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Método de amplificación genómica del virus West Nile. El
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PCR en Tiempo Real, gracias al uso de una pareja de
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ES 2 364 833 A1

DESCRIPCIÓN
Método de amplificación genómica del virus West Nile.

Campo técnico

La invención se refiere al campo de la Biotecnología. Más concretamente, la invención se refiere a un método que
permite la amplificación genómica en Tiempo Real de cualquiera de los linajes del virus West Nile presentes en una
muestra y que, por tanto, facilita la detección de la presencia del virus en una muestra.

Antecedentes de la invención

El virus West Nile (WNV) es un virus RNA de polaridad positiva perteneciente al género Flavivirus. Este género
comprende numerosos virus patógenos para el ser humano e incluso potencialmente letales, tales como el virus del
Dengue, el de la fiebre amarilla o los virus pertenecientes al serogrupo del virus de la encefalitis japonesa, un serogrupo
al cual pertenece tanto el virus West Nile como otros virus estrechamente relacionados con él como el propio virus de
la encefalitis japonesa (JEV), el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV), el virus de la encefalitis de Murray Valley
(MVEV) o el virus Usutu (USUV).

Dentro de dicho subgrupo, se conoce como “virus West Nile” (WNV) a un complejo que comprende diferentes
linajes evolutivos. Una revisión de la bibliografía lleva a la conclusión de que existen al menos cinco linajes diferentes,
varios de ellos con virulencia desconocida, y con una diferencia en nucleótidos del 20% entre cada uno de ellos
(Bondre et al., J Gen Virol 88: 875-884 (2007)). Recientes hallazgos, además, sugieren la existencia de más linajes
evolutivos: el análisis de la secuencia de un virus cultivado a partir de un mosquito capturado en Malasia, cedido
por el Instituto Pasteur al grupo de los inventores, que llevaron a cabo la secuenciación completa del genoma de
dicho virus en 2006, permitió la identificación de un sexto linaje evolutivo; más recientemente, en la propia Europa,
concretamente en España, pudo detectarse una cepa del virus West Nile que, aunque no pudo ser cultivada, ha sido
secuenciada parcialmente, dando resultados que llevan a la conclusión de que se trata de un séptimo linaje evolutivo
del virus (datos divulgados en la tesis doctoral de la Dra. Ana Vázquez González, de título “Búsqueda de flavivirus en
mosquitos de humedales españoles. Análisis molecular del virus West Nile y otros flavivirus”, leída en Diciembre del
2008).

El virus West Nile se mantiene en la naturaleza en un ciclo natural que implica principalmente a aves y a mosquitos,
aunque los humanos y los equinos pueden ser infectados también, pudiendo dar lugar en ellos a una enfermedad
neurológica mortal. El origen del virus es africano, y tiene una distribución a nivel mundial (África, Asia, Europa,
Oriente Medio, India, Australia y América). Desde que se aisló por primera vez, los brotes en humanos han sido
poco frecuentes, pero en las últimas décadas ha cobrado gran importancia debido a su emergencia a zonas nuevas,
como ha sido su entrada y expansión por el continente americano y por las recientes epidemias que ha producido en
Europa, asociadas a altos niveles de enfermedad neuroinvasiva y mortalidad. Hasta el año 1999, WNV se distribuía
exclusivamente en el Viejo Mundo, pero en ese año se detectó por primera vez en el continente Americano en la
ciudad de Nueva York, y a partir de ahí el virus ha sido capaz de extenderse por todo Norteamérica, sur de Canadá,
Centroamérica, islas del Caribe y Sudamérica.

Muchos seres humanos infectados no presentan síntomas clínicos aparentes, aunque pueden acabar desarrollando
enfermedades neurológicas graves tales como meningitis o encefalitis. Es más habitual el desarrollo de síntomas más
moderados, tales como fiebre, malestar, anorexia, náuseas, vómitos, dolor de cabeza, molestias oculares, mialgia,
erupciones cutáneas y linfoadenopatía. Sin embargo, en los últimos tiempos parecen estar apareciendo variantes más
virulentas, que están convirtiendo al virus en un serio problema para la salud pública y que hacen aconsejable un
diagnóstico precoz del mismo, para evitar el desarrollo de enfermedades neurológicas.

El gran brote epidémico que está afectando a América ha llevado a incrementar el interés por el conocimiento del
virus, sus vías de transmisión y los medios para su detección. Así, se ha descubierto que, además de la picadura de
los mosquitos, la transmisión puede producirse también por otras vías tales como la donación de sangre, el trasplante
de órganos y la alimentación con leche materna. Esto ha llevado a las autoridades de EE.UU. a estudiar en todas
las donaciones la posible presencia del genoma de WNV. En Europa, donde parecer circular cepas pertenecientes al
menos a los linajes 1, 2, 3, 4 y 7, los recientes brotes que han afectado a prácticamente todos los países mediterráneos
han llevado a la Unión Europea a debatir los procedimientos de control de infección en trasplantes y donaciones en
los países de su área de influencia y a considerar la obligatoriedad del análisis de la posible presencia de WNV en
donaciones efectuadas en regiones endémicas europeas.

Dado que no es sencillo intuir la presencia del virus en un individuo, pues muchos portadores del WNV son
asintomáticos e incluso, cuando se produce una infección activa, la misma suele dar lugar a síntomas inespecíficos,
está adquiriendo una creciente importancia la comprobación sistemática de la posible presencia del virus en muestras
de sangre y órganos susceptibles de ser trasplantados. Como, normalmente, los anticuerpos específicos contra el virus
pueden ser detectados sólo después de la fase virémica e incluso, pueden persistir durante más de un año, haciendo
difícil distinguir entre la situación de infección activa y los efectos de exposiciones acontecidas en el pasado, se está
incrementando el interés en el desarrollo de métodos más sensibles para la detección del virus. Por ello, se han descrito
numerosos ensayos que describen métodos de amplificación genómica para la detección de los ácidos nucleicos de
dicho virus.
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Por desgracia, la mayor parte de ellos toman como diana el WNV que circula actualmente en Norteamérica,
centrándose en la detección de virus del linaje 1, sin considerar la enorme variabilidad natural existente en otros
lugares del mundo, con lo que se encuentran muy pocos métodos que consideren la necesidad de detectar al menos un
segundo linaje viral. Es más, la comparación de las secuencias de los cebadores utilizados demuestra que, incluso en
los métodos desarrollados para cepas del linaje 1, hay cepas pertenecientes a dicho linaje que no podrían ser detectadas
mediante el método propuesto.

Así, por ejemplo, Lanciotti et al. (en J. Clin. Microbiol. 38:4066-4071 (2001)) desarrollaron un ensayo de PCR en
Tiempo Real basado en sondas TaqMan para la detección del RNA del WNV en diversas muestras (tanto de origen
humano como obtenidas de aves o mosquitos) que se basó en la cepa NY99, consiguiendo resultados aceptables
para esta cepa, especialmente con los cebadores desarrollados para la zona de 3’ No Codificante (3’NC), pero el
método no es válido para muchas otras cepas de recientes brotes del linaje 1 ni para los demás linajes. Trabajos
posteriores del mismo grupo (Lanciotti and Kerst, J Clin Microbiol. 39:4506-4513 (2001)), consiguieron mejorar la
sensibilidad adaptando la metodología a la detección con NASBA, aunque los problemas de falta de capacidad de
detección de todos los linajes subsisten. El mismo problema existe con los métodos que han intentado mejorar el
método de Lanciotti mejorando el modo de cuantificación (Lo et al., J Virol 77: 10004-10014 (2003)) o las muestras
de partida (Vanlandingham et al., Am J Trop Med Hyg 71:120-123 (2004)).

Por otra parte, muchos de los métodos desarrollados no son totalmente específicos para WNV, sino que detectan
igualmente la presencia de otros virus del serogrupo del virus de la encefalitis japonesa. Tal es el caso, por ejemplo,
del método de RT-PCR desarrollado por Shirato et al. (Shirato et al., J Virol. Methods 126:119-125 (2005)), donde se
describe el uso de cebadores específicos diseñados en la zona de la proteína C que permiten amplificar los linajes I
y II del WNV y los cinco genotipos del virus de la encefalitis japonesa. Este método, como otros varios de similares
características, incluye una sonda, marcada con un fluorocromo, complementaria a secuencias del genoma del WNV
y el JEV, que permite la detección de ambos virus.

Una mejora más que se ha introducido en estas técnica de detección de ácidos nucleicos de WNV es la incorpora-
ción de controles internos (Eisler et al., J. Clin. Microbiol 42:841-843 (2004)) pero, en general, las sondas diseñadas
para su detección están pensadas para virus del linaje 1, no siendo adecuada para el resto de los linajes y existiendo
incluso cepas del linaje 1 para las que no serían adecuadas.

Las regiones utilizadas con más frecuencia para el diseño de cebadores para la amplificación de fragmentos del
genoma del virus y/o de sondas para su detección son las de la región no codificante de 5’, la región no codificante de
3’ y las regiones correspondientes a las proteínas estructurales NS1, NS3 y NS5. La solicitud de patente internacional
WO 2004/036190, por ejemplo, describe métodos para la detección del virus West Nile en los que se amplifican y
detectan secuencias polinucleotídicas del mismo. Aunque, inicialmente, se indica en dicho documento que se puede
utilizar para el diseño de los cebadores cualquier secuencia específica para WNV u otro flavivirus, las realizaciones es-
pecíficas descritas en dicho documento implican el uso de cebadores y sondas dirigidos a la región no codificante de 5’
(5’NC), la región no codificante de 3’ (3’NC) o la región 3000 (región de NS1/NS2a). Como es conocido, se comenta
que el grado de amplificación observado con un juego de cebadores depende de diversos factores, entre los que se
pueden citar su longitud, la capacidad de los oligonucleótidos para hibridar con sus secuencias complementarias y la
capacidad de la enzima para polimerizar los cebadores, estando determinada la estabilidad del híbrido formado, por lo
general, por la longitud del fragmento del mismo en el que se produce un apareamiento perfecto entre los nucleótidos
de las cadenas complementarias. Los resultados de amplificación de secuencias de la región 3’NC, por ejemplo, con
juegos de cebadores específicos para dicha región, demuestran la dificultad de diseñar ensayos eficaces altamente sen-
sibles, incluso tratando de optimizar los parámetros que se sabe que influyen en el grado de amplificación, tales como
la longitud de los cebadores, su especificidad y su temperatura de apareamiento. Así, se propone en principio la ampli-
ficación de secuencias utilizando una pareja de cebadores que se elige tomando uno de ellos de una tabla de cebadores
directos (diseñados para hibridar con una hebra, complementarios al fragmento de la región 3 ’NC cuya secuencia está
representada por SEQ ID NO:11) y otro de una tabla de cebadores inversos (diseñados para hibridar con fragmentos
de secuencia que se encontrarían en la cadena complementaria a la anterior y cuya secuencia está contenida en el frag-
mento representado por SEQ ID NO: 12, prefiriéndose particularmente que esté contenida en los subfragmentos de la
anterior representados por SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14). Las secuencias específicas de cada uno de los cebadores
directos se presentan en la Tabla 1, mientras que las secuencias de los cebadores inversos de menos de 24 nucleótidos
se presentan en la Tabla 2. Las secuencias se han indicado de manera que puedan apreciarse los nucleótidos en los que
existen variaciones entre los diversos linajes; dichas variaciones, así como las que se indican en las Tablas 3 y 4 que
se presentan más adelante, se han identificado utilizando como referencia, para cada linaje, las siguientes cepas:

- Linaje 1: NY99eqhs (GenBank: AF260967);

- Linaje 2: B956 (GenBank: AY532665);

- Linaje 3: Rabensburg (GenBank: AY765264);

- Linaje 4: LEIVKrnd88_190 (GeneBank: AY277251);

- Linaje 5: 804994 (GenBank: DQ256376);

- Linaje 6: MP502-66 (Secuencia de la zona 3’NC, representada por SEQ ID NO:57).
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TABLA 1

Cebadores directos de la región no traducida de 3’ de WO 2004/036190

TABLA 2

Cebadores inversos de la región no traducida de 3’ de WO 2004/036190

Los ensayos específicos de amplificación de la cepa NY99 (linaje 1) realizados combinando tres de los ceba-
dores directos con seis de los cebadores inversos, con 10 réplicas del ensayo por cada combinación de cebadores,
demostraron que no todas las combinaciones de cebadores eran capaces de dar lugar a resultados positivos en las 10
réplicas del ensayo, obteniendo relaciones 10/10 de resultados positivos frente a réplicas sólo para cuatro de dieciocho
combinaciones ensayadas:

- al combinar los cebadores 64 (SEQ ID NO: 19) ó 66 (SEQ ID NO:21) con el cebador 76 (SEQ ID NO:25), o

- al combinar los cebadores 64 (SEQ ID NO: 19) ó 66 (SEQ ID NO:21) con el cebador 77 (SEQ ID NO:26).
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Sin embargo, si se usa el cebador inverso 75 (SEQ ID NO:24), que contiene la secuencia de los cebadores 76 y 77
pero incorporando en 3’ uno o dos nucleótidos más, respectivamente, la combinación con los cebadores 64 y 66 da
lugar a relaciones de sólo 5/10 y 2/10 positivos en el total de réplicas, obteniéndose el máximo de amplificaciones con
el cebador 60 (SEQ ID NO:15), que fue sólo de 6/10.

El documento refiere, además, que hubo incluso cebadores inversos que no dieron lugar a ningún resultado positivo.
Estos ensayos demuestran que, aunque el porcentaje de homología de secuencia sea igual o equivalente y la longitud y
temperatura de apareamiento similares, no todos los cebadores son equivalentes, siendo muy importante la secuencia
específica de cada cebador y no siendo obvia la elección de la pareja adecuada para obtener una amplificación eficiente
y reproducible de WNV. Es importante señalar, además, que estos resultados se obtienen con una cepa específica del
linaje 1, con respecto a la cual la homología de secuencia de los cebadores es casi total. La observación de atenta de
las Tablas 1 y 2 de la presente solicitud permite observar que, si se considera la totalidad de los linajes, el número de
diferencias que presenta cada cebador se multiplica, por lo que es de esperar que para estos linajes la eficacia sería
más baja.

La solicitud WO 2004/036190 considera también el interés de detectar variantes genéticas de WNV sin compro-
meter la sensibilidad del método. Para facilitarlo, propone que la amplificación se lleve a cabo utilizando tripletes de
cebadores: un par de cebadores complementarios a una misma cadena (tomados de la Tabla 1 de la presente solicitud)
en combinación con el cebador de la cadena complementaria (de los que serían posibles ejemplos los de la Tabla 2
de la presente solicitud). La repetición del ensayo de amplificación de WNV de la cepa NY99 con 10 réplicas por
combinación dio lugar a 10/10 resultados positivos en las combinaciones que incluían dos cebadores de la Tabla 1,
aunque el mismo resultado se obtuvo también en el caso en el que se utilizó un único cebador de la Tabla 1. El ensayo
incluía un control interno con un molde y cebadores del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), que
no afectó a la amplificación del virus West Nile. Sin embargo, los ensayos descritos en la solicitud WO 2004/036190,
realizados para evaluar la capacidad del método para amplificar y detectar una cepa diferente de WNV (concretamente,
la cepa de Uganda), se realizaron utilizando una única pareja de cebadores para cada región del virus analizada (región
5’NC, región 3’NC o región 3000), encontrando que las regiones 3000 y 3’NC daban mejores resultados, pudiendo
detectarse hasta 7-13 copias virales/ml. Así, la solicitud WO 2004/036190 no considera explícitamente la posibilidad
de utilizar más de un cebador de una misma polaridad, complementario a la secuencia polinucleotídica del virus, para
poder detectar en un único ensayo virus de distintas cepas (o incluso linajes) presentes en una muestra.

Tampoco las secuencias de polinucleótidos elegidas para el diseño de las sondas descritas en la solicitud WO
2004/036190 son óptimas para la detección de cepas de todos los linajes de WNV. Un análisis de las secuencias
elegidas para la región 3’NC, reproducidas en la Tabla 3 que se muestra a continuación, muestra que ninguna de ellas
tiene una homología total con las cepas de todos los linajes:

TABLA 3

Secuencias del WNV elegidas para el diseño de sondas de la región no traducida de 3’ en el documento WO
2004/036190
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Otros métodos similares también muestran preferencia por la región 3’NC para la elección de cebadores de ampli-
ficación y/o sondas de detección, pero presentan también el problema de haber sido diseñados específicamente para
cepas del linaje 1, como sucede con el método descrito en la solicitud de patente internacional WO 2005/047522,
incluso con la pareja de cebadores preferida en dicha solicitud internacional, que se muestran a continuación en la
Tabla 4:

TABLA 4

Cebadores preferidos de la solicitud WO 2005/047522

En otros casos, los cebadores y sondas se han diseñado de manera que no son específicos para WNV, sino con
el propósito de ser capaces de detectar varios miembros del serogrupo del virus de la encefalitis japonesa. Tal es el
caso, por ejemplo, del método para la detección de flavivirus descrito en la solicitud de patente internacional publicada
como WO 2004/092412, donde se menciona como una característica deseable la capacidad del método para detectar
varios miembros del serogrupo del virus de la encefalitis japonesa en un único ensayo.

Según esto, ninguno de los métodos de amplificación y detección conocidos permiten la detección de todos los
linajes de WNV. Sin embargo, el análisis adecuado de las muestras de los bancos de sangre y el diagnóstico de
la enfermedad requieren un método de amplio espectro, que cubra todos los linajes. Preferiblemente, dicho método
debería ser no sólo capaz de detectar todos los linajes del virus West Nile, sino específico para dicho virus, permitiendo
distinguir entre WNV y otros virus estrechamente relacionados con el mismo, como son los del serogrupo del virus
de la encefalitis japonesa. También sería preferible que el método presentara una alta sensibilidad, que permitiera la
detección del virus aunque el número de copias presente en una muestra no fuera elevado.

El método de la presente invención supone una solución a estos problemas.

Compendio de la invención

La presente invención proporciona un método de amplificación y detección del virus West Nile (WNV), capaz de
detectar con sensibilidad y especificidad cualquiera de los siete linajes conocidos del virus. El método tiene como
diana la región 3’ no codificante (3’NC), que es una región sometida a presiones de conservación por su implica-
ción en la formación de estructuras secundarias requeridas para la replicación viral, y está particularmente indicado
para llevarse a cabo mediante PCR en Tiempo Real. Presenta la particularidad de que la sonda utilizada para la de-
tección del fragmento amplificado, así como los oligonucleótidos utilizados como cebadores en la amplificación del
genoma viral mediante PCR en Tiempo Real, están mínimamente degenerados, lo que permite cubrir los seis lina-
jes virales para los que se conoce la secuencia del virus, así como el séptimo linaje viral parcialmente secuenciado.
La secuencia de los oligonucleótidos utilizados como cebadores, así como la secuencia de la sonda de detección, se
han elegido cuidadosamente para obtener una alta sensibilidad, similar para todos los linajes, manteniendo la con-
dición de ser específicos para el virus West Nile, no detectándose mediante el método de la invención virus estre-
chamente relacionados con el WNV tales como los de su mismo serogrupo, el serogrupo del virus de la encefalitis
japonesa.

Así, un aspecto de la invención se refiere a un método para la detección del virus West Nile presente en una muestra
que comprende las etapas de:

a) amplificar los ácidos nucleicos del virus West Nile presentes en dicha muestra mediante PCR utilizando como
cebadores los oligonucleótidos con las secuencias:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1) (WNVRT-F, directo), y

5 ’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGG-3’ (SEQ ID NO:2) (WNVRT-Re, inverso);

b) detectar el fragmento de ácido nucleico amplificado,

en donde la detección del ácido nucleico amplificado indica la presencia del virus West Nile en dicha muestra.
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En una realización preferida de la invención, la detección del ácido nucleico amplificado se realiza utilizando como
sonda el oligonucleótido que tiene la secuencia:

5’-WCCCCAGGWGGACTG-3’ (SEQ ID NO:3)

opcionalmente unido a un marcador que permite su detección.

En una realización del método de la invención, la etapa a) de amplificación de los ácidos nucleicos del virus West
Nile presentes en la muestra comprende las siguientes subetapas:

i) síntesis del cDNA a partir del RNA del virus West Nile presente en la muestra mediante una transcriptasa
inversa;

ii) amplificación del cDNA mediante PCR en Tiempo Real utilizando como cebadores los oligonucleótidos de
SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2; y

la etapa b) de detección del fragmento de ácido nucleico amplificado se lleva a cabo mediante el uso de una son-
da fluorogénica (capaz de emitir fluorescencia) que consiste en un oligonucleótido monocatenario complementario al
fragmento de ácido nucleico amplificado en la reacción de PCR, covalentamente unido a al menos un compuesto fluo-
rocromo. Se prefiere particularmente que el oligonucleótido utilizado como sonda tenga la secuencia de nucleótidos
de SEQ ID NO:3.

En una realización preferida de la anterior, la reacción de amplificación del cDNA se lleva a cabo en presencia de un
fragmento de DNA bicatenario que sirve como control interno. Dicho control interno es un fragmento de DNA que se
amplifica con los mismos oligonucleótidos que la región diana del genoma del virus y que, por tanto, debe contener un
fragmento de secuencia que comprenda en una de sus hebras tanto la secuencia complementaria a uno de los cebadores
de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 y la secuencia del otro cebador de la pareja, estando situadas ambas secuencias
(secuencia de SEQ ID NO:1, por ejemplo, y secuencia invertida y complementaria a SEQ ID NO:2) como fragmentos
flanqueantes entre las cuales se encuentra un fragmento heterólogo, tal como, por ejemplo, la secuencia exógena de
un virus de una familia diferente. Sobre este fragmento heterólogo se diseña su sonda específica de detección.

Una posible realización de dicha variante del método de la invención es aquella en la que el control interno com-
prende la secuencia representada por

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG CCAGCACACATGTGTCTACT
CCAYGTAAGCCCTCARWACCG-3’ (SEQ ID NO:6).

En ella, el extremo 5’ (nucleótidos subrayados) es la secuencia del cebador de SEQ ID NO:1, el extremo de 3’
(nucleótidos subrayados y en cursiva) es la secuencia invertida y complementaria a la del cebador de SEQ ID NO:2 y
el fragmento intermedio es una secuencia del virus BK.

Así, en el caso de que se utilice dicho control interno, se prefiere que la sonda utilizada para su detección esté
constituida por un oligonucleótido con la secuencia de nucleótidos:

5’-CCAGCACACATGTGTCTACT-3’ (SEQ ID NO:7)

a la que esté covalentemente unido al menos un fluorocromo distinto del fluorocromo o fluorocromos unidos a la
sonda que permite la detección del fragmento amplificado del virus West Nile.

El método de la invención puede ser utilizado para detectar la posible presencia del virus West Nile en muestras
de distinta procedencia, no sólo geográfica, sino en lo que se refiere a la especie de la que se obtenga una muestra
biológica. Así, aunque las realizaciones preferidas del método de la invención serán aquellas en las que el método se
aplique para la amplificación (etapa a)) y detección (etapa b)) de ácidos nucleicos extraídos de muestras biológicas
tomadas de un ser humano (especialmente, las de líquido cefalorraquídeo, muestras de órganos (p.ej., destinados a
trasplantes), y sangre o suero obtenido a partir de la misma), el método puede aplicarse también cuando se parte de
muestras biológicas obtenidas de otras especies, tales como un artrópodo o un ave.

Otro aspecto de la invención se refiere a un kit especialmente diseñado para llevar a cabo el método de la invención.
Así, un aspecto de la invención es un kit que comprende los oligonucleótidos de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2. Se
prefiere particularmente que el kit contenga también una sonda con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3,
especialmente si está marcada en 5’ con un fluorocromo y en 3’ con un quencher no fluorescente unido a un resto
MGB (Minor Groove Binder). Se prefiere también que el kit contenga adicionalmente una sonda con la secuencia
de nucleótidos de SEQ ID NO:7, especialmente si está marcada con un fluorocromo ausente de la sonda de SEQ ID
NO:3. En el caso de que esté presente la sonda de SEQ ID NO:7, el kit puede contener también los oligonucleótidos
de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5 o una molécula de DNA que comprenda la secuencia de SEQ ID NO:6, molécula
de DNA que puede ser, por ejemplo, un plásmido, linearizado o no.
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La invención se explicará ahora con más detalle con ayuda de las Figuras y Ejemplos que aparecen a continuación.

Breve descripción de las figuras

La Fig. 1 muestra un gráfico en el que se representa la sensibilidad en la detección del control interno mediante la
PCR en tiempo real. Los números sobre las curvas indican el número de copias del control interno por reacción. La
línea horizontal marca el límite de detección.

La Fig. 2 muestra un gráfico en el que se representa la sensibilidad en la detección de la cepa Eg101, del linaje 1
de WNV. De nuevo, los números sobre las curvas indican el número de copias del plásmido que contenía el fragmento
del genoma del virus comprendido entre los cebadores de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

La Fig. 3 muestra un gráfico en el que se representa la sensibilidad en la detección de la cepa HU2925/06 con el
ensayo de PCR en Tiempo Real de la invención.

La Fig. 4 se refiere a la posición en el genoma de los cebadores y sondas de la invención y su homología de
secuencia con genomas relacionados:

- La Fig. 4A muestra fragmentos de secuencia de la región no codificante de 3’ (3’ NC) de diversas cepas del virus
West Nile, cuyo nombre se indica a la izquierda, apareciendo sombreadas las zonas correspondientes a los cebadores
directo (sombreados de la izquierda) e inverso (sombreado de la derecha). Entre ellos queda el fragmento amplificado
en la PCR en Tiempo Real. La secuencia indicada como “wntrSONDA” corresponde a la secuencia utilizada como
sonda de detección (SEQ ID NO:3), que aparece situada en la zona del fragmento amplificado a la que se une.

- La Fig. 4B muestra fragmentos de secuencia de la región no codificante de 3’ (3’ NC) de diversas cepas de virus
del serogrupo de la encefalitis japonesa, cepas cuyo nombre se indica a la izquierda, encabezadas por la abreviatura
del virus: SLEV (virus de la encefalitis de San Luis), JEV (virus de la encefalitis japonesa), USUV (virus Usutu) y
MVEV (virus de la encefalitis de Murria Valley), y que se muestran junto con las secuencias de los cebadores inversos,
tanto el inicialmente elegido (“Primer Re Real Time WN”) como el cebador inverso del método de la invención
(“REWNnuevo”), apareciendo recuadradas las zonas correspondientes a la posición de apareamiento de dicho cebador
con respecto al resto de los virus del serogrupo al cual pertenece WNV.

Descripción detallada de la invención

Tal como se ha comentado, la presente invención se refiere a un método de amplificación y detección del virus
West Nile (WNV) presente en una muestra que, concretamente, comprende las etapas de:

a) amplificar los ácidos nucleicos del virus West Nile presentes en dicha muestra mediante PCR utilizando como
cebadores los oligonucleótidos con las secuencias:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1) (WNVRT-F, directo), y

5’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGG-3’ (SEQ ID NO:2) (WNVRT-Re, inverso);

b) detectar el fragmento de ácido nucleico amplificado,

en donde la detección del ácido nucleico amplificado indica la presencia del virus West Nile en dicha muestra.

Así, de manera similar a otros métodos previos, diseñados para la amplificación de los ácidos nucleicos del vi-
rus y posterior detección del material amplificado, el método de la presente invención se ha diseñado para ampli-
ficar las moléculas de RNA del virus presentes en una muestra, incluyendo para ello en el método una etapa en
el que se realiza una reacción de PCR. Para ello, se ha desarrollado una pareja de cebadores, (los oligonucleóti-
dos cuya secuencia está representada por SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2), que tienen como diana la región 3’NC
del genoma del virus, una región considerada de interés también en otros métodos de amplificación y detección de
WNV previamente descritos. Sin embargo, a diferencia de otros métodos descritos hasta ahora, que sólo cubren 1
ó 2 linajes evolutivos, sin considerar la gran variabilidad natural existente en el mundo, el método de la invención
ha sido diseñado para permitir la detección de los 7 linajes evolutivos del virus West Nile conocidos hasta el mo-
mento. Para ello, se han analizado todas las cepas del virus para las que hay depositadas secuencias genómicas en
bases de datos públicas, concretamente, las 79 secuencias que tienen los siguientes números de acceso a la base de
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/): AY712948, AY712947, AY490240, AY278442, AY278441, AY277252,
AF404757, AF404756, AF404755, AF404754, AF404753, AF481864, AY603654, AY646354, AY289214,
AY795965, AY842931, AY660002, AF196835, DQ164206, DQ164202, DQ164197, AF260969, AF260968,
AF260967, DQ211652, DQ164204, DQ164200, DQ164201, AF533540, DQ005530, DQ118127, DQ164205,
DQ164203, DQ164199, D00246, DQ164196, DQ080058, DQ080054, DQ080055, DQ080056, DQ164193,
DQ164186, DQ164195, DQ164191, DQ164205, DQ080053, AY848696, AB185917, DQ080052, AB185914,
DQ080051, DQ164189, AF404756, DQ164190, AY712945, AY712946, DQ080059, DQ164188, DQ164187,
DQ164192, AF404757, AY277252, AY274505, DQ116961, DQ318019, M12294, EF429200, AY532665, EF429198,
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EF429199, EF429197, NC001563, AY688948, DQ 176636, DQ318020, AY765264, AY277251, DQ256376. Además,
se ha considerado además un sexto linaje evolutivo, identificado recientemente a partir de un aislado de un mosquito
de Malasia, el de la cepa MP502-66 (cepa cuya región 3’NC está representada por SEQ ID NO:57 y cuyo gen de la
envuelta tiene el número de acceso en GenBank AF196534), así como un séptimo linaje evolutivo, descubierto recien-
temente en España (aislado HU2925/06), que ha podido ser parcialmente secuenciado, considerándose también los
fragmentos de secuencia que hasta ahora se conocen del mismo para que el método de la invención permitiera también
su amplificación y detección en el caso de estar presente en una muestra.

Así, la PCR llevada a cabo con estos cebadores permite la amplificación, en todos los linajes conocidos, de un
fragmento de la región 3’NC del genoma del virus, representado por SEQ ID NO:8, que corresponde concretamente
al fragmento de cDNA de 93 nucleótidos comprendido entre las posiciones 10530 y 10622 en el genoma de la cepa
Eg101 (número de acceso en GenBank AF260968, cuya secuencia completa se reproduce como SEQ ID NO:56). A
su vez, las secuencias SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO. 10 presentan el fragmento amplificado, respectivamente, en virus
de los linajes 6 (aislado MP502-66) y 7 (aislado HU2925/06).

El método tiene la particularidad de que los cebadores utilizados contienen secuencias degeneradas, con el objeto
de cubrir con eficacia la amplificación de todas las variantes virales conocidas. En los métodos hasta ahora conocidos,
por el contrario, se había considerado sólo la realización de la amplificación utilizando parejas de cebadores (o, como
mucho, tripletes), cada uno de ellos con una secuencia fija específica. Por lo general, como se comenta en el apartado
de “Antecedentes de la invención”, la descripción de dichos métodos presentaba listas de oligonucleótidos, entre las
cuales elegir el cebador directo y el cebador inverso. En la mayor parte de los casos, las secuencias de los cebadores
se habían elegido considerando una única cepa, generalmente perteneciente al linaje más habitual en Norteamérica, el
linaje 1, no siendo adecuados para el resto de los linajes o, incluso, no quedando cubiertas todas las cepas conocidas del
linaje 1. Ello dificultaba la detección de cepas de WNV circulantes en Europa, África, Asia y Oceanía, que pertenecen
a diferentes linajes del virus.

Tal como se ha comentado previamente, además, los ensayos descritos para ilustrar la aplicación de dichos mé-
todos, como sucede con el método descrito en la solicitud de patente internacional WO 2004/036190, demuestran
que, a pesar de que el diseño de los cebadores se realiza intentando optimizar parámetros tales como la homología de
secuencia con la diana, la longitud o la temperatura de apareamiento, no todos los cebadores son equivalentes, obser-
vándose mucha disparidad en la eficacia de amplificación entre parejas de cebadores de secuencias muy similares. Ello
demuestra la importancia de la secuencia específica de los cebadores elegidos y las dificultades que supone la elección
de la pareja adecuada de cebadores para obtener una amplificación eficiente y reproducible de una cepa específica de
WNV, a pesar de las técnicas de diseño de cebadores actualmente disponibles.

Sorprendentemente, a pesar de la homología de secuencia de los cebadores de la presente invención (represen-
tados por SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2) con algunos oligonucleótidos descritos en documentos previos relativos
a la amplificación de WNV, en los que se observaban dificultades para obtener resultados de amplificación positiva
con diversas parejas de cebadores dirigidos a la misma región del genoma del virus, los cebadores de la presente in-
vención permiten la amplificación todos los linajes secuenciados hasta ahora de virus WNV, en todos los casos con
alta sensibilidad, similar entre los distintos linajes (habiéndose observado valores de entre 2 y 20 moléculas de micro
lito en los ensayos que se describen más adelante en los Ejemplos de la presente solicitud). Esto se ha conseguido
eligiendo cuidadosamente la secuencia de los cebadores, introduciendo en ellos degeneraciones para que fueran ca-
paces de cubrir todos los linajes conocidos pero, al mismo tiempo, procurando elegir cuidadosamente su secuencia
para que el número de degeneraciones fuera mínimo y mantuvieran la condición de ser específicos para WNV. Así, tal
como se demuestra en los ensayos descritos posteriormente en los Ejemplos de la presente solicitud, el método de la
invención, a pesar de llevarse a cabo con cebadores degenerados (particularidad que no se había sugerido hasta ahora
en los métodos relacionados conocidos), no da lugar a la amplificación de virus filogenéticamente muy próximos a
WNV, como son los JEV, MVEV, SLEV o USUV. Esto demuestra que, a pesar de las dificultades que indicaban los
ensayos y enseñanzas de documentos relacionados del estado de la técnica, se ha encontrado una pareja de cebadores
con la secuencia adecuada para amplificar eficazmente todos los linajes conocidos de WNV y, al mismo tiempo, para
permitir la realización de ensayos específicos que determinen la presencia o ausencia del virus en una muestra y no de
otros virus filogenéticamente relacionados. Así, el método de la invención es particularmente adecuado para el análi-
sis de muestras de seres humanos de cualquier procedencia, pudiendo determinar la presencia del virus en las mismas
independientemente del linaje al que pertenezca, y permitiendo al mismo tiempo distinguir si el virus detectado es
realmente WNV y no otro flavivirus. Esto facilita no sólo el análisis de las donaciones de órganos y sangre, en los
cuales el estudio de la presencia del WNV es obligatorio en los Estados Unidos y está siendo discutido en Europa,
sino también el diagnóstico de la presencia del virus en cualquier individuo, facilitando un tratamiento temprano, que
impida el desarrollo de enfermedades neurológicas graves como la encefalitis.

En una realización preferida de la invención, la determinación de la presencia del virus en la muestra de partida
se realiza a partir de la detección del fragmento amplificado en la reacción de PCR mediante el uso de una sonda
complementaria a dicho fragmento y, por tanto, capaz de hibridar con el mismo. Para ello se utiliza el oligonucleótido
que tiene como secuencia

5’-WCCCCAGGWGGACTG-3’ (SEQ ID NO:3)
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opcionalmente unido a un marcador que permite su detección.

Al igual que los oligonucleótidos utilizados como cebadores, el oligonucleótido que forma parte de la sonda está
también mínimamente degenerado, para cubrir los seis linajes virales para los que se conoce la secuencia del virus, así
como el séptimo linaje viral parcialmente secuenciado.

La utilización de una sonda complementaria a la secuencia del fragmento amplificado ofrece distintas posibilida-
des para el diseño del método de detección utilizado. Así, por ejemplo, la complementariedad entre secuencias puede
utilizarse, por ejemplo, en métodos cromatográficos, en los que la muestra en la que se encuentre el fragmento am-
plificado por PCR se ponga en contacto con la sonda inmovilizada (por ejemplo, por estar unida a las partículas de
una resina empaquetada en una columna), con lo que la hebra complementaria a la sonda quedará unida a la misma y
retenida, pudiendo ser posteriormente eluida. Para su detección puede utilizarse, por ejemplo, otra sonda marcada con
oro coloidal.

Se prefiere particularmente que la amplificación del fragmento de secuencia genómica comprendido entre los
cebadores se lleve a cabo mediante lo que se conoce como PCR en Tiempo Real, que es básicamente una PCR
convencional que se realiza en presencia de moléculas que presentan al menos un resto con capacidad de emisión
de fluorescencia (fluorocromos) y moléculas (puede ser la misma) con capacidad de aceptar la energía emitida por
el fluorocromo (lo que habitualmente se conoce con el término quencher, que puede ser un fluorocromo también) de
manera que, cuando las condiciones permiten que el quencher acepte la energía emitida por el primer fluorocromo, no
puede detectarse emisión de fluorescencia (salvo que el quencher sea un fluorocromo a su vez); generalmente, como
ocurre en el sistema conocido como TaqMan, el diseño de las moléculas es tal que sólo cuando la DNA polimerasa da
lugar a que el fluorocromo se libere de la acción del quencher se emite fluorescencia, por lo que la fluorescencia emitida
durante cada ciclo de PCR es proporcional a la cantidad de DNA que se está amplificando. La PCR en Tiempo Real se
realiza en termocicladores que llevan incorporados un sistema de detección de fluorescencia que permite monitorizar,
en tiempo real, lo que está ocurriendo dentro de cada tubo en cada ciclo de amplificación y sustituyendo los pasos de
amplificación, electroforesis y análisis de imagen de una PCR tradicional. Además de la sencillez del proceso, la PCR
en Tiempo Real se prefiere por su mayor sensibilidad y el hecho de que los resultados de cuantificación obtenidos en
la misma son más reproducibles y precisos, porque la cuantificación se realiza en función del valor ciclo umbral (Ct),
que se define como el ciclo a partir del cual la fluorescencia es estadísticamente significativa por encima del ruido de
fondo.

Para el diseño de la PCR en Tiempo Real del método de la invención, se ha tenido en cuenta, como se ha comentado
previamente, que WNV es un virus RNA de polaridad positiva. Por tanto, los ácidos nucleicos del virus presentes en la
muestra a analizar serán moléculas de RNA. Así, es conveniente realizar la transcripción inversa de dicho RNA, para
obtener las correspondientes moléculas de cDNA y poder utilizar dicho cDNA como molde para la amplificación por
PCR. Por tanto, la etapa de amplificación de los ácidos nucleicos de WNV presentes en la muestra implica a su vez dos
subetapas, la síntesis del cDNA a partir del RNA del virus presente en la muestra de partida, mediante una transcriptasa
inversa; y la amplificación del cDNA mediante PCR en tiempo real utilizando como cebadores los oligonucleótidos
de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2. Aunque la amplificación del RNA por PCR en tiempo real requiere realmente
dos subetapas diferentes, el método puede diseñarse para que la reacción de transcripción inversa y la amplificación
mediante PCR tengan lugar en un único paso, mezclando todos los reactivos necesarios (incluida la transcriptasa
inversa) en el mismo tubo en el que tiene lugar la reacción de amplificación, lo que simplifica el proceso y minimiza
las posibilidades de contaminación.

En cualquiera de los casos, la PCR en Tiempo Real implica la presencia de, al menos, una molécula/resto con
capacidad para emitir fluorescencia. Se prefiere que la molécula a la que vaya asociada la capacidad de emitir fluo-
rescencia y que, por tanto, permite la detección del fragmento de ácido nucleico amplificado, sea una sonda fluo-
rogénica (capaz de emitir fluorescencia) que consiste en un oligonucleótido monocatenario complementario al frag-
mento de ácido nucleico amplificado en la reacción de PCR. La sonda, por tanto, debe tener una secuencia comple-
mentaria al fragmento de secuencia comprendido entre las posiciones a las que se unen los cebadores. Se prefiere
particularmente que el oligonucleótido utilizado como sonda tenga la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3,
específicamente diseñada, como se ha comentado, para detectar con especificidad todos los linajes conocidos de
WNV.

Se prefiere que el oligonucleótido utilizado como sonda esté marcado en 5’ con un fluorocromo y que sea el
extremo 3’ el que lleve unido un compuesto aceptar de la energía emitida por el fluorocromo, el llamado “quen-
cher”, siendo común entre los expertos en la técnica referirse a las sondas marcadas de esta manera como sondas
TaqMan.

Un posible diseño de este tipo de sondas, como se ha comentado, consiste en que el quencher sea también un
compuesto fluorocromo, que disipe la energía recibida del primer fluorocromo en forma de fluorescencia de mayor
longitud de onda que la emitida por el primer fluorocromo, dependiendo la eficiencia del proceso de la distancia entre
el primer fluorocromo y el quencher, de tal manera que, cuando la DNA polimerasa (Taq polimerasa por lo general)
empieza a amplificar el cebador unido al DNA molde, desplaza el extremo 5’ de la sonda, que es degradado por la
actividad exonucleasa 5’ -> 3’ de la Taq polimerasa, liberando el fluorocromo al medio y separándolo del quencher,
lo que ocasiona un aumento irreversible de la fluorescencia detectada.
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Una alternativa a la anterior, que se prefiere particularmente para el método de la presente invención, es la de la
configuración de las sondas comerciales conocidas como TaqMan® MGB™, en las que el quencher unido en 3’ a la
sonda es una molécula no fluorescente (NFQ: Non Fluorescent Quencher), que contiene un resto capaz de unirse al
surco menor del DNA (lo que se conoce por la abreviatura MGB), pues este diseño de la sonda ofrece la ventaja de que
la señal de fondo es menor, aumentando la precisión de la cuantificación, y de que el MGB estabiliza la sonda hibridada
y eleva la temperatura de fusión (Tm: melting temperature), lo que facilita el uso como sonda de un oligonucleótido
corto como el de SEQ ID NO:3, disminuyendo el riesgo de que alguno de los nucleótidos de la sonda no den lugar
a apareamientos perfectos (riesgo de mismatches) con la secuencia diana. La sonda utilizada en los ensayos descritos
en los ejemplos de la presente solicitud es una sonda del tipo TaqMan® MGB™, cuya secuencia de nucleótidos
es la representada por SEQ ID NO:3 y que lleva unido en 5’ el fluorocromo conocido como FAM (6-carboxifluo-
resceína).

En cuanto al paso previo de extracción del RNA presente en la muestra de partida, el mismo puede llevarse a cabo
mediante cualquiera de las técnicas conocidas por los expertos en técnica.

En otra realización preferida del método de la invención, compatible con la anterior, el método incluye un control
interno de reacción, que permite identificar los potenciales resultados falsos negativos debidos a problemas en la
extracción o en la amplificación de las muestras.

Para llevar a cabo el método de la invención según esta realización preferida, se diseñó un control interno utilizando
una estrategia similar a la descrita por Fedele y colaboradores (Fedele et al., J Clin Microbiol 44:4464-4470 (2006)),
adaptándola al método de la presente invención: se diseñó una pareja de oligonucleótidos, en cuyos extremos 5’ se
encuentran las secuencias de los cebadores directo e inverso utilizados para la detección de WNV, mientras que las
secuencias de 3’ son secuencias complementarias entre sí, que definen la secuencia de la sonda específica diseñada para
la detección del control interno y que, tras aparearse, permiten la síntesis in vitro del control interno, por replicación
del fragmento de secuencia no apareado.

En el caso específico del control interno utilizado en los Ejemplos de la presente solicitud, el control interno se
sintetizó a partir de los siguientes oligonucleótidos:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTGCCAGCACACATGTGTCTACT-3’ (SEQ ID NO:4) (cebador CIWNF)

5’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGGAGTAGACACATGTGTGCTGG-3’ (SEQ ID NO:5) (cebador CIWNRe)

en cuyos extremos 5’ (nucleótidos subrayados) están las secuencias de los cebadores directo e inverso utilizados
para la detección de WNV y que, por tanto, permiten la amplificación simultánea del control interno y del cDNA
correspondiente a WNV, dando lugar a que la reacción de amplificación del WNV se convierta en una PCR competitiva
en la que cDNA y control interno se amplifican a partir de los mismos cebadores.

De acuerdo con este diseño, el producto de la reacción de amplificación de los cebadores de SEQ ID NO:4 y
SEQ ID NO:5 (que, a su vez, actúan también como DNA molde) deberá contener en una de sus hebras la secuencia
representada por:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG CCAGCACACATGTGTCTACT
CCAYGTAAGCCCTCARWACCG-3’ (SEQ ID NO:6)

en donde el fragmento subrayado y en cursiva es la secuencia complementaria e invertida a la del cebador inverso
diseñado para la amplificación de los ácidos nucleicos de WNV, el cebador de SEQ ID NO:2, mientras que el fragmento
subrayado de 5’ es la secuencia del cebador de SEQ ID NO:1.

En la reacción específica descrita en los Ejemplos de la presente memoria, el producto de amplificación representa-
do por SEQ ID NO:6 se clonó en un plásmido bacteriano, utilizando el plásmido obtenido, una vez linearizado, como
control de reacción. La clonación en un plásmido posibilita tener disponibles múltiples copias del fragmento de interés
como control interno, tras el cultivo de bacterias previamente transformadas con dicho plásmido y el aislamiento de las
copias del plásmido generadas. Alternativamente, el método de la presente invención puede incluir una etapa previa
para obtener el control interno de reacción, en la que se sintetiza dicho control interno en una reacción en la que se
amplifican los cebadores de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5.

El fragmento heterólogo flanqueado por las secuencias correspondientes a los cebadores diseñados para la am-
plificación de WNV determina la secuencia de la sonda a utilizar para detectar la amplificación del control interno.
Esta sonda hibridará con el producto de amplificación del control interno sólo si la reacción de amplificación no ha
sido inhibida; la ausencia de señal para la misma indicará problemas en la reacción de amplificación y, por tanto, será
un indicio de que la posible ausencia de señal para la sonda que detecta la amplificación de WNV no demuestra la
ausencia del virus en la muestra de partida. Por todo ello, cuando se utiliza como control interno una molécula de
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DNA que comprende la secuencia representada por SEQ ID NO:6, se prefiere que la sonda utilizada para su detección
comprenda la secuencia de nucleótidos:

5’-CCAGCACACATGTGTCTACT-3’ (SEQ ID NO:7)

a la que esté covalentemente unido al menos un fluorocromo distinto del fluorocromo o fluorocromos unidos a la
sonda que permite la detección del fragmento amplificado de WNV.

Con esta condición, un posible diseño para el método de la presente invención, tal como se presenta en los Ejem-
plos que aparecen más adelante en la presente solicitud, es que la sonda diseñada para la detección del control in-
terno consista en la secuencia de SEQ ID NO:7, a la que esté covalentemente unido, en 5’, el fluorocromo NED.
Ello es compatible con la utilización de la secuencia representada por SEQ ID NO:3, marcada con 5’ con FAM y
covalentemente unida al complejo NFQ-MGB en 3’, como sonda para la detección del fragmento amplificado de
WNV.

La presencia de un control interno en la reacción de amplificación permite no sólo detectar problemas en la reacción
de amplificación sino también, si se desea, en la fase de extracción. Para ello, en una posible realización alternativa
del método de la invención, la molécula de DNA a utilizar como control interno puede añadirse a la muestra en la
que se desea analizar la presencia de WNV previamente a la extracción del RNA, de manera que el método incluye
la copurificación del virus y del control interno. Esta realización permite la detección de problemas debidos a una
extracción deficiente de los ácidos nucleicos presentes en la muestra de partida.

Según se ha descrito, la puesta en práctica del método de la presente invención requiere la utilización de la pareja de
cebadores específicamente diseñada para dicho método, los cebadores de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, que permiten
la amplificación específica de todos los linajes conocidos de WNV, con una sensibilidad similar para los seis linajes
de los que se dispone la secuencia del genoma, permitiendo también la amplificación del séptimo linaje recientemente
identificado. Preferiblemente, la utilización de esos cebadores se lleva a cabo en conjunción con la sonda de SEQ ID
NO:3, en especial si está marcada con algún marcador que permite su detección, tal como un fluorocromo. En el caso
de optarse por utilizar un control interno, son complementos interesantes también la sonda que permite la detección
de dicho control interno (SEQ ID NO:7), especialmente si está marcada con otro fluorocromo, así como los cebadores
que permiten la síntesis del fragmento de interés como control interno (SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6) o bien el
propio control interno ya sintetizado, bien en forma de molécula de DNA que comprenda de manera independiente
el fragmento de interés (SEQ ID NO:6) o bien con dicho fragmento incluido en una molécula mayor, tal como un
plásmido.

Por todo ello, es un aspecto adicional de la invención un kit que comprende los elementos que permiten llevar a
cabo el método de la invención. Dicho kit comprenderá, al menos, los oligonucleótidos de SEQ ID NO:1 y SEQ ID
NO:2.

Preferiblemente, el kit comprenderá también la sonda con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3. Se prefe-
rirá especialmente que la sonda tenga el diseño de la sonda utilizada en los Ejemplos de la presente solicitud, con un
fluorocromo unido covalentemente en 5’ y un quencher no fluorescente unido a un resto MGB en 3’.

Se prefiere especialmente que el kit comprenda también los elementos para la utilización de un control interno.
Así, se prefiere que el kit comprenda la sonda de SEQ ID NO:7, marcada con un fluorocromo distinto del de la sonda
de SEQ ID NO:3. Opcionalmente, el kit puede comprender los oligonucleótidos de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5,
que permitirán la síntesis del fragmento de interés como control interno o, como alternativa, una molécula de DNA
que comprenda la secuencia representada por SEQ ID NO:6, molécula de DNA que puede ser un plásmido. En ese
caso, incluso, el kit podría comprender también bacterias susceptibles de ser transformadas con dicho plásmido u,
opcionalmente, bacterias ya transformadas con el plásmido, cuyo cultivo permitiría la replicación del plásmido y la
obtención de múltiples copias del mismo y, por ende, del fragmento de interés como control interno de amplificación,
que puede ser utilizado también como control interno de apropiada extracción de ácidos nucleicos a partir de la muestra
de partida.

Así, una posible realización del kit es la que comprende los elementos utilizados en los Ejemplos de la presente
solicitud:

- los oligonucleótidos de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2;

- el oligonucleótido de SEQ ID NO:3, marcado en 5’ con FAM y en 3’ con un quencher no fluorescente que
incluye un MGB;

- el oligonucleótido de SEQ ID NO:7, marcado en 5’ con NED; y

- los oligonucleótidos de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5, o bien

- un plásmido que comprende la secuencia representada por SEQ ID NO:6.
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La invención se explicará ahora con más detalle por medio de los Ejemplos y Figuras que aparecen a continuación,
que sirven para ilustrar posibles realizaciones de dicha invención.

Ejemplos

Ejemplo 1

Obtención de los plásmidos de interés

Se obtuvieron plásmidos para ser utilizados como control interno de amplificación y, para cada linaje, con el fin de
obtener un molde cuantificable para ser usado en la optimización de algunas técnicas. Dichos plásmidos se utilizaron
para calcular la sensibilidad de la técnica.

Los plásmidos de los linajes 1, 2, 3 y 6, los plásmidos se obtuvieron insertando fragmentos amplificados a partir
de cepas virales previamente cultivadas.

Para los linajes 4 y 5, se recurrió a DNAs sintéticos que contienen las mismas secuencias que las cepas origi-
nales.

El método incorpora además un control interno de reacción en cada tubo de reacción para identificar los potenciales
resultados falsos negativos debidos a problemas en la extracción o en la amplificación de las muestras. El control
interno se amplifica con los mismos oligonucleótidos que amplifican la región diana viral, pero tiene un fragmento
heterólogo sobre el que se diseña la sonda de detección. El fragmento de interés como control interno se clonó también
en un plásmido, el cual, una vez linearizado, fue utilizado como control interno.

1.1. Obtención de los productos de amplificación

Tal como se ha comentado, para los linajes 1, 2, 3 y 6, se obtuvo un fragmento de amplificación a partir de virus
aislados tras un cultivo previo de las correspondientes cepas virales. Las cepas utilizadas fueron:

- Linaje 1: WNEg101 (GenBank: AF260968)

- Linaje 2: WNArB3573/82 (GenBank: DQ318020)

- Linaje 3: WNRabensburg (GenBank: AY765264)

- Linaje 6: MP502-66 (región 3’NC, representada por SEQ ID NO:57).

Para la realización del aislamiento de los distintos virus se emplearon cultivos celulares de células Vero E6 (adqui-
ridas a la (para cultivar las cepas del linaje 1, 2 y 6) y células C6/36 (para cultivar la cepa correspondiente al linaje 3).
Los detalles relativos a cada una de estas líneas celulares y su cultivo fueron los siguientes:

- Células Vero E6: Es un linaje continuo de células epiteliales de riñón de mono verde africano. La línea Vero
E6 deriva del clon de Vero 76 que presenta mayor susceptibilidad a la infección por algunos arbovirus. Las células
fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC - http://www.lgcpromochem-atcc.com). Para su
cultivo, las células fueron mantenidas en medio esencial mínimo de Eagle (EMEM, Sigma) suplementado con sue-
ro fetal bovino al 10% (SFB, Gibco-Invitrogen) al que previamente se le había añadido penicilina y estreptomicina
(20.000 U/mL, Biowhitaker) y L-Glutamina (200 mM, Biowhitaker). El crecimiento celular se realizó en una estufa
a 37ºC y en un ambiente sin atmósfera de CO2. Para el mantenimiento de la línea celular se realizaron pases seriados
mediante desprendimiento del tapiz confluente con tripsina-verseno, constituida por 100 ml de tripsina al 2,5% en 1
litro de verseno. Una vez desprendido, se diluyó la tripsina-verseno añadiendo la cantidad de medio de crecimien-
to adecuado para la realización de la dilución necesaria para hacer el pase en base a la superficie del recipiente a
utilizar.

Para llevar a cabo las infecciones se utilizaron cultivos aproximadamente al 80% de confluencia de la monocapa
celular, en frascos de 25 cm2 de superficie. Para ello se retiró el medio de los frascos y se añadieron 1 ml de EMEM
al 2% de SFB, tras lo cual se agregaron 100 ó 50 µl dependiendo de la muestra. Se dejó un frasco sin infectar como
control de células. El inoculo viral se dejó adsorber 1 hora a 37ºC en agitación, y una vez transcurrido este tiempo se
añadieron 7 ml de medio EMEM al 2% de SBF y se incubaron en estufa a 37ºC en ausencia de CO2, observándose
diariamente al microscopio para detectar algún posible ECP (efecto citopático).

- Células C6/36/HT: Es una línea celular obtenida a partir de Aedes albopictus donada por el Laboratorio Central de
Veterinaria, Algete, Madrid. Es un clon de las C6/36 que se ha adaptado a crecer a 33ºC en vez de a 28ºC, mejorando así
la capacidad de replicación viral. Fueron cultivadas en EMEM al 2% de SFB y suplementado al 1% de aminoácidos no
esenciales (aa-NE), penicilina, estreptomicina y glutamina, y al 0,1% de vitaminas. El crecimiento celular se realizó en
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una estufa a 33ºC y en un ambiente sin atmósfera de CO2. La infección se llevó a cabo empleando el mismo protocolo
que el descrito para las células Vero E6, con las diferencias necesarias para adecuarlo a las C6/36 como son: el medio
de cultivo, la temperatura de incubación y la ausencia de CO2.

Tanto en el caso de las células Vero E6 como en el de las C6/36/HT, las infecciones se mantuvieron hasta que
se observó un ECP de aproximadamente el 80% de la monocapa celular, procediéndose entonces a la recogida
viral.

Todos los procedimientos que implicaron la presencia o uso de virus cultivado no inactivado se realizaron en las
instalaciones de seguridad biológica de nivel 3 (NSB-3) disponibles en el Centro Nacional de Microbiología (Majada-
honda, Madrid, España).

- Extracción del RNA viral: Para llevar a cabo la extracción se utilizó el equipo comercial QIAamp Viral RNA
(Qiagen, Izasa, España), siguiendo las recomendaciones del fabricante, que fueron las siguientes:

140 µl del sobrenadante de la muestra se añadió a un tubo con 560 µl del tampón de lisis viral AVL (que inactiva
el virus y sirve para la extracción del RNA viral), presente en el kit Qiamp viral RNA. La muestra se sometió a
agitación con un vórtex durante 5 segundos y se centrifugó durante 10 minutos a 13.000 rpm para limpiarla de restos
celulares. A esta mezcla se añadieron 500 µl de etanol absoluto, se agitó volteando el tubo de arriba a abajo y se dio
un pulso de centrifugación. Posteriormente se transfirió la muestra a una columna QIAamp (para la unión del ARN) y
se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 minuto en una microcentrífuga a 4ºC. Todas las centrifugaciones a partir de aquí
se realizaron a una temperatura de 22ºC. Se eliminó el filtrado y se realizaron dos lavados consecutivos con 500 µl de
los tampones AW1 y AW2 respectivamente, añadiendo el tampón a la columna y centrifugando en cada paso a 13.000
rpm durante 1 minuto en el primero y 5 minutos en el segundo. Para secar la membrana y eliminar restos de etanol,
se retiró nuevamente el filtrado y se centrifugó a 13.000 rpm durante 2 minutos. Finalmente, los ácidos nucleicos se
eluyeron en 60 µl de tampón AVE (agua libre de RNasas), que se añadió a la columna y se incubó durante 2 minutos
antes de centrifugar el tubo a 13.000 rpm durante 2 minutos. El eluido obtenido, que contenía el ARN extraído de la
muestra, se almacenó a -80ºC hasta su posterior utilización.

En los casos en los que se desea que se produzca copurificación del virus y control interno, la molécula de DNA a
utilizar como control interno se añade a la muestra en la que se desea analizar la presencia de WNV previamente a la
extracción del RNA. Para ello, se añaden al tampón AVL 400 copias del control interno (CI).

Una vez extraído el RNA viral, se procedió a su amplificación.

- Amplificación: Una vez obtenido el RNA de cada cepa viral, lo primero que se hizo fue comprobar que realmente
se había obtenido el RNA viral. Para ello se llevó a cabo una RT-Nested-PCR genérica para flavivirus (Sánchez-Seco
et al., Tropical Medicine & International Health 11: 1432-1441 (2006)). Una vez comprobado el tamaño de banda
correspondiente, se llevó a cabo la obtención del cDNA de las cepas virales, para lo cual, se añadieron 5 µl del RNA
extraído y 1 µl de hexámeros random (280 pmol/µl) y se incubaron 5 minutos a 70ºC en el termociclador. Una vez
llevada a cabo esta reacción, se añadieron a cada muestra 14 µl de la siguiente mezcla:

y se incubaron 45 minutos a 48ºC, seguido de 5 minutos a 70ºC, con 4ºC para el mantenimiento del producto
obtenido hasta el momento de su uso.
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Una vez obtenido el cDNA, se amplificó el fragmento elegido para la invención empleando los cebadores de SEQ
ID NO:1 y SEQ ID NO:2 en una PCR convencional, y posteriormente se clonó. Para la amplificación del fragmento
se añadió 1 µl de cDNA a 49 µl de la siguiente mezcla de reacción:

La reacción se inició con una desnaturalización inicial del cDNA y activación de la polimerasa de 5 minutos a
95ºC, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 60ºC de hibridación y 1 minuto a 72ºC de elongación,
seguida de una elongación final de 5 minutos a 72ºC con 4ºC para el mantenimiento del producto.

- Visualización y purificación de la banda: Una vez finalizada la reacción de amplificación, la visualización de
los productos resultantes se realizó mediante electroforesis en geles de agarosa. Para ello se prepararon geles de
agarosa (MS8, Hispanlab, España) al 2%, en tampón tris-borato-EDTA (TBE), teñidos con bromuro de etidio a una
concentración de 0,5 µg/ml. De cada muestra se cargaron 10 µl en los geles tras añadirla un tampón de carga que
contenía un 30% de glicerol en agua, 0,25% de azul de bromofenol y 0,25% de xileno-cianol. El marcador de peso
molecular empleado fue un patrón de ADN comercial de 1 Kb (Invitrogen) a una concentración de 100 ng/µl. La
electroforesis se desarrolló en TBE a una intensidad de corriente eléctrica de 100 voltios durante aproximadamente 30
minutos, visualizándose los productos de amplificación bajo luz UV. Los productos de amplificación detectados en el
gel de agarosa y con un tamaño similar al esperado, fueron purificados para su posterior secuenciación e identificación.
Este proceso se realizó con dos técnicas diferentes:

• Si en el gel se observaba una única banda y del tamaño esperado, la purificación se hizo con el equipo QIAquick
PCR Purification (Qiagen). La muestra se transfirió a un tubo eppendorf de 1,5 ml con 200 µl de tampón PB, se
mezcló y se añadió a una columna de purificación. Se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Tras eliminar el eluido, se lavó la columna con 750 µl de tampón PE, centrifugando a 13.000 rpm
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Para secar la membrana de la columna se realizó otra centrifugación a
la misma velocidad y la misma duración. La columna se colocó en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se le añadieron
30 µl de agua destilada, y tras dejar que la columna se empapase durante 1 minuto, se centrifugó durante otro
minuto a 13.000 rpm para la obtención del purificado, el cual se conservó a - 20ºC hasta su secuenciación.

• Si en el gel de agarosa se observaban varias bandas de diferentes tamaños, el producto de amplificación se
volvió a visualizar, pero esta vez en geles de agarosa de bajo punto de fusión (Sigma) al 1%. La banda del
tamaño esperado se cortó del gel con un bisturí y se purificó con el equipo QIAquick Gel Extraction (Qiagen).
Se pesó el tubo eppendorf que contenía la agarosa cortada y se le añadieron 300 µl de tampón QC por cada mg
de agarosa. A continuación se realizó una incubación a 50ºC en un termobloque durante 10 minutos, hasta la
total disolución de la agarosa. Seguidamente se añadieron 100 µl de isopropanol frío por cada mg de agarosa. La
mezcla resultante se hizo pasar por una columna de purificación centrifugando a 13.000 rpm durante 1 minuto
y a temperatura ambiente. Se eliminó el eluido y se lavó la columna con 750 µl de tampón PE, centrifugando
a 13.000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. Para secar la membrana de la columna se realizó otra
centrifugación a la misma velocidad y con la misma duración. La columna se colocó entonces en un tubo
eppendor de 1,5 ml y se le añadieron 30 µl de agua destilada, tras 1 minuto de incubación se centrifugó durante
1 minuto y a 13.000 rpm para la obtención del purificado, que se conservó a - 20ºC hasta su secuenciación.

Una vez obtenido el DNA puro, se llevó a cabo la construcción de los plásmidos de interés que incluían los
productos amplificados, para su posterior cuantificación.

1.2. Clonación de los productos amplificados

Se utilizó el equipo comercial de clonación TOPO TA Cloning® (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este sistema fue elegido por la eficacia con la que se obtienen transformantes que han incorporado el
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plásmido y porque todos los requerimientos del proceso de ligación están incluidos en el equipo comercial. La técnica
consiste en la inserción del producto amplificado (previamente purificado) en el vector pCR® 4-TOPO (TopoTA). Para
ello, lo primero es ligar el producto amplificado al plásmido mediante la siguiente reacción:

Se dejan atemperar los reactivos antes a Tª ambiente, se agita la mezcla con los dedos y se incuba 30 minutos a Tª
ambiente.

1.3. Transformación en bacterias

Los productos obtenidos se emplearon para trasformar un cultivo de células competentes de E. coli para obtener
una mayor cantidad del plásmido recombinante. Para ello se usaron células bacterianas, químicamente competentes, de
E. coli (One Shot® TOP10 Competent Cells, de Invitrogen). El plásmido contiene el gen de resistencia a la Ampicilina,
que sirve para seleccionar las bacterias transformadas, al ser las únicas con capacidad de crecer en presencia de dicho
antibiótico. Para ello se mezclaron 5 µl de plásmido ligado al vector con 50 µl de células competentes, y se incubaron
en hielo durante 30 minutos, transcurridos los cuales se dio un choque de temperatura a la mezcla (30 segundos a 42ºC)
para facilitar la entrada del DNA a las células, y se volvió a incubar en hielo durante 5 minutos. Tras este tiempo, se
añadieron al tubo que contenía esta mezcla 250 µl de medio SOC, que es un medio enriquecido para favorecer la
recuperación de las bacterias. Se incubó durante 1 hora en agitación y se sembró todo el producto de la transformación
en una placa Petri que contenía medio sólido LB con Ampicilina, extendiéndolo por toda la placa con un asa de
siembra. Tras invertir la placa, se incubó durante toda la noche a 37ºC.

Las colonias que crecieron en el medio sólido selectivo, se cultivaron individualmente en un tubo con medio
líquido de LB con Ampicilina, incubándolo en agitación a 37ºC durante toda la noche. Al día siguiente, se comprobó
la presencia del plásmido esperado en las células del cultivo mediante una PCR, para ello se añadieron 5 µl del cultivo
bacteriano en una mezcla de reacción que contenía los cebadores adecuados para amplificar el inserto clonado y se
comprobó en un gel de agarosa al 2% el tamaño del fragmento amplificado.

Una vez comprobada la presencia del plásmido de interés en cada caldo se procede a la purificación del mismo.
Posteriormente se comprueba la ausencia de mutaciones en la zona de interés mediante secuenciación del inserto a
partir del plásmido.

1.4. Purificación del DNA plasmídico

Se extrajo el DNA plasmídico de aquellos caldos en los que crecieron bacterias con el plásmido esperado y se llevó
a cabo con el equipo comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Para ello se centrifugó el caldo y el pellet celular
se resuspendió en 250 µl de buffer P1 y se transfirieron a un eppendorf de 1,5 ml. Se añadieron 250 µl de buffer P2 y
se mezcló invirtiendo el tubo 3-4 veces. A continuación se añadieron 350 µl de buffer N3 y se mezcló invirtiendo el
tubo 3-4 veces. Se centrifugó durante 10 minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante se pasó por una columna del kit y se
centrifugó a 13.000 rpm durante 1 minuto. A continuación se lavó la columna con 750 µl de buffer PE centrifugando
durante 1 minuto a 13,000 rpm. Se tiró el eluido y se volvió a centrifugar para secar la membrana de la columna. Por
último se añadieron 50 µl de buffer EB para eluir el plásmido purificado.

1.5. Secuenciación del inserto clonado

Para comprobar la ausencia de mutaciones en la zona donde hibridan los cebadores y la sonda en el inserto clonado
se procedió a su secuenciación. Para ello se utilizó el equipo comercial ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequen-
cing v2.0 Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA), empleando un cebador en cada reacción con el fin
de sintetizar de forma individual fragmentos de cada hebra de DNA, según la siguiente reacción:
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La reacción se inició con una fase de desnaturalización inicial del DNA y activación de la polimerasa de 5 minutos a
95ºC, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 50ºC de hibridación y 1 minuto a 72ºC de elongación,
seguida de una elongación final de 5 minutos a 72ºC con 4ºC siempre.

Los fragmentos de DNA sintetizados se secuencian empleando un secuenciador automático ABI model 377 auto-
mated sequencer (Applied Biosystems).

1.6. Linearización del DNA plasmídico

Una vez purificado el plásmido de interés, se procedió a cuantificar el DNA en un espectro fotómetro (NanoDrop®

LCR) y posteriormente se linearizó. Para ello se eligió una enzima de restricción que cortara una sola vez en el
plásmido pero que no tuviera dominio de reconocimiento en la secuencia de interés clonada. Las enzimas elegidas
fueron SnaBI (Promega) para los plásmidos de los linajes 1, 2, 3, 4, 6, y para el control interno, mientras que se usó
AlfIII (BioLabs) para el linaje 5. La reacción se incubó toda la noche en baño a 37ºC y fue la siguiente:

La cantidad de DNA a cortar depende de la concentración. El cálculo en moléculas se lleva a cabo utilizando
la fórmula de Avogadro, ya que el equipo de espectrometría NanoDrop® da la concentración en nanogramos/micro-
litro.

1.7. Obtención de quimeras virales

Debido a la no disponibilidad de genoma viral perteneciente a los linajes 4 y 5 en el laboratorio de los inventores,
se construyeron quimeras de DNA (DNAs sintéticos) que contenían las secuencias, en la región seleccionada para
el diseño de la PCR en Tiempo Real, de los virus pertenecientes a cada uno de estos linajes, en concreto se trata de
las secuencias correspondientes a los siguientes números de acceso a la base de GenBank AY277251 (aislado LEIV-
Krnd88-190) y DQ256376 (cepa 804994), respectivamente.

Para ello se diseñaron dos cebadores, de un tamaño aproximado para ambos de 60 nucleótidos, con un fragmento
solapante de aproximadamente 20 nucleótidos para que pudiese iniciarse la reacción de amplificación.

Para el aislado LEIV-Krnd88-190 (GenBank: AY277251), los cebadores fueron:

5’GCCGCCACCGGAAGTTGGGTATACGGTGCTGCCTGTGACCCAACCCCAGGAGGACTGGGAT - 3’
(SEQ ID NO:52) (cebador directo 4WNQF, nucleótidos 10470-10530 del aislado LEIV-Krnd88-190).

5’TTCCGAAACGGTATTGAGGGCTTACGTGGATCGCTCCATGGCTTTGATATCCCAGTCCTCCTGGG
GT-3’ (SEQ ID NO:53) (cebador inverso 4WNQRe, nucleótidos 10512-10578 del aislado LEIV-Krnd88-190)

Para la cepa 804994 (GenBank: DQ256376), los cebadores fueron:

5’TCCGCCACCGGATGTTGAGTAGACGGTGCTGCCTGCGTCTCAACCCCAGGAGGACTGGGTG - 3’
(SEQ ID NO:54) (cebador directo 5WNQF, nucleótidos 10509-10570 de la cepa 804994)

5’CTTCCGAGGCGGTTCTGAGGGCTTACATGGATCGCTCCGCAGCTTTGTTCACCCAGTCCTCCTGG
GGTT-3’ (SEQ ID NO:55) (cebador inverso 5WNQRe, nucleótidos 10551-10619 de la cepa 804994).

En las secuencias de estos cebadores, los fragmentos subrayados corresponden a las zonas en las que hibridarían
los cebadores de la PCR en Tiempo Real, WNRT-F (SEQ ID NO:1) en el caso de los cebadores directos y WNRT-Re
(SEQ ID NO:2) en el caso de los cebadores inversos.

Así, para ambas quimeras se consiguieron fragmentos de unos 140 pb. Dichos fragmentos de amplificación se
obtuvieron llevando a cabo una PCR convencional, utilizando como parejas de cebadores SEQ ID NO:52 y SEQ ID
NO:53 para la quimera del linaje 4 y SEQ ID NO:54 y SEQ ID NO:55 para la del linaje 5. La reacción se inició con
una desnaturalización inicial de 5 minutos a 95ºC, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC y 1 minuto a 72ºC, con
una elongación final de 10 minutos a 72ºC.
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Una vez obtenida esta banda, se purificó con el kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) siguiendo las instrucciones
del fabricante, y se clonó en plásmidos tal como se indica en la sección 1.2. El plásmido obtenido fue cuantificado
(medida de la cantidad de DNA en un espectrofotómetro) y posteriormente fue empleado en los ensayos de la PCR en
Tiempo Real.

1.8. Obtención y optimización del control interno

Tal como se ha mencionado previamente, el método incorpora además un control interno de reacción en cada tubo
de reacción para identificar los potenciales resultados falsos negativos debidos a problemas en la amplificación de
las muestras. El control interno se amplifica con los mismos oligonucleótidos que la región diana viral, pero tiene un
fragmento heterólogo sobre el que se diseña la sonda de detección. El fragmento de interés como control interno se
clonó también en un plásmido, el cual, una vez linearizado, fue utilizado como control interno.

Como control interno (CI) se usó un abordaje similar al descrito por Fedele y colaboradores antes mencionado,
adaptado a este caso en concreto, para lo que se siguió el mismo proceso que para la obtención de las quimeras de
los linajes 4 y 5. Es decir, se diseñaron cebadores solapantes que en los extremos contuviese las secuencias de los
cebadores de la PCR en Tiempo Real y en el interior una secuencia exógena de un virus, en este caso el virus BK, que
determina la secuencia que se utilizará como sonda para detectar el control interno. Se trata de una sonda TaqMan,
pero marcada con otro fluorocromo, NED, evitando así interferencias con la diseñada para WNV. Los cebadores para
amplificar el CI y para amplificar WNV son los mismos, por lo que se trata de una PCR competitiva.

Como se ha comentado previamente, en este caso el control interno se sintetizó a partir de los siguientes oligonu-
cleótidos:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTGCCAGCACACATGTGTCTACT-3’ (SEQ ID NO:4) (cebador CIWNF)

5’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGGAGTAGACACATGTGTGCTGG-3’ (SEQ ID NO:5) (cebador CIWNRe)

en cuyos extremos 5’ (nucleótidos subrayados) están las secuencias de los cebadores directo e inverso utilizados
para la detección del WNV y cuya amplificación da lugar a un fragmento de DNA que deberá contener en una de sus
hebras la secuencia representada por:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG CCAGCACACATGTGTCTACT
CCAYGTAAGCCCTCARWACCG-3’ (SEQ ID NO:6)

en donde el fragmento subrayado y en cursiva es la secuencia complementaria e invertida a la del cebador inverso
diseñado para la amplificación de los ácidos nucleicos de WNV, el cebador de SEQ ID NO:2, mientras que el fragmento
subrayado de 5’ es la secuencia del cebador de SEQ ID NO:1. El fragmento situado entre ambos determina la secuencia
a utilizar como sonda.

Concretamente, la sonda utilizada para la detección del control interno fue la siguiente:

5’-NED-CCAGCACACATGTGTCTACT-MGB-NFQ (SEQ ID NO:7)

El producto de amplificación representado por SEQ ID NO:6 se clonó en un plásmido bacteriano, utilizando el
plásmido de interés obtenido, una vez linearizado, como control de reacción, de forma análoga a la descrita en los
apartados previos 1.2 - 1.5. Una vez obtenido el plásmido, se procedió a optimizar las condiciones para su utilización.
Al plásmido linearizado se alude posteriormente en otros ejemplos como “CI” (Control Interno).

Para llevar a cabo la optimización se partió de diluciones seriadas en base 10 desde 10.000 a 1 copias/reacción y
se utilizó agua estéril como control negativo, ensayándose todos ellos por duplicado. Para ello, se preparó la siguiente
mezcla de reacción:

18



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 364 833 A1

Se añadieron a cada tubo 45 µl de dicha mezcla y 5 µl de la dilución a ensayar del CI. La reacción se inició con
una desnaturalización inicial y activación de la polimerasa de 10 minutos a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos
a 95ºC y 1 minuto a 60ºC.

Los resultados se representan en la Fig. 1, en la que se puede observar que se llegó a una detección límite de 10
copias/reacción.

Por analogía con métodos análogos previamente diseñados en el laboratorio del grupo de los inventores, se decidió
usar como control interno para las reacciones de amplificación viral una cantidad equivalente a 20 veces el límite de
detección, es decir 200 copias/reacción.

Ejemplo 2

Desarrollo de la PCR en Tiempo Real

2.1. Elección de los cebadores

Para hacer la elección de los cebadores y la sonda, se analizaron en el programa Primer Express (Primer Express®

Software v2.0, Applied Biosystems) secuencias representativas de cada linaje (linaje 1: NY99eqhs (GenBank:
AF260967); linaje 2: B956 (GenBank: AY532665); linaje 3: Rabensburg (GenBank: AY765264); linaje 4:
LEIVKrnd88190 (GenBank: AY277251); linaje 5: 804994 (GenBank: DQ256376), linaje 6: MP502-66 (SEQ ID
NO:57)). Se eligió en la región 3’NC una propuesta de cebadores y sondas que, tras ser modificados con introduc-
ción de posiciones degeneradas, fuesen teóricamente capaces de amplificar y detectar todos los posibles linajes de
WNV.

Inicialmente, tal como se detalla en el Ejemplo 3, se eligieron como parejas de cebadores los siguientes:

WNVRT-F: 5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1)

WNVRT-R1: 5’-CGAGACGGTWYTGAGGGCTTAC-3’ (SEQ ID NO:51)

y como sonda, una sonda con la configuración de las sondas TaqMan MGB (sonda doblemente marcada, con la
estructura donador-FAM-oligonucleótido-MGB-aceptor), con la siguiente secuencia:

5’ FAM-WCCCCAGGWGGACTG-3’ (SEQ ID NO:3),

marcada en 5’ con el fluorocromo FAM.

Sin embargo, tal como se comenta posteriormente en el Ejemplo 3, los ensayos de especificidad realizados con
JEV, MVEV, SLEV y USUV, dieron lugar a detección para de todos ellos excepto para SLEV. Por ello, se revisaron
los cebadores y la sonda y se realizó un cambio en el cebador inverso, desplazándolo 4 posiciones en el genoma (se
añadieron 4 nucleótidos en su extremo 3’), incorporándole una nueva degeneración y acortándolo en su extremo 5’.
La sonda no se modificó. De esta manera, la pareja de cebadores finalmente elegida fue la siguiente:

WNVRT-F: 5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1)

WNVRT-Re: 5’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGG-3’ (SEQ ID NO:2)

que determinan el fragmento de secuencia genómica del virus comprendido entre los nucleótidos 10530 y 10622 en
el genoma del aislado WNV Eg101 (número de acceso en GenBank AF260968, cuya secuencia completa se reproduce
como SEQ ID NO:56).

El proceso para el que se necesitan estos cebadores y sonda, como se ha comentado, es una PCR en Tiempo
Real en dos pasos, consistiendo el primero en la obtención de cDNA de las muestras a analizar (SuperScript™ III
Reverse Transcriptase, Invitrogen) y posteriormente amplificación por PCR (TaqMan® Universal PCR Master Mix,
No Amperase® UNG, Applied Biosystem). Por ello, se procedió a optimizar las condiciones de reacción para los
reactivos elegidos.

El parámetro a tener en cuenta en la optimización de la reacción es el denominado ciclo umbral (Ct o Threshold
Cycle), que es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas de molde.
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2.2. Optimización y validación de la PCR en Tiempo Real

La cepa utilizada como molde fue la cepa de referencia Eg101 del linaje 1 de WNV. Se amplificó este fragmento
primero en una PCR convencional, utilizando los cebadores diseñados para la PCR en Tiempo Real.

El fragmento amplificado se purifico y clonó en un plásmido, siguiendo el procedimiento especificado en el Ejem-
plo 1. El plásmido resultante fue purificado, cuantificado y linearizado, tras lo cual se obtuvieron diluciones con
concentraciones finales conocidas en número de copias/µl para poder llevar a cabo la optimización. Todos estos pasos
se siguieron de forma análoga a la descrita en los ensayos previos.

Para encontrar las condiciones óptimas, se fueron variando en primer lugar la concentración de los cebadores
(desde 10 a 40 pmol) y después la concentración de la sonda (desde 50 a 400 pmol).

Las condiciones finales de reacción fueron las siguientes:

TABLA 5

Mezcla de reacción de PCR en Tiempo Real

Se añadieron a cada tubo 45 µl de la mezcla y se cargaron con 5 µl de la muestra. La reacción se inició con una
desnaturalización inicial y activación de la polimerasa de 10 minutos a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a
95ºC y 1 minuto a 60ºC.

Los resultados obtenidos para el linaje (cepa Eg101) se representan en la Fig. 2. Una vez obtenidos, se hizo una
prueba con los plásmidos linerearizados correspondientes a los linajes del 1 al 5 cuya obtención se describe en el
Ejemplo 1, y con la cepa MP502-66. Para calcular la sensibilidad de cada uno de los diferentes linajes, se utilizaron
concentraciones para cada muestra que variaron desde 104 a 0,1 copias/reacción, ensayando por duplicado cada dilu-
ción. Para cada una de las seis muestras (linajes 1 a 5 y MP502-66) se llegó a un límite de detección aproximado de 5
a 20 copias/µl.

En este mismo ensayo se probó la detección de la muestra correspondiente al aislado HU2925/06, que se considera
perteneciente a un séptimo linaje. Para ello se obtuvo cDNA a partir del RNA de la muestra, de manera análoga a
la descrita previamente para otros linajes, y se ensayaron por duplicado las diluciones 10−1, 10−2 y 10−3 del cDNA
obtenido. Tal como se representa en la Fig. 3, la dilución 10−3 no se detectó en ninguno de los dos tubos. Se consiguió
sólo un resultado positivo para la dilución 102, y hubo señal en ambos tubos al utilizar la 10−1.

2.3. Especificidad viral

Se comprobó la especificidad de la reacción al obtener resultados negativos en la amplificación de genomas de otros
flavivirus del serocomplejo de la encefalitis japonesa, al cual pertenece WNV, para lo cual se amplificaron RNAs de
cepas disponibles en el laboratorio del grupo de los inventores. Concretamente, se comprobó la capacidad de detección
de muestras de los virus JEV, MVEV, SLEV y USUV.

Para ello, se obtuvo cDNA de las cepas de forma análoga a la descrita en el Ejemplo 1 para cepas de WNV, y con
ese cDNA, y por duplicado, se llevó a cabo la PCR en Tiempo Real diseñada tal y como se ha descrito en los puntos
2.1. y 2.2. Los resultados obtenidos se resumen a continuación en la Tabla 6:
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TABLA 6

Resultados obtenidos en el ensayo de especificidad viral

No se dispuso de muestras clínicas positivas, pero se utilizaron sueros y/o líquido cefalorraquídeo (LCR) de pa-
cientes con cuadro clínico compatible con infección por WNV, en las que no hubo detección en la PCR en Tiempo
Real y en las que con otras técnicas diagnósticas se comprobó la no presencia del virus.

Ejemplo 3

Ensayos con otras parejas de cebadores (Ejemplo de referencia)

Tal como se comenta en el Ejemplo 2, inicialmente, se eligieron como parejas de cebadores los siguientes:

WNVRT-F: 5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1)

WNVRT-R1: 5’-CGAGACGGTWYTGAGGGCTTAC-3’ (SEQ ID NO:51)

y como sonda, una sonda con la configuración de las sondas TaqMan MGB (sonda doblemente marcada, con la
estructura donador-FAM-oligonucleótido-MGB-aceptor), con la siguiente secuencia:

5’-WCCCCAGGWGGACTG-3’ (SEQ ID NO:3),

marcada en 5’ con el fluorocromo FAM.
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Con esta pareja de cebadores, una vez optimizadas las condiciones de la PCR en Tiempo Real (punto 2.2. del
Ejemplo 2 anterior), se llevaron a cabo las mismas pruebas descritas en dicho Ejemplo para calcular la sensibilidad de
la reacción con cepas de los linajes 1 a 6, la cual fue la misma que en la técnica definitiva, con una detección media
para los 6 linajes de 5 a 20 copias/µl.

Sin embargo, al realizar los ensayos de especificidad de detección con JEV, MVEV, SLEV y USUV, se observó que
esta pareja de cebadores amplificaba JEV, MVEV y USUV, detectándose los fragmentos amplificados con la sonda
elegida. Los resultados obtenidos se resumen a continuación en la Tabla 7:

TABLA 7

Resultados del ensayo de especificidad viral inicial

Por esta razón, se revisaron los cebadores y la sonda y se realizó un cambio en el cebador inverso, desplazán-
dolo 4 posiciones en el genoma (añadiendo 4 nucleótidos en el extremo 3’ el cebador), incorporándole una nueva
degeneración y acortándolo en su extremo 5’.

Tal como se demuestra en el Ejemplo 2, con estas modificaciones la sensibilidad fue parecida, pero se consiguió
que el ensayo fuera específico para WNV.

La homología de secuencia de los cebadores y sonda definitivamente elegidos con cepas de WNV pueden obser-
varse en la Fig. 4A, mientras que las posiciones relativas en el genoma de los cebadores inversos WNRT-R1 y WNRT-
Re, así como la homología de secuencia con cepas de WNV y virus de su mismo serogrupo puede comprobarse en la
Fig. 4B.

Este Ejemplo, junto con los Ejemplos de documentos de la técnica anterior previamente discutidos, ilustra las
dificultades para conseguir encontrar un juego de secuencias que permita la amplificación y detección de cepas de todos
los linajes conocidos de WNV con sensibilidad, eficacia y especificidad. Por ello, la pareja de cebadores finalmente
elegida, especialmente en combinación con la sonda diseñada para la detección del fragmento amplificado por los
mismos, representa una ventaja con respecto a las parejas de cebadores y sondas hasta ahora conocidos, que no parecía
evidente poder alcanzar.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la detección del virus West Nile presente en una muestra que comprende las etapas de:

a) amplificar los ácidos nucleicos del virus West Nile presentes en dicha muestra utilizando como cebadores los
oligonucleótidos con las secuencias:

5’-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3’ (SEQ ID NO:1) (directo), y

5’-CGGTWYTGAGGGCTTACRTGG-3’ (SEQ ID NO:2) (inverso);

b) detectar el fragmento de ácido nucleico amplificado,

en donde la detección del ácido nucleico amplificado indica la presencia del virus West Nile en dicha muestra.

2. Método según la reivindicación 1, en el que la detección del ácido nucleico amplificado se realiza utilizando
como sonda la secuencia representada por SEQ ID NO:3.

3. Método según la reivindicación 1 ó 2, en el que la etapa a) de amplificación de los ácidos nucleicos del virus
West Nile presentes en la muestra comprende las siguientes subetapas:

i) síntesis del cDNA a partir del RNA del virus West Nile presente en la muestra mediante una transcriptasa
inversa;

ii) amplificación del cDNA mediante PCR en Tiempo Real utilizando como cebadores los oligonucleótidos
de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2; y

la etapa b) de detección del fragmento de ácido nucleico amplificado se lleva a cabo mediante el uso de una
sonda fluorogénica que consiste en un oligonucleótido monocatenario, complementario al fragmento de ácido nucleico
amplificado en la reacción de PCR, covalentemente unido a al menos un compuesto fluorocromo.

4. Método según la reivindicación 3, en el que el oligonucleótido utilizado como sonda tiene la secuencia de
nucleótidos de SEQ ID NO:3.

5. Método según la reivindicación 4, en el que el oligonucleótido utilizado como sonda está covalentemente unido
en 5’ a un primer compuesto fluorocromo y en 3’ a un segundo compuesto fluorocromo quencher capaz de aceptar
la energía emitida por el primer fluorocromo cuando ambos están unidos al oligonucleótido de SEQ ID NO:3 y de
disiparla en forma de fluorescencia de mayor longitud de onda que la emitida por el primer fluorocromo.

6. Método según la reivindicación 4, en el que el oligonucleótido utilizado como sonda está covalentemente unido
en 5’ a un compuesto fluorocromo y en 3’ a un compuesto quencher no fluorescente, capaz de aceptar la energía
emitida por el compuesto fluorocromo cuando ambos están unidos al oligonucleótido de SEQ ID NO:3 y que contiene
un resto MGB capaz de unirse al surco menor del DNA.

7. Método según la reivindicación 6, en el que compuesto fluorocromo unido en 5’ es 6-carboxifluoresceína
(FAM).

8. Método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la amplificación de los ácidos nucleicos
del Virus West Nile se lleva a cabo en presencia de una molécula de DNA útil como control interno que comprende
un fragmento que puede ser amplificado mediante PCR con los cebadores de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 por
comprender secuencias complementarias a ambos cebadores, situadas de manera que cada cadena de la molécula de
DNA contiene la secuencia de uno de dichos cebadores y la secuencia complementaria al otro cebador, estando dichas
secuencias correspondientes a los cebadores separadas por un fragmento heterólogo, exógeno tanto con respecto al
genoma del virus West Nile como al genoma de la especie de la que se ha extraído la muestra en la que se desea
comprobar la presencia del virus West Nile.

9. Método según la reivindicación 8, en el que la molécula de DNA útil como control interno comprende la se-
cuencia representada por SEQ ID NO:6.

10. Método según la reivindicación 9, en el que se detecta la amplificación del DNA útil como control interno
mediante el uso de una sonda con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:7.

11. Método según la reivindicación 10, en el que la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:7 lleva covalentemente
unido un compuesto fluorocromo distinto de cualquier fluorocromo presente en la sonda de SEQ ID NO:3.
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12. Método según la reivindicación 11, en el que el compuesto fluorocromo es NED.

13. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que comprende una etapa previa en la que se lleva
a cabo una reacción de amplificación por PCR de los oligonucleótidos de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5, que sirven
tanto como cebadores como moldes, dando lugar a un producto de amplificación que comprende la secuencia de SEQ
ID NO:6.

14. Método según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los ácidos nucleicos amplificados
en la etapa a) del método han sido extraídos de una muestra biológica.

15. Método según la reivindicación 14, en el que la muestra biológica ha sido tomada de un ser humano.

16. Método según la reivindicación 15, en el que la muestra biológica se selecciona de líquido cefalorraquídeo,
muestras de órganos, muestras de sangre o suero obtenido de la misma.

17. Método según la reivindicación 14, en el que la muestra biológica procede de un artrópodo o de un ave.

18. Un kit que comprende los oligonucleótidos de SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.

19. Kit según la reivindicación 18, que adicionalmente comprende una sonda que contiene la secuencia de nucleó-
tidos de SEQ ID NO:3.

20. Kit según la reivindicación 19, en el que la sonda de SEQ ID NO:3 presenta unido al extremo 5’ un compuesto
fluorocromo y en 3’ un compuesto quencher no fluorescente, capaz de aceptar la energía emitida por el compuesto
fluorocromo cuando ambos están unidos al oligonucleótido de SEQ ID NO:3, compuesto quencher no fluorescente
que contiene un resto MGB capaz de unirse al surco menor del DNA.

21. Kit según la reivindicación 20, que adicionalmente contiene una sonda con la secuencia de nucleótidos de SEQ
ID NO:7.

22. Kit según la reivindicación 21, en el que la sonda con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:8 lleva unido
covalentemente un compuesto fluorocromo distinto de cualquier fluorocromo presente en la sonda de SEQ ID NO:3.

23. Kit según la reivindicación 21 ó 22, que adicionalmente comprende los oligonucleótidos de SEQ ID NO:4 y
SEQ ID NO:5.

24. Kit según la reivindicación 21 ó 22, que adicionalmente comprende una molécula de DNA que comprende la
secuencia representada por SEQ ID NO:6.

25. Kit según la reivindicación 24, en el que la molécula de DNA es un plásmido.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Instituto de Salud Carlos III

<120>MÉTODO DE AMPLIFICACIÓN GENÓMICA DEL VIRUS WEST NILE

<130> P-100851

<160> 57

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 23
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo WNVRT_F para la amplificación de un fragmento de región no codificante de 3’ del virus

West Nile

<400> 1

<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso WNVRT_Re para la amplificación de un fragmento de región no codificante de 3’ del virus

West Nile

<400> 2

<210> 3
<211> 15
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de la invención para la detección del virus West Nile amplificado

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223> /nota: Fluoróforo, preferiblemente FAM, unido en 5’

<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> /nota: MGB unido a 3’ en realización preferida

1



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 364 833 A1

<400> 3

<210> 4
<211> 43
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido para la amplificación del control interno que contiene el cebador directo de PCR en Tiempo

Real

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
<223> Secuencia del cebador directo de PCR

<400> 4

<210> 5
<211> 41
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleótido para la amplificación del control interno que contiene el cebador inverso de PCR en Tiempo

Real

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)
<223> Secuencia del cebador inverso de PCR

<400> 5

<210> 6
<211> 64
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del control interno de amplificación y/o extracción

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
<223> Secuencia del oligonucleótido WNRT_F (SEQ ID NO:1)

<220>
<221> misc_feature
<222> (44)..(64)
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<223> Secuencia complementaria al oligonucleótido WNRT_Re (SEQ ID NO:2)

<220>
<221> misc_feature
<222> (44)..(64)
<223> Secuencia complementaria al oligonucleótido WNVRT_Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 6

<210> 7
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda del control interno

<400> 7

<210> 8
<211> 93
<212> DNA
<213>West Nile Virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(93)
<223> Fragmento de la región 3’ no codificante del virus West Nile (nucleótidos 10530 a 10622 del aislado Eg101)

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(49)
<223> Fragmento de unión de la sonda de SEQ ID NO:3

<220>
<221> misc_feature
<222> (73)..(93)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 8
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<210> 9
<211> 93
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(93)
<223> Fragmento de la región 3’ no codificante del virus West Nile, aislado MP502_66, amplificado por el método

de la invención

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(49)
<223> Fragmento de unión de la sonda de SEQ ID NO:3

<220>
<221> misc_feature
<222> (73)..(93)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 9

<210> 10
<211> 93
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(93)
<223> Fragmento de la región 3’ no codificante del virus West Nile, aislado HU2925_06_3nc, amplificado por el

método de la invención

<220>
<221> source
<222> (1)..(93)
<223> Fragmento de la región 3’ no codificante del virus West Nile, aislado HU2925_06, amplificado por el método

de la invención

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)
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<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(49)
<223> Fragmento de unión de la sonda de SEQ ID NO:3

<220>
<221> misc_feature
<222> (73)..(93)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 10

<210> 11
<211> 31
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(31)
<223> Virus West Nile: Secuencia en la que están contenidas las secuencias de todos los cebadores de amplificación

del WNV de la Tabla 5 de la solicitud WO 2004/036190

<400> 11

<210> 12
<211> 70
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(70)
<223> Virus West Nile: Secuencia en la que están contenidas las secuencias de todos los cebadores de amplificación

del WNV de la Tabla 6 del documento WO 2004/036190

<400> 12

<210> 13
<211> 48
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(48)
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<223> Virus West Nile: porción de SEQ ID NO:12 preferida para el diseño de cebadores de amplificación del WNV
según la solicitud WO 2004/036190

<400> 13

<210> 14
<211> 24
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(24)
<223> Virus West Nile: porción de SEQ ID NO:12 preferida para el diseño de cebadores de amplificación del WNV

según la solicitud WO 2004/036190

<400> 14

<210> 15
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 15

<210> 16
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<220>
<221> modified_base
<222> (1)..(1)
<223> I: inosina

<220>
<221> modified_base
<222> (1)..(1)
<223> I: inosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223> n es a, c, g, o t
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<400> 16

<210> 17
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 17

<210> 18
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 18

<210> 19
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 19

<210> 20
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<220>
<221> modified_base
<222> (1)..(1)
<223> I. inosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223> n es a, c, g, o t

7
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<400> 20

<210> 21
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 21

<210> 22
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 22

<210> 23
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 23

<210> 24
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 24

<210> 25
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

8
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<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 25

<210> 26
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 26

<210> 27
<211> 23
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 27

<210> 28
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 28

<210> 29
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 29

<210> 30
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

9



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 364 833 A1

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 30

<210> 31
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 31

<210> 32
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 32

<210> 33
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<400> 33

<210> 34
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<220>
<221> modified_base

<222> (7)..(7)
<223> I: inosina

<220>

10
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<221> modified_base
<222> (10)..(10)
<223> I: inosina

<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 34

<210> 35
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la región 3’ no codificante del virus West Nile

<220>
<221> modified_base
<222> (10)..(10)
<223> I

<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 35

<210> 36
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 36

<210> 37
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

11
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<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 37

<210> 38
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 38

<210> 39
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 39

<210> 40
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 40

<210> 41
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

12
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<400> 41

<210> 42
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 42

<210> 43
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 43

<210> 44
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 44

<210> 45
<211> 19
<212> RNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 45

13
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<210> 46
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 46

<210> 47
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 47

<210> 48
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda propuesta en la solicitud WO 2004/036190 para la detección de virus West Nile amplificado

<400> 48

<210> 49
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR para la amplificación del virus West Nile

<400> 49

<210> 50
<211> 21
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador inverso de PCR para la amplificación del virus West Nile

<400> 50

<210> 51
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR para la amplificación del virus West Nile: propuesta inicial, cebador WNVRT-R1

<400> 51

<210> 52
<211> 61
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 4WNQF: cebador directo de PCR en Tiempo Real para la amplificación de fragmento de la región 3’

NC del aislado LEIV-Krnd88-190 del virus West Nile

<220>
<221> source
<222> (1)..(61)
<223> Aislado LEIV-Krnd88-190 del virus West Nile (GenBank: AY277251), nucleótidos 10470-10530

<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(31)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)

<400> 52

<210> 53
<211> 67
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 4WNQRe: cebador inverso de PCR en Tiempo Real para la amplificación de fragmento de la región

3’ NC del aislado LEIV-Krnd88-190 del virus West Nile
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<220>
<221> source
<222> (1)..(67)
<223> Aislado LEIV-Krnd88-190 del virus West Nile (GenBank: AY277251), nucleótidos 10512-10578

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 53

<210> 54
<211> 61
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5WNQF: cebador directo de PCR en Tiempo Real para la amplificación de fragmento de la región 3’

NC de la cepa 804994 del virus West Nile

<220>
<221> source
<222> (1)..(61)
<223> Cepa 804994 del virus West Nile (GenBank: DQ256376), nucleótidos 10509-10570

<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(31)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)

<400> 54

<210> 55
<211> 69
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5WNQRe: cebador inverso de PCR en Tiempo Real para la amplificación de fragmento de la región

3’ NC de la cepa 804994 del virus West Nile

<220>
<221> source
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<222> (1)..(69)
<223> Cepa 804994 del virus West Nile (GenBank: DQ256376), nucleótidos 10551-10619

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(20)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 55

<210> 56
<211> 11029
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(11029)
<223> Aislado Eg101 del virus West Nile, secuencia completa (número de acceso en GenBank AF260968)

<220>
<221> misc_feature
<222> (10530)..(10552)
<223> Fragmento correspondiente al cebador directo WNRT-F (SEQ ID NO:1)

<220>
<221> misc_feature
<222> (10530)..(10622)
<223> Fragmento amplificado por el método de la invención

<220>
<221> misc_feature
<222> (10602)..(10622)
<223> Fragmento correspondiente al cebador inverso WNRT-Re (SEQ ID NO: 2)

<400> 56
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<210> 57
<211> 571
<212> DNA
<213>West Nile virus

<220>
<221> source
<222> (1)..(571)
<223> Aislado MP502-66 del virus West Nile, región 3’NC

<400> 57
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INFORME DEL ESTADO DE LA TÉCNICA 

 

Nº de solicitud: 201030126 

 
 
 
 

 
Documentación mínima buscada (sistema de clasificación seguido de los símbolos de clasificación) 
 
C12Q 
 
Bases de datos electrónicas consultadas durante la búsqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de 
búsqueda utilizados) 
 
INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, EMBL-EBI 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201030126 
  

 
 

  
 
Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 26.08.2011  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-25 SI 
  Reivindicaciones  NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-25 SI 
  Reivindicaciones  NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201030126 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 WO 2004036190 A2 (GEN PROBE INC.) 29.04.2004 
D02 TANG, Y. et al.,  J. Clin. Virol., (2006 Jul), 36(3): 177-82. 2006 
D03 JIMÉNEZ-CLAVERO, M.A. et al., J. Vet. Diagn. Invest., (2006), 18(5):  

459-62. 
2006 

D04 VÁZQUEZ GONZÁLEZ, A., Tesis doctoral. 2008 
D05 SÁNCHEZ-SECO, M.P. et al., J. Virol. Methods, (2005), 126(1-2): 101-9. 2005 
D06 LINKE, S. et al., J. Virol. Methods, (2007), 146(1-2): 355-8. 2007 
D07 ZAAYMAN, D. et al., J. Virol. Methods, (2009), 157(2): 155-60.  10.01.2009 

 
 
En D1-D7 se analizan diferentes métodos de detección del virus West Nile (WNV) basados en la aplicación de una reacción 
TaqMan RT-PCR específica. 
 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de 

Patentes). 
 
1.1. El objeto de la reivindicación 1 consiste en un método para la detección del virus West Nile (WNV) basado en la 

amplificación de los ácidos nucleicos del virus mediante los cebadores SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y en la posterior 
detección del fragmento amplificado. 

Según la solicitud de patente, el método reivindicado, capaz de detectar con sensibilidad y especificidad cualquiera 
de los siete linajes conocidos de WNV, consiste básicamente en la amplificación de un fragmento de la región 3´ no 
codificante (3´ NC) del genoma viral mediante el par de oligonucleótidos cebadores SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 cuya 
secuencia está degenerada en posiciones puntuales. Además, el fragmento amplificado puede ser detectado con la 
sonda de secuencia degenerada SEQ ID NO: 3 (cf. Página 10, línea 2- Página 11, línea 1). 

En el estado de la técnica más próximo, representado por los documentos D1-D4, se han descrito métodos de 
detección de WNV basados en la amplificación de la región 3´ NC del genoma viral mediante el uso de diferentes pares 
de oligonucleótidos cebadores y de sondas marcadas (cf. D1: página 31, línea 16 - página 32, línea 2; página 35, líneas 
20 - 31; Tablas 5, 6 y 7. D2: Materiales y Métodos. D3: Tabla 1. D4: Materiales y Métodos, Apartado 10; Resultados, 
Apartado 7; Discusión, Apartado 4). La sensibilidad y especificidad de los procedimientos descritos en el estado de la 
técnica dependen de las características técnicas de los oligonucleótidos cebadores empleados, en particular, de su 
longitud y de su secuencia de nucleótidos (cf. D1: Ejemplo 4).  

Aunque las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 coinciden parcialmente con las de algunos de los pares de 
cebadores divulgados en D1-D3, sin embargo, tanto su longitud como las degeneraciones puntuales en su secuencia 
de nucleótidos son características técnicas no descritas previamente. Además, dichas secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ 
ID NO: 2 no se deducen de una manera obvia combinando las secuencias de los diferentes oligonucleótidos cebadores 
divulgados en D1-D7. Por consiguiente, el objeto de protección de la reivindicación independiente 1 y el de las 
reivindicaciones dependientes 2-25 se considera que es nuevo y tiene actividad inventiva sobre la base de los 
documentos D1-D7. 

 
1.2. La presente solicitud satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las 

reivindicaciones 1-25 es nuevo y tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes. 

 

Informe del Estado de la Técnica    Página 4/4 
 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET




