprender",
"comprende", "que comprende" "incluir", "incluye" y "que incluye" son intercambiables y no se pretende que sean
limitantes.

Se debe entender además que, cuando las descripciones de diversas realizaciones utilizan el término "que35
comprende", los expertos en la técnica entenderán que en algunos casos específicos, una forma de realización
puede ser descrita alternativamente utilizando la expresión "que consiste esencialmente en" o "que consiste en".

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que entiende comúnmente un experto normal en la técnica a la que pertenece esta descripción.40
Aunque se puede utilizar cualquiera de los métodos y reactivos similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la práctica de los métodos y composiciones descritos, se describen a continuación los métodos
y materiales ilustrativos.

Según se utiliza en la presente memoria aquí y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una",45
"uno" "y", y "el" y "la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Así,
por ejemplo, la referencia a "un oligonucleótido" incluye una pluralidad de tales oligonucleótidos y la referencia a "el
polinucleótido" incluye la referencia a uno o más polinucleótidos conocidos por los expertos en la técnica, y así
sucesivamente.

50
La detección de los retrovirus relacionados con XMRV o MLV mediante técnicas de amplificación de ácidos
nucleicos en tejidos humanos o animales, sangre o plasma/suero se utiliza para la determinación del cáncer de
próstata y el riesgo del mismo, del síndrome de fatiga crónica y el riesgo del mismo, de la contaminación del
suministro de sangre y el material de donación de tejidos y del seguimiento de la situación de los sujetos sometidos
a terapia con un MLV derivado de virus terapéuticos que comprenden una secuencia genética heteróloga tal como,55
por ejemplo, un virus Replicatog retroviral modificado genéticamente basado en MLV anfotrópico (p.ej., Toca 511).
Por ejemplo, los métodos y composiciones de la descripción se pueden utilizar para controlar la terapia con un vector
retroviral que comprende secuencias con identidad sustancial con MLV, en para determinar si tiene lugar la
recombinación entre el vector terapéutico y XMRV u otras infecciones naturales relacionadas con MLV, y para
determinar si un sujeto lleva XMRV u otro virus de origen natural relacionado con MLV. Tales análisis también son60
útiles para el escrutinio del suministro de sangre para excluir a los sujetos que son positivos para XMRV u otros
retrovirus relacionados con MLV. Tales análisis también se pueden utilizar para determinar los niveles de virus
relacionados con MLV con el tiempo, y proporcionar información cuando sea útil para comenzar la administración de
terapias antirretrovirales que también son activas contra MLV tales como, por ejemplo, AZT (Sakuma et al., Virology,
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2009; Powell et al, J. Virol., 73:8813-8816, 1999; G.B. Beck-Erigeser, PNAS, 2009). Tales análisis, cuando se
utilizan con muestras de histopatología, se pueden emplear para determinar la presencia o ausencia de XMRV u
otros retrovirus relacionados con MLV en muestras almacenadas de pacientes o para determinar la epidemiología
del XMRV o virus relacionados con MLV. Tales análisis también se pueden utilizar para controlar a los pacientes a
los que se han administrado vectores terapéuticos basados en vectores de MLV en replicación. Estas mediciones se5
pueden utilizar para realizar un seguimiento de la seguridad de la terapia con el tiempo (p.ej., en un plazo de 15
años y más allá) como altos niveles persistentes (mayores de 30.000, 100.000 o 300.000 copias/microgramo) de
MLV en el ADN genómico o más de 30.000, 100.000 o 300.000 copias de ARN/ml de plasma) o se pueden utilizar
los niveles crecientes de estos con el tiempo, como una señal para controlar más de cerca las enfermedades que
podrían ser secundarias a una terapia utilizando un vector de terapia génica que comprenda MLV o secuencias10
relacionadas con MLV, tales como la leucemia o para iniciar la terapia antirretroviral. Sin embargo, estas mediciones
también se pueden utilizar para juzgar el grado de replicación de MLV o de vectores relacionados con MLV en un
tejido diana (es decir, la eficacia o la susceptibilidad a un tratamiento satisfactorio) a causa de la posibilidad de
"vertido" en el sistema circulatorio. Otros usos de estos análisis para el seguimiento clínico serán evidentes para los
expertos en la técnica.15

Los vectores retrovirales modificados genéticamente que pueden ser controlados incluyen los expuestos a
continuación:

Vector RCR - Pac-yCD220
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Vector RCR - pAC-yCD
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Vector RCR - pACE-CD
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Vector RCR - pAC-yCD
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Se describen en la presente memoria análisis para la detección de moléculas diana, tales como ácidos nucleicos
diana que comprenden ARN o ADN viral, utilizando una pluralidad de técnicas de amplificación de ácidos nucleicos5
que incluyen, por ejemplo: NAAT (J.D. Fox, J. Clin. Virol. 40 Supl. 1 S15-S23, 2007), PCR, RT-PCR, qPCR y RT-
qPCR con modificaciones "Touch-down" para mejorar la sensibilidad a una sola copia/análisis; análisis basados en
la transcripción de ARN (p.ej. análogo al análisis Aptiva de VIH-1, véase http:(//)
www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodProducts/ApprovedProducts/LicensedProductsBLAs/BloodDonor
Screening/InfectiousDisease/ucm1 49922.htm); el sistema de "ADN ramificado" (véase, p.ej., Anastassopoulou et al.,10
Journal of Virological Methods, 91: 67-74, 2001); y variaciones adicionales en NAAT conocidas por los expertos en la
técnica. También se describen métodos que utilizan NAAT en muestras de ácidos nucleicos extraídos de muestras
fijadas histológicamente.

Los análisis proporcionados por la descripción se pueden utilizar en muchas realizaciones para detectar ácidos15
nucleicos específicos de secuencia. En la presente memoria se describen realizaciones diferentes de análisis que
utilizan la amplificación (p.ej., PCR) y la degradación enzimática de los heterodúplex de ARN/ADN.

Generalmente, la descripción proporciona un método de identificación de polinucleótidos virales relacionados con
MLV en un sujeto o muestra. La descripción utiliza una combinación de cebadores y sondas que tienen identidad20
con regiones conservadas de virus relacionados con MLV. Los cebadores se utilizan para amplificar polinucleótidos
diana en la muestra y las sondas se utilizan a continuación para visualizar o detectar los productos amplificados.
Típicamente, la sonda está marcada de forma detectable para la detección (p.ej., marcadas fluorescentemente,
marcadas luminiscentemente, conjugadas con enzimas, marcadas con radionucleótido y similares). Una de las
ventajas de la descripción es que los pares de cebadores se pueden utilizar para amplificar polinucleótidos25
relacionados con MLV en una muestra, tales como MLV, XMRV o polinucleótidos de MLV y XMRV. Esto es
ventajoso para la detección de XMRV y variantes naturales del mismo, así como para la detección de MLV y
variantes naturales del mismo (incluyendo vectores de MLV modificados genéticamente por recombinación).

Por ejemplo, se puede utilizar una combinación de cebadores y sondas identificados en la presente memoria para30
identificar o detectar XMRV en una muestra, tejido o sujeto mediante el uso de pares de cebadores que tienen
homología con MLV (p.ej., pares de cebadores que comparten una identidad de secuencia de al menos 95% entre la
secuencia viral de XMRV y la secuencia viral de MLV) y una secuencia de sonda que es específica para XMRV
(p.ej., la sonda sólo hibrida con un producto amplificado en condiciones muy rigurosas). Los cebadores que
comparten semejante homología entre XMRV y MLV se identifican en la Figura 5 y en la Tabla 2.35

Una utilidad de este método general consiste en el escrutinio de los suministros de sangre y tejidos para determinar 
la infección. Se ha sugerido que XMRV se asocia con el cáncer de próstata y el síndrome de fatiga crónica. En otra
utilidad, se puede escrutar un sujeto antes de someterlo a tratamiento con un vector retroviral recombinante.
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Mediante la identificación de sujetos que pueden tener polinucleótidos virales circulantes en el tejido se puede
gestionar el riesgo de recombinación entre el polinucleótido viral inherente y el polinucleótido viral terapéutico.

En otro ejemplo general, se puede utilizar una combinación de cebadores y sondas identificados en la presente
memoria para identificar o detectar MLV o polinucleótidos relacionados con MLV en una muestra, tejido o sujeto5
mediante el uso de pares de cebadores que tienen homología con MLV (p.ej., pares de cebadores que comparten
una identidad de secuencia de al menos 95% entre la secuencia viral de XMRV y la secuencia viral de MLV) y una
secuencia de sonda que es específica para MLV (p.ej., la sonda sólo hibrida con un producto amplificado en
condiciones muy rigurosas).

10
En otra realización de los métodos generales descritos en la presente memoria, los métodos proporcionan
diagnósticos útiles para el control de pacientes después del suministro de un vector viral relacionado con MLV de
replicación competente. El método se puede utilizar para controlar a un sujeto después del suministro del vector de
forma rutinaria (p.ej., semanalmente, mensualmente, anualmente) durante el tiempo que considere necesario el
médico a cargo.15

Según se utiliza en la presente memoria "virus relacionado con MLV" se refiere a un retrovirus que comprende la
estructura general de un virus MLV (p.ej., LTR-gag-pol-env-LTR) y que tiene una identidad de al menos 60% con
cualquiera de las siguientes secuencias expuestas en los números de acceso identificados: producto aislado de virus
xenotrópico de la leucemia murina LAPC4, genoma completo (ADN lineal de 8.657 pb, JF908816.1 GI: 336462519);20
producto aislado de virus xenotrópico de la leucemia murina VCaP, genoma completo (ADN lineal de 8.657 pb,
JF908815.1 GI: 336462515); virus de la leucemia murina N417, genoma completo (8.189 pb de ARN lineal,
HQ246218.1 GI: 313762331); virus de la leucemia murina de Moloney variante neuropatogénica ts1-92b, genoma
completo (8.332 pb de ADN lineal, AF462057.1 GI: 18448741); virus de la leucemia murina DG-75, genoma
completo (8.207 pb de ARN lineal, AF221065.1 GI: 11078528); virus de la leucemia murina de Rauscher, genoma25
completo (8282 pb de ADN lineal, NC_001819.1 GI: 9629514); virus de la leucemia murina SL3-3, genoma completo
(8.377 pb de ARN lineal, AF169256.1 GI: 5881088); virus de la leucemia cepa SRS 19-6, genoma completo (8256 pb
de ADN lineal, AF019230.1 GI: 4071074); virus endógeno Mus dunni, genoma completo (8.655 pb de ADN lineal,
AF053745.1 GI: 3309122); virus de la leucemia murina de Moloney, genoma completo (8.332 pb de ARN lineal,
AF033811.1 GI: 2801468); retrovirus de tipo C murino, genoma completo (8135 pb de ADN lineal, GI NC_001702.1:30
9628654); virus de la leucemia murina de Rauscher, genoma completo (8282 pb de ADN lineal, U94692.1 GI:
2228757); producto aislado NeRV de virus de la leucemia murina, genoma completo (8.273 pb de ARN lineal,
DQ366149.1 GI: 86651892); provirus de serotipo HEMV del virus de la leucemia murina, genoma completo (8546 pb
de ADN lineal, AY818896.1 GI: 55979252); virus de la leucemia murina cepa BM5eco, genoma completo (8.281 pb
de ADN lineal, GI AY252102.1: 30908470); virus de la leucemia murina MCF1233, genoma completo (8196 pb de35
ADN lineal, U13766.1 GI: 535516); MuLV (cepa RadLV/VL3 (T+L+)) ARN, genoma completo (8.394 pb de ARN
lineal, K03363.1 GI: 332032); gen env de MuLV 247 formador de foco de células de visión, extremo 3' y LTR (1164
pb de ARN lineal, J02249.1 GI: 332023); virus de la leucemia murina Friend, genoma completo (8.282 pb de ARN
lineal, M93134.1 GI: 331898); virus de la leucemia murina Friend, genoma completo (8.323 pb de ARN lineal,
NC_001362.1 GI: 9626096); virus de la leucemia murina Friend (F-MuLV) genoma de ARN completo (8.359 pb de40
ARN lineal, X02794.1 GI: 61544); retrovirus endógeno relacionado con MLV de Gallus gallus, genoma completo
(9133 pb de ADN lineal, DQ280312.2 GI: 169805278); ARN genómico de virus de la leucemia murina Friend,
genoma completo, clon: A8 (8.358 pb de ARN lineal, D88386.1 GI: 2351211); provirus PreXMRV-1, genoma
completo (8197 pb de ADN lineal; NC_007815.2 GI: 339276104); virus xenotrópico RKO relacionado con MuLV,
genoma completo (8.172 pb de ADN lineal, JF274252.1 GI: 338191621); genoma proviral completo de XMRV,45
producto aislado S-162 (8.562 pb de ADN lineal, FR872816.1 GI: 336087897); genoma proviral completo de
PreXMRV-2 (8193 pb de ADN lineal, FR871850.1 GI: 334849718); genoma proviral completo de 22Rv1/CWR-R1 de
virus xenotrópico relacionado con MuLV (8.185 pb de ADN lineal, FN692043.2 GI: 334717372); producto aislado
xmlv15 de virus xenotrópico relacionado con MuLV, genoma completo (8.176 pb de ARN lineal, HQ154630.1 GI:
320091412); genoma proviral completo de PreXMRV-1 (8.197 pb de ADN lineal, FR871849.1 GI: 334849715); virus50
VP62 relacionado con MuLV xenotrópico, genoma completo (8.185 pb de ARN lineal, DQ399707.1 GI: 88765817);
virus VP42 relacionado con MuLV xenotrópico, genoma completo (8.185 pb de ARN lineal, DQ241302.1 GI:
82582299); virus VP35 relacionado con MuLV xenotrópico, genoma completo (8.185 pb de ARN lineal, DQ241301.1
GI: 82582295); virus VP62 relacionado con MuLV xenotrópico, genoma completo (8.165 pb de ARN lineal,
EF185282.1 GI: 121104176); plásmido pAMS con virus anfotrópico híbrido/virus de la leucemia murina de Moloney,55
secuencia completa (11.328 pb de ADN circular, AF010170.1 GI: 2281586); cepa 1313 del virus de la leucemia
murina anfotrópico, genoma completo (8.217 pb de ADN lineal, AF411814.1 GI: 28892668); Toca511, MLV
recombinante de replicación recombinante que comprende un polinucleótido que codifica la citosina desaminasa
(véanse, p.ej., los SEQ ID NO: 19, 20 y 22 del documento  PCT/US2009/058512).

60
Se puede utilizar cualquier número de diferentes programas de alineamiento para regiones identificadas de identidad
entre cualquier combinación de los genomas relacionados con MLV anteriores. Otros genomas serán identificados
fácilmente mediante el uso de un algoritmo de BLAST o de otro algoritmo similar para identificar secuencias que
tienen homología/identidad con las secuencias anteriores.
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En otra realización, la descripción se refiere a un método de detección de XMRV u otros ácidos nucleicos
relacionados con MLV en una muestra mediante el uso de cebadores y sondas que no son específicos para XMRV
sino más bien son compartidos entre XMRV y otras cepas relacionadas de MLV. En una realización relacionada los
cebadores específicos de MLV/XMRV son los SEQ ID NO: 7 y 8 y la sonda es el SEQ ID NO: 9 (cebadores y sonda
Pol 2; otros cebadores y sondas se exponen en la Tabla 1, 2, 3, y 4 a continuación). En una realización adicional5
relacionada, los cebadores específicos de MLV/XMRV son los SEQ ID NO: 10 y 11 y la sonda es el SEQ ID NO: 12
(cebadores y sonda pol1). En una realización adicional relacionada, se pueden identificar otras secuencias que son
comunes a XMRV y MLV (véase la comparación de secuencias BLAST de dos genomas de XMRV y MLV, Figura 5,
donde están subrayadas/destacadas las homologías perfectas de secuencia de 20 o más bases). Tales secuencias
homólogas (o rondas más cortas de homología hasta 15 bases) se pueden utilizar para seleccionar cebadores y10
sondas. Alternativamente, los cebadores y sondas se pueden elegir utilizando programas que comparan secuencias
y sugieren cebadores y sondas comunes. Tales programas generalmente están diseñados para buscar genes
relacionados en diferentes especies, y se pueden utilizar para diseñar reactivos de QPCR para moléculas tales como
MLV y XMRV con homología significativa pero incompleta. Un ejemplo de un programa de este tipo es Primaclade
http:(//)www.umsl.edu/services/kellogg/primaclade/FAQ.html.15

Una sonda o un cebador oligonucleotídicos hacen referencia a una molécula de ácido nucleico de entre 8 y 2.000
nucleótidos de longitud, o se especifica que tiene de aproximadamente 6 a 1.000 nucleótidos de longitud. Más
particularmente, la longitud de estos oligonucleótidos puede variar de aproximadamente 8, 10, 15, 20, o 30 a 100
nucleótidos, pero típicamente será aproximadamente 10 a 50 (p.ej., de 15 a 30 nucleótidos). La longitud apropiada20
para los oligonucleótidos en los análisis de la descripción en un conjunto de condiciones concreto puede ser
determinada empíricamente por un experto en la técnica. Según se utiliza en la presente memoria un cebador o
sonda que consiste en una identidad de al menos 95% con una secuencia de referencia significa que la secuencia
comprende una secuencia que tiene el mismo número de oligonucleótidos de longitud, pero puede diferir en 5% de
los nucleótidos de la secuencia de referencia. Además, un cebador o sonda que consiste en al menos 95% de25
identidad con una secuencia de referencia y que tiene 1-10 nucleótidos adicionales o suprimidos en el extremo 5' y/o
3' del oligonucleótido significa que la secuencia difiere en 1 a 20 nucleótidos de longitud de la secuencia de
referencia y que también difiere 5% o menos en la identidad. En consecuencia, cualquier sonda/cebador descrito en
la presente memoria por consistir en una secuencia de referencia (p.ej., SEQ ID NO: 1-21 o secuencias expuestas
en la Tabla 1 y 2); puede consistir en una secuencia que tiene 95% o más identidad con una secuencia de referencia30
(p.ej., SEQ ID NO: 1-21 o secuencias expuestas en la Tabla 1 y 2); o puede consistir en una secuencia que es
idéntica en al menos 95% y tiene 1-20 nucleótidos adicionales (p.ej., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) en el extremo 5' y/o
el extremo 3' de la secuencia de referencia (p.ej., SEQ ID NO: 1-21 o secuencia expuesta en la Tabla 1 y 2).

Los cebadores y sondas oligonucleotídicos se pueden preparar por cualquier método adecuado, incluyendo la35
síntesis química directa y se encuentran disponibles numerosos sistemas de sondas con oligonucleótidos
derivatizados para hibridar con y para detectar el producto amplificado, normalmente por el cambio de fluorescencia
en la unión a la diana de la sonda. Los cebadores y sondas oligonucleotídicos pueden contener nucleótidos
convencionales, así como cualquiera de una variedad de análogos. Por ejemplo, el término "nucleótido", según se
utiliza en la presente memoria, se refiere a un compuesto que comprende una base de nucleótidos unida al carbono40
C-1' de un azúcar, tal como ribosa, arabinosa, xilosa y piranosa, y análogos de azúcares de los mismos. El término
nucleótido también abarca análogos de nucleótidos. El azúcar puede estar sustituido o no sustituido. Los azúcares
ribosa sustituidos incluyen, pero no se limitan a, aquellas ribosas en las que uno o más de los átomos de carbono,
por ejemplo el átomo de carbono 2', están sustituidos con uno o más de los mismos o diferentes Cl, F, -R, -OR,        -
NR2 o grupos halogenados, donde cada R es independientemente H, alquilo C1-C6 o arilo C5-C14. Las ribosas45
ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, 2'-alcoxi(C1-C6)-ribosa, 2'-aril(C5-C14)oxirribosa, 2',3'-dideshidrorribosa, 2'-
desoxi-3'-halorribosa, 2'-desoxi-3'-fluororribosa, 2'-desoxi-3'-clororribosa, 2'-desoxi-3'-aminorribosa, 2'-desoxi-3'-
alquil(C1-C6)ribosa, 2'-desoxi-3'-alcoxi(C1-C6)ribosa y 2'-desoxi-3'-aril(C5-C14)oxirribosa, ribosa, 2'-desoxirribosa, 2',3'-
didesoxirribosa, 2'-halorribosa, 2'-fluororribosa, 2'-clororribosa, y 2'-alquilrribosa, p.ej., nucleótidos 2'-O-metil,4'-α-
anomérico, nucleótidos 1'-α-anoméricos, unidos en 2'-4' y 3'-4' y otras modificaciones de azúcares bicíciclos50
"bloqueados" o "LNA" (véanse, p.ej., las publicaciones publicadas PCT núm. WO 98/22489, WO 98/39352; y WO
99/14226).

Las modificaciones en la posición 2' o 3' de la ribosa incluyen, pero no se limitan a, hidrógeno, hidroxi, metoxi, etoxi,
aliloxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, metoxietilo, alcoxi, fenoxi, azido, amino, alquilamino, fluór, cloro y bromo. Los55
nucleótidos incluyen, pero no se limitan a, el isómero óptico D natural, así como las formas de isómero óptico L
(véanse, p.ej., Garbesi (1993) Nucl. Acids Res. 21:4159-65; Fujimori (1990) J. Amer. Chem. Soc. 112: 7435; Urata,
(1993) Nucleic Acids Symposium Ser. Núm. 29:69-70). Cuando la base nucleotídica es purina, p.ej. A o G, el azúcar
ribosa está unido a la posición N9 de la base nucleotídica. Cuando la base nucleotídica es pirimidina, p.ej., C, T o U,
el azúcar pentosa está unido a la posición N1 de la base nucleotídica, a excepción de las pseudouridinas, en las que60
el azúcar pentosa está unido a la posición C5 de la base nucleotídica uracilo (véase, p.ej., Kornberg y Baker, (1992)
DNA Replication, 2ª Ed., Freeman, San Francisco, Calif.). El extremo 3' de la sonda se puede funcionalizar con una
marca de captura o detectable para ayudar a la detección de un polinucleótido diana o de un polimorfismo.
Cualquiera de los oligonucleótidos o ácidos nucleicos de la descripción se puede marcar mediante la incorporación
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de una marca detectable medible por medios espectroscópicos, fotoquímicos, bioquímicos, inmunoquímicos o
químicos. Por ejemplo, tales marcas pueden comprender sustancias radiactivas (p.ej., 32P, 35S, 3H, 125I), colorantes
fluorescentes (p.ej., 5-bromodesoxiuridina, fluoresceína, acetilaminofluoreno, digoxigenina), desactivadores
moleculares (p.ej. agujeros negros, balizas moleculares), biotina, nanopartículas, y otros conocidos por los expertos
en la técnica. Tales oligonucleótidos se marcan típicamente en sus extremos 3' y/o 5'.5

Una sonda se refiere a una molécula que puede distinguir de manera detectable los cambios en la expresión génica
o puede distinguir entre moléculas diana que difieren en su estructura. La detección se puede llevar a cabo en una
variedad de maneras diferentes, dependiendo del tipo de sonda utilizada y del tipo de molécula diana. Así, por
ejemplo, la detección puede estar basada en la discriminación de los niveles de actividad de la molécula diana, pero10
típicamente se basa en la detección de la unión específica. Los ejemplos de tal unión específica incluyen la
hibridación de sondas de ácido nucleico. Así, por ejemplo, las sondas pueden incluir sondas de hibridación de ácidos
nucleicos (incluyendo cebadores útiles para la amplificación y/o de detección de polinucleótidos). Por lo tanto, en
una realización, la detección de la presencia o ausencia de al menos un polinucleótido diana implica poner en
contacto una muestra biológica con una sonda o par de cebadores. Normalmente una sonda o par de cebadores15
oligonucleotídicos, en donde la sonda/cebadores hibridan con una forma de un polinucleótido diana en la muestra
biológica que contiene una secuencia complementaria, experimenta hibridación utilizando condiciones selectivas de
hibridación. Tal sonda oligonucleotídica puede incluir análogos de uno o más ácidos nucleicos, marcas u otros
sustituyentes o radicales siempre que se conserve la función de emparejamiento de bases.

20
La descripción proporciona métodos y sistemas para identificar y cuantificar la cantidad de una secuencia de ácido
nucleico dada en una muestra dada, por lo general hasta una sola copia por muestra. Además, los métodos y
sistemas de la descripción proporcionan la detección específica de la secuencia útil para diferenciar/identificar las
secuencias genómicas relacionadas y proporcionar una señal detectable cuando la secuencia diana correcta esté
presente.25

Los métodos conocidos en la técnica se pueden utilizar para medir cuantitativamente la cantidad de un ácido
nucleico presente en una muestra. Los ejemplos de tales métodos incluyen la reacción en cadena de polimerasa
cuantitativa (qPCR), y otras tecnologías NAAT como se describió anteriormente.

30
En una realización, un método para detectar un polinucleótido viral específico es proporcionado por la descripción.
Tal método puede incluir el uso de cebadores, sondas, enzimas y otros reactivos para la preparación, la detección y
la cuantificación de un polinucleótido viral (p.ej., por PCR, por transferencia Northern y similares). Los cebadores
enumerados en los SEQ ID NO: 7-12 son particularmente adecuados para su uso en perfiles que utilizan la RT-PCR
basada en un polinucleótido viral. Otros cebadores (efectores y antisentido) y las sondas se proporcionan en la35
Tabla 2. Un experto en la técnica puede identificar fácilmente en la Tabla 2, las combinaciones de cebadores/sonda
útiles para la detección de una secuencia viral de MLV, relacionada con MLV o XMRV. Aunque la descripción
proporciona cebadores y sondas particulares, los expertos en la técnica reconocerán fácilmente que se pueden
generar sondas y cebadores adicionales basándose en las secuencias de polinucleótidos proporcionadas por la
descripción (véase, también, por ejemplo, la Figura 5). Haciendo referencia a los cebadores y sondas ilustrados en la40
presente memoria, se diseñó una serie de cebadores para amplificar porciones de un genoma retroviral murino
(MLV). Los conjuntos de cebadores/sonda enumerados en los SEQ ID NO: 1-12 fueron diseñados, seleccionados, y
sometidos a ensayo en consecuencia (véanse los Ejemplos). Aunque se contemplan numerosos esquemas de
detección para la detección de amplicones, como se discutirá con más detalle a continuación, un método para la
detección de amplicones de polinucleótidos es la espectroscopia de fluorescencia, y por lo tanto las marcas45
adaptadas a la espectroscopia de fluorescencia son deseables para la detección de polinucleótidos. En una forma
relacionada de la detección, se detecta el polinucleótido de amplicón sin una sonda de hibridación, sino directamente
con un fluoróforo que se une al ADN y emite fluorescencia a una longitud de onda diferente de la del reactivo libre.
Un ejemplo de tal etiqueta fluorescente es SYBR Green, aunque se conocen numerosas moléculas fluorescentes
relacionadas incluyendo, sin limitación, DAPI, Cy3, Cy3.5, Cy5, CyS.5, Cy7, umbeliferona, fluoresceína, isotiocianato50
de fluoresceína (FITC), rodamina, diclorotriazinilamino fluoresceína, cloruro de dansilo o ficoeritrina.

En una realización de la descripción, se utiliza un par de cebadores oligonucleotídicos para amplificar un
polinucleótido que corresponde al gen pol  de un retrovirus murino. Los cebadores que comprenden los SEQ ID NO:
7 y 8 (cebadores directo e inverso, respectivamente) se utilizan para amplificar la región del gen pol. La región55
amplificada se puede detectar utilizando una sonda (SEQ ID NO: 9), que hibrida específicamente con el
polinucleótido amplificado. La sonda se puede marcar con cualquier número de marcadores detectables como se
describe en la presente memoria.

Los cebadores anteriores (SEQ ID NO: 7, 8 y 10, 11) con las sondas apropiadas (SEQ ID NO: 9 y 12,60
respectivamente) se pueden utilizar para detectar la presencia, por ejemplo, del Virus de la leucemia murina (MLV) y
el retrovirurs xenotrópico murino (XMRV). Como se describe en otra parte en la presente memoria la identificación
de la presencia de MLV y/o XMRV es útil para la determinación de un régimen terapéutico de suministro de genes y
de tratamiento del cáncer.
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También se describe un par de cebadores oligonucleotídicos utilizado para amplificar un polinucleótido que
corresponde al gen gag de XMRV. Los cebadores que comprenden los SEQ ID NO: 1 y 2 (cebadores directo e
inverso, respectivamente) se utilizan para amplificar la región del gen gag de XMRV. La región amplificada se puede
detectar a continuación utilizando una sonda (SEQ ID NO: 3) que hibrida específicamente con el polinucleótido
amplificado. La sonda se puede marcar con cualquier número de marcadores detectables como se describe en la5
presente memoria. Esta combinación de cebadores y sondas es útil para identificar específicamente la presencia de
una infección o contaminación por XMRV.

En otra realización de la descripción, se utiliza un par de cebadores oligonucleotídicos para amplificar un
polinucleótido que corresponde a la LTR de un vector de MLV. Los cebadores que comprenden los SEQ ID NO: 16 y10
17 (cebadores directo e inverso, respectivamente) se utilizan para amplificar la región de la LTR de un vector de
MLV (p.ej. Toca511). La región amplificada se puede detectar a continuación  utilizando una sonda (SEQ ID NO: 18)
que hibrida específicamente con el polinucleótido amplificado. La sonda se puede marcar con cualquier número de
marcadores detectables como se describe en la presente memoria. Esta combinación de cebadores y sondas es útil
para identificar específicamente la presencia de un vector retroviral durante el control de suministro de genes.15

En otra realización de la descripción, se utiliza un par de cebadores oligonucleotídicos para amplificar un
polinucleótido que corresponde a un polinucleótido que codifica una citosina desaminasa. Los cebadores que
comprenden los SEQ ID NO: 19 y 20 (cebadores directo e inverso, respectivamente) se utilizan para amplificar la
región de una citosina desaminasa suministrada utilizando un vector de MLV (p.ej. Toca511). La región amplificada20
se puede detectar utilizando una sonda (SEQ ID NO: 21) que hibrida específicamente con el polinucleótido
amplificado. La sonda se puede marcar con cualquier número de marcas detectables como se describe en la
presente memoria. Esta combinación de cebadores y sondas es útil para identificar específicamente la presencia de
un vector retroviral durante el control del suministro de genes.

25
Los cebadores (SEQ ID NO: 1 y 2) y la sonda (SEQ ID NO: 3) se pueden utilizar para detectar la presencia de
XMRV. Como se describe en la presente memoria en otra parte, la identificación de la presencia de XMRV es útil
para la determinación de un suministro de genes terapéutico, un régimen de tratamiento del cáncer y un escrutinio
de suministro de sangre.

30
También se describe un par de cebadores oligonucleotídicos utilizado para amplificar un polinucleótido que
corresponde al gen env  de un XMRV. Los cebadores que comprenden los SEQ ID NO: 4 y 5 (cebadores directo e
inverso, respectivamente) se utilizan para amplificar la región del gen env  de XMRV. La región amplificada se puede
detectar utilizando una sonda (SEQ ID NO: 6) que hibrida específicamente con el polinucleótido amplificado. La
sonda se puede marcar con cualquier número de marcas detectables como se describe en la presente memoria.35
Esta combinación de cebadores y sondas es útil para identificar específicamente la presencia de una infección o
contaminación por XMRV.

Los cebadores anteriores (SEQ ID NO: 4 y 5) y la sonda (SEQ ID NO: 6) se pueden utilizar para detectar la
presencia de XMRV. Como se describe en otra parte en la presente memoria la identificación de la presencia de40
XMRV es útil para la determinación de un suministro de genes terapéutico, un régimen de tratamiento del cáncer y
un escrutinio de suministro de sangre.

Cualquiera de los cebadores y sondas oligonucleotídicos de la descripción se puede inmovilizar sobre un soporte
sólido. Los soportes sólidos son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen las paredes de pocillos de una45
bandeja de reacción, tubos de ensayo, esferas de poliestireno, esferas magnéticas, tiras de nitrocelulosa,
membranas, micropartículas tales como partículas de látex, vidrio y similares. El soporte sólido no es crítico y puede
ser seleccionado por un experto en la técnica. Por lo tanto, partículas de látex, micropartículas, esferas magnéticas o
no magnéticas, membranas, tubos de plástico, paredes de pocillos de microtitulación, chips de vidrio o silicio y
similares, son todos ejemplos adecuados. Los métodos adecuados para la inmovilización de oligonucleótidos sobre50
una fase sólida incluyen, interacciones iónicas, hidrófobas, covalentes y similares. El soporte sólido se puede elegir
por su capacidad intrínseca para atraer e inmovilizar el reactivo de captura. Las sondas o cebadores
oligonucleotídicos de la descripción pueden estar unidos a, o inmovilizados sobre un soporte sólido individual o en
grupos de aproximadamente 2-10.000 oligonucleótidos distintos de la descripción a un único soporte sólido.

55
Un sustrato que comprende una pluralidad de cebadores o sondas oligonucleotídicos de la descripción puede ser
utilizado para detectar o amplificar secuencias elegidas como diana. Las sondas y cebadores oligonucleotídicos de
la descripción pueden estar unidos en regiones contiguas o en lugares al azar sobre el soporte sólido.
Alternativamente, los oligonucleótidos de la descripción pueden estar unidos en una matriz ordenada en donde cada
oligonucleótido está unido a una región distinta del soporte sólido que no se solapa con el sitio de unión de cualquier60
otro oligonucleótido. Típicamente, tales matrices de oligonucleótidos son "direccionables" de tal manera que
registran distintas localizaciones y se puede acceder a ellas como parte de un procedimiento de análisis. El
conocimiento de la ubicación de los oligonucleótidos sobre una matriz hace que las matrices "direccionables" sean
útiles en análisis de hibridación. Por ejemplo, las sondas de oligonucleótidos se pueden utilizar en un chip de
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oligonucleótidos tal como los comercializados por Affymetrix y los descritos en la Patente de los Estados Unidos
Núm. 5.143.854; las publicaciones PCT WO 90/15070 y 92/10092. Estas matrices se pueden producir utilizando
métodos de síntesis mecánicos o métodos de síntesis dirigida por luz que incorporan una combinación de métodos
fotolitográficos y síntesis de oligonucleótidos en fase sólida.

5
La inmovilización de matrices de oligonucleótidos sobre soportes sólidos se ha hecho posible por el desarrollo de
una tecnología que se refiere generalmente como "Síntesis de Polímeros Inmovilizados a Escala Muy Grande" en la
que las sondas se inmovilizan en una matriz de alta densidad sobre una superficie sólida de un chip (véanse, p.ej.,
las Patentes de los Estados Unidos Núm. 5.143.854; y 5.412.087 y las Publicaciones PCT WO 90/15070, WO
92/10092 y WO 95/11995), que describen métodos para formar matrices de oligonucleótidos mediante técnicas tales10
como técnicas de síntesis dirigidas por luz.

En otra realización, se utiliza una matriz de oligonucleótidos complementarios a subsecuencias del gen diana (por
ejemplo desaminasa ejemplo citosina desaminasa (CD) de levadura o una versión de CD optimizada para la
expresión en células humanas) para determinar la identidad de la diana, medir su cantidad y similares.15

Las técnicas de hibridación también se pueden utilizar para identificar los polinucleótidos virales en un sujeto o
muestra y de ese modo determinar o predecir la reactividad cruzada, las posibilidades de recombinación o un
régimen de tratamiento utilizando un vector de suministro de genes que comprende un vector de MLV recombinante.
Las reacciones de hibridación se pueden llevar a cabo en un formato de soporte sólido (p.ej., membrana o chip), en20
el que, por ejemplo, una sonda (p.ej., SEQ ID NO: 3, 6 y/o 9) está inmovilizada sobre membranas de nitrocelulosa o
de nailon y se sondean con preparaciones amplificados de ácidos nucleicos obtenidos, por ejemplo, a partir de PCR
utilizando cebadores que comprenden los SEQ ID NO: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13 y/o 14 de la descripción. Se puede
utilizar cualquiera de los formatos de hibridación conocidos, incluyendo transferencias Southern, transferencias en
ranura, transferencias puntuales "inversas", hibridación en solución, hibridación sándwich basada en un soporte25
sólido, formatos de hibridación basados en esferas, basados en chips de silicio y basados en pocillos de
microtitulación.

La hibridación de una sonda oligonucleotídica a un polinucleótido diana se puede realizar con ambas entidades en
solución o semejante hibridación se puede realizar cuando el oligonucleótido o el polinucleótido diana están30
covalentemente o no covalentemente fijados a un soporte sólido. La unión a un soporte sólido puede estar mediada,
por ejemplo, por interacciones anticuerpo-antígeno, poli-L-lisina, estreptavidina o avidina-biotina, puentes de sal,
interacciones hidrófobas, enlaces químicos, cocción para entrecruzamiento por UV, etc. Los oligonucleótidos pueden
ser sintetizados directamente sobre el soporte sólido o unirse al soporte sólido después de la síntesis. El soporte
sólido se puede tratar, recubrir o derivatizar para facilitar la inmovilización del oligonucleótido específico.35

Los análisis de hibridación basados en matrices de oligonucleótidos se basan en las diferencias en la estabilidad de
hibridación de los oligonucleótidos cortos a variantes diana emparejadas perfectamente y con emparejamientos
erróneos. Cada chip de ADN puede contener de miles a millones de sondas de ADN sintéticas individuales
dispuestas en un patrón de rejilla y miniaturizadas hasta el tamaño de una moneda de diez centavos o más40
pequeño. Tal chip puede comprender oligonucleótidos representativos de secuencias tanto de tipo salvaje como
variantes.

Los oligonucleótidos de la descripción pueden ser diseñados para que hibriden específicamente con una región
diana de un polinucleótido. Según se utiliza en la presente memoria, la hibridación específica significa que el45
oligonucleótido forma una estructura de doble hebra anti-paralela con la región diana en ciertas condiciones de
hibridación, a la vez que no logra formar semejante estructura cuando se incuba con un polinucleótido diana
diferente u otra región en el polinucleótido o con un polinucleótido que carece del locus deseado en las mismas
condiciones de hibridación. Típicamente, el oligonucleótido hibrida específicamente con la región diana en
condiciones de alta rigurosidad convencionales.50

Se dice que una molécula de ácido nucleico tal como un oligonucleótido o polinucleótido es un complemento
"perfecto" o "completo" de otra molécula de ácido nucleico si cada nucleótido de una de las moléculas es
complementario al nucleótido de la posición correspondiente de la otra molécula. Una molécula de ácido nucleico es
"sustancialmente complementaria" a otra molécula si hibrida con la molécula con suficiente estabilidad para55
permanecer en una forma de dúplex en condiciones de baja rigurosidad convencionales. Describen las condiciones
de hibridación convencionales, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989), y Haymes et al., Nucleic Acid Hybridization, A Practical
Approach, IRL Press, Washington, D. C. (1985). Mientras que los oligonucleótidos perfectamente complementarios
se utilizan en la mayoría de los análisis para la detección de polinucleótidos o polimorfismos diana, las desviaciones60
de la complementariedad completa se contemplan cuando tales desviaciones no impiden que la molécula hibride
específicamente con la región diana. Por ejemplo, un cebador oligonucleotídico puede tener un fragmento no
complementario en su extremo 5' o 3', y siendo el resto del cebador complementario a la región diana. Los expertos
en la técnica están familiarizados con los parámetros que afectan a la hibridación; tales como la temperatura, la

E14191299
09-01-2018ES 2 655 500 T3

 



25

longitud y la composición de la sonda o cebador, la composición del tampón y la concentración de sal y pueden
ajustar fácilmente estos parámetros para conseguir la hibridación específica de un ácido nucleico con una secuencia
diana.

Se puede utilizar en la descripción una variedad de condiciones de hibridación, incluyendo condiciones de5
rigurosidad alta, moderada y baja; véanse, por ejemplo, Maniatis et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª
edición, 1989 y Short Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel, et al. Las condiciones rigurosas son dependientes
de la secuencia y serán diferentes en diferentes circunstancias. Las secuencias más largas hibridan específicamente
a temperaturas más altas. Una extensa guía para la hibridación de ácidos nucleicos se encuentra en Tijssen,
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Acid Probes, "Overview of principles10
of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993). Generalmente, las condiciones rigurosas se
seleccionan para que sean aproximadamente 5-10°C más bajas que el punto de fusión térmico (Tm) para la
secuencia específica a una fuerza iónica y pH definidos. La tm es la temperatura (bajo una fuerza iónica, pH y
concentración de ácido nucleico definidos) a la que 50% de las sondas complementarias a la diana hibridan con la
secuencia diana en equilibrio (ya que las secuencias diana están presentes en exceso, a Tm, 50% de las sondas15
están ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas serán aquellas en las que la concentración salina es
inferior a aproximadamente 1,0 M de ión sodio, típicamente aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentración de ión
sodio (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas
(p.ej., 10 a 50 nucleótidos) y al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (p.ej., mayores de 50
nucleótidos). Las condiciones rigurosas también se pueden lograr con la adición de agentes desestabilizantes de la20
hélice, tales como formamida. Las condiciones de hibridación pueden también variar cuando se utiliza una cadena
principal no iónica, es decir, PNA, como se conoce en la técnica. Además, se pueden añadir agentes de
entrecruzamiento después de la unión a la diana para entrecruzar, es decir unir covalentemente adjuntar, las dos
hebras del complejo de hibridación.

25
Los métodos y composiciones de la descripción son útiles para diagnosticar o determinar la presencia de
contaminación o infección en una muestra o sujeto, respectivamente. Tales ensayos se pueden realizar utilizando
muestras de ADN o ARN recogidas de sangre, células, biopsias, raspados de tejido, cultivo de tejido, u otros
materiales celulares. Como apreciarán los expertos en la técnica, los polinucleótidos diana pueden ser obtenidos a
partir de muestras incluyendo, pero no limitadas a, fluidos corporales (p.ej., sangre, orina, suero, linfa, saliva,30
secreciones anales y vaginales, sudor y semen) de prácticamente cualquier organismo, siendo típicas las muestras
de mamíferos comunes a los métodos de la descripción y las muestras de ser humano. La muestra puede
comprender células individuales, incluyendo células primarias (incluyendo bacterias) y líneas celulares incluyendo,
pero no limitadas a, células tumorales de todo tipo (en particular de melanoma, leucemia mieloide, carcinomas de
pulmón, mama, ovarios, colon, riñón, próstata, páncreas y testículos); cardiomiocitos; células endoteliales; células35
epiteliales; linfocitos (células T y células B); mastocitos; eosinófilos; células de la íntima vascular; hepatocitos;
leucocitos incluyendo los leucocitos mononucleares; células madre tales como células madre hematopoyéticas,
neurales, de piel, pulmón, riñón, hígado y miocitos; osteoclastos; condrocitos y otras células del tejido conjuntivo;
queratinocitos; melanocitos; celulas hepáticas; células de riñón; y adipocitos. Las células adecuadas también
incluyen células conocidas de investigación, incluyendo, pero no limitadas a, células T Jurkat, células NIH3T3, CHO,40
COS, 923, HeLa, SiHa, WI-38, Weri-1, MG-63, y similares (véase el catálogo de líneas celulares de la ATCC).

Otros métodos para amplificar e identificar la infección o contaminación viral por MLV o XMRV serán reconocidos en
la técnica y pueden ser utilizados combinados con los cebadores y sondas identificados en la presente memoria. Por
ejemplo, un experto en la técnica reconocerá que se pueden utilizar ADN ramificado, análisis de captura de híbridos,45
PCR (incluyendo RT, anidada, multiplex, o en tiempo real), amplificación basada en la secuencia de ácidos
nucleicos, amplificación mediada por la transcripción, amplificación de desplazamiento de hebra, reacción en cadena
de la ligasa, tecnología de sondas invasoras y tecnología de sondas cíclicas con los oligonucleótidos de la
descripción.

50
Un polinucleótido diana (p.ej., un polinucleótido o gen de un virus) se puede amplificar utilizando cualquier método
de amplificación dirigida por oligonucleótidos, incluyendo, pero no limitado a, reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) (Patente de los Estados Unidos Núm. 4.965.188), reacción en cadena de la ligasa (LCR) (Barany et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 88:189-93 (1991); documento WO 90/01069), y el análisis de ligación de oligonucleótidos
(OLA) (Landegren et al, Science 241:1077-1080 (1988)). Se pueden utilizar otros procedimientos de amplificación de55
ácido nucleico conocidos para amplificar la región o las regiones diana incluyendo sistemas de amplificación
basados en la transcripción (Patente de los Estados Unidos Núm. 5.130.238; Patente Europea Núm. EP 329.822;
Patente de los Estados Unidos Núm. 5.169.766; documento WO 89/06700) y métodos isotérmicos (Walker et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 392-6 (1992)).

60
Se pueden utilizar técnicas de reacción en cadena de ligasa (LCR) y son particularmente útiles para la detección de
diferencias de nucleótidos únicas o múltiples (p.ej., 1, 2, 3, 4, o 5) entre polinucleótidos similares. La LCR se produce
sólo cuando los oligonucleótidos tienen bases correctamente emparejadas. La reacción en cadena de la ligasa
(LCR), que utiliza la ligasa Taq termoestable para la amplificación de la ligación, es útil para interrogar los loci de un
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gen. La LCR se diferencia de la PCR, ya que amplifica la molécula de sonda en lugar de producir un amplicón través
de la polimerización de nucleótidos. Se utilizan dos sondas por cada hebra de ADN y se ligan juntas para formar una
única sonda. La LCR utiliza tanto una enzima ADN polimerasa como una enzima ADN ligasa para conducir la
reacción. Al igual que la PCR, la LCR requiere un ciclador térmico para conducir la reacción y cada ciclo da como
resultado una duplicación de la molécula de ácido nucleico diana. La LCR puede tener mayor especificidad que la5
PCR. Las temperaturas de reacción elevadas permiten llevar a cabo la reacción de ligación con alta rigurosidad.
Cuando se produce un emparejamiento erróneo, no se puede lograr la ligación. Por ejemplo, una sonda basada en
un polinucleótido diana se sintetiza en dos fragmentos y se reasocia con el molde con una posible diferencia en el
límite de los dos fragmentos de cebadores. Un ligasa liga los dos cebadores si coinciden exactamente con la
secuencia molde.10

En una realización, las dos sondas de hibridación están diseñadas cada una con una parte específica de la diana. La
primera sonda de hibridación está diseñada para que sea sustancialmente complementaria a un primer dominio
diana de un polinucleótido diana (p.ej., un fragmento de polinucleótido) y la segunda sonda de hibridación es
sustancialmente complementaria a un segundo dominio diana de un polinucleótido diana (p.ej., un fragmento de15
polinucleótido). En general, cada secuencia específica de la diana de una sonda de hibridación tiene al menos
aproximadamente 5 nucleótidos de longitud, siendo típicas las secuencias de aproximadamente 15 a 30 y siendo
especialmente común 20. En una realización, el primer y segundo dominios diana son directamente adyacentes,
p.ej., no tienen nucleótidos intermedios. En esta realización, al menos una primera sonda de hibridación hibrida con
el primer dominio diana y una segunda sonda de hibridación hibrida con el segundo dominio diana. Si existe una20
complementariedad perfecta en la unión, se forma una estructura de ligación de tal manera que las dos sondas se
pueden ligar entre sí para formar una sonda ligada. Si no existe esta complementariedad (debido a emparejamientos
erróneos), no se forma estructura de ligación y las sondas no se ligan entre sí en un grado apreciable. Esto se puede
realizar utilizando ciclos de calentamiento, para permitir que la sonda ligada sea desnaturalizada del polinucleótido
diana de tal manera que pueda servir como un molde para reacciones adicionales. El método también se puede25
realizar utilizando tres sondas de hibridación o sondas de hibridación que están separadas por uno o más
nucleótidos, si se añaden dNTPs y una polimerasa (esto se refiere a veces como análisis "de Bits Genéticos").

Se pueden utilizar la PCR cuantitativa y la PCR digital para medir el nivel de un polinucleótido en una muestra. Se
puede utilizar la reacción en cadena de la polimerasa digital (PCR digital, dPCR o dePCR) para cuantificar30
directamente y amplificar clonalmente ácidos nucleicos que incluyen ADN, ADNc o ARN. La PCR digital amplifica los
ácidos nucleicos mediante ciclos de temperatura de una molécula de ácido nucleico con una ADN polimerasa. La
reacción se lleva a cabo típicamente en la fase dispersa de una emulsión que captura cada molécula de ácido
nucleico individual presente en una muestra dentro de muchas cámaras o regiones separadas antes de la
amplificación por PCR. Un recuento de las cámaras que contienen niveles detectables de producto final de PCR es35
una medida directa de la cantidad absoluta de ácidos nucleicos.

La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) es una modificación de la reacción en cadena de la
polimerasa y la PCR cuantitativa en tiempo real son útiles para medir la cantidad de ADN después de cada ciclo de
PCR mediante el uso de marcadores fluorescentes u otras marcas detectables. Los métodos de PCR cuantitativas40
utilizan la adición de un ARN competidor (para la PCR con transcriptasa inversa) o ADN en diluciones en serie o la
co-amplificación de un control interno para asegurar que la amplificación se detiene mientras está en la fase de
crecimiento exponencial.

Las modificaciones de la PCR y las técnicas de PCR son rutinarias en la técnica y existen kit comercialmente45
disponibles útiles para la amplificación por PCR.

Una sonda o cebador de la descripción se pueden asociar con una marca detectable. Un componente de
señalización puede incluir cualquier marca que puede ser detectada ópticamente, electrónicamente, radiactivamente
y similares. Un análogo de ácido nucleico puede servir como componente de señalización. Por "marca" o "marca50
detectable" se entiende un radical que permite la detección. En una realización, la marca de detección es una marca
primaria. Una marca primaria es una que puede ser detectada directamente, tal como un fluoróforo. En general, las
marcas se dividen en tres clases: a) marcas isotópicas, que pueden ser isótopos radioactivos o pesados; b) marcas
magnéticas, eléctricas, térmicas; y c) colorantes coloreados o luminiscentes. Las marcas comunes incluyen
cromóforos o fósforos pero son típicamente colorantes fluorescentes. Los colorantes adecuados para su uso en la55
descripción incluyen, pero no se limitan a; complejos de lantamida fluorescentes, incluidos los de europio y terbio,
fluoresceína, rodamina, tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, puntos cuánticos (también
referidos como "nanocristales"), pireno, verde malaquita, estilbeno, Amarillo Lucifer, Cascade Blue™, Rojo Texas,
colorantes Cy (Cy3, Cy5, y similares), colorantes Alexa, ficoeritrina, Bodipy, y otros descritos en la sexta edición del  
Molecular Probes Handbook de Richard P. Haugland.60

Dicha marca detectable puede ser una marca radiactivo o puede ser una marca luminiscente, fluorescente o
enzimática. Los procedimientos de detección indirectos comprenden típicamente sondas marcadas covalentemente
con un hapteno o ligando tal como digoxigenina (DIG) o biotina. En una realización, después de la etapa de
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hibridación, el dúplex diana-sonda es detectado por un complejo de anticuerpo- o estreptavidina-enzima. Las
enzimas utilizadas comúnmente en el diagnóstico de ADN son peroxidasa de rábano picante y fosfatasa alcalina.
Los métodos de detección directos incluyen el uso de oligonucleótidos marcados con fluoróforo, oligonucleótidos
marcados con quelatos de lantánidos o productos conjugados de oligonucleótido-enzima. Los ejemplos de marcas
fluoróforo son los colorantes fluoresceína, rodamina y ftalocianina.5

Se entenderá que las realizaciones de la invención incluyen sondas que tienen moléculas de colorantes
fluorescentes, compuestos fluorescentes, u otros radicales fluorescentes. Una molécula de colorante puede emitir
fluorescencia, o ser inducidas a emitir fluorescencia tras la excitación por aplicación de una energía de excitación
adecuada (p.ej., energía electromagnética de longitud de onda adecuada), y también pueden absorber energía10
electromagnética ("sofocar") emitida por otra molécula colorante o radical fluorescente. Se puede utilizar cualquier
molécula compuesto o radical de colorante fluorescente adecuada, en la práctica de la invención. Por ejemplo, los
colorantes fluorescentes adecuados, compuestos, y otros radicales fluorescentes incluyen fluoresceína, 6-
carboxifluoresceína (6-FAM), 2',4',1,4-tetraclorofluoresceina (TET), 2',4',5',7',1,4-hexaclorofluoresceina (HEX), 2',7'-
dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxirrodamina (JOE), 2'-cloro-5'-fluor-7',8'-fenilo fusionado-1,4-dicloro-6-15
carboxifluoresceina (NED) y 2'-cloro-7'-fenil-1,4-dicloro-6-carboxifluoresceína (VIC), colorantes de cianina (p.ej.,
Cy.sup.3, Cy.sup.5, Cy.sup.9, azul de nitrotiazol (NTB)), Cys3, FAM.TM., tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA),
tetrapropano-6-carboxirrodamina (ROX), dipirrometano-fluoruro de boro (Bodipy), dicloro-fluoresceina, dicloro-
rodamina, fluorescein tiosemicarbazida (FTC), cloruro de ácido de sulforrodamina 101 (Rojo Texas), ficoeritrina,
rodamina, carboxitetrametilrrodamina, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), un colorante de Indopyras, ácido20
pireniloxitrisulfonico (Cascade Blue), ácido carboxílico 514 (Oregon Green), eosina, eritrosina, piridiloxazol,
benzoxadiazol, aminonaftaleno, pireno, maleimida, una cumarina, 4-fluoro-7-nitrobenofurazano (NBD), 4-amino-N-[3-
(vinilsulfonil)-fenil]naftalimida-3,6-disulfonato) (Amarillo Lucifer), DABCYL, DABSYL, antraquinona, verde malaquita,
compuestos de nitrotiazol y nitroimidazol, yoduro de propidio, porfirinas, criptatos de lantamida, quelatos de
lantamida, derivados y análogos de los mismos (p.ej., isómeros 5-carboxilados de colorantes de fluoresceína), y25
otros colorantes fluorescentes y moléculas y compuestos fluorescentes.

Se puede marcar un oligonucleótido de acuerdo con los métodos de la invención en el extremo 5' o en el extremo 3'
de al menos una subunidad de la sonda. En realizaciones, los oligonucleótidos se pueden marcar tanto en el
extremo 5' como en el extremo 3'. Alternativamente, se puede marcar al menos una subunidad de la sonda30
internamente, teniendo al menos uno, y, en realizaciones, más de una, marca interna. En las realizaciones, se puede
marcar un oligonucleótido en un extremo y se puede marcar internamente. Los propios oligonucleótidos se sintetizan
utilizando mecanismos que son bien conocidos en la técnica. Los métodos para preparar oligonucleótidos de
secuencia específica son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la clonación y el análisis de productos
digeridos con enzimas de restricción de secuencias apropiadas y la síntesis química directa, incluyendo, por35
ejemplo, el método del fosfotriéster descrito por Narang et al., 1979, Methods in Enzymology, 68:190, el método del
fosfodiéster descrito por Brown et al, 1979, Methods in Enzymology, 68:109., el método del dietilfosforamidato
descrito por Beaucage et al., 1981, Tetrahedron Letters, 22:1859, y el método del soporte sólido descrito en la
Patente de los Estados Unidos Núm. 4.458.066, o mediante otros métodos químicos utilizando un sintetizador de
oligonucleótidos automatizado comercial. También se pueden incluir enlaces modificados por ejemplo,40
fosforotioatos.

Los ejemplos de los modos de detección contemplados para los métodos descritos incluyen, pero no se limitan a,
técnicas espectroscópicas, como la fluorescencia y espectroscopía de UV-Vis, recuento de centelleo, y
espectroscopía de masas. De manera complementaria a estos modos de detección, los ejemplos de las marcas para45
los fines de detección y cuantificación utilizadas en estos métodos incluyen, pero no se limitan a, marcas de
cromóforos, marcas de centelleo, y marcado de masa. Los niveles de expresión de polinucleótidos y polipéptidos
medidos utilizando estos métodos pueden ser normalizados a un control establecido para el propósito de la
determinación diana.

50
La detección de marcas se basará en el tipo de marca utilizada en el ensayo particular. Tales métodos de detección
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, la detección de radioisótopos se puede realizar por autorradiografía,
recuento de centelleo o formación de imágenes de fósforo. Para haptenos o marcas de biotina, la detección se
realiza con un anticuerpo o estreptavidina unidos a una enzima indicadora tal como la peroxidasa de rábano picante
o la fosfatasa alcalina, que se detecta a continuación por medios enzimáticos. Para el fluoróforo o las marcas de55
quelatos de lantánidos, se pueden medir las señales fluorescentes con espectrofluorómetros con o sin el modo de
resolución temporal o utilizando lectores de placas de microtitulación automatizados. Con las marcas enzimáticas, la
detección es por medio del color o el depósito de colorante (fosfato de p-nitrofenilo o fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilo/nitroazul de tetrazolio para la fosfatasa alcalina y 3,3'-diaminobencidina-NiCl2 para la peroxidasa de rábano
picante), fluorescencia (p.ej., fosfato de 4-metil-umbeliferilo para la fosfatasa alcalina) o quimioluminiscencia (los60
sustratos de dioxetano para fosfatasa alcalina Lumiphos 530 de Lumigen Inc., Detroit Mich., o AMPPD y CSPD de
Tropix, Inc.). La detección de quimioluminiscencia se puede llevar a cabo con rayos X o película polaroid o utilizando
luminómetros de recuento de fotones individuales.
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Los métodos, composiciones, sistemas y dispositivos descritos en la presente memoria encuentran uso en la
identificación y cuantificación de un polinucleótido de ADN o ARN diana en una muestra, tal como en un agrupación
de secuencias que incluye una o más secuencias diana, que pueden ser polinucleótidos no relacionados. La
cuantificación de muestras de ácido nucleico específicas se puede lograr mediante la comparación de la señal total
(fluorescente o de otra manera) obtenida durante el análisis con una curva patrón de concentraciones diana de5
polinucleótidos conocidos. Los ejemplos específicos de las aplicaciones incluyen la detección de virus patógenos a
través de la detección de sus biomoléculas tales como ADN o ARN que son indicativas de la presencia de dichas
dianas. Los análisis descritos en este documento se pueden utilizar para detectar e identificar la presencia de
secuencias específicas de ADN y se pueden utilizar en análisis para el diagnóstico de muchos tipos de infecciones y
enfermedades.10

Estos análisis son adecuados para su uso en los productos lisados de células, y también en las muestras
contaminadas. Dado que muchas muestras clínicas son ricas en contaminantes, resulta ventajoso que los análisis
descritos en la presente memoria funcionen en estas condiciones. Aunque muchos métodos se encuentran
actualmente disponibles para la extracción y purificación de ADN a partir de tejidos, los análisis tales como los15
descritos en la presente memoria (kits de Qiagen, etc.), que son competentes en el análisis y el trabajo con muestras
contaminadas, son muy valiosos y aumentan la robustez del análisis. Para el uso de la muestra clínica con los
análisis descritos, se pueden utilizar kits de preparación de muestras. Por ejemplo, se pueden utilizar muestras
sospechosas de contener ADN patógeno. Los kits y protocolos ilustrativos que se pueden utilizar incluyen el kit
QIAamp MinElute Virus Spin Kit proporcionado por Qiagen. Este kit permite el aislamiento de ADN a partir de20
muestras clínicas en aproximadamente 1 hora. Otros métodos para la preparación de muestras están disponibles de
proveedores tales como Promega.

Los polinucleótidos se pueden preparar a partir de muestras usando técnicas conocidas. Por ejemplo, la muestra se
puede tratar para lisar una célula que comprende el polinucleótido diana, usando tampones de lisis conocidos,25
técnicas de sonicación, electroporación, y similares. Muchos métodos para la lisis celular son de conocimiento
común para aquellos entrenados en la técnica.

Los siguientes Ejemplos se proporcionan para como ilustración y no como limitación de la invención.
30

Ejemplos

Las siguientes abreviaturas y definiciones ayudarán a la comprensión de aspecto de la descripción y los análisis
realizados.

35
Ct (Umbral de Ciclo): Número de ciclos (en qPCR) al que la fluorescencia generada dentro de un pocillo de
reacción excede el umbral definido. El umbral es definido arbitrariamente por el fabricante del aparato de qPCR para
reflejar el punto durante la reacción en el que se han acumulado un número suficiente de amplicones.
ADNg (ADN genómico): Ácido desoxirribonucleico que ha sido purificado a partir de tejido y/o células cultivadas.

40
Porcentaje de coeficiente de variación (% CV): El coeficiente de variación (CV) es una medida normalizada de
dispersión de una distribución de probabilidad. Se define como la razón de la desviación típica σ con respecto a la
media μ:

45
Pendiente: La pendiente o gradiente de una línea describe su declive, inclinación o grado. Una pendiente aceptable
de la ecuación de regresión lineal para la qPCR debe estar dentro del intervalo de 3,00 a -3,7.

Valor R cuadrado (R2) (también conocido como el coeficiente de correlación de Pearson): La correlación de la
línea, R2, es una medida de cómo de bien se ajustan los datos al modelo y cómo de bien se ajustan los datos en una50
línea recta. Está influenciado por la precisión del pipeteado y por el rango del análisis. un R2 de ≥ 0,94 es aceptable.

Porcentaje de Eficacia de qPCR (% de Eficacia): La eficiencia de amplificación, E, es la eficacia de la
amplificación a concentraciones variables del molde y se calcula a partir de la pendiente de la curva patrón utilizando
la siguiente fórmula:55

E = 10^(-1/pendiente)

El % de eficacia es el porcentaje del molde que se amplifica en cada ciclo y se calcula utilizando la siguiente fórmula:
60

% Eficacia = (E - 1) x 100%
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El % de eficacia debe estar entre 85% y 115%.

LOD: Límite de detección
LLOQ: Límite inferior de cuantificación.
ND: No detectado.5
NA: No aplicable.
NTC (Control no molde): Una serie de pocillos de reacción en un experimento de qPCR que contiene todos
los reactivos necesarios para la amplificación con tampón de elución o agua sustituidos por el ADN de la
muestra.
qPCR:  Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.10

Ejemplo 1: Diseño de conjuntos de cebador/sonda

Se diseñaron dos conjuntos de sonda/cebador para qPCR específica de XMRV:
15

1. Gag XMRV

XMRV 628F (5'-ACTACCCCTCTGAGTCTAACC-3') (SEQ ID NO: 1)
XMRV764R (5'-GGCCATCCTACATTGAAAGTTG-3') (SEQ ID NO: 2)
sonda gag XMRV (5'-FAM-CGCATTGCATCCAACCAGTCTGTG-3'-BHQ) (SEQ ID NO: 3)20

Las curvas de amplificación se muestran en la Figura 6.

2. Env XMRV
25

XMRV 6252F (5'-TTTGATTCCTCAGTGGGCTC-3') (SEQ ID NO: 4)
XMRV6391R (5'-CGATACAGTCTTAGTCCCCATG-3') (SEQ ID NO: 5)
sonda env XMRV (5'-HEX-CCCTTTTACCCGCGTCAGTGAATTCT-3'-BHQ) (SEQ ID NO: 6)

Se diseñaron dos conjuntos de sonda/cebador para la detección de todos los retrovirus relacionados con MLV. Las30
curvas de amplificación se muestran en la Figura 7.

3. Pol 1 MLV

pol-F (5'-AACAAGCGGGTGGAAGACATC-3') (SEQ ID NO: 7)35
pol-R (5'-CAAAGGCGAAGAGAGGCTGAC-3') (SEQ ID NO: 8)
sonda pol (5'-HEX-CCCACCGTGCCCAACCCTTACAACC-3'-TAMRA) (SEQ ID NO: 9)

4. Pol 2 MLV
40

Cebador Pol2 5' (CAAGGGGCTACTGGAGGAAAG) (SEQ ID NO: 10)
Cebador Pol2 3': (CTTTCCTCCATGTACCAGACTG) (SEQ ID NO: 11)
Sonda Pol2: (5'-HEX/TATCGCTGGACCACGGATCGCAA/3BHQ_1) (SEQ ID NO: 12)

Se diseñaron dos conjuntos de sonda/cebador para la detección del virus MLV anfotrópico:45

5. Env2 MLV

Cebador Env2 5': 5'-ACCCTCAACCGCCCCTACAAGT-3' (SEQ ID NO: 13)
Cebador Env2 3': 5'-GTTAAGCGCCTGATAGGCTC-3' (SEQ ID NO: 14)50
Sonda Env2: 5'-/FAM/CCCCAAATGAAAGACCCCCGCTGACG/BHQ/-3' (SEQ ID NO: 15)

6. MLV LTR:

Cebador 5' = MLV-U3-B: AGC CCA CAA CCC CTC ACT C (SEQ ID NO: 16)55
Cebador 3' = 3-MLV-Psi: TCT CCC GAT CCC GGA CGA (SEQ ID NO: 17)
Sonda FAM = MLV-U5-Psi: FAM-CCCCAAATGAAAGACCCCCGCTGACG 3BHQ_1 (SEQ ID NO: 18)

Se diseñó un conjunto de sonda/cebador para la detección de un gen de la citosina desaminasa (CD).
60

7. CD:

Cebador yCD2 5': (ATC ATC ATG TAC GGC ATC CCT AG) (SEQ ID NO: 19)
Cebador yCD2 3': (TGA ACT GCT TCA TCA GCT TCT TAC) (SEQ ID NO: 20)
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Sonda yCD2: (5FAM/TCA TCG TCA ACA ACC ACC ACC TCG T/3BHQ_1) (SEQ ID NO: 21)

Los oligonucleótidos para los conjuntos de sonda/cebador fueron encargados a IDT (Integrated DNA Technologies,
Inc., San Diego, California).

5
Ejemplo 2: Preparación de ADN genómico a partir de sangre y otros tejidos de mamíferos incluyendo seres
humanos y cánidos para las pruebas de PCR.

El análisis qPCR de XMRV (virus xenotrópico relacionado con el virus de la leucemia murina) se realiza para
cuantificar el ADN. La extracción de ADN total de las muestras de los especímenes se genera por medios10
convencionales, tales como el uso de kits disponibles comercialmente (QIAGEN DNA blood mini kit, QIAGEN DNA
Tissue Kit, Promega DNA Tissue Kit, Promega DNA Cell Kit). Se establece una curva de cuantificación con 8
muestras no cero que comprenden diluciones seriadas de número de copias definido de plásmido de referencia para
generar un valor Ct frente a la correlación del número de copias. El análisis de regresión lineal genera una ecuación
que se utiliza para calcular el número de copias en la muestra. La generación de curvas cuantitativa se muestran15
para gag XMRV (Figura 8), env XMRV (Figura 9), Pol2 XMRV (Figura 10).

Ejemplo 3: Preparación de plasma de seres humanos y perros para las pruebas de RT-PCR.

La sangre se recogió en tubos de recogida de sangre, y el suero o el plasma preparados a partir de la sangre20
completa por medios convencionales. El análisis de RT-PCR de XMRV (virus xenotrópico relacionado con el virus de
la leucemia murina) se lleva a cabo para cuantificar el ARN de muestras biológicas, tales como sangre completa y
plasma, sin la necesidad de extracción de ARN. El análisis emplea un procedimiento de amplificación de dos etapas
consistiendo la etapa inicial en la distribución de 2 μL de muestra experimental directamente a una mezcla de
reacción de ADNc. Tras la finalización de la síntesis de ADNc mediante transcriptasa inversa (RT), se retira una25
alícuota de 2 μL, se transfiere a una mezcla de reacción de qPCR y se realiza un protocolo de qPCR. Una curva de
cuantificación se establece con 6 muestras no cero que comprenden diluciones seriadas de número de copias
definido de vector de referencia para generar un valor Ct frente a la correlación del número de copias. El análisis de
regresión lineal genera una ecuación que se utiliza para calcular el número de copias en la muestra. La generación
de curvas cuantitativas se muestra en la Figura 15.30

Ejemplo 4: Normalización y validación de las pruebas de ADN mediante QPCR.

Se realizaron una serie de experimentos como se indica a continuación:
35

1) Para optimizar los parámetros de los ciclos del protocolo de PCR cuantitativa (qPCR) para la detección
XMRV incluyendo concentraciones de cebador y sonda y temperatura de reasociación.
2) Para evaluar la sensibilidad de detección en el ADN genómico (ADNg) de sangre completa humana
enriquecido elegido como diana con los conjuntos de cebadores/sonda env XMRV, gag XMRV y pol2 XMRV
utilizando qPCR.40
3) Para evaluar el uso de un conjunto adicional de tres etapas pre-ciclo (definido como una fase) en el
protocolo de qPCR con respecto a la sensibilidad de detección.
4) Para evaluar la variación de la sensibilidad de detección de XMRV de fuentes independientes de sangre
completa humana.
5) Para evaluar para la recuperación del control positivo de XMRV 22Rv1 enriquecido en ADNg de sangre45
completa humana.

Diseño del análisis

a. Optimización de los parámetros de los ciclos para el protocolo de qPCR.50

Se prepararon una matriz de cebadores y sonda en diversas combinaciones de concentraciones y se utilizaron para
elegir como diana el plásmido XMRV apropiado (pUC57 XMRV gag, pET28b XMRV env o pAZ3-emd pol2) que
contiene el gen de interés. La elección de las concentraciones óptimas de cebadores se realiza basándose en la
comparación del valor Ct, la desviación típica y las unidades de fluorescencia relativa (RFU). Se utilizó SYBR Green55
para el análisis qPCR optimización concentración de cebador y TaqMan se utilizó para el análisis de optimización de
la concentración de la sonda. La optimización de la temperatura de reasociación se llevó a cabo mediante la
realización de un gradiente de temperatura de reasociación de qPCR que oscilaba de 50°C a 65°C. Los plásmidos
específicos para el gen de interés fueron elegidos como diana con los conjuntos de cebadores de XMRV apropiados.

60
b. Sensibilidad de detección en ADNg de sangre completa humana enriquecido con ADN de plásmido y
elegido como diana con conjuntos de cebador/sonda env XMRV, gag XMRV o pol2 XMRV utilizando qPCR.

El ADN genómico extraído de sangre completa humana, se enriqueció con números de copias conocidos de ADN
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plasmídico que contenía el gen de interés. Se realizaron diluciones logarítmicas seriadas del ADNg enriquecido y se
realizó qPCR. Las muestras se eligieron como diana con conjuntos de cebador/sonda env XMRV (Figura 9), gag
XMRV (Figura 8) y pol2 XMRV (Figura 10) en reacciones de qPCR individuales.

c. Sensibilidad de detección en ADNg de sangre completa humana enriquecido con ADN de plásmido y5
elegido como diana con conjuntos de cebador/sonda env XMRV, gag XMRV o pol2 XMRV utilizando un
protocolo de qPCR de una fase.

El ADNg de sangre completa humana se enriqueció con números de copias conocidos de ADN de plásmido que
contenía el gen de interés. Se prepararon diluciones logarítmicas seriadas del ADNg enriquecido y se realizó una10
versión modificada del protocolo de qPCR mediante la adición de un conjunto de tres etapas pre-ciclo (definidas
como un protocolo de qPCR de una sola fase) para el protocolo de qPCR actual. Las muestras se eligieron como
diana con conjuntos de cebador/sonda env XMRV (Figura 9), gag XMRV (Figura 8) y pol2 XMRV (Figura 10) en
reacciones de qPCR individuales.

15
d. Evaluación de la sensibilidad de detección de XMRV a partir de sangre completa humana procedente de
donantes sanos y enriquecida con ADN de plásmido.

Se utilizó el ADN genómico de sangre completa de donantes sanos para su enriquecimiento en números de copias
conocidos de ADN de plásmido. Se realizaron diluciones seriadas del ADNg para generar 1E3, 1E2, 1E1 y 1E020
copias por reacción. Se llevaron a cabo un protocolo de qPCR de 0 fases y de 1 fase. Las muestras se eligieron
como diana con conjuntos de cebador/sonda env XMRV (Figura 12), gag XMRV (Figura 11) o pol2 XMRV (Figura
13) en reacciones de qPCR individuales.

e. Evaluación de la recuperación de control positivo 22rev1 enriquecido en ADNg de sangre completa25
humana.

El ADNg de 22RV1 (positivo para XMRV, E.C. Knouf et al. J. Virol 83:78353-7356, 2009), se enriqueció en ADNg de
sangre completa humana purificada (pre- y post-extracción de ADNg) a diluciones logarítmicas crecientes (un control
de muestra de sangre humana y una muestra TE se enriquecieron pre-extracción con 500 ng de ADNg de 22Rv130
para producir una concentración final de ~2,5 ng/l). Se realizó un protocolo de qPCR de 0 fases y protocolo de 1 fase
con cebadores dirigidos a las secuencias gag XMRV, env XMRV y pol XMRV.

Se llevaron a cabo optimizaciones (concentración de cebador y temperatura) para el conjunto de cebador Pol.
35

Los conjuntos de cebadores gag XMRV y env XMRV son específicos de XMRV, mientras que los conjuntos de
cebadores Pol detectan tanto MLV como XMRV.

Un protocolo qPCR utilizado para los 4 conjuntos de cebadores: BioRad Supermix65.prcl
40

Etapa 1: 95°C 5 min

Etapa 2: 95°C 15 seg

Etapa 3: 65°C 30 seg [repita la etapa 2-3 44X veces más]

Las Figuras 6 y 7 muestran los resultados obtenidos mediante los métodos y composiciones descritos anteriormente.

El TaqqMan® Gold RT-PCR Kit y PCR TaqMan Universal Master Mix se obtienen de PE Biosystems. El RNAeasy®
Mini Kit y QIAamp® RNA Viral Mini Kit se obtienen de Qiagen. Los diversos materiales de cultivo celular y las45
muestras biológicas que se deben someter a ensayo obtenidos de proveedores o sujetos.

Los productos aislados recombinantes de MLV comprenden las secuencias expuestas en la Solicitud Internacional
Núm. PCT/US09/58512 y publicada el 1 de abril de 2010 como publicación Núm. WO 2010/036986.

50
Se diseñaron dos conjuntos de cebador/sonda para la detección de XMRV como se ha expuesto anteriormente. Se
utilizaron un cebador directo (FP), un cebador inverso (RP), y una sonda para la detección de gag XMRV y env
XMRV. Se utilizó un tercer conjunto de cebador/sonda para la detección de XMRV y MLV utilizando los cebadores
anteriores que amplifican la región pol de XMRV y MLV.

55
La mezcla de reacción de qPCR contiene cebadores 900 nM (tanto directos como inversos) y sonda 200 nM. Las
concentraciones sometidas a ensayo para que sean eficaces para la detección incluyen, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 nM y cualquier razón entre 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 de concentraciones de cebador. La activación de la
polimerasa Taq se consigue a 95°C durante 5 minutos seguido de cuarenta y cuatro ciclos de desnaturalización a
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95°C durante 15 segundos y reasociación y elongación a 65°C durante 30 segundos.

Ejemplo 5: Detección de MLV en muestras de tejido incluidas en parafina fijadas con formalina.

Los tumores de los ratones se retiraron y se dividieron en 2 partes iguales. Una parte del tumor se fijó en formalina,5
se incluyó en parafina y la otra parte del tumor se congeló a -80°C. El tejido de tumor de ratón FFPE se cortó por la
mitad, enriqueciendo una mitad con una cantidad de número de copias conocido de pAZ3-emd y la otra mitad no se
enriqueció. Una cantidad del número de copias conocido de pAZ3-emd se añadió al tejido de ratón fresco congelado
y tampón de incubación pre-procesamiento. Los tejidos de ratón de nueva aportación FFPE y congelados se
incubaron a 56°C durante la noche en un tampón de incubación pre-procesamiento que contenía proteinasa K y10
ditiotreitol (DTT). El día siguiente, el tejido de ratón se procesó en el aparato Maxwell 16 para extraer el ADNg como
en el procedimiento convencional. La concentración de ADNg extraído se cuantificó en el Nanodrop 1000. El ADN
extraído se sometió a ensayo para determinar la presencia de MLV y las secuencias env2 mediante qPCR con los
resultados mostrados en la Figura 14.

15
Ejemplo 6: Análisis RT-PCR de XMRV/MLV.

El análisis de RT-PCR de XMRV (virus xenotrópico relacionado con el virus de la leucemia murina) se lleva a cabo
para cuantificar el ARN de muestras biológicas, por ejemplo de sangre completa y plasma, sin la necesidad de
extracción de ARN. El análisis emplea un procedimiento de amplificación de dos etapas, consistiendo la etapa inicial20
en la distribución de 2 μL de muestra experimental directamente en una mezcla de reacción de ADNc. Tras la
finalización de la síntesis de ADNc mediante transcriptasa inversa (RT), se retira una alícuota de 2 μL, se transfiere a
una mezcla de reacción qPCR y se realiza un protocolo de qPCR. Se establece una curva de cuantificación con 7
muestras no cero que comprenden diluciones seriadas de número de copias definido de vector de referencia para
generar un valor Ct frente a la correlación del número de copias. El análisis de regresión lineal genera una ecuación25
que se utiliza para calcular el número de copias en la muestra. (Figura 15).

Se utilizan cuatro muestras de control y un control de reactivo para este análisis y se ejecutan en paralelo con todas
las muestras de ensayo. La reacción de dos etapas requiere controles tanto para el procedimiento de RT como para
el procedimiento de qPCR. Por lo tanto, se incluyen un control positivo, uno negativo y uno no molde para la etapa30
de síntesis de ADNc y se incluyen un control positivo, negativo y no molde para la porción de qPCR del
procedimiento.

Se enriquece una muestra matriz negativa (es decir, sangre completa) con una cantidad definida de vector viral de
22Rv1 (véase la descripción en 'Patrón de Referencia'). Este control se prepara de nuevo con cada ronda para35
determinar la eficacia de la generación de ADNc en la etapa de RT.

El ADN genómico 22rev1 que contiene las secuencias integradas del vector retroviral de XMRV proporciona la mejor
imitación biofísica de la diana de amplificación real que se va escrutar en tejidos del paciente.

40
Una muestra matriz negativa (es decir sangre completa) se utiliza como un control negativo de RT, ya que no
contiene ninguna secuencia endógena de XMRV detectable. Este control se prepara de nuevo con cada ronda para
verificar que no se generan productos no específicos durante la síntesis de ADNc de la etapa de qRT. La
confirmación se obtiene tras la finalización del procedimiento de qPCR. No se espera ninguna amplificación.

45
ADN aislado de células U-87 no infectadas se utiliza como control negativo ya que no contiene ninguna secuencia
endógena detectable por los conjuntos de cebadores de XMRV.

Se ha demostrado que la línea de células epiteliales de carcinoma de próstata humano 22Rv1 producen alta
titulación del retrovirus XMRV humano. Esta línea celular se adquirió de la ATCC y se propagó en medio RPMI-164050
que contiene 10% de FBS, piruvato de sodio y Glutamax. La línea celular se pasó cuatro veces antes de obtener el
sobrenadante que contiene el vector viral. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0,45 micras y se
almacenó a -80°C.

El vector 22Rv1 de referencia se utilizó para enriquecer PBS para generar una curva de cuantificación. Se diluyeron55
seriadamente los números de copias conocidos de vector para generar un valor Ct frente a la correlación del número
de copias. El análisis de regresión lineal genera una ecuación que se utilizó para calcular el número de copias en la
muestra. El número de copias se determinó mediante un análisis de titulación que mide el número de copias del
genoma viral integrado en el genoma de las células diana (unidades de transducción, UT). El número de copias se
midió en equivalentes de UT.60

Se realizaron varios estudios para determinar los conjuntos de cebadores apropiados, la concentración óptima para
las reacciones y la temperatura óptima para los parámetros de ciclación. Los conjuntos de cebadores específicos se
diseñaron y se sometieron a ensayo para el material derivado de seres humanos. El objetivo de estos experimentos
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era identificar conjuntos de cebadores que eran específicos de XMRV y no presentaban fondo en muestras de
ensayo.

Se identificaron los siguientes conjuntos de cebadores para elegir como genes específicos para XMRV:
5

1. Gag XMRV

XMRV 628F (5'-ACTACCCCTCTGAGTCTAACC-3') (SEQ ID NO: 1)
XMRV764R (5'-GGCCATCCTACATTGAAAGTTG-3') (SEQ ID NO: 2)
sonda gag XMRV (5'-FAM-CGCATTGCATCCAACCAGTCTGTG-3'-BHQ) (SEQ ID NO: 3)10

2. Env XMRV

XMRV 6252F (5'-TTTGATTCCTCAGTGGGCTC-3') (SEQ ID NO: 4)
XMRV6391R (5'-CGATACAGTCTTAGTCCCCATG-3') (SEQ ID NO: 5)15
sonda de env XMRV (5'-HEX-CCCTTTTACCCGCGTCAGTGAATTCT-3'-BHQ) (SEQ ID NO: 6)

Se diseñaron dos conjuntos de cebador/sonda para la detección de todos los retrovirus relacionados con MLV y
XMRV.

20
3. Pol 1 MLV

pol-F (5'-AACAAGCGGGTGGAAGACATC-3') (SEQ ID NO: 7)
pol-R (5'-CAAAGGCGAAGAGAGGCTGAC-3') (SEQ ID NO: 8)
sonda pol (5'-HEX-CCCACCGTGCCCAACCCTTACAACC-3'-TAMRA) (SEQ ID NO: 9)25

4. Pol 2 MLV

Cebador Pol2 5' (CAAGGGGCTACTGGAGGAAAG) (SEQ ID NO: 10)
Cebador Pol2 3': (CTTTCCTCCATGTACCAGACTG) (SEQ ID NO: 11)30
Sonda Pol2: (5HEX/TATCGCTGGACCACGGATCGCAA/3BHQ_1) (SEQ ID NO: 12)

Se diseñaron dos conjuntos de cebador/sonda para la detección del virus MLV anfotrópico.

5. Env2 MLV35

Cebador Env2 5': 5'-ACCCTCAACCGCCCCTACAAGT-3' (SEQ ID NO: 13)
Cebador Env2 3': 5'-GTTAAGCGCCTGATAGGCTC-3' (SEQ ID NO: 14)
sonda Env2: 5'-/FAM/CCCCAAATGAAAGACCCCCGCTGACG/BHQ/-3' (SEQ ID NO: 15)

40
6. MLV LTR

Se diseñó un conjunto de cebador/sonda para la detección de MLV en la secuencia LTR

Cebador 5' MLVLTR: AGC CCA CAA CCC CTC ACT C (SEQ ID NO: 16)45
Cebador 3' MLVLTR TCT CCC GAT CCC GGA CGA (SEQ ID NO: 17)
Sonda MLVLTR: FAM-CCCCAAATGAAAGACCCCCGCTGACG 3BHQ_1 (SEQ ID NO: 18)

7. Gen de citosina desaminasa
50

Se diseñó un conjunto de cebadores para la detección del gen de la citosina desaminasa

Cebador 5' yCD2: (ATC ATC ATG TAC GGC ATC CCT AG) (SEQ ID NO: 19)
Cebador 3' yCD2: (TGA ACT GCT TCA TCA GCT TCT TAC) (SEQ ID NO: 20)
Sonda yCD2: (5FAM/TCA TCG TCA ACA ACC ACC ACC TCG T/3BHQ_1) (SEQ ID NO: 21).55

Ejemplo 7: Seguimiento de pacientes de GBM tratados con un vector de MLV.

Se llevó a cabo una prueba abierta, de dosis ascendente de la seguridad y tolerabilidad de dosis crecientes de Toca
511 administrado a sujetos con Glioma de Alto Grado (incluyendo GBM) recurrente que han sido sometidos a cirugía60
seguida de radiación y quimioterapia adyuvante (véase http[:]//clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01156584?
térm=Tocagen&rank=1). Se prepararon dosis ascendentes de Toca 511 (también conocido como T5.0002)
adecuado para uso clínico (documento WO2010148203) y se suministraron a través de inyección estereotáctica
transcraneal en el tumor. La dosis inicial fue de 2,6 x 103 UT/g. Los sujetos que cumplieron todos los criterios de
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inclusión y ninguno de los de exclusión recibieron Toca 511 vía inyección transcraneal estereotáctica en su tumor.
Aproximadamente tres semanas (± 1 semana) después los sujetos se sometieron a una exploración MRI realzada
con gadolinio (Gd-MRI) de partida y a continuación comenzaron el tratamiento con oral de 5-FC a aproximadamente
130 mg/kg/día durante 6 días. En el cuarto, quinto o sexto día de la dosificación se determinó la concentración
mínima en suero de 5-FC y se ajustó la dosis de 5-FC en los ciclos posteriores para mantener la concentración5
mínima en el rango terapéutico. Si se toleraran, estos cursos de 6 días de 5-FC se repitieron aproximadamente cada
4 semanas (± 1 semana) hasta la institución del nuevo tratamiento antineoplásico para determinar la progresión
tumoral. Los sujetos se someten a Gd-MRI aproximadamente cada 8 semanas. La respuesta tumoral se evalúa
mediante los criterios de Macdonald. Se sigue un algoritmo de aumento de dosis a escala convencional. Se evalúan
tres sujetos en cada uno de hasta cuatro niveles de dosificación de Toca 511 (2,6 x 103, 9,5 x 103, 2,5 x 104, y la10
Dosis Máxima Posible [DMP], que no exceda 1 x 105 UT/g). Hasta el momento han sido tratados tres pacientes en el
nivel más bajo de dosis. Dos pacientes 101 y 102 se controlaron usando la prueba qPCR de ADN de sangre
completa (Conjunto de cebador/sonda MLVLTR) y RT-qPCR utilizando el conjunto de cebador-sonda env2 MLV.
Además, se controlaron la saliva y la orina mediante qPCR de ADN, y se midieron anticuerpos contra el vector
(Aplicación ELISA MLV ref?). Estos datos se muestran en la Figura 16.15

Otros cebadores útiles en los métodos y la composición de la descripción para la detección de virus relacionados
con XMRV y MLV incluyen los de la Tabla 1.
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Tabla 1:

Definición
secuencia

Calificación
del par

Longitud
del producto

Tm
producto

Cebador efector Cebador antisentido Posición 5
XMRV

Posición 3
XMRV

XMRV 1581-1778 66,8 178 78,2 AGGTAGGAACCACCTAGTCC AGGGTCATAAGGAGTGTACC 1581 1758

XMRV 1581-1778 63,6 168 78,3 AGGTAGGAACCACCTAGTCC GGAGTGTACCTGCGATAGGC 1581 1748

XMRV 1581-1778 63,5 198 78,9 AGGTAGGAACCACCTAGTCC GTTTCTTGCCCTGGGTCCTC 1581 1778

XMRV 1581-1778 62,5 188 78,8 AGGTAGGAACCACCTAGTCC CTGGGTCCTCAGGGTCATAA 1581 1768

XMRV 1581-1778 60,1 173 78 AGGTAGGAACCACCTAGTCC CATAAGGAGTGTACCTGCGA 1581 1753

XMRV 1729-1948 73,3 195 75,8 TCGCAGGTACACTCCTTATG TCTCTTTCTTCCGGGGTTTC 1734 1928

XMRV 1729-1948 69,8 215 76 TCGCAGGTACACTCCTTATG TTTCTCTCCTGATACGTTCC 1734 1948

XMRV 1729-1948 69 200 76 TCGCAGGTACACTCCTTATG GTTCCTCTCTTTCTTCCGGG 1734 1933

XMRV 1729-1948 68,2 200 76 GCCTATCGCAGGTACACTCC TCTCTTTCTTCCGGGGTTTC 1729 1928

XMRV 1729-1948 66 205 76,2 GCCTATCGCAGGTACACTCC GTTCCTCTCTTTCTTCCGGG 1729 1933

XMRV 1729-1948 66 210 76,2 TCGCAGGTACACTCCTTATG CTCCTGATACGTTCCTCTCT 1734 1943

XMRV 1729-1948 63,8 180 75,1 TTATGACCCTGAGGACCCAG TCTCTTTCTTCCGGGGTTTC 1749 1928

XMRV 1729-1948 61,8 200 75,4 TTATGACCCTGAGGACCCAG TTTCTCTCCTGATACGTTCC 1749 1948

XMRV 1729-1948 61,4 210 75,8 GGTACACTCCTTATGACCCT TTTCTCTCCTGATACGTTCC 1739 1948

XMRV 1729-1948 61,1 185 75,3 TTATGACCCTGAGGACCCAG GTTCCTCTCTTTCTTCCGGG 1749 1933

La Tabla 2 proporciona pares adicionales de cebadores y sondas que son útiles en los métodos y composiciones de
la descripción, por ejemplo para la PCR cuantitativa y RT-PCR cuantitativa, y útil para XMRV o XMRV y MLV
detección de virus relacionados:5
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gag XMRV 82,7 66,7 56 106 1015 1121 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 114 1015 1128 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 114 1015 1128 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 114 1015 1128 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 114 1015 1128 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 114 1015 1128 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 114 1015 1128 no
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gag XMRV 84,9 67,6 60 129 1015 1143 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 129 1015 1143 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 129 1015 1143 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 129 1015 1143 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 129 1015 1143 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 129 1015 1143 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 139 1015 1153 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 139 1015 1153 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 139 1015 1153 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 139 1015 1153 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 139 1015 1153 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 139 1015 1153 no
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gag XMRV 84,9 67,6 60 140 1015 1154 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 140 1015 1154 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 140 1015 1154 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 140 1015 1154 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 140 1015 1154 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 140 1015 1154 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 142 1015 1156 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 142 1015 1156 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 142 1015 1156 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 142 1015 1156 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 142 1015 1156 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 142 1015 1156 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 144 1015 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 144 1015 1158 no
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gag XMRV 82,7 66,7 56 144 1015 1158 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 144 1015 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 144 1015 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 144 1015 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 188 1015 1203 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 191 1015 1206 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 191 1015 1206 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 194 1015 1208 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 194 1015 1208 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 194 1015 1208 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 194 1015 1208 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 194 1015 1208 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 194 1015 1208 no
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gag XMRV 84,9 67,6 60 199 1015 1214 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 199 1015 1214 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 199 1015 1214 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 106 1016 1121 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 106 1016 1121 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 106 1016 1121 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 106 1016 1121 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 106 1016 1121 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 111 1016 1126 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 111 1016 1126 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 111 1016 1126 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 111 1016 1126 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 111 1016 1126 no
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gag XMRV 81,6 66,3 58,3 111 1016 1126 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 188 1016 1203 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 188 1016 1203 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 188 1016 1203 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 188 1016 1203 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 188 1016 1203 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 191 1016 1206 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 191 1016 1206 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 191 1016 1206 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 191 1016 1206 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 195 1016 1210 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 195 1016 1210 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 195 1016 1210 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 195 1016 1210 no
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gag XMRV 82,3 66,5 56 195 1016 1210 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 195 1016 1210 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 199 1016 1214 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 199 1016 1214 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 199 1016 1214 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 127 1017 1143 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 127 1017 1143 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 127 1017 1143 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 127 1017 1143 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 127 1017 1143 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 127 1017 1143 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 137 1017 1153 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 137 1017 1153 no

E14191299
09-01-2018ES 2 655 500 T3

 



42

S
e
cu

e
n
ci

a

C
la

si
fic

a
ci

ó
n

S
e
cu

e
n
ci

a
d
e

la
so

n
d
a

tm G
C

%

L
o
n
g
itu

d
d
e
l

p
ro

d
u
ct

o

C
e
b
a
d
o
r

e
fe

ct
o
r

C
e
b
a
d
o
r

a
n
tis

e
n
tid

o

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

5
'X

M
R

V

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

3
'

X
M

R
V

D
e
te

ct
a

M
L
V

re
la

ci
o
n
a
d
o
s

y
X

M
R

V

gag XMRV 82,7 66,7 56 137 1017 1153 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 137 1017 1153 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 137 1017 1153 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 137 1017 1153 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 138 1017 1154 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 138 1017 1154 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 138 1017 1154 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 138 1017 1154 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 138 1017 1154 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 138 1017 1154 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 140 1017 1156 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 140 1017 1156 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 140 1017 1156 no
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gag XMRV 82,5 66,6 60,9 140 1017 1156 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 140 1017 1156 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 140 1017 1156 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 142 1017 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 142 1017 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 142 1017 1158 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 142 1017 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 142 1017 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 142 1017 1158 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 186 1018 1203 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 186 1018 1203 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 186 1018 1203 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 186 1018 1203 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 186 1018 1203 no
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gag XMRV 81,6 66,3 58,3 186 1018 1203 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 197 1018 1214 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 197 1018 1214 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 197 1018 1214 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 197 1018 1214 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 197 1018 1214 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 197 1018 1214 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 135 1019 1153 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 135 1019 1153 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 135 1019 1153 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 135 1019 1153 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 135 1019 1153 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 135 1019 1153 no

E14191299
09-01-2018ES 2 655 500 T3

 



45

S
e
cu

e
n
ci

a

C
la

si
fic

a
ci

ó
n

S
e
cu

e
n
ci

a
d
e

la
so

n
d
a

tm G
C

%

L
o
n
g
itu

d
d
e
l

p
ro

d
u
ct

o

C
e
b
a
d
o
r

e
fe

ct
o
r

C
e
b
a
d
o
r

a
n
tis

e
n
tid

o

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

5
'X

M
R

V

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

3
'

X
M

R
V

D
e
te

ct
a

M
L
V

re
la

ci
o
n
a
d
o
s

y
X

M
R

V

gag XMRV 84,9 67,6 60 136 1019 1154 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 136 1019 1154 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 136 1019 1154 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 136 1019 1154 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 136 1019 1154 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 140 1019 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 140 1019 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 140 1019 1158 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 140 1019 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 136 1019 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 140 1019 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 140 1019 1158 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 92 1030 1121 no
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gag XMRV 83,5 67 58,3 92 1030 1121 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 92 1030 1121 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 92 1030 1121 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 92 1030 1121 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 92 1030 1121 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 99 1030 1128 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 99 1030 1128 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 99 1030 1128 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 99 1030 1128 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 99 1030 1128 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 99 1030 1128 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 114 1030 1143 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 114 1030 1143 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 114 1030 1143 no
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gag XMRV 82,5 66,6 60,9 114 1030 1143 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 114 1030 1143 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 124 1030 1153 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 124 1030 1153 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 124 1030 1153 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 124 1030 1153 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 124 1030 1153 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 124 1030 1153 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 125 1030 1154 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 125 1030 1154 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 125 1030 1154 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 125 1030 1154 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 125 1030 1154 no
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gag XMRV 81,6 66,3 58,3 125 1030 1154 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 127 1030 1156 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 127 1030 1156 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 127 1030 1156 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 127 1030 1156 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 127 1030 1156 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 127 1030 1156 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 132 1030 1158 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 129 1030 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 132 1030 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 129 1030 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 132 1030 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 129 1030 1158 no
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gag XMRV 82,5 66,6 60,9 132 1030 1158 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 129 1030 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 132 1030 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 129 1030 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 132 1030 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 129 1030 1158 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 174 1030 1203 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 174 1030 1203 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 174 1030 1203 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 174 1030 1203 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 174 1030 1203 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 174 1030 1203 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 177 1030 1206 no

E14191299
09-01-2018ES 2 655 500 T3

 



50

S
e
cu

e
n
ci

a

C
la

si
fic

a
ci

ó
n

S
e
cu

e
n
ci

a
d
e

la
so

n
d
a

tm G
C

%

L
o
n
g
itu

d
d
e
l

p
ro

d
u
ct

o

C
e
b
a
d
o
r

e
fe

ct
o
r

C
e
b
a
d
o
r

a
n
tis

e
n
tid

o

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

5
'X

M
R

V

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

3
'

X
M

R
V

D
e
te

ct
a

M
L
V

re
la

ci
o
n
a
d
o
s

y
X

M
R

V

gag XMRV 83,5 67 58,3 177 1030 1206 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 177 1030 1206 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 177 1030 1206 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 177 1030 1206 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 177 1030 1206 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 181 1030 1210 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 181 1030 1210 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 181 1030 1210 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 181 1030 1210 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 181 1030 1210 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 114 1030 1210 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 181 1030 1210 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 185 1030 1214 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 185 1030 1214 no
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gag XMRV 82,7 66,7 56 185 1030 1214 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 185 1030 1214 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 185 1030 1214 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 185 1030 1214 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 197 1030 1226 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 197 1030 1226 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 197 1030 1226 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 197 1030 1226 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 197 1030 1226 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 197 1030 1226 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 90 1032 1121 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 90 1032 1121 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 90 1032 1121 no
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gag XMRV 82,5 66,6 60,9 90 1032 1121 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 90 1032 1121 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 90 1032 1121 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 95 1032 1126 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 95 1032 1126 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 95 1032 1126 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 95 1032 1126 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 95 1032 1126 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 95 1032 1126 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 97 1032 1128 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 97 1032 1128 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 97 1032 1128 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 97 1032 1128 no
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gag XMRV 82,3 66,5 56 97 1032 1128 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 97 1032 1128 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 99 1032 1130 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 99 1032 1130 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 99 1032 1130 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 99 1032 1130 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 99 1032 1130 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 99 1032 1130 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 112 1032 1143 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 112 1032 1143 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 112 1032 1143 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 112 1032 1143 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 112 1032 1143 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 112 1032 1143 no
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gag XMRV 84,9 67,6 60 122 1032 1153 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 122 1032 1153 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 122 1032 1153 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 122 1032 1153 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 122 1032 1153 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 122 1032 1153 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 123 1032 1154 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 123 1032 1154 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 123 1032 1154 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 123 1032 1154 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 123 1032 1154 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 123 1032 1154 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 125 1032 1156 no
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gag XMRV 84,9 67,6 60 172 1032 1156 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 125 1032 1156 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 125 1032 1156 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 125 1032 1156 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 125 1032 1156 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 125 1032 1156 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 127 1032 1158 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 130 1032 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 127 1032 1158 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 130 1032 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 127 1032 1158 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 130 1032 1158 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 127 1032 1158 no
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gag XMRV 82,5 66,6 60,9 130 1032 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 127 1032 1158 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 130 1032 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 127 1032 1158 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 130 1032 1161 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 172 1032 1203 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 172 1032 1203 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 172 1032 1203 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 172 1032 1203 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 172 1032 1203 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 175 1032 1206 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 175 1032 1206 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 175 1032 1206 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 175 1032 1206 no
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gag XMRV 82,3 66,5 56 175 1032 1206 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 175 1032 1206 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 179 1032 1210 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 179 1032 1210 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 179 1032 1210 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 179 1032 1210 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 179 1032 1210 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 179 1032 1210 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 183 1032 1214 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 183 1032 1214 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 183 1032 1214 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 183 1032 1214 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 183 1032 1214 no
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gag XMRV 81,6 66,3 58,3 183 1032 1214 no

gag XMRV 84,9 67,6 60 195 1032 1226 no

gag XMRV 83,5 67 58,3 195 1032 1226 no

gag XMRV 82,7 66,7 56 195 1032 1226 no

gag XMRV 82,5 66,6 60,9 195 1032 1226 no

gag XMRV 82,3 66,5 56 195 1032 1226 no

gag XMRV 81,6 66,3 58,3 195 1032 1226 no

pol XMRV 75,1 68,8 64 173 2919 3091 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 176 2919 3094 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 122 2920 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 169 2920 3088 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 183 2920 3102 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 174 2921 3094 sí
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pol XMRV 75,1 68,8 64 174 2921 3094 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 181 2921 3101 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 181 2921 3101 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 120 2922 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 120 2922 3041 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 123 2922 3044 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 181 2922 3102 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 181 2922 3102 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 124 2923 3046 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 128 2933 3060 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 128 2933 3060 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 147 2933 3079 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 147 2933 3079 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 159 2933 3091 sí
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pol XMRV 75,1 68,8 64 159 2933 3091 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 162 2933 3094 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 162 2933 3094 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 108 2934 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 108 2934 3041 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 111 2934 3044 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 111 2934 3044 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 113 2934 3046 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 113 2934 3046 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 132 2934 3065 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 132 2934 3065 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 140 2934 3073 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 140 2934 3073 sí
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pol XMRV 75,6 67,1 56 142 2934 3075 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 142 2934 3075 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 155 2934 3088 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 155 2934 3088 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 200 2934 3133 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 200 2934 3133 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 106 2936 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 106 2936 3041 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 109 2936 3044 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 109 2936 3044 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 111 2936 3046 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 111 2936 3046 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 125 2936 3060 sí
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pol XMRV 75,1 68,8 64 125 2936 3060 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 130 2936 3065 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 138 2936 3073 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 138 2936 3073 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 140 2936 3075 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 140 2936 3075 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 144 2936 3079 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 144 2936 3079 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 153 2936 3088 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 153 2936 3088 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 156 2936 3091 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 156 2936 3091 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 159 2936 3094 sí

ES 2 655 500 T3

 



63

S
e
cu

e
n
ci

a

C
la

si
fic

a
ci

ó
n

S
e
cu

e
n
ci

a
d
e

la
so

n
d
a

tm G
C

%

L
o
n
g
itu

d
d
e
l

p
ro

d
u
ct

o

C
e
b
a
d
o
r

e
fe

ct
o
r

C
e
b
a
d
o
r

a
n
tis

e
n
tid

o

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

5
'X

M
R

V

C
o
o
rd

e
n
a
d
a

3
'

X
M

R
V

D
e
te

ct
a

M
L
V

re
la

ci
o
n
a
d
o
s

y
X

M
R

V

pol XMRV 75,1 68,8 64 159 2936 3094 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 167 2936 3102 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 167 2936 3102 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 198 2936 3133 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 198 2936 3133 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 104 2938 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 104 2938 3041 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 109 2938 3046 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 109 2938 3046 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 123 2938 3060 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 123 2938 3060 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 128 2938 3065 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 142 2938 3079 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 142 2938 3079 sí
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pol XMRV 75,6 67,1 56 154 2938 3091 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 154 2938 3091 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 157 2938 3094 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 157 2938 3094 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 184 2938 3121 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 184 2938 3121 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 106 2939 3044 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 106 2939 3044 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 135 2939 3073 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 135 2939 3073 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 137 2939 3075 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 137 2939 3075 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 150 2939 3088 sí
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pol XMRV 75,1 68,8 64 150 2939 3088 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 164 2939 3102 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 164 2939 3102 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 195 2939 3133 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 195 2939 3133 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 198 2939 3136 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 198 2939 3136 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 102 2940 3041 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 102 2940 3041 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 107 2940 3046 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 107 2940 3046 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 152 2940 3091 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 152 2940 3091 sí
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pol XMRV 75,6 67,1 56 155 2940 3094 sí

pol XMRV 75,1 68,8 64 155 2940 3094 sí

pol XMRV 75,6 67,1 56 148 2941 3088 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 116 3030 3145 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 116 3030 3145 sí

pol XMRV 76 67,3 60 116 3030 3145 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 116 3030 3145 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 126 3037 3162 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 165 3037 3201 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 84 3038 3121 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 84 3038 3121 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 96 3038 3133 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 96 3038 3133 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 126 3038 3162 sí
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pol XMRV 77,2 68,9 64 149 3038 3186 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 149 3038 3186 sí

pol XMRV 76 67,3 60 149 3038 3186 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 149 3038 3186 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 165 3038 3201 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 178 3038 3215 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 178 3038 3215 sí

pol XMRV 76 67,3 60 178 3038 3215 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 178 3038 3215 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 189 3038 3226 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 189 3038 3226 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 98 3039 3136 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 98 3039 3136 sí
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pol XMRV 75,5 67 62,5 98 3039 3136 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 107 3039 3145 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 107 3039 3145 sí

pol XMRV 76 67,3 60 107 3039 3145 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 107 3039 3145 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 109 3039 3147 no

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 109 3039 3147 no

pol XMRV 76 67,3 60 109 3039 3147 no

pol XMRV 75,5 67 62,5 109 3039 3147 no

pol XMRV 77,2 68,9 64 119 3039 3157 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 119 3039 3157 sí

pol XMRV 76 67,3 60 119 3039 3157 sí
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pol XMRV 77,2 68,9 64 124 3039 3162 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 124 3039 3162 sí

pol XMRV 76 67,3 60 124 3039 3162 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 124 3039 3162 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 157 3039 3195 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 157 3039 3195 sí

pol XMRV 76 67,3 60 157 3039 3195 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 157 3039 3195 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 159 3039 3197 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 159 3039 3197 sí

pol XMRV 76 67,3 60 159 3039 3197 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 159 3039 3197 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 163 3039 3201 sí
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pol XMRV 76 67,3 60 163 3039 3201 sí
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pol XMRV 77,2 68,9 64 168 3039 3206 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 168 3039 3206 sí

pol XMRV 76 67,3 60 168 3039 3206 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 168 3039 3206 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 178 3039 3216 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 178 3039 3216 sí

pol XMRV 76 67,3 60 178 3039 3216 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 178 3039 3216 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 181 3039 3219 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 181 3039 3219 sí
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pol XMRV 77,2 68,9 64 198 3039 3236 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 198 3039 3236 sí

pol XMRV 76 67,3 60 198 3039 3236 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 198 3039 3236 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 82 3040 3121 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 82 3040 3121 no

pol XMRV 77,2 68,9 64 94 3040 3133 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 94 3040 3133 sí

pol XMRV 76 67,3 60 94 3040 3133 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 94 3040 3133 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 110 3040 3149 no
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pol XMRV 76,5 67,7 66,7 110 3040 3149 no

pol XMRV 76 67,3 60 110 3040 3149 no

pol XMRV 75,5 67 62,5 110 3040 3149 no

pol XMRV 77,2 68,9 64 126 3040 3165 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 126 3040 3165 sí

pol XMRV 76 67,3 60 126 3040 3165 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 126 3040 3165 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 132 3040 3171 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 132 3040 3171 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 147 3040 3186 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 147 3040 3186 sí

pol XMRV 76 67,3 60 147 3040 3186 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 147 3040 3186 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 181 3040 3220 sí
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pol XMRV 76,5 67,7 66,7 181 3040 3220 sí

pol XMRV 76 67,3 60 181 3040 3220 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 181 3040 3220 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 183 3040 3222 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 183 3040 3222 sí

pol XMRV 76 67,3 60 183 3040 3222 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 183 3040 3222 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 187 3040 3226 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 187 3040 3226 sí

pol XMRV 76 67,3 60 187 3040 3226 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 187 3040 3226 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 188 3040 3227 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 188 3040 3227 sí
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pol XMRV 76 67,3 60 188 3040 3227 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 188 3040 3227 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 200 3040 3239 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 200 3040 3239 sí

pol XMRV 76 67,3 60 200 3040 3239 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 200 3040 3239 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 96 3041 3136 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 96 3041 3136 sí

pol XMRV 76 67,3 60 96 3041 3136 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 96 3041 3136 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 107 3041 3147 no

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 107 3041 3147 no

pol XMRV 76 67,3 60 107 3041 3147 no
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pol XMRV 75,5 67 62,5 107 3041 3147 no

pol XMRV 77,2 68,9 64 196 3041 3236 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 196 3041 3236 sí

pol XMRV 76 67,3 60 196 3041 3236 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 196 3041 3236 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 80 3042 3121 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 80 3042 3121 sí

pol XMRV 76 67,3 60 80 3042 3121 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 80 3042 3121 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 92 3042 3133 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 92 3042 3133 sí

pol XMRV 76 67,3 60 92 3042 3133 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 92 3042 3133 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 104 3042 3145 sí
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pol XMRV 76,5 67,7 66,7 104 3042 3145 sí

pol XMRV 76 67,3 60 104 3042 3145 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 104 3042 3145 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 130 3042 3171 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 130 3042 3171 sí

pol XMRV 76 67,3 60 130 3042 3171 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 130 3042 3171 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 145 3042 3186 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 145 3042 3186 sí

pol XMRV 76 67,3 60 145 3042 3186 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 145 3042 3186 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 154 3042 3195 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 154 3042 3195 sí
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pol XMRV 76 67,3 60 154 3042 3195 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 154 3042 3195 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 156 3042 3197 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 156 3042 3197 sí

pol XMRV 76 67,3 60 156 3042 3197 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 156 3042 3197 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 160 3042 3201 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 160 3042 3201 sí

pol XMRV 76 67,3 60 160 3042 3201 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 160 3042 3201 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 174 3042 3215 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 174 3042 3215 sí

pol XMRV 76 67,3 60 174 3042 3215 sí
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pol XMRV 75,5 67 62,5 174 3042 3215 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 175 3042 3216 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 175 3042 3216 sí

pol XMRV 76 67,3 60 175 3042 3216 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 175 3042 3216 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 179 3042 3220 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 179 3042 3220 sí

pol XMRV 76 67,3 60 179 3042 3220 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 179 3042 3220 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 181 3042 3222 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 181 3042 3222 sí

pol XMRV 76 67,3 60 181 3042 3222 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 181 3042 3222 sí
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pol XMRV 77,2 68,9 64 185 3042 3226 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 185 3042 3226 sí

pol XMRV 76 67,3 60 185 3042 3226 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 185 3042 3226 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 186 3042 3227 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 186 3042 3227 sí

pol XMRV 76 67,3 60 186 3042 3227 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 186 3042 3227 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 94 3043 3136 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 94 3043 3136 sí

pol XMRV 76 67,3 60 94 3043 3136 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 94 3043 3136 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 194 3043 3236 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 194 3043 3236 sí
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pol XMRV 76 67,3 60 194 3043 3236 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 194 3043 3236 sí

pol XMRV 77,2 68,9 64 197 3043 3239 sí

pol XMRV 76,5 67,7 66,7 197 3043 3239 sí

pol XMRV 76 67,3 60 89 3045 3133 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 89 3045 3133 sí

pol XMRV 76 67,3 60 92 3045 3136 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 92 3045 3136 sí

pol XMRV 76 67,3 60 101 3045 3145 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 101 3045 3145 sí

pol XMRV 76 67,3 60 151 3045 3195 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 151 3045 3195 sí

pol XMRV 76 67,3 60 153 3045 3197 sí
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pol XMRV 75,5 67 62,5 153 3045 3197 sí

pol XMRV 76 67,3 60 158 3045 3201 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 158 3045 3201 sí

pol XMRV 76 67,3 60 172 3045 3215 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 172 3045 3215 sí

pol XMRV 76 67,3 60 192 3045 3236 sí

pol XMRV 75,5 67 62,5 192 3045 3236 sí

env XRMV 76,9 68,1 60 94 6367 6460 no

env XRMV 76,9 68,1 60 135 6368 6502 no

env XRMV 76,9 68,1 60 172 6368 6539 no

env XRMV 76,9 68,1 60 200 6368 6567 no

env XRMV 76,9 68,1 60 90 6369 6458 no

env XRMV 76,9 68,1 60 115 6369 6483 no
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env XRMV 76,9 68,1 60 122 6369 6490 no

env XRMV 76,9 68,1 60 126 6369 6494 no

env XRMV 76,9 68,1 60 155 6369 6523 no

env XRMV 76,9 68,1 60 159 6369 6526 no

env XRMV 76,9 68,1 60 167 6369 6535 no

env XRMV 76,9 68,1 60 169 6369 6537 no

env XRMV 76,9 68,1 60 189 6369 6557 no

env XRMV 76,9 68,1 60 195 6369 6561 no

env XRMV 76,9 68,1 60 193 6369 6561 no

env XRMV 76,9 68,1 60 189 6370 6558 no

env XRMV 76,9 68,1 60 153 6371 6523 no

env XRMV 76,9 68,1 60 182 6371 6552 no

env XRMV 76,9 68,1 60 180 6373 6552 no

env XRMV 76,9 68,1 60 86 6375 6460 no
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env XRMV 76,9 68,1 60 109 6375 6483 no

env XRMV 76,9 68,1 60 149 6375 6523 no

env XRMV 76,9 68,1 60 152 6375 6526 no

env XRMV 76,9 68,1 60 178 6375 6552 no

env XRMV 76,9 68,1 60 187 6375 6561 no

env XRMV 76,9 68,1 60 193 6375 6567 no

env XRMV 76,9 68,1 60 83 6376 6458 no

env XRMV 76,9 68,1 60 108 6376 6483 no

env XRMV 76,9 68,1 60 148 6376 6523 no

env XRMV 76,9 68,1 60 162 6376 6537 no

env XRMV 76,9 68,1 60 183 6376 6558 no

env XRMV 76,9 68,1 60 150 6377 6526 no

env XRMV 76,9 68,1 60 159 6377 6535 no
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env XRMV 76,9 68,1 60 163 6377 6539 no

env XRMV 76,9 68,1 60 176 6377 6552 no

env XRMV 76,9 68,1 60 185 6377 6561 no

env XRMV 76,9 68,1 60 191 6377 6567 no

env XRMV 76,9 68,1 60 106 6378 6483 no

env XRMV 76,9 68,1 60 146 6378 6523 no

env XRMV 76,9 68,1 60 160 6378 6537 no

env XRMV 76,9 68,1 60 181 6378 6558 no

env XRMV 76,9 68,1 60 186 6535 6554 no

env XRMV 76,9 68,1 60 178 6535 6554 no

env XRMV 76,9 68,1 60 180 6535 6554 no

env XRMV 76,9 68,1 60 184 6535 6554 no

env XRMV 76,9 68,1 60 182 6535 6554 no
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env XRMV 76,9 68,1 60 191 6538 6557 no

env XRMV 76,9 68,1 60 183 6538 6557 no

env XRMV 76,9 68,1 60 184 6538 6557 no

env XRMV 76,9 68,1 60 181 6538 6557 no

env XRMV 76,9 68,1 60 186 6538 6557 no

env XRMV 77,1 68,5 64 95 6550 6644 no

env XRMV 77,1 68,5 64 111 6550 6660 no

env XRMV 77,1 68,5 64 116 6550 6665 no

env XRMV 77,1 68,5 64 121 6550 6670 no

env XRMV 77,1 68,5 64 123 6550 6672 no

env XRMV 77,1 68,5 64 128 6550 6677 no

env XRMV 77,1 68,5 64 129 6550 6678 no

env XRMV 77,1 68,5 64 133 6550 6682 no

env XRMV 77,1 68,5 64 142 6550 6691 no
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env XRMV 77,1 68,5 64 150 6550 6699 no

env XRMV 77,1 68,5 64 154 6550 6703 no

env XRMV 77,1 68,5 64 155 6550 6704 no

env XRMV 77,1 68,5 64 89 6552 6640 no

env XRMV 77,1 68,5 64 93 6552 6644 no

env XRMV 77,1 68,5 64 100 6552 6651 no

env XRMV 77,1 68,5 64 97 6552 6651 no

env XRMV 77,1 68,5 64 101 6552 6652 no

env XRMV 77,1 68,5 64 109 6552 6660 no

env XRMV 77,1 68,5 64 114 6552 6665 no

env XRMV 77,1 68,5 64 138 6552 6669 no

env XRMV 77,1 68,5 64 119 6552 6670 no

env XRMV 77,1 68,5 64 121 6552 6672 no
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env XRMV 77,1 68,5 64 126 6552 6677 no

env XRMV 77,1 68,5 64 127 6552 6678 no

env XRMV 77,1 68,5 64 131 6552 6682 no

env XRMV 77,1 68,5 64 140 6552 6691 no

env XRMV 77,1 68,5 64 143 6552 6694 no

env XRMV 77,1 68,5 64 148 6552 6699 no

env XRMV 77,1 68,5 64 152 6552 6703 no

env XRMV 77,1 68,5 64 153 6552 6704 no

env XRMV 77,1 68,5 64 159 6552 6710 no

env XRMV 77,1 68,5 64 161 6552 6712 no

env XRMV 77,1 68,5 64 182 6552 6732 no

env XRMV 77,1 68,5 64 187 6552 6738 no

env XRMV 77,1 68,5 64 180 6553 6732 no
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env XRMV 77,1 68,5 64 86 6555 6640 no

env XRMV 77,1 68,5 64 90 6555 6644 no

env XRMV 77,1 68,5 64 106 6555 6660 no

env XRMV 77,1 68,5 64 111 6555 6665 no

env XRMV 77,1 68,5 64 135 6555 6669 no

env XRMV 77,1 68,5 64 116 6555 6670 no

env XRMV 77,1 68,5 64 118 6555 6672 no

env XRMV 77,1 68,5 64 123 6555 6677 no

env XRMV 77,1 68,5 64 124 6555 6678 no

env XRMV 77,1 68,5 64 128 6555 6682 no

env XRMV 77,1 68,5 64 137 6555 6691 no

env XRMV 77,1 68,5 64 140 6555 6694 no

env XRMV 77,1 68,5 64 145 6555 6699 no

env XRMV 77,1 68,5 64 149 6555 6703 no
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env XRMV 77,1 68,5 64 150 6555 6704 no

env XRMV 77,1 68,5 64 178 6555 6732 no

env XRMV 76,8 68 62,5 159 6605 6763 no

env XRMV 76,5 67,7 60 159 6605 6763 no

env XRMV 76,5 67,7 60 127 6606 6732 no

env XRMV 76,8 68 62,5 93 6607 6699 no

env XRMV 76,5 67,7 60 93 6607 6699 no

env XRMV 76,8 68 62,5 97 6607 6703 no

env XRMV 76,5 67,7 60 97 6607 6703 no

env XRMV 76,8 68 62,5 127 6607 6732 no

env XRMV 76,8 68 62,5 157 6607 6763 no

env XRMV 76,5 67,7 60 157 6607 6763 no

env XRMV 76,8 68 62,5 158 6607 6764 no
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env XRMV 76,5 67,7 60 158 6607 6764 no

env XRMV 76,8 68 62,5 159 6607 6765 no

env XRMV 76,5 67,7 60 159 6607 6765 no

env XRMV 76,8 68 62,5 161 6607 6767 no

env XRMV 76,5 67,7 60 161 6607 6767 no

env XRMV 76,8 68 62,5 163 6607 6769 no

env XRMV 76,5 67,7 60 163 6607 6769 no

env XRMV 76,8 68 62,5 185 6607 6791 no

env XRMV 76,5 67,7 60 185 6607 6791 no

env XRMV 76,8 68 62,5 192 6607 6798 no

env XRMV 76,5 67,7 60 192 6607 6798 no

env XRMV 76,8 68 62,5 196 6607 6802 no

env XRMV 76,5 67,7 60 196 6607 6802 no
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env XRMV 76,8 68 62,5 200 6607 6806 no

env XRMV 76,5 67,7 60 200 6607 6806 no

env XRMV 76,8 68 62,5 103 6608 6710 no

env XRMV 76,5 67,7 60 103 6608 6710 no

env XRMV 76,8 68 62,5 178 6608 6785 no

env XRMV 76,5 67,7 60 178 6608 6785 no

env XRMV 76,8 68 62,5 181 6608 6788 no

env XRMV 76,5 67,7 60 181 6608 6788 no

env XRMV 76,8 68 62,5 152 6612 6763 no

env XRMV 76,5 67,7 60 152 6612 6763 no

env XRMV 76,8 68 62,5 153 6612 6764 no

env XRMV 76,5 67,7 60 153 6612 6764 no

env XRMV 76,8 68 62,5 195 6612 6806 no
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env XRMV 76,5 67,7 60 195 6612 6806 no

env XRMV 76,8 68 62,5 98 6613 6710 no

env XRMV 76,5 67,7 60 98 6613 6710 no

env XRMV 76,8 68 62,5 153 6613 6765 no

env XRMV 76,5 67,7 60 153 6613 6765 no

env XRMV 76,8 68 62,5 176 6613 6788 no

env XRMV 76,5 67,7 60 176 6613 6788 no

env XRMV 76,8 68 62,5 85 6615 6699 no

env XRMV 76,5 67,7 60 85 6615 6699 no

env XRMV 76,8 68 62,5 89 6615 6703 no

env XRMV 76,5 67,7 60 89 6615 6703 no

env XRMV 76,8 68 62,5 96 6615 6710 no

env XRMV 76,5 67,7 60 96 6615 6710 no

env XRMV 76,8 68 62,5 150 6615 6763 no

ES 2 655 500 T3
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env XRMV 76,5 67,7 60 150 6615 6763 no

env XRMV 76,8 68 62,5 150 6615 6764 no

env XRMV 76,5 67,7 60 150 6615 6764 no

env XRMV 76,8 68 62,5 151 6615 6765 no

env XRMV 76,5 67,7 60 151 6615 6765 no

env XRMV 76,8 68 62,5 153 6615 6767 no

env XRMV 76,5 67,7 60 153 6615 6767 no

env XRMV 76,8 68 62,5 155 6615 6769 no

env XRMV 76,5 67,7 60 155 6615 6769 no

env XRMV 76,8 68 62,5 171 6615 6785 no

env XRMV 76,5 67,7 60 171 6615 6785 no

env XRMV 76,8 68 62,5 174 6615 6788 no

env XRMV 76,5 67,7 60 174 6615 6788 no

ES 2 655 500 T3
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env XRMV 76,8 68 62,5 184 6615 6798 no

env XRMV 76,5 67,7 60 184 6615 6798 no

env XRMV 76,8 68 62,5 188 6615 6802 no

env XRMV 76,5 67,7 60 188 6615 6802 no

env XRMV 76,8 68 62,5 192 6615 6806 no

env XRMV 76,5 67,7 60 192 6615 6806 no

env XRMV 76,8 68 62,5 195 6615 6809 no

env XRMV 76,5 67,7 60 195 6615 6809 no

env XRMV 76,8 68 62,5 196 6615 6810 no

env XRMV 76,5 67,7 60 196 6615 6810 no

env XRMV 76,8 68 62,5 148 6616 6763 no

env XRMV 76,5 67,7 60 148 6616 6763 no

env XRMV 76,8 68 62,5 83 6617 6699 no
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env XRMV 76,5 67,7 60 83 6617 6699 no

env XRMV 76,8 68 62,5 87 6617 6703 no

env XRMV 76,5 67,7 60 87 6617 6703 no

env XRMV 76,8 68 62,5 148 6617 6764 no

env XRMV 76,5 67,7 60 148 6617 6764 no

env XRMV 76,8 68 62,5 190 6617 6806 no

env XRMV 76,5 67,7 60 190 6617 6806 no

env XRMV 76,8 68 62,5 193 6617 6809 no

env XRMV 76,5 67,7 60 193 6617 6809 no

env XRMV 76,8 68 62,5 79 6621 6699 no

env XRMV 76,5 67,7 60 79 6621 6699 no

env XRMV 76,8 68 62,5 83 6621 6703 no

env XRMV 76,5 67,7 60 83 6621 6703 no

env XRMV 76,8 68 62,5 143 6621 6763 no
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env XRMV 76,5 67,7 60 143 6621 6763 no

env XRMV 76,8 68 62,5 144 6621 6764 no

env XRMV 76,5 67,7 60 144 6621 6764 no

env XRMV 76,8 68 62,5 165 6621 6785 no

env XRMV 76,5 67,7 60 165 6621 6785 no

env XRMV 76,8 68 62,5 167 6622 6788 no

env XRMV 76,5 67,7 60 167 6622 6788 no

env XRMV 76,8 68 62,5 163 6623 6785 no

env XRMV 76,5 67,7 60 163 6623 6785 no

env XRMV 76,8 68 62,5 165 6624 6788 no

env XRMV 76,5 67,7 60 165 6624 6788 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 88 6832 6919 no

env XRMV 75,7 67,1 60 88 6832 6919 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 113 6832 6944 no

env XRMV 75,7 67,1 60 113 6832 6944 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 141 6832 6972 no

env XRMV 75,7 67,1 60 141 6832 6972 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 160 6832 6991 no

env XRMV 75,7 67,1 60 160 6832 6991 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 173 6832 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 173 6832 7004 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 178 6832 7009 no

env XRMV 75,7 67,1 60 178 6832 7009 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 180 6832 7011 no

env XRMV 75,7 67,1 60 180 6832 7011 no

env XRMV 75,7 67,1 60 174 6832 7011 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 182 6832 7013 no

env XRMV 75,7 67,1 60 182 6832 7013 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 185 6832 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 185 6832 7016 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 186 6832 7017 no

env XRMV 75,7 67,1 60 186 6832 7017 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 187 6832 7018 no

env XRMV 75,7 67,1 60 187 6832 7018 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 147 6833 6979 no

env XRMV 75,7 67,1 60 147 6833 6979 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 171 6834 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 171 6834 7004 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 176 6834 7009 no

env XRMV 75,7 67,1 60 176 6834 7009 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 178 6834 7011 no

env XRMV 75,7 67,1 60 178 6834 7011 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 183 6834 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 183 6834 7016 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 184 6834 7017 no

env XRMV 75,7 67,1 60 184 6834 7017 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 185 6834 7018 no

env XRMV 75,7 67,1 60 185 6834 7018 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 157 6835 6991 no

env XRMV 75,7 67,1 60 157 6836 6991 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 169 6836 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 169 6836 7004 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 176 6836 7011 no
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env XRMV 75,7 67,1 60 176 6836 7011 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 183 6836 7018 no

env XRMV 75,7 67,1 60 183 6836 7018 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 107 6838 6944 no

env XRMV 75,7 67,1 60 107 6838 6944 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 135 6838 6972 no

env XRMV 75,7 67,1 60 135 6838 6972 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 142 6838 6979 no

env XRMV 75,7 67,1 60 142 6838 6979 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 151 6838 6988 no

env XRMV 75,7 67,1 60 151 6838 6988 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 154 6838 6991 no

env XRMV 75,7 67,1 60 154 6838 6991 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 161 6838 6998 no

env XRMV 75,7 67,1 60 161 6838 6998 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 167 6838 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 167 6838 7004 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 173 6838 7009 no

env XRMV 75,7 67,1 60 173 6838 7009 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 174 6838 7011 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 176 6838 7013 no

env XRMV 75,7 67,1 60 176 6838 7013 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 180 6838 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 180 6838 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 181 6838 7017 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 181 6838 7018 no

env XRMV 75,7 67,1 60 181 6838 7018 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 171 6839 7009 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 80 6840 6919 no

env XRMV 75,7 67,1 60 80 6840 6919 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 81 6840 6920 no

env XRMV 75,7 67,1 60 81 6840 6920 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 105 6840 6944 no

env XRMV 75,7 67,1 60 105 6840 6944 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 133 6840 6972 no

env XRMV 75,7 67,1 60 133 6840 6972 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 140 6840 6979 no

env XRMV 75,7 67,1 60 140 6840 6979 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 149 6840 6988 no

env XRMV 75,7 67,1 60 149 6840 6988 no
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env XRMV 75,9 67,2 65,2 152 6840 6991 no

env XRMV 75,7 67,1 60 152 6840 6991 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 165 6840 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 165 6840 7004 no

env XRMV 75,7 67,1 60 171 6840 7009 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 172 6840 7011 no

env XRMV 75,7 67,1 60 172 6840 7011 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 174 6840 7013 no

env XRMV 75,7 67,1 60 174 6840 7013 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 178 6840 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 178 6840 7016 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 179 6840 7017 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 181 6840 7017 no
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env XRMV 75,7 67,1 60 179 6840 7017 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 179 6840 7018 no

env XRMV 75,7 67,1 60 179 6840 7018 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 158 6841 6998 no

env XRMV 75,7 67,1 60 158 6841 6998 no

env XRMV 75,9 67,2 65,2 176 6841 7016 no

env XRMV 75,7 67,1 60 176 6841 7016 no

El análisis de RT-PCR se lleva a cabo para cuantificar el ARN de muestras biológicas, tales como sangre completa y
plasma, sin necesidad de extracción de ARN. El análisis emplea un procedimiento de amplificación de dos etapas
consistiendo la etapa inicial consiste en la distribución de 2 μL de muestra experimental directamente en una mezcla5
de reacción de ADNc. Tras la finalización de la síntesis de ADNc mediante transcriptasa inversa (RT), se retira una
alícuota de 2 μL, se transfiere a una mezcla de reacción de qPCR y se realiza un protocolo de qPCR

En un aspecto separado, el ARN se aísla a partir de sobrenadantes de cultivo celular, sangre completa o plasma
utilizando QIAamp®viral RNA Mini Kit. El ARN se utiliza a continuación para la transcripción inversa. Después de la10
transcripción inversa, el ADNc se somete a análisis de qPCR.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Tocagen Inc.
Jolly, Douglas
Lin, Amy5
Perez, Omar
<120> DETECCIÓN DE RETROVIRUS

<130> 00014-010WO1
10

<140> No conocida aún 
<141> 2011-07-16

<150> US 61/365,297
<151> 2010-07-1615

<150> 61/386,941
<151> 2010-09-27

<150> 61/391,36020
<151> 2010-10-08

<160> 25

<170> PatentIn versión 3.525

<210> 1
<211> 21
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial30

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 135
actacccctc tgagtctaac c 21

<210> 2
<211> 22
<212> ADN 40
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

45
<400> 2
ggccatccta cattgaaagt tg 22

<210> 3
<211> 2450
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Sonda oligonucleotídica55

<400> 3
cgcattgcat ccaaccagtc tgtg 24

<210> 460
<211> 20
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial
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<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 4
tttgattcct cagtgggctc 205

<210> 5
<211> 22
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial10

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 515
cgatacagtc ttagtcccca tg 22

<210> 6
<211> 26
<212> ADN 20
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Sonda oligonucleotídica

25
<400> 6
cccttttacc cgcgtcagtg aattct 26

<210> 7
<211> 2130
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico35

<400> 7
aacaagcggg tggaagacat c 21

<210> 840
<211> 21
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 45
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 8
caaaggcgaa gagaggctga c 21

50
<210> 9
<211> 25
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

55
<220> 
<223> Sonda oligonucleotídica

<400> 9
cccaccgtgc ccaaccctta caacc 2560

<210> 10
<211> 21
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

5
<400> 10
caaggggcta ctggaggaaa g 21

<210> 11
<211> 2210
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico15

<400> 11
ctttcctcca tgtaccagac tg 22

<210> 1220
<211> 23
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 25
<223> Sonda oligonucleotídica

<400> 12
tatcgctgga ccacggatcg caa 23

30
<210> 13
<211> 22
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

35
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 13
accctcaacc gcccctacaa gt 2240

<210> 14
<211> 20
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial45

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 1450
gttaagcgcc tgataggctc 20

<210> 15
<211> 26
<212> ADN 55
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Sonda oligonucleotídica

60
<400> 15
ccccaaatga aagacccccg ctgacg 26

<210> 16
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<211> 19
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 5
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 16
agcccacaac ccctcactc 19

10
<210> 17
<211> 18
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

15
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

<400> 17
tctcccgatc ccggacga 1820

<210> 18
<211> 26
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial25

<220> 
<223> Sonda oligonucleotídica

<400> 1830
ccccaaatga aagacccccg ctgacg 26

<210> 19
<211> 23
<212> ADN 35
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico

40
<400> 19
atcatcatgt acggcatccc tag 23

<210> 20
<211> 2445
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico50

<400> 20
tgaactgctt catcagcttc ttac 24

<210> 2155
<211> 25
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

<220> 60
<223> Sonda oligonucleotídica

<400> 21
tcatcgtcaa caaccaccac ctcgt 25
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<210> 22
<211> 11892
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial5

<220> 
<223> RCR Vector - pAC3-yCD2

<400> 2210
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<210> 23
<211> 11892
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> RCR Vector - pAC3-yCD

10
<400> 23
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<210> 24
<211> 12007
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> RCR Vector - pACE-CD

10
<400> 24
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<210> 25
<211> 11893
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial

<220> 
<223> RCR Vector - pAC3-yCD2

10
<400> 25
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REIVINDICACIONES

1. Una composición que comprende un par de cebadores y una sonda seleccionados del grupo que consiste en:
(a) SEQ ID NO: 7, 8 y 9; y
(b) SEQ ID NO: 10, 11 y 12.5

2. Un método de determinación del contenido viral de una muestra in vitro de un sujeto que va a experimentar o está 
experimentando una terapia de suministro génico retroviral utilizando un virus relacionado con MLV, que comprende:

poner en contacto la muestra con uno o más pares de cebadores como se expone en la reivindicación 1, 
en condiciones adecuadas para la amplificación de ácido nucleico para obtener productos amplificados;10
poner en contacto la muestra con una o más sondas que hibridan con el producto amplificado;
detectar un producto hibridado;
indicar que el sujeto tiene un contenido viral que comprende un virus relacionado con MLV.

3. El método de la reivindicación 2, en donde el virus relacionado con MLV es un vector retroviral recombinante 15
utilizado en terapia génica,
y/o en donde el método se lleva a cabo antes de un régimen terapéutico que comprende un vector para terapia 
génica, y/o en donde el método se lleva a cabo antes de suministrar un vector retroviral relacionado con MLV para 
suministro de genes,
y/o en donde el método se lleva a cabo después del suministro de un vector retroviral relacionado con MLV para el 20
suministro de genes,
y/o en donde el virus relacionado con MLV comprende una LTR 5', genes gag, pol, env, un dominio regulador 3' del 
gen env unido a un polinucleótido heterólogo que se va a suministrar y una LTR 3' y un promotor para la expresión 
en células de mamífero en la LTR 5', preferiblemente en donde el dominio regulador es sitio interno de entrada al 
ribosoma (IRES),25
y/o preferiblemente en donde el polinucleótido heterólogo codifica un polipéptido que tiene actividad citosina
desaminasa,
y/o en donde el método controla la diseminación del vector retroviral relacionado con MLV, preferiblemente en donde
el método se lleva a cabo rutinariamente en el transcurso de años.

30
4. Un método para detectar la presencia de un agente viral en una muestra que comprende:

medir la cantidad de un polinucleótido en una muestra utilizando una reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa u otro procedimiento de amplificación que comprende un par de cebadores y una sonda
oligonucleotídicos seleccionados entre:
(i) SEQ ID NO: 7, 8 y 9; y35
(ii) SEQ ID NO: 10, 11 y 12.

5. El método de la reivindicación 4, en donde el polinucleótido es ADN,
y/o en donde el polinucleótido es ARN,
y/o en donde la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa es una RT-qPCR,40
y/o en donde la medición detecta una única copia de un ácido nucleico relacionado con un agente viral,
y/o en donde el agente viral comprende un virus relacionado con MLV,
y/o en donde la muestra es tejido de mamífero,
y/o en donde la muestra es sangre de mamífero,
y/o en donde el agente viral es un vector de terapia génica, preferiblemente en donde el vector de terapia génica es 45
un vector de replicación competente,
y/o en donde el método se lleva a cabo antes de un régimen de dosificación terapéutico que comprende un 
tratamiento con un vector para terapia génica,
y/o en donde el método se lleva a cabo para controlar la dosificación de un régimen terapéutico que comprende un 
vector para terapia génica en un sujeto,50
y/o en donde el vector para terapia génica comprende un vector de MLV de replicación competente,
y/o en donde el método se lleva a cabo después de un régimen terapéutico que comprende un vector para terapia 
génica,
y/o en donde el método se lleva a cabo para controlar la dosificación de un régimen terapéutico que comprende un 
vector para terapia génica,55
y/o en donde la muestra es de un sujeto humano.

6. Un kit para llevar a cabo el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, comprendiendo el kit un par de 
cebadores como se define en la reivindicación 1.

60
7. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 para la detección de <100 copias de ADN relacionado 
con MLV en una muestra extraída de secciones histopatológicas fijadas,
y/o para la detección de <100 copias de ARN relacionado con MLV en una muestra extraída de secciones 
histopatológicas fijadas.
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8. Un método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el método es un método para la detección de 
virus relacionados con MLV en plasma o suero de un anfitrión mamífero.

9. Un método de escrutinio de un suministro de sangre o banco de tejidos para determinar la infección por un virus 
relacionado con MLV que comprende una reacción de amplificación en el suministro de sangre o banco de tejidos 5
utilizando un par de cebadores como se expone en la reivindicación 1, y la detección del producto amplificado.

10. El método de 9, en donde el método comprende adicionalmente la detección de un virus MLV anfotrópico 
utilizando un par de cebadores y una sonda seleccionados entre:

los SEQ ID NO: 13, 14 y 15; y10
los SEQ ID NO: 16, 17 y 18;
y/o el método comprende adicionalmente la detección de un gen de citosina desaminasa utilizando un 
cebador y una sonda de los SEQ ID NO: 19, 20, y 21.
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Patrones 
XMRV-gag

qPCR de 1 Fase_Patrones de Plásmidos pUC57 XMRV gag 
Copias introducidas pUC57 XMRV gag/Reacción N Filas Ct medio Desviación Típica

1E0 2 34,88 0,23
1E1 3 30,37 0,16
1E2 3 27,07 0,03
1E3 3 23,27 0,14
1E4 3 20,39 0,09
1E5 3 16,63 0,03
1E6 3 14,43 0,07
1E7 3 12,51 0,04

FIGURA 8A
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Controles
qPCR de 1 Fase_Controles XMRV gag 

Controles N Filas Ct medio Desviación Típica Media de 
Copias/Reacción

22Rv1 Pos 3 14,63 0,03 870088,25
sangre h Neg 3 ND ND ND

NTC 3 ND ND ND

FIGURA 8B

Experimentación (en ADNg de sangre humana)
qPCR de 1 Fase ADNg de Sangre Humana Enriquecido con pUC57-XMRV gag 

Muestra
(ADNg de sangre 

humana)

pUC57-
XMRV gag

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción % Recuperación de 
Copias/reacción

Puro

1E0 3 34,31 0,42 0,58 58,00
1E1 3 31,04 0,15 6,09 60,90
1E2 3 27,56 0,14   75,23 75,23
1E3 3 23,83 0,11 1120,42 112,04
1E4 3 21,46 0,1   6206,85 62,07
1E5 3 17,48 0,19 110994,26 110,99
1E6 3 15,23 0,08 564101,99 56,41
1E7 3 12,91 0,07 3026602,41 30,27

FIGURA 8C

Patrones
XMRV-env

qPCR de 1 Fase_Patrones de Plásmidos pET28b XMRV env 
Copias introducidas pET28b XMRV env/Reacción N Filas Ct medio Desviación Típica

1E0 3 33,68 0,98
1E1 3 29,56 0,13
1E2 3 26,5 0,08
1E3 3 23,31 0,09
1E4 3 20,1 0,12
1E5 3 16,42 0,06
1E6 3 14,41 0,05
1E7 3 12,07 0,02

FIGURA 9A
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Controles
qPCR de 1 Fase_Controles XMRV env 

Controles N Filas Ct medio Desviación Típica Media de 
Copias/Reacción

22Rv1 Pos 3 14,98 0,06 582422,25
sangre h Neg 3 ND ND ND

NTC 3 ND ND ND

FIGURA 9B

Experimentación (en ADNg de sangre humana)
qPCR de 1 Fase_ADNg de Sangre Humana Enriquecido con pET28b-XMRV env 

Muestra
(ADNg de sangre 

humana)

pET28b 
XMRV env 

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción % Recuperación de 
Copias/reacción

Puro

1E0 3 33,44 0,51 0,68 68,00
1E1 3 30,12 0,07 7,62 76,20
1E2 3 26,97 0,07   79,21 79,21
1E3 3 23,82 0,13 825,75 82,58
1E4 3 20,51 0,08   9641,13 96,41
1E5 3 16,89 0,1 141843,44 141,84
1E6 3 14,85 0,04 643411,76 64,34
1E7 3 12,23 0,07 4494825,98 44,95

FIGURA 9C

Patrones
XMRV pol2

qPCR de 1 Fase_Patrones de Plásmidos pAZ3-emd pol2 
Copias introducidas pAZ3-emd pol2/Reacción N Filas Ct medio Desviación Típica

1E0 3 35,15 1 de 3 detectadas
1E1 3 33,15 0,15
1E2 3 28,99 0,1
1E3 3 26,36 0,11
1E4 3 23,36 0,08
1E5 3 20,73 0,14
1E6 3 17,57 0,1

FIGURA 10A
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Controles
qPCR de 1 Fase_Controles XMRV pol2 

Controles N Filas Ct medio Desviación Típica Media de 
Copias/Reacción

22Rv1 Pos 3 14,62 0,08 9341829,77
sangre h Neg 3 ND ND ND

FIGURA 10B

Experimentación (en ADNg de sangre humana)
qPCR de 1 Fase_ADNg de Sangre Humana Enriquecido con pAZ3-emd pol2 

Muestra
(ADNg de sangre 

humana)

pAZ3-emd 
pol2 

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción % Recuperación de 
Copias/reacción

Puro

1E0 3 34,46 0,1 2,21 221,00
1E1 3 34,13 0,91 3,3 33,00
1E2 3 29,74 0,24   84,01 84,01
1E3 3 26,69 0,06 866,55 86,66
1E4 3 23,97 0,05   7011,98 70,12
1E5 3 20,98 0,07 70064,46 70,06
1E6 3 17,67 0,02 885681,45 88,57

FIGURA 10C
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Protocolos de qPCR de 0 Fases vs. 1 Fase
XMRV-Gag
Patrones_pUC57XMRV gag

Patrones_pUC57 XMRV gag 
pUC17 XMRV gag Fases del Protocolo N Filas Ct medio Desviación Típica

1E0
0 Fases 3 37,03 0,02
1 Fase 3 35,15 1,42

1E1
0 Fases 3 33,76 0,16
1 Fase 3 30,83 0,1

1E2
0 Fases 3 30,41 0,06
1 Fase 3 27,45 0,14

1E3
0 Fases 3 26,32 0,1
1 Fase 3 23,32 0,08

1E4
0 Fases 3 23,94 0,07
1 Fase 3 20,87 0,09

1E5
0 Fases 3 20,13 0,02
1 Fase 3 17,13 0,06

1E6
0 Fases 3 17,17 0,03
1 Fase 3 14,47 0,09

1E7
0 Fases 3 15,66 0,05
1 Fase 3 12,71 0,02

FIGURA 11A

Transcritos de calibración "spike-ins" de pUC57 XMRV gag en ADNg de Sangre Humana 001
Transcritos de calibración de pUC57 XMRV gag en ADNg de Sangre Humana 001

pUC57 XMRV gag/
ADNg 001

Fases del 
Protocolo

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción
detectadas

1E0
0 Fases 3 36,64 0,94 1,07
1 Fase 3 34,02 0,52 1,1

1E1
0 Fases 3 32,96 0,18 13,97
1 Fase 3 29,53 0,69 27,73

1E2
0 Fases 3 30,23 0,08 101,91
1 Fase 3 27,26 0,13 127,75

1E3
0 Fases 3 26,5 0,08 1153,29
1 Fase 3 23,52 0,08 1826,01

ADNg de sangre 001
No sometido a 

tratamiento previo

0 Fases 3 ND ND ND

1 Fase 3 ND ND ND

FIGURA 11B
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XMRV-Env
Patrones_pET28b XMRV env

Patrones_pET28b XMNRV env
pET28b XMNRV env Fases del 

Protocolo
N Filas Ct medio Desviación 

Típica

1E0
0 Fases 3 36,08 0,17
1 Fase 3 32,9 0,63

1E1
0 Fases 3 32,34 0,21
1 Fase 3 29,8 0,36

1E2
0 Fases 3 28,82 0,16
1 Fase 3 26,59 0,11

1E3
0 Fases 3 25,7 0,05
1 Fase 3 23,53 0,07

1E4
0 Fases 3 22,4 0,05
1 Fase 3 20,22 0,04

1E5
0 Fases 3 18,66 0,09
1 Fase 3 16,5 0,07

1E6
0 Fases 3 16,56 0,15
1 Fase 3 14,14 0,07

1E7
0 Fases 3 14,35 0,1
1 Fase 3 12,11 0,05

FIGURA 12A

Transcritos de calibración de pET28b XMRV env en ADNg de Sangre Humana 001
Transcritos de calibración de pET28b XMRV env en ADNg de Sangre Humana 001

pET28b XMRV 
env/ADNg CA

Fases del 
Protocolo

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción
detectadas

1E0
0 Fases 3 36,42 0,74 0,51
1 Fase 3 34,71 0,47 0,23

1E1
0 Fases 3 33,49 0,79 4,53
1 Fase 3 30,43 0,27 5,59

1E2
0 Fases 3 29,88 0,1 56,34
1 Fase 3 27,08 0,04 68,29

1E3
0 Fases 3 25,86 0,3 1078,16
1 Fase 3 23,16 0,08 1301,04

ADNg de sangre 001_
No sometido a 

tratamiento previo

0 Fases 3 ND ND ND

1 Fase 3 ND ND ND

FIGURA 12B

ES 2 655 500 T3

 



155

XMRV-Pol2
Patrones_pAZ3emd pol2

Patrones_pAZ3emd pol2
Patrones_pAZ3emd pol2 Fases del 

Protocolo
N Filas Ct medio Desviación 

Típica

1E0
0 Fases 3 ND ND
1 Fase 3 36,06 1 de 3 detectadas

1E1
0 Fases 3 36,01 0,3
1 Fase 3 33,09 0,15

1E2
0 Fases 3 32,75 0,16
1 Fase 3 29,99 0,2

1E3
0 Fases 3 29,79 0,13
1 Fase 3 26,56 0,04

1E4
0 Fases 3 26,7 0,09
1 Fase 3 23,47 0,05

1E5
0 Fases 3 23,93 0,06
1 Fase 3 20,57 0,09

1E6
0 Fases 3 20,99 0,14
1 Fase 3 17,75 0,16

FIGURA 13A

Transcritos de calibración de pAZ3-emd pol2 en ADNg de Sangre Humana 001
Transcritos de calibración de pAZ3-emd pol2 en ADNg de Sangre Humana 001

pAZ3-emd pol2/ADNg 
001

Fases del 
Protocolo

N Filas Ct medio Desviación 
Típica

Copias/reacción
detectadas

1E0
0 Fases 3 ND ND ND
1 Fase 3 35,05 1 de 3 Detectadas 2,09

1E1
0 Fases 3 36,74 0,73 5,44
1 Fase 3 33,63 1,22 7,38

1E2
0 Fases 3 32,65 0,01 114,29
1 Fase 3 29,52 0,18 130,53

1E3
0 Fases 3 30,06 0,21 847,39
1 Fase 3 27,18 0,08    746,81

ADNg de sangre 001_
No sometido a 

tratamiento previo

0 Fases 3 37,49 1 de 3 Detectadas 2,72

1 Fase 3 ND ND ND

FIGURA 13B
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MLV Env2

Muestra
Núm. Copias
Transcrito de 
Calibración

Ct 
Medio

Desv.
Típica N %CV

Núm.
Copias

Ct
Medio

Desv.
Típica N %CV

Núm.
Copias

100 ng 
Congelada 
Reciente +

7980 26,05 0,065 3 0,25% 2660 25,05 0,119 3 0,47% 3568

100 ng FFPE + 4856 27,17 0,434 3 1,60% 1301 24,28 0,408 3 1,68% 6229
100 ng FFPE - ------ 27,48 1,060 3 3,86 1141 25,39 0,676 3 2,66% 3029

FIGURA 14

Copias 
introducidas/reacción Patrones N Filas Ct medio

Desviación
Típica %CV

1,00E+00
env XMRV 3 - - -
gag XMRV 2 - - -
pol XMRV 3 - - -

1,00E+01
env XMRV 3 32,92 0,77 2,35
gag XMRV 2 30,83 0,28 0,89
pol XMRV 3 33,63 0,69 2,06

1,00E+02
env XMRV 3 29,43 0,19 0,66
gag XMRV 2 30,83 0,28 0,89
pol XMRV 3 30,04 0,05 0,17

1,00E+03
env XMRV 3 26,58 0,11 0,4
gag XMRV 2 27,6 0,33 1,18
pol XMRV 3 26,61 0,02 0,75

1,00E+04
env XMRV 3 23,4 0,06 0,24
gag XMRV 2 24,3 0,09 0,38
pol XMRV 3 23,41 0,07 0,31

1,00E+05
env XMRV 3 20,56 0,04 0,2
gag XMRV 2 21,45 0,13 0,59
pol XMRV 3 20,86 0,24 1,13

22Rv1 ADNg_5ng_Pos
env XMRV 3 19,28 0,09 0,47
gag XMRV 3 20,39 0,1 0,47
pol XMRV 3 19,71 0,18 0,91

qPCR NTC
env XMRV 3 - - -
gag XMRV 3 - - -
pol XMRV 3 - - -

RT NTC
env XMRV 3 - - -
gag XMRV 2 - - -
pol XMRV 3 - - -

FIGURA 15
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