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RESUMEN 

Actualmente la etiología de la fibromialgia y el síndrome de fatiga crónica (FM/SFC) es 

desconocida. La hipótesis de infección viral recurrente como explicación a  los 

síntomas de dolor y cansancio que presentan estos pacientes puede encontrarse 

frecuentemente en la literatura. Sin embargo la asociación de 2 retrovirus huérfanos: 

el retrovirus gamma xenotrópico relacionado con el virus de la leucemia murina (MLV)  

denominado XMRV y el retrovirus delta linfotrópico de células T humano Tipo 2 (HTLV-

2) no han sido confirmadas hasta la fecha así como tampoco lo ha sido la propuesta de 

que la forma truncada de la enzíma RNasa (Ribonucleasa) L es un biomarcador de la 

fatiga crónica. 

En este estudio, se realizó un cribado de la presencia de secuencias virales 

relacionadas con la del retrovirus MLV y la del HTLV-2 en ADN genómico obtenido de 

75 pacientes de fibromialgia (FM) afectados de fatiga crónica y 79 sujetos sanos locales 

pareados por edad. Inicialmente se obtuvo amplificación del gen env del XMRV en el 

20% de las muestras ensayadas (24% pacientes y 15% controles). Sin embargo, estos 

resultados no pudieron reproducirse en preparaciones independientes de ADN 

genómico de los mismos individuos. Adicionalmente, ninguna de las 154 muestras de 

ADN genómico rindieron amplificación específica del virus HTLV-2, llevándonos a 

concluir que las asociaciones previas entre infecciones retrovirales relacionadas con 

MLV o HTLV-2 y la fatiga crónica deben ser desestimadas.  

Por otro lado, el análisis de extractos proteicos preparados a partir de células 

monucleares de sangre periférica (PBMCs) de 62 enfermos de FM y 41 participantes 

control por Western Blot no rindió diferencias significativas en abundancia relativa de 

la forma truncada de 37 kDa de la RNasa L y por tanto no se puede asignar correlación 

alguna con la FM. 

El hecho de que nuestra cohorte de pacientes no muestre evidencia alguna de ninguna 

de las dos infecciones retrovirales previamente asociadas a fatiga crónica no descarta 

la posibilidad de que otras infecciones virales constituyan por sí mismas o contribuyan 

al desarrollo o evolución de la FM y/o fatiga crónica. 
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SUMMARY 

The etiology of fibromyalgia and chronic fatigue syndrome (FM/CFS) is currently 

unknown. A recurrent viral infection is an attractive hypothesis repeatedly found in the 

literature since it would explain the persistent pain and tiredness these patients suffer 

from. The initial striking link of two distinct orphan retroviruses: the gamma retrovirus 

murine leukemia virus (MLV)-related virus and the delta retrovirus T-lymphotropic 

virus type 2 (HTLV-2) to chronic fatigue have not been confirmed to date; neither has 

been the proposal of a 37 kDa truncated form of the RNaseL enzyme as a biomarker of 

chronic fatigue. 

In the present study, genomic DNA (gDNA) from 75 fibromyalgia patients suffering 

from chronic fatigue and 79 age-matched local healthy controls were screened for the 

presence of MLV-related and HTLV-2 related proviral sequences. The XMRV env gene 

was amplified in 20% of samples tested (24% patients and 15% healthy controls). 

Unexpectedly, no PCR amplifications from independent gDNA preparations of the 

same individuals were obtained. Additionally, no specific HTLV-2 sequences were 

obtained at any time from any of the 154 quality-controlled gDNA preparations 

screened, allowing us to conclude that previous associations between MLV-related or 

HTLV-2 retrovirus infection with chronic fatigue must be discarded.  

On the other hand, Western Blot analysis of protein extracts from peripheric blood 

mononuclear cells (PBMCs) of 62 FM patients and 41 healthy controls showed no 

significant differences in the relative abundance of the 37 kDa truncated form of the 

RNase L and therefore no co-relation with FM can be stated. 

The fact that our cohort of patients did not present evidence of any of the two types of 

retroviral infection formerly associated to chronic fatigue does not rule out the 

possibility that other viruses are involved in inciting or maintaining fibromyalgia and/or 

chronic fatigue conditions. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Antecedentes 

En la segunda mitad del siglo XX hemos asistido al incremento de enfermedades de 

etiología poco conocida y con importante repercusión psicosocial así como un enorme 

coste personal y económico. Entre ellas destacan la Fibromialgia (FM) y el Síndrome de 

Fatiga Crónica (SCF), enfermedades con marcada prevalencia entre la población 

femenina que comparten características clínicas y demográficas (1). 

Históricamente la FM o “reumatismo tisular” como la denominaban los autores 

alemanes se conoce desde hace más de 150 años (2). Desde entonces se han acuñado 

distintos términos para hacer referencia a este cuadro sintomatológico, hasta que  en 

los años 70 se acuña el concepto “fibromialgia” describiendo un cuadro de dolor 

crónico de más de tres meses de evolución de origen musculo-esquelético, diseminado 

y generalizado a ambos hemicuerpos, tanto en miembros superiores como  en 

inferiores, y en la musculatura paravertebral del raquis. Presenta áreas anatómicas  

reducidas en las que el ƵŵďƌĂů�ĚĞů�ĚŽůŽƌ�ĞƐ�ŵĄƐ�ďĂũŽ�;ш4 kg) que en individuos sanos, a 

estas áreas concretas se les designa como “puntos dolorosos” (3). A menudo estos 

pacientes, suelen tener sensibilidad aumentada o incluso dolor al tacto normal en 

cualquier sitio de su cuerpo (alodinia) (4). 

En 1992, en la Declaración de Copenhague, la FM es reconocida por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) tipificándola con el código M79.7 en el manual de 

Clasificación Internacional de Enfermedades (ICD-10), siendo reconocida en 1994 por 

la Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), clasificándola con el código 

X33.X8a (5-6). 

 

 En 1994 Yunus englobó la FM dentro del síndrome disfuncional junto a otras 

enfermedades como síndrome de intestino irritable, SFC, síndrome de piernas 

inquietas, cefalea tensional, dolor de la articulación témporo-maxilar y bruxismo. 

Todos ellos presentaban características clínicas comunes y respuesta a agentes 

serotoninérgicos o noradrenérgicos, proponiendo como hipótesis la existencia de una 
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disfunción neuroendocrina-inmune (alteraciones de neurotransmisores y hormonas) 

que establecía un nexo entre todas ellas (7). 

 

Actualmente la FM queda definida siguiendo los criterios del Colegio Americano de 

Reumatología (ACR), como un síndrome de dolor generalizado, acompañado de 

mialgias de localización imprecisa, de duración prolongada y con dificultad para definir 

con precisión el inicio de los mismos. El dolor suele ser difuso, profundo, intenso y en 

muchas ocasiones difícil de describir, aparece como quemazón, punzadas, pesadez, 

palpitación o molestia y en general empeora con el ejercicio físico intenso, el frío y el 

estrés emocional (3, 8). Se le ha relacionado frecuentemente con el SFC, pues el 70% 

de las personas que padecen FM cumplen también criterios para este síndrome(9). 

El Síndrome de fatiga crónica (SFC) también llamado en el pasado encefalomielitis 

miálgica, y para el que ahora se recomienda el nombre combinado EM/SFC 

(Encefalopatía Miálgica/Síndrome de Fatiga Crónica) es una enfermedad clasificada por 

la OMS con el número G 93.3.en el CIE-10  

1.2 Prevalencia 

Estudios epidemiológicos estiman que la incidencia de la FM gira entre 2-3% de la 

población mundial (1), lo que supone más de 1.000.000 de afectados en España y 

alrededor de 110.000 afectados en la Comunidad Valenciana. Dichas enfermedades 

generan un importante consumo de recursos asistenciales y suponen un importante 

coste personal, social y laboral en aquellos pacientes que la padecen(2). 

 

FM es un término escuchado frecuentemente en las consultas de los médicos de 

familia, de los reumatólogos, de los rehabilitadores y de los fisioterapeutas, pero 

también en las de los traumatólogos, psiquiatras, psicólogos, terapeutas 

ocupacionales, internistas, anestesistas etc, ya que es una enfermedad cuyo 

tratamiento comprende el abordaje desde distintas disciplinas del área de la salud (10) 

 

Afecta desproporcionadamente a las mujeres, que resultan mayormente afectadas, en 

concreto entre un 80 a un 90% y usualmente en la madurez (desde 30 a los 60 años), 
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Tabla 1: Prevalencia de los síntomas nucleares y asociados a la FM expresado en porcentaje (8) 

 

SINTOMAS PREVALENCIA (%) 

Dolor extenso 97 

Fatiga 78 

Rigidez articular 

matutina 

76 

Parestesias 67 

Dolor de cabeza 54 

Ansiedad 44 

Colon irritable 35 

 

Los pacientes con FM desarrollan dolor ante cualquier esfuerzo que anteriormente 

realizaban sin dificultad de forma habitual y viven la evolución y curso del trastorno 

como algo limitante e invalidante. En muchos casos, su calidad de vida está 

significativamente disminuida (17). 

El SFC es una enfermedad orgánica, multisistémica y crónica que presenta aspectos 

comunes con la FM incluidos algunos de los síntomas que presentan los pacientes. 

Puede afectar de manera progresiva el sistema inmunológico (18-19), el neurológico, 

el cardiovascular y el endocrino, y se caracteriza por causar una fatiga severa, perdida 

sustancial de concentración y memoria, desorientación espacial, sueño no reparador, 

intolerancia a la luz, al sonido y a los cambios de temperatura, intolerancia al estrés 

emocional y a la actividad física, dolor muscular y en las articulaciones, sensibilidades 

químicas múltiples y una sensación de estado gripal permanente, entre otras 

manifestaciones (20).  

La OMS, Organización Mundial de la Salud, ha clasificado esta enfermedad en el 

Manual de Clasificación Estadística Internacional de Enfermedades dentro del capítulo 

de enfermedades del sistema nervioso central con el código de G93.3. 
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En 1990 se publicó el estudio multicéntrico liderado por Wolfe, Smythe, Yunus et al. (8, 

44-45), a partir del cual se fijó un método objetivo que discriminara la FM de otros 

síndromes de dolor crónico regional o generalizado de tipo reumático. Este método se 

basa, siguiendo los criterios de clasificación para la FM publicados por American 

College of Rheumatology (8), en la aparición de dolor en 11 ó más de los 18 puntos 

localizados diferentes partes del cuerpo que coinciden con puntos de inserción del 

músculo, prominencias óseas, otras zonas de tejido blando y nódulos de algunos 

cuerpos musculares, cuando se aplica una fuerza mayor de 4 Kg en dicho punto. 

 

x Occipital: bilateral, en las inserciones de los músculos suboccipitales 

x Cervical bajo: bilateral, en la cara anterior de los espacios intertransversos C5-C7 

x Trapezoidal: bilateral, en el punto medio del borde superior del trapecio 

x Supraespinoso: bilateral, en su origen, por encima de la línea escapular, cerca de 

su borde medial 

x Segunda costilla: bilateral, en la segunda unión intercostal, a 3 cm del borde del 

esternón 

x Epicondíleo: bilateral, distal en 2 cm a los epicóndilos 

x Glúteo: bilateral, en el cuadrante superoexterno de las nalgas 

x Trocantéreo: bilateral, por detrás de la prominencia del trocánter mayor 

x Rodilla: bilateral, en la almohadilla grasa medial, proximal a la línea articular (8) 
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Figura 1. Representación de la localización de los puntos sensibles al dolor de la FM (8) 

 

Se han identificado 18 puntos sensibles o 9 pares de puntos simétricos bilaterales a lo 

largo de todo el cuerpo y tanto en la cara ventral como en la posterior. Estos puntos 

deben resultar dolorosos cuando el evaluador concentra una presión digital sobre ellos 

de alrededor de cuatro kilos de fuerza. La reacción debe ser de dolor y no simplemente 

de una mayor sensibilidad. Se han establecido también dos pares de puntos de control 

que sirven para detectar los falsos positivos (46-47). Así se considera afectado de FM a 

todo paciente que muestre presencia de respuesta de dolor en 11 de los 18 puntos 

descritos como puntos de dolor fibromiálgico (8). 
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La clasificación de los múltiples síntomas descritos como una o más enfermedades es 

tema controversial y de arduo debate entre la comunidad científica. Aunque en la 

literatura científica los términos FM y SFC siguen caminos separados, existe una 

tendencia actual a integrar estos síndromes relacionados con el estrés (9, 41, 48-49). 

Los criterios diagnósticos fueron estandarizados en 1994  por  los Centros de Control y 

Prevención de Enfermedades Americano (20) y más recientemente, en el año 2003,  

por un Subcomité experto de Sanidad de Canadá. En el 2006 la Liga Europea de 

Reumatología “EULAR” también desarrolló una guía basada en la evidencia (50), que 

pudiera servir de referencia a los clínicos en lo que respecta manejo de pacientes de 

FM (51).  

 

Es muy importante que el médico que trata al paciente con FM realice un seguimiento 

adecuado que permita evaluar la efectividad de los tratamientos para cada paciente en 

concreto. Ya que los pacientes suelen tener múltiples síntomas, hay que tratarlos de 

manera holística en su totalidad y no cada síntoma por separado. Muchos enfermos 

tienen problemas de sensibilidad a medicamentos u otros productos químicos, en 

muchas ocasiones múltiple, problemas atribuidos en parte a alteraciones en el 

metabolismo o eliminación de los mismos (52). 

 

Las actuales diferencias inter-individuo que se observan entre los pacientes de FM 

podrían llevar al desarrollo de nuevos criterios diagnósticos validados y a específicas 

herramientas para valorar esta enfermedad. De hecho, la clasificación por subgrupos 

ha sido ya propuesta por algunos autores (53-55). Futuros estudios orientados a la 

identificación de los mecanismos pato-fisiológicos a nivel individual resultarán clave en 

el desarrollo de tratamientos curativos específicos y por tanto debieran ser 

prioritarios. 
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El diagnóstico de FM reduce la angustia del paciente, evita pruebas complementarias 

costosas e innecesarias y permite al paciente compartir sus temores, dolencias y 

expectativas con otras personas que padecen su mismo problema (56). 

La mayoría de las guías de práctica clínica destacan que informar correctamente debe 

ser el primer paso en todo paciente con FM. Una guía alemana publicada en 2008 (7) 

de carácter multiprofesional y en la que también participaron asociaciones de 

pacientes subraya que informar a los pacientes sobre el diagnóstico y las posibilidades 

terapéuticas debe tener el grado máximo de recomendación por varias razones: 

 a) Desde la perspectiva del paciente el diagnóstico de FM a menudo sirve para 

dar fin a un largo periodo de incertidumbre, desinformación y una frustrante 

odisea a través del sistema sanitario. La información sobre el diagnóstico se 

considera desde hace mucho tiempo un derecho esencial del paciente.  

b) Desde la perspectiva del médico existe la obligación ética de informar a los 

pacientes sobre el diagnóstico y las posibilidades terapéuticas (7). 

Algunos autores, aun admitiendo que existen pacientes con las manifestaciones 

clínicas de la FM, consideran que es preferible no efectuar diagnóstico (57). Sus 

argumentos giran en torno del supuesto efecto nocivo que tiene para el propio 

paciente el hecho de que hacer un diagnóstico significa medicar  al paciente y crear un 

enfermo donde antes no lo había. Añaden que la medicalización consigue elevar al 

rango de enfermedad una serie de quejas y frustraciones que aflige a la mayoría de la 

población, y que en algunos pacientes mal adaptados alcanzan mayor intensidad 

aunque no por ello se pueda considerar como una enfermedad. 

Otros autores opinan que la FM es simplemente un producto de la medicalización de 

los procesos de somatización tan frecuentes en nuestra sociedad actual, 

especialmente afecta de estrés en la vida cotidiana (57). 
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1.5 Clasificaciones  

Se han venido proponiendo una serie de procesos, adaptaciones de la definición y 

divisiones o agrupamientos clínicos estratégicos que se describen a continuación (8-9, 

55, 58-59). 

6.1 Clasificación según Giesecke et al (60): 

Está basada en variables obtenidas de 3 dominios diferentes: 

a) El ánimo: mide la depresión mediante la “Center for Epidemiologic Studies 

Depression Scale” y la ansiedad evaluada mediante el “State-Trait Personality 

Inventory.” 

b) Los aspectos cognitivos: evalúa el catastrofismo y el control del dolor mediante las 

sub-escalas del mismo nombre del “Coping Strategies Questionnaire.” 

 c) Las variables biológicas: incluye hiperalgesia/sensibilidad al dolor, valorada 

mediante el dolorímetro y la presión dolorosa aplicada de forma aleatoria a niveles 

supra-umbral.  

Con estas variables se obtienen 3 grupos en los que se pueden dividir los pacientes de 

FM  (véase tabla 2). 

Esta clasificación se adapta bien a la realidad clínica, al incluir no sólo aspectos 

psicológicos como otras clasificaciones, sino también biológicos y cognitivos.  
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Tabla 2: Clasificación de subgrupos de FM según Giesecke (60) 

SUBGRUPOS DE FM CARACTERISTICAS 

Grupo1 Valores moderados de depresión y ansiedad. 

Valores moderados de catastrofismo y control del dolor. 

Baja hiperalgesia y sensibilidad al dolor. 

Grupo 2 Valores elevados en depresión y ansiedad. 

Valores más elevados de catastrofismo y más bajos de control 

percibido sobre el dolor. 

Valores más altos de hiperalgesia. 

Grupo 3 Niveles normales de depresión y ansiedad. 

Niveles muy bajos de catastrofismo y el más elevado control 

percibido sobre el dolor. 

Elevada hiperalgesia y sensibilidad al dolor. 
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6.2.- Clasificación según Müller et al. (61): 

Se basa en signos clínicos y síntomas asociados. Divide a los pacientes con FM en 4 

subtipos: 

Tabla 3: Clasificación de subgrupos de FM según Müller et al. (61) 

SUBGRUPOS DE FM CARACTERISTICAS 

Subtipo 1 Extrema sensibilidad al dolor. 

 No se asocia a trastornos psiquiátricos. 

Subtipo 2 Presenta depresión relacionada con el dolor comórbido. 

Subtipo 3 Presenta depresión con síndrome fibromiálgico concomitante. 

Subtipo 4 La causa es la somatización. 

 

Se trata de una clasificación descriptiva, propuesta en función de la experiencia clínica 

del autor, pero no obtenida mediante análisis estadísticos. Por otra parte, el último 

grupo (subtipo 4) es discutible porque la somatización es un concepto cuestionado 

actualmente en psiquiatría y posiblemente se desestimará en futuras clasificaciones. 

Ambos argumentos constituyen importantes limitaciones en la elección de esta 

clasificación. 
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6.3.- Clasificación según Thieme et al. (62) 

Se basa en los resultados del cuestionario “West Haven-Yale Multidimensional Pain 

Inventory” (MPI) identificando 3 subgrupos: 

Tabla 4: Clasificación de subgrupos de FM según Thieme et al. (62) 

SUBGRUPOS DE FM CARACTERISTICAS 

Disfuncionales Elevada su sensibilidad ante el dolor.  

El dolor interfiere mucho en sus vidas. 

 Elevado malestar psicológico. 

Escasa actividad debido al dolor. 

Estresados en el aspecto interpersonal Consideran que las personas significativas 

en sus vidas (pareja, padres, hijos, 

cuidadores en general) no les apoyan 

demasiado en sus problemas con el dolor. 

Presentan trastornos psiquiátricos 

asociados. 

 

Pacientes que realizan un afrontamiento 

adaptativo. 

Sienten que reciben un buen apoyo 

social. Niveles relativamente bajos de 

dolor. 

 Alta actividad. 

 

Aunque esta clasificación se ha empleado en clínica, no solamente en el diagnóstico de 

FM sino también en el diagnóstico de otras enfermedades que cursan con dolor, su 

principal limitación es que basa la identificación de los grupos en aspectos 

exclusivamente psicológicos sin incluir variables biológicas. 
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6.4.- Clasificación según Hasset et al. (63) 

Está basada en el estilo del balance afectivo utilizando el cuestionario Positive and 

Negative Affect Schedule (PANAS). Estos autores consideran, basándose en valores 

normativos de la población, que un afecto positivo (AP) en el PANAS implica una 

puntuación superior a 35 y un afecto negativo (AN) elevado consiste en obtener una 

puntuación superior a 18,1. De esta forma obtienen 4 grupos en los que proponen 

clasificar a los pacientes de FM: 

Tabla 5: Clasificación de subgrupos de FM según Hasset et al. (63) 

SUBGRUPOS DE FM CARACTERISTICAS 

Sanos Elevado AP y bajo AN 

Bajos Bajo AP y bajo AN 

Reactivos Elevado AP y elevado AN 

Depresivos Bajo AP y elevado AN 

 

De nuevo, que la clasificación se limite al uso de un único cuestionario psicológico 

supone una importante limitación para su uso. 

Tras analizar las propuestas de clasificación existentes, se decidió en el consenso 

interdisciplinar para el tratamiento de la FM, que a efectos prácticos, se tendría en 

cuenta la clasificación de Giesecke por tener en cuenta tanto aspectos psicológicos 

como biológicos y cognitivos (60). 

1.6 Manejo terapéutico de la FM 

Por las características ya comentadas y por su curso crónico, no existe en la actualidad 

un criterio unánime para el tratamiento de la FM. Pocos son los fármacos específicos 

para la FM, en general se utilizan fármacos de tratamiento neuropático para reducir el 

dolor (pregabalina), acompañados de relajantes musculares, antiinflamatorios no 
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esteroideos (AINES) y antidepresivos (64). Hoy día, las mejores recomendaciones 

disponibles provienen de las opiniones de comités de expertos (65).  

Por todo ello, se propone un tipo de tratamiento que no es curativo sino que pretende 

ser preventivo de unos síntomas y paliativo de otros. Dado que se trata de un 

trastorno con tan variada sintomatología y con una considerable comorbilidad con 

otros trastornos psiquiátricos y físicos se han aplicado tratamientos de muy diversa 

naturaleza. 

El objetivo que se persigue en el tratamiento de la FM es aliviar las diversas 

manifestaciones clínicas, mejorar la capacidad funcional y la calidad de vida de los 

pacientes. Para ello, se han ensayado diversos fármacos y varias modalidades 

terapéuticas con resultados variados, no obteniendo en algunos casos mejoría de los 

síntomas (57, 66). 

A los tratamientos farmacológicos para atenuar el dolor y mejorar la calidad del sueño, 

se suman los tratamientos físicos fisioterápicos con la aplicación de diversas técnicas 

(67-70) 

Tabla 6: Tratamientos y técnicas de fisioterapia para FM 

TRATAMIENTO DE FISIOTERAPIA TECNICAS 

Masoterapia Masajes relajantes y descontracturantes tanto 
profundos como superficiales. 

Crioterapia Hielo local (ice up) o cold pack, baños,…etc 

Hidroterapia Baños calientes o de contraste. 

Termoterapia Infrarrojos, almohadas o mantas eléctricas y 
compresas calientes… 

Electroterapia Ultrasonidos, radar, magnetoterapia… 

Cinesiterapia Activa como pasiva para la tonificación, 
estiramiento muscular y la flexibilidad articular. 
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 Adicionalmente cabe incluir tratamientos psicológicos y psiquiátricos 

complementarios, tanto para el propio paciente como para las personas que conviven 

con el paciente con el fin de que conozcan la enfermedad, la comprendan y colaboren, 

facilitando el mantenimiento del ritmo de vida, de la actividad social, la realización de 

ejercicio físico, técnicas de relajación para aliviar la tensión muscular y la ansiedad y el 

control de la dieta alimenticia (15, 51, 71-72). 

Se han publicado varias revisiones sistemáticas que analizan la eficacia de los 

programas de ejercicios, bien de forma aislada, combinados con otras formas de 

intervención o en el contexto de una revisión del conjunto de intervenciones no 

farmacológicas (10). 

Hay que resaltar que la mejoría que se obtiene con la práctica del ejercicio aeróbico se 

mantiene mientras el paciente conserva la rutina del ejercicio, y desaparece cuando 

cesa la actividad (65). 

Tabla 7: Propuesta de tratamientos según nivel de afectación de Iglesias et al. (73) 

NIVEL SOMÁTICO TRATAMIENTO 

Nivel Bajo 

Plan de cuidados de enfermería (Educación, estrategias de 
autoayuda, ejercicio físico no supervisado, higiene del sueño e 
intervención familiar). 

Tratamiento farmacológico. 

Nivel Medio 

Plan de cuidados de enfermería (Educación, estrategias de 
autoayuda, ejercicio físico supervisado, higiene del sueño e 
intervención familiar). 

Tratamiento farmacológico. 

Nivel Alto 

Plan de cuidados de enfermería (Educación, estrategias de 
autoayuda, ejercicio físico supervisado, higiene del sueño e 
intervención familiar). 

Tratamiento farmacológico. 

Tratamiento especializado (internista, reumatólogo, rehabilitador, 
fisioterapeuta, psicólogo y terapeuta ocupacional). 
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1.7 Etiología 

A pesar de que numerosos estudios han intentado encontrar el factor etiológico de 

esta enfermedad en factores genéticos, neurológicos y metabólicos, en la actualidad 

seguimos sin conocer las causas, los mecanismos patogénicos o factores 

determinantes del desarrollo de la enfermedad (52, 74-76). 

Entre los familiares de pacientes con FM se ha podido comprobar que existe una 

agregación familiar, pues el riesgo de padecer la enfermedad entre los familiares de 

pacientes con FM es 8,5 veces mayor que en otras poblaciones. En el seno de estas 

familias, tanto los factores psicológicos como el estado de salud son similares en los 

sujetos con y sin FM, lo que indica que puede haber una predisposición genética que 

contribuya a la aparición de la enfermedad (74). Los polimorfismos genéticos en los 

sistemas serotoninérgicos, dopaminérgicos y catecolaminérgicos pueden jugar un 

papel en la etiopatogénesis de la FM (77-79).  

En este sentido, hay indicios de que algunos genotipos son más frecuentes en los 

enfermos con FM, como es el caso de las variantes del gen que regula la expresión de 

la enzima catecol-o-metil-transferasa (COMT) (74, 78, 80). Los hallazgos sugieren que 

este polimorfismo en la variación del gen, mediante sus efectos en la vía adrenérgica, 

puede conferir predisposición genética en la patogénesis de la FM.  

Los genes promotores del transporte de la serotonina también muestran anomalías 

genéticas en personas con FM, presentando una disminución en esta sustancia que 

regula la sensación del dolor dando lugar a un trastorno en la percepción, transmisión 

y modulación del dolor. Esta hipersensibilidad pudiera explicar por qué estos pacientes 

son más susceptibles a los efectos adversos del estrés crónico y de eventos depresivos 

(81-82). 

Algunos grupos de pacientes presentan una serie de factores comunes que podrían 

actuar como predisponentes o desencadenantes de la FM. Tal es el caso de los 

antecedentes de situaciones traumáticas en la infancia (violencia física o psicológica, 
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abuso sexual, etc). Además los trastornos del estado de ánimo o el trastorno de 

ansiedad con una base genética claramente demostrada (80, 83). 

En muchos pacientes, el cuadro clínico de la FM  suele estar precedido por una fuerte 

infección, una lesión o un problema que genere fuertes dolores (por ej. colon o vejiga 

irritable, sensibilidad química múltiple y cefaleas tensionales crónicas, cirugía), lo cual 

implica cambios neurofisiológicos, que a su vez causan amplificación de la transmisión 

y del procesamiento del dolor del sistema nervioso central, hiperalgesia (aumento de 

la sensibilidad al dolor), alodinia (percepción de dolor de situaciones normales) e 

incremento del dolor del sistema nervioso central, llamado sensitización central . Se 

considera que estos factores desencadenan el cuadro clínico en personas 

predispuestas (84-85). 

Recientes publicaciones cuestionan si la causa de la FM pudiese tener un origen viral 

debido a alteraciones en el sistema inmunológico de los pacientes impidiendo que 

tengan una respuesta defensiva correcta ante la infección viral (86-88). 

1.8 Infección viral en enfermos de FM 

Vamos a tratar este apartado de forma aislada con la finalidad de poder profundizar 

más, ya que va a formar parte de nuestros objetivos e hipótesis de este estudio. 

Quizás el mayor consenso en cuanto a agentes desencadenantes de la FM/SFC 

corresponda como hemos señalado antes, a la propuesta por numerosos autores de 

una infección viral recurrente (18-19, 86, 89). Sin embargo, el diagnóstico de 

enfermedades complejas como la FM/SFC no asociada a un determinado agente 

etiológico concreto hasta la fecha y relacionada con un sistema inmunológico 

deficiente, puede verse complicada por la complejidad de la propia flora viral.  

Entre los agentes virales analizados, se han encontrado porcentajes significativos de 

infección viral asociados a pacientes de FM y SFC de: Epstein-Barr virus (EBV), 

Parvovirus B19, human  HHV-6 y HHV-7, human T cell lymphotropic virus type I (HTLV-

I), HTLV-2, hepatitis C virus (HCV), Enterovirus, human Citomegalovirus (HCMV), etc. lo 
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que ha llevado a proponer la definición de subgrupos (“subsets”) afectados por uno u 

otro agente viral.  

Es posible, por tanto, que los términos de FM y SFC engloben varias enfermedades, 

todas ellas con una sintomatología compleja común pero con diferentes etiologías. 

Esto explicaría la heterogeneidad de respuestas a diferentes terapias también 

observadas en enfermos de FM/SFC (9, 49). 

A finales del mes de Octubre del año 2009 el grupo del Dr. Robert Silverman del 

Instituto Lerner de la Clínica Cleveland en Cleveland, OH comunicó a través de su 

publicación en la revista “Science” la presencia de secuencias de ADN 

correspondientes al nuevo gammaretrovirus XMRV (xenotropic murine leukaemia 

virus-related virus) en el 67% de pacientes de SFC frente a tan solo un 3,7% de 

afectados en el grupo de individuos sanos (93). También demostraron la infección de 

células en cultivo por PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) o plasma de 

pacientes positivos para secuencias de XMRV indicativa de la presencia de una 

infección activa y transmisible por el virus XMRV en estos enfermos (93). 

Este hallazgo conmocionó a la comunidad científica preocupada por encontrar un 

método de diagnóstico apropiado y un tratamiento eficaz para pacientes de FM/CFS, 

especialmente por la capacidad que esta hipótesis tiene para explicar la naturaleza 

multisintomática de la enfermedad. 

Desde la elaboración de esta propuesta varios grupos de científicos han intentado 

replicar los hallazgos iniciales del grupo del Dr. Silverman (93) mediante la búsqueda 

de secuencias del virus XMRV en pacientes de FM/SFC fuera de EEUU. Poco tiempo 

después aparecieron varios trabajos, entre ellos 2 en Reino Unido  y uno en Holanda 

(94-96), con resultados contradictorios a los obtenidos por el grupo del Dr. Silverman. 

Los autores no hallaron una correlación entre la infección viral XMRV y la enfermedad 

FM/SFC. Planteando como explicación a la discrepancia la posibilidad de que la 

distribución del virus XMRV esté restringida al área de EEUU en la que se realizó el 

estudio inicial, o que las variantes europeas del mismo virus no hubieran podido ser 

detectadas con las sondas específicas utilizadas para la secuencia XMRV americana.  
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Esta imposibilidad de reproducir los resultados del Dr. Silverman, condujo a varios 

grupos de investigadores a cuestionar si el resultado de esos experimentos iniciales 

pudiera haber derivado de contaminaciones, en concreto por secuencias genómicas 

murinas que naturalmente contienen secuencias endógenas provirales de virus MLV, 

llegando incluso a cuestionar la existencia del virus XMRV.  

Cabe destacar que estudios adicionales han demostrado la presencia de secuencias 

contaminantes de ratón en algunos kits de amplificación por PCR y la de otras 

secuencias de ratón únicamente en muestras positivas a XMRV (93). 

Sin embargo, de ser así, una contaminación no podría justificar ciertos hallazgos como: 

la presencia de secuencias genómicas humanas adyacentes a las del provirus XMRV ni 

la presencia de anticuerpos a proteínas del virus en pacientes infectados, o la 

demostrada infectividad de PBMCs derivados de estos pacientes. 

 Para añadir complejidad al conflicto, un reciente estudio (86) muestra la presencia de 

secuencias de al menos 4 virus MLV (virus de la leucemia murina) endógenos 

politrópicos en una cohorte fuera de EEUU, pero no de XMRV, indicando la posible 

correlación de secuencias virales genéticamente distintas del grupo de los virus 

relacionados con MLV (86, 97-98), concretamente un 86,5% en pacientes frente a tan 

solo un 6,8% en donantes sanos. No encontrando evidencia de contaminación de ADN 

murino en ninguna de las muestras analizadas. 

Posteriormente numerosos estudios reportaron ausencia de evidencia de infección en 

otras cohortes de pacientes de SFC, sin embargo en lo que se refiere a cohortes de FM 

la investigación ha sido más escasa. De hecho solo existen unos pocos informes en los 

que la posibilidad de esta infección se haya estudiado en enfermos de FM (99-101) y 

en la mayoría de ellos el número de pacientes evaluados es pequeño, resultando por 

tanto pertinente evaluar la posibilidad de infección por el virus XMRV y variantes del 

MLV en nuestra cohorte de pacientes.  

Los virus MLV fueron descritos por primera vez en la década de los cincuenta, y desde 

entonces su estudio ha facilitado la compresión de las patologías asociadas a su 
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infección, especialmente en lo que se refiere al desarrollo de procesos de 

carcinogénesis, permitiendo la comprensión de la virología en sí.  

Habiendo resultado útiles en el desarrollo de vectores retrovirales, el genoma de estos 

virus consiste en dos moléculas de ARN de cadena positiva que contienen las 

secuencias de los genes gag, pol y env, codificantes de proteínas estructurales, 

enzimas y proteínas de envoltura, respectivamente.  

�

Figura 2: Estructura del virus XMRV. ��������������������������������������À���������ï����������ǡ��������
ȋ��Ȍǡ� �������� ȋ��Ȍǡ� �������������� ȋ��Ȍǡ� �ͳʹ� ��������� ȋ���Ȍǡ� ��� �������������� �������� ȋ��Ȍ� �� ���
���������� ȋ��Ȍ� �� ���� �����À���� ��� ��� ���������� ȋ���������� ��� ����������� ȋ��Ȍ� �� ��� ����������
�������������� ȋ��Ȍǡ� ���������������� ���� ������gag, pol � envǤ� ���������À����� ������ �������������
����������À��������������±����������������×����Ǥ�ȏ��������À�������������ȐǤ��ȏ�������ʹʹ������������
ʹͲͳͳȐǤ��������������ǣ�����ǣȀȀ���Ǥ��������ͳ��Ǥ���ȀʹͲͳʹȀͲͷȀͳ͸Ȁ����Ǧ�����ȀǤ 

 

Los retrovirus están divididos en siete géneros : Alpha, Beta, Gamma, Delta, 

Epsilonretrovirus, Lenti y Spumavirus (102). La clasificación se basa aparte de en la 

similitud de sus secuencias, en la presencia de genes adicionales a los genes canónicos 

gag, pol y env, separando los retrovirus, en dos grandes grupos: los virus simples y los 

complejos.  
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Este último criterio de clasificar a los virus en simples y complejos, distingue como 

virus simples a los gammaretrovirus MLV, y por lo tanto al XMRV, de los virus 

complejos, conocidos causantes de enfermedades en los seres humanos. Los virus 

complejos son por ejemplo los lentivirus de la inmunodeficiencia humana (VIH) de tipo 

1 y 2, que causan la inmunodeficiencia severa, y los Deltaretrovirus T - linfotrópicos 

humanos de células T (HTLV)  como el HTLV-1 que se sabe desencadena leucemia y 

linfoma o trastornos del sistema nervioso como mielopatía y paraparesis.  

Los retrovirus infectan normalmente células somáticas e integran su genoma en el 

ADN de la célula huésped (Figura 3). Los provirus se mantendrán y perpetuarán en las 

células descendientes de éstas hasta que mueran. Estos provirus integrados pueden 

permanecer en estado latente, pero lo más habitual es que se transcriban activamente 

liberando partículas activas. Las partículas producidas durante la vida de esta célula 

pueden infectar a otras células del huésped así como inducir infección exógena de 

células de individuos cercanos. De vez en cuando, un retrovirus infecta una célula 

germinal. Si esta célula sobrevive, y produce descendencia, todas las células nucleadas 

en el organismo que derive de ella contendrán una copia del retrovirus. De esta forma 

los retrovirus que se convierten en parte del genoma del huésped se denominan 

retrovirus endógenos y son pasados a las generaciones futuras a través de la herencia 

mendeliana clásica (103).  Como resultado de este proceso, aproximadamente el 37% 

del genoma murino está constituido de retroelementos los cuales incluyen un 40-60% 

de MLVs endógenos (104-106). 

Los MLVs endógenos murinos se subcategorizan en cuatro grupos basado en el 

huésped de alcance (107): virus ecotrópicos (del griego oikos que significa hogar), con 

capacidad de infección limitada a roedores; xenotrópicos (del término griego xenos 

que significa extraño) capaces de infectar una amplia variedad de especies a excepción 

del ratón de laboratorio común que expresa una variante de receptor que le dota de 

resistencia a infección; politrópicos (del griego poly que significa varios) competentes 

de infectar células murinas y algunas otras; el cuarto subgrupo constituye una variante 

de los politrópicos.  
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De entre estos grupos, solo los xenotrópicos y los ecotrópicos incluyen miembros con 

potencial infeccioso aunque algunos politrópicos pueden llegar a convertirse en 

infecciosos mediante procesos de recombinación. Algunos ratones son también 

portadores de virus amphotrópicos infecciosos (del griego amphos, que significa 

ambos) los cuales utilizan un receptor de entrada alternativo al que utilizan los virus 

xenotrópicos y politrópicos en la célula huésped, sin embargo no se han detectado 

virus amphotrópicos endógenos hasta la fecha.  

El mecanismo por el que los virus MLV inducen leucemia y linfoma es vía mutagénesis 

insercional, por ello la inoculación de ratones con virus MLV puede desencadenar una 

amplia variedad de síntomas patológicos (108-109). Aunque los MLVs son 

generalmente no patógenos en ratones, ocasionalmente pueden llegar a causar 

problemas oncogénicos y neurodegenerativos en el ratón.  

Entonces, ¿cuál es el proceso por el que los retrovirus infectan a una célula huésped? 

Inicialmente la partícula vírica, se une a la superficie externa de una célula susceptible, 

fusionando su envoltura lipoproteíca con la membrana celular e introduciendo con ello 

su nucleocápside junto con el ARN que constituye su dotación genética en la célula 

huésped. En cada partícula viral se encuentran dos cadenas de ARN vírico, a partir de 

cada una de las cuales la enzima transcriptasa inversa, que es una ADN polimerasa, 

primero produce una copia de ADN de simple cadena que a continuación se copia a si 

misma obteniéndose ADN de doble cadena. El ADN de doble cadena (provirus), migra 

hacia el núcleo y se integra en el propio ADN celular. La integración de este ADN doble 

cadena en el material genético del huésped es necesaria para la síntesis de nuevas 

moléculas de ARN, por la ARN polimerasa celular, ya que el virus carece 

completamente de la maquinaria metabólica necesaria para realizar la transcripción y 

la síntesis de proteínas necesarias para la reconstitución de su cápside. 

Las células humanas disponen del receptor Xpr1 cuya expresión celular es general en el 

organismo y que pudiera permitir la entrada de virus del tipo MLV (110). De hecho la 

infección de células humanas en cultivo por el virus XMRV pertenecientes a varias 

estirpes celulares ha sido ampliamente demostrada (111-114). Aun así es no es tan 
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sencillo que el XMRV consiga infectar y replicarse en un organismo humano, ya que 

existen mecanismos de defensa entre los que se encuentran por ejemplo algunos 

factores de restricción que inhiben la replicación de los virus MLV presentes en los 

PBMCs.  

Sorprendentemente el virus XMRV fue aislado a partir de sangre en el artículo 

publicado por Lombardi et al. (2009), suscitando la pregunta de si este virus posee 

mecanismos que le permiten vencer los mencionados factores de restricción (112, 114-

116). Entre estos factores de restricción se encuentra el mecanismo generador de  

diversidad de proteínas APOBEC3G o apolipoproteína B editora del ARN mensajero que 

está formado por una familia de enzimas que editan el ARN utilizando mecanismos de 

desaminación de las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos virales, las cuales  

desencadenan hipermutación de su genoma interfiriendo con su capacidad de 

replicación y por tanto limitando su capacidad infecciosa. De ahí que desempeñen un 

papel fundamental en la inmunidad innata antiviral.  

Otros de los sistemas de defensa a la infección viral incluyen la participación de la 

familia de proteínas TRIM (Tripartite Motif) que interfiere en el proceso de 

desencapsulado viral en el citoplasma y la proteína transmembrana Teterina que 

inhibe la liberación de viriones. A pesar de que uno de los sistemas de defensa, el 

ƐŝƐƚĞŵĂ�dZ/Dϱɲ͕�ŶŽ�ƉĂƌĞĐşĂ� ŝŶŚŝďŝƌ� ůĂ� ŝŶĨĞĐĐŝſŶ�ǀŝƌĂů� ƉŽƌ� Ğů� ǀŝƌƵƐ�yDZs͕� ůŽƐ� ƐŝƐƚĞŵĂƐ�

APOBC3G y teterina sí mostraron eficiente restricción de su infección por lo que 

parecía poco probable que la infección humana por parte del virus XMRV pudiera 

llegar a establecerse con éxito bajo condiciones normales (117-118). 
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Figura 3: Ciclo de vida de los retrovirus. Esquema simplificado del ciclo de vida de un retrovirus exógeno 
sencillo. Se muestran las principales etapas de la replicación. APOBEC3G inhibe la síntesis de ADNc e 
induce la mutación del genoma del virus. TRIM5a dirige el virus en una etapa después de la entrada, 
pero antes de la transcripción inversa, mientras que Fv1 inhibe la replicación después de la transcripción 
inversa pero antes de la integración. Tetherin impide la liberación de partículas virales maduras por 
parte de la célula huésped (103). 

 

El hallazgo de un segundo trabajo en la literatura describiendo una impactante 

asociación entre el virus linfotrópico de células T humanas de tipo 2 (HTLV-2) con 

enfermos de fatiga crónica (123) hizo considerar su inclusión como parte del programa 

de  “cribado” de secuencias provirales en el genoma de nuestros pacientes de FM.  En 

concreto DeFreitas et al. encontraron que el 83% (10/12) de los pacientes con fatiga 

crónica presentaban una amplificación positiva de la secuencia de HTLV-2 en el gen 
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gag en comparación con el 0% (0/20) en sujetos sanos. Este retrovirus (HTLV-2), está 

estrechamente relacionado con el virus HTLV-1. El HTLV-ͳ fue el primer 

retrovirus oncógeno humano conocido. Provoca una hemopatía maligna 

denominada leucemia o linfoma de células T del adulto y puede desarrollar también 

una mielopatía subaguda denominada paraparesia espástica tropical o mielopatía 

asociada al HTLV-1. 

 

 

�

Figura 4: Estructura del virus HTLV-1. Ilustración gráfica de las partes que lo integran. Se compone de 
dos moléculas de ARN donde contiene su material genético, una cubierta proteica que protege a estos 
genes, la cápside y una bicapa lipídica que lo rodea cuando se encuentra fuera de la célula, llamada 
envoltura vírica con proteínas de superficie. ȏ��������À�������������ȐǤ�ȏ�������ʹͶ������������ʹͲͳͳȐ. 
Disponible en: http://www.virology.ws/2010/09/09/pmrv-joins-xmrv-as-possible-etiologic-agent-of-
chronic-fatigue-syndrom/ 
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El virus linfotrópico de células T humano tipo 2 (HTLV-2) es un retrovirus 

estrechamente relacionado con el HTLV-1, con el que comparte  mecanismos similares 

de transmisión, sobre todo sexual, de madre a hijo y por la sangre contaminada (120). 

Su material genético también está formado por 2 moléculas de ARN de cadena simple 

y polaridad positiva. El modo de infección utilizado por este virus puede explicar en 

parte por qué compartir agujas entre los usuarios de fármacos intravenosos parece 

haber sido la principal vía de difusión de HTLV- 2 en Europa y América del Norte en los 

últimos años (121). Además, el HTLV-2 es endémico en poblaciones indígenas 

americanas aisladas y tribus pigmeas de África. Fuera de estos focos endémicos, la 

infección por el virus HTLV-2 ha sido cada vez más generalizada entre los consumidores 

de drogas intravenosas y sus parejas sexuales principalmente en América del Norte y 

muchos países europeos, entre ellos Italia, España, Francia, Noruega, Suecia, Irlanda y 

el Reino Unido. 

No es de extrañar, teniendo en cuenta las vías de transmisión de HTLV-2 y VIH-1 que 

los consumidores de drogas intravenosas sean frecuentemente coinfectados con el 

HTLV-2 y VIH-1 (122). Aunque el HTLV-2 aún no se ha asociado claramente con alguna 

enfermedad, acuñándolo por tanto hasta la fecha de virus huérfano, son varios los 

casos de trastornos neurológicos y linfoproliferativos los que se han reportado en 

portadores del HTLV-2 coinfectados con VIH-1. Es por ello que algunos estudios han 

sugerido que el HTLV-2 podría influir en el resultado de la enfermedad establecida por 

el virus VIH-1 en pacientes coinfectados (122).  

Al contrario que en el caso del XMRV pocas han sido las iniciativas que evalúen una 

asociación entre infección por el virus HTLV-2 y la fatiga crónica, y de nuevo, todos 

ellos incluyeron un número muy reducido de pacientes no superando en ningún caso la 

participación de 30 pacientes (171-172, 184).  

Adicionalmente, los tratamientos de terapia antirretroviral habían demostrado tener 

un valor limitado en el control de expresión del virus HTLV-2 en pacientes coinfectados 

con un segundo retrovirus, al menos para las coinfecciones con el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) (124-125). Por lo tanto, averiguar si alguno de los 
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pacientes participantes había resultado co-infectado con un segundo retrovirus podría 

ser importante para la atención del paciente. 

Por todo ello nuestro estudio planteó evaluar la presencia de ambos retrovirus: el 

gammaretrovirus XMRV y el deltaretrovirus HTLV-2 que habían estado vinculados a 

fatiga crónica y sus posibles variantes, en una cohorte mayor que en los estudios 

anteriormente publicados, de 75 pacientes con FM españoles afectados de fatiga 

crónica y una muestra de 79 participantes sanos.  

Se debe tener en cuenta sin embargo que la presencia de una infección en un grupo de 

pacientes no indica una relación causal del virus con la patogénesis de la enfermedad. 

Este sería un capítulo a tratar en estudios posteriores. 

 

1.9 Sistema inmunológico 

Los estudios más consistentes en términos de reproducibilidad y significancia en 

referencia a aspectos clínicos comunes entre los afectados de FM/SFC comprenden los 

que muestran una desregulación del sistema inmunológico en pacientes de SFC (89), 

en concreto aquellos que observan alteración del perfil de secreción de citoquinas,  

disminución en número de células natural killer (NK), presencia de formas truncadas 

del enzima RNasa L y disminución de las respuestas de células T a mitógenos u otros 

antígenos (18, 90-92).�

Teniendo en cuenta que el éxito de una infección viral depende de la capacidad del 

virus para superar la barrera del sistema inmunológico innato (90), resultó de interés 

conocer si en la población analizada, existían alteraciones en la expresión de la enzima 

endoribonucleasa L o RNasa L previamente asociadas con fatiga crónica y que participa 

en el sistema 2-5 A de defensa innata. 

La RNasa L es el componente terminal de una cascada molecular conocida como 

sistema 2’-5’ interferón o sistema 2-5A, la cual media acciones antivirales, 

antiproliferativas e inmunomoduladoras. La inactivación o desregulación de esta 
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cascada se asocia con un sistema inmunológico comprometido y un riesgo 

incrementado de cáncer. 

La Ribonucleasa L o RNasa L, conocida también como ribonucleasa 4 o ribonucleasa 

dependiente del 2´-5´oligoisoadenilato (2-5A), es una enzima encargada de degradar 

ARN solamente cuando se halla en su estado activo. Generalmente la enzíma se 

encuentra en estado latente, de ahí su clasificación como ribonucleasa “L” (Latente) , y 

es solamente tras su inducción por la unión con el regulador alostérico  2-5A cuando se 

encarga de destruir todo el ARN de simple cadena en la célula, es decir degrada tanto 

el ARN celular endógeno como el ARN viral, llevando a la muerte de la célula infectada 

(ver Figura 5). 

�

Figura 5: El Sistema 2-5A. El tratamiento con interferón o infección inducen la transcripción de los genes 
OAS. En presencia de ARN de doble cadena las proteínas OAS producen 2-5A; 2-5A se une y activa la 
RNAsa L latente mediante su dimerización lo que se traduce en degradación indiscriminada de todo el 
ARN de simple cadena (126). 
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La activación de la RNasa L se produce cuando el interferón en presencia de ARN de 

doble cadena en el citoplasma induce la transcripción de los genes OAS 

correspondientes a la familia de enzimas oligoadenilato sintetasas que producen los 

2´-5´oligoadenilatos (2-5A) que dan nombre a la cascada y que finalmente inducen la 

activación de la RNasa L o endoribonucleasa de ARN de cadena simple mediante un 

proceso de dimerización de monómeros de RNasa L. La actividad endonucleasa de la 

RNasa L en estado activo es la que finalmente se encarga de degradar el ARN celular y 

vírico indiscriminadamente conduciendo a la autodestrucción de la célula infectada y 

por tanto actuando como mecanismo de defensa de la infección viral (90, 127-128). 

 

La RNasa L fue descrita por primera vez como un complejo de 185 kDa por medio de 

experimentos de filtración en gel (129) y a continuación, como una proteína de 78-80 

kDa en gel, en condiciones de desnaturalización (130-131). La RNasa L humana es una 

proteína de 741 aminoácidos con una masa molecular aproximada de 83 kDa (132). 

Estas dos formas coexisten en las células, su proporción varía en función del tipo de 

célula y los procedimientos experimentales que se utilizan para su detección. Las dos 

formas de RNasa L unen 2 - 5A y tienen actividad nucleasa 2 - 5A dependiente (133-

134).  

A nivel de monómero, la RNasaL está compuesta por tres dominios; un dominio N-

terminal de repetición de anquirina, un dominio con actividad de proteína quinasa y un 

dominio C-terminal con actividad ribonucleasa. Se considera que el dominio N-terminal 

es el dominio regulador de la actividad RNasaL. La RNasa L se encuentra en su estado 

inactivo o latente, como se ha explicado anteriormente, hasta que el regulador 

alostérico 2-5A se une a su dominio regulador,  induciendo un cambio en el dominio de 

anquirina y provocando en consecuencia la dimerización de dos moléculas de RNasa L 

que lleva a la activación de su actividad ribonucleasa residente en el dominio C-

terminal (ver Figura 6) (127). 
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Figura 6: Estructura de la RNasa L por dominios y modelo de activación. A. Muestra los dominios 
funcionales de la RNasa L y sus correspondientes aminoácidos. B. Modelo de los cambios 
conformacionales inducidos por el regulador alostérico 2-5A que resultan en la dimerización de la RNasa 
L y correspondiente activación enzimática (126). 

 

A pesar de que la actividad endonucleolítica de la RNasa L es claramente la acción 

fundamental por la cual la enzima ejerce su acción, ha de mencionarse la existencia de 

proteínas adicionales que interaccionan con ella  y que proporcionan modos de acción 

alternativa del enzima. Entre ellas la proteína moduladora de la actividad de la RNasa L 

que forma parte del complejo RNasa L-RLI-eRF3  y que mejor caracterizada ha sido 

hasta la fecha: el inhibidor de RNasa L (RLI) (135), también conocido como ABCE1 (ver 

Figura 5). Ya que el RLI no posee capacidad de unión del oligoadenilato 2-5A, y por 

tanto no compite con la RNasa L por él, se pensó que el mecanismo por el que el RLI 

inhibía la actividad RNasa L implicaba interacción directa proteína-proteína. Sin 
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embargo, a pesar de que el RLI co-sedimenta con la RNasa L en ensayos de 

fraccionamiento y forma complejos de alto peso molecular que sugieren la formación 

de heterodimeros RLI-RNasa L, no ha sido posible evidenciar la unión de RLI con RNasa 

L en ausencia de eRF3 (136). Sea su unión directa o indirecta, lo que es claro es que el 

RLI es un potente inhibidor de la actividad RNasa L. Aspecto que queda claramente 

ilustrado por el hecho de que la sobreexpresión de RLI potencia la inhibición de la 

actividad RNasa L mientras que el bloqueo de la expresión de RLI mediante técnicas de 

silenciamiento con oligonucleotidos antisentido potencia la capacidad de la RNasa L de 

unir 2-5A, su capacidad de degradación de RNA ribosomal, la desestabilización del RNA 

mensajero mitocondrial y, en general su capacidad antiviral (135, 137-138).  

Al contrario de lo que ocurre con la RNasa L que solamente se halla en vertebrados, el 

RLI se halla altamente conservado evolutivamente por lo que, a pesar de su nombre 

pudiera estar implicado en otra serie de procesos. Estructuralmente contiene dos 

dominios de unión de nucleótidos (NMD) del tipo casete ATP (ABC), un motivo amino-

terminal de unión hierro-azufre y dos motivos tipo bucle P (P-loop) (139). 

La transcripción de RLI es inducida por la presencia de ARN de doble cadena o por 

infección viral, sin embargo no está regulada por el interferón alfa (135, 140). El gen 

RLI codifica 2 transcritos uno de 2,8 kilobases (kb) y otro de 3,5. La diferencia de sus 

tamaños se debe a uso de señales de poliadenilación alternativas y por tanto se 

restringen a su zona no traducida 3´ (3´UTR). El transcrito de mayor tamaño, 3,5 kb es 

más abundante, sugiriendo que la secuencia 3´UTR adicional le confiere estabilidad. A 

pesar de que ambos transcritos se expresan de forma ubicua, los niveles y la 

abundancia relativa de cada forma varía de tejido a tejido (135, 141-142). La expresión 

de RLI se halla reprimida en pacientes de SFC lo que se piensa contribuye a la 

desregulación de la actividad RNasa L que estos pacientes presentan (143-145).  

Como atenuador natural de la actividad RNasa L, el RLI puede contribuir a la 

desregulación de la actividad RNasa L en enfermedades. Ya que la expresión de RLI 

puede resultar inducida por la infección de algunos virus pudiera servir como 

mecanismo de defensa del virus, evadiendo la actividad RNasa L (140, 146). RLI 
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funciona también en el reciclado de ribosomas junto con la terminación de traducción 

mediada por eRF1/eRF3, proceso que parece ser también influenciado por la actividad 

RNasa L (147-148) posiblemente mediante la actividad endonucleolítica de ARN. Sin 

embargo, los detalles mecanísticos de esta función adicional y de cómo esta actividad 

puede condicionar la proliferación celular y la infección viral está por determinar. 

A la vista de una posible relación entre SFC e infección viral, los investigadores 

empezaron a examinar las proteínas  de acción antiviral en el huésped que pudieran 

estar alteradas, y cuya alteración estuviera asociada al proceso patogénico de esta 

enfermedad. Los primeros estudios rindieron datos sobre la desregulación de la 

cascada 2-5A, hallando una actividad incrementada OAS, niveles elevados de RNasa L e 

inhibición de la expresión de RLI, lo que colectivamente sugería una actividad antiviral 

RNasa L mayor en estos pacientes (140, 149). Los niveles de desregulación OAS/RNasa 

L/RLI observados parecían correlacionarse negativamente con la actividad de las 

células natural killer (NK) sanguíneas y la desregulación de los procesos de apoptosis 

(150-151). 

Adicionalmente e interesantemente, se encontró una variante de la RNasa L de bajo 

peso molecular en enfermos de SFC que no se hallaba presente en los sujetos control 

analizados. Esta variante de bajo peso molecular fue identificada como fragmento 

RNasa L de 37 kDa (152). Corresponde a una versión truncada del enzíma que contiene 

el extremo amino-terminal correspondiente al dominio de repetición de anquirina o 

dominio regulador, responsable de la unión del oligoadenilato 2-5A, y su abundancia 

relativa con respecto a la RNasa L monomérica de 83 kDa parecía correlacionarse con 

el grado de discapacidad del paciente (145).  

El fragmento de 37 kDa es generado por el procesamiento proteolítico de la RNasa L 

por las proteasas elastasa leucocitaria humana, la calpaína u otras proteasas presentes 

en los PBMCs de pacientes con SFC (92, 153). Una hipótesis sugiere que la infección 

puede inducir la producción de proteasas en monocitos, neutrófilos y células T que 

finalmente procesen la RNasa L produciendo el fragmento de 37 kDa. En realidad este 

procesamiento conduce simultáneamente a la producción de otro fragmento de 30 
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kDa correspondiente al extremo carboxi-terminal del enzima o dominio catalítico. 

Basándonos en el modelo actual de activación de la función endoribonucleasa de la 

enzima RNasa L (Figura 6) el fragmento de 37 kDa podría competir por la unión del 

oligoadenilato 2-5A con la forma monomérica completa de 83 kDa y por tanto inhibir 

su función. Sin embargo la unión de 2-5A de este fragmento que pudiera a la vez estar 

bloqueando el fragmento de 30 kDa induciría su disociación liberando esta forma 

truncada de actividad aparentemente 3 veces mayor que la de la forma completa 

(154). Adicional a este incremento en la degradación de ARN, la endonucleasa 

truncada puede no estar regulada de igual forma que la proteína completa exhibiendo 

posiblemente una especificidad alterada que podría conducir a la sintomatología 

presente en enfermos de SFC.  

En relación con el procesamiento de la RNasa L resulta importante mencionar el 

informe de Freemont y colaboradores demostrando que la unión de trímeros o 

tetrámeros 2-5A protege a la RNasa L frente a la proteólisis mientras que la RNasa L 

unida a dímeros de 2-5A es susceptible frente a las proteasas (155). Los dímeros de 2-

5A son preferentemente sintetizados por la isoforma p100 de las OAS (156), 

adicionalmente la distribución de las especies 2-5A pueden ser consecuencia de las 

características del ARN activador de doble cadena presente en la célula (157-158). 

Tanto el estudio de las diversas isoformas de los enzimas OAS como la de sus 

activadores en el contexto de la enfermedad de SFC podrian conducir a una 

comprensión más profunda del mecanismo generador del fragmento de 37 kDa y por 

tanto identificar posibles dianas terapéuticas en este sentido (159). Esta información 

completaría el modelo actual de los mecanismos de acción de la RNasa L en la defensa 

celular frente a la infección y en el control antiproliferativo (Figura 7). 
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Figura 7: Modelo de los mecanismos de acción de la RNasa L en la defensa celular frente a la 

infección y en el control antiproliferativo. Se destacan acciones directas e indirectas (líneas quebradas) 
de la enzima RNasa L, estas últimas mediadas por interacción con otras proteínas. La alteración de su 
expresión o de su actividad en general se asocia con susceptibilidad a patógenos, respuestas 
inmunitarias desreguladas y un fenotipo de proliferación anormal. El diagrama no incluye las etapas de 
producción de 2-5A. La RNasa L se muestra en forma activa (126). 

 

En este sentido Tiev et al., habiendo encontrado una asociación entre la fatiga crónica 

y una mayor abundancia relativa de una forma truncada de peso molecular estimado 

en 37 kDa con respecto a la forma íntegra de peso molecular aproximado de 83KDa de 

la enzima RNasaL  (160), llegó a proponer esta relación entre formas moleculares de la 

enzima como un biomarcador de la enfermedad de SFC (161).  
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Figura 8: Diagrama cíclico de la desregulación de la vía-2'5'oligoadenilato sintetasa de la RNasa L. 

Posible explicación de la disfunción inmunológica en células sanguíneas mononucleares (PBMCs) de 
pacientes de FM/SFC (162). 

 

Según el modelo descrito en la Figura 8. la proteólisis de la RNasa L conduce a una 

desregulación de la respuesta antiviral, provocando la apoptosis de células 

inmunológicas y causando una disfunción general del sistema inmunológico, dando 

lugar a que  infecciones oportunistas (virus herpes, micoplasma, clamidia,...etc) o 

reincidentes se desarrollen más fácilmente en pacientes con SFC perpetuando la 

enfermedad en su estado crónico, al no encontrar resistencia por parte del organismo 

huésped (160). Esta proposición se basaría en el hecho de que en aquellas 

enfermedades que cursan con inflamación, como la FM/SFC, la RNasa L se pudiera 

activar de manera alternativa por acción de la elastasa leucocitaria humana, una 

proteasa inflamatoria, llevando a la producción de una RNasa L más corta o truncada, 

de 37 kDa (159-160) y otra de 30 kDa (162) a partir de la proteína nativa de 83 kDa. 

 

Teniendo en cuenta que la diferencia en la expresión de la enzima en los pacientes de 

FM/SFC respecto a los controles podría explicar predisposición a las infecciones virales 

de forma recurrente y por tanto la sintomatología de dolor y cansancio en enfermos de 
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FM/SFC, resultaba de interés determinar si efectivamente esta forma truncada era así 

mismo prevalente en nuestra cohorte de pacientes (160-161, 163-164). 

 

El conocimiento de los factores etiológicos de una enfermedad es fundamental tanto 

para establecer un correcto diagnóstico como para el desarrollo de terapias adecuadas 

como tratamiento tanto médico como fisioterapéutico y programas de prevención de 

salud efectivos. 

Con todo lo expuesto se considera necesario el estudio más profundo de esta 

enfermedad con el fin de poder aplicar tratamientos más efectivos desde otras 

disciplinas del mundo de la salud como es la fisioterapia. 
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2 HIPÓTESIS 

La infección viral, en concreto por virus relacionados con el MLV y con el HTLV-2, 

presentará una mayor prevalencia entre los enfermos de FM/SFC que en la población 

sana y su presencia podrá ser detectada por amplificación de secuencias provirales 

presentes en el ADN genómico de los participantes afectados mediante técnicas de 

PCR anidada. 

Tal como previamente propuesto por Tiev et al. (164), la abundancia relativa de la 

forma truncada de la enzíma RNasa L con peso molecular aproximado de 37 kDa será 

mayor en los PBMCs de pacientes de FM/SFC que en los de los controles sanos. 

La sintomatología de dolor y cansancio en enfermos de FM/SFC podría explicarse por 

una infección viral recurrente facilitada por la desregulación de la actividad RNasa L 

consecuencia de la proteólisis de la forma íntegra de la enzima de 83 kDa. 
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3 OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta que nuestra población de pacientes de FM/SFC presentan con 

frecuencia alteraciones en el sistema inmunológico que puede hacerles más 

susceptibles a infecciones, y que la presencia de co-infecciones puede ser 

determinante a la hora de seleccionar un tratamiento antiviral efectivo, este estudio 

planteó evaluar las posibles infecciones por retrovirus previamente asociados a 

FM/SFC. De hecho este es el único estudio hasta la fecha que incluye la detección de 

ambos retrovirus (el gammaretrovirus como el XMRW o los virus relacionados con el 

MLV y el deltaretrovirus HTLV-2) en una misma cohorte de pacientes, y que además 

incluye la determinación de una posible correlación entre infecciones virales y 

alteraciones de las formas moleculares de la enzima RNasa L. 

 

Los objetivos específicos del estudio fueron:  

1. Determinar la sensibilidad del ensayo de PCR anidada para cada una de las 

parejas de primers bajo las condiciones óptimas de amplificación con el fin de 

asegurar adecuación de la técnica. 

2. Evaluar la infección de XMRV por medio de detección de la forma proviral en el 

genoma de los pacientes y sujetos control aplicando técnicas de amplificación 

por PCR anidada. 

3. Evaluar la infección de HTLV-2 por medio de detección de la forma proviral en 

el genoma de los pacientes y sujetos control aplicando técnicas de 

amplificación por PCR anidada. 

4. Determinar la posible desregulación del sistema inmunológico innato de los 

pacientes asociada a la presencia en proporción mayoritaria de formas 

truncadas de la enzima RNasa L de 37 kDa. 
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4 MATERIAL Y MÉTODO 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética e Investigación Clínica (CEIC) del 

Hospital La Plana de Vila-real (Castellón) (Anexo I). 

4.1 Participantes en el estudio 

Los 75 pacientes participantes en el estudio se reclutaron entre Enero y Abril de 2011 de 

forma transversal a través de un evento de difusión del estudio en AVAFI (Asociación 

Valenciana de Afectados de FM), en el que se informó detalladamente de los objetivos del 

estudio y de los análisis necesarios para la ejecución del mismo. Los enfermos de FM/CSF 

previamente diagnosticados por sus facultativos especialistas de departamento (FED) 

interesados en participar lo hicieron acudiendo a las Clínicas Universitarias de la 

Universidad Católica de Valencia “San Vicente Mártir” en las fechas anunciadas.  

Se les facilitó una hoja informativa del estudio (Anexo II) y a todos aquellos que tras ser 

informados aceptaron participar en el estudio se les pidió firmar el correspondiente 

consentimiento informado (Anexo III), existiendo en todo momento a su disposición la 

revocación del mismo si lo deseara (Anexo IV) así como la firma del consentimiento 

informado para la donación de sangre para el biobanco de investigación de la Universidad 

Católica de Valencia (Anexo V). 

Los criterios de inclusión y exclusión de los pacientes fueron los siguientes: 

4.1.1 Criterios de inclusión 

 Sujeto mayor de 18 años, con diagnóstico previo de FM/SFC según los criterios 

descritos por el Colegio Americano de Reumatología (8), con una historia de dolor 

generalizado y dolor en determinados puntos anatómicos a la palpación digital. 

El dolor es considerado generalizado cuando hay dolor en el lado derecho e izquierdo 

del cuerpo y dolor por encima y por debajo de la cintura. Además debe haber dolor en 

esqueleto axial (columna cervical, o región anterior del tórax, o columna dorsal, o 

parte inferior de la espalda). En esta definición el dolor de hombro y nalga se considera 
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dentro de dolor del lado derecho o izquierdo del cuerpo. Dolor en parte baja de la 

espalda se considera como dolor del segmento inferior. 

Existe dolor a la palpación digital, debe estar presente en al menos 11 de los 18 puntos 

sensibles siguientes: 

x Occipital: Bilateral. En las inserciones del músculo suboccipital. 

x Cervical inferior: Bilateral. En las porciones anteriores de los espacios 

interapofisarios transversos de C5- C7. 

x Trapecio: Bilateral. En la mitad del borde superior. 

x Supraespinoso: Bilateral. En su origen, encima de la espina de la 

escapula cercano al borde medial. 

x 2ª costilla: Bilateral. En la 2 unión costo-condral justamente lateral en 

relación a las uniones de las superficies localizadas por encima. 

x Epicóndilo lateral: Bilateral, 2 cm distal a los epicóndilos. 

x Glúteo: Bilateral. En el cuadrante supero-externo de nalga, en el pliegue 

anterior del músculo. 

x Trocánter mayor: Bilateral, posterior a la prominencia trocantérea. 

x Rodilla: Bilateral. En la bolsa adiposa medial próxima a la línea articular. 

La palpación digital debería llevarse a cabo con una fuerza aproximada de 4 Kg. Para 

que el punto sensible pueda ser considerado positivo, el paciente tiene que indicar si 

aquella palpación que es dolorosa. Sensible no debe ser considerada dolorosa.  

El paciente con FM debe cumplir ambos criterios de dolor generalizado y puntual a la 

palpación. El dolor generalizado debe estar presente por lo menos 3 meses. La 

presencia de una segunda enfermedad clínica no excluye el diagnóstico de FM. 

Se requirió que el diagnóstico de los pacientes de FM/SFC participantes en el estudio 

hubiera incluido una analítica completa de descarte de origen alternativo de sus 

dolencias: hemograma completo con recuento diferencial de leucocitos, proteína C 

reactiva, factor reumatoide, alanina aminotransferasa, albúmina, fosfatasa alcalina, 

aspartatoaminotransferasa, bilirrubina total, calcio, dióxido de carbono, cloro, 
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creatinina, glucosa, potasio, proteínas totales, sodio, nitrógeno ureico, TSH, T3 libre, T4 

libre, tiroglobulina, CMV ac. IgG, HBcAc, HBsAc, Hepatitis C.  

4.1.2 Criterios de exclusión 

Sujeto menor de 18 años con existencia de Síndrome de dolor asociado, existencia de otras 

enfermedades reumatológicas o de otra enfermedad grave y no asociada a FM/SFC. 

Los participantes sanos fueron sujetos donantes del Centro de Transfusión de la 

Comunidad Valenciana mayores de 18 años, apareados por edad con un margen de 5 años 

a los enfermos, sometidos a selección por los procedimientos habituales de despistaje de 

los Centros de Transfusión en sus campañas de hemodonación, empleando como muestra 

biológica los buffy-coats procedentes de las bolsas de donación. El número de participantes 

sanos fue de 79. 

La confidencialidad de los participantes se ha mantenido en todo momento de acuerdo 

con la Ley Orgánica  15/1999 del 13 de diciembre de Protección de Datos de Carácter 

Personal. Para ello se les asignó a cada uno de los pacientes un código numérico que 

correlativamente se asignaron a todas las fracciones que derivaran de esa muestra.  

4.2 Confirmación de diagnóstico y pruebas adicionales a las que fueron sometidos los 

pacientes participantes 

El diagnóstico de FM de los participantes de este estudio fue confirmado mediante la 

entrevista, toma de datos que se incluyeron en una base Access con historia clínica y 

exploración médica física consistente en la palpación digital y confirmación del dolor 

en al menos 11 de los 18 puntos sensibles, de acuerdo a las exigencias del Colegio 

Americano de Reumatología  (8) ya detalladas en párrafos anteriores. 

Adicionalmente la confirmación de diagnóstico de FM tras la valoración clínica de su 

médico de los centros de salud de procedencia incluyó las puntuaciones obtenidas  de 

la evaluación de los participantes mediante cuestionarios psicométricos validados. 

Concretamente los cuestionarios psicométricos que se utilizaron fueron: 
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a) Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) o Cuestionario Impacto FM (26, 36) 

(Anexo VI). 

b) Cuestionario Multidimensional de Fatiga (MFI) para la evaluación de fatiga según 

la Escala de Intensidad de Fatiga (EIF) diseñada por Krupp y cols (165) (Anexo VII). 

c) Cuestionario de salud y bienestar (SF36) (166) (Anexo VIII). 

4.3 Toma de muestra, procesamiento y almacenaje 

4.3.1 Toma de muestra 

La toma de sangre única de los enfermos de FM/SFC participantes consistente en un 

volumen final de aproximadamente 10 cc/paciente, se realizó mediante punción 

intravenosa en 2 tubos Vacutainer conteniendo, cada uno de ellos, 170 IU de heparina 

de litio como anticoagulante (BectonDickinson BD 365725). 

Como mencionado, todas las muestras se extrajeron previo consentimiento informado 

y fueron procesadas en tiempos inferiores a 2 h tras su extracción, manteniendo las 

muestras a temperatura ambiente (TA) durante el periodo previo a su procesamiento. 

En el caso de muestras control el volumen de buffy-coats fue superior a 20cc/donante. 

Igualmente las muestras fueron procesadas dentro de las 2 h siguientes a su 

recolección en el Centro de Transfusión de la Comunidad Valenciana, manteniendo las 

muestras a TA hasta el momento de su procesamiento. 

4.3.2 Fracciones obtenidas a partir de las muestras 

4.3.2.1 Aislamiento de ADN genómico 

Tras invertir el tubo de cada una de las muestras de pacientes un par de veces, se 

ƚŽŵĂƌŽŶ�ĐƵĂƚƌŽ�ĂůşĐƵŽƚĂƐ�ĚĞ�ϲϬϬ�ʅů�ĐĂĚĂ�ƵŶĂ͘��ŽƐ�ĚĞ�ĞůůĂƐ�ƐĞ�ĐŽŶŐĞůĂƌŽŶ�Ă�-80 ºC y las 

2 restantes se procesaron de inmediato utilizando el Wizard Genomic ADN Purification 

kit (cat#A1125; Promega) siguiendo a las instrucciones del fabricante.  

Se utilizaron volúmenes equivalentes de buffy-coats para la preparación de ADN 

genómico de sujetos control. Así mismo se dispuso de alícuotas idénticas para ser 

mantenidas también a -80ºC. 



Cap. 4. Material y Método 

�Ǥ�
���À����������� � Ͷ͹�

�

 

Se lisaron las células en 3 volúmenes de Cell Lysis Solution mezclando por inversión e 

incubando a TA durante 10 minutos. Los núcleos fueron aislados mediante 

centrifugación a 14000 rpm durante 20 segundos a TA en una microcentrífuga de 

mesa. Tras decantar el sobrenadante  los pellets blancos de núcleos se lisaron en 1 

volumen de Nucleic Acid Solution pipeteando hasta aumentar la viscosidad del medio, 

indicativo de lisis nuclear. El RNA contaminante fue eliminado por tratamiento con 

RNAse A Solution e incubación 15 minutos a 37ºC. Las proteínas contaminantes fueron 

eliminadas por precipitación utilizando 1/3 del volumen de partida del reactivo Protein 

Precipitation Solution y vigorosa agitación mediante uso de vortex, seguida de una 

centrifugación a 14000 rpm durante 3 minutos a TA. El ADN genómico fue obtenido 

por precipitación añadiendo 1 volumen de isopropanol al sobrenadante de la etapa 

anterior, mezclando por inversión y centrifugando de nuevo a 14000 rpm durante 1 

minuto a TA. En esta etapa es posible observar las hebras de ADN precipitando.  

El pellet fue lavado con 1 volumen de etanol al 70% y centrifugando a 14000 rpm 

durante 1 minuto a TA. El ADN fue deshidratado por incubación a TA durante 10-15 

min, seguido de su rehidratación en 100 ђl de ADN rehydratation solution con ayuda 

de aumento de temperatura, mediante incubación a 65ªC durante 1 hora.  

El rendimiento ADN genómico obtenido fue cuantificado utilizando un 

espectrofotómetro Nanodrop ND 2000c de la casa comercial Thermo Scientific, 

midiendo su absorbancia a longitud de onda 260 nm y tras ajustar la su concentración 

a una concentración final de 200 ng/ђl fue almacenado a 4ºC hasta su uso para evitar 

rotura de las hebras de ADN por ciclos de congelación-descongelación. Para prevenir la 

deshidratación de la muestra se utilizaron tubos eppendorf de cierre hermético. 

Las alícuotas de sangre cruda y las alícuotas de buffy-coats congelados se procesaron 

según necesidad del proyecto siguiendo el protocolo descrito. 
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4.3.2.2 Obtención de Plasma y aislamiento de PBMCs o células 

mononucleares de sangre periférica. 

 

Para el aislamiento de los PBMCs se utilizó hasta un máximo de 17,5 cc/paciente o 

buffy-coat fue diluido en relación 1:1 en volumen, en solución tampón PBS (phosphate 

buffered saline) (137 mM NaCl, 2.7  mM KCl, 10  mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4; pH 7,4) 

y colocado con cuidado sobre un colchón de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare) 

(densidad 1.078 g/ml) para permitir el aislamiento de células mononucleares de sangre 

periférica al centrifugar  la mezcla a 500g durante 30 minutos en un rotor basculante 

(Eppendorf REF ROTOR HL052 06947) a TA, teniendo cuidado de eliminar el freno para 

conseguir una separación de fases bien definidas, como previamente descrito por 

Demettre et al., en su artículo, Ribonuclease L proteolysis in peripheral blood 

mononuclear cells of chronic fatigue syndrome patients (92).  

 

Durante la centrifugación los hematíes y neutrófilos atraviesan el Ficoll separándose de 

los linfocitos, monocitos y el plasma que queda flotando sobre la capa de células 

mononucleares o PBMCs. 

 

Se alicuotó el plasma en criotubos y tras su etiquetado se conservaron a -80ºC. El anillo 

o capa de mononucleares se aspiró con cuidado con una pipeta de calibre amplio y se 

colocó en un tubo limpio de 15 ml para proceder a la lisis de posibles eritrocitos 

contaminantes. Para ello se incubaron sobre hielo con 1 volumen de tampón de lisis de 

eritrocitos buffer (155 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3, pH 7.4, 0.1 mM EDTA) durante 5 

minutos, y se centrifugaron de nuevo a 500g durante 10 minutos a TA, esta vez ya con 

frenado del rotor, para eliminar en el sobrenadante los deshechos de rotura, como 

descrito previamente. 

 

Finalmente los PBMCs se sometieron a dos lavados en solución tampón PBS (1 

volumen) mediante resuspensión seguida de centrifugación a 300g 15 minutos a TA. 
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Los pellets se resuspendieron en medio de congelación consistente en una mezcla de 

suero fetal bovino (FBS) al 90% y dimetil-sulfóxido (DMSO) al 10% como agente 

crioprotector. Para el conteo de células viables, se tomó una muestra de 10 ђl en 

Trypan Blue al 50% y se procedió al contaje en una cámara de Neubauer. Se ajustó la 

concentración de PBMCs a 107células/ml tras su alicuotado en crioviales de 0,5 se 

ĂůŵĂĐĞŶĂƌŽŶ�Ă�оϭϱϬΣ��ŚĂƐƚĂ�ƐƵ�ƵƐŽ͘ 

Estos procedimientos fueron realizados en condiciones de esterilidad utilizando una 

campana de cultivos AV-100 Telstar Ref: 23812 con lámpara ultravioleta. 

4.3.2.3.- Obtención de proteínas totales de PBMCs 

Para la extracción de proteínas totales se utilizó el reactivo Mammalian Protein 

Extraction Reagent (M-PERcat# 78501, Thermo Fisher) su combinación de detergentes 

en un tampón de bicina 25 mM a pH 7,6 permite la extracción efectiva de proteínas 

citoplásmicas y nucleares de células en cultivo o en suspensión. Adicionalmente su 

sencilla composición permite que los extractos de proteínas sean compatibles con 

otras aplicaciones posteriores tal como la cuantificación por reactivo de Bradford. 

Se utilizaron 5 x 106 PBMCs por cada 0,5 ml de reactivo M-PER, bien PBMCs en fresco 

bien el pellet obtenido tras descongelar una de las alícuotas conservadas a -150 ºC de 

forma rápida en un baño a 37 ºC y lavar en 2-5 vol de 1X PBS centrifugando a 300g 

durante 15 minutos. Siguiendo las instrucciones del fabricante y tras suplementar el 

reactivo M-PER con el cocktail inhibidor de proteasas Halt Protease Inhibitor cocktail a 

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂĐŝſŶ� ϭy� ;���^&ͻ,�ů� ϭ�ŵD͖��ƉƌŽƚŝŶŝŶ�ϴϬ� ŶD͖� �ĞƐƚĂƚŝŶ� ϱ� ђD͖� �-64 1,5 ђM; 

EDTA 5 mM; Leupeptin 2 ђM y Pepstatin A 1 ђM) se procedió a la lisis celular mediante 

incubación a TA en una plataforma de agitación durante 10 minutos. En caso de 

observar alta viscosidad en los extractos se les sometió a 3 pulsos de 3segundos cada 

uno en un sonicador 250CE Digital Branson Ref: BBR10113056A, teniendo la 

precaución de enfriar el extracto entre pulsos. 

Los extractos se separaron del material de debris mediante centrifugación a 14000 

rpm en una centrífuga de mesa Eppendorf, Sorvall Legend Micro 21R Fisher Scientific 

Ref: 75002445 15 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se transfirieron a ependorfs sobre 
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hielo y se cuantificaron siguiendo las indicaciones del fabricante del reactivo 

ThermoScientific™ Pierce™ Coomassie Plus™ (Bradford) Protein Assay (cat# PI-23236, 

ThermoScientific) sobre la curva patrón preparada con el standard de sero-albúmina 

bovina (BSA) incluida en el kit, todo ello midiendo absorbancia a longitud de onda 595 

nm de la mezcla indicada de extracto con reactivo Bradford en un Nanodrop ND 2000c 

de la casa comercial ThermoScientific. Tras su cuantificación la concentración de 

proteínas fue ajustada a 10 ђg/ђl en M-PER. Los extractos se alicuotaron en volúmenes 

de 20-50ђl/vial y se conservaron a -80ºC hasta su uso. 

4.4 Obtención de ADN genómico de ratón 

Se utilizó el kit de preparación de ADN genómico a partir de sangre cruda Wizard 

Genomic ADN Purification kit (cat#A1125; Promega) según descrito en el apartado 

3.3.2.1, utilizando 600 ђl de sangre de cola de ratón cepa C57BL7. Su cuantificación y 

conservación fue idéntica a lo descrito para las fracciones de ADN genómico humano 

en secciones anteriores. 

4.5 Amplificaciones de secuencias provirales mediante PCR anidada  

4.5.1 Diseño de primers para la amplificación de secuencias XMRV 

 

Se diseñaron los primers necesarios para detectar la presencia de secuencias provirales 

del novedoso virus XMRV mediante la técnica de amplificación de la polimerasa o PCR 

(Polymerase Chain Reaction) en la región génica viral env del mencionado virus.  

 

A fin de permitir la detección de variantes del XMRV en nuestros pacientes, tales como 

las descritas por Lo et al. para el virus MLV (86), altamente relacionado con el XMRV, 

se pasó a alinear las secuencias de ambos virus, en concreto las secuencias de 

Genbank Accession numbers:DQ399707 y  U13766 codificantes del aislado vp62 del 

XMRV y de la cepa MCF1233; Mink cellfocus-forming 1233 del MuMLV virus 

respectivamente; y se seleccionaron las regiones más conservadas dentro del gen de la 

proteína env (correspondiente a las secuencias comprendidas entre posiciones 5754 y 

7691 del genoma del virus XMRV y posiciones 5788 y 7713 del MLV), ver el 
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alineamiento genético del XMRW y MLV (Anexo IX). 

 

Para el alineamiento de secuencias nucleotídicas se utilizó el programa “Align” 

(megablast) (168) desarrollado por el NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) (169) Database resources of the National Center for Biotechnology 

Information. [Monografía en internet]. Nucleic Acids Res. 2014 Jan 1;42(1):D7-D17. 

[Acceso 22 de mayo de 2011]. Disponible en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

 

Para el diseño de primers en esta región del gen env se utilizaron los programas 

informáticos: Primer designing Tool Primer Blast NCBI. [Monografía en internet].  

[Acceso 26 de mayo de 2011]. Disponible 

en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3060828/ y la herramienta gratuita 

de confección de primers Oligo Analyzer 3.1 de nuestro proveedor, la empresa 

Integrated ADN Technología (IDT). [Monografía en internet]. [Acceso 26 de mayo de 

2011]. Disponible en: http://eu.idtADN.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ , 

teniendo en cuenta las recomendaciones para su diseño que se recogen en el anexo de 

información complementaria al diseño de primers (Anexo X). 

 

Como indica la Tabla 8 el set de primers utilizado para la primera amplificación por PCR 

fueron XMRV-env-outer-F y XMRV-env-outer-R y el set utilizado en la segunda 

amplificación o PCR anidada del gen env incluyó los primers XMRV-env-inner-F y 

XMRV-env-inner-R. 

 

En las amplificaciones de otras regiones del virus, como la región gag se utilizaron 

primers previamente descritos por otros autores. Esto incluye el set de primers 

compuesto por: 419F y 1154R como outer primers y los 2 inner sets correspondientes 

a los primers GAG-I-F y GAG-I-R por un lado y los primers NP116 y NP117 por otro, tal 

como indica la Tabla 8. 
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Tabla 8: Relación de primers utilizados 

Primer Secuencia Tm (ºC) Virus/gen amplificado Referencia Tamaño l 

Fragmento 

XMRV-env-
outer-6156-F 

5´-TGTGAGACCACTGGACAGGC-3´ 59.3 XMRV/env 
[Genbank: accession        
DQ399707] 

(170) 973 bp 

XMRV-env-
outer-7129-R 

5´-GTAAGTCCTCCCAACAGCAG-3´ 55.3 

XMRV-env-
inner-6334-F 

5´- ACGCGGGTAAAAGGGCCAGC-3´ 63.3 602 bp 

XMRV-env-
inner-6936-R 

5´-AAGCCCAAATGGTCCCGGCG-3´ 63.5 

419F 5ƍATCAGTTAACCTACCCGAGTCGGAC-3ƍ 59.6 XMRV/gag 
[Genbank: accession        
DQ399707] 

(93) 

 

730 bp 
1154R 5ƍ-GCCGCCTCTTCTTCATTGTTCTC-3ƍ 58.2 
GAG-I-F 5ƍ-TCTCGAGATCATGGGACAGA-3ƍ 54.7 410 bp 
GAG-I-R 5ƍ-AGAGGGTAAGGGCAGGGTAA-3ƍ 57.7 
NP116 5ƍ-CATGGGACAGACCGTAACTACC-3ƍ 56.9 (86) 380 bp 
NP117 5ƍ-GCAGATCGGGACGGAGGTTG-3ƍ 60.4 

      
HTLV II outer-F 5´-CTAGCCTCCCAAGCCAGCCACC-3´ 64.5 HTLV-2 subtype b4/LTR 

region 
[Genbank: accession 
AF412314]  

(119) 868 bp 
HTLV II outer-R 5´-CCAGTGGTGGGTTGATAGCCC-3´ 60.2 
HTLV II inner-F 5´-CGAGTCATCGACCCAAAAGGTC-3´ 57.8 802 bp 
HTLV II inner-R 5´-GGAGTTGGGGAAAGCCCGTGG-3´ 63.1 

      
IAP-F 5´-ATAATCTGCGCATGAGCCAAGG-3´ 57.9 Murine intracisternal A 

particle (IAP) long 
terminal repeat ADN 
[Genbank: accession     
FJ854357]   

(94) Genomic 
ADN.  
Sizes ranging 
between  
236-312 bp 

IAP-R 5´-AGGAAGAACACCACAGACCAGA-3´ 57.8 

      
h-ß-actin F 5´-ATATCGCCGCGCTCGTCGTC-3´ 62.3 Human ß-actin gene 

[Genbank: accession 
NG_007992] 

(170) Genomic ADN 
416 bp 

h-ß-actin R 5´-GAGCCACACGCAGCTCATTG-3´ 59.3 mRNA 281 bp 
hGAPDH-F 5´-GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC- 3ƍ 57.3 -Human genomic X 

chromosome 
GRCh37.p10 contig 
sequence between 
positions 2499130 
and 2498903 
-Human GAPDH 
transcript variant 1, 
mRNA 
[Genbank: accession 
NM_002046  ]           
 

(93) Genomic ADN 
227 bp 

hGAPDH-R 5-GGAAGATGGTGATGGGATTTC- 3ƍ 53.3 mRNA 
228 bp 
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4.5.2 Diseño de primers para la amplificación de secuencias HTLV-2 

Los primers utilizados para la detección de secuencias genómicas provirales HTLV-2 

fueron los previamente descritos por Toro et al. (119) que, mediante PCR anidada 

amplifican secuencias de la región LTR (long terminal repeats) y gen gag del virus de 

tamaños 868 y 802 bp respectivamente en primera PCR y PCR anidada 

respectivamente, conteniendo las secuencias detalladas en la Tabla 8. 

4.5.3 Amplificación por PCR anidada del virus XMRV 

Las reacciones de PCR anidada se realizaron de acuerdo a los protocolos previamente 

descritos (86, 93, 170) con algunas modificaciones. En la primera reacción de 

ĂŵƉůŝĨŝĐĂĐŝſŶ� ƉŽƌ� W�Z� Ğů� ǀŽůƵŵĞŶ� ĨŝŶĂů� ĨƵĞ� ĚĞ� � ϱϬ� ʅů͕� ĐŽŶƚĞŶŝĞŶĚŽ� ϭ� ђŐ� ĚĞ� ��E�

genómico con el fin de incrementar la sensibilidad de detección de la región específica 

buscada, y los siguientes componentes: tampón Green Go Taq Flexi del proveedor 

Promega a una concentración final 1X, MgCl2 a una concentración de 2,5 mM, dNTPs a 

la concentración de 0,2 mM/cada uno, los primers correspondientes forward y reverse 

Ă�ƵŶĂ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂĐŝſŶ�ĚĞ�ϭ�ƉŵŽůͬʅů� ĐĂĚĂ�ƉƌŝŵĞƌ�Ǉ�Ϯ͕ϱ�ƵŶŝĚĂĚĞƐ�ĚĞ� ůĂ�ĞŶǌŝŵĂ� �'Ž�dĂƋ�

Flexi ADN polymerase (Promega). La mezcla también incluyó  DMSO al 5 % para 

facilitar la apertura de la doble hebra de genómico.  

 

Los ciclos de amplificación a los que fueron sometidas las muestras consistieron en un 

ƷŶŝĐŽ� ĐŝĐůŽ� ŝŶŝĐŝĂů� ĚĞ� ĂƉĞƌƚƵƌĂ� ĚĞů� ��E� ŐĞŶſŵŝĐŽ� ĐĂůĞŶƚĂŶĚŽ� Ă� ϵϰΣ�� ĚƵƌĂŶƚĞ� � ϱ�

minutos, seguido de 40 ciclos de amplificación  cada uno de ellos consistiendo en una 

ĨĂƐĞ�ĚĞ�ĂƉĞƌƚƵƌĂ�ĚĞů���E�ĂŵƉůŝĨŝĐĂĚŽ�ĐĂůĞŶƚĂŶĚŽ�Ă�ϵϰΣ��ĚƵƌĂŶƚĞ�ƵŶ�ŵŝŶƵƚŽ͕�ƐĞŐƵŝĚŽ�

ĚĞ� ůĂ� ĨĂƐĞ�ĚĞ�ĂƉĂƌĞĂŵŝĞŶƚŽ�ĚĞ� ůŽƐ�ƉƌŝŵĞƌƐ�Ă�ϱϱΣ��ĚƵƌĂŶƚĞ�ϯϬ�ƐĞŐƵŶĚŽƐ�Ǉ�ƵŶ�ĐŝĐůŽ�ĚĞ�

amplificación o polimerización a la temperatura óptima de la enzima Taq Ă� ϳϮΣ��

ĚƵƌĂŶƚĞ� ϭ� ŵŝŶƵƚŽ͘� dŽĚŽ� ĞůůŽ� ƐĞŐƵŝĚŽ� ĚĞ� ƵŶ� ƷŶŝĐŽ� ĐŝĐůŽ� ĚĞ� ĞǆƚĞŶƐŝſŶ� ĨŝŶĂů� Ă� ϳϮΣ��

durante 10 minutos que permita la completa amplificación de los productos de PCR. 
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La segunda PCR o PCR anidada propiamente dicha contenía de 1/10 del volumen de 

amplificación de PCR producto de la primera amplificación como ADN diana y los 

mismos componentes mencionados para la primera amplificación a excepción del 

DMSO.  Las condiciones de amplificación utilizadas fueron también similares a las 

descritas para la primera PCR incluyendo los siguientes ajustes: el número de ciclos fue 

de 45 y la temperatura de apareamiento de primers (temperatura de annealing) fue de 

55 a 60 ºC según la Tm del set de primers utilizado (ver Tabla 8). 

 

Como control de amplificación positivo del virus XMRV se utilizó el constructo del 

aislado vp62 del virus XMRV en el plásmido  pcADN3.1 obtenido del repositorio 

gratuito AIDS Research and Reference Reagent Program (Cat# 11881) amablemente 

cedido por el Dr. Silverman el Instituto de Investigación Lerner, Cleveland, OH (USA) 

(93). 

 

Como control negativo se utilizaron todos los componentes de una reacción excepto 

del ADN diana, es decir el ADN genómico. 

 

Las muestras fueron ensayadas en formato de mezclas master mix en sets de 20 a fines 

de minimizar los sesgos por pipeteo entre tubos. 

 

4.5.4 Amplificación por PCR anidada del virus HTLV-2 

Las condiciones de amplificación para las secuencias del virus HTLV-2 fueron las 

mismas que previamente describió el equipo de Toro et al. (119) con la excepción de 

que las temperaturas de apareamiento de primers fueron reducidas a 55 ºC a fines de 

permitir amplificación de variantes del virus (condiciones permisivas de amplificación).  

Como control `positivo de amplificación del virus HTLV-2 se utilizó ADN genómico de 

un paciente previamente diagnosticado con la infección del virus pero que no padecía 

FM, material amablemente cedido por los Doctores Soriano y Treviño del Hospital 

Carlos III  de Madrid y, en el caso de las PCR anidadas se utilizó un constructo del 

producto de amplificación de esta ADN genómico con los primers HTLV-II inner 
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Forward y Reverse en el plásmido pGEM-T-Easy (Promega) obtenido por subclonación 

en este proyecto y depositado en el NIH AIDS Reagent Program para que pueda servir 

de referencia a futuras investigaciones del virus huérfano HTLV-2 (ver Anexo XIII). 

Igualmente el material de partida de estas amplificaciones consistió en ADN genómico 

de pacientes o sujetos control en la cantidad de 1 ђg/reacción inicial. 

Como control negativo se utilizaron todos los componentes de una reacción excepto 

del ADN diana, es decir el ADN genómico. 

Las muestras fueron ensayadas en formato de mezclas master mix en sets de 20 a fines 

de minimizar los sesgos por pipeteo entre tubos. 

 

4.6 Amplificaciones de secuencias genómicas mediante PCR  

4.6.1 Diseño de primers para la amplificación de secuencias presentes en el 

genoma humano 

Los primers utilizados para amplificar la secuencia del gen de expresión constitutiva 

;ŚŽƵƐĞŬĞĞƉŝŶŐͿ�ɴ-actina, fueron diseñados en el presente estudio en la región de su 

segundo exón. La amplificación con este set de primers a partir de ADN genómico debe 

rendir un producto de 416 bp mientras que la retrotranscripción y posterior 

amplificación  a partir de ARN debe producir un fragmento carente de la secuencia 

intrónica en esta región y por tanto de menor tamaño (281 bp)(ver Tabla 8). 

Los primers utilizados para amplificar la secuencia del  gen de expresión constitutiva 

(housekeeping) GAPDH fueron adaptados del trabajo de Silverman (93) estos primers 

amplifican este gen por retrotranscripción sin embargo también amplifican una región 

del ADN genómico humano correspondiente a la región del cromosoma X entre 

posiciones 2499130 y 2498903 rindiendo un producto de tamaño similar (ver Tabla 8) 

no permitiendo distinguir por tanto si el producto de amplificación deriva de ADN 

genómico o ARN en el caso de incluir transcriptasa reversa en la reacción. 

 



  Cap. 4. Material y Método 

�Ǥ�
���À������������ � 56�

�

4.6.2 Diseño de primers para la detección de IAPs contaminación murina 

En la evaluación de contaminación de ADN genómico murino se utilizaron los primers 

descritos por el grupo de Robinson et al. (94) para buscar la presencia de IAPs 

(Intracisternal A Particle) en nuestras muestras de ADN genómico humano, ver Tabla 8. 

El tamaño esperado de los fragmentos de ADN amplificados por PCR es de 

aproximadamente entre 200 y 300 bp para los primers propuestos. 

  Todos los primers fueron sintetizados por el proveedor IDT (Integrated ADN 

Technologies) en calidad de primers desalados. 

 

4.6.3 Amplificación por PCR de secuencias genómicas 

Las condiciones utilizadas para la amplificación de secuencias genómicas de ADN 

humano consistieron en condiciones estándar de PCR. En concreto se utilizaron 50–

100 ng de ADN genómico de pacientes o de sujetos control en tampón Green 

GoTaqFlexi del proveedor Promega a una concentración final 1X, MgCl2 a una 

concentración de 2,5 mM, dNTPs a la concentración de 0,2 mM/cada uno, los primers 

ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝĞŶƚĞƐ� ĨŽƌǁĂƌĚ� Ǉ� ƌĞǀĞƌƐĞ� Ă�ƵŶĂ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂĐŝſŶ�ĚĞ�ϭ�ƉŵŽůͬʅůĐĂĚĂ�ƉƌŝŵĞƌ� Ǉ�

2,5 unidades de la enzima  Go Taq Flexi ADN polymerase (Promega). La mezcla 

también incluyó  DMSO al 5 % para facilitar la apertura de la doble hebra de genómico. 

Las condiciones fueron un ciclo inicial de desnaturalización a 95ºC durante 3 minutos 

seguido de 30 ciclos de los 3 segmentos siguientes: desnaturalización a 95ºC durante 

30 segundos, apareamiento a 55ºC durante 30 segundos y amplificación a 72ºC 

durante 30 segundos, y un ciclo final de amplificación a 72ºC durante 2 minutos. 

Como control negativo se utilizó una reacción carente de ADN genómico. 

 

4.6.4 Amplificación por PCR de secuencias IAP 

Las condiciones de amplificación utilizadas para la detección de secuencias IAP 

contaminantes fueron idénticas a las previamente descritas por Robinson et al. (94) 

consistentes en un ciclo inicial a 94oC, 8 minutos, seguido de 35 ciclos de las siguientes 

3 etapas: 94oC 30 segundos, 58oC 30 segundos, 72oC 20 segundos y un ciclo final de 7 
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minutos a 72oC. Las mezclas de amplificación  consistieron en 1 ђg de ADN genómico 

de pacientes o de sujetos control en tampón Green Go Taq Flexi del proveedor 

Promega a una concentración final 1X, MgCl2 a una concentración de 2,5 mM, dNTPs a 

la concentración de 0,2 mM/cada uno, los primers correspondientes forward y reverse 

Ă�ƵŶĂ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂĐŝſŶ�ĚĞ�ϭ�ƉŵŽůͬʅůĐĂĚĂ�ƉƌŝŵĞƌ�Ǉ�Ϯ͕ϱ�ƵŶŝĚĂĚĞƐ�ĚĞ�ůĂ�ĞŶǌŝŵĂ��'Ž�dĂƋ�&ůĞǆŝ�

ADN polymerase (Promega). La mezcla también incluyó  DMSO al 5 % para facilitar la 

apertura de la doble hebra de genómico.  

Como control positivo se utilizó 0,1-1 ng de ADN genómico de ratón junto con 1 ђg de 

ADN genómico humano de un sujeto control. Como control negativo se utilizó una 

reacción carente de ADN. 

Todas las amplificaciones por PCR fueron optimizadas previo inicio de cribado en 

concreto se evaluaron diferentes concentraciones de cloruro de magnesio (0-5 mM) y 

de DMSO (0-10%). Adicionalmente  la sensibilidad de los ensayos para la detección de 

secuencias provirales y de ADN contaminante de ratón fue titulada mediante 

diluciones seriadas de las secuencias diana utilizadas como control positivo en cada 

caso particular. 

 

4.7 Visualización de ADN 

4.7.1 Visualización de ADN genómico 

La integridad del ADN genómico aislado fue corroborada mediante visualización de la 

banda mayoritaria tras su separación a 90-100 V 1-2 horas en gel de agarosa MS (cat#. 

11816586001, Roche) 0.8-1% en tampón 1x TAE (40 mM Tris acetate, 1 mM EDTA pH 

8,0) (cat# TA0010, Scharlau) conteniendo el intercalante real safe Ref: RBMSAFE y 

comparación al marcador de peso molecular lambda phageHindIII ADNmarker 

(Biotools). 

 

4.7.2 Visualización de los productos de PCR 

El tamaño de los productos de amplificación de ADN por PCR y PCR anidada fue 

determinado mediante su resolución en gel de agarosa al 1-2% sometidos a un voltaje 
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constante de 90-100 V durante 1-2 horas en tampón 1x TAE (40 mM Tris acetate, 1 

mM EDTA pH 8,0) (cat# TA0010, Scharlau) conteniendo el intercalante real safe Ref: 

RBMSAFE y comparación al marcador de peso molecular 100 bp laddermarker, PCR 

markers (cat# G210A, G316A, Promega) y/o marker XIII (cat# 11721925001, Roche). 

 

4.8 Purificación, subclonación y secuenciación de fragmentos de ADN 

Aquellas muestras cuyas bandas al correr el gel de agarosa al 2%, presentaron un peso 

molecular semejante al de la secuencia del virus XMRV o HTLV-2, se corrieron de 

nuevo en un gel de agarosa al 1% con el fin de obtener una buena recuperación de 

ADN. Siguiendo las indicaciones del fabricante del Kit GEN ELUTE agarose Spin Column 

con referencia 56500-70EA de la casa comercial SIGMA, se aisló el ADN contenido en 

las bandas de interés, se subclonaron en el vector pGEM-T-Easy de la casa comercial 

Promega y se secuenciaron en los servicios externos de la Unidad de Genómica del 

Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental (SCSIE) de la Universidad de 

Valencia y de la Unidad de Genómica del CIPF (Centro de Investigaciones Príncipe 

Felipe) de Valencia utilizando los primers T7 forward y SP6 reverse. Las secuencias 

obtenidas fueron alineadas a las secuencias nucleotídicas no repetitivas de la base de 

datos Genbank utilizando  el programa BLAST (Basic local alignment search tool) at the 

NCBI (174) para su identificación.  

 

La subclonación se efectuó utilizando el sistema de ligación rápida desarrollado por la 

casa Promega (pGEM-T Easy vector system II cat# A3610) basado en el principio de 

extremos complementarios TA del vector con extremos T y el producto de PCR. La 

reacción de ligación fue utilizada para la transformación de bacterias Escherichia coli 

cepa JM190 termo-competentes por choque de calor a 42 ºC durante 45 segundos y 

posterior recuperación en medio SOC a 37ºC durante 1 hora. 

Los transformantes fueron seleccionados en placas LB suplementadas con el isómero 

de la lactosa IPTG (isopropil-ɴ-D-1-thiogalactopiranoside) 0.1 mM y el substrato de la 
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enzima beta-galactosidasa X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ɴ-d-galactopyranoside) 

40 ђg/ml y ampicilina a una concentración final de 75 ђg/ml.  

Se preparó plásmido a partir de las colonias de color blanco (con inserto) inoculando 

cada colonia en 3 ml de LB suplementado con ampicilina a una concentración final de 

75 ђg/ml y creciendo el cultivo a saturación durante 12-16 h a 37ºC. El ADN plásmido 

fue aislado utilizando el kit PureYield™ PlasmidMiniprepSystem (cat# 1222, Promega) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El rendimiento y pureza del ADN 

recombinante obtenido se midió en un NanoDrop 2000c spectrophotometer de 

ThermoScientific registrando las absorbancias a longitud 260 y 280 nm. 

Se comprobó que efectivamente el tamaño del inserto correspondía al tamaño del 

fragmento purificado mediante restricción de enzimas y resolución de fragmentos en 

agarosa, en concreto se utilizó la enzima EcoRI-HF (High Fidelity) cuyo sitio de 

restricción se halla presente en ambos lados del punto de sublonación del vector, 

según las indicaciones del fabricante (R3101S, New England Biolabs), antes de que el 

clon fuera seleccionado para su secuenciación. 

 

4.9 Análisis de expresión de la RNasa L mediante análisis por Western Blot 

Se utilizaron 50 ђg de extractos de proteínas totales  preparadas a partir de PBMCs de 

pacientes participantes o de sujetos control y se separaron mediante electroforesis en 

base a su peso molecular en geles desnaturalizantes discontinuos de poliacrilamida al 

10-12% (SDS-PAGE) en solución tampón Tris bajo condiciones reductoras según 

previamente descrito por Laemmli (175) utilizando el sistema de minigeles Mini-

PROTEAN Electrophoresis System de Bio-Rad Laboratories Inc. sometido a un voltaje 

de 150 V durante aproximadamente 120 minutos.  

Tras su separación las proteínas fueron electrotransferidas a membranas PVDF 

(PolyvilidineFluoride) con tamaño de poro de 40 ђm Amersham Hybond-P PVDF 

Transfer Membrane General Electric Ref: RPN303F previamente activadas en 100% 

metanol, en tampón Tris 25 mM Glicina 192 mM 0,1% SDS 20% metanol pH 8,0  a 100 
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V durante 1 hora a 4ºC. Las membranas fueron bloqueadas en tampón PBST (1X 

Phosphate buffer saline 0,1 % Tween) conteniendo leche desnatada al 5% durante 2-

16 h. A continuación se añadió el anticuerpo primario específico de RNasaL, en 

concreto se utilizó el anticuerpo monoclonal de ratón producido con la proteína 

humana completa RNase L Antibody (2E9.2G5) (cat# sc-23955, Santa Cruz 

Technologies) a una concentración de 1 ђg/ml (dilución 1:200) y se incubó por al 

menos 1 hora a TA en agitación suave.  

Tras varios lavados(3-4) (20 ml) con PBST 1X para eliminar el exceso de anticuerpo 

primario la membrana se sometió a incubación con el anticuerpo secundario, en 

concreto el anticuerpo anti-IgG de ratón producidos en cabra conjugado a la enzima 

horse radish peroxidase (HRP) (goat anti-mouse IgG-HRP, cat # sc-2005, Santa Cruz 

Technologies) a una concentración de 0,4 ђg/ml (dilución 1:5000)en PBST con 5 % de 

leche desnatada durante al menos 1 hora a TA en el mismo sistema de agitación. Tras 

repetir los lavados para eliminar el exceso de anticuerpo secundario la membrana se 

incubó con el substrato quimioluminiscente (0,1 ml/cm2) a TA durante 2 minutos y se 

registró la luminiscencia obtenida en un sistema Image Quant modelo LAS4000 

(General Electric) para su posterior cuantificación. La cuantificación de la señal se 

obtuvo mediante registro densitométrico del área correspondiente al pico de 

luminiscencia obtenido. 

La abundancia relativa de la banda proteolizada o de pequeño tamaño (37 kDa) 

de RNaseL frente a la forma intacta o de gran tamaño (83 kDa) se obtuvo 

determinando el cociente de las señales de luminiscencia generadas en cada una de las 

posiciones de las membranas correspondientes a los mencionados pesos moleculares, 

en el área de idénticas dimensiones correspondiente a la señal obtenida y fue 

expresada en porcentajes.  

La posición de las bandas se determinó de acuerdo a su posición relativa con respecto 

al marcador de peso molecular de proteínas ColorPlus™ Prestained Protein Marker, 

BroadRange (7-175 kDa) (cat # P7709V, New England Biolabs). 
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4.10 Análisis estadístico 

La abundancia relativa de la forma truncada de la RNasa L de 37 kDa con respecto a la 

forma íntegra de 83 kDa en extractos de PBMCs de pacientes de FM/SFC fue 

comparada a la abundancia relativa de esas mismas formas en extractos similares de 

participantes sanos mediante la prueba estadística no paramétrica Mann-Whitney U 

Test, utilizando el software SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. 

Armonk, NY: IBM Corp). Este mismo software se utilizó para el resto de las 

determinaciones estadísticas incluidas en este estudio.  
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5 RESULTADOS 

5.1 Confirmación del diagnóstico de FM  y fatiga crónica de los participantes  

5.1.1 Exploración médica física: Se confirmó que el 100% de los pacientes 

previamente diagnosticados de FM en su correspondiente centro médico, 

presentaban activos como mínimo 11 de los 18 puntos sensibles al dolor del mapa 

corporal (Figura 1), con una mediana de 14 puntos (rango 11-18), condición 

esencial de diagnóstico según definición del Colegio de Reumatólogos Americano 

(ACR) (8). 

5.1.2 Historia clínica: Se elaboró una base de datos Access (disponible como 

material suplementario en la versión digital del actual manuscrito) en la que se 

recogieron datos clínicos del paciente que guardaban relación con la clínica, 

sintomatología y curso de la enfermedad.  Este tipo de archivos permite organizar 

los datos recogidos, facilitar su análisis y servir de referencia para posteriores 

estudios.  

La confirmación de diagnóstico se complementó con los  datos psicométricos 

obtenidos de tres cuestionarios:  

1. El Cuestionario de Impacto de FM (FIQ) (26, 36) cuya media (70.01 ±10.85) 

(rango 26-98) (ver tabla 8), muestra una afectación moderada-alta en el 

impacto de la FM de la muestra estudiada. 

2. El Cuestionario Multidimensional de Fatiga (MFI) (165) cuya media 

18.36±2.35 (rango 7-20) indica fatiga general acentuada de los participantes 

con un mayor predominio de fatiga física: media 17.29±2.81 (rango 8-20) 

que mental: media 14.74±4.32 (rango 4-20) (ver tabla 8); y puntuaciones 

más moderadas en Reducción de la actividad, Reducción de Motivación y 

Fatiga Mental. En general los resultados muestran que hay una mayor 

afectación en la percepción del componente físico de fatiga respecto al 

componente psicológico.  
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3. Cuestionario de Salud SF-36 (166) cuyos resultados (ver tabla 9); reflejan 

que de las 8 dimensiones que recoge el SF-36, el área más afectada es la de 

Vitalidad, seguida de la de Dolor Corporal. El área menos afectada seria la 

dimensión de Salud Mental y Rol emocional, lo que coincide con las 

puntuaciones obtenidas en el MFI. 

 

Tabla 9: Descriptivos de los cuestionarios. Puntuaciones máximas y mínimas,  medias y desviaciones 

típicas de las variables recogidas en el MFI, FIQ y SF36 

 N Mínimo Máximo Media Desviación típica 

FIQ.TOTAL 76 26,2 97,9 70 16,8 

MFI.Fatiga.General 76 7 20 18,3 2,3 

MFI.Fatiga.Física 76 8 20 17,2 2,8 

MFI.Reducción.Actividad 76 4 20 14,8 4,4 

MFI.Reducción.Motivación 76 4 20 13,2 4,1 

MFI.Fatiga.Mental 76 4 20 14,7 4,3 

SF36.Función.Física 76 0 80 37 19,8 

SF36.Rol.Físico 76 0 100 26,3 25 

SF36.Dolor.Corp 76 0 70 22,1 19,2 

SF36.Salud.General 76 5 80 28,4 15,9 

SF36.Vitalidad 76 0 87,5 16,8 17,6 

SF36.Función.Social 76 0 100 40,1 31,1 

SF36.Rol.Emocional 76 0 100 50,4 33,6 

SF36.Saluld.Mental 76 0 85 45,6 22,5 

 

El promedio de sufrimiento de FM entre los pacientes participantes fue de 17 años 

(rango 0-40 años) y el 52% de ellos participaban en programas de ayuda por 

discapacidad en el momento de participación en el estudio. 
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5.2 Determinación de la presencia de secuencias del provirales XMRV en el ADN 

genómico de pacientes de FM y participantes sanos 

Los ADN genómicos de pacientes y controles obtenidos según descrito en 

materiales y métodos, fueron sometidos a análisis por PCR anidada para 

determinar la posible presencia de secuencias virales XMRV integradas en su 

genoma. Como paso previo al inicio de amplificación del ADN por PCR se comprobó 

que el ADN genómico obtenido de pacientes y controles sanos a utilizar como 

molde en las amplificaciones no se hallaba degradado ni contenía impurezas que 

pudieran inhibir las reacciones de amplificación, según se describe a continuación. 

5.2.1 Calidad del ADN genómico 

La calidad del ADN genómico de pacientes voluntarios diagnosticados de FM y de los 

controles sanos anónimos fue evaluada según los siguientes criterios: 

5.2.1.1 Pureza del ADN genómico preparado: basándonos en una relación 

de la absorbancia entre 260 y 280 nm>1.7 para descartar aquellas muestras 

con contaminantes proteicos. El 97% de las muestras cumplió el requisito. 

Aquellas muestras cuya relación de absorbancias no superó el valor de 1.7 

fueron descartadas y preparadas de nuevo, de modo que la totalidad de las 

muestras utilizadas en el análisis por PCR mostraron una relación de 

absorbancias 260/280 nm>1.7, como puede observarse en las tablas 10 y 

11. 

5.2.1.2 Integridad del ADN genómico: para confirmar que el ADN genómico 

no se encontraba degradado se tomaron alícuotas correspondientes a 0.5 

ђg de cada muestra y se resolvieron en geles de agarosa al 0,8-1% teñidos 

en real-safe. La Figura 9 muestra los resultados obtenidos para de 18 

muestras seleccionadas aleatoriamente 9 del grupo de pacientes de FM y 9 

del grupo control. La imagen claramente ilustra que el ADN genómico 

extraído tanto de pacientes como de controles es de alto peso molecular, 

concretamente mayor de 23 kilobases, y por tanto de calidad adecuada 

para la amplificación de secuencias por PCR. 
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Figura 9: Integridad del ADN genómico obtenido. Electroforesis de ADN genómico (0.5 ђg/pocillo) en 
gel de agarosa 1%. Las carreras de la 1 a la 9 corresponden a ADN genómico aislado de 9 pacientes y las 
carreras 10 a la 18 a 9 muestras preparadas de controles sanos. M señala el marcador de Peso molecular 
lambda ADN/HindIII marker (Biotools). 

 

5.2.1.3 Confirmación de que las muestras de ADN genómico se hallan libres 

de impurezas que pudieran inhibir la amplificación de secuencias por PCR: 

para ello se amplificaron secuencias genómicas correspondientes al gen 

house-keeping o de expresión constitutiva beta actina (peso molecular 

esperado de 416 bp) y una región del cromosoma X correspondiente a las 

posiciones 2499130 y 2498903 (peso molecular esperado de 227 bp) 

mediante PCR, según descrito en materiales y métodos.  

 

�

Figura 10: Amplificación por PCR de secuencias genómicas. Las carreras de 1 a la 9 incluyen muestras 
de pacientes y las carreras del gel 10 a la 18 muestran los resultados de 9 muestras de participantes 
sanos. La carrera 19 corresponde al control negativo de la PCR (master mix carente de ADN genómico). 
El panel superior corresponde a la amplificación del ADN genómico con los primers hGAPDH-F y 
hGAPDH-R previamente descritos (93) (ver Tabla 8) y el panel inferior de la Figura muestra la 
amplificación con los primers de diseño propio h-ß-actin F y h-ß-actin R (ver Tabla 8) visualizado en gel 
de agarosa 1% conteniendo realsafe. La M señala el marcador de peso molecular 100 bp ladder marker 
(Promega). 

�
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5.2.2 Hallazgo de resultados positivos para el virus XMRV 

Del total de muestras analizadas de pacientes diagnosticados de FM (n=75), 18 

muestras que corresponden al 24% de muestras de FM  y 12 muestras de controles 

que corresponden al 15% del total de los controles analizados (n=79) (ver tabla 9) 

presentaron una banda del esperado peso molecular (602 bp) para la amplificación de 

las secuencias de XMRV por PCR anidada en la región env, según el diseño de primers 

específicos descrito en materiales y métodos, primero con el set de primers externo 

(XMRV-env-outer-6156-F y XMRV-env-outer-7129-R) y seguidamente con el set de 

primers interno (XMRV-env-inner-6334-F y XMRV-env-inner-6936-R). 
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Tabla 10: Resultados análisis por PCR de las muestras analizadas de pacientes de FM. Las muestras de 
pacientes de FM 9, 20 y 63, catalogadas como “No existe”, corresponden a pacientes que no se les pudo 
extraer sangre por diversos motivos. Se realizaron PCR1 y PCR2 con el ADN genómico de pacientes de 
FM que corresponde a (la 1ª preparación) prep1, mientras que PCR3 fue realizada con el ADN genómico 
de pacientes de FM de prep2. 

 

Nº muestra 

FM 

                 gADN (ng/ul )                   A260/A280                XMRV env            XMRV gag 

prep1 prep2 prep1 prep2 PCR 1  PCR 2  PCR 3  GAG-I-F/R NP116-117 

1 384,9 - 1,89 - N - - N N 

2 204,3 - 1,87 - N - - N N 

3 348,5 321.7 1,87 1.87 P N N N N 

4 396,3 - 1,88 - N - - N N 

5 274,8 - 1,87 - N - - N N 

6 223,2 - 1,9 - N - - N N 

7 334,3 - 1,87 - N - - N N 

8 342,5 - 1,87 - N - - N N 

9 No existe - -- - -- - - -- -- 

10 524,9 - 1,86 - N - - N N 

11 305,2 - 1,88 - N - - N N 

12 250,5 297.4 1,88 1.86 P P N N N 

13 281,7 - 1,88 - N - - N N 

14 466,9 - 1,86 - N - - N N 

15 373,2 - 1,87 - N - - N N 

16 293 - 1,88 - N - - N N 

17 291,1 - 1,87 - N - - N N 

18 357,7 - 1,86 - N - - N N 

19 497,4 - 1,81 - N - - N N 

20 No existe - -- - -- - - -- -- 

21 192,4 - 1,9 - N - - N N 

22 477,3 - 1,86 - N - - N N 

23 461,5 - 1,89 - N - - N N 

24 1190,6 - 1,86 - N - - N N 

25 537,6 - 1,86 - N - - N N 

26 531,6 - 1,89 - N - - N N 

27 398,3 - 1,88 - N - - N N 

28 601,3 - 1,86 - N - - N N 

29 447,3 - 1,88 - N - - N N 

30 197,6 - 1,9 - N - - N N 

31 519 - 1,88 - N - - N N 

32 325 - 1,85 - N - - N N 

33 566,3 437.8 1,87 1.86 P N N N N 

34 233,2 - 1,9 - N - - N N 

35 334 - 1,84 - N - - N N 

36 506,5 - 1,85 - N - - N N 

37 457,5 432.4 1,85 1.86 P P N N N 

38 450,7 399.7 1,84 1.88 P P N N N 

39 571,2 487.6 1,79 1.88 P N N N N 

40 398,7 - 1,82 - N - - N N 

41 563 458.2 1,82 1.87 P N N N N 

42 301,5 299.4 1,85 1.84 P P N N N 

43 294,2 302.2 1,77 1.87 P P N N N 

44 927,3 912.3 1,75 1.88 P P N N N 
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Nº muestra 

FM 

gADN (ng/ul ) A260/A280 XMRV env XMRV gag 

prep1 prep2 prep1 prep2 PCR 1 PCR 2 PCR 3 GAG-I-F/R NP116-117 

45 690,8 598.8 1,9 1.86 P N N N N 

46 571,2 - 1,77 - N - - N N 

47 273,2 - 1.88 - N - - N N 

48 229,8 - 1.86 - N - - N N 

49 214,1 - 1.87 - N - - N N 

50 294,1 - 1.9 - N - - N N 

51 689,6 - 1.83 - N - - N N 

52 787,4 - 1,84 - N - - N N 

53 680,2 - 1,85 - N - - N N 

54 992,9 895.8 1,79 1.86 P N N N N 

55 763,3 - 1,85 - N - - N N 

56 271,7 - 1,9 - N - - N N 

57 587,7 - 1,87 - N - - N N 

58 114,7 154.3 2 1.86 P N N N N 

59 1082,6 983.6 1,84 1.82 P P N N N 

60 2194,3 1897.5 1,78 1.79 P P N N N 

61 118,6 154.6 2 1.98 P N N N N 

62 388,7 378.5 1,79 1.82 P N N N N 

63 No existe - -- - -- - - -- -- 

64 343 - 1,85 - N - - N N 

65 953,4 - 1,83 - N - - N N 

66 544 - 1,85 - N - - N N 

67 951,1 - 1,84 - N - - N N 

68 672,4 - 1,85 - N - - N N 

69 617,9 - 1,82 - N - - N N 

70 479,1 - 1,82 - N - - N N 

71 292,4 - 1,86 - N - - N N 

72 571,6 - 1,84 - N - - N N 

73 380,4 - 1,83 - N - - N N 

74 662,5 - 1,85 - N - - N N 

75 349,7 - 1,9 - N - - N N 

76 850,1 - 1,82 - N - - N N 

77 834,5 - 1,81 - N - - N N 

78 549,6 537.9 1,82 1.88 P N N N N 
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Tabla 11: Resultados análisis por PCR de las muestras analizadas de pacientes de controles. El control 
13 se desestimó por no estar dentro del rango de edad. Los controles catalogados como “No 
determinado (ND)”, corresponden a muestras con baja concentración de genómico (inferior a 200 
ng/ђl). No se procedió a extraer nuevo genómico ya que el número de muestras control aptas para el 
ensayo, un total de 79 muestras, era suficiente para el estudio. Se realizaron PCR1 y PCR2 con el ADN 
genómico de controles sanos que corresponden a (la 1º preparación) prep1, mientras que PCR3 fue 
realizada con el ADN genómico de controles sanos de prep2. 

 

Nº muestra 

control 

                 gADN (ng/ul )                   A260/A280                XMRV env            XMRV gag 

prep1 prep2 prep1 prep2 PCR 1  PCR 2  PCR 3  GAG-I-F/R NP116-117 

1 567,8 - 1,87 - N - - N N 

2 715,8 - 1,82 - N - - N N 

3 513,1 511.7 1,86 1,84 P P N N N 

4 450,4 465.3 1,87 1,73 P P N N N 

5 35,1 - 2,02 - ND - - N N 

6 352,3 - 1,85 - N - - N N 

7 587 - 1,87 - N - - N N 

8 643 - 1,83 - N - - N N 

9 571,4 - 1,84 - N - - N N 

10 469 476.6 1,84 1.87 P N N N N 

11 602,9 - 1,87 - N - - N N 

12 1013,7 989.5 1,8 1.88 P N N N N 

13 90,6 - 1,9 - ND - - N N 

14 444,3 432.7 1,86 1.87 P N N N N 

15 459,7 - 1,89 - N - - N N 

16 1188,2 - 1,81 - N - - N N 

17 516 - 1,82 - N - - N N 

18 668,2 - 1,8 - N - - N N 

19 545,3 - 1,89 - N - - N N 

20 424 415 1,85 1.87 P N N N N 

21 576 - 1,77 - N - - N N 

22 565,5 - 1,8 - N - - N N 

23 173 - 1,88 - N - - N N 

24 1235,6 989.6 1,83 1,80 P N N N N 

25 1121,8 - 1,84 - N - - N N 

26 2341,1 - 1,72 - N - - N N 

27 1968,9 - 1,83 - N - - N N 

28 588 - 1,84 - N - - N N 

29 388,1 - 1,84 - N - - N N 

30 681,5 675.7 1,88 1,80 P N N N N 

31 934,5 - 1,85 - N - - N N 

32 1092,9 - 1,84 - N - - N N 
33 1542,6 - 1,73 - ND - - ND ND 
34 2347,5 - 1,90 - ND - - ND N 

35 832 - 1,80 - N - - N N 

36 546,2 - 1,80 - N - - N N 

37 556,5 - 1,85 - N - - N N 

38 370,4 - 1,84 - N - - N ND 
39 202,3 - 1,86 - ND - - ND ND 
40 240,5 - 1,76 - ND - - ND N 

41 605,5 - 1,82 - N - - N N 

42 371,8 - 1,84 - N - - N ND 

43 220,7 - 1,84 - ND - - ND ND 
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Nº muestra 

control 

                 gADN (ng/ul )                   A260/A280                XMRV env            XMRV gag 

prep1 prep2 prep1 prep2 PCR 1  PCR 2  PCR 3  GAG-I-F/R NP116-117 

44 287,8 - 1,8 - N - - N N 

45 88 - 1,92 - ND - - ND ND 
46 51,8 - 1,89 - ND - - ND ND 
47 71,8 - 1,94 - ND - - ND ND 
48 210 - 1,9 - N - - N N 

49 115,5 - 1,87 - ND - - ND ND 

50 612,9 - 1,83 - N - - N N 

51 128,5 - 1,95 - ND - - ND ND 

52 535,7 - 1,7 - N - - N N 

53 119,7 - 1,87 - ND - - ND ND 
54 38,5 - 2,03 - ND - - ND ND 
55 131,7 - 1,87 - ND - - ND ND 
56 322 - 1,86 - N - - N N 

57 139 - 1,91 - ND - - ND ND 

58 846,3 - 1,84 - N - - N N 

59 144 - 1,9 - ND - - ND ND 

60 1383,6 - 1,82 - N - - N N 

61 1428,7 - 1,83 - N - - N N 

62 1268,7 - 1,83 - N - - N N 

63 833,6 - 1,85 - N - - N N 

64 135,7 - 1,96 - ND - - ND ND 
65 130,8 - 1,91 - ND - - ND ND 
66 438,5 - 1,87 - N - - N N 

67 123,7 - 1,83 - ND - - ND ND 
68 151,1 - 1,93 - ND - - ND ND 
69 153,6 - 1,95 - ND - - ND ND 
70 230,1 - 1,94 - N - - N N 

71 263,4 - 1,93 - N - - N N 

72 1576,4 - 1,82 - N - - N N 

73 110,9 - 1,81 - ND - - ND ND 
74 170,.5 - 1,94 - ND - - ND ND 
75 156,5 - 1,93 - ND - - ND ND 
76 371,2 - 1,87 - N - - N N 

77 104,6 - 1,97 - ND - - ND ND 

78 923,5 - 1,83 - N - - N N 

79 116,3 - 1,97 - ND - - ND ND 

80 2153,2 - 1,81 - N - - N N 

81 561,6 - 1,82 - N - - N N 

82 291,6 - 1,74 - N - - N N 

83 320,4 - 1,85 - N - - N N 

84 333,1 - 1,82 - N - - N N 

85 302,2 298.5 1,85 1,83 P N N N N 

86 345,2 376.4 1,85 1.84 P P N N N 

87 166,9 - 1,86 - N - - N N 

88 395,7 387.5 1,84 1.88 P P N N N 

89 637,7 658.3 1,72 1,87 P P N N N 

90 188,1 - 1,78 - N - - N N 

91 220,7 - 1,73 - N - - N N 

92 19,3 - 1,98 - ND - - N N 

93 122,3 - 1,79 - ND - - N N 

94 665,1 - 1,76 - N - - N N 

95 317,7 - 1,85 - N - - N N 

96 1085,1 - 1,79 - N - - N N 
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Nº muestra 

control 

                 gADN (ng/ul )                   A260/A280                XMRV env            XMRV gag 

prep1 prep2 prep1 prep2 PCR 1  PCR 2  PCR 3  GAG-I-F/R NP116-117 

97 1495,4 - 1,75 - N - - N N 

98 629,3 - 1,72 - N - - N N 

99 893,8 - 1,83 - N - - N N 

100 146,5 - 1,81 - ND - - ND ND 

101 466 - 1,73 - N - - N N 

102 No existe -- -- -- -- -- - -- -- 

103 1859,3 - 1,84 - N - - N N 

104 1891 - 1,83 - N - - N N 

105 1120 - 1,82 - N - - N N 

106 2023 - 1,82 - N - - N N 

107 1156,7 - 1,85 - N - - N N 

108 871,4 - 1,82 - N - - N N 

109 1154,6 - 1,83 - N - - N N 

110 338,9 - 1,84 - N - - N N 

 

 

 

�

Figura 11: Amplificación positiva de secuencias env XMRV en muestras de FM y participantes sanos. 

Las carreras 1 a la 7 corresponden a amplificación de ADN genómico de pacientes de FM, las carreras 8 a 
la 12 corresponden a la amplificación de 5 muestras de ADN genómico de participantes sanos. La carrera 
13 corresponde al control negativo carente de ADN genómico y la carrera 14 a la amplificación a partir 
del plásmido pcADN3.1 vp62 XMRV (control positivo). Los productos se visualizaron en un gel 2% de 
agarosa conteniendo real safe. M indica la presencia del marcador de peso molecular 100 bp ladder 
marker (Promega). 

 

Sin embargo y teniendo en cuenta que los primers fueron diseñados en  las regiones 

más conservadas dentro de la secuencia de la proteína env de forma que pudieran 

localizar la presencia de las cuatro variantes relacionadas con el virus MLV altamente 

homólogas al XMRV (86), resultaba imprescindible la secuenciación de estas bandas 

para determinar de forma inequívoca si las secuencias amplificadas correspondían al 

XMRV o a otras secuencias relacionadas con él. 
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5.2.3 Comprobación de la secuencia del virus XMRV en los positivos obtenidos

Cuando se encontraron positivos, es decir se evidenciaron bandas que coincidían 

exactamente con el tamaño de la secuencia del virus, el ADN amplificado se sometió a 

un ciclo adicional de PCR con el objetivo de producir suficiente ADN para su 

secuenciación. Las bandas del material amplificado fueron purificadas por 

electroforesis y eluídas según descrito en material y métodos. El ADN así preparado de 

las muestras de pacientes de FM y de las muestras de controles fueron enviadas a la 

Unidad de Genómica del Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental 

(SCSIE) de la Universidad de Valencia para su secuenciación. 

 

>gb|EF185282.1| XenotropicMuLV-related virus VP62, complete genome
Length=8165
Score = 802 bits (434), Expect = 0.0
Identities = 451/459 (98%), Gaps = 2/459 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 16 GGACT-AGACTGTATCGATCCACTGGGGCCGACCCGGTGACCCTGTTCTCTCTGACCCGC 74

||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6370 GGACTAAGACTGTATCGATCCACTGGGGCCGACCCGGTGACCCTGTTCTCTCTGACCCGC 6429
Query 75 CAGG-CCACAATGTAGGGCCCCGCGTCCCCATTGGGCCTAATCCCGTGATCACTGAACAG 133

|||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6430 CAGGTCCTCAATGTAGGGCCCCGCGTCCCCATTGGGCCTAATCCCGTGATCACTGAACAG 6489
Query 134 CTACCCCCCTCCCAACCCGTGCAGATCATGCTCCCCAGGCCTCCTCGTCCTCCTCCTTCA 193

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6490 CTACCCCCCTCCCAACCCGTGCAGATCATGCTCCCCAGGCCTCCTCGTCCTCCTCCTTCA 6549
Query 194 GGCGCGGCCTCTATGGTGCCTGGGGCTCCCCCGCCTTCTCAACAACCTGGGACGGGAGAC 253

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6550 GGCGCGGCCTCTATGGTGCCTGGGGCTCCCCCGCCTTCTCAACAACCTGGGACGGGAGAC 6609
Query 254 AGGCTGCTAAACCTGGTAGAAGGAGCCTACCAAGCCCTCAACCTCACCAGTCCCGACAAA 313

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6610 AGGCTGCTAAACCTGGTAGAAGGAGCCTACCAAGCCCTCAACCTCACCAGTCCCGACAAA 6669
Query 314 ACCCAAGAGTGCTGGCTGTGTCTAGTATCGGGACCCCCCTACTACAAAGGGGTGGCCGTC 373

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||
Sbjct 6670 ACCCAAGAGTGCTGGCTGTGTCTAGTATCGGGACCCCCCTACTACGAAGGGGTGGCCGTC 6729
Query 374 CTAGGTACTTACTCCAACCATACCTCTGCCCCGGCTAACTGCTCCGTGACCTCCCAACAC 433

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 6730 CTAGGTACTTACTCCAACCATACCTCTGCCCCGGCTAACTGCTCCGTGACCTCCCAACAC 6789
Query 434 AAGCTTACCCTGTCCGAAGTGACCTGTCTGGGACTCTGC 472

||||| |||||||||||||||||| | | ||||||||||
Sbjct 6790 AAGCTGACCCTGTCCGAAGTGACCGGGCAGGGACTCTGC 682

 

Figura 12: Alineación BLASTN de la secuencia amplificada a partir del ADN genómico del paciente de 

FM 62 secuenciado con el primer XMRV-env-inner-6334-F. “Query” indica la secuencia obtenida en la 
experimentación y “Sbjct” o “Subject” la secuencia coincidente hallada por el programa BLASTN en la 
base de datos Genbank de secuencias nucleotídicas no repetitivas. 

�
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Las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias nucleotídicas no repetitivas 

de la base de datos Genbank, utilizando el programa informático BLASTN (Basic Local 

Alignment Search Tool for Nucleotide sequences) desarrollado por el NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) según descrito en métodos, encontrando que la 

mejor coincidencia correspondía al genoma del virus XMRV en su región env en todos 

los casos. 

En concreto los resultados de la secuenciación de la banda amplificada a parir del ADN 

genómico del paciente de FM 62  muestran un 98% de identidad con el virus XMRV 

vp62 (ver Figura anterior). El 2% de discrepancia corresponde a bases en regiones de 

baja calidad de secuencia (primeros pares de bases y últimos donde empieza a caer la 

señal). 

El recuadro rojo de la Figura 12, sin embargo, destaca una posible mutación G a A en 

una región en la que se estima la secuencia obtenida es fiable. 

La diferencia que aparece en el nucleótido 359, que debiera ser una guanina, se podría 

pensar corresponde a una mutación del virus y por tanto una variante. Al revisar de 

cerca esta secuencia se observó que posiblemente correspondía a un error de 

secuenciación (ver Figura 13). 

 

�

Figura 13: Secuencia amplificada a partir del ADN genómico del paciente de FM 62, secuenciada con el 

primer XMRV-env-inner-6334-F. El recuadro azul señala el nucleótido discrepante con la secuencia env 
del genoma del virus XMRV variante vp62 [Genbank: accession DQ399707]. 
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Para confirmar, en primera instancia, que el nucleótido 359 no se halla mutado y que 

por tanto la secuencia obtenida coincide exactamente con la variante vp62 del virus 

XMRV, el fragmento amplificado a partir de la muestra de genómico del paciente de 

FM 62 se secuenció de nuevo, esta vez con el primerXMRV-env-inner-6936-R 

confirmando que el nucleótido 359 era efectivamente una citosina y por tanto la 

posibilidad de haber aislado una variante del virus XMRV se descarta.  

La secuencia del resto de bandas amplificadas también coincidió exactamente con la 

variante vp62 del virus XMRV que se utilizaba como control positivo del ensayo de 

cribado en todos los casos. 

5.2.4 Evaluación de contaminación con ADN genómico murino 

El hecho de que de nuestras bandas fueran absolutamente idénticas al aislado 

americanovp62 del XMRV utilizado en nuestros ensayos como control positivo 

resultaba chocante. Aun correspondiendo a regiones altamente conservadas, las 

secuencias virales pertenecientes a aislados en regiones geográficas distantes debieran 

presentar alguna diferencia (176-181). 

Coincidiendo con nuestros primeros resultados positivos las conclusiones derivadas de 

la experimentación en el grupo del Dr. Silverman (93) empezaron a cuestionarse. En 

concreto los resultados de algunos estudios, mostraron que los kits de amplificación 

por PCR de algunas casas comerciales se encontraban contaminados con ADN murino 

planteando incluso la no existencia de la migración xenotrópica a humanos descrita 

para el XMRV (182). En nuestro caso no se habían utilizado Polimerasas hotstart 

sospechosas de contaminación murina, si bien el proveedor de nuestros reactivos no 

podía certificar la no contaminación con nucleicos murinos ni podíamos descartar la 

posibilidad de contaminación por amplicones dentro del laboratorio derivados de 

nuestro control positivo.  

Para descartar que la amplificación de secuencias virales derivaba de la presencia de 

ADN contaminante murino se realizó un análisis de amplificación de secuencias 

genómicas murinas por PCR, en concreto se evaluó la presencia de  IAPs (Intracisternal 

A Particle) que corresponden a secuencias repetitivas presentes en el ADN genómico 
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de los ratones (86) con los mismos reactivos del kit, utilizando como control positivo 

ADN genómico de ratón y como control negativo el “master mix” carente de ADN. Ya 

que existe evidencia de que algunas columnas de preparación de ADN contienen trazas 

de ADN murino (183) se incluyó un control negativo adicional correspondiente a la 

solución de rehidratación del kit.  Los primers y condiciones de amplificación fueron 

esta vez los descritos por el grupo de Robinson et al. (94) 

Tal como se muestra en la Figura 7, a modo de ejemplo representativo, ninguna de las 

muestras analizadas, ni ninguno de los controles negativos mostraron amplificación de 

secuencias IAP confirmando la ausencia de contaminación en las muestras de ADN 

genómico y en los reactivos empleados con ADN de ratón. 

�

Figura 14: Ausencia de contaminación murina de muestras y reactivos. La Figura muestra la 
amplificación por PCR de secuencias IAPs (236-312 bp) en 17 muestras de ADN genómico (11 de 
pacientes y 6 de donantes sanos) (carreras 1-11 y 12-17 respectivamente). La línea 18 corresponde al 
control positivo que incluyó 10ng de ADN genómico de ratón y la carrera 19 al control negativo del 
“master mix” conteniendo la solución de rehidratación del kit Wizard genomic ADN purification kit 
(Promega). Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. M indica la 
presencia del marcador de peso molecular 100 bp ladder marker (Promega). 

 

Para asegurar que la sensibilidad del ensayo hubiera permitido detectar contaminación 

por trazas de ADN genómico murino se procedió a realizar una titulación por dilución 

seriada del ADN genómico murino extraído y a ensayar cada una de las diluciones 

mediante amplificación por PCR en el contexto de 1 ђg de ADN genómico humano 

extraído de un participante sano según descrito en la sección de Material y Métodos. 

Como se observa en la Figura 15 el límite de detección se estableció en 5 femtogramos 

bajo nuestras condiciones particulares de trabajo. 



Cap. 5. Resultados 

�Ǥ�
���À����������� � ͹͹�

�

�

Figura 15: Sensibilidad del ensayo de PCR para la detección de ADN murino. La Figura muestra la 
amplificación por PCR de secuencias IAP murinas a partir de ADN genómico de ratón junto con 1 ђg de 
ADN genómico humano. Las cantidades de ADN genómico de ratón utilizadas se indican en la parte 
inferior de la Figura. Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. M 
indica la presencia del marcador de peso molecular PCR markers (Promega). 

 

5.2.5 Amplificación inconsistente de secuencias env  e imposibilidad de 

amplificación de secuencias gag del virus XMRV 

La re-evaluación de las secuencias inicialmente positivas para el gen env mostró 

amplificación en 8 de las 18 muestras de pacientes y 5 de las 12 de participantes 

control. Sin embargo cuando esos mismos ADN genómicos se sometieron a análisis de 

amplificación de otra de las secuencias del virus XMRV, la región gag ninguna de las 30 

muestras previamente positivas para la secuencia env resultó en amplificación. En esta 

ocasión las precauciones para controlar una posible contaminación aérea por 

amplicones fueron de extremo cuidado, incluyendo el operar dentro de una campana 

con lámpara ultravioleta para PCR de Euroclone modelo aura ref. PCR PC10000 tal 

como se describe en materiales y métodos y restringiendo la entrada del control 

positivo (constructo pcDNA3-vp62 XMRV) al área de trabajo. 
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Figura 16: Amplificación inconsistente de secuencias env e imposibilidad de amplificación de 

secuencias gag del virus XMRV. Las carreras 1-8 muestran amplificación de ADN genómico de muestras 
de pacientes de FM positivas en el primer ensayo de amplificación. Las carreras 9-12 muestran 
amplificación de ADN genómico de muestras de participantes sanos positivas en el primer ensayo de 
amplificación. La carrera 13 corresponde a la amplificación a partir del plásmido pcADN3.1 vp 62 XMRV 
(control positivo) mientras que la 14 corresponde al control negativo carente de ADN genómico. El panel 
superior incluyó amplificación anidada con los primers XMRV-env-outer-6156-F y XMRV-env-outer-
7129-R seguida de amplificación con el set de primers interno (XMRV-env-inner-6334-F y XMRV-env-
inner-6936-R); mientras que el panel inferior consistió en la amplificación anidada realizada inicialmente 
con los primers 419F y 1154R, seguida de la amplificación con los primers GAG-I-F y GAG-I-R .Los 
productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. M indica la presencia del 
marcador de peso molecular 100 bp ladder marker (Promega). 

 

5.2.6 Ausencia de amplificación de secuencias env en preparaciones 

independientes de pacientes y controles que habían presentado previa 

positividad 

Debido a que la amplificación por PCR anidada es una técnica altamente sensible, 

resultaba posible que las inconsistencias derivaran de una concentración 

extremadamente baja de secuencias diana, por tanto resultaba necesario confirmar la 

presencia de secuencias provirales env en una preparación independiente de ADN 

genómico de los pacientes y sujetos control que inicialmente mostraron amplificación 

de este gen. 

Sin embargo, en ninguna de las nuevas preparaciones de ADN genómico resultó 

posible amplificar secuencias env en esta segunda ocasión, ni siquiera sometiendo las 

muestras a unos ciclos de amplificación permisivos en los que temperatura de 
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apareamiento de los primers se redujo 5ºC por debajo de su temperatura de “melting” 

(Tm). 

�

Figura 17: Ausencia de amplificación de secuencias env en preparaciones independientes de pacientes 

y controles que habían presentado previa positividad. La Figura muestra la amplificación por PCR 
anidada de secuencias env XMRV en 17 muestras de ADN genómico (11 de pacientes y 6 de donantes 
sanos) (carreras 1-11 y 12-17 respectivamente). La carrera 18corresponde a la amplificación a partir del 
plásmido pcADN3.1 vp 62 XMRV (control positivo) mientras que la 19 corresponde al control negativo 
carente de ADN genómico. Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. 
M indica la presencia del marcador de peso molecular 100 bp ladder marker (Promega). 

 

5.2.7 Cribado adicional de las secuencias gag del virus XMRV 

Las secuencias gag codifican la proteína estructural interna del retrovirus y por ello 

mismo suele presentar un mayor índice de conservación de secuencia que otras 

proteínas como la env que contiene protrusiones externas cuya mutagénesis 

proporciona al virus una vía de “escape” de los mecanismos de defensa del huésped. 

 

Por ello, para asegurar que la negatividad de secuencias env XMRV en nuestras 

muestras no derivaba de falta de complementariedad de los primers diseñados frente 

a una posible variante local de la proteína env, se procedió a realizar un cribado 

completo de las muestras  ahora con primers dirigidos a detectar las secuencias 

conservadas gag del virus XMRV y de los MLVs relacionados con él. En este cribado se 

utilizó un set de primers externos comúnes 419F y 1154R y 2 sets distintos de primers 

internos, estando uno de ellos formado por los primers GAG-I-Fy GAG-I-R; y el segundo 

por los primersNP116 y NP117 como previamente descrito por Lombardi et al. (93) y 

por Lo et al. (86). 

Ninguna de las 154 muestras evaluadas (75 pacientes y 79 controles) presentó 

amplificación de secuencias gag con ninguno de los 2 sets de primers internos, bajo 
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condiciones estándar previamente descritas (93). Tampoco las preparaciones de ADN 

genómico de las muestras que habían resultado positivas para las secuencias env 

mostraron amplificación de secuencias gag con ninguno de los 2 sets de primers, 

llevándonos a concluir que las bandas originalmente amplificadas derivaron 

probablemente de una contaminación por amplicones en el área de trabajo. En 

concreto los amplicones contaminantes contendrían solo secuencias env pero no gag 

muy posiblemente derivados o producto de amplificación de la muestra control 

(pcADN3.1 vp62XRMV) con los primers específicos de la región env.  

 

�

Figura 18: Inespecificidad de los productos amplificados con los primers específicos de la región gag 

del virus XMRV. La Figura muestra la amplificación por PCR anidada de secuencias gag XMRV en 17 
muestras de ADN genómico (11 de pacientes y 6 de donantes sanos) (muestras 1-11 y 12-17 
respectivamente). La muestra 18 corresponde a la amplificación a partir del plásmido pcADN3.1 vp 62 
XMRV (control positivo) mientras que la 19 corresponde al control negativo carente de ADN genómico. 
En el panel superior el análisis incluyó el set de primers internos GAG-I-F y GAG-I-R mientras que en el 
análisis que muestra el panel inferior los primers internos utilizados fueron los primers NP116 y NP117. 
Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. M indica la presencia del 
marcador de peso molecular 100 bp ladder marker (Promega). 

�

Sin embargo, si los segundos ciclos de amplificación se realizaban a una temperatura 

menos restrictiva (hasta 5ºC por debajo de la Tm de los primers), condición que 

permitiría la amplificación de secuencias variantes relacionadas, se obtenían productos 

de amplificación (ver Figura 17). Algunas de las bandas, de amplificación muy débil, 

presentaban un peso molecular cercano al esperado para la secuencias gag (ver 

ejemplo de la muestra 6 con los primers GAG-I-F y GAG-I-R y de las muestras 
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correspondientes a las posiciones del gel 1,3,4,5,11,13 y 17 analizadas con los primers 

NP16 y NP17 en la Figura 17). Estas bandas fueron purificadas del gel, y re-

amplificadas. Bien mediante PCR bien mediante subclonación en el vector pGEM-T-

Easy como descrito en Materiales y Métodos. 

La secuenciación de estos fragmentos, sin embargo, no rindió más que secuencias 

genómicas humanas y por tanto se clasificaron como productos de amplificación 

inespecífica. 

La amplificación de secuencias env bajo similares condiciones no restrictivas no 

proporcionó ningún producto de amplificación apreciable (ver apartado anterior 5.2.6, 

Figura 17). 

 

5.2.8 Sensibilidad de los ensayos de amplificación de secuencias XMRV por 

PCR anidada 

Para confirmar que la falta de amplificación de secuencias virales obtenida no era 

consecuencia de falta de sensibilidad de nuestro ensayo de PCR anidada se procedió a 

titular el número mínimo de copias necesarias para evidenciar la presencia de 

secuencias XMRV mediante la técnica aplicada. 

Para ello se utilizaron diluciones seriadas del constructo utilizado como control 

positivo de amplificación, el constructo pcADN3.1 vp62XMRV en el contexto de 1 ђg de 

ADN genómico humano de una de las muestras control que no resultó positiva en 

ningún momento. 

Como puede apreciarse en la Figura 19 el número mínimo de copias para evidenciar de 

forma clara la presencia del virus resultó de 10 copias en la región env y de 1 sola copia 

en la región gag cuando se utilizaron los correspondientes primers “outer” (externos) 

bajo las condiciones descritas para la primera etapa de amplificación de la PCR 

anidada, permitiendo descartar la posibilidad de que una infección de este tipo pasara 

desapercibida en la población evaluada bajo las condiciones de cribado establecidas 

que incluían, adicionalmente, un segundo ciclo de amplificaciones por PCR. 
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Figura 19: Sensibilidad del ensayo de PCR anidada para la detección de secuencias provirales XMRV. 

La Figura muestra la amplificación por PCR de secuencias XMRV env (panel superior) o gag (panel 
inferior) a partir del constructo pcADN3.1 vp62XMRV junto con 1 ђg de ADN genómico humano de una 
muestra de participante sano del que no se había amplificado secuencias virales en ninguno de los 
ensayos, utilizando los correspondientes primers “outer” (XMRV-env-outer-6156-F y XMRV-env-outer-
7129-R para el gen env; y los primers419F y 1154R para el gen gag).El número de copias utilizadas se 
indica en la parte inferior de la Figura. Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa 
conteniendo real safe. M indica la presencia del marcador de peso molecular XIII (Roche). 

 

5.3 Determinación de la presencia de secuencias del provirales HTLV-2 en el ADN 

genómico de pacientes de FM y participantes sanos 

Un objetivo adicional del presente estudio consistió en determinar si la prevalencia de 

infección por el virus huérfano HTLV-2 previamente asociado a fatiga crónica era 

superior a la de la población de no afectados por FM (controles sanos de este estudio).  

 

Para ello se evaluó la presencia de secuencias gag del virus HTLV-2 en al ADN 

genómico obtenido de los 75 pacientes de FM y los 79 participantes sanos de nuevo 

mediante la técnica de amplificación por PCR anidada utilizando ahora los primers 

específicos de la región gag del virus HTLV-2 HTLV II outer-F y HTLV II outer-R en una 
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primera etapa de amplificación seguida de amplificación con los primers HTLV II inner-

F y HTLV II inner-R según descrito previamente por Toro et al. (119).  

 

El ADN genómico utilizado consistió en la colección descrita en el apartado anterior 

cuyos controles de calidad garantizaban un adecuado material de partida. 

 

5.3.1 Suclonación de secuencias HTLV-2 para ser utilizadas como 

control positivo en cribados virales 

Se obtuvo un constructo recombinante a partir de las secuencias HTLV-2 amplificadas 

de ADN genómico humano de un paciente positivo de infección viral, gentilmente 

donado por los Dres. Soriano y Treviño del Servicio de Enfermedades Infecciosas del 

Hospital Carlos III de Madrid (119), utilizando los primers HTLV-II-inner-F y HTLV-II-

inner-R  (801 bp) bajo las condiciones standard de amplificación descritas en material y 

métodos.  El vector utilizado fue el vector pGEM-T-Easy de la casa comercial Promega 

entre los sitios de resctrición EcoRI y SpeI. Constructo depositado en el NIH AIDS 

Reagent Program para que pueda servir de referencia a futuras investigaciones del 

virus huérfano HTLV-2 (ver Anexo XIII). 

 

5.3.2 Ausencia de amplificación de secuencias específicas del virus 

HTLV-2 

 

Ninguna de las 75 muestras de pacientes ni ninguna de las 79 muestras de 

participantes sanos proporcionó amplificación de las secuencias virales HTLV-2 incluso  

bajo condiciones de amplificación permisivas (apareamiento de primers a temperatura  

5ºC por debajo de la temperatura de “melting” de los primers). Sin embargo 2 

muestras de pacientes mostraron amplificación en la primera etapa de amplificación 

de 2 productos  (ver ejemplo de la carrera 17 en el panel superior de la Figura de 

abajo) de peso molecular aproximado 800 bp, coincidiendo con el peso molecular 

esperado de la secuencia de HTLV-2 y otra de un tamaño algo menor 
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(aproximadamente 450 bp), por lo que se procedió a su subclonación en el vector 

pGEMT-Easy y posterior secuenciación. 

Las secuencias obtenidas mostraron correspondencia a secuencias genómicas 

humanas producto de amplificación del primer HTLV II outer-F exclusivamente 

permitiendo concluir falta de evidencia de infección por el virus HTLV-2 en estas 

muestras. 

 

�
Figura 20: Ausencia de amplificación de secuencias específicas del virus HTLV-2. La Figura muestra la 
amplificación por PCR anidada de secuencias gag HTLV-2 en 17 muestras de ADN genómico (11 de 
pacientes y 6 de donantes sanos) (muestras 1-11 y 12-17 respectivamente). El panel superior muestra 
los resultados de la primera etapa de amplificación mientras que el panel inferior muestra los resultados 
de amplificación anidada. La muestra 18corresponde a la amplificación a partir del plásmido pGEM-T-
HTLV-2-gag (control positivo) mientras que la 19 corresponde al control negativo carente de ADN 
genómico. En el panel superior el análisis incluyó el set de primers externos HTLV II outer-F y HTLV II 
outer-R mientras que en el análisis que muestra el panel inferior los primers internos utilizados fueron 
los primers HTLV II inner-F y HTLV II inner-R. Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa 
conteniendo real safe. M indica la presencia del marcador de peso molecular 100 bp ladder marker 
(Promega). 

 

5.3.3 Sensibilidad de los ensayos de amplificación de secuencias HTLV-

2 mediante PCR anidada 

Una vez más, debido a la imposibilidad de amplificación de secuencias virales resultó 

necesario confirmar que las condiciones de amplificación garantizaban la sensibilidad 

suficiente para su detección en caso de haber ocurrido infección de los participantes 

en el estudio por parte del virus HTLV-2. De ahí que se llevaran a cabo estudios 
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similares a los presentados en secciones anteriores para la evaluación de la 

sensibilidad del ensayo de PCR anidada en la detección de secuencias virales XMRV. 

Como se aprecia en la Figura inferior el límite de detección mediante amplificación por 

PCR simple correspondiente a las condiciones de la primera etapa de amplificación en 

el protocolo de PCR anidada, resulto ser de 1-10 copias garantizando de este modo la 

posibilidad de detección en caso de haber ocurrido infección y por tanto permitiendo 

descartar la presencia de infección viral en ninguno de los participantes del estudio. 

 

�

Figura 21: Sensibilidad del ensayo de PCR anidada para la detección de secuencias provirales HTLV-2. 

La Figura muestra la amplificación por PCR de secuencias gag a partir del constructo pGEMT-HTLV-
2generado en este estudio a partir de amplificación de ADN genómico humano de una persona 
infectada con el virus gentilmente donada por  los Dres. Soriano y Treviño del Hospital Carlos III de 
Madrid, (ver apartado 4.3.1) junto con 1 ђg de ADN genómico humano de un participante sano del que 
no se había amplificado secuencias virales. El número de copias utilizadas se indica en la parte inferior 
de la Figura. Los productos se visualizaron en un gel 2% de agarosa conteniendo real safe. M indica la 
presencia del marcador de peso molecular PCR markers (Promega). 

 

5.4 Análisis de la expresión de RNasa L 

Acorde con los objetivos del estudio en los que se planteaba evaluar una posible 

correlación entre la presencia de una forma truncada de la enzima RNasa L y la 

condición de fatiga crónica previamente propuesta (160-161, 163-164), como 

biomarcador de la enfermedad, se procedió al análisis de muestras por Western Blot y 

posterior cuantificación y análisis estadístico de los resultados. 
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5.4.1 Estudio de la abundancia relativa de la forma truncada de la RNasa L 

respecto a la forma íntegra 

Para determinar la presencia de la forma truncada (37 kDa) e íntegra (83 kDa) de 

RNasa L se prepararon extractos proteicos totales de PBMCs (células mononucleares 

de sangre periférica) purificados de 75 pacientes y 79 participantes sanos según el 

protocolo descrito en la sección de Materiales y Métodos. De ellos solamente 

resultaron apropiados para la evaluación de ambas bandas 62 muestras de pacientes 

de FM y 41 muestras de participantes sanos bien debido a la ausencia de una de las 

formas, a evidenciar degradación de la muestra o a presentar background elevado que 

imposibilitara la lectura adecuada de las bandas en estudio. 

La abundancia relativa de la forma truncada de peso molecular 37 kDa con respecto a 

la forma íntegra o intacta del enzima, de peso molecular aproximado 83 kDa se 

determinó como el cociente de intensidades derivadas de la señal luminosa producto 

de la transformación del substrato luminata forte (Millipore) por la acción enzimática 

de la peroxidasa de rábano picante (HRP) conjugada al anticuerpo secundario del 

ensayo de Western Blot, según descrito en material y Métodos.  

Las áreas comparadas se asignaron mediante el solapamiento de imágenes de 

quimioluminiscencia e imagen en rango visible, permitiendo esta última visualizar los 

estándares de peso molecular de proteínas correspondientes a proteínas ColorPlus™ 

Prestained Protein Marker, BroadRange (7-175 kDa) (cat # P7709V, New England 

Biolabs) y por tanto asignar las áreas a ser cuantificadas correspondientes a los pesos 

moleculares de 37 y 83 kDa. La intensidad de luminiscencia se cuantificó mediante 

densitometría de las áreas seleccionadas utilizando el software de análisis de imagen 

versión 7.0 del sistema ImageQant LAS400 desarrollado por la compañía General 

Electric Healthcare. 

Los resultados muestran la presencia de ambas formas de RNasa L, íntegra y truncada 

previamente descritas, tanto en las muestras de pacientes de FM como en las de los 

controles. 
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Figura 22: Análisis por Western Blot de la RNasa L en extractos  de PBMCs. La Figura muestra una 
imagen representativa de la membrana correspondiente al análisis por Western Blot de 50 ђg de 
proteínas totales de PBMCs purificados de sangre periférica de 9 enfermos de FM (panel A)  o de 8 
controles sanos (panel B) utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal anti-RNase L 
Antibody (2E9.2G5) (cat# sc-23955, Santa Cruz Technologies) a una concentración de 1 ђg/ml según 
descrito en Material y Métodos.M indica el marcador de peso molecular de proteínas ColorPlus™ 
Prestained Protein Marker, BroadRange (7-175 kDa) (cat # P7709V, New England Biolabs). 

 

La abundancia relativa de la forma truncada frente a la íntegra resultó variable para 

cada una de los grupos evaluados (ver Figura 22) encontrándose un rango del 2% al 

172% en las muestras de FM y del 3% al 165% en las muestras control. Esto tras 

descartar la muestra del paciente de FM25 y la muestra correspondiente al sujeto 

control número 42 por considerarse valores no representativos o fuera de rango 

(“outlier”) ya que superaron el valor del 200% tomado como valor de corte en este 

ensayo (ver Tablas 14 y 15, disponibles en Anexo XI y Figura 23).  
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Figura 23: Abundancia relativa de la forma truncada de la enzima RNAsa L (37 kDa) con respecto a la 

forma intacta (83kDa) en pacientes de FM y participantes control. El gráfico muestra los valores 
correspondientes al cociente de las señales de luminiscencia (ordenadas) obtenidas a partir de 50 ђg de 
proteínas totales de PBMCs purificados de sangre periférica de enfermos de FM (azul) o participantes 
control (rojo)(abscisas) obtenidas mediante análisis por Western Blot, utilizando como anticuerpo 
primario el anticuerpo monoclonal anti-RNaseL Antibody (2E9.2G5) (cat# sc-23955, Santa Cruz 
Technologies) a una concentración de 1 ђg/ml según descrito en Material y Métodos. 

 

Como se observa en las Figuras 22 y 23 los valores resultantes de cuantificar la señal 

correspondiente a la forma truncada en relación a la intacta o íntegra de la enzima 

RNasa L varía significativamente entre individuos pero no entre grupos, es decir se 

observa una distribución dispersa y solapante entre los resultados del grupo de 

enfermos y los del grupo control. 
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5.4.2 Análisis estadístico de los valores de abundancia relativa de la 

forma truncada de la RNasa L respecto a la forma íntegra en enfermos 

de FM frente a participantes sanos  

 

Tabla 12: Resultados descriptivos del análisis estadístico para la abundancia relativa de la enzima 

RNasa L 

Descriptivos Pacientes FM Controles 

Media 48,26 44,52 

Intervalo de confianza para 
la media al 95% 

Límite Inferior: 39,89        
Límite Superior: 56,63 

Límite Inferior: 32,70        
Límite Superior: 56,34 

Mediana 40,00 40,50 

Desviación típica 32,68 36,96 

 

La comparación de la media de la abundancia relativa de la forma truncada de la 

RNAsa L de 37 kDa con respecto a la forma intacta de 83 kDa obtenida en enfermos 

con respecto a la obtenida en controles muestra escasa diferencia con intervalos de 

confianza solapantes y con valores altos de desviación típica haciendo que haya 

solapamiento entre sus respectivas medias y por tanto evidenciando la falta de 

significancia entre un grupo de valores y el otro. 

 

Los descriptivos del análisis estadístico de los valores obtenidos para la abundancia 

relativa entre formas truncada e intacta de la enzima RNasa L (valores registrados en 

las Tablas 14 y 15 del Anexo XI) no siguen una distribución normal. El análisis 

estadístico no paramétrico de los valores mediante la Prueba U-MANN WHITNEY 

señalan la inexistencia de diferencias significativas entre pacientes y controles por lo 

que retenemos la hipótesis nula “la distribución para la abundancia relativa de la 

banda RNAsa L 37 kDa es la misma tanto en pacientes de FM como en controles sanos” 
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desestimando por tanto la propuesta de los autores Tiev et al. que proponían este 

valor como biomarcador de la enfermedad (160, 163). 

 

�
Figura 24: Diagrama de tallo y hojas mostrando las diferencias entre abundancia relativa de la forma 

truncada de la enzima RNAsa L (37 kDa) con respecto a la forma intacta (83kDa) en enfermos de FM 

(casos-1) y participantes sanos (controles-0) tras descartar valores “outliers” p>0.5. 
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6 DISCUSIÓN  

El presente trabajo constituye el primer estudio que evalúa la presencia de ambas 

familias de retrovirus asociadas a fatiga crónica: los retrovirus gamma relacionados con 

MLV y el delta retrovirus HTLV-2 en una cohorte de pacientes diagnosticados de FM y 

fatiga crónica. 

 En la actualidad existe suficiente evidencia para apoyar la inexistencia de una forma 

natural del virus XMRV en seres humanos (116, 170, 190-191). Sin embargo, dado que 

el XMRV es competente para infectar y replicarse dentro de células humanas (114) y 

que algunos virus estrechamente relacionados con él, como los virus xenotrópicos-

MLV (X-MLV) pueden infectar primates y otras especies animales causando 

enfermedad (192-193), la posibilidad de xenoinfección humana por un virus 

relacionado con el MLV no puede ser totalmente descartada. 

Frente a los numerosos estudios que derivaron del hallazgo inicial que relacionaba la 

infección por el virus XMRV con la fatiga crónica (93), escasos son los que intentaron 

confirmar o refutar la relación del retrovirus huérfano HTLV-2 con la enfermedad tras 

su impactante asociación inicial (123). A dicho estudio, pionero, que utilizó la 

amplificación por PCR de secuencias provirales del HTLV-2 seguida por ensayos de 

hibridación mostrando una clara asociación de la infección del HTLV-2 con el SFC, 

siguieron sólo unos pocos estudios con resultados negativos (171-172, 184).  

A pesar de que la técnica utilizada en el estudio inicial es altamente específica y 

sensible, la amplificación por PCR anidada puede ser incluso superior y por tanto 

ventajosa cuando los niveles de infección son bajos o si existe la posibilidad de 

variantes virales como causa de la infección. Adicionalmente, ninguno de los tres 

estudios negativos que siguieron al estudio que mostró correlación entre fatiga crónica 

e infección por el HTLV-2 incluyó más de 30 muestras de sangre de pacientes (171-172, 

184). Por tanto una investigación mediante técnicas de alta sensibilidad y especificidad 

tal como la amplificación por PCR anidada en cohortes más numerosas de pacientes 

resultaba altamente necesaria. 
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Este trabajo constituye el estudio más numeroso de pacientes (n = 75) de FM y fatiga 

crónica en los que se haya evaluado la infección por HTLV-2 hasta la fecha. La falta de 

amplificación de secuencias HTLV- 2 o secuencias relacionadas en nuestros pacientes 

nos lleva a descartar la asociación entre la infección retroviral por el HTLV- 2 y el 

estado de fatiga crónica previamente propuesta por DeFreitas (123). 

Como ya fue propuesto anteriormente (182), esta asociación inicial entre infección por 

el virus HTLV-2 y el SFC pudiera haber derivado de problemas técnicos o por problemas 

de sustancias contaminantes que hubieran sesgado el estudio, tal como se ha 

demostrado con los datos que sustentaron una relación entre infección por el virus 

XMRV y la fatiga crónica, y que en el caso del HTLV-2 hayan pasado desapercibidos.  

Resulta interesante observar  la coincidencia entre el peso molecular de una de las dos 

bandas obtenidas en la primera amplificación por PCR con primers específicos para la 

detección del virus HTLV-2 y la banda gag endógena de 440 pb obtenida por Gow et al. 

(184). Sin embargo, a diferencia de estos investigadores, nosotros sólo pudimos 

observar amplificación en 2/154 muestras analizadas (Figura 11, panel A), no pudiendo 

por tanto acuñarla de endógena. 

Contrariamente a los resultados negativos obtenidos en este estudio para el HTLV-2, 

en el cribado de la cohorte de pacientes de FM de la Comunidad Valenciana para 

detectar la xenoinfección por parte del virus XMRV y relacionados con el MLV, rindió 

inicialmente un porcentaje de positivos 20% (30/154) con un ligero predominio en el 

subgrupo de pacientes de FM (24%) frente a las muestras control (15%).  

Estos resultados se encontraban en la línea de los obtenidos por el grupo de Silverman 

(93) aunque con menores diferencias entre participantes enfermos y sanos, ya que 

ellos obtuvieron positividad en el 67% de enfermos y solamente 3,7% en sanos. Era 

posible que esta diferencia estuviera asociada a que el análisis incluía poblaciones de 

regiones  geográficas distantes. 

El hecho de que las secuencias obtenidas fueran idénticas al molde utilizado como 

control positivo, el aislado americano vp62 sin presentar ningún tipo de variación junto 
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con la polémica servida por el largo número de publicaciones que cuestionaban la 

existencia de una xenoinfección humana por parte del virus en estudio, nos hizo 

revisar la validez de estos resultados iniciales. 

Al igual que ocurrió en el trabajo realizado por Menéndez Arias de la Universidad 

Autónoma de Madrid (185) las muestras positivas obtenidas en nuestro estudio en 

primera instancia no resultaron consistentemente amplificables, es decir, no sirvieron 

para amplificar la  secuencia env del XMRV de forma reproducible en intentos  

posteriores cuestionando así la validez de nuestros hallazgos iniciales. 

Aunque en nuestro laboratorio no se trabaja directamente con ratones o líneas 

celulares murinas y las polimerasa de nuestro estudio no se encontraba entre las que 

se habían reportado como contaminadas con ADN murino, nuestro proveedor de 

reactivos (Promega) no podía certificar ausencia de contaminación por lo que 

sometimos a evaluación tanto nuestros reactivos como las preparaciones de ADN 

genómico humano mediante la sensible técnica de amplificación de secuencias 

murinas IAP (Intracisternal A Particles) mediante amplificación por PCR según 

previamente descrito por Robinson et al. (94). Estas secuencias IAPs corresponden a 

secuencias repetitivas de elementos retrotransponibles presentes en el genoma de 

ratón en elevado número de copias, por lo que su detección no requiere de técnicas de 

alta sensibilidad y resulta claramente superior a métodos alternativos tal como la 

detección de ADN mitocondrial de ratón (94, 186).  

A diferencia de otros investigadores no pudimos encontrar ninguna 

evidencia de ADN murino contaminante. Los resultados de la Figura 14 muestran un 

ejemplo de PCR negativa para presencia de IAPs en algunas de nuestras muestras y en 

los reactivos utilizados. 

Si la amplificación de secuencias del XRMW en nuestras muestras de sangre de los 

participantes derivaba de infección viral debíamos ser capaces no sólo de reproducir 

los resultados obtenidos a partir de una muestra preparada de forma independiente 

del mismo individuo, sino también debiéramos poder detectar otras partes del 

genoma viral.  
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El hecho de que la amplificación positiva inicial del XMRV para la región env no pudiera 

ser reproducida a partir de la extracción de ADN genómico de alícuotas congeladas de 

los mismos participantes, junto con la falta de amplificación de otras regiones del 

genoma viral, específicamente la secuencia de gag, nos hizo concluir que cabía la 

posibilidad de que nuestras amplificaciones iniciales derivaran de contaminación aérea 

por amplicones vp62 en el área de trabajo, especialmente  dada la identidad del 100% 

de nuestras amplificaciones con la secuencia utilizado como control positivo en 

nuestros ensayos. Por ello se tomaron medidas de extrema precaución en la 

reevaluación del análisis de amplificación de las muestras positivas, las cuales 

incluyeron: nueva preparación de ADN genómico, utilización de nuevos reactivos 

operando dentro de una campana con lámpara ultravioleta para PCR (Euroclone 

modelo aura ref. PCR PC10000), tal como se describe en materiales y métodos, 

restringiendo además la entrada de las muestras control a la campana de preparación 

de muestras. 

Ninguna de las amplificaciones ensayadas bajo estas estrictas condiciones permitió la 

obtención de secuencias virales a partir de las nuevas preparaciones de ADN genómico 

como muestra la Tabla resumen del cribado que se presenta a continuación. 
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Tabla 13: Cribado de retrovirus por PCR anidada 

Samples 

positive/assayed 

XMRV/MLV HTLV-2 

env gag 
gag 

Assay

1 

Assay

2 

GAG-I-

F/R 

NP116/1

17 

F  

 

gADNprep1 

(n=75) 

18/75 8/18* 0/75 0/75 0/75 

gADNprep2 

(n=18) 

ND 0/18 0/18 0/18 0/18 

Samples 

positive/assayed 

XMRV/MLV HTLV-2 

env gag 
gag 

Assay

1 

Assay

2 

GAG-I-

F/R 

NP116/1

17 

C 

 

gADNprep1 

(n=79) 

12/79 5/12* 0/79 0/79 0/79 

gADNprep2 

(n=12) 

ND 0/12 0/12 0/12 0/12 

 

Permitiéndonos definitivamente concluir la ausencia de infección viral por parte del 

virus XMRV y relacionados con el MLV así como por parte del virus HTLV-2 y variantes 

cercanas, tanto en individuos sanos como en pacientes participantes.  

Además de los dos informes iniciales de Lombardi et al. y Lo et al. que mostraban una 

llamativa asociación entre la presencia de XMRV o secuencias relacionadas con el MLV 

y una condición de fatiga crónica, ambos  actualmente retractados, otros grupos de 

investigadores también han informado de la amplificación positiva de secuencias 

murinas del retrovirus gamma en muestras humanas (93). Tras ser revisadas, la 

mayoría de estas amplificaciones positivas han podido ser atribuidas a la presencia de 

ADN contaminante de ratón (94-95). Sin embargo, algunos estudios en los que no se 
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halló contaminación por ADN murino no encuentran modo alguno de explicar la 

amplificación inconsistente de secuencias relacionadas con el virus MLV ni la 

incapacidad de amplificar regiones alternativas del virus (99, 183). Es posible que sus 

amplificaciones inconsistentes puedan derivar de contaminación aérea por amplicones 

similares a las que hemos detectado en este estudio. 

Alternativamente la inconsistencia de amplificación de que la secuencia viral diana 

pudiera explicarse si ésta estuviera presente en una proporción extremadamente 

escasa, es decir en el caso de que una muy baja proporción de células sanguíneas 

fueran competentes de ser infectadas por el virus XMRV, en cuyo caso la cantidad de 

ADN genómico utilizado podría ser determinante en la obtención de positivos de 

manera inconsistente.  Sin embargo, siendo que la mayoría de estudios en los que se 

han hallado amplificaciones inconsistentes de secuencias virales MLV, incluido el 

nuestro, partían de 0,5-1 ђg de ADN genómico (187-188), resulta altamente 

improbable que esta pueda ser la explicación. Especialmente cuando los ensayos de 

sensibilidad de detección de secuencias en este y otros estudios señalan que tan solo 

1-10 copias del virus resultarían suficientes para su detección mediante la técnica de 

PCR anidada, y por tanto, siendo que cada célula somática contiene 6.16 pg of ADN, la 

cantidad de células competentes de ser infectadas debiera ser inferior a una de cada 

300,000 para poder encontrarnos en tal escenario.  

Sin embargo, nuestra recomendación es que adicional a los rigurosos chequeos de 

contaminación y el acceso restringido de controles positivos en las zonas de trabajo se 

requiera confirmación de resultados positivos en más de una región del virus y a partir 

de preparaciones independientes del mismo individuo a la hora de diagnosticar 

infección viral mediante la técnica de alta sensibilidad de amplificación por PCR 

anidada. 

 

Aunque se han dirigido grandes esfuerzos a la búsqueda de infecciones derivadas del 

virus MLV y sus variantes en pacientes con SFC sólo unos pocos (99-101, 167, 170) han 

incluido pacientes de FM, y entre ellos sólo uno ha incluido una cohorte con un 

número mayor de pacientes que nuestro estudio (99) . 
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El diseño inicial de los primers para la detección del virus XMRV cuidó seleccionar 

regiones conservadas entre el XMRV y los virus MLV para poder detectar infección por 

éstos últimos tal como describió Lo et al. en su trabajo (86). Adicionalmente, con el 

objeto de asegurar que nuestro ensayo podría identificar variantes de los virus XMRV, 

MLV o HTLV-2, se realizaron ensayos de amplificación bajo condiciones de 

amplificación no restrictivas consistentes en reducir la temperatura de hibridación 5ºC 

por debajo de la Tm de los primers. Bajo estas condiciones de amplificación permisivas 

se obtuvieron productos, algunos de ellos de tamaño cercano al esperado para 

secuencias gag. Sin embargo, ninguna de las bandas secuenciadas mostró secuencias 

virales sino secuencias de ADN genómico humano producto de amplificación 

inespecífica en todos los casos. Todo esto junto con el hecho de que el ADN genómico 

de nuestras preparaciones se hallaba intacto y no contenían impurezas inhibidoras del 

ensayo (ver resultados), permite descartar así mismo la infección por variantes de virus 

relacionados con el XMRV, MLV y HTLV-2 en nuestra población. 

El hecho de no encontrar evidencia de infección por el virus XMRV, HTLV-2 o 

relacionados con ellos, no descarta una posible correlación entre la FM e infección 

viral, ya que cabe la posibilidad de la existencia de otros virus que no han podido ser 

detectados por nuestros primers en la cohorte de pacientes evaluados.  

 

En este sentido las técnicas de secuenciación masiva de bajo coste pueden llegar a 

resultar herramientas altamente valiosas en la identificación de nuevas especies virales 

competentes de infectar células humanas (identificación del viroma humano) así como 

permitir una comprensión más completa y detallada de la variación y evolución viral 

dependiente de los eventos de replicación y transmisión (189). El uso de estas técnicas 

en estudios de metagenómica resulta imprescindible en la comprensión de cómo el 

viroma humano afecta la salud, inmunidad y respuesta a co-infecciones a largo plazo. 

 

Adicionalmente un posible indicio de predisposición a infecciones recurrentes en 

enfermos de FM proporcionado por la literatura médica hizo se incluyera como parte 

de los objetivos de este estudio la caracterización de las formas moleculares de la 
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enzima RNasa L, ya que la presencia de una forma truncada de 37 kDa había sido 

propuesta como posible biomarcador de la enfermedad (159-160). 

El análisis estadístico de los valores de abundancia relativa de la forma truncada 

obtenidos mediante análisis por Western Blot de los extractos protéicos de PBMCs de 

los participantes muestra una alta variación entre individuos con valores que oscilan 

entre un 2% y 172% en pacientes y de un 3% al 165% en individuos sanos. Las medias 

de los cocientes obtenidos del  48,26 ± 32,68 y 44,52 ± 36,96 % en pacientes y 

controles respectivamente son superponibles, con desviaciones típicas cercanas al 

valor de su media aritmética. El análisis no paramétrico de los valores de abundancia 

relativa mediante la prueba U de Mann-Whitney indica que no existen diferencias 

significativas (p<0.05) entre los valores de abundancia relativa obtenidos con las 

muestras de pacientes y los obtenidos del análisis de participantes sanos. Resultado 

que nos permite descartar una asociación entre la sobreexpresión de la versión 

truncada de 37 kDa de la RNasa L y la condición de fatiga crónica en nuestra cohorte 

de pacientes, desestimando por tanto la propuesta de Tiev et al. (159-160) en lo que 

respecta a una correlación de la forma truncada de 37 kDa y la fatiga crónica. 

La enorme variabilidad de la abundancia relativa del fragmento de 37 kDa inter-

individuo observada, tanto en pacientes como en sujetos control, y que abarca valores 

que van desde un pequeño porcentaje (2%) hasta casi doblar la abundancia de la 

forma íntegra pudieran limitar la capacidad de detección de alteraciones atribuibles a 

fatiga crónica. Quizás el análisis de una población más homogénea en lo que se refiere 

a condiciones ambientales y de infección pudiera acotar el rango de variabilidad 

interindividuo y por tanto permitir la detección de cambios debidos a la enfermedad 

de FM/SFC. Sería interesante así mismo evaluar bajo estas mismas condiciones 

controladas la expresión y regulación de otros factores del sistema de defensa viral 2-

5A tales como las isoformas de las enzimas OAS y del inhibidor RLI, con acción 

conocida en la regulación de la activación de la RNasa L (127-128, 137-141).  Estos 

datos permitirían no solamente conocer en mayor detalle el mecanismo de acción de 

la enzima RNasa L en sus versiones intacta (83kDa) y truncada (37kDa) sino también 
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esclarecer de forma detallada las posibles desregulaciones atribuidas a la patología 

FM/SFC en lo que respecta al sistema de defensa anti-viral 2-5A. 

Interesantemente en el curso de este estudio se han observado bandas adicionales en 

los ensayos de Western Blot no descritas previamente en la literatura que pudieran 

corresponder a formas novedosas de la enzima RNasa L. El determinar si esta es 

efectivamente su naturaleza y, en caso afirmativo, evaluar la existencia de correlación 

con la enfermedad, sin embargo, queda fuera del alcance del presente estudio. 
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7 CONCLUSIONES 

1. El 20% de muestras que inicialmente amplificaron secuencias env del virus 

XMRV, y que incluían el 24% de pacientes (18/75) y el 15% de controles sanos 

(12/79) no evidenciaron contaminación con ADN murino. Tampoco lo hicieron 

ninguno de los reactivos utilizados en el cribado bajo las condiciones de 

sensibilidad de ensayo de 5 fg. 

2. La identidad de estas secuencias env con el control positivo vp62 XMRV y la 

imposibilidad de amplificación de otras regiones del virus, o de estas mismas 

regiones en preparaciones independientes de ADN genómico humano permitió 

concluir que derivaban de amplicones contaminantes.   

3. Finalmente ninguna de las 154 muestras evaluadas (75 pacientes de FM y 79 

controles) mostró evidencia de infección por cualquiera de los dos retrovirus 

(XMRV y HTLV-2) u otros retrovirus relacionados con ellos según los criterios 

establecidos en este estudio, consistentes en la amplificación reproducible de 

diversas regiones del virus en muestras independientes de genómico del mismo 

individuo.  

4. La falta de amplificación de secuencias virales no fue debida a falta de 

integridad del ADN genómico preparado,  ni a la presencia de inhibidores de la 

amplificación por PCR. Tampoco fue debido a la falta de sensibilidad del ensayo 

determinada en 1-10 copias del virus por microgramo de ADN genómico. Por lo 

tanto los resultados obtenidos pueden interpretarse como evidencia de 

inexistencia de infección viral por XMRV y HTLV-2 o virus cercanamente 

relacionados, tanto enfermos como controles sanos. 

5. La abundancia relativa de la forma truncada de la RNasa L de peso molecular 

aproximado de 37 kDa con respecto a la forma íntegra de 83 kDa no mostró 

asociación significativa a la condición de fatiga crónica como había sido 

propuesto previamente. Se desestima por tanto este criterio como 

biomarcador de la enfermedad. 
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6. Los resultados negativos reportados en este y otros estudios 

de cribado no permiten descartar la posibilidad de una infección viral o un 

conjunto de infecciones virales como el origen de la FM 

y / o SFC.  
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��������ȐǤ���������������������
������������Ǥ�ͳͻͻͻ�
��Ǣʹʹȋ͵ȌǣͳͳͳǦʹʹǤ�
ʹͲǤ� 	������ �ǡ� ������� ��ǡ� ������� �ǡ� ���������ǡ� �������� 

ǡ� ��������� �Ǥ� ���� ��������
�������� ��������ǣ� �� �������������� ��������� ��� ���� ����������� ���� �����Ǥ� ��������������
��������	����������������������
����Ǥ���������������Ǥ�ͳͻͻͶ�����ͳͷǢͳʹͳȋͳʹȌǣͻͷ͵ǦͻǤ�
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ʹͳǤ� �������Ǥ������������������������������������������������������Ǥ�����������Ǥ�ʹͲͳʹ�
	���ʹʹǦʹͺǢʹ͸ȋʹͷȌǣͶͺǦͷ͸Ǣ������ͺǤ�
ʹʹǤ� �����������ǡ�������ǡ���������������ǡ��������
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�������������������������������������Ǥ��������������ȋ������ȌǤ�ʹͲͲ͹�
��ǢͶ͸ȋͳȌǣͳ͵ͳǦͶǤ�
ʹ͵Ǥ� ������ �ǡ� ������� �ǡ� ������� �ǡ� ������������� �ǡ� ������� �ǡ� ������Ǧ��������� �Ǥ� ����
��������� ���� ������������ ��� ���� ��������� �������� ��� ���� �������� 	������������ �������
�������������Ǥ��������������Ǥ�ʹͲͳʹ�
���͵ͳǤ�
ʹͶǤ� �����Ǧ���������ǡ��������	ǡ�	��������ǡ��������ǡ���������
ǡ���������ǡ������Ǥ���������������
��������������������������	���������������������������������ȋ	��Ǧ�ȌǤ�������������������Ǥ�
ʹͲͲ͵�
��Ǧ���ǢʹͳȋͶȌǣͶͷͻǦ͸ͶǤ�
ʹͷǤ� ��������ǡ��������ǡ���������
Ǥ��������������������������������������������������������
����	��������������������������������Ǥ��������������Ǥ�ʹͲͲͲ����ǢʹͲȋͳȌǣͻǦͳʹǤ�
ʹ͸Ǥ� �������
ǡ�
���������Ǥ�����	��������������������������������ǣ���������������������
��������������������������������������������������������������Ǥ�������������������Ǥ�ʹͲͲͶ�
���Ǧ���ǢʹʹȋͷȌǣͷͷͶǦ͸ͲǤ�
ʹ͹Ǥ� ��������ǡ���������ǡ�
���������	ǡ���������
ǡ�������
Ǥ�������������������������������
������������� ��������ǣ� ����������� ��� ���� ��	ǡ� ���� 	������ �������� ��� ���� �������������
��������������������Ǥ�
����������Ǥ�ʹͲͲ͵����Ǣ͵ͲȋͷȌǣͳͲͷͶǦͻǤ�
ʹͺǤ� ������������� �ǡ� ������ �ǡ� �������� �Ǥ� ����������� ��� �� 
������ �������� ��� ����
	���������������������������������ȋ	��Ǧ
ȌǤ�
����������Ǥ�ʹͲͲͲ����Ǣʹ͹ȋͺȌǣͳͻͺͶǦͺǤ�
ʹͻǤ� ������ �ǡ� ���� �ǡ� �������� �ǡ� ��������� �ǡ� ��������� �ǡ� ���������� �ǡ� ��� ��Ǥ�
������������ ��� ���� 
�������� �������� ��� ���� 	������������ ������� �������������� ȋ
	��Ȍǣ�
����������������������������������������������������Ǥ�����
����������Ǥ�ʹͲͳͳ�	��ǢͳͶȋͳȌǣ͹ͶǦ
ͺͲǤ�
͵ͲǤ� ������ǡ�������ǡ�������Ǥ���������������������������������������	�������������������
�������������Ǥ�
���������������Ǥ�ʹͲͲʹ����Ǣͳ͹ȋʹȌǣʹʹͲǦͶǤ�
͵ͳǤ� �������
ǡ��������ǡ��������������ǡ���������Ǧ���������Ǥ�����	�������������������
�������������ǡ� �� �������� ������������ ��� �� ���� ����� ���� ����������� ��� ���� �������������
�������Ǥ�������
����������Ǥ�ͳͻͻͷǢʹͶȋʹȌǣ͸ͻǦ͹ͷǤ�
͵ʹǤ� 
�����Ǧ�����ǡ�������Ǥ�����������������������������������������������������������������
�����������������������������Ǥ��������������Ǥ�ʹͲͳʹ�
��Ǣ͵ʹȋͳȌǣʹ͹Ǧ͵ͳǤ�
͵͵Ǥ� 	�������ǡ�����������Ǥ���������������� ������������� ������������������������������
��������� ������ ��������������������������ǣ���������������� ������������	������������ �������
�������������� ȋ	���Ȍ� ���� ���� �������ǡ� ���� �������� ������� �������������� ȋ����Ȍǡ� ������
�������������������Ǥ�������������������Ǥ�ʹͲͳͳǢͳ͵ȋʹȌǣ�ͷͺǤ�
͵ͶǤ� 	������ 
ǡ� ������ ��ǡ� 
�������� �ǡ� ���������� �Ǥ� ���� 	������������ �������
�������������ǣ� �� ������� ����� ��� ����������� ��������� ����� ����Ǧ����� �������� ��������Ǥ�
������������������Ǥ�ͳͻͻͻ�	��ǢͳʹȋͳȌǣͶʹǦ͹Ǥ�
͵ͷǤ� ����� �ǡ� ���� �ǡ� ��������ǡ� ��������� �ǡ� ������ �Ǥ� ���� ��������� ���� ������������ ��� ����
�������������������������������	��������������������������������Ǥ���������������Ǥ�ʹͲͳͳ�
���Ǣ͵Ͳȋ͵Ȍǣ͵͵ͻǦͶ͸Ǥ�
͵͸Ǥ� ����������� ��ǡ� ������ ��ǡ� �������� ��Ǥ� ���� ������������� ������� �������������ǣ�
��������������������������Ǥ�
����������Ǥ�ͳͻͻͳ����ǢͳͺȋͷȌǣ͹ʹͺǦ͵͵Ǥ�
͵͹Ǥ� �������� �Ǥ� ���� 	������������ ������� �������������� ȋ	��Ȍǣ� �� ������� ��� ����
�����������ǡ� �������� �������ǡ� ���������� ���������������� ���� ����Ǥ� ����� ���� ���������Ǥ�
ʹͲͲͷ����Ǧ���Ǣʹ͵ȋͷ�������͵ͻȌǣ�ͳͷͶǦ͸ʹǤ�
͵ͺǤ� �������� ��ǡ� 	������ �ǡ� 
����� ��ǡ� ����� �ǡ� ���� ��ǡ� ����� ��Ǥ� ���� ��������
	������������ ������� �������������� ȋ	���Ȍǣ� ����������� ���� ������������� ����������Ǥ�
������������������Ǥ�ʹͲͲͻǢͳͳȋͶȌǣ�ͳʹͲǤ�
͵ͻǤ� ���������� �ǡ� ������� �ǡ� ���������� ��ǡ� 	�������� ��ǡ� �������� ��ǡ� �������� ��Ǥ�
����������� ����� ���� ��������������� ��������� ������������������� ��� ������������� ��������ǣ�
	������������ ������� �������������� ���� �������� ��������� ������ ͵͸Ǧ����� �����Ǧ	����
�������������Ǥ����������	�������Ǥ�ʹͲͳͲ�
��Ǧ���ǢͳͶȋͶȌǣʹͺͶǦͻǤ�
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ͶͲǤ� ����������ǡ������������
ǡ������������
�ǡ���������
ǡ�����������Ǥ��������������������
���������� ����������� ��� ���� ������������� ������� �������������Ǥ� 
� ���������Ǥ� ʹͲͲͻ�

��Ǣ͵͸ȋ͸Ȍǣͳ͵ͲͶǦͳͳǤ�
ͶͳǤ� ������ �ǡ� ����� �
Ǥ� ���������� ���� ����������� ��� �������� �������� ��������� ���
�������� ������������������ ȋ��� ��������������Ȍǣ� �������� ��� ����� ��������Ǥ� ��
Ǥ� ʹͲͲ͹�
����ͳǢ͵͵ͷȋ͹͸ͳ͹ȌǣͶͶ͸ǦͺǤ�
ͶʹǤ� 
���������ǡ��������	ǡ������ 
�ǡ��������
Ǥ�	����������������������������� ��������
�����������������������������������������������������Ǥ����������������Ǥ�ʹͲͲʹǢͶ͸ǣͳ͵͵͵Ȃ
Ͷ͵Ǥ�
Ͷ͵Ǥ� 
���������ǡ������������

ǡ�	���������Ǥ� ȏ������������������������ ������������������
��� ������������� ��� ���� �������������� ������������ ��������������� ��� ��������� ���� ������Ǧ
����������������ȐǤ������������Ǥ�ʹͲͲͲ����Ǣ͵ʹͳȋͳʹȌǣͳͺǦʹʹǤ�
ͶͶǤ� ������ ��ǡ� ����� ��ǡ� ������ 
�Ǥ� �� ����������� ������ ��� �������� �������������
��������ǣ������������������������������������������������������������������Ǥ�
�����������
�����Ǥ�ͳͻͺͻ����Ǣͳͻǣ͸ʹǦ͹ͳǤ�
ͶͷǤ� ������ ��ǡ� ������ 
�Ǥ� ���� �������� ��� ����������� 	������������ ��������ǣ�
�������������������������	��������������������������	������������������������ͳͻͻͲ�
������������������������������������ �����������������������������������������������������Ǥ� 
�
��������������Ǥ�ʹͲͳʹ����ǢͳͺȋʹȌǣ͹ͳǦͷǤ�
Ͷ͸Ǥ� ���������� �ǡ� ����� �ǡ� ������������ �ǡ� 
��������� �ǡ� ������� �ǡ� �������� ��ǡ� ��� ��Ǥ�
�������������� �������� ���� ������������� ������� �������������ǡ� ������� ������ �����ǡ� ����
������� ��������� ��� ������� ��������� ����� ������������ǣ� �� ������� �����Ǥ� ���������� �����Ǥ�
ʹͲͲͻ�
���ͳͷǢ͸ͳȋ͸Ȍǣ͹͵ʹǦͻǤ�
Ͷ͹Ǥ� ���������� �
Ǥ� ������� ������Ȁ������������� ��Ǥ� �������� ������Ȁ����������� �����
��������ǣ� �� ����� ���� �������� ��� ������������ ���� ������������� ���������Ǥ� 
� �������������
������������Ǥ�ͳͻͻͷ�
��Ǧ���Ǣͳͺȋ͸Ȍǣ͵ͻͺǦͶͲ͸Ǥ�
ͶͺǤ� ������ �Ǥ� ����������� �������� �������� ���� �������� ��������� ȋ��������
�����������������Ȍǣ��������������������������������������������Ǥ�����
�����Ǥ�ͳͻͺͺ�
���
ͳͺǢͳͶͺȋʹȌǣͺͲǦʹǤ�
ͶͻǤ� �������� �ǡ� ����� �ǡ� �������� �ǡ� ���������� �ǡ� ������ 	ǡ� ��������� 
Ǥ� �������� ��������
��������Ȁ�������� �����������������ǣ� ��� ������Ǥ� ���� 
� ������������� ���������Ǥ� ʹͲͳͲ�
���Ǧ���Ǣʹ͵ȋͶȌǣͻͺͳǦͻǤ�
ͷͲǤ� ������� ������ 
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ͷͳǤ� ������������ǡ���������

ǡ�	��������ǡ�����������
�ǡ����������ǡ����������
ǡ������Ǥ�
������������������ ���������� ��������� ���� ���� ���������� ��� ������������Ǥ� ������ ����
���������Ǥ�ʹͲͳͲ����Ǧ���Ǣ͵ͺȋʹȌǣͳͲͺǦʹͲǤ�
ͷʹǤ� ������� �ǡ� ������ ��ǡ� �������Ǧ������� 
Ǥ� �������� �������� ��������� ����
�������������������������Ǥ�����
�������������Ǥ�ʹͲͲͻǢʹȋͳȌǣͳǦͳ͸Ǥ�
ͷ͵Ǥ� �����������ǡ�
�����Ǧ���������
ǡ�
�����Ǧ������
�ǡ�����Ǧ�������������	ǡ�������Ǧ������
�ǡ����������Ǧ��������Ǥ��������������������������������������������������������������������
���� 	������������ ������� �������������ǣ� �� ������������ �����Ǥ� ���������� ���Ǥ� ʹͲͳͳ�
���Ǣ͵ͳȋͳʹȌǣͳͷͷͷǦͻǤ�
ͷͶǤ� ��� ������ 
�ǡ� 
������� �ǡ� 
������ �ǡ� ������� �ǡ� �������� 
ǡ� ��������� �Ǥ� 	������������
���������ǣ� ���������� ��������� ���������� ������ ����	������������ ��������������������Ǥ���
�����������������Ǥ��������������Ǥ�ʹͲͲͻ����ǢʹͻȋͷȌǣͷͲͻǦͳͷǤ�
ͷͷǤ� ������ ��ǡ� ������ 	ǡ� ��������� �ǡ� �������� �ǡ� ������ 	
ǡ� ������ 
�ǡ� ��� ��Ǥ� �����
��������������� ��� �������� ����� ������������� ����� ����������������� ����� ����������
���������� ������� ������������ ��� �������� ������ �� ��������� �������� ����� �����������
�������ǫ���������������Ǥ�ʹͲͲͻ����Ǧ���ǢͳͶȋ͸ȌǣͶͶͷǦͷ͵Ǥ�
ͷ͸Ǥ� �������
ǡ������
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ANEXO I 
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ANEXO II 
HOJA INFORMATIVA 

CÓDIGO DEL ESTUDIO: UCV000100 

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DETECCIÓN DE SECUENCIAS NUCLÉICAS VIRALES  EN 

PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE FIBROMIALGIA (FM) Y SÍNDROME DE FATIGA CRÓNICA 

(SFC) DE LA COMUNIDAD VALENCIANA 

Durante décadas los científicos han intentado sin éxito encontrar las causas de la FM y del 
síndrome de fatiga crónica. Recientes estudios indican la posible relación de estas 
enfermedades con infecciones por virus. Dichas infecciones pueden alterar los genes de las 
personas expuestas a esos virus modificando funciones normales de las células de nuestro 
organismo que podrían desencadenar la enfermedad. La alteración de los genes se debe a la 
incorporación de pequeños fragmentos de información genética propia de los virus en el ADN 
humano existiendo actualmente técnicas de laboratorio que permiten su detección.  

Se le ofrece la oportunidad de participar en un estudio planteado por el Dr. Germán Cerdá 
Olmedo y colaboradores de la Facultad de Medicina de Universidad Católica de Valencia que 
consiste en detectar si en su sangre están presentes dichos cambios genéticos causados por 
una infección viral crónica.  

La presencia de dichas alteraciones genéticas, que no son hereditarias ni transmisibles a sus 
descendientes, no garantiza que la infección sea el único agente causante de la enfermedad y 
podría haber otros mecanismos implicados. Sin embargo del conocimiento de estos errores 
genéticos podrían derivarse beneficios futuros en el diagnóstico y tratamiento del SFC y la FM. 

Los pacientes que quieran participar en el estudio serán evaluados por profesionales 
cualificados utilizando los cuestionarios establecidos por las Sociedades Científicas para el 
diagnóstico de FM y SFC. Se les extraerán 10 ml de sangre que serán empleadas para el análisis 
genético descrito anteriormente u otros estudios de FM no pudiendo en ningún caso 
emplearse para otros fines. 

Su participación requiere su CONSENTIMIENTO, es completamente VOLUNTARIA y puede 
REVOCAR su consentimiento en cualquier momento sin que esto afecte a su tratamiento ni su 
relación con el Centro y los profesionales que lo traten. 

La confidencialidad de los participantes se mantendrá en todo momento de acuerdo con la Ley 
Orgánica 15/1999 de 13 de diciembre de Protección de Datos de Carácter Personal. 

Ante cualquier duda o cuestión que se  
plantee durante el estudio, o si quiere 
revocar su consentimiento, puede contactar 
con los Investigadores: 

 

 

German.cerda@ucv.es 
Elisa.oltra@ucv.es 
963637412  ext 53120 
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ANEXO III 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DETECCIÓN DE SECUENCIAS NUCLÉICAS VIRALES  EN 

PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE FIBROMIALGIA (FM) Y SÍNDROME DE FATIGA CRÓNICA 

(SFC) DE LA COMUNIDAD VALENCIANA 

CÓDIGO DEL ESTUDIO: UCV000100 

Yo (nombre y apellidos) 

…………………………………………………………………………………………………. 

He leído la hoja de información que se me ha entregado. 

He podido hacer preguntas sobre el estudio. 

He recibido suficiente información sobre el estudio. 

He hablado con: 

……………………………………………………………………………………………….... 

(nombre y apellidos del investigador) 

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: 

1. Cuando quiera 

2. Sin tener que dar explicaciones 

3. Sin que repercuta en mis cuidados médicos 

 

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento 

para el acceso y utilización de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de 

información. 

Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser 

almacenadas en el Biobanco de la UCV o en el Biobanco Central de la Red Valenciana de 

Biobancos sito en el CSISP (Centro Superior de Investigación en Salud Pública), y utilizadas en 

el futuro para nuevos análisis relacionados con la enfermedad no previstos en el protocolo 

actual. 
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                                   SI  Ƒ                  NO  Ƒ 

 
Firma del paciente o representante legal                 Firma del investigador 

Nombre:                                                                       Nombre: 

DNI :                                                                             DNI : 

Fecha:                                                                          Fecha: 

Médico de cabecera: 
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ANEXO IV 
 

 

 

REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO  

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DETECCIÓN DE SECUENCIAS NUCLÉICAS VIRALES  EN 

PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE FIBROMIALGIA (FM) Y SÍNDROME DE FATIGA CRÓNICA 

(SFC) DE LA COMUNIDAD VALENCIANA 

CÓDIGO DEL ESTUDIO: UCV000100 

 

Don/Dña......................................................................DNI …………………………………... 

En calidad de ....................................................., Revoco el consentimiento para mi 

participación en el estudio ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DETECCIÓN DE SECUENCIAS 

NUCLÉICAS VIRALES  EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE FIBROMIALGIA (FM) Y SÍNDROME 

DE FATIGA CRÓNICA (SFC) DE LA COMUNIDAD VALENCIANA   

 

 

 

Firma del paciente o representante legal 
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ANEXO V 

 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

DONACIÓN DE SANGRE PARA EL BIOBANCO DE INVESTIGACIÓN DE LA UNIVERSIDAD 

CATÓLICA DE VALENCIA SAN VICENTE MÁRTIR 

Yo (nombre y apellidos) 

…………………………………………………………………………………………………. 

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirar mi muestra del Biobanco  de la UCV: 

1. Cuando quiera 

2. Sin tener que dar explicaciones 

 

Presto libremente mi conformidad para que mi muestra participe en las investigaciones de la 

Universidad Católica de Valencia San Vicente Mártir. 

Accedo a que las muestras de sangre obtenidas para el estudio puedan ser almacenadas en 

el Biobanco de la UCV o en el Biobanco Central de la Red Valenciana de Biobancos sito en el 

CSISP (Centro Superior de Investigación en Salud Pública), y utilizadas en el futuro para 

nuevos análisis. 

                                   SI  Ƒ                  NO  Ƒ 
Firma del donante:                                                     Firma del investigador 

Nombre:                                                                       Nombre: 

DNI :                                                                             DNI : 

Fecha:                                                                          Fecha: 

Médico de cabecera: 
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REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO  

DONACIÓN DE SANGRE PARA EL BIOBANCO DE INVESTIGACIÓN DE LA UNIVERSIDAD 

CATÓLICA DE VALENCIA SAN VICENTE MÁRTIR 

 

Don/Dña............................................................................................ 

 

DNI …………………………………... 

 

 

En calidad de ....................................................., 

 

Revoco el consentimiento para mi muestra de sangre alojada en el Biobanco de la UCV. 

 

 

 

Firma del donante: 
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ANEXO VI 
Cuestionario Impacto Fibromialgia (FIQ) 
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ANEXO VII 

CUESTIONARIO MULTIDIMENSIONAL DE FATIGA – MFI�� 

(Spanish version of the MFI�) 

� E. Smets, B.Garssen, B. Bonke. 

Instrucciones: 

Mediante las siguientes afirmaciones, quisiéramos tener una idea de cómo se ha sentido últimamente. 

Se incluye, por ejemplo, la siguiente afirmación: 

 “ME SIENTO RELAJADO/A” 

Si considera que esto es totalmente cierto, que realmente se ha sentido relajado/a últimamente, por favor ponga una X en la casilla que se encuentra más a 
la izquierda, como se muestra a continuación: 

 Sí, es cierto  _1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

Cuanto más en desacuerdo esté con la afirmación, más cerca de “no, no es cierto” deberá poner la cruz.  

Le rogamos que conteste a todas las afirmaciones y marque sólo una casilla por pregunta.  

1 Me siento en forma. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

2 Siento que físicamente sólo soy capaz de hacer pocas cosas. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

3 Me siento muy activo/a. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

4 Me apetece hacer todo tipo de cosas agradables. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

5 Me siento cansado/a. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

6 Creo que hago muchas cosas durante el día. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

7 Cuando estoy haciendo algo, puedo mantener la atención en 
lo que hago. 

Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

8 Aguanto mucho físicamente. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

9 Temo tener que hacer cosas. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

10 Creo que hago muy pocas cosas durante el día. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

11 Me puedo concentrar bien. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

12 Estoy descansado/a. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

13 Me cuesta mucho esfuerzo concentrarme. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

14 Siento que estoy en malas condiciones físicas. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

15 Tengo muchos planes. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

16 Me canso fácilmente. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

17 Consigo hacer pocas cosas. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

18 No tengo ganas de hacer nada. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

19 Me distraigo fácilmente. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

20 Siento que estoy en excelentes condiciones físicas. Sí, es cierto �1 �2 �3 �4 �5 No, no es cierto 

Muchas gracias por su colaboración 

 





�������

�Ǥ�
���À����������� � ͳ͵ͳ�

�

ANEXO VIII 
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ANEXO IX 
Query  1     GCGCCAGTCATCCGATAGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCCCAATAAAGCCTTTTG  60

||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct  1     GCGCCAGTCCTCCGATAGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCCCAATAAAGCCTTTTG  60

Query  61    CTGTTTGCATCCGAAGCGTGGCCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCAGAGTGATTGA  120
||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  61    CTGTTTGCATCCGAAACGTGGCCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCAGAGTGATTGA  120

Query  121   CTACCCAGCTCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCGGGATTCGGAGACCCCCGCCCA  180
|| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||

Sbjct  121   CTGCCCAGCTCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCGGGATTTGGAGACCCCCGCCCA  180

Query  181   GGGACCACCGACCCACCGTCGGGAGGTAAGCCGGCCGGCGATCGTTTTGTCTTTGTCTCT  240
||||||| ||||||||||||||||||||||| |||| |||||||||||||||  ||||||

Sbjct  181   GGGACCA-CGACCCACCGTCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCGATCGTTTTGTCTCCGTCTCT  239

Query  241   GTCTTTGTGCgtgtgtgtgtgtgCCGGCATCTAATCCTCGCGCCTGCGTCTGAATCTGTA  300
|||||||||||||||||||||| |||||||||| |  | |||||||||||||||||||||

Sbjct  240   GTCTTTGTGCGTGTGTGTGTGTACCGGCATCTACTTTTTGCGCCTGCGTCTGAATCTGTA  299

Query  301   CTAGTTAGCTAACTAGATCTGTATCTGGCGGTTCCGCGGAAGAACTGACGAGTTCGTATT  360
|||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||

Sbjct  300   CTAGTTAGCTAACTAGATCTGTATCTGGCGGTTCCGTGGAAGAACTGACGAGTTCGTATT  359

Query  361   CCCGGCCGCAGCCCTGGGAGACGTCCCAGCGGCCTCGGGGGCCCGTTTTGTGGCCCATTC  420
|||| |||||||||||||||||||| ||| ||| ||||||||||| |  |||||||| ||

Sbjct  360   CCCGACCGCAGCCCTGGGAGACGTCTCAGAGGCATCGGGGGCCCGCTGGGTGGCCCAATC  419

Query  421   TGTA--T-C-AGTTAACCTACCCGAGTCGGACTTTTTGGAG---TGGCTTTGT-TG-GGG  471
|||  | | || |  |||  |||| ||||||| |||||||      ||||||  | |||

Sbjct  420   AGTAAGTCCGAG-T--CCTGACCGATTCGGACTATTTGGAGCCCCTCCTTTGTCGGAGGG  476

Query  472   G-AC---G-------A-GAGAC-AGA-G-AC-A--CTTC-CCGCCCCCGTCTGAATTTTT  512
| ||   |       | ||||| ||| |  | |  | || ||||| || |||||||||||

Sbjct  477 GTACGTGGTTCTTTTAGGAGACGAGAGGTCCAAGCCCTCGCCGCCTCCATCTGAATTTTT  536

Query  513   GCTTTCGGTTTTACGCCGAAACCGCGCCGCGCGTCTGAtttgttttgttgttcttctgtt 572
|||||||||||| |||||||||||||||||||||||  | ||| ||  |||| || ||| 

Sbjct  537   GCTTTCGGTTTTTCGCCGAAACCGCGCCGCGCGTCTTGTCTGTCTTAGTGTTGTTTTGTC  596

Query  573 cttcgttagttttc-tt-ctgtcttt-a-agtgttctCGAGATCATGGGACAGACCGTAA  628
|| | |  | ||| ||  ||| ||  |  || ||||  | || ||||||||||||||||

Sbjct  597   ATTTG-T-CTGTTCGTTATTGTTTTGGACCGT-TTCTAAAAAT-ATGGGACAGACCGTAA  652

Query  629   CTACCCCTCTGAGTCTAACCTTGCAGCACTGGGGAGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACC  688
| |||||||||||||| ||| |  | ||||||||||| ||||||||||| || |||||||

Sbjct  653   CCACCCCTCTGAGTCTGACCCTAGAACACTGGGGAGACGTCCAGCGCATCGCGTCCAACC  712

Query  689   AGTCTGTGGATGTCAAGAAGAGGCGCTGGGTTACCTTCTGTTCCGCCGAATGGCCAACTT  748
|||| ||||| ||||||||||| |||||||| |||||||| || ||||| ||||||||||

Sbjct  713   AGTCCGTGGACGTCAAGAAGAGACGCTGGGTCACCTTCTGCTCTGCCGAGTGGCCAACTT  772

Query  749   TCAATGTAGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTTAATTTAGGTGTTATCTCTCAGGTCAAGT  808
||  |||||| ||||| || ||||||||||||||||| |   |||| |  ||||| || |

Sbjct  773   TCGGTGTAGGGTGGCCGCAAGATGGTACTTTTAATTTGGACATTATTTTACAGGTTAAAT  832

Query  809 CTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCCGGATCAGGTCCCATATATCGTCACCT  868
|||  ||||| | ||| || |||||||||||||| |||||||||||||| || |||||||

Sbjct  833   CTAAGGTGTTCTCTCCCGGCCCCCACGGACACCCAGATCAGGTCCCATACATTGTCACCT  892

Query  869   GGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGTCAAACCGTTTGTCTCTCCTAAACCCC  928
|||||||  |||||||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||| |||| | 

Sbjct  893   GGGAGGCTATTGCCTATGAACCCCCTCCGTGGGTCAAACCTTTTGTCTCTCCCAAACTCT  952
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Query  929 CTCCTTTACCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGGTCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGAT  988
| ||||  || || | |||| | || ||  ||||||||||  | ||||||||| ||||||

Sbjct  953   CCCCTTCTCCAACCGGTCCCATTCTGCCATCCGGTCCTTCGACCCAACCTCCGCCCCGAT  1012

Query  989   CTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCCCTCTATAAAGTCCAAACCTCCTAAGCCCCAGGTTC  1048
|||||||||||||||| |||||||||||||||||  ||| |||| |||| || |||||||

Sbjct  1013  CTGCCCTTTACCCTGCTCTTACCCCCTCTATAAAACCCAGACCTTCTAAACCTCAGGTTC  1072

Query  1049  TCCCTGATAGCGGCGGACCTCTCATTGACCTTCTCACAGAGGATCCCCCGCCGTACGGAG  1108
|| | ||||  ||||||||||||||||||||||||||||| || || |||||||||||||

Sbjct  1073  TCTCCGATAATGGCGGACCTCTCATTGACCTTCTCACAGAAGACCCTCCGCCGTACGGAG  1132

Query  1109  CACA---ACCTTCCTCCTCTGCCAGGGAGAACAATG--A-AGAAGAGGCGGCCACCACCT  1162
|||   ||| ||||| ||||  | |||| ||   |  | |||||||||  || |||| |

Sbjct  1133  AACAGGGACCGTCCTCTTCTG--ACGGAG-ACGGCGACAGAGAAGAGGCCACCTCCACTT  1189

Query  1163  CCGAGGTTTcccccccTTCTCCCATGGTGTCTCGACTGCGGGGAAGGAGAGACCCTCCCG  1222
| ||| || |  |||| ||||||||||||||||| |||||||| |  |||||||| ||||

Sbjct  1190  CTGAGATTCCTGCCCCCTCTCCCATGGTGTCTCGCCTGCGGGGCAAAAGAGACCCCCCCG  1249

Query  1223  CAGCGGACTCCACCACCTCCCAGGCATTCCCACTCCGCATGGGGGGAGATGGCCAGCTTC  1282
| || || ||||||||||| | ||  |||||||||||  |||||||  |||| ||| | |

Sbjct  1250  CGGCAGATTCCACCACCTCTCGGGTTTTCCCACTCCGTTTGGGGGGTAATGGTCAGTTAC  1309

Query  1283  AGTACTGGCCGTTTTCCTCCTCTGATTTATATAATTGGAAAAATAATAACCCTTCCTTTT  1342
|||||||||||||||| || |||||| ||||||| |||||||||||||||||||||||||

Sbjct  1310  AGTACTGGCCGTTTTCTTCTTCTGATCTATATAACTGGAAAAATAATAACCCTTCCTTTT  1369

Query  1343  CTGAAGATCCAGGTAAATTGACGGCCTTGATTGAGTCCGTCCTCATCACCCACCAGCCCA  1402
|||||||||||||||||||||| ||||| |||||||| ||||||| ||||||||| ||||

Sbjct  1370  CTGAAGATCCAGGTAAATTGACCGCCTTAATTGAGTCTGTCCTCACCACCCACCAACCCA  1429

Query  1403  CCTGGGACGACTGTCAGCAGTTGTTGGGGACCCTGCTGACCGGAGAAGAAAAGCAGCGGG  1462
||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||

Sbjct  1430  CCTGGGACGACTGTCAGCAATTGTTGGGGACTCTGCTGACAGGAGAAGAAAAGCAGCGGG  1489

Query  1463  TGCTCCTAGAGGCTAGAAAGGCAGTCCGGGGCAATGATGGACGCCCCACTCAGTTGCCTA  1522
||||||||||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||

Sbjct  1490 TGCTCCTAGAGGCCAGAAAGGCAGTCCGGGGCAACGATGGACGCCCCACCCAGTTGCCTA  1549

Query  1523  ATGAAGTCAATGCTGCTTTTCCCCTTGAGCGCCCCGATTGGGATTACACCACTACAGAAG  1582
||||||||||| | || || |||||||| || |||||||||||||| || ||  | ||||

Sbjct  1550  ATGAAGTCAATTCCGCCTTCCCCCTTGAACGTCCCGATTGGGATTATACAACCCCTGAAG  1609

Query  1583  GTAGGAACCACCTAGTCCTCTACCGCCAGTTGCTCTTAGCGGGTCTCCAAAACGCGGGCA  1642
|||||||||||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1610 GTAGGAACCACCTAGTTCTCTATCGCCAGTTGCTCTTAGCGGGTCTCCAAAACGCGGGCC  1669

Query  1643  GGAGCCCCACCAATTTGGCCAAGGTAAAAGGGATAACCCAGGGACCTAATGAGTCTCCCT  1702
| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  1670  GAAGCCCCACCAATTTGGCCAAGGTAAAAGGAATAACCCAGGGACCTAATGAGTCTCCCT  1729

Query  1703  CAGCCTTTTTAGAGAGACTCAAGGAGGCCTATCGCAGGTACACTCCTTATGACCCTGAGG  1762
||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||| |||||||||||||| |||||||

Sbjct  1730  CAGCCTTCTTAGAGAGACTCAAGGAAGCCTATCGCAGATACACTCCTTATGATCCTGAGG  1789

Query  1763  ACCCAGGGCAAGAAACCAATGTGTCCATGTCATTCATCTGGCAGTCTGCCCCGGATATCG  1822
|||| ||||||||||| ||||| || |||||||||||||||||||| || || || || |

Sbjct  1790  ACCCTGGGCAAGAAACGAATGTATCTATGTCATTCATCTGGCAGTCCGCTCCAGACATTG  1849

Query  1823  GACGAAAGTTAGAGCGGTTAGAAGATTTAAAGAGCAAGACCTTAGGAGACTTAGTGAGGG  1882
| ||||||||||||||||||||||| ||||| || || || |||||||| |||||||| |

Sbjct  1850  GTCGAAAGTTAGAGCGGTTAGAAGACTTAAAAAGTAAAACTTTAGGAGATTTAGTGAGAG  1909

Query  1883 AAGCTGAAAAGATCTTTAATAAGCGAGAAACCCCGGAAGAAAGAGAGGAACGTATCagga 1942
| || |||| ||||||||||||  ||||||| || || || ||||| || ||  | ||||

Sbjct  1910  AGGCCGAAAGGATCTTTAATAAAGGAGAAACTCCAGAGGAGAGAGAAGAGCGCGTTAGGA  1969
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Query  1943 gagaaatagaggaaaaagaagaacgccgtagggcagaggatgagcagagagagagagaAA  2002
| || | ||||||||| ||||| || ||||||||||| || ||||||| ||||| ||| |

Sbjct  1970  GGGAGACAGAGGAAAAGGAAGAGCGGCGTAGGGCAGAAGAGGAGCAGAAAGAGAAAGAGA  2029

Query  2003  GGGACCGCAGAAGACATAGAGAGATGAGCAAGCTCTTGGCCACTGTAGTTATTGGTCAGA  2062
||||||| || ||||||||||| |||||||| || |||||||| ||||||| ||| ||||

Sbjct  2030  GGGACCGTAGGAGACATAGAGAAATGAGCAAACTTTTGGCCACCGTAGTTAGTGGACAGA  2089

Query  2063  GACAGGATAGACAGGGGGGAGAGCGGAGGAGGCCCCAACTTGATAAGGACCAATGCGCCT  2122
||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| || || ||||| ||||

Sbjct  2090  GACAGGATAGACAGGGGGGAGAGCGAAGGAGGCCCCAACTTGACAAAGATCAATGTGCCT  2149

Query  2123  ACTGCAAAGAAAAGGGACACTGGGCTAAGGACTGCCCAAAGAAGCCACGAGGGCCCCGAG  2182
|||| |||||||| |||||||||||||| |||||||||||||||||||| || |||||||

Sbjct  2150  ACTGTAAAGAAAAAGGACACTGGGCTAAAGACTGCCCAAAGAAGCCACGGGGTCCCCGAG  2209

Query  2183  GACCGAGGCCCCAGACCTCCCTCCTGACCTTAGGTGACTA-GGGAGGTCAGGGTCAGGAG  2241
||||| | |||||||||||||||||||| ||||  ||||| ||| |||||||||||||||

Sbjct  2210  GACCGCGACCCCAGACCTCCCTCCTGACTTTAGACGACTAGGGGGGGTCAGGGTCAGGAG  2269

Query  2242 ccccccccTGAACCCAGGATAACCCTCAAAGTCGGGGGGCAACCCGTCACCTTCCTGGTA  2301
||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2270  CCCCCCCCTGAACCCAGGATAACCCTCACTGTCGGGGGGCAACCCGTCACCTTCCTGGTG  2329

Query  2302  GATACTGGGGCCCAACACTCCGTGCTGACCCAAAATCCTGGACCCCTAAGTGACAAGTCT  2361
||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| || ||||||||||||| ||| 

Sbjct  2330  GATACGGGGGCCCAACACTCCGTGCTGACTCAAAATCCCGGGCCCCTAAGTGACAGGTCG  2389

Query  2362  GCCTGGGTCCAAGGGGCTACTGGAGGAAAGCGGTATCGCTGGACCACGGATCGCAAAGTA  2421
|| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| || 

Sbjct  2390  GCTTGGGTCCAAGGGGCTACTGGAGGAAAGCGGTATCGCTGGACCACAGATCGCAAGGTG  2449

Query  2422  CATCTGGCTACCGGTAAGGTCACCCACTCTTTCCTCCATGTACCAGACTGCCCCTATCCT  2481
|| || ||||||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||| || || 

Sbjct  2450  CACCTAGCTACCGGTAAGGTCACTCACTCTTTCCTCCATGTGCCAGACTGCCCTTACCCC  2509

Query  2482  CTGCTAGGAAGAGACTTGCTGACTAAACTAAAAGCCCAAATCCACTTTGAGGGATCAGGA  2541
||||||||||||||||| | ||||||||||||||||| |||||||| |||||||| |||

Sbjct 2510  TTGCTAGGAAGAGACTTGTTAACTAAACTAAAAGCCCAGATCCACTTCGAGGGATCGGGA  2569

Query  2542  GCTCAGGTTGTGGGACCGATGGGACAGCCCCTGCAAGTGCTGACAGTAAACATAGAAGAT  2601
||||||||||||||||| |  |||||||||||||| ||| ||||  |   |||||| |||

Sbjct  2570  GCTCAGGTTGTGGGACCAAAAGGACAGCCCCTGCAGGTGTTGACCCTTGGCATAGAGGAT  2629

Query  2602  GAGTATTGGCTACATGATACCAGGAAAGAGCCAGATGTTCCTCTAGGGTCCACATGGCTT  2661
|||||| |||||||||| |||   | |||||| |||||| ||||||||||||| ||||||

Sbjct  2630  GAGTATCGGCTACATGAGACCTCAACAGAGCCGGATGTTTCTCTAGGGTCCACCTGGCTT  2689

Query  2662  TCTGA-TTTCCTTCAGGCCTGGGCGGAAACCGGGGGCATGGGACTGGCAGTTCGCCAAGC  2720
||||| |||||  ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  2690  TCTGACTTTCCC-CAGGCCTGGGCAGAAACCGGGGGCATGGGACTGGCAGTTCGCCAAGC  2748

Query  2721  TCCTCTGATCATACCTCTGAAGGCAACCTCTACCCCCGTGTCCATAAAACAATACCCCAT  2780
|||||||| |||||||| ||||||||||| ||||| |||||||| ||||| ||||||||

Sbjct  2749  GCCTCTGATTATACCTCTAAAGGCAACCTCCACCCCTGTGTCCATCAAACAGTACCCCAT  2808

Query  2781  GTCACAAGAAGCCAGACTGGGGATCAAGCCCCACATACAGAGGCTGTTGGACCAGGGAAT  2840
|||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||

Sbjct  2809  GTCACACGAAGCCAGACTGGGGATCAAGCCCCACATACAGAGACTGTTGGACCAGGGAAT  2868

Query  2841 ACTGGTACCCTGCCAGTCCCCCTGGAACACGCCCCTGCTACCCGTTAAGAAACCAGGGAC  2900
| ||||||| |||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||||||||

Sbjct  2869  ATTGGTACCTTGCCAGTCCCCCTGGAACACACCCCTGCTGCCCGTTAAGAAACCAGGGAC  2928

Query  2901  TAATGATTATAGGCCTGTCCAGGATCTGAGAGAAGTCAACAAGCGGGTGGAAGACATCCA  2960
||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||
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Sbjct  2929  TAAGGATTACAGGCCTGTCCAGGATCTGAGAGAAGTCAACAAGCGGGTGGAAGATATCCA  2988

Query  2961 CCCCACCGTGCCCAACCCTTACAACCTCTTGAGCGGGCTCCCACCGTCCCACCAGTGGTA  3020
||||||||||||||| |||||||||||||| || || ||||| |||||||||||||||||

Sbjct  2989  CCCCACCGTGCCCAATCCTTACAACCTCTTAAGTGGACTCCCTCCGTCCCACCAGTGGTA  3048

Query  3021  CACTGTGCTTGATTTAAAGGATGCCTTTTTCTGCCTGAGACTCCACCCCACCAGTCAGCC  3080
|||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3049  CACTGTGCTTGATTTAAAAGATGCCTTTTTCTGCCTGAGACTCCACCCCACCAGTCAGCC  3108

Query  3081  TCTCTTCGCCTTTGAGTGGAGAGATCCAGAGATGGGAATCTCAGGACAACTGACCTGGAC  3140
|||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||| |||||| ||||||||||

Sbjct  3109  TCTCTTTGCCTTTGAGTGGAGAGATCCAGAAATGGGAATCTCTGGACAATTGACCTGGAC  3168

Query  3141  CAGACTCCCACAGGGTTTCAAAAACAGTCCCACCCTGTTTGATGAGGCACTGCACAGAGA  3200
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||

Sbjct  3169  CAGACTCCCACAGGGTTTCAAAAACAGTCCCACCCTGTTTGATGAGGCATTGCACAGAGA  3228

Query  3201  CCTAGCAGATTTCCGGATCCAGCACCCAGACTTGATCCTGCTACAGTACGTGGATGACTT  3260
||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3229  CCTAGCAGACTTCCGGATCCAGCACCCAGACTTGATCCTGCTACAGTACGTGGATGACTT  3288

Query  3261  ACTGCTGGCCGCCACTTCTGAGCAAGACTGCCAACGAGGTACTCGGGCCCTATTACAAAC  3320
|||||||||||| ||||| || | ||||||||||| |||||||||||||||  |||||||

Sbjct  3289  ACTGCTGGCCGCTACTTCCGAACTAGACTGCCAACAAGGTACTCGGGCCCTTCTACAAAC  3348

Query  3321  CCTAGGGAACCTCGGGTATCGGGCCTCGGCCAAGAAAGCCCAAATTTGCCAGAAACAGGT  3380
||||||| ||||||| || |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||

Sbjct  3349  CCTAGGGGACCTCGGATACCGGGCCTCGGCCAAGAAAGCCCAAATCTGCCAGAAACAGGT  3408

Query  3381  CAAGTATCTGGGGTATCTCCTAAAAGAGGGACAGAGATGGCTGACTGAGGCCAGAAAAGA  3440
|| || |||||||| || || |  ||||| |||||||||||||||||||| ||||||||

Sbjct  3409  TAAATACCTGGGGTACCTTCTGAGGGAGGGTCAGAGATGGCTGACTGAGGCTAGAAAAGA  3468

Query  3441  GACTGTGATGGGGCAGCCCACTCCGAAGACCCCTCGACAACTAAGGGAGTTCCTAGGGAC  3500
||||||||||||||| |||  ||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3469  GACTGTGATGGGGCAACCCGTTCCAAAGACTCCTCGACAACTAAGGGAGTTCCTAGGGAC  3528

Query  3501  GGCAGGCTTCTGTCGCCTCTGGATCCCTGGGTTTGCAGAAATGGCAGCCCCCTTGTACCC  3560
|||||||||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||||| ||

Sbjct  3529 GGCAGGCTTCTGCCGCCTCTGGATCCCTGGGTTTGCGGAAATGGCGGCCCCCTTGTATCC  3588

Query  3561  TCTTACCAAAACGGGGACTCTGTTTAATTGGGGCCCAGACCAGCAAAAGGCCTATCAAGA  3620
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3589  TCTTACCAAAACGGGGACTCTGTTTAATTGGGGCCCAGACCAGCAAAAGGCCTATCAAGA  3648

Query  3621  AATCAAACAGGCTCTTCTAACTGCCCCCGCCCTGGGATTGCCAGATTTGACTAAGCCCTT  3680
|||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3649  AATCAAACAGGCCCTTCTAACTGCCCCCGCCCTGGGATTGCCAGATTTGACTAAGCCCTT  3708

Query  3681  TGAACTCTTTGTCGACGAGAAGCAGGGCTACGCCAAAGGCGTCCTAACGCAAAAACTGGG  3740
||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||  ||||||||||||||||||

Sbjct  3709  TGAACTCTTTGTCGACGAGAAGCAGGGCTACGC-AAAGGC--CCTAACGCAAAAACTGGG  3765

Query  3741  ACCTTGGCGTCGGCCTGTGGCCTACCTGTCCAAAAAGCTAGACCCAGTGGCAGCTGGGTG  3800
||||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  3766  ACCTTGGCGTCGGCCCGTGGCGTACCTGTCCAAAAAGCTAGACCCAGTGGCAGCTGGGTG  3825

Query  3801 GCCCCCTTGCCTACGGATGGTAGCAGCCATTGCCGTTCTGACAAAAAATGCAGGCAAGCT  3860
||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||

Sbjct  3826  GCCCCCTTGTCTACGGATGGTAGCAGCCATTGCCGTTCTGACAAAAGATGCAGGCAAGCT  3885

Query  3861  AACTATGGGACAGCCGCTAGTCATTCTGGCCCCCCATGCGGTAGAAGCACTGGTCAAACA  3920
|||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||| ||||||||||| ||

Sbjct  3886  AACTATGGGACAGCCGCTAGTCATCCTGGCCCCCCATGCAGTAGAGGCACTGGTCAAGCA  3945

Query  3921 ACCCCCTGACCGTTGGCTATCCAATGCCCGCATGACCCACTATCAGGCAATGCTCCTGGA  3980
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|||||||||||| ||||||||||| ||||||||||||||||| ||||| |||||||| ||
Sbjct  3946  ACCCCCTGACCGCTGGCTATCCAACGCCCGCATGACCCACTACCAGGCGATGCTCCTAGA  4005

Query  3981  TACAGACCGGGTTCAGTTCGGACCGGTGGTGGCCCTCAACCCGGCCACCCTGCTCCCCCT  4040
|| ||||| |||||||||||||| |||||||||||||| || |||||| | ||||| ||

Sbjct  4006  CACTGACCGAGTTCAGTTCGGACCAGTGGTGGCCCTCAATCCTGCCACCTTACTCCCTCT  4065

Query  4041  ACCGGAA-AAGGAAGCCCCCCATGACTGCCTCGAGATCTTGGCTGAGACGCACGGAACCA  4099
|||||| |||| |||||||||||| |||||||||||||||||||| ||||| |||||||

Sbjct  4066  CCCGGAAGAAGG-AGCCCCCCATGATTGCCTCGAGATCTTGGCTGAAACGCATGGAACCA  4124

Query  4100  GACCGGACCTCACGGACCAGCCCATCCCAGACGCTGATTACACTTGGTACACAGATGGAA  4159
||||||| ||||| |||||||||||||||||||| ||  |||| ||||| || ||||| |

Sbjct  4125  GACCGGATCTCACCGACCAGCCCATCCCAGACGCCGACCACACCTGGTATACCGATGGGA  4184

Query  4160  GCAGCTTCCTACAAGAAGGACAACGGAGAGCTGGAGCAGCGGTGACTACTGAGACCGAGG  4219
|||||||  | ||||||||||| || |  ||||| ||||||||||| |||||||||||||

Sbjct  4185  GCAGCTTTTTGCAAGAAGGACAGCGAAAGGCTGGGGCAGCGGTGACCACTGAGACCGAGG  4244

Query  4220  TAATCTGGGCGAGGGCTCTGCCGGCTGGAACATCCGCCCAACGAGCCGAACTGATAGCAC  4279
|||||||||| ||||| ||||||||||||||||| |||||||  || |||||||||||||

Sbjct  4245  TAATCTGGGCAAGGGCACTGCCGGCTGGAACATCTGCCCAACCGGCGGAACTGATAGCAC  4304

Query  4280  TCACCCAAGCCTTAAAGATGGCAGAAGGTAAGAAGCTAAATGTTTACACTGATAGCCGCT  4339
|||| |||||||| ||||||||||||||||||| |||||| ||||||||||| ||||| |

Sbjct  4305  TCACTCAAGCCTTGAAGATGGCAGAAGGTAAGAGGCTAAACGTTTACACTGACAGCCGAT  4364

Query  4340  ATGCCTTCGCCACGGCCCATGTCCATGGAGAAATATATAGGAGGCGAGGGTTGCTGACCT  4399
|||| ||||||||||||||| |||||||||| || |||||||||||||||||||| ||||

Sbjct  4365  ATGCTTTCGCCACGGCCCATATCCATGGAGAGATCTATAGGAGGCGAGGGTTGCTAACCT  4424

Query  4400  CAGAAGGCAGAGAAATTAAAAACAAGAACGAGATCTTGGCCTTGCTAAAAGCTCTCTTTC  4459
|||| || |||||||| |||||||||||||||||| |||| || || |||||||| ||||

Sbjct  4425  CAGAGGGTAGAGAAATCAAAAACAAGAACGAGATCCTGGCTTTACTGAAAGCTCTTTTTC  4484

Query  4460  TGCCCAAACGACTTAGTATAATTCACTGTCCAGGACATCAAAAAGGAAACAGTGCTGAGG  4519
|||| |   |||| |||||||| ||||| |  || |||||||||||| | ||||| ||||

Sbjct  4485  TGCCAAGGAGACTCAGTATAATCCACTGCCTGGGGCATCAAAAAGGAGATAGTGCCGAGG  4544

Query  4520  CCAGAGGCAACCGTATGGCAGATCAAGCAGCCCGAGAGGCAGCCATGAAGGCAGTTCTAG  4579
| || ||||||||  | ||||| ||||| ||||| ||||||||||| ||| |   || ||

Sbjct  4545  CTAGGGGCAACCGCCTAGCAGACCAAGCGGCCCGGGAGGCAGCCATAAAGACGCCTCCAG  4604

Query  4580  AAACCTCTACACTCCTCATAGAGGACTCAACCCCGTATACGCCTCCCCATTTCCATTACA  4639
| || || || ||||| |||||||| |||||||| ||||||||| || |||||||||| |

Sbjct  4605 ATACATCCACTCTCCTTATAGAGGATTCAACCCCATATACGCCTGCCTATTTCCATTATA  4664

Query  4640  CCGAAACAGATCTCAAAAGACTACGGGAACTGGGAGCCACCTACAATCAGACAAAAGGAT  4699
| ||||||||||| || | |||  | || || || |||||||| || ||||  |||||||

Sbjct  4665  CTGAAACAGATCTAAAGAAACTCAGAGAGCTTGGGGCCACCTATAACCAGAGCAAAGGAT  4724

Query  4700  ATTGGGTCCTACAAGGCAAACCTGTGATGCCCGATCAGTCCGTGTTTGAACTGTTAGACT  4759
| |||||| | |||||||| || ||||||||||| || |  || ||||||||||||||||

Sbjct  4725  ACTGGGTCTTCCAAGGCAAGCCGGTGATGCCCGACCAATTTGTATTTGAACTGTTAGACT  4784

Query  4760  CCCTACACAGACTCACCCATCTGAGCCCTCAAAAGATGAAGGCACTCCTCGACAGAGAAG  4819
| || ||| | |||||||| ||  ||   || || ||||| |||||||| ||||||| | 

Sbjct  4785  CACTCCACCGGCTCACCCACCTCGGCTACCAGAAAATGAAAGCACTCCTTGACAGAGGAA  4844

Query  4820  AAAGCCCCTACTACATGTTAAACCGGGACAGAACTATCCAGTATGTGACTGAGACCTGCA  4879
||||||||||||||||| |||||||||||| |||  |||| |||||| | ||  ||||||

Sbjct  4845  AAAGCCCCTACTACATGCTAAACCGGGACAAAACCCTCCAATATGTGGCAGATTCCTGCA  4904

Query  4880  CCGCCTGTGCCCAAGTAAATGCCAGCAAAGCCAAAATTGGGGCAGGGGTGCGAGTACGCG  4939
| | ||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||| || | ||  ||||||| |

Sbjct  4905  CGGTCTGTGCCCAAGTAAATGCCAGCAAAGCTAAAATCGGGACAAGAGTAAGAGTACGAG  4964
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Query  4940 GACATCGGCCAGGCACCCATTGGGAAGTTGATTTCACGGAAGTAAAGCCAGGACTGTATG  4999
|||||||||||||||||||||||||  | ||||| || ||||| |||||||| |||||||

Sbjct  4965  GACATCGGCCAGGCACCCATTGGGAGATCGATTTTACAGAAGTCAAGCCAGGGCTGTATG  5024

Query  5000  GGTACAAGTACCTCCTAGTGTTTGTAGACACCTTCTCTGGCTGGGTAGAGGCATTCCCGA  5059
|||||||||||||||| || || || |||||||||||||| |||||||| || || || |

Sbjct  5025  GGTACAAGTACCTCCTGGTATTCGTGGACACCTTCTCTGGTTGGGTAGAAGCCTTTCCAA  5084

Query  5060  CCAAGCGGGAAACTGCCAAG-GTCGTGTCCAAAAAGCTGTTAGAAGACATTTTTCCGAGA  5118
||||| | ||||| || ||| ||||||||||| ||  || | ||||| || || ||||||

Sbjct  5085  CCAAGAGAGAAACAGC-AAGAGTCGTGTCCAAGAAATTGCTGGAAGAAATATTCCCGAGA  5143

Query  5119  TTTGGAATGCCGCAGGTATTGGGATCTGATAACGGGCCTGCCTTCGCCTCCCAGGTAAGT  5178
|| |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||

Sbjct  5144  TTCGGAATGCCACAGGTATTGGGATCTGATAACGGGCCTGCCTTCACCTCCCAGGTAAGT  5203

Query  5179  CAGTCAGTGGCCGATTTACTGGGGATCGATTGGAAGTTACATTGTGCTTATAGACCCCAG  5238
||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||

Sbjct  5204  CAGTCGGTGGCCGATTTACTGGGGATCGATTGGAAATTACATTGTGCTTATAGACCCCAG  5263

Query  5239  AGTTCAGGACAGGTAGAAAGAATGAATAGAACAATTAAGGAGACTTTGACCAAATTAACG  5298
|||||||| ||||||||||||||||||||||| || ||||||||| | || |||||||||

Sbjct  5264  AGTTCAGGTCAGGTAGAAAGAATGAATAGAACCATCAAGGAGACTCTAACTAAATTAACG  5323

Query  5299  CTTGCATCTGGCACTAGAGACTGGGTACTCCTACTCCCCTTAGCCCTCTACCGAGCCCGG  5358
|||||| |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5324  CTTGCAACTGGCACTAGAGACTGGGTACTCCTACTTCCCTTAGCCCTCTACCGAGCCCGC  5383

Query  5359  AATACTCCGGGCCCCCACGGACTGACTCCGTATGAAATTCTGTATGGGGCACCCCCGCCC  5418
|| |||||||||||||| ||||| |||||||||||||| ||||||||||| ||||||

Sbjct  5384  AACACTCCGGGCCCCCATGGACTCACTCCGTATGAAATCCTGTATGGGGCGCCCCCG--- 5440

Query  5419  CTTGTCAATTTTCATGATCCTGAAATGTCAAAGTTAACTAATAGTCCCTCTCTCCAAGCT  5478
||||| ||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||

Sbjct  5441  CTTGTTAATTTCCATGATCCTGAAATGTCAAAGTTTACTAATAGCCCCTCTCTCCAAGCT  5500

Query  5479  CACTTACAGGCCCTCCAAGCAGTACAACAAGAGGTCTGGAAGCCGCTGGCCGCTGCTTAT  5538
|||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| ||||||||||| |||

Sbjct  5501  CACTTACAGGCCCTCCAAGCAGTACAACGAGAGGTCTGGAAGCCACTGGCCGCTGCCTAT  5560

Query  5539  CAGGACCAGCTAGATCAGCCAGTGATACCACACCCCTTCCGTGTCGGTGACGCCGTGTGG  5598
||||||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||| ||| ||||||||

Sbjct  5561  CAGGACCAGCTGGACCAGCCAGTGATACCACACCCCTTCCGTGTCGGCGACACCGTGTGG  5620

Query  5599  GTACGCCGGCACCAGACTAAGAACTTAGAACCTCGCTGGAAAGGACCCTACACCGTCCTG  5658
|||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  5621  GTACGCCGGCACCAGACTAAGAACTTGGAACCTCGCTGGAAAGGACCCTACACCGTCCTG  5680

Query  5659  CTGACAACCCCCACCGCTCTCAAAGTAGACGGCATCTCTGCGTGGATACACGCCGCTCAC  5718
||||| |||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| ||||||||||||

Sbjct  5681  CTGACCACCCCCACCGCTCTCAAAGTAGACGGCATCGCTGCGTGGATCCACGCCGCTCAC  5740

Query  5719  GTAAAGGCGGCGACAACTCCTCCGGCCGGAACAGCAT--GGA---A-A------GTCCAG 5766
||||| ||||  ||||| ||||||||| |||||||||  |||   | |      ||||||

Sbjct  5741  GTAAAAGCGGGCACAACCCCTCCGGCCAGAACAGCATCAGGACCGACATGGAAGGTCCAG 5800

Query  5767 CGTTCTCAAAACCCCTTAAAGATAAGATTAACCCGTGGGGCCCCCTGATAATTATGGGGA 5826
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||  ||||||

Sbjct  5801 CGTTCTCAAAACCCCTTAAAGATAAGATTAACCCGTGGGGCCCCCTAATAATCCTGGGGA 5860

Query  5827 TCTTGGTGAGGGCAGGAGCCTCAGTACAACGTGACAGCCCTCACCAGGTCTTTAATGTCA 5886
||||  | ||||||||||  |||||||||| |||||||||||| |||||||| ||||| |

Sbjct  5861 TCTTAATAAGGGCAGGAGTATCAGTACAACATGACAGCCCTCATCAGGTCTTCAATGTTA 5920

Query  5887 CTTGGAAAATTACCAACCTAATGACAGGACAAACAGCTAATGCTACCTCCCTCCTGGGGA 5946
|||||| | |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  5921 CTTGGAGAGTTACCAACTTAATGACAGGACAAACAGCTAATGCTACCTCCCTCCTGGGGA 5980
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Query  5947 CGATGACAGACACTTTCCCTAAACTATATTTTGACTTGTGTGATTTAGTTGGAGACAACT 6006
| ||||| ||  | || |||||||| || ||||||||||| |||||| | || ||| |||

Sbjct  5981 CAATGACCGATGCCTTTCCTAAACTGTACTTTGACTTGTGCGATTTAATAGGGGACGACT 6040

Query  6007 GGGATGACCCGGAACCCGATATTGGAGATGGTTGCCGCTCTCCCGGGGGAAGAAAAAGGA 6066
||||||| | | |  ||  | || | || |   ||| |||||||||||||||||||| 

Sbjct  6041 GGGATGA---G-A-CTGGAC-TCGG-G-TG-T---CGCACTCCCGGGGGAAGAAAAAGGG 6088

Query  6067 CAAGACTATATGATTTCTATGTTTGCCCCGGTCATACTGTATTAACAGGGTGTGGAGGGC 6126
|||||  || ||| ||||||||||||||||| |||||||||  |||||||||||||||||

Sbjct  6089 CAAGAACATTTGACTTCTATGTTTGCCCCGGGCATACTGTACCAACAGGGTGTGGAGGGC 6148

Query  6127 CGAGAGAGGGCTACTGTGGCAAATGGGGATGTGAGACCACTGGACAGGCATACTGGAAGC 6186
|||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  6149 CGAGAGAGGGCTACTGTGGCAAATGGGGCTGTGAGACCACTGGACAGGCATACTGGAAGC 6208

Query  6187 CATCATCATCATGGGACCTAATTTCCCTTAAGCGAGGAAACACTCCTAAGGGTCAGGGCC 6246
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| ||  ||||||||

Sbjct  6209 CATCATCATCATGGGACCTAATTTCCCTTAAGCGAGGAAACACCCCTCAGAATCAGGGCC 6268

Query  6247 CCTGTTTTGATTCCTCAGTGGGCTCCGGTAGCATCCAGGGTGCCACACCGGGGGGTCGAT 6306
|||||| ||||||||||| || |||| ||  |||| |||| |||||||||||||||||||

Sbjct  6269 CCTGTTATGATTCCTCAGCGGTCTCCAGTGACATCAAGGGCGCCACACCGGGGGGTCGAT 6328

Query  6307 GCAACCCCCTAGTCCTAGAATTCACTGACGCGGGTAAAAGGGCCAGCTGGGATGCCCCCA 6366
|||| ||||||||||| ||||||||||||||||| |||| |||||||||||||| |||||

Sbjct  6329 GCAATCCCCTAGTCCTGGAATTCACTGACGCGGGCAAAAAGGCCAGCTGGGATGGCCCCA 6388

Query  6367 AAACATGGGGACTAAGACTGTATCGATCCACTGGGGCCGACCCGGTGACCCTGTTCTCTC 6426
||  |||||||||||||||||| ||| |||| ||| ||||||||||||||| ||||||| 

Sbjct  6389 AAGTATGGGGACTAAGACTGTACCGACCCACAGGGACCGACCCGGTGACCCGGTTCTCTT 6448

Query  6427 TGACCCGCCAGGTCCTCAATGTAGGGCCCCGCGTCCCCATTGGGCCTAATCCCGTGATCA 6486
||||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6449 TGACCCGCCGGGTCCTCAATATAGGGCCCCGCGTCCCCATTGGGCCTAATCCCGTGATCG 6508

Query  6487 CTGAACAGCTACCCCCCTCCCAACCCGTGCAGATCATGCTCCCCAGGACTCCTCGTCCTC 6546
|||| ||| |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| ||||||  ||||

Sbjct  6509 CTGACCAGTTACCCCCCTCCCGACCCGTGCAGATCATGCTCCCCAGGCCTCCTCAGCCTC 6568

Query  6547 CTCCTTCAGGCGCGGCCTCTATGGTGCCTGGGGCTCCCCCGCCTTCTCAACAACCTGGGA 6606
||||| |||||||   |||||| || |||| | |  |||| |||||||||||||||||||

Sbjct  6569 CTCCTCCAGGCGCCAGCTCTATAGTCCCTGAGACAGCCCCACCTTCTCAACAACCTGGGA 6628

Query  6607 CGGGAGACAGGCTGCTAAACCTGGTAGAAGGAGCCTACCTAGCCCTCAACCTCACCAGTC 6666
|||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| ||| ||||||||||||||||

Sbjct  6629 CGGGAGACAGGCTGCTAAACCTGGTAGATGGAGCCTACCAAGCTCTCAACCTCACCAGTC 6688

Query  6667 CCGACAAAACCCAAGAGTGCTGGCTGTGTCTAGTATCGGGACCCCCCTACTACGAAGGGG 6726
||||||||||||||||||||||| ||||||| ||| ||||||||||||||||||||||||

Sbjct  6689 CCGACAAAACCCAAGAGTGCTGGTTGTGTCTGGTAGCGGGACCCCCCTACTACGAAGGGG 6748

Query  6727 TGGCCGTCCTAGGTACTTACTCCAACCATACCTCTGCCCCGGCTAACTGCTCCGTGACCT 6786
| || |||||||||||||| ||||||||||||||||||||  | |||||||||||| |||

Sbjct  6749 TTGCGGTCCTAGGTACTTATTCCAACCATACCTCTGCCCCAACGAACTGCTCCGTGGCCT 6808

Query  6787 CCCAACACAAGCTGACCCTGTCCGAAGTGACCGGGCAGGGACTCTGCATAGGAGCAGTTC 6846
|||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||| ||||||||||||

Sbjct  6809 CCCAACACAAGCTGACCCTGTCCGAAGTGACCGGACAGGGACTTTGCGTAGGAGCAGTTC 6868

Query  6847 CCAAAACCCATCAGGCCCTGTGTAATACCACCCAGAAGACGAGCGACGGGTCCTACTATT 6906
|||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6869 CCAAAACCCATCAGGCCCTGTGTAATACCACCCAAAAGACGAGCGACGGGTCCTACTATC 6928

Query  6907 TGGCCTCTCCCGCCGGGACCATTTGGGCTTGCAGCACCGGGCTCACTCCCTGTCTATCTA 6966
||||  ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||||

XMRV-env-outer-6156-F�A

ATGTGAGACCACTGGACAGGC
||||||||||||||||||

A

XMRV-env-inner-6334-F�G

GACGCGGGTAAAAGGGCCAGC
|||||||| |||| |||||

G

XMRV-env-inner-6936-R�GG

CCGCCGGGACCATTTGGGCTT
|||
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Sbjct  6929 TGGCTGCTCCCGCCGGGACCATTTGGGCTTGCAACACCGGGCTCACTCCCTGCCTATCTA 6988

Query  6967 CTACTGTGCTTAACTTAACCACTGATTACTGTGTCCTGGTTGAACTCTGGCCAAAGGTAA 7026
| ||||| ||  || | ||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||| |

Sbjct  6989 CCACTGTACTCGACCTCACCACCGATTACTGTGTCCTGGTTGAGCTCTGGCCAAAGGTGA 7048

Query  7027 CCTACCACTCCCCTAATTATGTTTATGGCCAGTTTGAAAAGAAAACTAAATATAAAAGAG 7086
||||||||||||||  ||||||||||| ||||||||| |  ||||| |||||||||||||

Sbjct  7049 CCTACCACTCCCCTGGTTATGTTTATGACCAGTTTGAGAGAAAAACCAAATATAAAAGAG 7108

Query  7087 AGCCGGTGTCATTAACTCTGGCCCTGCTGTTGGGAGGACTTACTATGGGCGGCATAGCTG 7146
||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  7109 AGCCGGTGTCATTAACCTTGGCCCTGCTGTTGGGAGGACTTACTATGGGCGGCATAGCTG 7168

Query  7147 CAGGAGTTGGAACAGGGACTACAGCCCTAGTGGCCACCAAACAATTCGAGCAGCTCCAGG 7206
||||||| ||||| |||||||||||||||||||||||  | || ||| | || |||||||

Sbjct  7169 CAGGAGTAGGAACCGGGACTACAGCCCTAGTGGCCACTCAGCAGTTCCAACAACTCCAGG 7228

Query  7207 CAGCCATACATACAGACCTTGGGGCCTTAGAAAAATCAGTCAGTGCCCTAGAAAAGTCTC 7266
| ||| | || |  ||||||   |   | ||||| ||  ||| |   |||||||| ||| 

Sbjct  7229 CTGCCGTGCACAATGACCTTAAAGAAGTTGAAAAGTCCATCACTAATCTAGAAAAATCTT 7288

Query  7267 TGACCTCGTTGTCTGAGGTGGTCCTACAGAACCGGAGGGGATTAGATCTACTGTTCCTAA 7326
||||||| ||||| || || ||  | ||||| || || ||  |||||||||| |||||||

Sbjct  7289 TGACCTCCTTGTCCGAAGTAGTGTTGCAGAATCGTAGAGGCCTAGATCTACTATTCCTAA 7348

Query  7327 AAGAAGGAGGATTATGTGCTGCCCTAAAAGAAGAATGCTGTTTTTACGCGGACCACACTG 7386
|||| ||||| || ||||||||| ||||||||||||||||||| || || |||||||| |

Sbjct  7349 AAGAGGGAGGTTTGTGTGCTGCCTTAAAAGAAGAATGCTGTTTCTATGCCGACCACACAG 7408

Query  7387 GCGTAGTAAGAGATAGCATGGCAAAGCTAAGAGAAAGGTTAAACCAGAGACAAAAATTGT 7446
|  | ||| | ||||||||||| || || || ||||| || |  |||||||||||  | |

Sbjct  7409 GATTGGTACGGGATAGCATGGCCAAACTTAGGGAAAGATTGAGTCAGAGACAAAAGCTCT 7468

Query  7447 TCGAATCAGGACAAGGGTGGTTTGAGGGACTGTTTAACAGGTCCCCATGGTTCACGACCC 7506
| |||||   ||||||||||||||| || |||||||| | |||||| |||||||| ||||

Sbjct  7469 TTGAATCCCAACAAGGGTGGTTTGAAGGGCTGTTTAATAAGTCCCCTTGGTTCACCACCC 7528

Query  7507 TGATATCCACCATTATGGGCCCTCTGATAGTACTTTTATTAATCCTACTCTTCGGACCCT 7566
||||||||||||| ||||| || |||||| | || || |||||  ||||||| || || |

Sbjct  7529 TGATATCCACCATCATGGGTCCCCTGATAATCCTCTTGTTAATTTTACTCTTTGGGCCTT 7588

Query  7567 GTATTCTCAACCGCTTGGTCCAGTTTGTAAAAGACAGAATTTCGGTAGTGCAGGCCCTGG 7626
|||||||||| ||  ||||||||||| | |||||||| ||||||||||||||||||||||

Sbjct  7589 GTATTCTCAATCGGCTGGTCCAGTTTATCAAAGACAGGATTTCGGTAGTGCAGGCCCTGG 7648

Query  7627 TTCTGACCCAACAGTATCACCAACTCAAATCAATAGATCCAGAAGAAGTGGAATCACGTG 7686
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||||

Sbjct  7649 TTCTGACCCAACAGTATCACCAACTCAAATCAATAGATCCAGAAGAAGTAGAATCGCGTG 7708

Query  7687 AATAAAAGATTTTATTCAGTTTCCAGAAAGAGGGGGGAATGAAAGACCCCACCATAAGGC  7746
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  7709 AATAAAAGATTTTATTCAGTTTCCAGAAAGAGGGGGGAATGAAAGACCCCACCATAAGGC  7768

Query  7747  TTAGCACGCTAGCTACAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAAAGTACCAGAGCTGA-G  7805
|||||  |||| || |||||||||||| ||||||||||||| ||| |||||||||||| |

Sbjct  7769  TTAGCCAGCTAACTGCAGTAACGCCATCTTGCAAGGCATGGGAAAATACCAGAGCTGATG  7828

Query  7806  TTCTCAAAAGTTACAAGGA-AGTTTAATTAAAGAATAAGGCTGAATAACACTGGGACAGG  7864
|||||| ||   ||||| | |    || || |||  | | ||| | |  || |||||  |

Sbjct  7829  TTCTCAGAAAA-ACAAGAACAAGG-AAGTACAGAG-A-GACTGGAAAGTACCGGGACTAG  7884

Query  7865  GGCCAAACAGGATATCTGTAGTCAGGCACCTGGGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATG  7924
||||||||||||||||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  7885  GGCCAAACAGGATATCTGTGGTCAAGCACCTGGGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATG  7944

Query  7925  GTCCTCAGATAAAGCGAAACTAACAACAGTTTCTGGAAAGTCCCACCT-CAGTTTCAA-G  7982

XMRV-env-
outer-7129-R�

GA

CCTGCTGTTGGGAGGACTTAC
||||

T
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|||| |||| | ||| |||  ||||||||||||  || |  ||||    | || |||| |
Sbjct  7945  GTCCCCAGAAATAGCTAAAACAACAACAGTTTCAAGAGA--CCCAGAAACTGTCTCAAGG  8002

Query  7983  TTCCCCAAAAGACCGGGAAATACCCCAAGCCTTATTTAAACTAACCAATCAGCTCGCTTC  8042
||||||| | |||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  8003  TTCCCCAGATGACCGGGAATAACCCCAAGCCTTATTTAAACTAACCAATCAGCTCGCTTC  8062

Query  8043  TCGCTTCTGTACCCGCGCTTTTTGCTCCCCAGTCCTAGCCCTATAAAAAAGGGGTAAGAA  8102
|||||||||||||||||||| ||||| ||||| | |  |  ||||||||  |||||| ||

Sbjct 8063  TCGCTTCTGTACCCGCGCTTATTGCTGCCCAG-C-T--C--TATAAAAA--GGGTAAAAA  8114

Query  8103  CTCCACACTCGGCGCGCCAGTCATCCGATAGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCCCA  8162
| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  8115  CCCCACACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGATAGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTTCCCA  8174

Query  8163  ATAAAGCCTTTTGCTGTTTGCA  8184
||||||||||||||||||||||

Sbjct  8175  ATAAAGCCTTTTGCTGTTTGCA  8196
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ANEXO X 

PCR: La reacción en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR 

("polymerase chain reaction"), es una técnica que fue desarrollada por Kary Mullis a 

mediados de los años 80. 

Con esta metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples copias de un 

fragmento de ADN específico, incluso en presencia de millones de otras moléculas de 

ADN. 

Como su nombre indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es 

capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus únicos 

requerimientos son que existan nucleótidos en el medio que son la materia base para 

fabricar el ADN (los nucleótidos de adenina, timina, citosina y guanina), y una pequeña 

cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que sirva 

como cebadora (el cebador, en inglés "primer"). 

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos inconvenientes, 

como son que no es una técnica cuantitativa y presenta una alta probabilidad de 

obtener falsos positivos por contaminación.  

Para solventar este último problema se ha de optimizar la secuencia de los cebadores, 

así como la temperatura precisa para que estos se unan al ADN en la localización 

correcta y realizar una adecuada manipulación de los reactivos.  

Debido a la elevada sensibilidad de la técnica, uno de los puntos más importantes a la 

hora de realizar una PCR en Tiempo Real, es la calidad del material de partida. 

Por ello, la extracción de los ácidos nucleicos de la muestra toma un papel crítico y 

fundamental. 

x La PCR está diseñada según el principio natural de replicación del ADN. Es un 

proceso de tres pasos, designado como un ciclo, que se repite un número 

específico de veces.  

x El proceso de “PCR” incluye 3 pasos básicos que se repiten 25 veces o más: 

   1.Desnaturalización 

   2.Alineación 

   3. Extensión 
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x Este proceso tiene lugar en un termociclador, un instrumento que 

automáticamente controla y alterna las temperaturas durante períodos 

programados de tiempo para el número apropiado de ciclos de PCR 

(generalmente entre 30 y 40 ciclos).  

Paso 1º PCR: Desnaturalización por calor. 

x �ů�ĐĂůŽƌ�;ŐĞŶĞƌĂůŵĞŶƚĞ�х�ϵϬΣ�Ϳ�ƐĞƉĂƌĂ�ůĂ�ĚŽďůĞ�ŚĞďƌĂ�ĚĞ���E�ĞŶ�ĚŽƐ�ĨŝůĂŵĞŶƚŽƐ͕�

esto se conoce como “desnaturalización".  

Puesto que los enlaces del hidrógeno que unen las bases de uno a otro son débiles, se 

rompen a altas temperaturas, mientras que los enlaces entre fosfatos y desoxirribosa, 

que son enlaces covalentes más fuertes, permanecen intactos. 

  

 

  Ciclo PCR - Paso 1º: Desnaturalización por calor 

Paso 2º PCR: Alineación – unión de la sonda a la secuencia diana. 

x El objetivo no es replicar la hebra entera de ADN sino replicar la secuencia 

diana de aproximadamente 100-600 pares de bases que es única en el 

organismo.  

x Los iniciadores marcan el final de la secuencia diana: éstos son sintéticos y 

cortos, creados a partir de una hebra única de ADN y que normalmente constan 

de 20-30 bases, con una marca de biotina 5’ al final para ayudar a la detección.  

x Dos cebadores están incluidos en la PCR, una para cada una de las hebras de 
ADN complementarias individuales que se producen durante la 
desnaturalización. El comienzo de la secuencia diana de ADN de interés está 
marcado por los cebadores que se reasocian (enlazar) a la secuencia 
complementaria. 
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x dĞŵƉĞƌĂƚƵƌĂ� ĚĞ� �ůŝŶĞĂĐŝſŶ͗� ŐĞŶĞƌĂůŵĞŶƚĞ� ŽĐƵƌƌĞ� ĞŶƚƌĞ� ϰϬΣ�� Ǉ� ϲϱΣ�͕�

dependiendo de la longitud y la secuencia de bases de los iniciadores. Permite 

que éstos se unan a la secuencia diana con alta especificidad. 

  

 

   

Ciclo PCR - Paso 2º: Un par de iniciadores biotinilados se unen al final de la secuencia 

diana. De esta forma se optimizan las condiciones que nos permiten obtener una 

amplificación eficiente de una banda del peso molecular deseado.  

PRIMERS: 
Para diseñar los primers o cebadores que hicieron posible replicar un fragmento de 
ADN mediante la técnica PCR es necesario conocer, en la mayoría de los casos, la 
secuencia de bases total o parcial de dicho fragmento. Por esta razón, aunque la PCR 
supera en sensibilidad y rapidez a las técnicas de clonado y de secuenciación 
convencionales, no se puede prescindir de la información brindada por las mismas. 

Antes de comenzar el diseño con los programas informáticos de los primers o 
cebadores a partir de los cuales se irá formando una hebra complementaria por la 
acción de la polimerasa, se deben tener en cuenta una serie de recomendaciones 
sobre el diseño de oligonucleótidos. 

a) Los primers no deben tener ninguna discrepancia (mismatch), es decir serán 

exactamente complementarios. 

b) No exista algún sitio alternativo en el templado donde el primer pueda 

hibridarse. 

c)   Los primers no formen estructura secundaria (Hairpin), se pegan a si mismo en 

forma de horquilla, especialmente en el extremo 3'o que sean parcialmente 

complementarios con el otro par de primer (dimers). 

d)  La longitud del oligo sea de 20 a 24 pares de bases para reducir al mínimo la 

posibilidad dehibridización en sitios secundarios en nuestra secuencia diana. 



� � �������

�Ǥ�
���À������������ � 150�

�

e)   La temperatura de fusión (Tm) sea de 55ºC o más, de manera que este por 

arriba de la temperatura de "annealing", es la temperatura necesaria para que 

el 50% del primer se pegue al molde. 

f)    El oligo no contenga "strings" de más de una base. Es de especial importancia 

evitar secuencias consecutivas repetitivas en los primers seleccionados porque 

sino sería un primer inespecífico. 

g)   Los primers tengan un contenido de C/G entre 40 y 60%.  

h)   El primer sea más afín en su extremo 3', siendo los enlaces de los últimos 

nucleótidos del extremo 3´fuertes como los enlaces formados por tres puentes 

nitrogenados. 
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ANEXO XI 
Tabla 14: Resultados del Western Blot de muestras de pacientes de FM.  

Nº muestra FM V banda 1 (83KDa) V banda 3 (37KDa) Abundancia relativa 

21 4568367,51 309873,57 7 

11 3249135,65 765988,11 24 

12 3506467,92 3790183,09 108 

14 3674994,89 433966,49 12 

15 659458,2 607602,46 92 

16 2066751,80 2187059,87 106 

17 1973105,58 521171,22 26 

18 2360319,09 413915,68 18 

19 3010539,26 1200907,11 40 

1 14077774,00 6979656,00 50 

2 18207531,00 8961259,00 49 

3 35150373,00 8316475,00 24 

4 12575323,00 4103047,00 33 

5 11236806,00 4049762,00 36 

6 19481196,00 6598826,00 34 

7 22945988,00 5149175,00 22 

8 19713706,00 4693574,00 24 

31 92314387,00 10018176,00 11 

32 43008902,00 12612604,00 29 

33 56893600,00 20523393,00 36 

36 43256761,00 41712970,00 96 

37 15699308,00 9059517,00 58 

38 42190504,00 34901049,00 83 

39 59783905,00 27625519,00 46 

40 89825667 59742277,00 67 

41 78199392,00 30229788,00 39 

22 26357311,00 27419248,76 104 

23 39557744,00 41798142,23 106 

24 4904793,43 405079,32 8 

25 3702722,06 38840549,50 1049 

26 39596641,95 23390432,91 59 

27 73121576,00 47587035,51 65 

28 1530997,97 2639434,33 172 

29 24989148,00 4409968,57 18 

30 34520208,86 654473,50 2 

44 7793740,00 5745590,00 74 

45 18039681,00 7629225,00 42 

46 16302702,00 8572773,00 53 

47 8817067,00 7052500,00 8 

48 16041328,00 11653359,00 73 

49 18455773,00 16458244,00 89 

50 18095040,00 11224598,00 62 

52 14374958,00 13107964,00 91 

53 6365407,00 1101092,55 17 

54 2366196,17 788902,11 33 

55 2443219,14 636263,25 26 

56 1265725,00 521437,00 41 

57 2863770,87 233192,83 8 

58 2362393,96 742097,48 31 

59 2815091,74 345609,22 12 

60 2728928,00 505417,80 19 

61 3778730,20 643501,29 17 

62 17108466,00 7314546,00 43 

64 17896897,00 4768864,00 27 

65 17121055,00 8808697,00 51 

66 11337811,00 4229015,00 37 

67 10188571,00 4053152,00 40 

68 7334959,00 6123250,00 83 

69 8019997,00 4147796,00 52 

70 8715045,00 3390570,00 39 

71 11317474,00 4756413,00 42 

72 6141608,00 3551344,00 58 
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Tabla 15: Resultados del Western Blot de muestras de controles sanos. 

Nº  Control V banda 1 (83KDa) V banda 3 (37KDa) Abundancia relativa 37KDa/83KDa (%) 

17 34876758,00 11216267,00 32 

38 39000662,00 20318435,00 52 

40 71852121,00 27495722,00 38 

41 86098368,00 13447911,00 16 

42 5878018,5 19806265,3 337 

43 13356699,00 9191179,00 69 

50 18537156,00 8127722,00 44 

54 9108668,00 4992975,00 55 

55 11539624,00 4714980,00 41 

16 7690218,00 3948073,00 51 

59 8862128,00 5037381,00 57 

61 5553603,00 3651497,00 66 

62 4192519,00 5080078,00 121 

63 4993621,00 4491865,00 90 

64 5407390,00 4245876,00 79 

66 8180083,00 3371007,00 41 

81 203500871,00 21363377,00 10 

78 154702277,00 27179002,00 18 

75 210250403,00 35003339,00 17 

74 151334144,00 11247654,00 7 

73 160439239,00 6120204,00 4 

21 207220994,00 9578916,00 5 

20 266736463,00 29369035,00 11 

19 256775568,00 29200278,00 11 

18 409476106,00 37997793,00 9 

52 13277636,5 21890611 165 

53 2476466,25 526880,82 21 

57 5310641,31 6020069,04 113 

77 245673,32 197975,24 81 

79 1570288,08 895836,5 57 

80 2269467,71 1348619,47 59 

1 5134148 2068070 40 

2 5905579,6 1767493 30 

3 1511617,5 1466376,92 97 

4 941343,29 48709,18 5 

5 68703,23 18971 28 

7 5360 3216 60 

8 249941,86 7319 3 

9 246743 12440,18 5 

10 68913,53 9678 14 

11 487430,84 285648,74 59 
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ANEXO XII

RESEARCH Open Access

Lack of evidence for retroviral infections formerly
related to chronic fatigue in Spanish Fibromyalgia
patients
Elisa Oltra2*, María García-Escudero2†, Armando Vicente Mena-Durán2†, Vicente Monsalve2

and Germán Cerdá-Olmedo1,2

Abstract

Background: The etiology of fibromyalgia and chronic fatigue syndrome (FM/CFS) is currently unknown. A
recurrent viral infection is an attractive hypothesis repeatedly found in the literature since it would explain the
persistent pain and tiredness these patients suffer from. The initial striking link of two distinct orphan retroviruses:
the gamma retroviruses murine leukemia virus (MLV)-related virus and the delta retrovirus T-lymphotropic virus type
2 (HTLV-2) to chronic fatigue have not been confirmed to date.

Results: Genomic DNA (gDNA) from 75 fibromyalgia patients suffering from chronic fatigue and 79 age-matched
local healthy controls were screened for the presence of MLV-related and HTLV-2 related proviral sequences. The
XMRV env gene was amplified in 20% of samples tested (24% patients/15% healthy controls). Unexpectedly, no PCR
amplifications from independent gDNA preparations of the same individuals were obtained. None of the positive
samples showed presence of contaminating murine sequences previously reported by other investigators, neither
contained additional regions of the virus making us conclude that the initial env amplification came from spurious
air-driven amplicon contaminants. No specific HTLV-2 sequences were obtained at any time from any of the 154
quality-controlled gDNA preparations screened.

Conclusions: Previous associations between MLV-related or HTLV-2 retrovirus infection with chronic fatigue must
be discarded. Thus, studies showing positive amplification of HTLV-2 sequences from chronic fatigue participants
should be revised for possible undetected technical problems.
To avoid false positives of viral infection, not only extreme precautions should be taken when nested-PCR reactions
are prepared and exhaustive foreign DNA contamination controls performed, but also consistent amplification of
diverse regions of the virus in independent preparations from the same individual must be demanded.
The fact that our cohort of patients did not present evidence of any of the two types of retroviral infection formerly
associated to chronic fatigue does not rule out the possibility that other viruses are involved in inciting or
maintaining fibromyalgia and/or chronic fatigue conditions.

Keywords: Fibromyalgia, Chronic fatigue, Murine leukemia virus (MLV)-related virus, Xenotropic murine leukemia
virus-related virus (XMRV), T-lymphotropic virus type 2 (HTLV-2)
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Background
Fibromyalgia and Chronic fatigue Syndrome (FM/CFS)
are characterized by long-lasting debilitating fatigue, often
accompanied by widespread muscle pain. Its incidence is
rising and ranges between 0.5-6% with high prevalence in
females [1]. The high socioeconomic expense that this dis-
ease supposes is worrisome.
Currently the FM/CFS diagnosis is made solely on clini-

cally grounds, as no biological markers associated with the
disease have been found. Alteration in cytokine profiling,
decreased function of natural killer (NK) cells, presence of
autoantibodies and reduced response of T cells to mitogens
and other specific antigens have been reported in these
patients [2-4]. The observed high level of pro-inflammatory
cytokines may explain some of the manifestations such
as fatigue and flu-like symptoms and modify NK cells acti-
vity. Existence of RNaseL isoforms reflecting an aberrant
immune system function is also well documented [5,6].
Identification of markers consistently associated with
this pathology will enable clinicians to effectively diag-
nose FM/CFS, follow the progress of the disease, moni-
tor the effects of therapeutic approaches and probably
develop preventive programs.
Since many of the symptoms characterizing FM/CFS

resemble those of infectious diseases other authors have
investigated a possible viral etiology of the disease. In
October 2009, Lombardi et al. reported the finding of a
novel gammaretrovirus named xenotropic murine leukemia
virus-related virus (XMRV) in about 67% (68/101) of CFS
patient DNA samples prepared from peripheral blood
mononuclear cell (PBMC) compared to only 3.6% (5/218)
of the samples prepared from healthy controls [7]. This
finding, followed by the report on the presence of MLV-
related virus sequences sharing 96% of identity with the
XMRV in blood of patients with CFS published in 2010 by
Lo et al. [8] prompted us to examine whether our local
population of fibromyalgia patients affected by chronic fa-
tigue also presented evidence of murine-leukemia virus-
related infection. Our initial positive amplifications of
XMRV sequences coincided with numerous reports attrib-
uting XMRV amplification to murine DNA contamination
of reagents [9-14], making us investigate the possibility of
spurious amplifications.
A second retrovirus, namely the human T-lymphotropic

virus type 2 (HTLV-2), had also been linked to chronic fa-
tigue by a single study [15]. Contrary to XMRV screening
studies, evaluation of HTLV-2 in different cohorts of FM/
CFS patients has been scarce [16-18]. This latter retrovirus,
closely related to the HTLV-1 virus causing adult T-cell
leukemia and lymphoma and the demyelinating disease
called myelopathy/Tropical spastic paraparesis (HAM/
TSP) has not yet been clearly associated with any disease.
Since DeFreitas et al. reported that 83% (10/12) of chronic
fatigue patients had a positive amplification of gag HTLV-2

sequence compared to 0% (0/20) in matched healthy sub-
jects we considered that a screening of HTLV-2 sequences
in our patient cohort was pertinent.
In addition, antiretroviral therapy had been shown to

be of limited value in controlling HTLV-2 virus expres-
sion in patients co-infected with a second retrovirus, at
least for co-infections with the HIV virus [19,20]. Thus,
finding out whether any of the participating patients
were co-infected with a second retrovirus could be of
relevance to patient care.
In this study we evaluated the presence of both retro-

viruses: XMRV and HTLV-2 formerly associated to
chronic fatigue, and their close relatives, in a cohort of
75 Spanish fibromyalgia patients affected of chronic fa-
tigue and 79 population-matched healthy subjects. This
is, to our knowledge, the largest cohort of patients suf-
fering from chronic fatigue evaluated for infection with
the HTLV-2 virus.

Results
Study population
Patients’ median age was 52 yrs (range 25–76), female sex
was the most prevalent (94%) and the vast majority lived
in the urban area of Valencia (Spain). All patients had pain
in both sides of their body as well as pain above and below
their waist, with axial skeletal pain involvement. Median
number of trigger points defined by the American College
of Rheumatology (ACR) criteria [21] was 14 (range 11–
18). Most patients (52%) were under welfare protection
because of disability caused by FM. Participants had suf-
fered from FM for a median time of 17 yrs (range 0–40).
MFI average score for general fatigue of fibromyalgia
patients was 18.36 ± 2.35 (range 7–20). Physical fatigue
scores were more prominent than mental fatigue’s with
average scores of 17.29 ± 2.81 (range 8–20) and 14.74 ±
4.32 (range 4–20) respectively.

Inconsistent amplification of env XMRV sequence
An initial nested PCR screening of the env XMRV se-
quence in our fibromyalgia (n = 75) and control samples
(n = 79) showed close to a 20% positive amplification that
corresponded to 24% (18/75) of fibromyalgia patient sam-
ples and to 15% (12/79) of the healthy control samples
(Additional file 1: Figure S1, panel A and Table 1). Only
once a negative control with no DNA showed positive env
amplification. The in-house designed primer set used for
the detection of XMRV and MLV-related pro-viral se-
quences span sequences conserved to both viruses, as des-
cribed in material and methods, so that the assay would
detect not only the XMRV but also related virus. However,
sequencing of the PCR amplified products yielded se-
quences identical to the XMRV env sequence in all cases
(data not shown). At that precise time several reports had
shown that some commercial polymerases and PCR kits
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contained murine DNA contaminants [9-14]. In fact
hybridomas were known to contain XMLV (xenotropic
murine leukaemia virus) particles for long [22]. The poly-
merase used in our assays was not a hotstart polymerase,
but our supplier could not guarantee absence of contam-
inant mouse DNA in the reagents. In order to discard the
possibility that mouse DNA contaminants were the source
of our env amplified sequences a sensitive PCR assay
based on detection of the high-copy intracisternal A-
particle (IAP) transposable elements was used [10,23].
This assay was selected for its known superior sensitivity
to the mouse mitochondrial DNA PCR test which relies
on the IAP high copy number in the mouse genome
[10,24]. In addition, since some DNA preparing columns
have been questioned to contain mouse DNA traces [25] a
mock elute control consisting of DNA rehydration solu-
tion added to the master mix was included. Sensitivity as-
says showed positive amplification of IAP sequences up to
5 fg of mouse gDNA spiked into 1 μg of human gDNA
under our amplication conditions (Figure 1A). However,
no amplification proceeded in any of the samples or the
negative controls confirming that neither our samples nor
the reagents used contained contaminating mouse DNA
(Additional file 1: Figure S1, panel B).

False env XMRV sequence amplification in blood samples
due to VP62 XMRV control-derived amplicon
contamination
To evaluate whether the env amplified sequences were
product of air driven contaminants coming from the
XMRV VP62 control reactions, the screening was re-
peated, this time using two different PCR-work stations
placed in separated laboratories for the setting of sample
and control reactions. Under these extreme precautions,
still more than one third of the samples that showed

initial env amplification: (8/18) patient samples and (5/12)
control samples showed positive PCR amplification of
env sequences. However, none of the 30 env positive
samples (18 patients and 12 controls) were able to amp-
lify gag sequences with any of two sets of primers
formerly used to successfully amplify MLV related se-
quences [7,8] (Table 1).
The most likely explanation for this puzzling result

was that our samples were contaminated with the VP62
XMRV control first round PCR products which lack any
gag sequence. To further confirm this was the case new
genomic DNA was prepared from all the samples that
had turned positive in the first round of screening.

Table 1 Screening of retroviruses by nested PCR
Samples
positive/
assayed

XMRV/MLV HTLV-2

env gag gag

Assay1 Assay2 GAG-I-F/R NP116/117

F gDNAprep1
(n = 75)

18/75 8/18* 0/75 0/75 0/75

gDNAprep2
(n = 18)

ND 0/18 0/18 0/18 0/18

C gDNAprep1
(n = 79)

12/79 5/12* 0/79 0/79 0/79

gDNAprep2
(n = 12)

ND 0/12 0/12 0/12 0/12

The table shows the ratio between positive samples and the number of
samples assayed as determined by nested PCR amplification of retroviral
genes using different sets of specific primers in fibromyalgia patients (F) and
healthy controls (C), as indicated. The gDNA preps2 correspond to
independent preparations from frozen aliquots of the exact same participants
that gave a positive amplification in the first assay (Assay1). The asterisk (*)
indicates that only positive samples in the first env amplification (Assay 1)
were tested.

A

B

C

Figure 1 IAP and XMRV amplification sensitivity assays. Panel
A: the indicated amounts of mouse genomic DNA were spiked
into 1 μg of human gDNA and IAP sequences (236–312 bp) were
amplified using previously described conditions [10]. Panels B
and C show amplification of the env (973 bp) and gag (730 bp)
genes using each outer primer set respectively, from the
pcDNA3.1-VP62 construct (AIDS Research and Reference Reagent
Program Cat# 11881) (number of copies 0–1000 as indicated)
spiked into 1 μg of human gDNA with the outer amplification
primers and conditions described in Methods. All PCR products
were visualized on 2% agarose real-safe stained gels. M: molecular
DNA markers correspond to PCR markers (Promega) (panel A)
and marker XIII (Roche) (panels B and C).
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Repetition of PCR amplification with the same env
primers set showed negative results in all 30 samples
(Additional file 1: Figure S1, panel C) allowing us to
confirm that the initial amplification of env sequences in
20% of the samples was due to contamination by ampli-
cons from the control reactions.

Lack of amplification of XMRV sequences in sensitive
nested PCR assays is neither due to lack of gDNA
integrity nor to the presence of PCR inhibitors
To rule out the possibility that the lack of amplification
of viral sequences was due to degradation of the gDNA
template and/or presence of PCR inhibitors the 30 (18
patients and 12 controls) newly prepared samples and
also the initial gDNA samples showing no XMRV amplifi-
cation (57 patient and 67 control samples) were analyzed
by gel electrophoresis and by PCR amplification of known
genomic sequences (the house-keeping gene β-actin and a
fragment of the human chromosome X [Genebank acces-
sion: NT_079573]). The latter was amplified with the
GAPDH specific primers designed Lombardi et al. [7].
Which in addition to match the GAPDH mRNA sequence
between nucleotides 107 and 334 corresponding to exons
1 and 2 and their corresponding location on chromosome
12, also match the human genomic X chromosome
GRCh37.p10 contig sequence between positions 2499130
and 2498903. All 75 patient and the 79 control samples
showed gDNA larger than 23 kb and showed positive
amplification of both fragments, allowing us to conclude
that lack of XMRV amplification is neither due to lack of
gDNA integrity nor to the presence of PCR amplification
inhibitors (Additional file 2: Figure S2). In addition, sensi-
tivity assays of env and gag sequences showed detection of
1–10 copies from the pcDNA3.1-XMRV control spiked
into 1 μg of human gDNA (Figure 1, panels B and C)

indicating that lack of detection is most likely due to lack
of infection.

Lack of amplification of MLV gag related sequences
In order to determine whether the samples analyzed
could contain other retroviruses partially related to the
MLV virus, the nested PCR amplifications were per-
formed at lower annealing temperatures up to 5°C below
primers melting temperature (Tm), which would allow
annealing to, and thus amplification of non-perfect
matches. Under these permissive amplification conditions,
several bands were obtained with both the GAG-I-F and
GAG-I-R set and more abundantly with the NP116/
NP117 set (Figure 2). No bands were obtained for the env
set of primers under these same amplification conditions
(data not shown). Although most bands had a smaller size,
some of them showed a molecular weight close to the ex-
pected gag MLV or XMRV product size. However, se-
quencing of these PCR amplified fragments confirmed
that all of them corresponded to unspecific amplification
of human genomic sequences.

Lack of HTLV-2 or related sequences amplification
An additional objective of the present study was to deter-
mine whether the participating fibromyalgia patients suf-
fering of chronic fatigue were infected with the HTLV-2
retrovirus formerly related to chronic fatigue patients [15].
Using a similar nested PCR based approach used to

screen XMRV and MLV-related sequences the gDNA
samples of patients and controls were rescreened; this
time HTLV-2 sequence specific primers under formerly
described conditions [26] were used.
None of the fibromyalgia (n = 75) or the healthy blood

donor controls (n = 79) showed amplification of a HTLV2-
specific sequence (Table 1). In order to investigate whether

A

B

Figure 2 Amplified products with gag primers were unspecific. Representative nested PCR amplification of 17 gDNA samples from 9 patient
samples (lanes 1–9) and 8 healthy controls (lanes 10–17) visualized on 2% agarose real-safe stained gels. Lane 18 corresponds to the VP62 XMRV
positive control and lane 19 is a negative control with no DNA template. M is the 100 bp ladder marker (Promega). Panel A shows the products
amplified with the GAG-I-F and GAG-I-R primers (410 bp) [7,44] while Panel B shows the products of the NP116 and NP117 primers (380 bp) [8].
All amplifications were performed under the permissive conditions described in materials and methods.
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the samples contained other retroviral sequences related to
HTLV-2 the screening was repeated using similar permis-
sive amplification conditions previously mentioned. Under
these low temperature conditions no final amplification
product was obtained either (Figure 3, panel B). Unexpec-
tedly, 2 patient samples showed amplification in the first
round of PCR, one of the bands had a size close to the ex-
pected product (802 bp). The other had an approximate
size of 450 bp (Figure 3, panel A; sample 17). Subcloning
and sequencing of either band revealed that none of them
contained viral sequences. Again, sensitivity assays using
subcloned HTLV-2 gag sequences spiked into 1 μg of hu-
man gDNA showed that our nested-PCR assay detec-
tion threshold was 1–10 viral copies (Figure 3, panel C).
Thus, neither the FM/CFS samples nor the healthy con-
trols presented any evidence of infection by viruses re-
lated to HTLV-2.

Discussion
This is the first report to our knowledge that evaluates
the presence of the both families of retrovirus formerly
associated with chronic fatigue: the gamma retrovi-
ruses MLV-related and the delta retrovirus HTLV-2 in

a cohort of patients suffering from fibromyalgia and
chronic fatigue.
At present enough evidence exists to support the inex-

istence of a natural form of the XMRV virus in humans
[14,27,28]. However, since the XMRV is competent to
infect and replicate within human cells [29] and some of
its relatives: the xenotropic-MLV (X-MLV) viruses can
infect non-human primates and other species causing
disease [22,30], the possibility of a human xeno-infection
by an MLV-related virus remains.
Opposite to the actively studied relationship of the XMRV

to chronic fatigue, the association or non-association of the
orphan HTLV-2 retrovirus to the disease has not been clari-
fied. The initial study which used PCR amplification of
HTLV-2 proviral sequences followed by probe hybridization
assays to find an association of HTLV-2 infection to CFS was
followed by only a few negative studies [16-18]. Even though
this technique is highly specific and sensitive, amplification
by nested PCR may be superior when detection of low levels
of infection and/or virus variants is pursued. In addition
none of the three negative studies that followed the initial
one included more than 30 patient blood samples [16-18],
and therefore further investigation including larger cohorts
of patients was at need.
This, to our knowledge, constitutes the study with the

largest number of patients (n = 75) of fibromyalgia suffer-
ing from chronic fatigue examined for infection by HTLV-
2. None of the samples assayed showed specific amplifica-
tion of HTLV-2 or related sequences at any time making
us conclude a non-association between HTLV-2 retroviral
infection and the chronic fatigue condition of our patients.
As we already proposed [31] HTLV-2 association with
CFS reported by DeFreitas [15] may also be caused by un-
detected technical problems like it occurred with XMRV
and CFS [7].
It is also interesting to note that the molecular weight of

one of the two bands obtained in our first PCR amplifica-
tion coincides with the endogenous unspecific 440 bp gag
band obtained by Gow et al. [17] in the first round PCR
step. However, different to them, we could only observe it
in 2/154 samples assayed (Figure 3, panel A) and therefore
we cannot coin it as endogenous.
Contrary to the negative results obtained in the HTLV-2

screen, our initial screening analysis of XMRV and MLV-
related sequences yielded a moderate percentage of posi-
tives 20% (30/154) with a slight predominance on the
patient subgroup (24% positive patients versus 15% posi-
tive healthy controls).
The lack of sequence diversity of our PCR amplified

products with respect to the american VP62 XMRV isolate
we were using as the positive control made us suspect our
samples could be contaminated with a specific template.
Even though our lab does not harbor mice work and nor
mouse-derived or XMRV-infected cell lines are maintained

A

B

C

Figure 3 Lack of HTLV-2 amplification. Representative nested PCR
amplification of 17 samples (10 patient and 7 healthy controls)
(lanes 1–10 and 11–17 respectively) visualized on 2% agarose real-safe
stained gels. Panel A shows the products of the first round of PCR
amplification (outer primers), while Panel B shows the nested PCR final
products (inner primers). Lane 18 corresponds to a HTLV-2 patient
positive gDNA kindly provided by Drs. Treviño and Soriano [26], and
lane 19 is a negative control with no DNA template. Panel C shows
amplification of the gag HTLV-2 gene from the pGEMT-HTLV-2-gag
construct (see Methods) (number of copies 0–1000 as indicated) spiked
into 1 μg of human gDNA with the inner amplification primers and
conditions described in Methods. All PCR products were visualized
on 2% agarose real-safe stained gels. M: molecular DNA markers
correspond to 100 bp ladder marker (Promega) (panels A and B)
and PCR markers (Promega) (panel C).
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we proceeded to perform a sensitive IAP test to evaluate
whether the env positive amplifications could come from
mouse DNA contamination in any of the components
used. Different to other researchers we could not find any
presence of murine DNA.
If the obtained amplified sequences were really derived

from our participant blood samples we should be able
not only to reproduce the obtained results from an inde-
pendently prepared sample from the same patient but
also to detect other parts of the viral genome. The fact
that the initial positive amplification of the XMRV env
sequence could not be reproduced in an independent
extraction of gDNA prepared from frozen aliquots of the
same exact samples, added to the complete lack of amp-
lification of other regions of the viral genome, specifi-
cally the gag sequence, made us conclude that the initial
amplification should have come from fortuitous air driven
spreading of env specific amplicons, most likely product of
the first round of PCR of our VP62 XMRV positive con-
trol. This conclusion points out the extreme importance
of independently confirming positive results when using
highly sensitive assays.
In addition to the two initial reports by Lombardi

et al. and Lo et al. which showed a striking association
between the presence of XMRV or MLV-related se-
quences and a chronic fatigue condition, both of which
are currently retracted, some other groups of researchers
have also reported positive amplification of murine
gamma retrovirus sequences in human samples. Most
amplifications have been attributed to sample contamin-
ation with mouse DNA [9-14], other, confirming lack of
contaminant mouse DNA, have not been able to find an
alternative explanation, but as in our study, their positive
results could never be confirmed for a second viral gene
in the same sample [32-34]. It is therefore possible that
their inconsistent amplifications may come from spuri-
ous amplicon contamination similar to the ones we de-
tected. Alternatively, inconsistent PCR amplifications
could come from extremely scarce target sequence
presence. However, being that most of the studies find-
ing inconsistent viral sequence amplifications, includ-
ing ours; used 0.5-1 μg of gDNA template in their
assays [32,35] it is very unlikely this could be the case.
Spiking amplification assays determined 1–10 copies to
be the lower threshold limit for successful nested PCR
amplification in the context of 1 μg of human gDNA, coin-
ciding with previous reports [35], and since each somatic
cell has 6.16 pg of DNA, less than 1 in 3 × 105 cells would
need to be infected for such a scenario to take place.
Although, great efforts had been directed to look for

MLV related infection in CFS patients only a few [33,36-38]
included fibromyalgia patients in the studied groups, and
only one of them included a larger cohort of patients that
our study [33].

To ensure that our testing would not miss genetically
diverse XMRV, MLV or HTLV-2 strains we decreased the
annealing temperature to allow missprimed amplification.
Even though some bands were amplified under these
non-stringent conditions none of them contained viral
sequences, most probably indicating absence of related
infections in our patient and control participants.
Because negative PCR results would be obtained

from defective samples, we considered necessary to
rigorously perform controls to guarantee that lack of
amplification was not due to degraded or impure DNA
preps. Even though amplification of house-keeping
genes which are present at a frequency of 2 copies per
cell does not guarantee amplification of less abundant
templates, at least rules out the presence of potent in-
hibitors of PCR amplification.
It was noticed that the GAPDH primer set used in

Figure 1 of the Lombardi et al. study [7] amplifies a hu-
man non-related genomic sequence in chromosome X
of a similar size to expected GAPDH RT-PCR product
(228 vs 227 bp) and therefore careful interpretation of
the results obtained with it should be taken. In our
study it served the purpose of detecting amplification
of a region of the genome (Additional file 1: Figure S1,
panel B) to evaluate the quality of the gDNA preps
screened.

Conclusions
No evidence of infection by any of the two retroviruses
formerly associated to chronic fatigue syndrome: the
XMRV and the HTLV-2 or their close relatives was
found in any of the 154 tested samples.
The env positive amplifications obtained in our study

(20% of the samples) derived from a specific source:
amplicons corresponding to the products of our positive
control sample: the VP62 isolate of the XMRV. It is,
therefore, our recommendation that in addition to rigor-
ous contamination checkups and restricted access of
positive controls to sample working areas; independent
amplification of more than one gene of the virus is con-
firmed from more than one independent sample prepar-
ation from a particular individual in order to diagnose
infection by the sensitive nested PCR method. We also
recommend the inclusion of controls to guarantee the
quality of the gDNA template evaluated especially when
all results obtained are negative.
The negative results reported in this and other studies

do not allow ruling out the possibility of a viral or a set
of viral infections to be the origin for the fibromyalgia
and/or chronic fatigue syndrome. Low cost high through-
put, deep sequencing assays are powerful tools to iden-
tify all viral species commonly infecting humans (the
human virome) and also to allow a comprehensive under-
standing of viral variation and evolution during replication
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and transmission events. The use of these techniques in
metagenomic studies is critical as we aim to understand
how the human virome affects long-term human health,
immunity, and response to coinfections [39].

Methods
Patients and healthy controls
From January 2011 to April 2011, 75 patients and 79
healthy participants individually matched by age (range +/−
5 yrs) were recruited for this study. All 75 patients came
from a single Institution, Catholic University Medical
School in Valencia, Spain and meet the criteria for fibro-
myalgia diagnosis according to the American College of
Rheumatology’s (1990) [21]. Healthy matched controls were
regular blood donors from the Valencian Community Blood
Bank. A single sample of whole blood was obtained from
each individual after signing an informed consent form.
Each participant underwent a thorough clinical interview to
assess clinical criteria and severity of fibromyalgia using
standardized Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) case
report forms [40,41]. For fatigue assessment the Multi-
fatigue inventory MFI was used [42]. Those with a score≥
well population medians on the general fatigue or reduced
activity scales of the MFI were considered to meet fatigue
criteria of the 1994 international case definition. Patient
data were entered into a computer database (Microsoft
Access 2003, Redmond, WA: Microsoft Corp). The study
was approved by the Hospital de la Plana de Vila-Real
(Castellón, Spain) CEIC. Written informed consent was
obtained from patients for the publication of this report
and any accompanying images.

Specimen collection, processing and storage
Approximately 20 ml of blood per patient was collected in
2 Vacutainer tubes containing 170 IU of lithium heparin
(Becton Dickinson BD 365725) were hand-carried at RT
and processed within 2 h. After taking 2.4 ml of fresh
blood aliquoted into 2 vials: one to be freshly processed for
genomic DNA (gDNA) and the other to be kept at −80°C,
the remaining sample was subjected to Ficoll based gra-
dient separation for the isolation of PBMCs.

Isolation of PBMCs
Samples diluted at 1:1 (v/v) ratio in phosphate-buffered sa-
line solution (PBS) were layered on top of 1 vol of Ficoll-
Paque Premium (GE Healthcare) and subjected to density
centrifugation at 20°C at 500 g for 30 min (brakes off). The
PBMC layer was removed, washed with PBS and centri-
fuged (brakes on). The isolated PBMC pellets were resus-
pended in 1 vol of red blood cell lysis buffer (155 mM
NH4Cl, 10 mM NaHCO3, pH 7.4, 0.1 mM EDTA), kept
on ice for 5 min, and centrifuged (20°C, 500 g, 10 min), as
previously described [43]. The PBMC were washed with
PBS and centrifuged again. The pellets were resuspended

in freezing medium (90% FBS, 10% DMSO) concentration
adjusted to 107mononuclear cells/ml aliquoted and frozen
at −150°C until use.

Isolation of genomic DNA
The Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega)
was used to isolate human gDNA either from 600 μl of
fresh whole blood or from 600 μl of pre-frozen whole
blood or pre-frozen PBMCs for samples that needed a
second preparation of gDNA (env positive samples), fol-
lowing manufacturer’s recommendations. The same kit
was used to isolate mouse gDNA from 600 μl of mouse
tail fresh whole blood under equivalent conditions.
gDNA yield was measured by spectroscopic absorption
at 260 nm in a nanodrop 2000c (Thermo Scientific) and
concentration was adjusted to 200 ng/μl in TE buffer.
gDNA stocks were kept at 4°C in tightly capped tubes to
prevent gDNA breakage by freeze-thaw cycles.

Nested PCR amplifications
The nested PCR for the env and gag genes were performed
according to the protocols described previously [7,8,44]
with some modifications. For the first round of PCR, the
amplification reaction performed in a final volume of
50 μl contained 1 μg of gDNA, 1× Green Go Taq Flexi
buffer, 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 1 pmol/μl of each
primer and 2,5 units of Go Taq Flexi DNA polymerase
(Promega) and 5% DMSO. The cycles were 94°C 5 min,
(1 min at 94°C, 30 sec at 55°C and 1 min at 72°C) ×40 cy-
cles and 10 min at 72°C. For the second round PCR the
amplification reaction was the same except that contained
1/10 vol of the first round as the target sequence to be
amplified, the Tm used in the annealing step range from
50 to 60°C depending on the primer set used; the number
of cycles was 45 in all cases. As PCR amplification positive
control a pcDNA3.1 construct containing the XMRV
VP62 cDNA (Cat# 11881) provided by the AIDS Research
and Reference Reagent Program was used. Negative con-
trol contained all components in the master mix but no
DNA. The conditions used for the amplification of HTLV-
2 sequences were the same described else were [26] except
that the annealing temperature of the second round was
lowered to 55°C to achieve permissive amplification con-
ditions. Positive controls for HTLV-2 amplification con-
sisted of gDNA isolated from a HTLV-2 positive patient
which was kindly provided by Drs. Soriano and Treviño at
the Hospital Carlos III (Madrid, Spain) or a self-made
construct using a PCR amplified HTLV-2 fragment from
the first round (outer primers) subcloned in the pGEM-T
Easy vector (Promega).

For detection of XMRV and MLV-related viral sequences
Primers to amplify conserved env sequences were self-
designed upon alignment of the Xenotropic MuLV-related
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virus VP62 complete genome [Genbank: DQ399707]
with the Murine Leukemia Virus MCF1233 complete gen-
ome [Genbank: U13766]. For the first round PCR the
primers selected were XMRV-env-outer-F 5′-TGTGA
GACCACTGGACAGGC-3′and XMRV-env-outer-R 5′-
GTAAGTCCTCCCAACAGCAG-3′ and for the nested
PCR the primers XMRV-env-inner-F 5′- ACGCGGGTAA
AAGGGCCAGC-3′and XMRV-env-inner-R 5′-AAGCC
CAAATGGTCCCGGCG-3′ were used.
The primers to amplify gag XMRV sequences were the

same used by Urisman et al. and Lombardi et al. to detect
413-bp XMRV gag sequences in prostate cancer and CFS
patients, 419 F and 1154R (outer) and GAG-I-F and
GAG-I-R respectively [7,44]. As inner primers the NP116
and NP117, designed by Lo et al. [8] to anneal to highly
conserved sequences in different MLV-like viruses and
XMRVs, were also used.

For detection of HTLV-2 sequences
The outer primers were: 5′-CTAGCCTCCCAAGCCAG
CCACC-3′ as the forward primer and 5′-CCAGTGGT
GGGTTGATAGCCC-3′ as the reverse. The inner primers
were: 5′-CGAGTCATCGACCCAAAAGGTC-3′ and 5′-G
GAGTTGGGGAAAGCCCGTGG-3′forward and reverse,
respectively, for detection of an 802 bp LTR fragment of
the HTLV-2 2b southern Europe subtype, formerly de-
scribed by Toro et al. [26].

PCR amplifications
For detection of IAP sequences
The primers IAP-F 5′-ATAATCTGCGCATGAGCCAAG
G-3′ and IAP-R 5′-AGGAAGAACACCACAGACCAGA-
3′ and previously described amplification conditions were
used [10].

For detection of house-keeping gene sequences
The primers for the human genomic X chromosome
GRCh37.p10 contig sequence between positions 2499130
and 2498903 were described elsewere [7] as GAPDH
forward - 5′ GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3′ and
reverse - 5′ GGAAGATGGTGATGGGATTTC 3′. The
house designed β-actin primer sequences were: 5′ATA
TCGCCGCGCTCGTCGTC 3′(forward) and 5′GAGC
CACACGCAGCTCATTG 3′ (reverse). 50–100 ng geno-
mic DNA were used under the standard PCR amplifi-
cation conditions described, 3 minutes at 95°C followed
by 30 cycles of 95°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds
and 72°C for 30 seconds, followed by 1 cycle of 72°C for
2 minutes.
All assays were optimized to achieve the highest sensi-

tivity in detecting the target sequences up to 110 copies
of either target plasmid control sequence spiked in one
μg of human genomic DNA before start which coincided
with previous reports [32,35]. One μg of human DNA

was used as input for the PCR tests and all PCR prod-
ucts were resolved by 2% agarose gel electrophoresis and
visualized by real safe-staining.

Subcloning, sequencing of PCR amplified fragments and
BLAST alignments
The pGEM-T Easy (Promega) vector was used to sub-
clone gel purified (GenElute™ Agarose Spin Columns,
Sigma) PCR amplified fragments by TA cloning accord-
ing to manufacturer protocols. Sequencing was per-
formed at the sequencing facility: Unidad de Genómica
del Servicio Central de Soporte a la Investigación Experi-
mental (SCSIE) de la Universidad de Valencia, using the
T7 forward and SP6 reverse primers under standard
conditions. Sequences obtained were aligned to the non-
repetitive sequences at the Genbank database using the
Basic local alignment search tool at the NCBI [45].

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Env positive samples were not
contaminated with mouse DNA. Panel A: representative result of the first
round of XMRV env screening by nested PCR (602 bp). Lanes 1–12
contained gDNA from 7 patient samples (lanes 1–7) and 5 healthy
controls (lanes 8–12). Positive and negative controls corresponding to
pcDNA3.1-VP62 (AIDS Research and Reference Reagent Program Cat#
11881) and no gDNA, are shown in lanes 14 and 13 respectively. Panel B:
amplification of IAP mouse sequences (236–312 bp) from 17 env positive
samples (11 patients and 6 controls) (lanes 1–11 and 12–17 respectively).
Lane 18 shows amplification from mouse genomic DNA (positive control)
while lane 19 shows amplification of a mock gDNA elute (negative
control). Panel C: env screening by nested PCR of the same env positive
samples shown in panel B now using new independent preparations of
gDNA. All PCR products were visualized on 2% agarose real-safe stained
gels. M: 100 bp ladder marker (Promega).

Additional file 2: Figure S2. gDNA preparations from PBMCs were
intact and pure. Panel A: representative gDNA from 9 patient samples
(lanes 1–9) and 9 healthy controls (lanes 10–18) (0.5 μg/lane) visualized in
a 1% real-safe stained agarose gel. Panel B: PCR products amplified from
the same samples with either the previously described GAPDH primers
(227 bp) [7] (upper) or the in-house designed β-actin set (lower) (416 bp);
lane 19 shows a negative control with no DNA. All samples were visual-
ized in 2% real-safe stained agarose gels. M: lambda phage HindIII DNA
marker (Biotools) (panel A); M: 100 bp ladder marker (Promega)(panel B).
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