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Resumen

El recombinante pAd8-117 fue empleado como sonda de hibridizacién para
la deteccién de secuencias de genomas adenovirales, Inicialmente fue posible
demostrar que el clon recombinante es especifico en la deteccidn de secuencias
adenovirales hasta 1 ng de DNA viral. El segmento de Hind 111 de 4,6 Kb que
codifica por el extremo 5’ del gene del polipéptido pIl, mostré homologia parcial
con secuencias de DNA de los serotipos 8,12, 4, 3 y 2. La alta homologia que exis-
te entre Ad8 y 4 fue confirmada en experiencias de hibridizacién en “dot-blot™.
Los resultados obtenidos muestran que el clon pAd8-117 es una buena sonda
para la deteccién diagndstica de adenovirus. La comparacidn de diagndstico por
inmunofluorescencia indirecta y la hibridizacién de 4cidos nucléicos empleando
14 aislados de nifios con infeccién respiratonia agnda, mostrd que la hibridizacién
con el clon pAd8-117 es mas sensible,
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Summary

The recombinant clon pAd8-117 was used as DNA hybridization prohe to
detection of adenoviral genomic sequences. In firsl instance it was possible to
shaw that this recombinant exhibited specificity for adenoviral sequence up to
1 ng up DNA of homologous nucleic acid only, The Hind III adenoviral 4,6
Kb fragment cloned into pAd8 117 corresponds to 5 pll gene terminus and
showed partial homology between DNA from serotypes 8, 12, 4, 3 and 2. The
high level of homology existing between serotype 8 and 4 was confirmed in dot
blot hybridization experinents. The results obtained showed that the recom-
binant pAd8 117 is a potential DNA probe for detection of adenovirus from
clinical samples. Comparisons performed nsing 1FA and dot-blot hybridization
as diagnostic methods in fourteen adenoviral isolates from children with acute
respiratory infection, 300 nm, revealed that hybridization is a powerful tanl tu

detection of adenovirus causing acute respiratory infections in children.

Introduccién

Los adenovirus humanos son importantes agentes asociados con enferme-
dades respiratorias, siendo también causa de infecciones oftdlmicas o gas-
trointestinales [1].

Actualmente se conocen 47 serotipos de adenovirus humanos (1], [2].
Estos se encuentran agrupados en siete subgéneros (A a &) [3]. Entre
ellos, algunos serotipos han sido correlacionados con enfermedad respirato-
ria aguda (serotipos 3 y 7), queratoconjuntivitis epidémica (serotipo 8) y
diarreas (serotipos 40 y 41) [4].

Los métodos convencionales empleados para el estudio y deteccién de
enfermedades adenovirales, proporcionan algunas veces, informacion am-
bigiia. Avances recientes en la metodologia del DNA recombinante, han
permitido obtener grandes cantidades de fragmentos de DNA viral, sin ais-
lamiento y purificacion de cantidades apreciables de virus. Estas moléculas
de ADN han sido clonadas en vectores [5].

LLos plasmidos recombinantes obtenidos pneden ser utilizados como son
das para hibridizacion de dcidos nucléicos tanto para la identificacion de
virns en muestras clinicas o en cultivos celulares como para el diagnéstico
de enfermedades ([6], [7]).

En este trabajo presentamos los resultados obtenidos en la evaluacién
de un clon recombinante, el pAd8-117, como sonda de deteccién de adeno-
virus. Este recombinante contiene un segmento de DNA que codifica por
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secuencias del polipéptido pll principal componente del hexdn del adeno-
virus 8 prototipo [8].

Materiales y Métodos

Cultivo celular

Se infectaron monocapas de células de rifién embrionario (REII), previa-
mente crecidas en medio minimo esencial suplementado con sales en Earle,
10% de suero fetal bovino, I, glutamina y antibiéticos [9].

Cepas virales y ADN viral

Todos los adenovirus empleados fueron obtenidos del Centro de Cultivo y
Referencia en Atlanta y corresponden a las cepas prolotipo. 1,08 serotipos 3,
8,12, 2 y 4 son representantes de cinco de los siete subgéneros de adenovirus
humanos. El ADN de cada uno de los virns, fue obtenido empleando el
método de Hirt modificado [10], [11].

Replicacién del plasmido y extraccion de DNA

El plasmido pAd8-117 se selecciond de una geneteca cuyos recombinantes
contienen fragmentos de Hind III del adenovirus 8 prototipo clonado en el
sitio de Hind III del gene de resistencia a ampicilina de pBR 322 [8]. El
ADN del plasmido fue extraido por modificacién del método de lisis alcalina
de Birnboin y Doly (1979) [12], [13]. El ADN del clon fue digerido con las
endonucleasas de restriccién Hind IIT y Sal I (Pharmacia, uk) utilizando
dos unidades/ug de DNA. Los fragmentos de restriccién fueron visualiza-
dos en electroforesis en geles de agarosa 8% [13] conteniendo bromuro de
etidio. Los geles se fotografiaron utilizando pelicula Kodak TriX ASA 400
transiluminando los geles con luz ultravioleta a 300 nm [13].

Transferencia de ADN

Fragmentos de restriccién del pldsmido recombinante pAd8-117, fueron
transferidos a membranas de nitrocelulosa utilizando la metodologia des-
crita. por Southern (1975) [14]. Los ADN de los adenovirus y de las células
REH no infectadas, fueron transferidos a filtros de nitrocelulosa por medio
de la técnica de transferencia en “dot-blot” [15]. En los dos casos, los
filtros, después de la transferencia fueron incubados a 65°C' durante dos
horas.

Hibridizacion de ADN

Los ADN del serotipo 8 y del clon recombinante pAd&-117 fueron marcados
radioactivamente empleando a® P[dAT P] por “Nick translation” [15], [13].
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LLos ADN con actividades especificas 107 10® cpm/ug, fueron hibridiza-
dos en condiciones que favorecieron una homologia mayor del 80% con los
otros adenovirus empleados en este trabajo. En todos los casos, el filtro
hibridizado fue expuesto sohre una pelicula de rayos X~ Omatic (Kodak) y
revelados después de exposicion por tiempos variables segiin la experiencia.

Resultados
Caracterizacion del clon pAd8-117

El plasmido recombinante pAd8-117 fue aislado de nna geneteca construi-
da empleando fragmentos de restriccion con Hind III del adenovirns tipo 8.
Estos fragmentos fueron ligados al sitio Hind 111 del vector pBR 322 siendo
seleccionados por su marca genélica de resistencia a tetraciclina.

Los analisis de patrones de restricciéon con Hind III demostraron que el
clon pAd8-117 contiene un inserto de 4,6 Kb, Ademads las experiencias de
hibridizacion de Southern, permitieron evidenciar que el fragmento de 4,6
Kb de Hind III posee secuencias de nucleotidos del genoma del adenovirus
8 prototipo (Figura 1).

Con el objetivo de caracterizar genéticamente el fragmento de 4,6 Kb,
el clon pAd8-117 fue digerido con la enzima de restriccion Sal [. El patrén
electroforético obtenido, permitié visualizar fragmentos de restriccion de
4480, 2250, 720 y 500 pb respectivamente. Con base en el analisis de
restriccion del genoma del Ad8 realizado por Tacaks (1985), la regién del
genoma comprendida entre 55,1 a 68, 8 unidades mapa (4,6 Kb) comprende
el 60% del extremo 5 del gene que codifica por el polipéptido pll principal
componente del hexén. Fl fragmento de 4,6 Kb de Hind Il presenta dos
sitios de restriccion con la enzima Sal 1. Teniendo como base este raciocinio
fue posible evidenciar que el fragmento de ADN clonado contiene secuencias
del gene pll del adenovirus 8 prototipo.

Homologia del clon pAd8-117 con secuencias de DNA de adeno-
virus

La homologia del plasmido pAd8-117 por secuencias adenovirales, se evalué
en experimentos de hibridizacién de “dot-blot”. En éstos fueron utilizados
DNA de células REH, DNA del bacteriéfago lambda como controles de cada
experimento. En las condiciones de hibridizacion empleadas (Tm 20°C,
0,03 M Na(Cll), fue posible detectar hibridizacion con el ADN extraido de
adenovirus 8 cepa referencia. Por el contrario no se determinaron senales
hasta con 100ng de DNA extraido de células de REH y del bacteriéfago
lambda.
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Figura 1: Hibridizacion en “Southern™ del ADN de pAd8-117 digerido con Hind
[11 con el ADN marcado por “Nick translation”, del adenovirus tipo 8 cepa referen-
cia. (Actividad especifica = 107 cpm/ug ADN). (Ad8) ADN adenovirus tipo 8 cepa
tipo; (C 117) ADN del clon recombinaute pAd8-117. (A) ADN del bacteriéfago
lambda.

Figura 2: Patrén de hibridizacién en “dot blot” de ADN extraido de células REH,
ADN del bacteriéfago lambda y ADN de adenovirus 8 y 4 empleado como sonda el
clon pAd8-117 marcado radioactivamente con [ P]-dATP (act. especifica 108
cpm/ug).
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En la Figura 2, se presenta la autoradiograffa de un experimento de hi-
bridizacion en “dot—blot” en las condiciones ya descritas y que fue revelado
después de 36 horas de exposicion. Se observa que la sefial del adenovirus
8 se visualizé con 1 ng de DNA de virus. La exposicién de los filtros
por periodos de tiempo variables hasta por 96 horas confirmo la ausencia
de homologia del clon pAd8-117 por el ADN de las REH y el ADN del
bacteriéfago lambda.

Rango de homologia del clon pAd8-117 por genomas adenovirales

Una vez establecida la especificidad de hibridizacién del recombinante pAdS8
117 con secuencias adenovirales, se procedié a analizar sn rango de ho-
mologia con diferentes genomas de adenovirus humanos. Con este fin se
realizaron experimentos de hibridizacién en “dot-blot” con el DNA de
serotipos que representan cinco de los subgéneros en los cuales se agrupan
miembros del género Mastadenovirus. De otra parte se evalud también
el nivel minimo de deteccién en cada caso, ensayando concentraciones di-
ferentes de DNA de cada serotipo, de aproximadamente 10 ng:y 100 ng
respectivamente.

Figura 3: Deleccion de ADN de varios serotipos de adenovirus humanos por
medio de hibridizacién de “dot-blot”. ADN del recombinante pAd8-117 marcado
radioactivamente con (a3?P) dATP (act. especifica 108 epm/ug) fue utilizado
como sonda de deteccidon. Tiempo de exposicion 36 horas.
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Los resultados obtenidos, permiticron establecer sefiales de hibridiza-
cion con 1 ng de los serotipos 8 y 4. Siu embargo solo con 10 ng de ADN de
los serotipos 12, 2 y 3 se obtuvieron seiiales de autoradiografia equivalentes.
La Figura 3 muestra el patron de hibridizacién en “dot— blot” del ADN de
diferentes subgéneros de adenovirus con el clon recombinante pAd8 117.
En todos los experimentos de hibridizacién fueron incluidos controles de
ADN de células REH y ADN de lambda, adem4s del mismo clon pAd8-
117.

Comparacion de la deteccién de adenovirus por pruebas indirec-
tas y de hibridizacién con el clon pAd8-117

La tabla 1 presenta los resultados obtenidos en la aplicacién de los criterios
de electo citopitico, [FT e hibridizacién con el recombinante pAd8-117 en
14 aislados adenovirales recuperados de nifios con infeccién respiratoria
aguada. Es posible observar que la hibridizacion con el recombinante cons-
truido, pudo determinar con un criterio cierto aquellos aislados que fueron
dudosos con la metodologia de IFI (IRA 0272, 467, 845) en estos casos
la_hibridizacién fue negativa, este resultado reveld la ausencia de genomas
adenorivales y evidencio una falta de sensibilidad en el diagnéstico por IFI
de adenovirus respiratorios.

Tabla 1. Comparacién entre diferentes métodos de diagnostico de adenovirus
respiratorios involucrados en infeccion aguda y la deteecién mediante hibridizacién
directa con el ADN del clon pAd8-117.

AISLADO CULTIVO  BCI° 1Kl HIBRIDIZACION CON
CLON pAds-117

IRA 0097  Hep? + ++ +
IRA 0100 REH + ++ +
IRA 01056  Hep? * + ++ +
IRA 0115 REH + ++ +
IRA 0116 REH + ++ +
IRA 0156  REH, Hep? +,+ ++ +
IRA 0272  Hep? + ++ E
IRA 0467  HEH, Hep® +,4+ ++ -
IRA 0509  Hep? + ++ +
IRA 0726 REH ¥ ++ .
IRA 0845  Hep* t + -
IRA 0871 Hep? sk + 1 +
IRA 0874 REH, Hep? + +1 +
IRA 1003  REH, Hep? + ++ +
- : Alslamiento mixto adenovirus y RSV]

e : Aislamiento mixto adenovirus, I, IA

ECP . Efecto cilopalico

FT : Immnmofluorescencia indirecta

Hep? Linea celular de carcinoma ladngeo

REH : Células de rinén embrionario humano
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Discusion

Se evalud el clon pAd8-117 como sonda en la deteccién de adenovirus hu-
manos. Los resultados de las experiencias de hibridizacion demostraron que
el recombinante probado reconoce especificamente secuencias del genoma
de los adenovirus tipo 8 y 4.

Los resultados obtenidos por Green et. al. (1979) [16] y Wadell et.
al. (1980) [17], demostraron que el nivel de homologia de genoma entre los
diferentes adenovirns humanos es solamente del 9 al 20%, aunque la region
de mayor homologia que es compartida por todos los 47 serotipos conocidos
no ha sido aun definida. Por esta razoén, es dificil el desarrollo de una sonda
de DNA que pueda reconacer el ADN de todos los tipos de adenovirus, de
esta manera es necesario la construccion de sondas especificas.

Sin embargo, los estudios sobre comparacién de secuencias nucleotidicas
del gen del hexén (60 a 64 u.m.) de los serotipos 2, 3 y 5 [18] deben ser
considerados para elegir una zona del genoma adenoviral que puede uti
lizarse para la construccién de una sonda de DNA. Los resultados previos
del analisis de secuencias demuestran que esta region presenta dos zonas
de alta homologia entre los serotipos comparados y una zona heterdloga de
tipo que corresponde a los determinantes antigénicos detectados mediante
pruebas serologicas. Teniendo en cuenla las evidencias presentadas en es-
tos estudios, se escogiéb la regién del genoma Ad8 comprendida entre 55,1 y
68,8 u.m. la cual contiene el 65% del gen que codifica para la proteina del
hexén (pll) y el gen para la proteina unida del extremo 5 del ADN viral.
Esta region se clond en el plaismido pAd8 117. Dicho recombinante porta
un inserto de 4,6 Kb que corresponde a las secuencias neucleotidicas que
codifican para la protefna del hexén y para la proteina unida al DNA, he
cho que se ha demostrado con los andlisis de hibridizacion y de restriccion
que fueron realizados. Con base en este criterio el plismido recombinante
pAd8-117 es un buen candidato para ser evaluado como sonda en la de-
teccion por hibridizacién de adenovirus humanos.

Una vez comprobada la naturaleza del recombinante pAd8-117, se pro-
cedid a hacer pruebas de hibridizacién, los ensayos realizados bajo las condi-
ciones de fuerza iénica elevada (Tm-20°C'; 0,03 M de NaCl), permitieron
establecer una alta homologia entre los acidos nucléicos de los adenovirus
humanos ensayados. En estas condiciones, sélo las cadenas de ADN que
posean un 80% o mas de nucleétidos complementarios pueden unirse para
formar hibridos estables [19]. De acuerdo con lo anterior los resultados de
las hibridizaciones demuestran que la region del genoma de los adenovirus
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comprendida entre 55,1 a 68,8 u.m. posee secuencias que comparten un
alto nivel de homologia entre los diferentes subgeéneros estudiados. El re-
sultado obtenido apoya los de Wadell (1980b) [18], en el sentido que esta
region del genoma adenoviral es altamente conservada entre el género Mas-
tadenovirus.

De otra parte las senales observadas en las autorradiografias indican
algunas diferencias en el grado de homologia entre el ADN del serotipo 8
y el ADN de los otros serotipos. Como se consigna en los resultados, la
sonda detecta a las 36 horas de exposicion hasta 1 ng de ADN heterotipico.
Sin embargo, en el ADN del serotipo 12 se evidencié senal de hibridizacion
con 100 ng a las 96 horas, este resultado implica la existencia de una baja
complementariedad de bases con el genoma del adenovirus 8.

Los resultados obtenidos en los experimentos de hibridizacion efectua-
dos en este trabajo estin de acuerdo con los datos reportados por Green
(1979) [16] con respecto a la homologia del genoma de los adenovirus del
subgénero D que es compartida con miembros de otros subgéneros. En
este sentido fue posible observar que la homologia con Ad3 miembro del
subgénero B es del 13, 1%, con los del subgéneo C (Ad2) es del 5,7% y con
los del A (Ad12) es del 2,9% [16].

La evaluacion del grado de homologia entre ADN relacionados uti-
lizando la técnica de hibridizacion, estd determinada por las condiciones
de estringencia de lavado utilizadas en el ensayo [10]. En las condiciones de
alta estringencia (NaCl 0,003 M 1,5 mM citrato de sodio) empleadas en
las hibridizaciones y en los lavados efectuados en este trabajo, solamente
las moléculas de DNA con 14,3% o menos de bases no pareadas pueden
ser lérmicamente estables [19]. De otra manera usando condiciones de baja
estringencia (Tm-35°C"), es posible detectar homologia entre regiones del
genoma que presentan hasta un 36% de bases no pareadas.

De acuerdo con lo anterior, ensayando condiciones de mas baja estrin-
gencia para realizar las pruebas de hibridizacién, es posible aumentar la sen-
sibilidad de la sonda utilizada en este trabajo y de esla forma obtener resul
tados positivos a concentraciones de ADN menores a | ng. Esta posibilidad
ha sido demostrada con los resnltados de las pruebas de hibridizacién, bajo
condiciones de menor estringencia, realizadas por Garcia et. al. (1990)
[20] para detectar ADN de adenovirus que han sido aislados a partir de as-
pirados nasofaringeos, en el laboratorio de Virologia de la Universidad del
Valle. Bajo estas condiciones se obtuvo mejor senal autorradiografica en
menor tiempo de exposicién. Fsta posibilidad también ha sido demostrada
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en los experimentos de hibridizacion desarrollados por Hyppia (1985) [21]
utilizando como sonda el fragmento de ADN del Ad2 que codifica por la
proteina del hexon. En dichos ensayos las condiciones de estringencia fueron
mas bajas a las utilizadas en este trabajo. Esto permitié detectar hasta 0.1
ng de ADN homotipico a las 16 horas de exposicion autorradiogrifica.

Los resultados obtenidos en las pruebas de hibridizacion realizadas en
el presente trabajo, muestran que hay homologia entre las secuencias de
nucledtidos que codifican por la proteina del hexén y por la proteina unida
al ADN entre los diferentes subgéneros de adenovirus. Teniendo en cuenta
el sistema de cuantificacion empleado, las cifras del nivel de sensibilidad
son aproximaciones a las cantidades visualizadas semicuantitativamente.
Sin embargo, este hecho demuestra la versatilidad del ensayo como una
aproximacion diagnostica de adenvvirus directamente de muesiras clinicas.

El uso potencial del clon pAd8-117 como sonda de determinacién diag-
nostica de adenovirus humanos se ensayo en una prueba en la que catorce
aislados adenovirales de nifios con enfermedad respiratoria aguda obtenida
de un estudio efectuado en el Centro de Salud de Siloé, Cali, Colombia,
fueron determinados como tales por IFI y por hibridizacion con el clon
pAd8 117 cuando se compararon los resultados, se pudo establecer que la
hibridizacion con el recombinante construido por nuestro laboratorio es nn
método de mayor resolucion que la IFI.

El empleo de recombinantes como sondas diagnésticas también ha sido
evaluado por Hyppia (1985) [21]. Ciertos segmentos del adenovirus serotipo
2 fueron ensayados como sondas de deteccién de adenovirus, siendo el frag-
mento del hexén de Ad2 una potencial sonda diagndstica de adenovirus. En
nuestro trabajo hemos puesto en evidencia que el fragmento del hexén del
adenovirus 8 cepa TRIM es también una sonda de potencial uso diagnéstico
para la deteccion de adenovirus presentes en infecciones asociadas y es una
alternativa mas confiable y rdapida que IFL
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