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DESCRIPCIÓN 
 
Detección de reorganizaciones de ADN del VPH 
 
La invención se refiere a un método para detectar fácil, rápida y precisamente las reorganizaciones de un ADN del 5 
virus del papiloma humano (VPH) en una célula huésped del virus, tejido o líquido biológico obtenido de un sujeto o 
paciente mediante la utilización del «peinado molecular» y/o estiramiento del ADN en combinación con sondas 
específicamente diseñadas para la secuencia de ADN del VPH. 
 
La exposición describe un método para la monitorización in vitro de los efectos del tratamiento antivírico mediante el 10 
seguimiento de la presencia de polinucleótidos genómicos víricos en una célula, tejido o líquido infectado por virus 
de un paciente que debe someterse a ensayo como infectado por un virus. 
 
La invención se refiere a la detección de un VPH basada en la hibridación del ADN y a la utilización de un kit que 
comprende las sondas utilizadas para llevar a cabo un método de la invención. La exposición describe una 15 
composición que comprende dichas sondas. 
 
Descripción de la técnica relacionada 
 
Peinado molecular 20 
 
La tecnología de peinado molecular se ha dado a conocer en diversas patentes y publicaciones científicas, por 
ejemplo en los documentos nº U.S. 6.303.296, nº WO 9818959, nº WO 0073503, nº U.S. 2006/257910, nº 
U.S.2004/033510, nº U.S. 6,130,044, nº U.S. 6,225,055, nº U.S. 6,054,327, nº WO 2008/028931, nº WO 
2010/035140, y Michalet, Ekong et al., 1997; Herrick, Michalet et al., 2000; Herrick, Stanislawski et al., 2000; Gad, 25 
Aurias et al., 2001; Gad, Caux-Moncoutier et al., 2002;  Gad, Klinger et al., 2002; Herrick, Jun et al., 2002; Pasero, 
Bensimon et al., 2002; Gad, Bieche et al., 2003; Lebofsky y Bensimon, 2003; Herrick, Conti et al., 2005; Lebofsky y 
Bensimon, 2005; Lebofsky, Heilig et al., 2006; Patel, Arcangioli et al., 2006; Rao, Conti et al., 2007 y Schurra y 
Bensimon, 2009 (ver las citas, posteriormente). 
 30 
Bensimon et al., patente U.S. nº 6.303.296, dan a conocer procedimientos de estiramiento del ADN, Lebofsky, et al., 
documento nº WO 2008/028931 dan a conocer detecciones de secuencias de genómicas y Lebofsky et al., 
documento nº WO 2010/035140 A1 dan a conocer un método de análisis de series de repetición en tándem de D4Z4 
en los cromosomas humanos 4 y 10 basado en el estiramiento de ácidos nucleicos y en el peinado molecular. 
 35 
El peinado molecular es una técnica que permite la visualización directa de las moléculas individuales de ácidos 
nucleicos y se ha utilizado con éxito para loa localización de myc y de determinadas secuencias del virus del 
papilomavirus humano (VPH) en líneas celulares de cáncer cervical, así como para el estudio de la cinética de 
replicación en amplicón MYC/papilomavirus (HPV18) previamente caracterizado y en particular sobre su origen de 
replicación (Herrick, et al., Cancer Res. 65(4): 1174-1179, 2005). Las reorganizaciones y amplificaciones de ácidos 40 
nucleicos en las células tumorales se han correlacionado con el resultado del cáncer mediante la utilización de dicha 
técnica. Herrick et al. han sondeado ácidos nucleicos peinados a partir de las líneas de células tumorales en cultivo 
IC1, IC2, IC4 e IC5 con sondas específicas para los genes N-myc y c-myc y sondas para detectar los ácidos 
nucleicos del VPH que contienen HPV-18 y HPV-44 de longitud completa (∼ 7,8 kb). Conti, et al., Genes, 
Chromosomes & Cancer 46:724-734, 2007) han estudiado la activación de origen en un amplicón VPH/MYC que 45 
contenía determinadas secuencias de ácidos nucleicos HPV 18 y han analizado la actividad del origen y el 
movimiento de la horquilla en el ADN estirado mediante peinado molecular a partir de la línea de células tumorales 
IC1. Conti identifica las reorganizaciones y amplificaciones génicas como características distintivas de las células de 
cáncer centrándose en los mecanismos que implican secuencias de ácidos nucleicos tanto del VPH como MYC. 
Ambos estudios utilizaron células tumorales en cultivo en las que las secuencias de ácidos nucleicos del VPH actúan 50 
como oncogenes pero no como ácidos nucleicos víricos genómicos infecciosos. 
 
El ADN episómico y del virus de Epstein-Barr integrado obtenido a partir de líneas celulares de infoma de Burkitt en 
cultivo se caracterizó mediante FISH en ADN peinado (Reisinger, et al., Int. J. Cancer 118: 1603-1608, 2006). El 
objetivo de Reisinger era estudiar la organización genómica de los genomas víricos y entender e intentar discriminar 55 
entre las formas episómicas e integradas del VEB en células eucarióticas infectadas. El ADN procedente de líneas 
celulares de linfoma de Burkitt en cultivo se estiró mediante peinado molecular y se sondeó con sondas de ADN 
específicas del VEB que cubría secuencias genómicas pero no la región entre las secuencias de repetición terminal 
(RT) y de repetición interna 1 (RI1). 
 60 
Reisinger et al. y Herrick et al. tampoco describen métodos para detectar reorganizaciones de genomas víricos 
mediante la utilización de juegos de sondas etiquetados con diferentes haptenos que pueden generar una matriz 
fluorescente de color diferente que permita la identificación de reorganizaciones dentro de dicha región específica 
del ADN vírico. Dichas dos referencias describen la detección de ADN vírico en células en cultivo pero no en tejidos 
o líquidos biológicos. 65 
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En contraste, en la presente invención, el procedimiento estándar de extracción se modifica para permitir la 
extracción del ADN vírico a partir de partículas víricas con el fin de analizar mediante peinado molecular la estructura 
del ADN vírico en las partículas infecciosas. Además, la invención desarrolla una metodología de extracción de ADN 
de alto peso molecular a partir de tejidos sólidos, tales como la córnea, que es compatible con el análisis mediante 
peinado molecular y que permite la detección de la presencia de las formas infecciosas de ADN del VHS en una 5 
córnea infectada. Estas dos metodologías no han sido descritas con anterioridad a la presente invención. 
 
El estiramiento de ácidos nucleicos, en particular de ADN vírico o genómico, proporciona ácidos nucleicos 
inmovilizados en cadenas lineales y paralelas y preferentemente se lleva a cabo con un factor de estiramiento 
controlado sobre una superficie apropiada (por ejemplo portaobjetos de superficie tratada). Tras el estiramiento 10 
resulta posible hibridar sondas específicas de secuencia detectables por ejemplo mediante microscopía de 
fluorescencia (Lebofsky, Heilig et al., 2006). De esta manera, una secuencia particular puede visualizarse 
directamente al nivel de una sola molécula. La longitud de las señales fluorescentes y/o su número y espaciado 
sobre el portaobjetos proporciona una lectura directa del tamaño y espaciado relativo de las sondas. Sin embargo, 
hasta el momento no se ha demostrado que dicha tecnología pueda utilizarse para detectar formas infecciosas de 15 
virus en una célula eucariótica infectada o secuencias o genoma vírico de una secuencia vírica mutada derivada que 
infecta una célula o tejido o que se encuentra presente en un líquido de mamíferos. 
 
La patente nº EP1331277 da a conocer un método para la secuenciación del ADN y la identificación génica que 
permite la identificación de una sola molécula de un ADN diana, en la que un material distinguible ópticamente se 20 
une a una unidad de reconocimiento de ADN y la detección se lleva a cabo de manera secuencial después de que el 
complejo de hibridación entre la unidad de hibridación de la secuencia de ADN y la molécula de ADN inicial haya 
empezado a adoptar una configuración sustancialmente lineal. 
 
Estructura y genoma víricos 25 
 
Los virus que pueden causar enfermedades humanas se clasifican en siete grupos basados en la existencia de una 
cubierta, el tipo de cápside, la naturaleza del genoma (ADN o ARN, de doble cadena o de cadena sencilla), el 
tamaño y las células que son la diana (International Committee on Taxonomy of Viruses, http://_www.ictvonline.org; 
last aceso el 7 de abril de 2011). Entre los virus ADN con cubierta se incluyen los poxvirus, los herpesvirus y los 30 
hepadnavirus. El grupo de virus sin cubierta incluye los adenovirus, los papovavirus y los parvovirus. 
 
Se observa una enorme diversidad de estructuras genómicas entre las especies de virus. De hecho, existen millones 
de tipos diferentes de virus (Breitbart y Rohwer, 2005), aunque sólo unos 5.000 han sido descritos en detalle 
(Dimmock, Easton et al., 2007). El genoma vírico es de cadena sencilla o de doble cadena. Los genomas de cadena 35 
sencilla consisten en un ácido nucleico no emparejado, análogo a una mitad de una escalera de mano partida 
longitudinalmente. Todos los virus ARN son de cadena sencilla excepto los reovirus de doble cadena. Los genomas 
de doble cadena consisten en dos ácidos nucleicos emparejados complementarios análogos a una escalera de 
mano. Todos los virus ADN son de doble cadena excepto los parvovirus, que presentan ADN de cadena sencilla. 
Algunos virus, tales como los pertenecientes a Hepadnaviridae, contienen un genoma que es parcialmente de doble 40 
cadena y parcialmente de cadena sencilla (Collier y Oxford, 2006). 
 
Los genomas víricos son circulares, tales como los poliomavirus, o lineales, tales como los adenovirus (Fields, Knipe 
et al., 2007). El tipo de ácido nucleico es independiente de la forma del genoma. En los virus ARN, el genoma con 
frecuencia se encuentra dividido en partes separadas dentro del virión y se denomina segmentado. Cada segmento 45 
con frecuencia codifica una proteína y habitualmente los segmentos se encuentran juntos dentro una cápside. No 
resulta necesario que cada segmento se encuentre en el mismo virión para que el virus globalmente sea infeccioso, 
tal como demuestra el virus del mosaico del bromo (Collier y Oxford, 2006). 
 
Para los virus con ARN o ADN de cadena sencilla, se dice que las cadenas son de sentido positivo (denominado 50 
cadena más) o de sentido negativo (denominado cadena menos) dependiendo de si es complementario o no al ARN 
mensajero (ARNm) vírico (Fields, Knipe et al., 2007). El ARN vírico de sentido positivo es idéntico al ARNm vírico y, 
de esta manera, puede ser inmediatamente traducido por la célula huésped. El ARN vírico de sentido negativo es 
complementario al ARNm y, de esta manera, debe ser convertido en ARN de sentido positivo por una ARN 
polimerasa antes de la traducción. La nomenclatura del ADN es similar a la nomenclatura del ARN en el aspecto de 55 
que la cadena codificante del ARNm vírico es complementaria al mismo (-) y la cadena no codificante es una copia 
del mismo (+). Algunos virus ARN de cadena sencilla denominados retrovirus (que incluyen el VIH) se replican en la 
célula huésped mediante el enzima transcriptasa inversa, produciendo ADN a partir de su genoma de ARN. A 
continuación, el ADN es incorporado en el genoma del huésped por un enzima integrasa.  El genoma vírico o 
provirus permanece en el genoma de la célula infectada y después se replica como parte del ADN de la célula 60 
huésped. 
 
El tamaño del genoma varía mucho entre diferentes tipos o especies de virus, estando comprendido entre 1,7 kb del 
virus de la hepatitis delta (VHD) y 309 kb del poxvirus. Los virus ARN generalmente presentan tamaños de genoma 
menores que los virus ADN debido a una tasa de error más elevada durante la replicación y presentan un límite 65 
máximo de tamaño superior. Más allá de dicho límite, los errores en el genoma durante la replicación convierten al 
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virus en inútil o en no competitivo. Para compensar lo anterior, los virus ARN con frecuencia presentan genomas 
segmentados en los que el genoma se divide en moléculas más pequeñas, reduciendo de esta manera la 
probabilidad de error. En contraste, los virus ADN generalmente presentan genomas más grandes debido a la 
elevada fidelidad de sus enzimas de replicación (Pressing y Reanney, 1984). 
 5 
Los virus pueden experimentar cambios genéticos que se producen mediante diferentes mecanismos. El primer 
procedimiento se denomina deriva genética en el que las bases individuales en el ADN o ARN mutan en otras 
bases. La mayoría de dichas mutaciones puntuales son «silenciosas», es decir, no modifican la proteína que codifica 
el gen mientras que otras confieren ventajas evolutivas, tales como resistencia a fármacos antivíricos. Se produce el 
cambio antigénico cuando se produce un cambio importante en el genoma del virus (Pan, Li et al., 2007). Lo anterior 10 
puede ser el resultado de la recombinación o redistribución. Cuando se produce lo anterior con los virus influenza 
(Hampson y Mackenzie, 2006), podrían resultar pandemias. Los virus ARN con frecuencia existen en forma de 
cuasiespecie o nubes de virus de la misma especie pero con secuencias de nucleósidos del genoma ligeramente 
diferentes. Dichas cuasiespecies son una diana importante para la selección natural (Metzner, 2006). En segundo 
lugar, los genomas segmentados también confieren ventajas evolutivas; diferentes cepas de un virus con un genoma 15 
segmentado pueden cambiar y combinar genes y producir una progenie de virus que presenta características únicas 
y nuevas. Lo anterior se denomina redistribución o sexo vírico (Goudsmit, 1998). Finalmente, puede producirse la 
recombinación genética, que es un proceso por el que una cadena de ADN se fragmenta y después se une al 
extremo de una molécula diferente de ADN. Lo anterior puede ocurrir al infectar los virus las células 
simultáneamente y algunos estudios sobre la evolución vírica han demostrado que la recombinación ha sido enorme 20 
en las especies estudiadas (Worobey y Holmes, 1999). La recombinación es común tanto en virus ARN como en 
virus ADN (Umene, 1999; Lukashev, 2005). 
 
Los VHS son de los virus de mayor tamaño, con un diámetro comprendido entre aproximadamente 150 nm y 200 
nm. Se encuentran encerrados dentro de una cubierta holgada que contiene espículas de glucoproteína (Wildy, 25 
Russell et al., 1960). Al igual que otros virus con cubierta, los herpesvirus presentan una tendencia a la 
desactivación por solventes orgánicos o detergentes y son inestables fuera del cuerpo del huésped. La cápside 
icosaédrica aloja un núcleo de ADN de doble cadena que se enrolla en torno a un huso proteico en algunos virus. La 
secuencia genómica del VHS-1 cepa 17, publicada por primera vez en 1988, contiene 152.261 residuos en cada 
cadena (Genbank número de acceso: NC_001806.1; último acceso el 7 de abril de 2011) (McGeoch, Dalrymple et 30 
al., 1988). Se considera que el genoma del VHS está compuesto de dos segmentos unidos covalentemente, las 
regiones larga (L) y corta (S) (Roizman, 1979). La región L consiste en una única secuencia (UL) flanqueada por una 
pareja de elementos repetidos orientados de manera opuesta (denominados RL, con las copias terminal e interna 
denominadas específicamente TRL e IRL) (Wadsworth, Jacob et al., 1975). La región S de manera similar consiste 
en IR, U y TR. Las secuencias de los elementos RL y Rs son diferentes, excepto por la presencia de una repetición 35 
directa de 400 pares de bases (pb) en los extremos del genoma, denominada secuencia a, y por lo menos una copia 
adicional de ella se encuentra en la unión de las regiones L y S, en una orientación opuesta a las copias terminales 
(Roizman, 1979; Davison y Wilkie, 1981). Cada extremo presenta un residuo protuberante, con el grupo 3’-hidroxilo 
libre (Mocarski y Roizman, 1982). Las preparaciones de ADN del VHS contienen cantidades equimolares de cuatro 
isómeros de orientación de secuencia, en los que cada uno de UL y US se encuentran independientemente en una 40 
de dos posibles orientaciones con respecto a la unión entre las secuencias L y S (Hayward, Jacob et al., 1975; 
Bataille y Epstein, 1997). Un isómero se define como el prototipo (Roizman, 1979). El ADN del VHS-1 presenta una 
composición de bases de 68,3% de G+C (McGeoch, Dahymple et al., 1988). El contenido de G+C no es constante 
en todo el genoma; los elementos RS de 6,6 kpb se apartan más notablemente respecto de la media, con un 
contenido de G+C de 79,5% (McGeoch, Dolan et al., 1986). El genoma del VHS-2 no ha sido secuenciado por 45 
completo aunque es estrechamente similar al del VHS-1, aunque con un contenido de G+C ligeramente más 
elevado. 
 
Las secuencias polinucleótidas genómicas de numerosos virus son bien conocidas por el experto en la materia y se 
describen en Fields B. N., D. M. Knipe et al., (2007), Fields' Virology. Philadelphia, Wolters kluwer/Lippincott Williams 50 
& Wilkins; y la base de datos de genomas víricos del NCBI accesible en http:// www._ 
ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.cgi?taxid=10239&type=5&name=Viruses (último acceso en 7 de abril de 2011). 
 
Patogénesis vírica 
 55 
Se han identificado muchos tipos de patógeno vírico. Para una revisión reciente sobre la infección vírica, ver Fields 
et al. (Fields, Knipe et al., 2007) y referencias citadas en el mismo. Se produce una infección vírica al entrar un virus 
en el cuerpo mediante procesos tales como la respiración de aire contaminado por un virus, la alimentación con 
alimentos contaminados o por el contacto sexual con una persona que está infectada por un virus. Una infección 
vírica también puede estar causada por una picadura de insecto. En una infección vírica, el virus invade el interior de 60 
las células del cuerpo con el fin de reproducirse. A continuación, el virus se extiende a otras células y repite el 
proceso. Este proceso de infección vírica resulta en una diversidad de síntomas que varían en su carácter y 
gravedad según el tipo de infección vírica y factores individuales. Entre los síntomas habituales de una infección 
vírica se incluyen la fatiga, síntomas similares a la gripe y la fiebre. 
 65 
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Muchos tipos de infección vírica, tales como un resfriado común, son autolimitados en las personas generalmente 
sanas. Lo anterior significa que la infección vírica causa enfermedad durante un periodo de tiempo y después se 
resuelve y desaparecen los síntomas. Sin embargo, algunas personas están en riesgo de desarrollar complicaciones 
graves de la infección vírica. Además, determinados tipos de infección vírica, tales como el VIH/SIDA, no son 
autolimitados y causan graves complicaciones y/o pueden ser finalmente letales. A título de ejemplo de daños 5 
graves, algunas formas de infección de sarampión conducen a la inflamación del cerebro y en consecuencia, a 
daños permanentes en el cerebro. 
 
Existen muchos tipos de virus que causan una amplia diversidad de infecciones víricas o enfermedades víricas. Por 
ejemplo, existen más de 200 virus diferentes que pueden causar un resfriado o una infección de las vías 10 
respiratorias altas. Entre otros virus comunes se incluyen el virus influenza que causa influenza o gripe. El virus de 
Epstein-Barr y el citomegalovirus causan mononucleosis infecciosa, el virus de varicela-zóster (VVZ) causa herpes y 
varicela y el VIH causa SIDA. 
 
Los virus presentan diferentes mecanismos mediante los que provocan enfermedad en un organismo, que en gran 15 
parte depende de la especie de virus. Entre los mecanismos al nivel celular se incluyen principalmente la lisis 
celular, la rotura celular y la posterior muerte de la célula. En los organismos multicelulares, en el caso de que 
mueran suficientes células, el organismo entero empezará a sufrir los efectos. Aunque los virus causan una 
disrupción de la homeostasis saludable, resultando en enfermedad, también pueden existir de manera relativamente 
inocua dentro de un organismo. Un ejemplo podría incluir la capacidad del virus herpes simplex (VHS), que provoca 20 
úlceras bucales, de permanecer en un estado inactivo dentro del cuerpo humano. A ello se le denomina latencia 
(Margolis, Elfman et al., 2007) y es una característica de todos los virus herpes, incluyendo el VEB, que causa fiebre 
glandular y el VVZ. La mayoría de personas ha sido infectada por como mínimo uno de dichos tipos de VHS (Whitley 
y Roizman, 2001). Sin embargo, dichos virus latentes en ocasiones pueden resultar beneficiosos, ya que la 
presencia del virus puede incrementar la inmunidad contra patógenos bacterianos, tales como Yersinia pestis 25 
(Barton, White et al., 2007). Por otra parte, las infecciones de varicela latentes vuelven posteriormente durante la 
vida en forma de la enfermedad conocida como herpes. 
 
Algunos virus pueden causar infecciones que duran toda la vida o crónicas, en las que los virus continúan 
replicándose en el cuerpo a pesar de los mecanismos de defensa del huésped (Bertoletti y Gehring, 2007). Lo 30 
anterior es común en las infecciones por virus de la hepatitis B y C. Las personas infectadas crónicamente se 
conocen como portadores, ya que sirven de reservorios de virus infeccioso. En las poblaciones con una elevada 
proporción de portadores, se dice que la enfermedad es endémica (Rodrigues, Deshmukh et al., 2001). En contraste 
con las infecciones víricas líticas agudas, dicha persistencia implica interacciones compatibles con el organismo 
huésped. 35 
 
La infección por VHS-1 es un ejemplo de una infección vírica. El VHS se conoce por la tendencia de algunas 
infecciones de herpes de producir una erupción progresiva (Taylor, Brockman et al., 2002).  Es el nombre común de 
una gran familia entre los miembros de la cual se incluyen el herpes simplex 1 y 2, la causa de ampollas febriles e 
infecciones genitales; VVZ, la causa de la varicela y el herpes; el citomegalovirus (CMV), que afecta a las glándulas 40 
salivales y otras vísceras; EBV, asociado a la infección del tejido linfoide, y algunos virus identificados recientemente 
(VHS-6, -7 y -8). Las características principales de la familia son su tendencia a la latencia vírica y las infecciones 
recurrentes. 
 
Las infecciones por el VHS, con frecuencia denominado coloquialmente herpes, habitualmente presentan como 45 
diana las membranas mucosas. El virus entra en grietas o cortes en la superficie membranal y después se multiplica 
en células basales y epiteliales en la proximidad inmediata. Ello resulta en inflamación, edema, lisis celular y 
formación de una vesícula de paredes delgadas característica. Las enfermedades principales del VHS son el herpes 
facial (oral, óptico y faríngeo), el herpes genital, el herpes neonatal y la enfermedad diseminada. El herpes labial, 
también conocido como ampollas febriles o calenturas, es la infección por VHS-1 más comúnmente recurrente. Las 50 
vesículas habitualmente se producen sobre la unión mucocutánea de los labios o sobre la piel contigua. La queratitis 
herpética (también denominada herpes ocular) es una inflamación infecciosa del ojo en la que un virus latente es 
transportado a la rama oftálmica, no mandibular, del nervio trigémino. Los síntomas preliminares son una sensación 
arenosa en el ojo, conjuntivitis, dolor agudo y fotosensibilidad. Algunos pacientes también desarrollan lesiones 
corneales ramificadas u opacas características. En el 25% a 50% de los casos, la queratitis es recurrente y crónica y 55 
puede interferir con la visión. 
 
La infección primaria, asintomática en más de 90% de los casos (Liesegang, 1989), tiene lugar en las mucosas 
orales como consecuencia del contacto con partículas infectadas de saliva. Poco después de la infección, el genoma 
vírico lineal se circulariza y se inicia la replicación del ADN en un origen (para una revisión ver Boehmer y Lehman, 60 
1997). La replicación del ADN inicialmente se produce mediante un mecanismo theta y posteriormente pasa a un 
modo sigma o de círculo rodante, rindiendo largos concatámeros de cabeza-con-cola. La multiplicidad de horquillas 
de replicación del ADN que aparecen por recombinación homóloga, una isomerización genómica mediada por una 
secuencia y otros sucesos, conducen a la formación de una extensa red de intermediarios de ADN ramificado. 
Finalmente, dichas estructuras se resuelven en genomas de longitud unitaria y se empaquetan en cápsides 65 
preensambladas. Sin embargo, las moléculas de ADN más cortas que el ADN vírico de VHS-1 estándar de longitud 
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completa pueden resultar encapsidadas dentro de las cápsides nucleares con la condición de que contengan la 
señal de corte/empaquetamiento (Vlazny, Kwong et al., 1982). Sin embargo, las cápsides que contienen el genoma 
de VHS-1, que es significativamente más corto que el genoma vírico estándar, no son infecciosas. 
 
Tras la replicación en tejidos epiteliales, los virus se propagan en neuronas antes de convertirse en latentes. El VHS 5 
de tipo 1 entra principalmente en el nervio trigémino, o quinto nervio craneal, que presenta extensas inervaciones en 
la región oral, mientras que el VHS de tipo 2 habitualmente se vuelve latente en el ganglio del tronco del nervio 
espinal lumbosacro. Con diversos factores inductores, tales como la fiebre, la radiación UV, el estrés o los daños 
mecánicos, el virus migra hasta la superficie del cuerpo y produce una lesión local en la piel o membrana, con 
frecuencia en el mismo sitio que una infección anterior. Debido a que el sitio principal del VHS-1 latente es el ganglio 10 
trigémino, responsable de la inervación sensorial de la cara, la mayoría de recurrencias se localizan en los ojos o en 
los labios. La seroprevalencia del VHS-1 en la población general se encuentra comprendida entre 24,5% y 67%, en 
donde 30% a 70% de los sujetos positivos experimentan herpes labial recurrente (Liesegang, 2001). En efecto, 
prácticamente todo el mundo puede mostrar potencialmente un suceso de infección por VHS-1, ya que estudios 
recientes con reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tejidos post-mórtem han demostrado que 15 
prácticamente 100% de las personas de por lo menos 60 años presentan varias copias de genoma de VHS-1 en el 
ganglio trigémino (Wang, Lau et al., 2005). El ojo, y en particular la córnea, es el segundo sitio más frecuente de 
infección por VHS-1. La prevalencia de la queratitis herpética es 149/100.000 (Liesegang, Melton et al., 1989), 
produciendo más de 30 nuevos sucesos por cada 100.000 habitantes cada año (Labetoulle, Auquier et al., 2005). 
Una vez el ojo ha resultado afectado clínicamente por una infección herpética, la tasa de recaída es de 23% en los 2 20 
años siguientes y de 40% en los 5 años siguientes de seguimiento (Wilhelmus, Coster et al., 1981; Liesegang, 
1989). El pronóstico visual es pobre, especialmente en las infecciones corneales profundas (queratitis estromal), con 
hasta 60% de los ojos afectados llegando a una agudeza visual inferior a 20/40 tras 5 años de seguimiento (Kabra, 
Lalitha et al., 2006). En consecuencia, el VHS-1 es la causa principal de ceguera en todo el mundo. En países 
menos desarrollados, la infección ocular por el VHS-1 constituye aproximadamente el 10% de las visitas de 25 
pacientes a las clínicas oftalmológicas (Pramod, Rajendran et al., 1999) y a pesar de la utilización de agentes 
antivíricos tópicos u orales en las últimas tres décadas, la queratitis por herpes simplex sigue siendo la causa más 
frecuente de opacidades corneales infecciosas en las zonas más desarrolladas del mundo (Group 1998), 
constituyendo aproximadamente 10% de los pacientes sometidos a trasplante corneal (Leger, Larroque et al., 2001). 
Además, el riesgo natural de reactivación del VHS-1 en córnea recién injertada es de aproximadamente 25% en el 30 
primer año después de la cirugía (Lomholt, Baggesen et al., 1995) y aproximadamente el 33% del fracaso del injerto 
primario (falta de aclaramiento del injerto) se ha demostrado que está asociado a la presencia del genoma del VHS-
1 en la córnea (Cockerham, Bijwaard et al., 2000). Estos datos explican por qué el VHS-1 sigue siendo una causa 
importante de fracaso del injerto corneal, constituyendo aproximadamente 22% de todos los casos de reinjertación. 
 35 
Las complicaciones clínicas de la latencia y las infecciones recurrentes se tornan más graves con la edad, la 
quimioterapia del cáncer u otras condiciones que comprometen las defensas inmunitarias. Los virus VHS son los 
virus oportunistas más comunes y graves en pacientes de SIDA (Ramaswamy y Geretti, 2007). Prácticamente el 
95% de este grupo experimentará brotes recurrentes de enfermedad de la piel, membrana mucosa, intestinal y 
ocular por estos virus. 40 
 
El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un lentivirus (un miembro de la familia de los retrovirus) que 
provoca el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Weiss, 1993; Douek, Roederer et al., 2009), una 
condición en el ser humano en la que el sistema inmunológico empieza a fallar, conduciendo a infecciones 
oportunistas potencialmente letales. La infección por VIH se produce mediante la transferencia de sangre, semen, 45 
líquido vaginal, preeyaculado o leche materna. En estos líquidos corporales, el VIH se encuentra presente tanto 
como partículas víricas libres como virus dentro de células inmunológicas infectadas. Las cuatro vías principales de 
transmisión son el sexo no seguro, las jeringas contaminadas, la leche materna y la transmisión desde una madre 
infectada a su bebé en el momento del nacimiento (transmisión vertical). El cribado de productos hematológicos para 
el VIH ha eliminado en gran parte la transmisión por transfusiones de sangre o productos hematológicos infectados 50 
en el mundo desarrollado. 
 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) considera que la infección por VIH en el ser humano es pandémica. 
Desde su descubrimiento en 1981 hasta 2006, el SIDA ha matado más de 25 millones de personas. El VIH ha 
infectado a aproximadamente el 0,6% de la población mundial. Se estima que sólo en 2005 el SIDA mató 2,4 a 3,3 55 
millones de vidas, de las que 570.000 eran niños. El tratamiento antirretrovírico reduce tanto la mortalidad como la 
morbilidad de la infección por el VIH. 
 
El VIH infecta principalmente células vitales en el sistema inmunológico humano, tales como células T ayudantes 
(específicamente, células T CD4+), macrófagos y células dendríticas. La infección por el VIH conduce a niveles bajos 60 
de células T CD4+ mediante tres mecanismos principales: en primer lugar, la eliminación vírica directa de células 
infectadas; en segundo lugar, las tasas incrementadas de apoptosis en las células infectadas; y en tercer lugar, la 
eliminación de células T CD4+ infectadas por linfocitos citotóxicos CD8 que reconocen las células infectadas. Al caer 
el número de células T CD4+ por debajo de un nivel crítico, se pierde la inmunidad celular y el cuerpo se vuelve 
progresivamente más susceptible a las infecciones oportunistas. 65 
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La mayoría de las personas infectadas por el VHS-1 sin tratamiento finalmente desarrollarán SIDA y morirán de 
infecciones oportunistas o tumores malignos asociados a la insuficiencia progresiva del sistema inmunológico (Lawn, 
2004). El VIH progresa a SIDA a una velocidad variable afectada por factores víricos, del huésped y ambientales; la 
mayoría progresa a SIDA en 10 años desde la infección por el VIH; algunos progresan mucho más rápido y algunos 
pueden tardar mucho más tiempo (Buchbinder, Katz et al., 1994, 2000). El tratamiento con fármacos antirretrovíricos 5 
incrementa la esperanza de vida de las personas infectadas por el VIH e incluso tras el progreso del VIH hasta SIDA 
diagnosticable; en 2005 se estimó un tiempo de supervivencia medio con la terapia antirretrovírica superior a 5 años 
(Schneider, Gange et al., 2005). Sin terapia antirretrovírica, una persona con SIDA típicamente muere en un plazo 
máximo de un año (Morgan, Mahe et al., 2002). 
 10 
Diagnósticos y tratamiento de las infecciones víricas 
 
Las enfermedades víricas se diagnostican mediante una diversidad de métodos clínicos y de laboratorio. Entre ellos 
se incluyen una evaluación clínica de los síntomas, el aislamiento del virus en cultivo celular o animal y el ensayo 
serológico de anticuerpos contra el virus. El procedimiento de diagnóstico de una infección vírica se inicia con una 15 
historia médica personal y familiar exhaustiva, que incluye los síntomas y el completado de un examen físico. El 
diagnóstico de algunas infecciones víricas, tales como la gripe estacional, puede realizarse basándose en la historia 
clínica y un examen físico. Pueden llevarse a cabo análisis de sangre, tales como un recuento sanguíneo completo. 
Un recuento sanguíneo completo mide el número de los diferentes tipos de células sanguíneas, entre ellos los 
glóbulos blancos (GB). Los diferentes tipos de GB se incrementan en número de maneras características durante un 20 
proceso infeccioso, tal como la infección vírica. También puede llevarse a cabo una prueba de cultivo. Dicha prueba 
requiere extraer una pequeña muestra de la zona corporal que se sospecha que se encuentra infectada por un virus 
y cultivar la muestra en un laboratorio con el fin de determinar el tipo de microorganismo que provoca la enfermedad. 
Entre las muestras comunes analizadas con un cultivo se incluyen las obtenidas de la garganta, sangre y esputo de 
los pulmones. Los ensayos diagnósticos pueden incluir además una punción lumbar, también denominada punción 25 
raquídea, que implica extraer una pequeña muestra de líquido cefalorraquídeo (LCR) de la columna utilizando una 
aguja. La muestra de LCR se somete a ensayo para glóbulos rojos y otras indicaciones de infección vírica que 
pueden encontrarse en la médula o cerebro, tal como la meningitis vírica. Pueden llevarse a cabo radiografías para 
ayudar en el diagnóstico de algunas infecciones víricas. Lo anterior puede incluir realizar una radiografía torácica 
para casos de sospecha de neumonía vírica. Pueden llevarse a cabo ensayos adicionales con el fin de descartar o 30 
confirmar otras enfermedades que pueden acompañar a la infección vírica o causar síntomas similares, tales como 
una infección bacteriana secundaria. 
 
Las infecciones por el VHS se diagnostican mediante una diversidad de métodos clínicos y de laboratorio, 
incluyendo una evaluación clínica de síntomas, el aislamiento en cultivo celular o animal y el ensayo serológico para 35 
anticuerpos contra el VHS. Las pequeñas lesiones vesiculares dolorosas en las membranas mucosas de la boca o 
los genitales, la linfadenopatía y los exudados son síntomas diagnósticos típicos del herpes simple. Se obtiene un 
apoyo diagnóstico adicional del examen de raspados procedentes de la base de dichas lesiones con los métodos de 
tinción de Giemsa, Wright (también denominado preparación de Tzanck) o Papanicolau (Pap). La presencia de 
células multinucleadas, células gigantes y cuerpos de inclusión eosinofílicos intranucleares puede ayudar a 40 
establecer la infección del herpes. Sin embargo, dicho método no distingue entre VHS-1, VHS-2 u otros herpesvirus, 
que requieren un subtipado más específico. Además, el cultivo de laboratorio y los ensayos específicos son 
esenciales para diagnosticar pacientes inmunosuprimidos y neonatales con infección por herpes diseminada grave. 
Un espécimen de tejido o líquido se introduce en una línea celular primaria, tal como cultivos de tejidos renales de 
mono o de tejido renal embrionario humano y después se observa para efectos citopáticos entre las 24 y 48 horas. 45 
Los ensayos directos con especímenes o cultivos celulares utilizando anticuerpos fluorescentes o la detección de 
ADN utilizando sondas específicas o la amplificación mediante reacción en cadena de polimerasa (PCR) puede 
diferenciar entre VHS-1, VHS-2 y los VSH estrechamente relacionados, pero no son herramientas útiles para 
confirmar que los genomas de dichos virus presentes en una muestra se encuentran intactos o son infecciosos. 
Aunque el análisis serológico resulta útil para la infección primaria, no es concluyente para la enfermedad recurrente 50 
porque el título de anticuerpos contra el VHS con la recurrencia de la infección habitualmente no se incrementa. 
 
Se encuentran disponibles varios agentes para el tratamiento de las infecciones por el VHS. El aciclovir es la terapia 
más eficaz desarrollada hasta el momento que es no tóxica y altamente específica de VHS. El famciclovir y el 
valaciclovir son fármacos alternativos. Las medicaciones tópicas aplicadas en lesiones genitales y orales recortan la 55 
duración de la infección y la diseminación vírica. Se encuentra disponible terapia sistémica para complicaciones más 
graves, tales como la queratitis del herpes y el herpes diseminado. La nueva evidencia indica que una dosis diaria 
de aciclovir oral administrado durante un periodo de 6 meses a un año puede resultar eficaz en la prevención del 
herpes genital recurrente. Los medicamentos para el herpes labial de venta libre que contienen mentol, alcanfor y 
anestésicos locales reducen el dolor y pueden proteger frente a las infecciones bacterianas secundarias pero 60 
probablemente no afectan al avance de la infección vírica. Puede obtenerse alguna protección en la supresión del 
herpes labial con el aminoácido lisina, administrado por vía oral en las primeras etapas de recurrencia. Sin embargo, 
los tratamientos actuales no reducen la carga de la matriz de ADN y, de esta manera, no pueden reducir el riesgo de 
reactivación vírica posterior. Idealmente, el arma definitiva contra la infección por el VSH-1 debería encontrarse 
presente de forma duradera en las células, no presentar problemas de sensibilidad y, en caso posible, reducir la 65 
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carga de genomas víricos. Se están desarrollando nuevos tratamientos antivíricos con el objetivo de eliminar el ADN 
vírico mediante la acción de endonucleasas. 
 
La detección del ADN vírico del VHS en la córnea se ha llevado a cabo a partir de líquido lacrimal (Fukuda, Deai et 
al., 2008), raspados corneales (E1-Aa1, E1, Sayed et al., 2006) y explantes corneales procedentes de pacientes 5 
sanos y enfermos (Crouse, Pflugfelder et al., 1990) utilizando métodos basados en PCR (Llorente, Hidalgo et al., 
1998; González-Villasenor, 1999; Kessler, Muhlbauer et al., 2000; O'Neill, Wyatt et al., 2003; Kimura, Ihira et al., 
2005; Namvar, Olofsson et al., 2005; Strick y Wald, 2006; Susloparov, Susloparov et al., 2006; Engelmann, Petzold 
et al., 2008; Sugita, Shimizu et al., 2008; Tanaka, Kogawa et al., 2009; Wada, Mizoguchi et al., 2009; Yu, Shi et al., 
2009) o hibridación ADN/ADN sobre células infectadas (Nago, Hayashi et al., 1988; Kotronias y Kapranos, 1998). Sin 10 
embargo, ninguno de dichos métodos permite simultáneamente detectar e identificar la naturaleza de un genoma de 
VHS infeccioso en células infectadas en un único análisis. 
 
El VHS es un tipo de enfermedad vírica para el que se ha dado a conocer un amplio espectro de tecnologías de 
diagnóstico de la infección de VHS, en diversas patentes y publicaciones, tales como, por ejemplo, en los 15 
documentos nº EP0139416, EP0263025, WO0202131, WO2004036185, y en Matsumoto, Yamada et al., 1992, 
Kotronias y Kapranos, 1998, Kessler, Muhlbauer et al., 2000; Namvar, Olofsson et al., 2005, Susloparov et al., 2006; 
Sugita, Shimizu et al., 2008 y Yu, Shi et al., 2009. 
 
El método más fiable de diagnóstico de la enfermedad infecciosa del VHS es aislar el virus para su determinación, 20 
aunque este método requiere el cultivo de células y varios días para la determinación. También existen métodos 
inmunológicos pero la mayoría parte no son fiables y resultan difíciles de llevar a cabo, especialmente durante la 
etapa de latencia. Se ha desarrollado un gran número de métodos basados en la PCR para una sensibilidad 
incrementada y un tiempo más corto hasta el resultado de los posibles por los medios convencionales, aunque 
dichos métodos no permiten el análisis del genoma completo del VHS y no pueden predecir la infectividad de la 25 
muestra que contiene secuencias de nucleótidos del virus porque no se somete a ensayo el genoma completo de 
dicho virus. Se ha informado de métodos directos de detección del genoma del VHS en células mediante hibridación 
in situ (Nago, Hayashi et al., 1988; Kotronias y Kapranos, 1998) o mediante hibridación ADN-ADN puntual (‘dot blot’; 
Matsumoto, Yamada et al., 1992) aunque dichos métodos no pueden determinar el tipo de VHS. Existen casos en 
los que resulta imperativo el diagnóstico rápido, sensible y específico de la enfermedad de VHS. Por lo tanto, existe 30 
una necesidad clínica de desarrollo de una herramienta rápida y sensible que ayude en el diagnóstico del VHS. 
También sigue existiendo la necesidad de una herramienta para el tipado de la infección por VHS. La identificación 
rápida del agente etiológico específico que participa en una infección vírica proporciona información que puede 
utilizarse para determinar una terapia apropiada en un corto periodo de tiempo. 
 35 
El análisis de la configuración del genoma de VHS-1 tras la infección lítica o latente se ha llevado a cabo mediante el 
sistema de electroforesis en gel de Gardella et al., (Gardella, Medveczky et al., 1984). En dichos geles, las 
moléculas circulares característicamente muestran movilidades más bajas que las formas lineales correspondientes 
y lo anterior ha permitido la detección de formas episómicas de genomas de herpesvirus latentes. Sin embargo, 
dicha técnica no discrimina entre el isómero del genoma del VHS en las células o tejidos infectados. Se han utilizado 40 
otras técnicas, tales como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés), para 
proporcionar un mejor conocimiento del mecanismo de replicación del ADN del VHS (Severini, Morgan et al., 1994). 
Esta familia de ensayos es de ensayos muy laboriosos y en todos los casos se requiere transferencia southern, que 
implica la manipulación de radioactividad, y tiempos de migración y/o exposición prolongados. 
 45 
Otro virus para el que se han informado numerosos métodos de detección y análisis es el virus de la 
inmunodeficiencia humana, o VIH, incluyendo VIH-1 y VIH-2. La carga de VIH-1 en el plasma sanguíneo, medida a 
partir del número de copias de ARN del VIH-1, es un importante marcador de laboratorio ampliamente utilizado en la 
práctica clínica. Las cargas más altas de virus se relacionan directamente con una progresión más rápida a SIDA en 
individuos infectados por el VIH-1. La eficacia de la terapia antirretrovírica altamente activa (HAART, por sus siglas 50 
en inglés) también se evalúa mediante la medición de la carga de VIH-1 en el plasma. Se considera que un paciente 
ha sido tratado con éxito mediante HAART en el caso de que la carga de VIH-1 en el plasma se mantenga inferior al 
límite de detección de los ensayos comerciales, que actualmente es de 50 copias de ARN del VIH-1 por ml de 
plasma. Sin embargo, a pesar de su éxito clínico, HAART no puede erradicar el virus, principalmente debido a la 
persistencia de diversos reservorios víricos, incluyendo las células CD4+ en reposo de infección latente 55 
(Hermankova, Siliciano et al., 2003; Siliciano, Kajdas et al., 2003). Algunos estudios recientes han demostrado que 
tanto la replicación como la evolución vírica sí continúan en algunos pacientes incluso en el caso de que el ARN de 
VIH-1 en el plasma resulte indetectable y la terapia de otro modo se considere que ha tenido éxito (Frenkel, Wang et 
al., 2003; Havlir, Strain et al., 2003; Ramratnam, Ribeiro et al., 2004; Chun, Nickle et al., 2005; Tobin, Learn et al., 
2005). El fracaso de HAART como resultado del desarrollo de cepas de VIH-1 resistentes a fármacos es un 60 
problema habitual (del Rio, 2006). De esta manera, debe prestarse especial atención a la caracterización de la 
replicación residual de VIH-1 mediante el estudio de sus marcadores moleculares en las células mononucleares de 
sangre periférica (CMSP). En particular, deberían cuantificarse las cantidades de ARN de VIH-1 y ADN provírico 
asociadas a células. De éstas, las cantidades de ADN provírico podrían reflejar el tamaño del conjunto de células 
infectadas latentemente. Sin embargo, los estudios sistemáticos sobre las relaciones entre los niveles celulares de 65 
ARN/ADN de VIH-1 y el resultado de la terapia resultan dificultados por los números de copia extremadamente bajos 
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del ARN/ADN de VIH-1 en las CMSP bajo HAART. Por lo tanto, resulta esencial el desarrollo de métodos altamente 
sensibles para la cuantificación de formas celulares de ARN/ADN de VIH-1. 
 
Actualmente la transcripción inversa-PCR (RT-PCR) en tiempo real es el método preferente de cuantificación del 
ARN/ADN de VIH-1 en las células (Douek, Brenchley et al., 2002; Fischer, Joos et al., 2004). Sin embargo, a pesar 5 
de su precisión y especificidad, los métodos de RT-PCR en tiempo real en una sola etapa utilizando las reacciones 
de detección TaqMan son incapaces de cuantificar fiablemente <100 copias de ARN/ADN de VIH-1 diana por 
reacción en el contexto del ARN/ADN celular total (Espy, Uhl et al., 2006). Lo anterior plantea la posibilidad de que 
se obtengan resultados falsos negativos al estudiar material de CMSP procedente de pacientes sometidos a 
HAART, especialmente en casos en que se dispone de cantidades limitadas de material clínico para el análisis. Los 10 
métodos que utilizan reacciones de detección basadas en verde SYBR para detectar el ARN/ADN de VIH-1 podrían 
ser más sensibles (Espy, Uhl et al., 2006) pero presentan una tendencia a resultados falsos positivos debido a que 
los pigmentos de unión al ADN no se unen de una manera específica de secuencia. Con un límite de detección 
teórico de una molécula por reacción, la PCR anidada se considera un método más sensible que la PCR en tiempo 
real. Sin embargo, con dicho método sólo pueden producirse datos semicuantitativos. Además, requiere 15 
procedimientos experimentales laboriosos y largos. En contraste, tal como se indica posteriormente, los inventores 
han encontrado que el peinado molecular permite la detección de sucesos únicos y puede utilizarse como método 
altamente sensible para la detección y cuantificación del ADN provírico del VIH en las células infectadas de los 
pacientes. 
 20 
Con el fin de diagnosticar la infección vírica, se está incrementando la utilización de los ensayos de detección de 
antígenos, especialmente los basados en anticuerpos monoclonales. La detección rápida de ácidos nucleicos 
utilizando sondas específicas dirigidas contra el ADN o el ARN o los métodos de amplificación son otras opciones 
para varios virus. Estos presentan la ventaja de ser tan sensibles que concebiblemente podrían detectar el ácido 
nucleico vírico en una sola célula infectada. Por ejemplo, la técnica de PCR, que permite la amplificación enzimática 25 
de cantidades minúsculas de ADN con frecuencia indetectables por otros métodos, ha sido ampliamente utilizada 
para la detección de parte del genoma de varios agentes víricos, tales como el VHS (Rowley, Whitley et al., 1990), el 
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Ou, Kwok et al., 1988) y los virus del papiloma humano (VPH) (Shibata, 
Arnheim et al., 1988). 
 30 
Una limitación significativa de la PCR es que no permite confirmar la integridad del genoma completo detectado y en 
consecuencia no puede ser un estándar de caracterización del genoma vírico infeccioso completo presente en una 
muestra sometida a ensayo. De esta manera, la PCR tampoco presenta la especificidad requerida para someter a 
ensayo la eficiencia de un tratamiento antivírico contra partículas víricas infecciosas debido a que sus resultados no 
indican si los polinucleótidos víricos detectados son infecciosos. Los métodos serológicos no detectan directamente 35 
los polinucleótidos víricos infecciosos, tales como el ADN genómico vírico integrado cromosómicamente y requieren 
que un sujeto genere una respuesta inmunológica contra un virus antes de la detección o la presencia de una 
cantidad suficiente de antígeno vírico en una muestra. 
 
Detección de oncogenes víricos y activación de protooncogenes por virus 40 
 
Muchos cánceres se originan a partir de una infección vírica; ello es especialmente cierto en animales tales como 
aves, aunque también en seres humanos. En todo el mundo, el Centro Internacional de investigaciones sobre el 
cáncer de la OMS estimó que en el año 2002, el 20% de los cánceres humanos habían sido causado por infección, 
de los que 10% a 15% habían sido causados por uno de entre siete virus diferentes (Carrillo-Infant, Abbadessa et 45 
al., 2007). Sin embargo, sólo una minoría de personas o animales llegarán a desarrollar cáncer después de la 
infección. Los virus tumorales presentan una diversidad de tumores: virus con un genoma de ADN, tal como el VHP 
(cáncer cervical), el virus de la hepatitis B (cáncer hepático), y el VEB (un tipo de linfoma) y virus con un genoma de 
ARN, como el virus de la hepatitis C (VHC) pueden causar cánceres, al igual que los retrovirus tanto con genoma de 
ADN como de ARN (virus linfotrópico T humano y virus de la hepatitis B, que normalmente se replican como virus de 50 
ADN mixto de doble cadena y de cadena sencilla aunque también presenta un componente de replicación 
retrovírica). 
 
Un mecanismo vírico oncogénico directo implica la inserción de genes oncogénicos víricos adicionales en la célula 
huésped (virus de transformación aguda) o para potenciar genes oncogénicos ya existentes (protooncogenes) en el 55 
genoma (virus de transformación lenta) (para una revisión ver Parsonnet, 1999). En los virus de transformación 
aguda, las partículas víricas portan un gen que codifica un oncogén hiperactivo denominado oncogén vírico (v-onc) y 
la célula infectada se transforma en cuanto se expresa v-onc. En contraste, en los virus de transformación lenta, el 
genoma vírico se inserta, especialmente porque la inserción del genoma vírico resulta una parte obligatoria de los 
retrovirus, en un sitio próximo a un protooncogén en el genoma huésped. El promotor vírico u otros elementos de 60 
regulación de la transcripción, a su vez, causan la sobreexpresión de dicho protooncogén, que, a su vez, inducen 
una proliferación celular incontrolada. Debido a que la inserción del genoma vírico no es específica de los 
protooncogenes y la probabilidad de inserción en un sitio próximo a dicho protooncogén es lenta, los virus de 
transformación lenta presentan una latencia tumoral muy larga en comparación con los virus de transformación 
aguda, que ya portan el oncogén vírico. 65 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 10  
 

Algunos virus son tumorigénicos al infectar una célula y persisten como episomas circulares o plásmidos, 
replicándose separadamente del ADN de la célula huésped (virus de Epstein-Barr y herpesvirus asociado al 
sarcoma de Kaposi). También existen la oncogenicidad vírica indirecta e implica una inflamación no específica 
crónica que se produce durante décadas de infección, tal como en el caso del cáncer hepático inducido por el VHC. 
Dichos dos mecanismos difieren en su biología y epidemiología: los virus tumorales directos deben presentar por lo 5 
menos una copia de virus en cada célula tumoral que exprese por lo menos una proteína o ARN que está 
provocando que la célula se torne cancerosa. Los antígenos víricos foráneos se expresan en dichos tumores, en 
consecuencia, las personas inmunosuprimidas, tales como los pacientes de SIDA o de trasplante, presentan un 
mayor riesgo de estos tipos de cáncer. 
 10 
Terapia génica o celular basada en la utilización de vectores víricos 
 
La terapia génica implica la inserción de genes en las células y tejidos del individuo para tratar enfermedades, tales 
como enfermedades hereditarias en las que los alelos mutantes perjudiciales de un gen son sustituidos por genes 
funcionales. Aunque la tecnología todavía se encuentra en sus inicios, ha sido utilizada con cierto éxito. Los vectores 15 
víricos son una herramienta utilizada comúnmente por científicos para introducir dicho material genético en tejidos 
(terapia génica) o células (terapia celular). Dichos vectores víricos se derivan principalmente de lentivirus, retrovirus, 
adenovirus o herpesvirus (para una revisión ver Thomas, Ehrhardt et al., 2003). 
 
El material genético en los lentivirus o retrovirus se encuentra en forma de moléculas de ARN, mientras que el 20 
material genético de sus huéspedes se encuentra en forma de ADN. El genoma de dichas clases de virus puede 
modificarse mediante la inserción de una secuencia génica de interés que debe transferirse al interior del tejido o 
células infectadas. Al igual que el virus de tipo salvaje, los virus recombinantes introducirán su ARN junto con 
algunos enzimas, verbigracia la transcriptasa y la integrasa, en la célula. Dicha molécula de ARN del virus 
recombinante debe producir una copia de ADN a partir de su molécula de ARN antes de que pueda integrarse en el 25 
material genético de la célula huésped. Después de producir dicha copia de ADN y de que se encuentre libre en el 
núcleo de la célula huésped, debe incorporarse en el genoma de la célula huésped. Es decir, debe insertarse en los 
cromosomas en la célula mediante otro enzima que porta el virus denominado integrasa. En el caso de que dicha 
célula huésped se divida posteriormente, la totalidad de sus descendientes contendrá los nuevos genes. 
 30 
Uno de los problemas de la terapia génica que puede resultar de la utilización de los lentivirus o retrovirus es que el 
enzima integrasa puede insertar el material genético del virus en cualquier posición arbitraria en el genoma del 
huésped; introduce aleatoriamente el material genético en un cromosoma. En el caso de que el material genético 
resulte que se ha insertado en el medio de los genes originales de la célula huésped, este gen resultará interrumpido 
(mutágenesis por inserción). En el caso de que el gen resulte ser un gen regulador de la división celular, puede 35 
producirse una división celular incontrolada (es decir, cáncer). Este problema recientemente se ha tratado mediante 
la utilización de endonucleasas de reconocimiento de cadena sencilla (Grizot, Smith et al., 2009) o mediante la 
inclusión de determinadas secuencias, tales como la región de control de locus para dirigir el sitio de integración a 
sitios específicos en el cromosoma (Zhou, Zhao et al., 2007). 
 40 
Los adenovirus son virus que portan su material genético en forma de ADN de doble cadena. Provocan infecciones 
respiratorias, intestinales y oculares en el ser humano (especialmente el resfriado común). En el caso de que dichos 
virus infecten una célula huésped, introducen su molécula de ADN en el huésped. El material genético de los 
adenovirus no se incorpora en el material genético de la célula huésped. La molécula de ADN queda libre en el 
núcleo de la célula huésped y las instrucciones en esta molécula extra de ADN se transcriben de igual manera que 45 
cualquier otro gen. La única diferencia es que dichos genes adicionales no se replican cuando la célula va a 
empezar la división celular, de manera que los descendientes de dicha célula no presentarán el gen adicional. Los 
virus adenoasociados (VAA) de la familia de los parvovirus son virus pequeños con un genoma de ADN de cadena 
sencilla. El VAA de tipo salvaje puede insertar material genético en un sitio específico en el cromosoma 19 con una 
certidumbre de prácticamente el 100% (Huser y Heilbronn, 2003). Sin embargo, el VAA recombinante, que no 50 
contiene ningún gen vírico y sólo el gen terapéutico, no se integra en el genoma. En consecuencia, el tratamiento 
con vector adenovírico o VAA, requerirá la readministración en una población celular en crecimiento, aunque la 
ausencia de integración en el genoma de la célula huésped debería evitar el desarrollo de cáncer (Douglas, 2007). 
 
Los herpesvirus se utilizan actualmente como vectores de transferencia génica debido a sus ventajas específicas 55 
respecto a otros vectores víricos. Entre las características únicas de los vectores derivados de VHS se encuentran la 
muy elevada capacidad transgénica de la partícula vírica, que permite transportar secuencias largas de ADN 
foráneo, la complejidad genética del genoma vírico, que permite generar muchos tipos diferentes de vectores 
atenuados que presentan actividad oncolítica y la capacidad de los vectores VHS de invadir y establecer infecciones 
latentes no tóxicas durante toda la vida en neuronas de ganglios sensoriales, en donde los transgenes pueden 60 
expresarse a nivel elevado y durante un tiempo prolongado. Pueden derivarse tres clases diferentes de vectores a 
partir de los VHS: vectores atenuados competentes para la replicación, vectores recombinantes incompetentes para 
la replicación y vectores dependientes de ayudante defectivos, conocidos como amplicones. Los vectores VHS 
deficientes para la replicación se generan mediante la deleción de uno o más genes inmediatos-tempranos, por 
ejemplo ICP4, que seguidamente se proporciona en trans mediante una línea celular complementaria. Los vectores 65 
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VHS oncolíticos son agentes terapéuticos prometedores para el cáncer. Dichos vectores basados en VHS han sido 
sometidos a ensayo en pacientes de glioma, melanoma y cáncer ovárico. 
 
Los inventores han encontrado inesperadamente que las técnicas de peinado molecular y de estirado en 
combinación con sondas o juegos de sondas especialmente diseñadas pueden utilizarse para diagnosticar, detectar 5 
o monitorizar sujetos que portan ADN vírico infeccioso y otros genes patogénicos mediante técnicas de peinado 
molecular y/o de estiramiento del ADN. Estas aplicaciones diagnósticas no son conocidas de la técnica anterior, que 
generalmente ha llevado a cabo el peinado molecular en muestras de ADN obtenidas fácilmente a partir de líneas 
celular en cultivo conocidas. Aunque el peinado molecular se ha aplicado anteriormente para el análisis 
cromosómico, no se ha reconocido anteriormente que dicha metodología o adaptaciones de dicha metodología 10 
podían aplicarse útilmente al diagnóstico de la infección vírica o a la detección de otros polinucleótidos patogénicos 
en una muestra. Por otra parte, los inventores han encontrado inesperadamente que el ADN obtenido directamente 
a partir de muestras biológicas de un sujeto infectado por virus pueden evaluarse mediante procedimientos de 
peinado molecular y detectarse ADN vírico infeccioso activo en estas muestras. Dichos métodos superan muchos de 
los problemas asociados a los métodos diagnósticos existentes para la infección vírica y proporcionan un método 15 
conveniente, rápido y preciso para la detección y seguimiento de polinucleótidos víricos infecciosos en un sujeto o 
paciente infectado por virus. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN RESUMIDA DE LA INVENCIÓN 
 20 
La invención proporciona un modo fiable, simple, rápido y económico para detectar reorganizaciones de un ADN del 
virus del papiloma humano (VPH) en una muestra procedente de un sujeto o paciente utilizando técnicas de peinado 
molecular y/o de estiramiento del ADN en combinación con sondas específicas que son capaces de unirse a por lo 
menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, especialmente juegos de sondas que se unen a 80% a 100% del genoma del 
VPH. El método de la invención se lleva a cabo in vitro. 25 
 
Los inventores han encontrado que el peinado molecular es una técnica potente (i) para detectar y cuantificar el ADN 
vírico o el ADN de origen vírico en células, tejidos o líquidos biológicos de mamífero infectados, tales como ADN del 
virus herpes simplex infeccioso en la córnea infectada, (ii) para seguir la replicación vírica y las reorganizaciones 
genómicas víricas que se producen en las células, tejidos o líquidos biológicos de mamífero infectados, e (iii) para 30 
identificar los polinucleótidos víricos infecciosos o los polinucleótidos víricos infecciosos presentes en células, tejidos 
o líquidos biológicos infectados. 
 
Al contrario que en los métodos de la técnica anterior de detección de virus en células o tejidos infectados, las 
técnicas de peinado molecular de la invención pueden llevarse a cabo simultáneamente y no requieren múltiples 35 
procedimientos que requieren mucho tiempo y son caros. Los métodos de la invención son fácilmente aplicables 
como herramientas diagnósticas para la detección de contaminación o infección vírica en células o tejidos, útiles 
para determinar la eficacia de los tratamientos antivíricos mediante la cuantificación, o de otro modo evaluación, de 
los efectos o eficacias de dichos tratamientos sobre la cantidad de virus infeccioso o polinucleótidos víricos 
infecciosos o la replicación vírica en células o tejidos de mamífero infectados. Los inventores han encontrado que el 40 
peinado molecular supera muchos de los problemas asociados a los métodos anteriores de detección o diagnóstico 
de una infección vírica, incluyendo los métodos basados en la PCR, y ofrece un modo fácil y rápido para ello. Las 
realizaciones específicas de la invención incluyen lo siguiente. 
 
Un método para detectar reorganizaciones de un ADN del VPH en una muestra biológica, que comprende extraer un 45 
polinucleótido a partir de dicha muestra, el peinado molecular de dicho ADN de VPH para formar un polinucleótido 
estirado, la puesta en contacto del polinucleótido estirado con un juego de sondas marcadas específicas para el 
ADN de VPH que reconocen una secuencia del VPH, la detección de la hibridación de las sondas con el ADN del 
VPH peinado, detectando de esta manera reorganizaciones del ADN del VPH. El polinucleótido puede ser ADN 
vírico genómico infeccioso o ADN vírico no genómico infeccioso, un oncogén o un protooncogén y puede integrarse 50 
en un cromosoma de un sujeto o puede ser ADN episómico o transgénico. La detección de un genoma vírico entero 
o ADN vírico infeccioso entero se correlaciona notablemente con la infección. Tal como se da a conocer en la 
presente memoria, con respecto al VHS, agente causativo de la queratitis herpética, resulta esencial poder 
demostrar la presencia de genomas infecciosos completos en las células, que en ese caso pueden ser parcial o 
totalmente generadas en las células infectadas. 55 
 
La muestra biológica generalmente se obtiene directamente de un sujeto o paciente y puede constituir tejido, una 
muestra de células, o de sangre, LCR o líquido sinovial, o una muestra de otro líquido biológico. Puede extraerse 
una molécula o fibra de ADN para el estiramiento o el peinado molecular a partir de la muestra biológica. Se obtiene 
una muestra a partir de un sujeto vivo o no vivo. Entre los sujetos se incluyen animales susceptibles a enfermedades 60 
víricas, incluyendo seres humanos, mamíferos no humanos, tales como vacas, bovinos, ovejas, cabras, caballos, 
cerdos, perros, gatos y primates no humanos; aves, tales como pollos, pavos, patos, gansos, avestruces, emus u 
otras aves; reptiles, anfibios y otros animales. 
 
Se pone en contacto una molécula de ADN estirada o peinada con un juego de sondas marcadas específicas para el 65 
ADN del VPH que reconocen una secuencia del VPH. Para la detección de un ADN del VPH, se utiliza un juego de 
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sondas que cubre 80% a 100% o cualquier subintervalo o valor intermedio, del genoma del VPH. El ADN del VPH 
puede ser un ADN que sea de cadena sencilla o de doble cadena. Tal como se da a conocer en la presente 
memoria, entre los virus ADN representativos se incluyen herpesvirus, tales como el virus herpes simplex (VHS) de 
tipos 1 y 2, los virus del papiloma y los virus de la hepatitis, tales como el virus de la hepatitis B. Las sondas que se 
unen a retrovirus, tales como VIH, preferentemente un retrovirus integrado en forma de provirus en un cromosoma 5 
del huésped también se seleccionan de una manera similar y preferentemente se utiliza un juego de sondas que 
cubre 80% a 100% del genoma provírico. 
 
Las sondas pueden corresponder a por lo menos 5% y preferentemente 80% a 100% del genoma de una cepa del 
VPH que ya es conocido que es infeccioso o puede diseñarse para comprender la combinación de genes que es 10 
conocido que resulta esencial para la replicación, reproducción o patogenicidad de un tipo particular de virus. 
 
Dichas sondas pueden corresponder a VPH16 (NC_001526.2) (SEC ID nº 20), HPV18 (XO5015.1)(SEC ID nº 21), 
HPV31 (J04353.1)(SEC ID nº 22), HPV33 (M12732.1)(SEC ID nº 23) y HPV45 (X74479.1)(SEC ID nº 24). 
 15 
El juego de sondas puede comprender dos, tres o más subjuegos diferentes de sondas etiquetadas con diferentes 
marcajes. Preferentemente se utilizan dichas sondas para determinar las configuraciones de un ADN de VPH 
genómico o infeccioso o para identificar diferentes partes o segmentos de un genoma del VPH o molécula de ADN 
de VPH infeccioso. 
 20 
La exposición describe además un método para detectar o identificar una secuencia polinucleótida vírica infecciosa o 
genómica en una célula, tejido o líquido corporal de mamífero, que comprende utilizar el peinado molecular para 
detectar la presencia o la cantidad de polinucleótido vírico infeccioso o polinucleótido vírico genómico en una célula, 
tejido o líquido biológico. La exposición describe un método para cuantificar una secuencia polinucleótida vírica 
infecciosa o genómica, que comprende utilizar el peinado molecular para detectar la cantidad de polinucleótido vírico 25 
infeccioso o de polinucleótido vírico genómico en una célula, tejido o líquido biológico en comparación con una 
muestra de control no infectada o una muestra de otro modo similar obtenida en un punto temporal diferente. 
 
Tal como se indica en la presente memoria, también se encuentran contemplados los métodos para detectar la 
presencia de un virus o para detectar la replicación de un virus en una muestra biológica, así como los métodos para 30 
seguir longitudinalmente la replicación vírica o la reorganización de un genoma vírico o ADN vírico infeccioso, 
especialmente en células, tejido o líquido corporal de mamífero. Dichos métodos pueden llevarse a cabo mediante el 
peinado molecular de ADN obtenido de muestras apropiadas o muestras extraídas durante un periodo de tiempo 
específico, para la presencia de ADN vírico latente o replicante o ADN vírico reorganizado, en una célula o tejido. 
 35 
La exposición describe además un método para evaluar la eficacia de un tratamiento antivírico que utiliza el peinado 
molecular para detectar la presencia, la organización o la cantidad de ADN vírico infeccioso o genómico en una 
muestra obtenida de un sujeto, tratar el sujeto con un agente antivírico o llevar a cabo otra terapia antivírica, y 
monitorizar o reevaluar la presencia, organización o cantidad de ADN vírico infeccioso o genómico después del 
tratamiento utilizando técnicas de peinado molecular descritas en la presente memoria. 40 
 
La invención se refiere además a la utilización en el método de la invención de un kit que comprende reactivos que 
comprende SDS al 0,1% para la lisis de partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de fusión y una o 
más sondas que se unen a un polinucleótido vírico infeccioso para detectar o identificar ADN del VPH vírico 
genómico en una molécula de ADN peinada. En algunas realizaciones, los kits contienen un juego de sondas para 45 
detectar o identificar ADN vírico genómico en una molécula de ADN peinada que cubre por lo menos 5% de un 
genoma del VPH, especialmente 80%, 85%, 90%, 95%, 99% o 100%. La longitud mínima de la sonda o juego de 
sondas es 1 kb. El kit puede contener además software para detectar o clasificar las secuencias infecciosas y el kit 
puede comprender además instrucciones para detectar un genoma del VPH según los métodos de la invención. 
 50 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
   

Figura 1. Ejemplo de sondas específicas del VHS-1 que pueden utilizarse según la invención. El gráfico de 
puntos representa la comparación entre la secuencia del genoma del VHS-1 (eje horizontal) y las sondas 
específicas del VHS-1 (eje vertical) para localizar en el mapa las posiciones relativas de las diferentes sondas 55 
Algunos de los fragmentos del VHS-1 (VHS-S54, -B52 y -S58) se hibridan con las secuencias repetidas 
invertidas y en consecuencia se encuentran presentes en dos copias. Los fragmentos del VHS-1 listados en la 
Tabla A pueden asociarse y mostrarse en diferentes colores para detectar el genoma del VHS-1. En el presente 
ejemplo, la asociación de 41 sondas (en las 63 sondas disponibles, Tabla A) tal como se indica a continuación 
cubre el 99% del genoma del VHS-1. Los fragmentos del VHS-S54, -P4, -P5, -S4 y -B4 corresponden a la sonda 60 
aparente H1 de 21 kb. La sonda aparente H2 de 56 kb consiste en 19 sondas solapantes (fragmentos del VHS-
B7, -B8, -S14, -B10, -S16, -B13, - S18, -B15, -S21, -B19, -S23, -B21, -B22, -S30, -S31, -S32, -B26, -P8 y -B28). 
La sonda H3 de 45 kb está compuesta de los fragmentos VHS-B30, -S44, -S45, -B38, -B39, -B40, -S49, -B44, -
B45, -B46, -B48 y -S54. Debido a la presencia de las secuencias repetidas invertidas, tanto la sonda H4 (13 kb) 
como la sonda H6 (6,5 kb) están compuestas de los fragmentos del VHS-B52 y -S58; el fragmento VHS-S59 65 
también se encuentra presente en la sonda H4. Finalmente, 3 fragmentos solapantes (VHS-S60, -B58 y -B60) 
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forman la sonda H5 de 7,5 kb. Las sondas de localización que forman una firma específica para una región 
específica del genoma del VHS-1 se muestran en rojo (marcaje de digoxigenina, cajas negras) para las sondas 
H1, H3 y H5 y en verde (marcaje de biotina, cajas grises) para las sondas H2, H4 y H6. Los tamaños 
(redondeados a la kb más próxima) de las sondas de localización se indican bajo la caja respectiva. 
 5 
Figura 2. Comparación entre dos métodos de extracción de ADN del VHS-1 a partir de las partículas víricas. A) 
Ejemplo de ADN del VHS-1 peinado sobre superficies silanizadas. Tras peinar la solución de ADN del VHS-1 
extraído con el protocolo estándar de fenol-cloroformo (imagen a la izquierda) o el protocolo de extracción 
modificado de VHS-1 incluido en tapón de agarosa (imagen a la derecha), las fibras se revelan con el agente 
intercalante YOYO-1 y se observan en un microscopio de epifluorescencia dotado de una cámara. La figura 10 
muestra dos imágenes que son características de cada método de extracción. La escala se indica en forma de 
una barra. B) Histograma que muestra la frecuencia acumulada del número de fibras de ADN de cada tamaño 
dentro de un intervalo de longitud dado que se encontraban contenidas en ADN genómico aislado a partir de 
partículas de VHS-1. La anchura de los intervalos era de 10 µm. De esta manera, por ejemplo, el tercer punto 
representa el número de mediciones en el intervalo [30 µm, 40 µm]. El panel izquierdo muestra la longitud de 15 
todas las fibras de ADN del VHS-1 que se han registrado (654 mediciones) en la solución de ADN extraída con el 
protocolo estándar de fenol:cloroformo. La mediana de tamaño de las fibras era de 18 µm, es decir 36 kb. El 
panel derecho muestra la distribución de la longitud de fibras de ADN (2.322 mediciones) obtenida utilizando el 
método alternativo. En ese caso, la mediana de tamaño de la distribución era de 42 µm, es decir, 84 kb. 
 20 
Figura 3. Detección de isómeros del genoma del VHS-1 en solución de ADN extraída a partir de partículas víricas 
y células infectadas. A) Ejemplos de FISH en ADN del VHS-1 peinado. Representación esquemática de la 
diferente posible organización de los patrones de hibridación correspondientes a los diferentes isómeros del 
genoma del VHS-1 (las sondas H1, H3 y H5 marcadas con digoxigenina se representan en cajas negras; las 
sondas H2, H4 y H6 marcadas con biotina se muestran en cajas grises). Los patrones de hibridación de requisito 25 
mínimo tal como se define en la sección de ‘Análisis de señales de detección de VHS-1’ también se indican 
inmediatamente sobre la señal completa. Cuatro cadenas de hibridación lineal representativas que muestra cada 
isómero completo del genoma del VHS-1 (blanco: fluorescencia de Rojo Texas/Alexa 594: H1, H3 y H5; negro: 
fluorescencia de Alexa 488 verde: H2, H4 y H6). Las representaciones esquemáticas de cada isómero del 
genoma del VHS-1 se muestran sobre las imágenes correspondientes. (B) Histograma de la distribución de los 30 
isómeros del genoma de la cepa KOS del VHS-1 en partículas víricas producidas en las líneas celulares Vero, 
COS7 y Neuro2A. Se seleccionaron las señales de hibridación y se analizaron tal como se indica en la sección 
de «Ejemplos». En el presente ejemplo, se identificó y clasificó un total de 405 señales de hibridación en cada 
experimento. Cada barra representa el número de cada isómero de genomas del VHS-1. En el presente ejemplo, 
la distribución de los isómeros de la cepa KOS del VHS-1 se distribuía equivalentemente en las partículas víricas 35 
de las células COS7, mientras que los isómeros P e IS eran los más frecuentes en las partículas víricas 
producidas a partir de las líneas celulares Neuro2A y Vero. Esta última distribución es estadísticamente diferente 
de una distribución equimolar (prueba de Chi-2). (C) Histogramas de la distribución de los isómeros de genoma 
de las cepas Sc16 y KOS del VHS-1 en diferentes células infectadas (células BSR, COS-7, Neuro2A y Vero). Se 
seleccionaron las señales de hibridación y se analizaron tal como se indica en la sección de «Ejemplos». En los 40 
presentes ejemplos, se seleccionaron y clasificaron 405 señales de cada producción. La distribución de la cepa 
Sc16 del VHS-1 producido en las células BSR, COS-7, Neuro2A y Vero y de la cepa KOS del VHS-1 producida 
en COS-7 era estadísticamente equivalente a una distribución equimolar (prueba de Chi-2). En las células 
Neuro2A y Vero infectadas, los isómeros P e IS eran más frecuentes que los isómeros IL e ILS. 
 45 
Figura 4. Método de extracción de ADN genómico de córneas de ratón y de conejo. A) Ejemplo de ADN 
genómico peinado sobre superficies silanizadas. Tras la extracción a partir de córneas utilizando el protocolo 
descrito en la sección de Ejemplos, la solución de ADN genómico se peinó y reveló con el agente intercalante 
YOYO-1 antes de observarla en un microscopio de epifluorescencia dotado de una cámara. Las imágenes a la 
izquierda muestran una imagen representativa de ADN peinado extraído de una córnea de un ratón sano y la 50 
imagen derecha, de una córnea de un conejo sano. Se llevó a cabo el peinado molecular a densidad baja para 
permitir la medición de la longitud de la fibra de ADN genómico. La escala se indica en forma de barra. B) 
Histograma que muestra la frecuencia acumulada del número de fibras de ADN de cada tamaño dentro de un 
intervalo de longitud dado que se encontraban contenidas en ADN genómico aislado a partir de partículas de 
VHS. La anchura de los intervalos era de 25 kb. De esta manera, por ejemplo, la quinta barra representa el 55 
número de mediciones en el intervalo [225-250 kb]. El panel izquierdo muestra la longitud de cada fibra de ADN 
registrada (10.069 mediciones) en la solución de ADN extraída de córneas de ratón. La mediana de tamaños de 
las fibras era de 204 kb. En la presente muestra, aproximadamente el 31% de las fibras de ADN genómico 
mostraban un tamaño superior a 200 kb. El panel derecho muestra un ejemplo de la distribución de longitudes de 
las fibras de ADN (8.336 mediciones) obtenidas de la córnea de conejo. En este caso, la mediana de tamaño de 60 
la distribución era de 196 kb, con una proporción de fibras mayores de 200 kb de longitud del 27%. 
 
Figura 5. Histograma de la distribución de isómeros del genoma del VHS-1 en córnea de ratón infectada. Se 
extrajo el ADN total de córnea de ratón infectado por VHS-1, se peinó y se hibridó con las sondas específicas del 
VHS-1. En el presente ejemplo se identificó y clasificó un total de 18 señales de hibridación. Cada barra 65 
representa el número de cada isómero de genomas del VHS-1. 
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Figura 6. Detección de intermediario de replicación del VHS-1 en córnea de ratón infectada por el VHS-1. La 
figura muestra dos ejemplos de complejo de ADN genómico del VHS-1 correspondiente a los concatámeros 
(señal Blanca: fluorescencia de Rojo Texas/Alexa 594: H1, H3 y H5; Señal Negra: fluorescencia de Alexa 488 
verde: H2, H4 y H6). La imagen superior ilustra una señal compuesta de por lo menos dos genomas del VHS-1 
solapantes hipotéticos compuestos de un isómero IS y un isómero P, mientras que la imagen inferior muestra un 5 
concatámero del VHS-1 que consiste en por lo menos las señales hipotéticas ILS e IL. 
 
Figura 7. Detección de genomas del VHS-1 no canónicos en córneas de ratón infectadas por VHS-1. A) Ejemplos 
de VHS-1 no canónico procedente de córneas de ratón infectadas. La figura muestra ejemplos representativos 
de patrones de hibridación que no corresponden a uno de los isómeros canónicos del genoma del VHS-1 (señal 10 
Blanca: fluorescencia de Rojo Texas/Alexa 594: H1, H3 y H5; Señal Negra: fluorescencia de Alexa 488 verde: 
H2, H4 y H6). Se indica la barra de escala. El patrón de hibridación canónica correspondiente al isómero ILS (las 
sondas H1, H2B y H3 marcadas con biotina se representan en cajas y señal grises; H2A y H5 marcadas con 
digoxigenina se ilustran cajas y señales blancas, y las sondas H4 y H6 marcadas con Alexa488 se ilustran en 
cajas y señales negras) obtenido en extractos de ADN peinado de células Vero infectadas por cepa Sc16 del 15 
VHS-1. El presente ejemplo muestra las sondas H1 a H6 específicas del VHS-1 marcadas para evaluar la 
proporción de estructuras no canónicas en la región H4/H6. C) H4/H6 no canónico en la célula Sc16 del VHS-1 
en extractos de células Vero. El primer patrón de hibridación muestra alternado de señal fluorescente de Alexa 
488 (señales negras) de diversos tamaños correspondientes a las sondas H4/H6 y fluorescencia de Alexa 594 
(señal gris) correspondiente a las sondas de fragmento H1, H2B o H3 o señal de fluorescencia de AMCA/Alexa 20 
350 (señal blanca) correspondiente a parte de la sonda H2A o H5 de un máximo de 10 kb. El segundo ejemplo 
muestra el alternado entre la señal fluorescente de Alexa 488 (señales negras) de diversos tamaños y la señal 
fluorescente de AMCA/Alexa 350 (señal blanca) que se encuentra circundada por la señal fluorescente de Alexa 
594 (señal gris). El tercer ejemplo muestra una repetición única de una señal fluorescente de Alexa 488 (señales 
negras) circundada por la señal fluorescente de Alexa 594 (señal gris). Se indica una barra de escala. D) 25 
Histogramas de la distribución entre estructura canónica y no canónica en las regiones H4/H6 del VHS-1. Se 
seleccionaron 367 señales de hibridación y se analizaron tal como se indica en la sección de «Ejemplos». En el 
presente ejemplo, el 80% de las sondas H4/H6 corresponden a la estructura teórica. 
 
Figura 8. Detección de ADN del VIH-1 provírico en cultivo de células ACH-2. Todos los histogramas muestran el 30 
número de señales dentro de un intervalo de longitudes dado (0,644 kb/clase) en función de una longitud de 
señal de FISH o tamaño de hueco entre dos señales de FISH, en kilobases. De esta manera, por ejemplo, la 
segunda columna del primer histograma representa el número de mediciones en el intervalo [7,86-8,50 kb]. A) 
Ejemplos de ADN del VIH-1 provírico situado en el cromosoma 7p15 utilizando los fósmidos G248P87988G9 y 
G248P86255A8. Representación esquemática de la organización del patrón de hibridación correspondiente al 35 
ADN del VIH-1 provírico integrado (las sondas del VIH-1 marcadas con digoxigenina se representan en una caja 
y señal negras; los fósmidos marcados con biotina se muestran en cajas y señales blancas). Los histogramas a 
la izquierda y derecha muestran la distribución de tamaños de hueco entre la señal de fluorescencia de Alexa 
488 verde del fósfmido G248P87988G9 y la señal fluorescente de Rojo Texas/Alexa 594 del VIH-1 y entre la 
señal fluorescente de Rojo Texas/Alexa 594 del VIH1 y la señal fluorescente de Alexa 488 verde del fósmido 40 
G248P86255A8, respectivamente. El histograma intermedio muestra la distribución de tamaños de la señal 
fluorescente de Rojo Texas/Alexa 594 del VIH-1. B) Ejemplos del alelo normal del locus 7p15. Se indica una 
representación esquemática de la organización del patrón de hibridación correspondiente al alelo normal (los 
fósmidos marcados con biotina se muestran en cajas y señales grises). Histograma que muestra la distribución 
de tamaños de hueco entre la señal fluorescente de Alexa 488 verde del fósmido G248P87988G9 y la señal 45 
fluorescente de Alexa 488 verde de G248P86255A8. C) ADN del VIH-1 provírico aislado Se indica una 
representación esquemática del patrón de hibridación correspondiente a la forma aislada del VIH-1 (las sondas 
del VIH-1 marcadas con digoxigenina se representan en una caja y señal negras). El histograma muestra la 
distribución de tamaños de la señal fluorescente de Rojo Texas/Alexa 594 del VIH-1. D) Ejemplos de ADN del 
VIH-1 provírico situado en el cromosoma 7p15 utilizando el fósmido G248P84833H9. Se muestran 50 
representaciones esquemáticas de la organización de los patrones de hibridación correspondientes al ADN del 
VIH-1 provírico integrado (las sondas del VIH-1 marcadas con digoxigenina se representan en una caja y señal 
negras, y el locus de tipo salvaje (los fósmidos G24P84833H9 marcados con biotina se muestran en cajas y 
señales blancas). El histograma muestra la distribución de tamaños de la señal fluorescente de Rojo Texas/Alexa 
594 del VIH-1. 55 

 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
La invención permite una detección rápida, específica y sensible de las reorganizaciones de un ADN del VPH en una 
muestra, que evita las significativas restricciones impuestas por métodos de amplificación tales como la PCR o los 60 
ensayos serológicos tales como el ELISA. 
 
En contraste con los métodos de la técnica anterior, las técnicas de peinado molecular de la invención permiten la 
detección con éxito de genomas víricos completos o partes infecciosas o virulentas de secuencias polinucleótidas 
víricas, conduciendo a un diagnóstico mejorado de las infecciones víricas agudas o latentes. 65 
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El método dado a conocer en la presente memoria permite detectar el tipo de VHS y la estructura de su genoma 
fiablemente, de una manera eficaz respecto al tiempo y los costes, y con ninguna de las restricciones de la 
manipulación de radioactividad. Además, el método dado a conocer en la presente memoria permite realizar un 
seguimiento de la presencia de la infección vírica tras el tratamiento antivírico, con independencia del tipo de 
tratamiento considerado. 5 
 
La exposición describe un método para detectar in vitro la presencia de un genoma de virus ADN en células 
eucarióticas infectadas, en particular la detección del genoma del VHS. Dicho método comprende una etapa de 
hibridación de los ácidos nucleicos representativos de un virus dado con por lo menos una sonda o juego de sondas 
que son específicos para el ADN del VHS. 10 
 
Las técnicas de peinado molecular que pueden utilizarse con la invención se dan a conocer en Bensimon et al., 
patente US nº 6.303.296 y en Lebofsky et al., documento nº WO 2008/028931. Los inventores reconocen que 
ninguna técnica puede detectar la presencia de un genoma completo o no reorganizado de una forma infecciosa de 
un virus excepto mediante técnicas de cultivo tradicionales y, de esta manera, buscan aplicar y adaptar estas 15 
técnicas a la detección del ADN vírico infeccioso. El método de peinado nunca ha sido sometido a ensayo como 
herramienta eficiente para detectar dichas formas de ADN vírico sino sólo para la localización de secuencias largas 
de ADN insertadas en un genoma celular en vista a entender la influencia genética de dicha secuencia en un medio 
genético específico. Se muestran posteriormente ejemplos no limitativos de detección de ADN vírico (VHS) 
infeccioso mediante los métodos modificados que han desarrollado los inventores. 20 
 
Los inventores han modificado el protocolo de extracción estándar con el fin de aislar ADN genómico vírico a partir 
de las partículas víricas. Generalmente se utiliza SDS al 0,1% para la lisis de las partículas víricas en los tapones de 
agarosa de bajo punto de fusión en lugar de sarcosilo al 0,1% en el protocolo estándar. También se ha desarrollado 
una metodología para extraer ADN genómico a partir de córneas con el fin de investigar la presencia de ADN del 25 
VHS en córneas infectadas con fines diagnósticos. 
 
La presente invención se refiere a un método para detectar reorganizaciones de un ADN del VPH contenido en 
ácidos nucleicos de células, tejidos o líquidos biológicos infectados. Dicho método comprende una etapa de 
hibridación de ácidos nucleicos representativo de dicho ADN del VPH con un juego de sondas marcadas que cubre 30 
el ADN entero de dicho VPH y que permite identificar reorganizaciones dentro del ácido nucleico representativas de 
dicho ADN del VPH. 
 
La expresión «ácido nucleico» y en particular «ácido nucleico representativo de ADN vírico» tal como se utiliza en la 
presente memoria se refiere a una o varias moléculas de cualquier tipo de ácido nucleico capaces de unirse y 35 
estirarse sobre un soporte tal como se define en la presente memoria y más particularmente estimado mediante la 
utilización de tecnología de peinado molecular; entre las moléculas de ácidos nucleicos se incluyen ADN (en 
particular ADN genómico, especialmente ADN o ADNc vírico) y ARN (en particular ARNm). Una molécula de ácidos 
nucleicos puede ser de cadena sencilla o de doble cadena. 
 40 
La expresión «ácidos nucleicos representativos de dicho ADN del VPH» se refiere a que dicho ácido nucleico 
contiene la totalidad de la información genética o la información esencial con respecto al propósito de la invención, 
que se encuentra presente en dicho ADN del VPH. Dicha expresión incluye ADN genómico del VPH, tal como el 
integrado en un cromosoma del huésped y que puede producir virus infecciosos, ADN de VPH infeccioso que puede 
no presentar determinados elementos genómicos pero que puede ser infeccioso al expresarse en células huésped 45 
particulares, y genes víricos que ejercen un efecto patogénico sobre las células huésped, tal como oncogenes 
víricos. 
 
Un protooncogén incluye aquellos genes normales que, al resultar alterados por mutación, pueden convertirse en 
oncogenes que provocan que una célula crezca o se divida de una manera irregular. Los protooncogenes presentan 50 
diversas funciones celulares, algunas proporcionan señales para la división celular y otras pueden desempeñar 
funciones en la apoptosis. Las características funcionales y estructurales de los oncogenes, incluyendo sus 
secuencias de ácidos nucleicos, son bien conocidas de la técnica y se describen en Human Cancer Viruses: 
Principle of Transformation and Pathogenesis, de J. Nicolas, et al., Karger Publishers, 2010, ISBN3805585764, 
9783805585767 (244 páginas). 55 
 
Un oncogén comprende una versión defectuosa de un protooncogén. Una única copia de un oncogén puede causar 
el crecimiento celular incontrolado. Entre los oncogenes representativos se incluyen ras, myc, src, Her-2/neu, hTERT 
y Bcl-2. Las características funcionales y estructurales de los oncogenes, incluyendo sus secuencias de ácidos 
nucleicos, son bien conocidas de la técnica y se describen en Oncogene: Gene, Mutation, Tumor, Apoptosis, Gene 60 
Expression, Protein, Cell Growth, Cellular Differentiation, de L. M. Surhone, et al., Betascript Publishers, 2010, 
ISBN6130361599, 9786130361594 (172 páginas). Se proporciona una descripción e identificación adicional de los 
oncogenes en http://_www.cancerquest.org/index.cfm?page=780 (último acceso el 11 de abril de 2011) y en Cooper 
G. Oncogenes. Jones and Bartlett Publishers, 1995 y en Vogelstein B, Kinzler KW; The Genetic Basis of Human 
Cancer. McGraw- Hill: 1998. El procedimiento de activación de los protooncogenes en oncogenes puede incluir la 65 
transducción vírica o la integración del virus, mutaciones puntuales, mutaciones por inserción, la amplificación 
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génica, la traslocación cromosómica y/o interacciones proteína-proteína. Entre los virus que pueden inducir la 
activación de los protooncogenes se incluyen el VHB y el VHC (carcinoma hepatocelular), el virus de la leucemia 
humana de células T (VLHT) (leucemia), VPH (cáncer cervical, anal y peneano), VHS-8 (sarcoma de Kaposi), 
poliomavirus de las células de Merkel (carcinoma de las células de Merkel) y el VEB (linfoma de Burkitt, linfoma de 
Hodgkin, enfermedad linfoproliferativa post-trasplante y carcinoma nasofaríngeo). 5 
 
La muestra de ácidos nucleicos utilizada para el estiramiento puede ser ADN genómico, en particular ADN genómico 
total o más preferentemente ADN genómico cromosómico (ADN genómico nuclear) de células o tejidos infectados 
y/o fragmentos de los mismos. La expresión «ácido nucleico» se utiliza en particular en la presente memoria para 
referirse a un ácido nucleico representativo de uno o varios cromosomas y/o de uno o varios fragmentos de 10 
cromosomas. Dichos fragmentos pueden ser de cualquier tamaño, alcanzando las moléculas más largas varias 
megabases. Dicho fragmento generalmente comprende entre 10 y 2.000 kb, más preferentemente entre 20 y 500 kb 
y de promedio es de aproximadamente 300 kb. 
 
La muestra de ácidos nucleicos utilizada en el método de la invención se obtiene a partir de un líquido biológico o de 15 
un tejido de origen biológico, aislando dicha muestra o tejido por ejemplo a partir de un ser humano, un mamífero no 
humano o un ave. 
 
Tal como se define en la presente memoria, una sonda es un polinucleótido, un híbrido de ácidos 
nucleicos/polipéptidos o un polipéptido que presenta la capacidad de hibridarse con ácidos nucleicos representativos 20 
de ADN vírico tal como se define en la presente memoria, en particular a ARN y ADN. El término comprende 
moléculas de ARN (en particular ARNm) y ADN (en particular ADNc vírico o ADN genómico vírico), ácido péptido 
nuclear (APN) y dominios proteicos. Dicho polinucleótido o híbrido de ácidos nucleicos generalmente comprende o 
consiste en por lo menos 100, 300 o 500 nucleótidos, preferentemente por lo menos 700, 800 o 900 nucleótidos, y 
más preferentemente por lo menos 1, 2, 3, 4 o 5 kb. Por ejemplo, pueden utilizarse sondas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 25 
10, 11, 12, 13, 14, 15 kb o más de 15 kb, en particular de 30, 50, 100 o 150 kb. Dicha sonda o juego de sondas 
puede corresponder o cubrir 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 o 100% de 
un genoma vírico, especialmente de un virus infeccioso. Una sonda de ácidos nucleicos puede ser un polinucleótido 
de cadena sencilla o de doble cadena o un polinucleótido modificado. Un juego continuo de sondas cubrirá una 
sección particular del genoma o el genoma completo o solaparse con respecto a dicha sección. Una sonda 30 
adecuada puede estar basada en una secuencia polinucleótida vírica, tal como la dada a conocer en la presente 
memoria, y puede identificarse o sintetizarse mediante cualquier método apropiado. Las sondas pueden marcarse o 
etiquetarse radioactiva o fluorescentemente, o mediante otros medios conocidos de la técnica. 
 
Una sonda polipeptídica generalmente se une específicamente a una secuencia de por lo menos 6 nucleótidos y 35 
más preferentemente por lo menos 10, 15 o 20 nucleótidos. Tal como se utiliza en la presente memoria, la secuencia 
de una sonda, en el caso de que la sonda sea un polipéptido, debe entenderse como una secuencia a la que se une 
específicamente dicho polipéptido. 
 
La expresión «una parte de» una región particular se refiere en la presente memoria a nucleótidos consecutivos de 40 
la secuencia de dicha región particular. Una parte según la invención puede comprender o consistir en por lo menos 
15 o 20 nucleótidos consecutivos, preferentemente por lo menos 100, 200, 300, 500 o 700 nucleótidos consecutivos 
y más preferentemente por lo menos 1, 2, 3, 4 o 5 kb consecutivos de dicha región particular. Por ejemplo, una parte 
puede comprender o consistir en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 kb consecutivos de dicha región 
particular. 45 
 
En una realización particular, la sonda utilizada o por lo menos una de las sondas utilizadas es una variante 
nucleótida de la sonda que muestra una secuencia complementaria a 100% de una parte de una cadena del ácido 
nucleico diana. La secuencia de dicha variante puede presentar una complementariedad de por lo menos 70%, 80%, 
85%, 90% o 95% respecto a la secuencia de una parte de una cadena del ácido nucleico diana. Dicha variante 50 
puede diferir, en particular, de la sonda que es 100% idéntica o complementaria en 1 a 20, preferentemente en 1 a 
10 deleciones, inserciones y/o más preferentemente sustituciones, de nucleótidos, en particular en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9 o 10 deleciones, inserciones y/o más preferentemente sustituciones de nucleótidos en la secuencia de 
nucleótidos original. En una realización particular, la variante mantiene la capacidad de hibridarse, en particular de 
hibridarse específicamente, con la secuencia de la diana de ácidos nucleicos, de manera similar a la sonda que es 55 
100% idéntica o 100% complementaria a una secuencia de la diana de ácidos nucleicos (en particular bajo las 
condiciones de hibridación definidas en la presente memoria). 
 
La expresión «secuencias complementarias» en el contexto de la invención se refiere a «complementaria» y 
secuencias «reversas» o «inversas», es decir, la secuencia de una cadena de ADN que se uniría mediante 60 
interacción de Watson-Crick a una cadena de ADN con dicha secuencia. 
 
Las sondas o una o varias sondas utilizadas para llevar a cabo la invención pueden marcarse con uno o varios 
haptenos (por ejemplo biotina y digoxigenina) y revelarse con anticuerpos específicos dirigidos contra dichos 
haptenos. La utilización de diferentes haptenos para una sonda o juego de sondas dada permite detectar 65 
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reorganizaciones dentro de un ADN vírico dado. Dichas sondas pueden marcarse tal como se ha definido en la 
presente memoria y tal como se describen en la solicitud de patente nº WO 2008/028931. 
 
Un juego de sondas tal como se utiliza en la presente memoria comprende por lo menos dos sondas. Por ejemplo, 
dicho juego de sondas puede consistir en 2 a 20 sondas (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 5 
20 sondas). El número de sondas en un juego habitualmente no excede 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 
sondas, según la sensibilidad que se requiera y la longitud de la sonda; un juego de sondas preferentemente 
consiste en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 sondas como máximo. 
 
Las sondas o el juego de sondas de la invención no sólo permiten la detección del ADN de VPH genómico completo 10 
sino también identificar reorganizaciones que pueden producirse dentro del ADN genómico del VPH. Tal como se 
indica en la presente memoria, por ejemplo los juegos de sondas utilizados en el Ejemplo 1 para la detección del 
VHS permiten la detección de los diferentes isómeros del genoma del VHS que se generan mediante recombinación 
homóloga entre las secuencias repetidas inversas que circundan las regiones únicas UL y US. Además, cada juego 
de sondas (H1 a H6) para la detección del VHS está compuesto de varias sondas (3 a 19 fragmentos diferentes) que 15 
se marcan con dos haptenos diferentes (digoxigenina para los fragmentos que consisten en las sondas H1, H3 y H5; 
biotina para los fragmentos que consisten en las sondas H2, H4 y H6). La modificación de los haptenos de uno o 
varios fragmentos por otros haptenos (con independencia de la naturaleza de dicho hapteno) dentro de un juego de 
sondas dado permite la generación de una matriz de fluorescencia de diferentes colores que permite la identificación 
de las reorganizaciones dentro de dicha región específica del ADN vírico. 20 
 
El peinado molecular también puede ser una herramienta útil para un diagnóstico precoz de los pacientes 
susceptibles de desarrollar un cáncer causado por una infección vírica, por ejemplo aquellos en riesgo de conversión 
de un protooncogén en un oncogén. En efecto, el peinado molecular puede discriminar entre el genoma vírico 
integrado y episómico. En el caso en que se integre el ADN vírico, mediante la utilización de un juego específico de 25 
sondas, el peinado molecular permitirá determinar si el ADN vírico integrado contiene un oncogén vírico completo o 
si se encuentra integrado en estrecha proximidad a un protooncogén celular. 
 
La invención puede utilizarse además junto con terapia génica. Mediante la utilización de juegos específicos de 
sondas para cada transgén y/o vector vírico, el peinado molecular proporciona una herramienta potente para la 30 
evaluación de la eficacia y seguridad de la terapia génica basada en vectores víricos. En efecto, el peinado 
molecular puede discrminar entre un transgén integrado y un transgén episómico. En el caso en que el transgén se 
encuentre integrado (vectores basados en lentivirus y retrovirus), mediante la utilización de un juego específico de 
sondas el peinado molecular permitirá determinar si el ADN vírico integrado se integra en un gen (mutagénesis por 
inserción) o en estrecha proximidad a un protooncogén celular. En el caso de que el transgén sea episómico (vector 35 
adenovírico, VAA o vector VHS), el peinado molecular resultará útil para cuantificar el transgén en la población 
celular en crecimiento y puede ayudar a definir el tiempo correcto para la nueva administración del transgén. 
 
Entre las realizaciones específicas de la invención se incluyen los métodos y productos siguientes. Un método para 
detectar reorganizaciones de un ADN del VPH en una muestra biológica, que comprende extraer un polinucleótido a 40 
partir de dicha muestra, el peinado molecular de dicho ADN de VPH para formar un polinucleótido estirado, la puesta 
en contacto del polinucleótido estirado con un juego de sondas marcadas específicas para el ADN de VPH que 
reconocen una secuencia del VPH, la detección de la hibridación de las sondas con el ADN del VPH peinado, 
detectando de esta manera reorganizaciones del ADN del VPH. Dicho método se lleva a cabo utilizando una 
muestra biológica que es una muestra de tejido o celular obtenida de un sujeto, por ejemplo una muestra de sangre, 45 
plasma, suero, LCR, líquido sinovial o algún otro tipo de líquido biológico procedente del sujeto. Puede extraerse un 
polinucleótido utilizado en dicho método a partir de la muestra de tejido o celular o de componentes de un líquido 
biológico obtenido del sujeto. Generalmente, la muestra se obtiene de un sujeto vivo, aunque también pueden 
obtenerse muestras a partir de sujetos fallecidos. Pueden obtenerse muestras a partir de seres humanos u otros 
mamíferos, tales como vacas, bovinos, ovejas, cabras, caballos, cerdos, perros, gatos y primates no humanos, o de 50 
otros animales, tales como especies de aves, tales como pollo, pavo, pato, ganso, avestruz, emu u otra ave. El 
método puede ponerse en práctica con polinucleótidos que son ADN que pueden contener o comprender además 
ADN vírico genómico infeccioso o no infeccioso o polinucleótidos víricos no genómicos no infecciosos, tales como 
ADN o ARN. El polinucleótido detectado o analizado mediante dicho método puede integrarse en el ADN del sujeto o 
puede encontrarse en forma episómica. El polinucleótido que debe detectarse puede ponerse en contacto con una o 55 
más sondas que se unen a un virus ADN, incluyendo virus ADN de cadena sencilla y de doble cadena. Tal como se 
indica en la presente memoria, el polinucleótido puede ponerse en contacto con una o más sondas que se unen a un 
herpevirus, tal como el virus herpes simplex (VHS). Tal como se indica en la presente memoria, pueden utilizarse 
otras sondas que se unen a otros virus, tales como el virus del papiloma, el virus de la hepatitis B o retrovirus tales 
como el VIH. En algunas realizaciones, el método utiliza un juego de sondas que se unen a por lo menos 80%, 90%, 60 
95% o 99% del ADN genómico o infeccioso de un virus. El juego de sondas utilizado en el método de la invención 
comprende por lo menos dos subjuegos de sondas que se etiquetan con diferentes marcajes, por ejemplo, para 
permitir la identificación de diferentes partes o segmentos de un genoma vírico al que se unen las diferentes sondas 
o para permitir la identificación de reorganizaciones en un genoma vírico. 
 65 
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La exposición describe además: 
 
Un método para detectar, identificar o visualizar una secuencia polinucleótida vírica infecciosa o genómica en una 
célula, tejido o líquido biológico de mamífero, que comprende utilizar el peinado molecular para detectar la presencia 
o la cantidad de polinucleótido vírico infeccioso o de polinucleótido vírico genómico en una célula, tejido o líquido 5 
biológico. 
 
Un método para cuantificar una secuencia polinucleótida vírica infecciosa o genómica, que comprende utilizar el 
peinado molecular para detectar la cantidad de polinucleótido vírico infeccioso o de polinucleótido vírico genómico en 
una célula, tejido o líquido biológico en comparación con una muestra de control no infectada o una muestra de otro 10 
modo similar obtenida en un punto temporal diferente o de una fuente o muestra clínica diferente. 
 
Un método para detectar o seguir la presencia o replicación vírica o reorganizaciones genómicas víricas en una 
célula de mamífero, que comprende el peinado molecular para la presencia de ADN vírico latente o replicante o ADN 
vírico reorganizado en una célula, tejido o líquido biológico. 15 
 
Un método para evaluar la eficacia del tratamiento antivírico, que comprende la detección utilizando el peinado 
molecular de la presencia, organización o cantidad de ADN vírico infeccioso o genómico en una muestra obtenida de 
un sujeto, tratar dicho sujeto con un agente antivírico y reevaluar utilizando el combinado molecular la presencia, 
organización o cantidad de ADN vírico infeccioso o de ADN vírico genómico en dicho sujeto. 20 
 
En una realización particular, la invención se refiere a un juego de sondas que cubre 5% a 100% del genoma del 
VPH. 
 
La invención se refiere además a la utilización en el método de la invención de un kit que comprende reactivos, que 25 
comprende SDS al 0,1% para la lisis de partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de fusión y una o 
más sondas que se unen a un polinucleótido vírico infeccioso para detectar o identificar ADN del VPH vírico 
genómico en una molécula de ADN peinada. El kit puede comprender además software para detectar o clasificar las 
secuencias infecciosas. 
 30 
La exposición describe los materiales biológicos siguientes, que han sido depositados bajo los términos del Tratado 
de Budapest en el CNCM, Institut Pasteur, 25 Rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15, el 20 de abril de 
2010: HSV-B4 (CNCM I-4298), HSV-B19 (CNCM I-4299), HSV-Sc54 (CNCM I-4300) y HSV-P4 (CNCM I-4301). 
Cada material biológico contenía un fragmento polinucleótido correspondiente a una sonda para la detección del 
VHS. La exposición describe cada uno de dichos fragmentos polinucleótidos y cualquiera de las combinaciones de 35 
los mismos. 
 
EJEMPLOS 
 
Ejemplo 1. Detección del virus del herpes simple 40 
 
Preparación de tapones de ADN incluidos a partir de partículas víricas 
 
Se extrajo ADN del VHS-1 a partir de partículas víricas mediante extracción estándar con fenol:cloroformo (Ben-
Zeev, Weinberg et al., 1974) o mediante el procedimiento modificado que se describe en Lebofsky et al., (Lebofsky, 45 
Heilig et al., 2006). Brevemente, se resuspendieron partículas de VHS-1 en 1X PBS a una densidad de 5x106 
partículas víricas/ml y se mezclaron por completo en una proporción 1:1 con una solución al 1,2% p/v de agarosa de 
bajo punto de fusión (Nusieve GTG, ref. nº 50081, Cambrex) preparada en PBS a 50ºC. Se vertieron 90 µl de la 
mezcla de partículas víricas/agarosa en un pocillo formador de tapón (BioRad, ref. nº 170-3713) y se dejó enfriar por 
lo menos 30 min a 4ºC. Las partículas víricas incluidas se lisaron en solución de SDS al 0,1% - EDTA 0,5 M (pH 8,0) 50 
a 50ºC durante 30 minutos. Tras tres etapas de lavado en tampón EDTA 0,5 M (pH 8,0) de 10 minutos a temperatura 
ambiente, los tapones se digirieron mediante incubación durante la noche a 50ºC con 2 mg/ml de proteinasa K 
(Eurobio código GEXPRK01, Francia) en 250 µl de tampón de digestión (EDTA 0,5 M, pH 8,0). La utilización de SDS 
al 0,1% en lugar de sarcosilo resultó muy productiva y proporcionó una calidad muy elevada del ADN vírico extraído. 
 55 
Preparación de tapones de ADN incluidos a partir de células infectadas 
 
La extracción de ADN del VHS-1 a partir del cultivo de células infectadas (BSR, COS-7, Neuro 2A y Vero) se llevó a 
cabo tal como se ha indicado anteriormente (Schurra y Bensimon, 2009). Brevemente, se peletizaron las células 
infectadas mediante centrifugación a 5.000g durante 5 minutos, se resuspendieron a una densidad de 2x106 60 
células/ml en tampón 1X PBS y se mezclaron por completo en una proporción 1:1 con una solución al 1,2% p/v de 
agarosa de bajo punto de fusión (Nusieve GTG, ref. nº 50081, Cambrex) preparada en 1X PBS a 50ºC. Se vertieron 
90 µl de la mezcla de células/agarosa en un pocillo formador de tapón (BioRad, ref. nº 170-3713) y se dejaron enfriar 
por lo menos 30 min a 4ºC. 
 65 
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Brevemente, se incubaron tapones de agarosa durante la noche a 50ºC en 250 µl de una solución de EDTA 0,5 M 
(pH 8), sarcosilo al 1%, 250 µg/ml de proteinasa K (Eurobio, código: GEXPRK01, Francia), después se lavó dos 
veces en una solución de Tris 10 mM, EDTA 1 mM durante 30 min a temperatura ambiente. 
 
Preparación de tapones de ADN incluidos a partir de córneas infectadas 5 
 
Las córneas de ratón infectadas por cepa Sc15 del VHS-1 en un estadio final de infección y se mantuvieron en 
medio Corneamax® (Eurobio, código EYEMAX00, Francia). Tras enjuagar tres veces durante 15 minutos a 
temperatura ambiente con solución 1X de PBS, se cortó la córnea entera en trozos pequeños. Se llevó a cabo la lisis 
de los tejidos durante hasta 16 h a 37ºC en 0,3 mg/ml de colagenasa tipo A (Roche, código nº 10 103 578 001) y 0,8 10 
mg/ml de dispasa GIBCOTM (Invitrogen, Francia, código nº 17105-041), ambos preparados en tampón GIBCOTM de 
solución salina equilibrada de Hanks, HBSS 1X (Invitrogen, Francia, código nº 14060040). Los lisados se peletizaron 
mediante centrifugación a 5.000g durante 10 minutos, se resuspendieron a una densidad de 1x106 a 2x106 
células/ml en tampón 1X PBS y se mezclaron por completo en una proporción 1:1 con una solución al 1,2% p/v de 
agarosa de bajo punto de fusión (Nusieve GTG, ref. nº 50081, Cambrex) preparada en 1X PBS a 50ºC. Se vertieron 15 
90 µl de la mezcla de células/agarosa en un pocillo formador de tapón (BioRad, ref. nº 170-3713) y se dejaron enfriar 
por lo menos 30 min a 4ºC. 
 
La lisis de células en los bloques se llevó a cabo tal como se ha indicado anteriormente (Schurra y Bensimon, 2009). 
Brevemente, se incubaron tapones de agarosa durante la noche a 50ºC en 250 µl de una solución de EDTA 0,5 M 20 
(pH 8), sarcosilo al 1%, 250 µg/ml de proteinasa K (Eurobio, código: GEXPRK01, Francia), después se lavó dos 
veces en una solución de Tris 10 mM, EDTA 1 mM durante 30 min a temperatura ambiente. 
 
Extracción final de ADN y peinado molecular 
 25 
Los tapones de ADN incluido procedentes de partículas víricas o córneas se trataron para el peinado de ADN tal 
como se ha indicado anteriormente (Schurra y Bensimon, 2009). Brevemente, se fundieron tapones a 68ºC en una 
solución de MES 0,5 M (pH 5,5) durante 20 min y se añadieron 1,5 unidades de beta-agarasa (New England Biolabs, 
ref. nº M0392S, MA, USA) y se dejaron bajo incubación durante hasta 16 h a 42ºC. A continuación, se vertió la 
solución de ADN en un reservorio de teflón y se llevó a cabo el peinado molecular utilizando el sistema de peinado 30 
molecular (Genomic Vision S.A., Paris, Francia) y cubreobjetos para peinado molecular (20 mm x 20 mm, Genomic 
Vision S.A., Paris, Francia). Las superficies peinadas se secaron durante 4 horas a 60ºC. 
 
Síntesis y marcaje de sondas de VHS-1 
 35 
Las coordenadas de todas las sondas respecto a la secuencia de GenBank NC_001806.1 se listan en la Tabla A. El 
intervalo de los tamaños de las sondas era de 1.110 a 9.325 pb en el presente ejemplo. 
 
Las sondas específicas del VHS-1 se produjeron mediante digestión enzimática con SacI o BspEI (New England 
Biolabs Inc., Beverly, MA, USA, código nº R0156L y R0156L, respectivamente) de la cepa scl6 del VHS-1 obtenida 40 
del CNRS (Prof. Marc Labetoulle, Laboratoire de virology moléculaire et structurale, UMR CNRS 2472-INRA 1157, 
Gif-sur-Yvette, France) o mediante PCR de amplio espectro utilizando la ADN polimerasa Taq LR (Roche, kit código 
nº 11681842001) utilizando los cebadores listados en la Tabla B y el ADN del VHS-1 sc16 como ADN de molde. Los 
fragmentos del VHS-1 Sac y BspE se ligaron en plásmido pNEB193 digerido con SacI y XmaI (New England Biolabs 
Inc., Beverly, MA, USA, código nº N3051S), respectivamente. Los productos de PCR se ligaron en el vector 45 
pCR®2.1 utilizando el kit de clonación TOPO® TA (Invitrogen, Francia, código nº K455040). Se secuenciaron los dos 
extremos de cada sonda con fines de verificación. Las sondas aparentes H1 (21 kb), H2 (56 kb), H3 (45 kb), H4 (13 
kb), H5 (7,5 kb) y H6 (6,5 kb) son mezclas de varias sondas contiguas o solapantes listadas en la Tabla A. Para la 
visualización de la estructura no canónica implicada, las sondas H4 y H6, la sonda H2 aparente se dividió en dos 
sondas H2A (31 kb) y H2B (25 kb). 50 
 
El marcaje de las sondas se llevó a cabo utilizando protocolos convencionales de cebado aleatorio. Para el marcaje 
de biotín-11-dCTP, se utilizó el kit de ADN BioPrime® (Invitrogen, código nº 18094-011, CA, USA) siguiendo las 
instrucciones del fabricante, excepto en que se dejó que transcurriese la reacción de marcaje durante la noche. Para 
11-digoxigenín-dUTP y Alexa488-7-OBEA-dCTP, la mezcla de dNTP del kit se sustituyó por la mezcla especificada 55 
en la Tabla C. Se marcaron 200 ng de cada plásmido en reacciones separadas. Para la clasificación de los 
isómeros, se marcaron las sondas H1, H3 y H5 con 11-digoxigenín-dUTP, mientras que las sondas H2, H4 y H6 se 
marcaron con biotín-11-dCTP. Para la visualización de la estructura no canónica que incluía las sondas H4 y H6, las 
sondas H2B y H3 se marcaron con biotín-11-dCTP; las sondas H2A y H5 con 11-digoxigenín-dUTP y H4 y H6 con 
Alexa 488-7-OBEA-dCTP. Los productos de reacción se visualizaron en un gel de agarosa con el fin de verificar la 60 
síntesis de ADN. 
 
Hibridación de las sondas de VHS-1 en ADN vírico peinado y detección 
 
Las etapas siguientes también se llevaron a cabo esencialmente tal como han indicado anteriormente Schurra y 65 
Bensimon, 2009 (Schurra y Bensimon, 2009). Brevemente, una mezcla de sondas marcadas (250 ng de cada sonda; 
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ver posteriormente para detalles de la síntesis y marcaje de las sondas) se precipitó con etanol junto con 10 µg de 
ADN de esperma de arenque y 2,5 µg de ADN Cot-1 humano (Invitrogen, nº de ref. 15279-011, CA, USA), se 
resuspendieron en 20 µl de tampón de hibridación (formamida al 50%, 2X SSC, SDS al 0,5%, sarcosilo al 0,5%, 
NaCl 10 mM, Block-aid al 30% (Invitrogen, ref. nº B-10710, CA, USA)). La solución de sondas y las sondas se 
desnaturalizaron por calor juntas en el hibridador (Dako, ref. nº S2451) a 90ºC durante 5 min y se dejó que se 5 
produjese la hibridación en el hibridador durante la noche a 37ºC. Los portaobjetos se lavaron 3 veces en formamida 
al 50%, 2x SSC y 3 veces en soluciones 2x SSC, durante 5 min a temperatura ambiente. Las capas de anticuerpo 
de detección y sus diluciones respectivas en Block-Aid se indican en las Tablas D y E. Para cada capa, se añadieron 
20 µl de la solución de anticuerpo sobre el portaobjetos y se cubrieron con un cubreobjetos peinado y el portaobjetos 
de incubó en atmósfera humidificada a 37ºC durante 20 min. Los portaobjetos se lavaron 3 veces en una solución 2x 10 
SSC, Tween-20 al 1% durante 3 min a temperatura ambiente entre cada capa y después de la última capa. Para la 
clasificación de los isómeros, se llevó a cabo la detección utilizando un anticuerpo de ratón antidigoxigenina 
acoplado con rojo Texas (Jackson Immunoresearch, Francia) a una dilución 1:25 para las sondas H1, H3 y H5 y un 
anticuerpo de estreptavidina acoplado con Alexa488 (Invitrogen, Francia) a una dilución 1:25 para las sondas H2, H4 
y H6 como anticuerpos primarios. Como segunda capa, se utilizó un anticuerpo de cabra antiratón acoplado con 15 
Alexa594 (Invitrogen, Francia) diluido a 1:25 y un anticuerpo de cabra antiestreptavidina biotinilado (Vector 
Laboratories, Reino Unido) diluidos a 1:50. Con el fin de amplificar la señal de fluorescencia de Alexa488 de las 
sondas H2, H4 y H6, se añadió una capa adicional de detección mediante la utilización de la misma estreptavidina 
acoplada con Alexa488 utilizada para la primera capa a una dilución 1:25. Para la visualización de la estructura no 
canónica implicada, la detección de las sondas H4 y H6 se llevó a cabo utilizando un anticuerpo de ratón 20 
antidigoxigenina acoplado con AMCA (Jackson Immunoresearch, Francia) a una dilución 1:25, para las sondas H2A 
y H5, un anticuerpo de estreptavidina acoplado con Alexa 594 (Invitrogen, Francia) a una dilución 1:25 para H1, H2B 
y H3 y un anticuerpo de conejo anti-Alexa488 a una dilución 1:25, a modo de anticuerpos primarios. Como segunda 
capa, se utilizó un anticuerpo de cabra antiratón acoplado con Alexa 594 (Invitrogen, Francia) diluido a 1:25, un 
anticuerpo de cabra antiestreptavidina biotinilado (Vector Laboratories, Reino Unido) diluido a 1:50 y un anticuerpo 25 
de cabra antiratón acoplado con Alexa 488 diluido a 1:25. Para amplificar la señal de fluorescencia de Alexa 594 de 
las sondas H1, H2B y H3 y la señal de AMCA/Alexa 350 de las sondas H2A y H5, se creó una capa de detección 
adicional mediante la utilización del mismo anticuerpo anti-estreptavidina acoplado con Alexa 594 para la primera 
capa a una dilución 1:25 y un anticuerpo de cabra antirata acoplado con Alexa 350 diluido a 1:25, respectivamente. 
Tras las últimas etapas de lavado, todos los cubreobjetos de vidrio se deshidrataron en etanol y se secaron al aire. 30 
 
Análisis de las señales de VHS-1 detectadas 
 
Para la visualización directa de las fibras de VHS-1 peinadas, los cubreobjetos se montaron con 20 µl de mezcla de 
Prolong (Invitrogen, Francia, ref. nº P36930)-yoduro de YOYO-1 (Molecular Probes, código nº Y3601) (1/1.000 v/v) y 35 
se escanearon con un microscopio de epifluorescencia automático invertido dotado de un objetivo de 40X 
(ImageXpress Micro, Molecular Devices, USA). Se midió la longitud de las fibras de ADN teñidas con YOYO-1 y se 
convirtió a kb utilizando un factor de extensión de 2 kb/µm (Schurra y Bensimon, 2009) con un software interno, 
GVlab 0.4.2.1 (Genomic Vision S.A., Paris, Francia). 
 40 
Para la clasificación de los isómeros, el ADN hibridado-peinado procedente de partículas víricas o la preparación de 
córneas se escanearon sin ningún medio de montaje utilizando un microscopio de epifluorescencia automático 
invertido dotado de un objetivo de 40X (ImageXpress Micro, Molecular Devices, USA) y las señales podían 
detectarse visualmente o automáticamente con un software del propio laboratorio (Gvlab 0.4.2). Se consideraron 
ambas señales de FISH compuestas de una señal continua de fluorescencia de Rojo Texas/Alexa 594 para H1, H3 y 45 
H5, y fluorescencia de Alexa 488 para H2, H4 y H6, y las señales compuestas de una señal continua 
correspondiente a una del patrón descrito a continuación:  

 
(a) un mínimo de 28 kb de longitud de la señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594, directamente seguida de 
una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente a H4 y otra señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594 de 50 
una longitud mínima de 3 kb. 
 
(b) un mínimo de 28 kb de longitud de la señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594, directamente seguida de 
una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente a H6 y otra señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594 de 
una longitud mínima de 3 kb. 55 
 
(c) un mínimo de 3 kb de una señal fluorescente de Alexa 488 directamente seguida de una señal fluorescente 
de rojo Texas/Alexa 594 correspondiente a H1, contigua a una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente 
a H4 y otra señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594 de una longitud mínima de 3 kb. 
 60 
(d) un mínimo de 3 kb de una señal fluorescente de Alexa 488 directamente seguida de una señal fluorescente 
de rojo Texas/Alexa 594 correspondiente a H1, contigua a una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente 
a H6 y otra señal fluorescente de rojo Texas/Alexa 594 de una longitud mínima de 3 kb. 

 
 65 
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A continuación, las señales de FISH seleccionadas se clasificaron dependiendo del patrón de las señales de FISH 
continuas analizadas:  
 

La matriz de sondas compuesta de sondas H1/H2/H3/H4/H5/H6 o el patrón (a) se clasificada como forma 
Prototipo (P) del VHS-1 (Hayward, Jacob et al., 1975). 5 
 
El patrón H1/H2/H3/H6/H5/H4 o el patrón (b) se clasifica como una forma de región genómica corta invertida (IS, 
por sus siglas en inglés) (Hayward, Jacob et al., 1975). 
 
El patrón H3/H2/H1/H4/H5/H6 o el patrón (c) se clasifica como una forma de región genómica larga invertida (IL, 10 
por sus siglas en inglés) (Hayward, Jacob et al., 1975). 
 
El patrón H3/H2/H1/H6/H5/H4 o el patrón (d) se clasifica como una forma de región genómica larga y corta 
invertida (ILS, por sus siglas en inglés) (Hayward, Jacob et al., 1975). 

 15 
La hipótesis de que la distribución observada difiere significativamente de la distribución esperada (un número 
equivalente de sucesos para los cuatro isómeros (Bataille y Epstein, 1997)) se sometió a ensayo mediante una 
prueba de chi-cuadrado y se aceptó en el caso de que el valor de p observado fuese inferior a 0,05. 
 
Para la hibridación de la estructura no canónica implicada, las sondas H4 y H6, ADN hibridado-peinado procedente 20 
de la preparación de células infectadas, se escanearon sin ningún medio de montaje utilizando un microscopio de 
epifluorescencia automático invertido dotado de un objetivo 40X (ImageXpress Micro, Molecular Devices, USA) y las 
señales pueden detectarse visualmente en un software del propio laboratorio (Gvlab 0.4.2). Se seleccionaron todas 
las señales compuestas de una señal compuesta de fluorescencia de Alexa 488 para H4 y H6. Las señales 
correspondientes a uno de los patrones a continuación se clasificaron como estructura canónica:  25 
 

(e) una señal continua compuesta de un mínimo de 3 kb de una señal fluorescente de Alexa 594, seguido de 13 
kb de una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente a la sonda H4, 7,5 kb de una señal fluorescente de 
AMCA/Alexa 350 correspondiente a la sonda H5 y 7 kb de una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente 
a la sonda H6. 30 
 
(f) una señal continua compuesta de un mínimo de 3 kb de una señal fluorescente de Alexa 594, seguido de 7 kb 
de una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente a la sonda H6, 7,5 kb de una señal fluorescente de 
AMCA/Alexa 350 correspondiente a la sonda H5 y 13 kb de una señal fluorescente de Alexa 488 correspondiente 
a la sonda H4. 35 

 
Todas las demás señales se clasificaron como estructura no canónica. Se compararon las proporciones de la 
estructura canónica y no canónica. 
 
Extracción de ADN del VHS-1 a partir de las partículas víricas 40 
 
Durante la preparación de las muestras, muchas moléculas de ADN resultan fragmentadas en sitios aleatorios 
debido a fuerzas no controladas de la manipulación, resultando en una elevada variabilidad del tamaño del ADN 
preparado. Se ha demostrado que el ADN de alto peso molecular puede estirarse mediante el peinado molecular 
utilizando un cubreobjetos de vidrio que se desproteiniza en un tapón de agarosa fundida (Lebofsky y Bensimon, 45 
2003). De esta manera, las moléculas de ADN analizadas son de longitud variable, con una media de 
aproximadamente 300 kb, alcanzando las moléculas más largas varias megabases. 
 
Debido a que el ADN del VHS-1 nunca ha sido utilizado para el peinado molecular, los inventores evaluaron en 
primer lugar la calidad de las fibras de ADN en términos de longitud extraídas mediante dos métodos diferentes: la 50 
extracción estándar con fenol:cloroformo y el método descrito por Lebofsky, Heilig et al. (2006) que han sido 
ligeramente modificados tal como se indica en la sección de «Ejemplos». 
 
Tal como se muestra en la fig. 2, no se detectó ninguna fibra de tamaño superior a 80 µm. Lo anterior concuerda con 
el tamaño esperado máximo para el genoma del VHS-1 (152 kb) considerando un factor de alargamiento constante 55 
de 2 kb. Mediante ambos métodos los presentes inventores no detectaron únicamente fibras de ADN de 152 kb de 
longitud debido a que todavía se producía fragmentación aleatoria del ADN debida a la manipulación mecánica, que 
no puede evitarse, y debido a que las moléculas de ADN más cortas que el genoma vírico del VHS-1 estándar de 
longitud completa pueden resultar encapsidadas dentro de cápsides nucleares (Vlazny, Kwong et al., 1982). 
 60 
Sin embargo, la mediana de tamaño de las fibras de ADN es de 36 kb con 1,2% de las fibras más largas de 140 kb 
al llevar a cabo la extracción con el método estándar de fenol:cloroformo. En contraste, la mediana de tamaño de la 
fibra de ADN del VHS-1 era de 84 kb, con 2,5% de las fibras más largas de 140 kb al llevar a cabo la extracción del 
ADN a partir de partículas víricas incluidas en tapón de agarosa utilizando el protocolo alternativo de los presentes 
inventores. Aunque la proporción de moléculas largas es baja, existe una gran cantidad de moléculas de ADN 65 
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peinadas largas disponibles para el análisis ya que existen varias decenas de miles de fibras peinadas sobre un 
cubreobjetos de vidrio. 
 
Estos resultados indican que el método alternativo desarrollado por los inventores mejora la calidad del ADN 
peinado extraído a partir de partículas víricas en comparación con un método estándar, permitiendo el análisis 5 
mediante peinado molecular. 
 
Estructura del genoma del VHS-1 en partículas víricas y su distribución 
 
Los inventores aplicaron peinado molecular para estirar uniformemente el ADN del VHS-1 extraído de partículas 10 
víricas y células infectadas y se hibridó el ADN del VHS-1 peinado resultante con sondas de ADN específicas del 
VHS-1 solapantes y contiguas marcadas (fig. 1: H1, H3 y H5, fluorescencia de rojo Texas/Alexa 594; H2, H4 y H6, 
fluorescencia de Alexa 488 verde) para determinar la estructura del genoma del VHS-1 (fig. 3A). La microscopía de 
inmunofluorescencia (fig. 3B) mostró 405 patrones multicolor lineales para cada producción de partículas víricas del 
VHS-1 cepa KOS producidas a partir de líneas celulares COS7, Vero y Neuro2A que satisfacían el criterio de 15 
evaluación (ver la sección de «Ejemplos»). La clasificación de la señal mostró que la distribución de los isómeros de 
la cepa KOS del VHS-1 se distribuía equivalentemente en las partículas víricas de las células COS7, mientras que 
los isómeros P e IS eran los más frecuentes en las partículas víricas producidas a partir de las líneas celulares 
Neuro2A y Vero. 
 20 
En células infectadas por VHS-1 peinado hibridado, se comparó la distribución de los cuatro isómeros en cepas 
Sc16 y VHS-1 KOS producidas en diferentes líneas celulares (BSR, COS7, Neuro2A y Vero). Se clasificaron 405 
patrones multicolor lineales correspondientes a cada producción y que satisfacían los criterios de evaluación (ver la 
sección de «Procedimientos experimentales»). La distribución entre los cuatro isómeros eran estadísticamente 
equivalentes (prueba Chi2) en toda producción de VHS-1 Sc16 (en células BSR, Vero, Neuro2A y COS-7). De la 25 
misma manera, la distribución se encontró que era equivalente para VHS-1 cepa KOS producida en las células 
COS-7. Inesperadamente, por primera vez los inventores han encontrado que los isómeros IS y P eran las formas 
predominantes de la preparación de ADN del VHS1- cepa KOS obtenida de células Vero y Neuro2A mientras que 
los isómeros IL eran los isómeros menos presentes. 
 30 
Los inventores encontraron que las técnicas de peinado molecular tal como se describen en la presente memoria 
son métodos potentes de análisis de la estructura del ADN genómico del VHS-1 al nivel de molécula única y para 
cuantificar su distribución en una muestra biológica. 
 
Extracción de ADN genómico a partir de córneas de ratón y de conejo 35 
 
Se ha llevado a cabo con éxito el peinado molecular con solución de ADN a partir de células aisladas, incluyendo 
células en cultivo (es decir, cepas celulares establecidas, células primarias inmortalizadas) o líquidos biológicos (es 
decir, linfocitos de sangre periférica, células amnióticas) (Gad, Linger et al., 2002; Caburet, Conti et al., 2005). Sin 
embargo, la córnea humana es un tejido sólido con una estructura compleja compuesta de 5 capas: el epitelio 40 
corneal, la membrana de Bowman, rica en colágeno; el estroma corneal, que consiste en fibras de colágeno 
organizadas ordenadamente junto con queratocitos interconectados escasamente distribuidos), la membrana 
acelular de Descemet y el endotelio corneal. Con el fin de extraer el ADN genómico de la córnea, los inventores 
desarrollaron un método específico para aislar las células corneales antes de llevar a cabo el procedimiento 
estándar. Se sometieron a ensayo diferentes métodos, incluyendo la rotura mecánica y la digestión enzimática de 45 
córneas. La última proporcionó los mejores resultados y se optimizó utilizando diferentes tipos de proteasa (es decir, 
tripsina, colagenasa A, dispasa, etc.) a diferentes concentraciones. Las figuras 4A y B muestran un ejemplo de los 
resultados obtenidos con córneas tanto de ratón como de conejo que habían sido digeridas con 0,3 mg/ml de 
colagenasa-A y 0,8 mg/ml de dispasa durante 16 h. Respecto a la extracción estándar para el peinado molecular, el 
ADN genómico se fragmentó en sitios aleatorios. De esta manera, las moléculas de ADN genómico analizadas 50 
presentaban una longitud variable, con una media de aproximadamente 200 kb, siendo las moléculas más largas de 
más de 1 Mb (megabases) para ambos tipos de córnea. El tamaño de las fibras de ADN extraídas de las córneas 
era ligeramente inferior al tamaño típico que puede obtenerse de células aisladas (una media de aproximadamente 
300 kb, en el que las moléculas más largas alcanzan varias megabases). 
 55 
Detección de la infección por VHS-1 en córneas de ratón 
 
Por lo tanto, los inventores adaptaron y aplicaron el peinado molecular en ADN extraído de córneas de ratón 
infectadas por el VHS-1 y lo hibridaron con las sondas específicas del VHS-1 tal como se ha indicado anteriormente. 
Tal como se muestra en la fig. 5, lo anterior permitió detectar todos los tipos de isómeros de genoma del VHS-1 en 60 
córneas infectadas de ratón. 
 
Además de la detección de genoma maduro del VHS-1, los procedimientos de peinado molecular de la invención 
permiten la detección de concatámeros (fig. 6), indicando que el virus se encuentra en replicación activa en la 
córnea de la muestra analizada. 65 
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Detección de formas no canónicas en células infectadas y en córneas de ratón. 
 
Los inventores detectaron estructura no canónica del genoma del VHS-1 (fig. 7A) que probablemente había 
aparecido por recombinación durante la replicación del virus presente en extractos de córneas infectadas de ratón y 
en extractos de células infectadas. 5 
 
Las sondas específicas del VHS-1 solapantes y contiguas marcadas se hibridaron en extractos de ADN peinado 
procedente de células Vero infectadas por VHS-1 cepa Sc16 (fig. 7B: H1, H2A y H3: fluorescencia roja de Alexa 594, 
que aparece en gris; H2B y H5: fluorescencia azul de AMCA/Alexa 350, que aparece en blanco; H4 y H6: 
fluorescencia verde de Alexa 488, que aparece en negro) para evaluar la proporción de estructuras no canónicas en 10 
la región H4/H6. Se clasificó un total de 367 patrones multicolor lineales: se encontró que 20% (73) presentaban una 
estructura no canónica de H4/H6. 
 
El peinado molecular permite visualizar la estructura no canónica y gracias a la infinidad de combinaciones posibles 
del código de barras resulta en un método potente para el análisis.  15 
 

TABLA A: 
Nombre Inicio Final Tamaño 
VHS-B1 1 1323 1323 
VHS-B2 1324 7259 5936 
VHS-P4 9237 11276 2004 
VHS-P5 11090 13245 2156 
VHS-Sc4 13088 14971 1884 
VHS-P6 14554 17565 3065 
VHS-B4 14827 22438 7595 
VHS-Sc7 17853 20762 2910 
VHS-B7 22953 25152 2200 
VHS-Sc11 23400 25447 2048 
VHS-B8 25153 29997 4845 
VHS-Sc14 27944 31215 3272 
VHS-B10 30903 34697 3795 
VHS-Sc16 33044 39471 6428 
VHS-B13 35891 40272 4382 
VHS-Sc18 40315 42288 1974 
VHS-B15 41017 43898 2882 
VHS-Sc21 42621 47358 4738 
VHS-P8 44192 46987 2795 
VHS-B18 44682 47174 2493 
VHS-B19 47175 50931 3757 
VHS-Sc23 49040 51392 2353 
VHS-B21 50959 56138 5180 
VHS-Sc24 51393 53348 1956 
VHS-Sc25 53349 56049 2701 
VHS-B22 56139 63370 7232 
VHS-Sc30 56775 64599 7825 
VHS-Sc31 64600 69017 4418 
documento nº 
HSV-B24/25 

65757 66423 4740 

VHS-Sc32 69018 72802 3785 
VHS-B26 70497 73717 3221 
VHS-P8 73229 77332 4103 
VHS-B27 73718 77164 3447 
VHS-B28 77165 79105 1941 
VHS-B30 79937 81056 1120 
VHS-Sc44 80991 85801 4811 
VHS-B31 81507 83780 2724 
VHS-B33 84298 85576 1279 
VHS-Sc45 85802 90164 4363 
VHS-B35 86304 87747 1444 
VHS-B38 89249 90453 1205 
VHS-B39 90453 92176 1723 
VHS-B40 92177 94195 2019 
VHS-Sc47 91545 93723 2179 
VHS-Sc49 94122 100285 6164 
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VHS-B41 94196 96148 1953 
VHS-B42 96149 99454 3306 
VHS-B44 99492 102440 2949 
VHS-B45 102441 106065 3625 
VHS-B46 106066 107175 1110 
VHS-B48 108009 116579 8571 
VHS-P8c 109960 113148 3188 
VHS-Sc54 115744 125068 9325 
VHS-B52 125044 129901 4858 
VHS-Sc56 125079 128601 3523 
VHS-Sc58 129089 133046 3958 
VHS-B55 130841 135542 4702 
VHS-Sc59 133047 137945 4899 
VHS-B56 135543 137690 2148 
VHS-Sc60 137946 140155 2210 
VHS-P8d 138148 139821 1673 
VHS-B58 138757 141926 3170 
VHS-B60 142840 145515 2276 
VHS-Sc64 144918 149148 4231 

 
TABLA B: 

Sondas Cebador directo Cebador inverso 
VHS-P4 TGG TTG TGT TAC TGG GCA AA (SEC ID nº 1) TCG ATC GAC GAC ACC ATA AA (SEC ID nº 2) 
VHS-P5 CAG ATA CGA CTC CCG CAG AT (SEC ID nº 3) CGA CGA CCT CGA CGT TAT TT (SEC ID nº 4) 
VHS-P6 CGT GAG GTC CAA AAT CAC CT (SEC ID nº 5) GAC AGG CAA GCT CAA AGT CC (SEC ID nº 6) 
VHS-P8 AGA TGT CCA CGA GCA CCA G (SEC ID nº 7) CCT GAC TTT GTG GGG CTA AA (SEC ID nº 8) 

 
 
Las secuencias de cebadores utilizadas para la síntesis de sondas mediante PCR de amplio espectro. Se utilizó 5 
como molde un extracto de ADN del VHS-1 cepa Sc16.  

 
TABLA C: 

Marcaje dNTP no marcados (Invitrogen, ref. nº 10297-
018, CA, USA) 

dNTP marcados (Roche, ref. nº 11 558 706 
910, Francia) 

Dig-dUTP dATP, dCTP, dGTP 40 µM cada dTTP 20µM Dig-11-dUTP 20 µM 
Alexa488-7-OBEA-
dCTP 

dATP, dTTP, dGTP 40 µM cada dCTP 20µM Alexa488-7-OBEA-dCTP 20µM 

 
Las mezclas utilizadas en la sustitución de la mezcla de DNTP del kit de cebado aleatorio para el marcaje con dig-10 
dUTP y Alexa488-7-OBEA-dCTP. Las concentraciones indicadas son las concentraciones finales en la reacción de 
marcaje. Los dNTP no marcadas y el dNTP marcado se añadieron junto en sustitución de la mezcla de dNTP 
proporcionado destinada a la mezcla con biotín-11-dCTP-.  
 

TABLA D: 15 
Descripción Abreviatura Proveedor 
Estreptavidina, acoplada con Alexa Fluor 488 Strep/A488 Invitrogen (Francia, S11223) 
Anticuerpo de cabra antiestreptavidina, acoplada 
con biotina 

G anti-
estrep/biotina 

Vector Laboratories (Francia; BA-0500) 

Anticuerpo de ratón antidig, acoplado con rojo 
Texas 

M anti-DIG/TR Jackson Immuno Research (Francia; 
200-072-156) 

Anticuerpo de cabra antiratón, acoplado con A594 G anti-M/A594 Invitrogen (Francia, A11005) 
Estreptavidina, acoplada con Alexa Fluor 594 Strep/A594 Invitrogen (Francia, S11227) 
Anticuerpo de ratón antidig, acoplado con AMCA M anti-DIG/AMCA Jackson Immuno Research (Francia; 

200-152-156) 
Anticuerpo de rata antiratón, acoplado con AMCA R anti-M/AMCA Jackson Immuno Research (Francia; 

415-155-166) 
Anticuerpo de cabra antirata, acoplado con Alexa 
350 

G anti-R/A350 Invitrogen (Francia, A21093) 

Anticuerpo de conejo anti-Alexa 488 R anti-A488 Invitrogen (Francia, A11094) 
Anticuerpo de cabra antiratón, acoplado con Alexa 
488 

G anti-M/A488 Invitrogen (Francia, A11001) 

 
Lista de anticuerpos y otras moléculas de unión a haptenos utilizadas para la detección de sondas.  
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TABLA E: 
 1ª capa 2ª capa 3ª capa 

Esquema de 1 
color 

   

Biotina / verde estrep/A488 (1/25) Anticuerpo de cabra 
antiestrep/biotina (1/50) 

estrep/A488 (1/25) 

Esquema de 2 
colores 

   

Biotina / verde estrep/A488 (1/25) Anticuerpo de cabra 
antiestrep/biotina (1/50) 

estrep/A488 (1/25) 

Dig / rojo anticuerpo de ratón anti-
DIG/TR (1/25) 

anticuerpo de cabra anti-
M/A594 (1/25) 

- 

Esquema de 3 
colores 

   

Biotina / rojo estrep/A594 (1/25) G anti-estrep/biotina (1/50) estrep/A594 (1/25) 
Dig / azul M anti-DIG/AMCA (1/25) R anti-M/AMCA (1/25) G anti-R/A350 (1/25) 

A488/ verde R anti-A488 (1/25) G anti-M/A488 (1/25) - 
 
Composición de las 2 o 3 capas para la detección de sondas mediante fluorescencia. La dilución de cada agente de 
detección se indica entre paréntesis. Las abreviaturas se refieren a la Tabla D. 
 5 
Ejemplo 2. Detección del virus de la inmunodeficiencia humana 
 
Preparación de tapones de ADN incluido procedente del cultivo de células ACH-2 
 
Las líneas de células ACH-2 (Clouse, Powell et al., 1989) se cultivaron siguiendo las instrucciones de los autores. El 10 
ADN se extrajo tal como se describe en Schurra y Bensimon (2009). Brevemente, las células se resuspendieron en 
1X PBS a una densidad de 10 7 células/ml mezcladas por completo en una proporción 1:1 con una solución al 1,2% 
p/v de agarosa de bajo punto de fusión (Nusieve GTG, ref. nº 50081, Cambrex) preparada en 1X PBS a 50ºC. Se 
vertieron 90 µl de la mezcla de células/agarosa en un pocillo formador de tapón (BioRad, ref. nº 170-3713) y se dejó 
enfriar durante por lo menos 30 min a 4ºC. Los tapones de agarosa se incubaron durante la noche a 50ºC en 250 µl 15 
de una solución de EDTA 0,5 M (pH 8), sarcosilo al 1% y 250 µg/ml de proteinasa K (Eurobio, código: GEXPRK01, 
Francia) y después se lavó dos veces en una solución de Tris 10 mM, EDTA 1 mM durante 30 min a temperatura 
ambiente. 
 
Extracción final de ADN y peinado molecular 20 
 
Los tapones de ADN incluido procedentes de células ACH-2 se trataron para el peinado de ADN tal como se ha 
indicado anteriormente (Schurra y Bensimon, 2009). Brevemente, se fundieron tapones a 68ºC en una solución de 
MES 0,5 M (pH 5,5) durante 20 min y se añadieron 1,5 unidades de beta-agarasa (New England Biolabs, ref. nº 
M0392S, MA, USA) y se dejaron bajo incubación durante hasta 16 h a 42ºC. A continuación, se vertió la solución de 25 
ADN en un reservorio de teflón y se llevó a cabo el peinado molecular utilizando el sistema de peinado molecular 
(Genomic Vision S.A., Paris, Francia) y cubreobjetos para peinado molecular (20 mm x 20 mm, Genomic Vision S.A., 
Paris, Francia). Las superficies peinadas se secaron durante 4 horas a 60ºC. 
 
Síntesis y marcaje de sondas de VHS-1 30 
 
Las coordenadas de todas las tres sondas respecto a la secuencia de GenBank M19921.1 se listan en la Tabla F. El 
intervalo de los tamaños de las sondas era de 2.927 a 3.749 pb en el presente ejemplo. 
 
Las sondas específicas del VIH se produjeron mediante PCR de amplio espectro utilizando la ADN polimerasa Taq 35 
LR (Roche, código de kit: 11681842001) utilizando los cebadores listados en la Tabla G y el ADN de VIH pNL4-3 
como ADN de molde. Los productos de PCR se ligaron en el vector pCR®2.1 utilizando el kit de clonación TOPO® 
TA (Invitrogen, Francia, código nº K455040). Se secuenciaron los dos extremos de cada sonda con fines de 
verificación. 
 40 
Los dos fósmidos G248P87988G9 y G248P86255A8 flanqueantes del sitio de inserción del VIH-1 o un fósmido 
G248P84833H9 que comprendía el sitio de inserción del provirus de VIH-1 en células ACH-2 (Ishida, Hamano et al., 
2006) según el Human Mar. 2006 Assembly (NBCI versión 36.1) y las sondas de VIH-1 se marcaron utilizando 
protocolos convencionales de cebado aleatorio. Para el marcaje de biotín-11-dCTP, se utilizó el kit de ADN 
BioPrime® (Invitrogen, código nº 18094-011, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante, excepto en que se 45 
dejó que transcurriese la reacción de marcaje durante la noche. Para 11-digoxigenín-dUTP, la mezcla de dNTP del 
kit se sustituyó por la mezcla especificada en la Tabla C. Se marcaron 200 ng de cada plásmido/fósmido en 
reacciones separadas. Para la detección del VIH-1 entero, se marcó el VIH-1 con digoxigenín-11-dUTP mientras que 
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los fósmidos se marcaron con biotín-11-dCTP. Los productos de reacción se visualizaron en un gel de agarosa con 
el fin de verificar la síntesis de ADN. 
 
Hibridación de las sondas de VHS-1 en ADN vírico peinado y detección 
 5 
Las etapas siguientes también se llevaron a cabo esencialmente tal como han indicado anteriormente Schurra y 
Bensimon, 2009 (Schurra y Bensimon, 2009). Brevemente, una mezcla de sondas marcadas (250 ng de cada 
sonda) se precipitó con etanol junto con 10 µg de ADN de esperma de arenque y 2,5 µg de ADN Cot-1 humano 
(Invitrogen, nº de ref. 15279-011, CA, USA), se resuspendieron en 20 µl de tampón de hibridación (formamida al 
50%, 2X SSC, SDS al 0,5%, sarcosilo al 0,5%, NaCl 10 mM, Block-aid al 30% (Invitrogen, ref. nº B-10710, CA, 10 
USA)). La solución de sondas y las sondas se desnaturalizaron por calor juntas en el hibridador (Dako, ref. nº 
S2451) a 90ºC durante 5 min y se dejó que se produjese la hibridación en el hibridador durante la noche a 37ºC. Los 
portaobjetos se lavaron 3 veces en formamida al 50%, 2x SSC y 3 veces en soluciones 2x SSC, durante 5 min a 
temperatura ambiente. Las capas de anticuerpo de detección y sus diluciones respectivas en Block-Aid se indican en 
las Tablas D y E. Para cada capa, se añadieron 20 µl de la solución de anticuerpo sobre el portaobjetos y se 15 
cubrieron con un cubreobjetos peinado y el portaobjetos de incubó en atmósfera humidificada a 37ºC durante 20 
min. Los portaobjetos se lavaron 3 veces en una solución 2x SSC, Tween-20 al 1% durante 3 min a temperatura 
ambiente entre cada capa y después de la última capa. 
 
La detección del VIH-1 entero se llevó a cabo utilizando un anticuerpo antidigoxigenina de ratón acoplado con rojo 20 
Texas (Jackson Immunoresearch, Francia) a una dilución 1:25 para las sondas del VIH-1 y un anticuerpo 
antiestreptavidina acoplado con Alexa488 (Invitrogen, Francia) a una dilución 1:25 para los fósmidos como 
anticuerpos primarios. Como segunda capa, se utilizó un anticuerpo de cabra antiratón acoplado con Alexa594 
(Invitrogen, Francia) diluido a 1:25 y un anticuerpo de cabra antiestreptavidina biotinilado (Vector Laboratories, Reino 
Unido) diluidos a 1:50. Con el fin de amplificar la señal de fluorescencia de Alexa488 de los fósmidos, se añadió una 25 
capa adicional de detección mediante la utilización del mismo anticuerpo de estreptavidina acoplado con Alexa488 
utilizada para la primera capa a una dilución 1:25. Tras las últimas etapas de lavado, todos los cubreobjetos de vidrio 
se deshidrataron en etanol y se secaron al aire. 
 
Análisis de las señales de VHS-1 detectadas 30 
 
El ADN hibridado-peinado procedente de células ACH-2 se escaneó sin ningún medio de montaje utilizando un 
microscopio de epifluorescencia automático invertido dotado de un objetivo de 40X (ImageXpress Micro, Molecular 
Devices, USA) y las señales podían detectarse visualmente o automáticamente con un software del propio 
laboratorio (Gvlab 0.4.2).  35 
 

 la utilización de los dos fósmidos, G248P87988G9 y G248P86255A8, flanqueantes del sitio de inserción del 
VIH-1, las señales de FISH correspondientes a uno de los patrones siguientes se consideraron y se 
midieron utilizando un factor de extensión de 2 kb/µm (Schurra y Bensimon, 2009): 

  40 
 señales de FISH compuestas de una señal continua de fluorescencia de rojo Texas/Alexa 594 

para el VIH-1. Se midió la señal entera que correspondía al ADN provírico del VIH aislado. 
 
 Matriz de señales de FISH compuesta de una cadena de señales de fluorescencia de rojo 

Texas/Alexa 594 para VIH-1 flanqueada por dos huecos y dos señales continuas de fluorescencia 45 
de Alexa 488 correspondiente a las secuencias de los fósmidos. Se midió la señal de fluorescencia 
entera de rojo Texas/Alexa 594 y longitud de huecos flanqueantes de dicha señal y 
correspondiente al ADN provírico del VIH-1 integrado en el cromosoma 7 en 7p15 (Ishida, Hamano 
et al., 2006). 

 50 
 La matriz de señales de FISH con dos señales de fluorescencia de Alexa 488 separadas por un 

hueco. Se llevó a cabo la medición de la longitud de hueco que correspondía al locus 7p15 sin 
integración del ADN provírico del VIH-1. 

 
 la utilización del fósmido G248P84833H9 que comprendía el sitio de inserción del provirus de VIH-1 55 

correspondiente a uno de los patrones siguientes se consideró y se midió utilizando un factor de extensión 
de 2 kb/µm (Schurra y Bensimon, 2009):  

 
 señales de FISH compuestas de una señal continua de fluorescencia de rojo Texas/Alexa 594 

para el VIH-1. Se midió la señal entera que correspondía al ADN provírico del VIH aislado. 60 
 
 Matriz de señales de FISH compuesta de una cadena continua de señales de fluorescencia de rojo 

Texas/Alexa 594 para VIH-1 flanqueada por dos señales de fluorescencia de Alexa 488 
correspondiente a las secuencias de fósmido. Se midió la señal entera de fluorescencia de rojo 
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Texas/Alexa 594 y corresponde al ADN provírico de VIH-1 integrado en el cromosoma 7 en 7p15 
(Ishida, Hamano et al., 2006). 

 
 La señal de FISH con una señal larga de fluorescencia de Alexa 488 corresponde al locus 7p15 

sin integración del ADN provírico de VIH-1. 5 
 
Detección de VIH-1 en cultivo de células ACH-2 
 
Los inventores aplicaron el peinado molecular para la detección de provirus de VIH-1 completo integrado en líneas 
de células ACH-2 (Clouse, Powell et al., 1989) que contiene una forma integrada única de VIH-1 en su genoma en el 10 
gen NT5C3 (5’-nucleotidasa III citosólica) en 7p14.3 (Ishida, Hamano et al., 2006). Los fósmidos marcados 
flanqueantes del sitio de inserción (G248P87988G9 y G248P86255A8) se hibridaron en ADN de ACH-2 peinado 
simultáneamente a sondas de VIH-1 marcadas. Se obtuvo un tamaño medio de 10,2 kb +/-0,8 kb a partir de la 
medición de 124 señales de FISH del VIH-1 flanqueadas por uno o ambos fósmidos, correspondiente al tamaño 
esperado del VIH-1 (9,7 kb) (figura 8A, sondas del VIH: fluorescencia roja de rojo Texas/Alexa 594, fósmidos: 15 
fluorescencia verde Alexa 488). Se detectaron los alelos normales de NT5C3 y la medición de la longitud de hueco 
entre la señal de FISH de los fósmidos G248P87988G9 y G248P86255A8 conduce a un tamaño medio de 32,8 ± 1,8 
kb, ligeramente superior al tamaño esperado, de 31 kb, según el Human Mar. 2006 Assembly (NCBI versión 36.1). 
Dicho resultado muestra que el peinado molecular por su resolución podría proporcionar información adicional sobre 
dicho locus (figura 8B). Además, se midieron 133 señales de FISH del VIH-1 aisladas en dicha preparación de ADN 20 
de ACH-2 peinada, con un tamaño medio de 10,05 +/- 0,79 kb (figura 8C). Lo anterior contraste con el sitio de 
inserción único esperado de VIH-1, descrito anteriormente (Ishida, Hamano et al., 2006) y sugiere que se encuentra 
presente en el genoma de ACH-2 otro u otros sitios de inserción del VIH-1 o que persiste una forma no integrada del 
VIH-1 en el núcleo de ACH-2. Se llevaron a cabo observaciones similares al hibridar el fósmido marcado que 
comprendía el sitio de inserción (G248P84833H9) en ADN de ACH-2 peinado simultáneamente a las sondas de VIH-25 
1 marcadas (figura 8D). Se obtuvo un tamaño medio de 10,4 kb +/- 0,5 kb a partir de la medición de 57 señales de 
FISH de VIH-1 en la señal de fósmido, correspondiente al tamaño esperado del provirus de VIH-1 (9,7 kb) (sondas 
del VIH: fluorescencia roja de rojo Texas/Alexa 594; fósmido: fluorescencia verde de Alexa 488). Además, también 
se detectaron 35 señales de FISH del VIH-1 aisladas en dicha preparación de ADN de ACH-2 peinada, con un 
tamaño medio de 10,03 +/- 0,79 kb (no mostrado). 30 
 
Estos resultados indican que el peinado molecular es un método potente para analizar la estructura del ADN del 
genoma del VIH y para cuantificar su integración en el ADN genómico al nivel de la molécula única y en cualquier 
muestra biológica.  
 35 

TABLA F: 
Nombre Inicio Final Tamaño (pb) 
VIH-S1 1 3026 3026 
VIH-S2 3018 5944 2927 
VIH-S3 5961 9709 3749 

 
Coordenadas de las tres sondas utilizadas en el presente ejemplo, respecto a la secuencia de GenBank M19921.1  
 

TABLA G: 40 
Sondas Cebador directo Cebador inverso 
VIH-S1 TGGAAGGGCTAATTTGGTC (SEC ID nº 9) TATTGCTGGTGATCCTTTCC (SEC ID nº 10) 
VIH-S2 CCAGCAATATTCCAGTGTAGC (SEC ID nº 11) TGAAACAAACTTGGCAATGA (SEC ID nº 12) 
VIH-S3 CATCTCCTATGGCAGGAAGA (SEC ID nº 13) TGCTAGAGATTTTCCACACTGA (SEC ID nº 14) 

 
Las secuencias de cebadores utilizadas para la síntesis de sondas mediante PCR de amplio espectro. Se utilizó 
como molde un extracto de ADN del VIH-1 pNL-4. 
 
Ejemplo 3. Detección de un oncogén mediante peinado molecular 45 
 
De manera análoga a la detección del ADN genómico del VHS en el Ejemplo 1, se diseñaron sondas para detectar 
la presencia de un oncogén vírico. Se diseñaron sondas para complementar el 80% a 100% del oncogén vírico 
activo de interés y se llevó a cabo el peinado molecular. Los resultados indican la presencia de un oncogén activo en 
un sujeto, que conduce al diagnóstico y a la intervención terapéutica. 50 
 
Ejemplo 4. Detección de reorganizaciones de ADN vírico infeccioso utilizando el peinado molecular 
 
De manera análoga a la detección del ADN genómico del VHS en el Ejemplo 1, se diseñaron sondas para detectar 
la presencia de diferentes organizaciones de ADN vírico infeccioso. Se diseñaron juegos de sondas etiquetadas con 55 
diferentes haptenos reconocidos por diferentes sondas fluorescentes coloreadas con el fin de complementar el 80% 
a 100% del oncogén vírico activo de interés y se llevó a cabo el peinado molecular. Se utilizaron las variaciones en 
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la organización de los genes víricos en las células, tejidos o líquidos biológicos de un sujeto para diagnosticar o 
pronosticar los riesgos de progresión de la enfermedad vírica o de una enfermedad asociada a la reorganización del 
genoma vírico, tal como el riesgo de, o la inducción de, propiedades tumorigénicas mediante la conversión de 
protooncogenes en oncogenes. 
 5 
Ejemplo 5. Seguimiento de la terapia génica mediante peinado molecular 
 
De una manera análoga a la detección de formas províricas de VIH-1 en el Ejemplo 2, se diseñaron especialmente 
sondas para complementar 80% a 100% de un vector adenovírico terapéutico integrado o la secuencia o secuencias 
transgenéticas que porta. Se llevó a cabo el peinado molecular utilizando las sondas especialmente diseñadas para 10 
detectar la presencia de material transgénico integrado en un cromosoma del huésped y si se encuentra organizado 
en una forma que puede expresar activamente el transgén o transgenes. La cantidad de transgenes en el sujeto se 
sigue longitudinalmente y se realiza una determinación respecto a si se debe y en su caso cuánto se debe 
readministrar del vector adenovírico terapéutico. 
 15 
En la presente memoria se dan a conocer las realizaciones numeradas de la invención siguientes:  
 

1. Un método para detectar reorganizaciones de un ADN del virus del papiloma humano (VPH) en una muestra 
biológica, que comprende:  

 20 
extraer un polinucleótido a partir de dicha muestra, 
 
el peinado molecular de dicho ADN del VPH para formar un polinucleótido estirado, 
 
la puesta en contacto de dicho polinucleótido estirado con un juego de sondas marcadas específicas 25 
para el ADN del VPH que reconoce una secuencia del VPH, 
 
detectar la hibridación de las sondas con el ADN del VPH peinado, detectando de esta manera 
reorganizaciones del ADN del VPH, 
 30 
en el que dicha muestra biológica es una muestra de tejido, una o más células, suero, sangre, líquido 
cefalorraquídeo (LCR) o líquido sinovial obtenida de un ser humano, de un mamífero no humano o de 
un ave, y 
 
en el que dicho juego de sondas comprende por lo menos dos subjuegos de sondas que se encuentran 35 
etiquetadas con diferentes marcajes seleccionados de manera que permiten la identificación de 
diferentes partes o segmentos o fragmentos reorganizados de un genoma vírico y que permite 
identificar reorganizaciones que pueden producirse dentro del ADN vírico genómico. 

 
2. El método de la realización 1, en el que dicho ADN del VPH es un ADN vírico infeccioso o no infeccioso 40 
extraído a partir de una muestra de tejido, una o más células, suero, sangre, LCR o líquido sinovial de un ser 
humano, mamífero no humano o ave. 
 
3. El método de cualquiera de las realizaciones 1 a 2, en el que dicho ADN del VPH se integra en el ADN o se 
encuentra en forma episómica. 45 
 
4. El método de cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en el que dicho juego de sondas se une a por lo menos 1 
kb del ADN genómico de un virus. 
 
5. El método de cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que el ADN del VPH se extrae mediante el lisado de 50 
partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de fusión con dodecilsulfato sódico (SDS) al 0,1%. 
 
6. El método de cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en el que el juego de sondas cubre 5% a 100% del 
genoma del VPH. 
 55 
7. El método de cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en le que el juego de sondas consiste en una mezcla de 
sondas que consiste en 2 a 20 sondas diferentes específicas para el virus que debe detectarse y capaces de 
unirse a una secuencia polinucleótida vírica patogénica o infecciosa, en el que dichas sondas cubren por lo 
menos 20% de dicho genoma vírico. 
 60 
8. Utilización en el método de cualquiera de las realizaciones 1 a 7 de un kit que comprende reactivos, que 
comprende SDS al 0,1% para la lisis de partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de fusión y 

 
una o más sondas que se unen a un polinucleótido vírico infeccioso para detectar o identificar el ADN vírico 
genómico en una molécula de ADN peinada. 65 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 29  
 

Referencias 
 
Patentes 
 

Patente US nº 6.130.044: Surfaces for biological reactions, process for preparing them and process for their use 5 
Bensimon D., Bensimon A., Heslot F., 10 de oct. de 2000. 
 
Patente US nº 6.303.296, US2006257910, US6054327: Process for aligning macromolecules by passage of a 
meniscus and applications, Bensimon D., Bensimon A., Heslot F., 16 de oct. de 2001. 
 10 
Patente US nº 6.225.055: Apparatus for the parallel alignment of macromolecules, and use thereof, Bensimon A., 
Bensimon D, 22 de mayo de 2002. 
 
Documento nº U.S. 2004033510: Method for the diagnosis of genetic diseases by molecular combing and 
diagnostic kit, Bensimon A., Bensimon D., Michalet X., 19 de feb. de 2004. 15 
 
Patente nº EP0263025: Fractions containing antigens specific for herpes virus type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-
2), method for isolating these fractions and diagnostic method specific for HSV-1 and/or HSV-2 using these 
fractions, Markoulatos P., 30 de junio de 1993. 
 20 
Patente nº EP0139416: Molecularly cloned diagnostic product and method of use, Berman, P.W., Lasky L.A, 5 de 
nov. de 2003. 
 
WO9818959: Procédé de diagnostic de maladies génétiques par Peignage Moléculaire et coffret de diagnostic, 
Bensimon A., Bensimon D., Michalet X., 1998-05-07. 25 
 
WO0073503: Utilisation du peignage dans l'identification des origines de replication d'ADN, Bensimon A., Herrick 
J., Hyrien O., 2000-12-07. 
 
WO0202131: Compositions et méthodes de diagnostic et de traitement de l'infection du virus de l'herpès. Hosken 30 
N.A, Day C. H., Dillon D. C., McGowan P., Sleath P. R., 2002-01-10. 
 
WO2004036185 Diagnostic et traitement des maladies du virus de l'herpes simplex (HSV), Kriesel J. D.; Leppert 
M. F.; Spruance S. L., Otterud B. E M, Peiffer A. P., 2004-04-29. 
 35 
WO2008028931: Genomic Morse Code, Lebofsky R., Bensimon A., Walrafen P., 2008-03-13. Scientific 
Publications 
 
Barton, E. S., D. W. White, et al. (2007). "Herpesvirus latency confers symbiotic protection from bacterial 
infection." Nature 447(7142): 326-329. 40 
 
Bataille, D. y A. L. Epstein (1997). "Equimolar generation of the four possible arrangements of adjacent L 
components in herpes simplex virus type 1 replicative intermediates." J Virol 71(10): 7736-7743. 
 
Ben-Zeev, A., E. Weinberg, et al. (1974). "Isolation of herpes simplex virus DNA from virus particles and infected 45 
cells by electrophoresis in polyacrylamide gels." J Gen Virol 25(1): 63-73. 
 
Bertoletti, A. y A. Gehring (2007). "Immune response and tolerance during chronic hepatitis B virus infection." 
Hepatol Res 37 Suppl 3: S331-338. 
 50 
Boehmer, P. E. y I. R. Lehman (1997). "Herpes simplex virus DNA replication." Annu Rev Biochem 66: 347-384. 
 
Breitbart, M. y F. Rohwer (2005). "Here a virus, there a virus, everywhere the same virus?" Trends Microbiol 
13(6): 278-284. 
 55 
Caburet, S., C. Conti, et al. (2005). "Human ribosomal RNA gene arrays display a broad range of palindromic 
structures." Genome Res 15(8): 1079-1085. 
 
Cockerham, G. C., K. Bijwaard, et al. (2000). "Primary graft failure: a clinicopathologic and molecular analysis." 
Ophthalmology 107(11): 2083-2090; discussion 2090-2081. 60 
 
Collier, L. H. y J. S. Oxford (2006). Human virology: a text for students of medicine, dentistry, and microbiology. 
Oxford; New York, Oxford University Press. 
 
Crouse, C. A., S. C. Pflugfelder, et al. (1990). "Detection of herpes viral genomes in normal and diseased corneal 65 
epithelium." Curr Eye Res 9(6): 569-581. 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 30  
 

Davison, A. J. y N. M. Wilkie (1981). "Nucleotide sequences of the joint between the L and S segments of herpes 
simplex virus types 1 and 2." J Gen Virol 55(Pt 2): 315-331. 
 
Dimmock, N. J., A. J. Easton, et al. (2007). Introduction to modern virology. Malden, MA, Blackwell Pub. 
 5 
El-Aal, A. M., M. El Sayed, et al. (2006). "Evaluation of herpes simplex detection in corneal scrapings by three 
molecular methods." Curr Microbiol 52(5): 379-382. 
 
Fields, B. N., D. M. Knipe, et al. (2007). Fields' virology. Philadelphia, Wolters kluwer/Lippincott Williams & 
Wilkins. 10 
 
Fukuda, M., T. Deai, et al. (2008). "Presence of a large amount of herpes simplex virus genome in tear fluid of 
herpetic stromal keratitis and persistent epithelial defect patients." Semin Ophthalmol 23 (4): 217-220. 
 
Gad, S., A. Aurias, et al. (2001). "Color bar coding the BRCA1 gene on combed DNA: a useful strategy for 15 
detecting large gene rearrangements." Genes Chromosomes Cancer 31(1): 75-84. 
 
Gad, S., I. Bieche, et al. (2003). "Characterisation of a 161 kb deletion extending from the NBR1 to the BRCA1 
genes in a French breast-ovarian cancer family." Hum Mutat 21(6): 654. 
 20 
Gad, S., V. Caux-Moncoutier, et al. (2002). "Significant contribution of large BRCA1 gene rearrangements in 120 
French breast and ovarian cancer families." Oncogene 21(44): 6841-6847. 
 
Gad, S., M. Klinger, et al. (2002). "Bar code screening on combed DNA for large rearrangements of the BRCA1 
and BRCA2 genes in French breast cancer families." J Med Genet 39(11): 817-821. 25 
 
Gardella, T., P. Medveczky, et al. (1984). "Detection of circular and linear herpesvirus DNA molecules in 
mammalian cells by gel electrophoresis." J Virol 50(1): 248-254. 
 
Goudsmit, J. (1998). Viral sex: the nature of AIDS. New York; Oxford, Oxford University Press. 30 
 
group, T. H. E. D. S. (1998). "Acyclovir for the prevention of recurrent herpes simplex virus eye disease. Herpetic 
Eye Disease Study Group." N Engl J Med 339(5): 300-306. 
 
Hampson, A. W. y J. S. Mackenzie (2006). "The influenza viruses." Med J Aust 185(10 Suppl): S39-43. 35 
 
Hayward, G. S., R. J. Jacob, et al. (1975). "Anatomy of herpes simplex virus DNA: evidence for four populations 
of molecules that differ in the relative orientations of their long and short components." Proc Nat1 Acad Sci U S A 
72(11): 4243-4247. 
 40 
Herrick, J., C. Conti, et al. (2005). "Genomic organization of amplified MYC genes suggests distinct mechanisms 
of amplification in tumorigenesis." Cancer Res 65(4): 1174-1179. 
 
Herrick, J., S. Jun, et al. (2002). "Kinetic model of DNA replication in eukaryotic organisms." J Mol Biol 320(4): 
741-750. 45 
 
Herrick, J., X. Michalet, et al. (2000). "Quantifying single gene copy number by measuring fluorescent probe 
lengths on combed genomic DNA." Proc Natl Acad Sci U S A 97(1): 222-227. 
 
Herrick, J., P. Stanislawski, et al. (2000). "Replication fork density increases during DNA synthesis in X. laevis 50 
egg extracts." J Mol Biol 300(5): 1133-1142. 
 
Kabra, A., P. Lalitha, et al. (2006). "Herpes simplex keratitis and visual impairment: a case series." Indian J 
Ophthalmol 54(1): 23-27. 
 55 
Kessler, H. H., G. Muhlbauer, et al. (2000). "Detection of Herpes simplex virus DNA by real-time PCR." J Clin 
Microbiol 38(7): 2638-2642. 
 
Kotronias, D. y N. Kapranos (1998). "Detection of herpes simplex virus DNA in human spermatozoa by in situ 
hybridization technique." In Vivo 12(4): 391-394. 60 
 
Labetoulle, M., P. Auquier, et al. (2005). "Incidence of herpes simplex virus keratitis in France." Ophthalmology 
112(5): 888-895. 
 

  65 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 31  
 

Lebofsky, R. y A. Bensimon (2003). "Single DNA molecule analysis: applications of molecular combing." Brief 
Funct Genomic Proteomic 1(4): 385-396. 
 
Lebofsky, R. y A. Bensimon (2005). "DNA replication origin plasticity and perturbed fork progression in human 
inverted repeats." Mol Cell Biol 25(15): 6789-6797. 5 
 
Lebofsky, R., R. Heilig, et al. (2006). "DNA replication origin interference increases the spacing between initiation 
events in human cells." Mol Biol Cell 17(12): 5337-5345. 
 
Leger, J., B. Larroque, et al. (2001). "Influence of severity of congenital hypothyroidism and adequacy of 10 
treatment on school achievement in young adolescents: a population-based cohort study." Acta Paediatr 90(11): 
1249-1256. 
 
Liesegang, T. J. (1989). "Epidemiology of ocular herpes simplex. Natural history in Rochester, Minn, 1950 through 
1982." Arch Ophthalmol 107(8): 1160-1165. 15 
 
Liesegang, T. J. (2001). "Herpes simplex virus epidemiology and ocular importance." Cornea 20(1): 1-13. 
 
Liesegang, T. J., L. J. Melton, 3rd, et al. (1989). "Epidemiology of ocular herpes simplex. Incidence in Rochester, 
Minn, 1950 through 1982." Arch Ophthalmol 107(8): 1155-1159. 20 
 
Lomholt, J. A., K. Baggesen, et al. (1995). "Recurrence and rejection rates following corneal transplantation for 
herpes simplex keratitis." Acta Ophthalmol Scand 73(1): 29-32. 
 
Lukashev, A. N. (2005). "Role of recombination in evolution of enteroviruses." Rev Med Virol 15(3): 157-167. 25 
 
Margolis, T. P., F. L. Elfman, et al. (2007). "Spontaneous reactivation of herpes simplex virus type 1 in latently 
infected murine sensory ganglia." J Virol 81(20): 11069-11074. 
 
Matsumoto, T., O. Yamada, et al. (1992). "Rapid DNA diagnosis of herpes simplex virus serotypes." J Virol 30 
Methods 40(1): 119-125. 
 
McGeoch, D. J., M. A. Dalrymple, et al. (1988). "The complete DNA sequence of the long unique region in the 
genome of herpes simplex virus type 1." J Gen Virol 69 (Pt 7): 1531-1574. 
 35 
McGeoch, D. J., A. Dolan, et al. (1986). "Complete DNA sequence of the short repeat region in the genome of 
herpes simplex virus type 1." Nucleic Acids Res 14(4): 1727-1745. 
 
Metzner, K. J. (2006). "Detection and significance of minority quasispecies of drug-resistant HIV-1." J HIV Ther 
11(4): 74-81. 40 
 
Michalet, X., R. Ekong, et al. (1997). "Dynamic molecular combing: stretching the whole human genome for high-
resolution studies." Science 277(5331): 1518-1523. 
 
Mocarski, E. S. y B. Roizman (1982). "Structure and role of the herpes simplex virus DNA termini in inversion, 45 
circularization and generation of virion DNA." Cell 31(1): 89-97. 
 
Namvar, L., S. Olofsson, et al. (2005). "Detection and typing of Herpes Simplex virus (HSV) in mucocutaneous 
samples by TaqMan PCR targeting a gB segment homologous for HSV types 1 and 2." J Clin Microbiol 43(5): 
2058-2064. 50 
 
Ou, C. Y., S. Kwok, et al. (1988). "DNA amplification for direct detection of HIV-1 in DNA of peripheral blood 
mononuclear cells." Science 239(4837): 295-297. 
 
Pan, X. P., L. J. Li, et al. (2007). "Differences of YMDD mutational patterns, precore/core promoter mutations, 55 
serum HBV DNA levels in lamivudine-resistant hepatitis B genotypes B and C." J Viral Hepat 14(11): 767-774. 
 
Pasero, P., A. Bensimon, et al. (2002). "Single-molecule analysis reveals clustering and epigenetic regulation of 
replication origins at the yeast rDNA locus." Genes Dev 16(19): 2479-2484. 
 60 
Patel, P. K., B. Arcangioli, et al. (2006). "DNA replication origins fire stochastically in fission yeast." Mol Biol Cell 
17(1): 308-316. 
 
Pramod, N. P., P. Rajendran, et al. (1999). "Herpes simplex keratitis in South India: clinico-virological correlation." 
Jpn J Ophthalmol 43(4): 303-307. 65 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 32  
 

Pressing, J. and D. C. Reanney (1984). "Divided genomes and intrinsic noise." J Mol Evol 20(2): 135-146. 
 
Ramaswamy, M. y A. M. Geretti (2007). "Interactions and management issues in HSV and HIV coinfection." 
Expert Rev Anti Infect Ther 5(2): 231-243. 
 5 
Rao, V. A., C. Conti, et al. (2007). "Endogenous gamma-H2AX-ATM-Chk2 checkpoint activation in Bloom's 
syndrome helicase deficient cells is related to DNA replication arrested forks." Mol Cancer Res 5(7): 713-724. 
 
Reisinger, J., S. Rumpler, et al. (2006). "Visualization of episomal and integrated Epstein-Barr virus DNA by fiber 
fluorescence in situ hybridization." Int J Cancer 118(7): 1603-1608. 10 
 
Rodrigues, C., M. Deshmukh, et al. (2001). "Significance of HBV DNA by PCR over serological markers of HBV in 
acute and chronic patients." Indian J Med Microbiol 19(3): 141-144. 
 
Roizman, B. (1979). "The structure and isomerization of herpes simplex virus genomes." Cell 16(3): 481-494. 15 
 
Rowley, A. H., R. J. Whitley, et al. (1990). "Rapid detection of herpes-simplex-virus DNA in cerebrospinal fluid of 
patients with herpes simplex encephalitis." Lancet 335(8687): 440-441. 
 
Schurra, C. y A. Bensimon (2009). "Combing genomic DNA for structural and functional studies." Methods Mol 20 
Biol 464: 71-90. 
 
Severini, A., A. R. Morgan, et al. (1994). "Study of the structure of replicative intermediates of HSV-1 DNA by 
pulsed-field gel electrophoresis." Virology 200(2): 428-435. 
 25 
Shibata, D. K., N. Arnheim, et al. (1988). "Detection of human papilloma virus in paraffin-embedded tissue using 
the polymerase chain reaction." J Exp Med 167(1): 225-230. 
 
Sugita, S., N. Shimizu, et al. (2008). "Use of multiplex PCR and real-time PCR to detect human herpes virus 
genome in ocular fluids of patients with uveitis." Br J Ophthalmol 92(7): 928-932. 30 
 
Susloparov, M. A., I. M. Susloparov, et al. (2006). "[Herpes simplex virus type 1 and 2 (HSV-1,2) DNA detection 
by PCR during genital herpes]." Mol Gen Mikrobiol Virusol(1): 38-41. 
 
Taylor, T. J., M. A. Brockman, et al. (2002). "Herpes simplex virus." Front Biosci 7: d752-764. 35 
 
Umene, K. (1999). "Mechanism and application of genetic recombination in herpesviruses." Rev Med Virol 9(3): 
171-182. 
 
Vlazny, D. A., A. Kwong, et al. (1982). "Site-specific cleavage/packaging of herpes simplex virus DNA and the 40 
selective maturation of nucleocapsids containing full-length viral DNA." Proc Natl Acad Sci USA 79(5): 1423-1427. 
 
Wadsworth, S., R. J. Jacob, et al. (1975). "Anatomy of herpes simplex virus DNA. II. Size, composition, and 
arrangement of inverted terminal repetitions." J Virol 15(6): 1487-1497. 
 45 
Wang, K., T. Y. Lau, et al. (2005). "Laser-capture microdissection: refining estimates of the quantity and 
distribution of latent herpes simplex virus 1 and varicella-zoster virus DNA in human trigeminal Ganglia at the 
single-cell level." J Virol 79(22): 14079-14087. 
 
Whitley, R. J. y B. Roizman (2001). "Herpes simplex virus infections." Lancet 357(9267): 1513-1518. 50 
 
Wildy, P., W. C. Russell, et al. (1960). "The morphology of herpes virus." Virology 12: 204-222. 
 
Wilhelmus, K. R., D. J. Coster, et al. (1981). "Prognosis indicators of herpetic keratitis. Analysis of a five-year 
observation period after corneal ulceration." Arch Ophthalmol 99(9): 1578-1582. 55 
 
Worobey, M. y E. C. Holmes (1999). "Evolutionary aspects of recombination in RNA viruses." J Gen Virol 80 (Pt 
10): 2535-2543. 
 
Yu, X., B. Shi, et al. (2009). "A random PCR screening system for the identification of type 1 human herpes 60 
simplex virus." J Virol Methods 161(1): 91-97. 
 
Referencias relacionadas con el VIH 
 
(2000). "Time from HIV-1 seroconversion to AIDS and death before widespread use of highly-active antiretroviral 65 
therapy: a collaborative re-analysis. Collaborative Group on AIDS Incubation and HIV Survival including the 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 33  
 

CASCADE EU Concerted Action. Concerted Action on SeroConversion to AIDS and Death in Europe." Lancet 
355(9210): 1131-1137. 
 
Buchbinder, S. P., M. H. Katz, et al. (1994). "Long-term HIV-1 infection without immunologic progression." AIDS 
8(8): 1123-1128. 5 
 
Carrillo-Infante, C., G. Abbadessa, et al. (2007). "Viral infections as a cause of cancer (review)." Int J Oncol 30(6): 
1521-1528. 
 
Chun, T. W., D. C. Nickle, et al. (2005). "HIV-infected individuals receiving effective antiviral therapy for extended 10 
periods of time continually replenish their viral reservoir." J Clin Invest 115(11): 3250-3255. 
 
Clouse, K. A., D. Powell, et al. (1989). "Monokine regulation of human immunodeficiency virus-1 expression in a 
chronically infected human T cell clone." J Immunol 142(2): 431-438. 
 15 
del Rio, C. (2006). "Current concepts in antiretroviral therapy failure." Top HIV Med 14(3): 102-106. 
 
Douek, D. C., J. M. Brenchley, et al. (2002). "HIV preferentially infects HIV-specific CD4+ T cells." Nature 
417(6884): 95-98. 
 20 
Douek, D. C., M. Roederer, et al. (2009). "Emerging concepts in the immunopathogenesis of AIDS." Annu Rev 
Med 60: 471-484. 
 
Douglas, J. T. (2007). "Adenoviral vectors for gene therapy." Mol Biotechnol 36(1): 71-80. 
 25 
Espy, M. J., J. R. Uhl, et al. (2006). "Real-time PCR in clinical microbiology: applications for routine laboratory 
testing." Clin Microbiol Rev 19(1): 165-256. 
 
Fischer, M., B. Joos, et al. (2004). "Cellular viral rebound after cessation of potent antiretroviral therapy predicted 
by levels of multiply spliced HIV-1 RNA encoding nef." J Infect Dis 190(11): 1979-1988. 30 
 
Frenkel, L. M., Y. Wang, et al. (2003). "Multiple viral genetic analyses detect low-level human immunodeficiency 
virus type 1 replication during effective highly active antiretroviral therapy." J Virol 77(10): 5721-5730. 
 
Grizot, S., J. Smith, et al. (2009). "Efficient targeting of a SCID gene by an engineered single-chain homing 35 
endonuclease." Nucleic Acids Res 37(16): 5405-5419. 
 
Havlir, D. V., M. C. Strain, et al. (2003). "Productive infection maintains a dynamic steady state of residual viremia 
in human immunodeficiency virus type 1-infected persons treated with suppressive antiretroviral therapy for five 
years." J Virol 77(20): 11212-11219. 40 
 
Hermankova, M., J. D. Siliciano, et al. (2003). "Analysis of human immunodeficiency virus type 1 gene expression 
in latently infected resting CD4+ T lymphocytes in vivo." J Virol 77(13): 7383-7392. 
 
Herrick, J., C. Conti, et al. (2005). "Genomic organization of amplified MYC genes suggests distinct mechanisms 45 
of amplification in tumorigenesis." Cancer Res 65(4): 1174-1179. 
 
Huser, D. y R. Heilbronn (2003). "Adeno-associated virus integrates site-specifically into human chromosome 19 
in either orientation and with equal kinetics and frequency." J Gen Virol 84(Pt 1): 133-137. 
 50 
Ishida, T., A. Hamano, et al. (2006). "5' long terminal repeat (LTR)-selective methylation of latently infected HIV-1 
provirus that is demethylated by reactivation signals." Retrovirology 3: 69. 
 
Lawn, S. D. (2004). "AIDS in Africa: the impact of coinfections on the pathogenesis of HIV-1 infection." J Infect 
48(1): 1-12. 55 
 
Morgan, D., C. Mahe, et al. (2002). "HIV-1 infection in rural Africa: is there a difference in median time to AIDS 
and survival compared with that in industrialized countries?" AIDS 16(4): 597-603. 
 
Parsonnet, J. (1999). Microbes and malignancy: infection as a cause of human cancers. New York; Oxford, 60 
Oxford University Press. 
 
Ramratnam, B., R. Ribeiro, et al. (2004). "Intensification of antiretroviral therapy accelerates the decay of the HIV-
1 latent reservoir and decreases, but does not eliminate, ongoing virus replication." J Acquir Immune Defic Syndr 
35(1): 33-37. 65 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 34  
 

Schneider, M. F., S. J. Gange, et al. (2005). "Patterns of the hazard of death after AIDS through the evolution of 
antiretroviral therapy: 1984-2004." AIDS 19(17): 2009-2018. 
 
Schurra, C. y A. Bensimon (2009). "Combing genomic DNA for structural and functional studies." Methods Mol 
Biol 464: 71-90. 5 
 
Siliciano, J. D., J. Kajdas, et al. (2003). "Long-term follow-up studies confirm the stability of the latent reservoir for 
HIV-1 in resting CD4+ T cells." Nat Med 9(6): 727-728. 
 
Thomas, C. E., A. Ehrhardt, et al. (2003). "Progress and problems with the use of viral vectors for gene therapy." 10 
Nat Rev Genet 4(5): 346-358. 
 
Tobin, N. H., G. H. Learn, et al. (2005). "Evidence that low-level viremias during effective highly active 
antiretroviral therapy result from two processes: expression of archival virus and replication of virus." J Virol 
79(15): 9625-9634. 15 
 
Weiss, R. A. (1993). "How does HIV cause AIDS?" Science 260(5112): 1273-1279. 
 
Zhou, H. S., N. Zhao, et al. (2007). "Site-specific transfer of an intact beta-globin gene cluster through a new 
targeting vector." Biochem Biophys Res Commun 356(1): 32-37. 20 

 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Genomic Vision 

<120> DETECCIÓN DE REORGANIZACIONES DE ADN DEL VPH 25 

<130> B09419AEA_AD/PW 

<140> US 61/327,397 
<141> 2010-04-23 

<160> 24 

<170> PatentIn versión 3.5 30 

<210> 1 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 35 
<223> Cebador directo VHS-P4 

<400> 1 
tggttgtgtt actgggcaaa   20 

<210> 2 
<211> 20 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador inverso VHS-P4 

<400> 2 45 
tcgatcgacg acaccataaa   20 

  

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 35  
 

<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 5 
<223> Cebador directo VHS-P5 

<400> 3 
cagatacgac tcccgcagat   20 

<210> 4 
<211> 20 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador inverso VHS-P5 

<400> 4 15 
cgacgacctc gacgttattt   20 

<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 20 

<220> 
<223> Cebador directo VHS-P6 

<400> 5 
cgtgaggtcc aaaatcacct   20 

<210> 6 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador inverso VHS-P6 30 

<400> 6 
gacaggcaag ctcaaagtcc   20 

<210> 7 
<211> 19 
<212> ADN 35 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador directo VHS-P8 

<400> 7 
agatgtccac gagcaccag   19 40 

<210> 8 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 36  
 

<220> 
<223> Cebador inverso VHS-P8 

<400> 8 
cctgactttg tggggctaaa   20 

<210> 9 5 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador directo VIH-S1 10 

<400> 9 
tggaagggct aatttggtc   19 

<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador inverso VIH-S1 

<400> 10 
tattgctggt gatcctttcc   20 20 

<210> 11 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 25 
<223> Cebador directo VIH-S2 

<400> 11 
ccagcaatat tccagtgtag c   21 

<210> 12 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador inverso VIH-S2 

<400> 12 35 
tgaaacaaac ttggcaatga   20 

<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 

<220> 
<223> Cebador directo VIH-S3 

<400> 13 
catctcctat ggcaggaaga   20 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 37  
 

<210> 14 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 5 
<223> Cebador inverso VIH-S3 

<400> 14 
tgctagagat tttccacact ga   22 

<210> 15 
<211> 152261 10 
<212> ADN 
<213> Herpes simplex VHS-1 (NC_001806.1) 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 38  
 

<400> 15  

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 39  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 40  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 41  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 42  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 43  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 44  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 45  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 46  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 47  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 48  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 49  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 50  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 51  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 52  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 53  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 54  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 55  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 56  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 57  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 58  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 59  
 

 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 60  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 61  
 

 
 

E15192470
08-05-2018ES 2 668 802 T3

 



 62  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 63  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 64  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 65  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 66  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 67  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 68  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 69  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 70  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 71  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 72  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 73  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 74  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 75  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 76  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 77  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 78  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 79  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 80  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 81  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 82  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 83  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 84  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 85  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 86  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 87  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 88  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 89  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 90  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 91  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 92  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 93  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 94  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 95  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 96  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 97  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 98  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 99  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 100  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 101  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 102  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 103  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 104  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 105  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 106  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 107  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 108  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 109  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 110  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 111  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 112  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 113  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 114  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 115  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 116  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 117  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 118  
 

 

<210> 16 
<211> 154746 
<212> ADN 
<213> Virus del herpes simple VHS-2 (NC_001798.1) 5 

<400> 16  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 119  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 120  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 121  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 122  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 123  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 124  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 125  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 126  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 127  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 128  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 129  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 130  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 131  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 132  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 133  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 134  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 135  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 136  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 137  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 138  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 139  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 140  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 141  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 142  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 143  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 144  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 145  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 146  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 147  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 148  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 149  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 150  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 151  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 152  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 153  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 154  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 155  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 156  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 157  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 158  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 159  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 160  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 161  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 162  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 163  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 164  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 165  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 166  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 167  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 168  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 169  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 170  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 171  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 172  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 173  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 174  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 175  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 176  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 177  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 178  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 179  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 180  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 181  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 182  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 183  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 184  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 185  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 186  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 187  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 188  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 189  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 190  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 191  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 192  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 193  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 194  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 195  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 196  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 197  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 198  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 199  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 200  
 

 

<210> 17 
<211> 9181 
<212> ADN 
<213> Virus de la inmunodeficiencia humana VIH1 (NC_001802.1) 5 

<400> 17  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 201  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 202  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 203  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 204  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 205  
 

 

<210> 18 
<211> 10359 
<212> ADN 
<213> Virus de la inmunodeficiencia humana VIH2 (NC_001722.1) 5 

<400> 18  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 206  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 207  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 208  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 209  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 210  
 

 
 

 

ES 2 668 802 T3

 



 211  
 

<210> 19 
<211> 3215 
<212> ADN 
<213> Virus de la hepatitis B VHB (NC_003977.1) 

<400> 19  5 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 212  
 

 
 

 

<210> 20 
<211> 7905 5 
<212> ADN 
<213> Virus del papiloma humano VPH16 (NC_001526.2) 

  

ES 2 668 802 T3

 



 213  
 

<400> 20  

 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 214  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 215  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 216  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 217  
 

 

<210> 21 
<211> 7857 
<212> ADN 
<213> Virus del papiloma humano VPH18 (X05015.1) 5 

<400> 21  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 218  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 219  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 220  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 221  
 

 

<210> 22 
<211> 7912 
<212> ADN 
<213> Virus del papiloma humano VPH31 (J04353.1) 5 

<400> 22  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 222  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 223  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 224  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 225  
 

 

<210> 23 
<211> 7909 
<212> ADN 
<213> Virus del papiloma humano VPH33 (M12732.1) 5 

ES 2 668 802 T3

 



 226  
 

<400> 23  

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 227  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 228  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 229  
 

 
 

 

ES 2 668 802 T3

 



 230  
 

<210> 24 
<211> 7858 
<212> ADN 
<213> Virus del papiloma humano VPH45 (X74479.1) 

<400> 24  5 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 231  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 232  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 233  
 

 
 

ES 2 668 802 T3

 



 234  
 

 

 
  

ES 2 668 802 T3

 



 235  
 

REIVINDICACIONES 
 
1. Método para detectar reorganizaciones de un ADN del virus del papiloma humano (VPH) en una muestra 

biológica, que comprende:  
 5 
extraer un polinucleótido a partir de dicha muestra, 
el peinado molecular de dicho ADN del VPH para formar un polinucleótido estirado, 
la puesta en contacto de dicho polinucleótido estirado con un juego de sondas marcadas específicas 
para el ADN del VPH que reconocen una secuencia del VPH, 
detectar la hibridación de las sondas con el ADN del VPH peinado, detectando de esta manera 10 
reorganizaciones del ADN del VPH, 
 

en el que dicho juego de sondas es una muestra de tejido, una o más células, suero, sangre, líquido 
cefalorraquídeo (LCR) o líquido sinovial, obtenido de un ser humano, mamífero no humano o ave y  
en el que dicho juego de sondas comprende por lo menos dos subjuegos de sondas que se etiquetan con 15 
diferentes marcajes seleccionados de manera que permiten la identificación de diferentes partes o 
segmentos o fragmentos reorganizados de un genoma vírico y que permiten identificar reorganizaciones 
que pueden producirse dentro del ADN vírico genómico. 

   
2.  Método según la reivindicación 1, en el que dicho ADN del VPH es un ADN vírico infeccioso o no infeccioso 20 

extraído a partir de una muestra de tejido, una o más células, suero, sangre, LCR o líquido sinovial de un 
ser humano, mamífero no humano o ave. 

   
3.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho ADN del VPH se integra en el ADN 

o se encuentra en forma episómica. 25 
   
4.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho juego de sondas se une a por lo 

menos 1 kb del ADN genómico de un virus. 
   
5.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ADN del VPH se extrae mediante el 30 

lisado de partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de fusión con dodecilsulfato sódico (SDS) 
al 0,1%. 

   
6.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el juego de sondas cubre 5% a 100% del 

genoma del VPH. 35 
   
7.  Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el juego de sondas consiste en una 

mezcla de sondas que consiste en 2 a 20 sondas diferentes específicas para el virus que debe detectarse y 
capaces de unirse a una secuencia polinucleótida vírica patogénica o infecciosa, en el que dichas sondas 
cubren por lo menos 20% de dicho genoma vírico. 40 

   
8.  Utilización en el método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 de un kit que comprende reactivos, 

que comprende SDS al 0,1% para la lisis de partículas víricas en tapones de agarosa de bajo punto de 
fusión y una o más sondas que se unen a un polinucleótido vírico infeccioso para detectar o identificar ADN 
del VPH vírico genómico en una molécula de ADN peinada. 45 

 
   

 
  

ES 2 668 802 T3

 



 236  
 

 
  

ES 2 668 802 T3

 



 237  
 

 
  

ES 2 668 802 T3

 



 238  
 

 
  

ES 2 668 802 T3

 



 239  
 

 

ES 2 668 802 T3

 



 240  
 

 

  

ES 2 668 802 T3

 



 241  
 

 

  

ES 2 668 802 T3

 



 242  
 

 

  

ES 2 668 802 T3

 



 243  
 

 

  

ES 2 668 802 T3

 



 244  
 

 

  

ES 2 668 802 T3

 



 245  
 

 

ES 2 668 802 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

