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Abreviaturas

5-FU 5-Fluorouracilo

Aseo, Azgo medidas de la absorvancia a 260 nm y 280 nm respectivamente
aa aminoacido

ACS Sociedad Americana del Cancer (American Cancer Society)
ADN o DNA acido desoxirribonucléico

ADNCc ADN complementario

AGUS Atipia de células glandulares de significado incierto

AIS Adenocarcinoma /n situ

ALTS ASCUS/LSIL Triage Study

ARN o RNA acido ribonucléico

ARNmM ARN mensajero

ARNt ARN de transferencia

ASCUS Atipia de células escamosas de significado incierto

BrEt bromuro de etidio

BSA albimina de suero bovino

°C centigrados

CHIC Competitive Heterologous Internal Control

Cl control interno

CIN Neoplasia cervical intraepitelial

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
c/u cada uno (p.e. cada nucleétido)

di-S puente disulfuro

DNAsa desoxirribonucleasa

dNTP mezcla equimolar de los 4 nucleétidos dATP, dTTP, dCTP y dGTP
dsDNA DNA doble cadena

D.O. unidad de densidad optica

DMSO dimetilsulfoxido

DTT ditiotreitol

E1..E8 Regiones de expresién temprana de los VPHs

EDTA acido etilendiaminotetracético

EMBL European Molecular Biology Laboratory

FDA food and drugs administration

FN falsos negativos

GCG Genetics Computer Group

h hora

H.0 agua

HCI cloruro sodico

HPA hybridization protection assay

HSIL Lesion escamosa intraepitalial de alto grado

Kb Kilobase

KCl cloruro potasico

L1, L2 Regiones de expresion tardia de los VPHs

LCR Regién de control de la expresién de los genes de VPHs
LSIL Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado

min Minutos

MgCl, cloruro de magnesio

mM milimolar

mL mililitros

MW marcador de peso molecular

UM micromolar

pL microlitros

NaCl cloruro sodico

NIH National Institutes of Health (Instituto Nacional de Salud)

nM nanomolar



nt
ORF
OR
p53
pb
PBS
PCR
Rb
RFLP
RNAsa
RNAsin
rpm
SDS
seg
SEGO
SIL
SSC
ssDNA
ta

Taq DNA pol
TBE
TCA
TMA
Tris

u

uv

\Y

VHB
VIH
VP
VLP
VPH

nucleétido

marco abierto de lectura (open reading frame)
odds ratio

proteina supresora de tumor p53

pares de bases

phosphate buffered saline

polimerase chain reaction (reaccion de polimerizacion en cadena)
proteina supresora de tumor Rb (descubierto en retinoblastoma)
analisis de fragmentos de restriccion
ribonucleasa

Inhibidor de ribonucleasas

revoluciones por minuto

sulfato dodecil sédico

segundos

Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
Lesién escamosa intraepitelial

standard saline concentration

DNA monocadena

temperatura ambiente

DNA polimerasa de Thermus aquaticus

Tris, borato y EDTA

Acido tricloroacético

transcription-mediated amplification

Tris (hidroximetil)-aminometano

unidades enziméticas

luz ultravioleta

Voltios

Virus de la hepatitis B

virus de la inmunodeficiencia humana
verdaderos positivos

particulas semejantes a virus (virus like particles)
virus del papiloma humano o papilomavirus
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1 Virus del Papiloma Humano
1.1 Familia Papillomaviridae

Desde el 7° informe del Comité Internacional de Taxonomia Viral (7th Report of the ICTV) los
virus del papiloma pertenecen a la nueva familia Papillomaviridae (van Regenmortel et al,
2002).

1.2 Virién de los papilomavirus

El virion maduro de los papilomavirus presenta una pequefia capside icosaédrica de 55 nm
de didmetro, de naturaleza exclusivamente proteica (figura 1A), formada por 72 capsomeros
de 2 tipos (Finch y Klug, 1965): los capsomeros que recubren las caras y aristas del icosaedro
(hexavalentes) y los capsomeros de los vértices (pentavalentes) (figura 1B).

El analisis de las proteinas de la capside, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida,
muestra que estd compuesta por al menos 2 proteinas estructurales. Una proteina con un
peso molecular 53-59 KD que representa el 80% de la proteina virica total (Favre et al,
1975a) y otra proteina con un peso molecular de 70 KD que constituye el componente
minoritario de la capside.

Figura 1. Virién de los papilomavirus. A: Micrografia electronica del virién del papiloma. Tomado de NIH-Visuals
Online#AV-8610-3067; B: Reconstruccién tridimensional de la particula virica. Pueden observarse los capsémeros
pentavalentes correspondientes a la proteina minoritaria L2 (en purpura) y los hexavalentes (resto de los
capsémeros) correspondientes a la proteina mayoritaria L1. Tomado de Modis et al (2002). C: Micrografia
electrénica de moléculas de ADN de papilomavirus (sefialadas con flechas). Se han incluido moléculas circulares
de ADN como marcador de tamafio. Tomado de Genitoanal Papilloma Virus Infection (von Krogh y Rylander).
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1.3 Organizacion del material genético

El material genético consiste en una molécula circular de ADN de doble cadena, de
aproximadamente 8.000 pb (figura 1C).

Actualmente se conoce la secuencia completa del genoma de la mayoria de los
papilomavirus humanos y animales. La organizacion general del genoma es muy parecida en
todos los tipos. Todas las secuencias potencialmente codificadoras de proteinas (ORF -Open
Reading Frames- o marcos abiertos de lectura) se localizan en una de las dos cadenas del
ADN. La mayor parte de los ORFs ocupan posiciones relativas similares, y no difieren
demasiado en longitud.

Los ORFs se han clasificado en 2 grupos: ORFs E (tempranos -ear/y-) y ORFs L (tardios -/ate-).
La mayoria de los genes E se expresan en las primeras etapas del ciclo virico, mientras que
los genes L suelen hacerlo en las etapas finales. Los genes E y L estan dispuestos en dos
bloques separados por una regién no codificante.

La mayoria de los ORFs no corresponden exactamente con una proteina. La transcripcion del
ARNm es un mecanismo muy complejo y particular de cada tipo virico. Suelen generarse
varios transcritos mono-, bi- o policistrénicos, que incluyen segmentos de varios ORFs en
combinaciones aparentemente arbitrarias. El producto inicial de la transcripcion esta sujeto a
empalmes (splicing) que dan lugar a varios productos génicos hibridos, provenientes de maés
de un ORF. Asimismo, algunos ORFs codifican segmentos para mas de una proteina.

LONGITUD

REGION APROX. FUNCION OBSERVACIONES
Codifica para proteina de 67,5 a 76,2 kDa.ORF
Funcién ATPasa y 3-5' helicasa. bzstiir;:-:'a Sic:ﬂzervado entre los diferentes tipos de
E1 2.000pb | Relacionado indirectamente con la inmortalizacion pap )

Expresion tardia, dando lugar a un ARN
policistrénico compuesto por los ORFs E1y E4.
Es el ARN virico mas abundante

celular en VPH16.

Se divide en 3 dominios funcionales que regulan la
transcripcién y replicacién del ADN viral.

La proteina completa E2: activa los promotores virales
mediante unién de elementos de respuesta.

E2 1.100 pb En VPH16 y VPH18, E2 suprime los promotores de
transcripcién de las proteinas E6 y E7.

Cuando el VPH se integra en los cromosomas del
huésped, la integridad de E2 varia y se sobreexpresan
E6yE7.

Proteina de aproximadamente 45 kDa. La funcién de
la proteina E2 esta reprimida por otras dos proteinas
E2: el represor trascripcional E2 (E2TR) y el represor
transcripcional E8/E2 (E8/E2TR).

E3 300 pb No se conoce si este ORF es traducido. Existe solo en BPV1, BPV2, EEPV y BPV4.
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Inactivacion de la citoqueratina.

E1-E4 de VPH16 causa arresto en la fase G2 del ciclo
celular cuando se expresa en células Hela y SiHa.
Sugiere un papel antagénico con la proliferacién celular
inducida por E7 durante la etapa productiva de la

Secuencia codificante contenida dentro del marco de
lectura de E2.
Proteina de aproximadamente 10 a 44kDa.

E4 300 ) » . L .
pb infeccién, asi como el requerimiento de E1-E4 y E2 para Se expresa a partir de un ARNm procesado (E1-E4)
inhibir la divisién celular durante el ciclo celular. de manera abundante durante las etapas tardias del
E4 regula los niveles de la proteina nuclear E2 para ciclo viral y la replicacién vegetativa del ADN viral.
facilitar la amplificacién del genoma viral y la expresion
de proteinas tempranas.
Proteina de membrana que interacciona con los
receptores del factor de crecimiento, estimulando la
F"Vlsmn celulary la proliferacion de las celulas Codifica para proteina de aproximadamente 14kDa.
infectadas. . ) .
Involucrada en la interrupcién de mecanismos de Proteina de membrana e hidrofobica.
E5 230-250 pb L P - Uno de los ORFs mas pobremente conservados.
comunicacién celular en VPH16, inhibiendo la - .
e 2 Puede expresarse como un ORF dnico o junto a los
acidificacién de los endosomas. e
PR L . ORFs E1-E4 en un ARN policistrénico.
Podria disminuir el reconocimiento inmune de los
queratinocitos infectados interrumpiendo la funcién de
las proteinas MHC clase II.
Proteina de transfqrmacpn celular y de unién al ADN. Codifica para proteina de 16-18 kDa.
En VPH16 es suficiente, junto con E7 para transformar o . .
. ; . . E6 y E7 codifican para un Unico ARN mensajero
e inmortalizar a las células epiteliales escamosas .
E6 450-500 pb huéspedes bicistrénico que se traduce en dos pautas de lectura
Altera el ambiente celular inhibiendo la funcion de p53 d|st|nta§’.
. . . . Expresion temprana.
mediante su degradacién por la via de la ubiquitina.
Proteina transformadora relacionada con la integracion
del genoma virico en el ADN de la célula htesped y el
establecimiento de un alto nimero de copias en las
células infectadas persistentemente.
E7 300-320 pb Se une a proteinas celulares supresoras de tumores de Codifica para proteina de aproximadamente 10kDa.
la familia pRB., que a su vez interactdan con factores de
transcripcién de la familia E2F, lo que promueve el
progreso de la fase S del ciclo celular y por tanto la
replicacién celular.
Proteina analoga al ORF EB, el cual no esta presente
en estos VPs. . . . . .
Ee 200 pb En BPVI involucrado con la regulacién transcripcional Existe solo en papilomavirus bovinos y en HPVED.
mediante represion de la transcripcion de E2.
. - - ” Codifica para proteina de aproximadamente 57 kDa.
Proteina mayoritaria de la capside, funcién . . o
- Proteina mayoritaria que conforma cerca del 80% de
principalmente estructural. o
L1 1.700 pb ) ) - ~ la capside.
El extremo carboxi terminal es el sitio de sefiales de s . )
R Regién mayor conservada entre los diferentes tipos
localizacién celular.
de VPs.
y . S . Codifica para proteina de 43 a 53 kDa.
Funcién de interaccién virus-célula. . L o
" , . i B} Proteina minoritaria de la capside, se acumula en
Interaccion con proteinas citoplasmaticas de la célula : .
o estructuras nucleares conocidas como dominios
L2 1.400 pb epitelial. - . .
" . ] . ) oncogénicos de la proteina de leucemia
Modulacién del ciclo viral y la persistencia de la o .
. - pro-monocitica (PML) durante el ensamblaje del
infeccion. ) : S
virus y atrae a L1 hacia estos dominios.
Tamafio y secuencia muy variable entre los
Contiene varios motivos de regulacion de la replicacion diferentes aislados.
y la transcripcién virica. No contiene secuencias codificantes. Se divide en 3
800-1.000 . o Iy . . o
LCR pb Contiene sitios de union de factores de transcripcion y partes: el promotor temprano, el amplificador o

elementos del promotor de la ADN polimerasa.
Contiene el origen de replicacion.

enhancer y la regién mas alejada del 5'.
Algunos VPs contienen pequefios ORFs integrados
en laregion LCR.

Tabla 1. Tabla resumen de la longitud aproximada y principales funciones de cada ORF.
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Figura 2. Distribucion de los ORFs en el genoma de 8 papilomavirus humanos. Las barras de color representan los
segmentos codificantes. Adyacente al ORF L1 se encuentra una regién con abundantes sefales reguladoras (LCR).
Algunos ORFs pueden expresarse en cualquiera de los 3 marcos de lectura. Como puede observarse en la figura,
algunos ORF no se han descrito en todos los tipos Unicos (Fuente: Arroyo, 2010).
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1.4 Ciclo Virico

El ciclo de replicacion de los papilomavirus esta marcado por el grado de diferenciacién de la
célula epitelial (figura 3). La infeccidn se inicia con la entrada por endocitosis de los viriones
en las células basales de un epitelio estratificado escamoso. Posteriormente el ADN virico
alcanza el nucleo celular, donde se empiezan a expresar los genes E que controlan su
replicacion y expresion. Entre tanto, la célula epitelial va diferenciandose y dividiéndose por
mitosis, dando lugar a las células mas externas del epitelio. Cuando la célula infectada
alcanza las capas mas externas, y por tanto el maximo grado de diferenciacién, se activan los
genes de la region L, que codifican para las proteinas estructurales de las particulas viricas.
Una vez sintetizadas las proteinas L1 y L2 de la capside se produce el ensamblaje de los
viriones, la ruptura del ndcleo celular y la liberacion de virus maduros.

Las condiciones inmunologicas del huésped y su predisponibilidad genética pueden
favorecer la integracion del ADN virico que se encuentra en forma episomal en el ADN
celular. Este fendmeno desencadena los mecanismos de transformacién neoplasica del
epitelio.

e
— célula diferenciada
o infectada

E

@ célula suprabasal
infectada

/
8#‘"‘" i mitosis ~a

Ny ] '
¥ S\ ol
o F célula basal célulabasal > E

infectada

Membrana
basal

Figura 3. Ciclo virico de un papilomavirus. E, genes de transcripcién temprana. L, genes de transcripcién tardia.
(Fuente: Arroyo, 2010).
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1.5 Pluralidad de los Papilomavirus Humanos
1.5.1 Definicién de especie, tipo, subtipo y variante de papilomavirus

Los papilomavirus constituyen un grupo de virus con una destacable heterogeneidad. Hasta
el momento se han caracterizado totalmente mas de 200 tipos, agrupados en 18 géneros y
mas de 50 especies taxondmicas. Se han detectado cientos de aislados diferentes, que son
considerados subtipos o variantes de los tipos de referencia.

El criterio para la clasificacion taxondmica de papilomavirus se basa en el analisis
filogenético, en base a la similitud de sus secuencias de nucleétidos del ORF L1. Se considera
un nuevo género de papilomavirus cuando existe menos de un 60% de homologia, una
nueva especie entre 60 y 70%, un nuevo tipo entre 71 y 89%, un nuevo subtipo entre 90 y
98% y una nueva variante cuando existe mas de un 98% de homologia en la secuencia del
gen que codifica la proteina L1 (de Villiers, 1994) con respecto a los papilomavirus descritos
previamente.

Clasificacion Similitud de secuencia L1 (%)
Especie 60-70
Tipo 71-89
Subtipo 90-98
variante > 98

Tabla 2. Criterio para definir especie, tipo, subtipo'y variante de papilomavirus. Similitud en la secuencia de
nucleétidos respecto a los tipos de referencia.

1.5.2 Caracterizacion de nuevas variantes

La secuenciaciéon del ORF L1 es el método de referencia para clasificar taxondmicamente las
nuevas variantes. La caracterizacion de una nueva variante debe incluir la secuenciacion del
genoma Vvirico, la determinacién de su organizacion genética, la realizacién de analisis
filogenéticos y el clonaje del genoma completo.
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Las nuevas variantes secuenciadas parcialmente son denominadas provisionalmente con un
alias (p.e. GA6053) hasta que el Reference Center for Human Papillomaviruses que pertenece
al German Cancer Research Center (Heidelberg, Alemania), se encarga de confirmar que los
nuevos tipos caracterizados poseen secuencias Unicas y de asignar el nimero apropiado al
nuevo tipo de papilomavirus. Alli se deposita y mantiene la muestra de referencia, y si el
propietario lo permite, distribuye muestras del ADN de la nueva variante. Este proceso es
esencial para mantener un correcto orden taxonémico.

Los nuevos tipos son denominados por un numero correlativo siguiendo un orden
cronoldgico. Los subtipos de tipos previamente descritos se denominan con una letra (p.e.
VPH 5b).

1.5.3 Clasificacion de los papilomavirus por criterio combinado tropismo / clinica

Se ha propuesto una clasificaciéon de los papilomavirus humanos en dos grandes grupos,
basandose en su tropismo celular y en aspectos clinicos (Van Ranst et a/, 1992):

- Mucosotropicos: papilomavirus con tropismo por las mucosas genitales,
anogenitales y orales. Todos los papilomavirus mucosotrépicos son en mayor o
menor medida potencialmente oncogénicos. Dentro de este grupo pueden
distinguirse 2 categorias: virus de alto y de bajo potencial oncogénico (alto y bajo
riesgo) en funcion de su capacidad para desarrollar una neoplasia.

- Cutaneos: papilomavirus con tropismo por la piel. Los papilomavirus cutaneos
raramente se relacionan con la formacion de neoplasias, excepto los relacionados con
una enfermedad dérmica denominada epidermodisplasia verruciforme (EV). Esta
enfermedad se utiliza como criterio para clasificar los papilomavirus cutaneos en dos
categorias: relacionados y no relacionados con la misma.

Mucosotropicos Cutaneos

Alto riesgo Bajo riesgo Relacionados con EV No relacionados con EV

16, 18, 26, 30, 31, 33, 35,39, | 6, 11,13, 32, 34, 40, 42, 43, 5,8,9,12,14,15,17,19,20 | 1,2,3,4,7,10, 26, 27, 28, 29,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, | 44 (55), 54,61, 62, 71,72, 74, | (46), 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, | 41, 48, 49, 57, 60, 63, 65, 75,
67,68, 69, 70 (64) , 73, 82, 81, 83, 84, 86, 87, 89, 90, 91 | 38, 47, 50, 80, 93, 94, 98,99, | 76, 77,78, 88, 92, 95, 96, 99,
85, 97 (79), 102, 106, 114 104, 107 100, 105, 115, 117, 118, 120,

124, 125, 150, 160

Tabla 3. Clasificacién de los papilomavirus humanos en funciéon del tropismo celular y de aspectos clinicos.
Actualmente los tipos 46, 55 64 Y 79 se han reclasificado como subtipos de los VPH 20, 44, 34 Y 91
respectivamente.
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Esta clasificacion no es estricta, y se mantiene en continua revision. Algunos papilomavirus
mucosotrépicos pueden encontrarse también en la piel (p.e. los tipos 34, 57 y 59). Asimismo
no existen datos clinicos fehacientes para la clasificacion de algunos papilomavirus
mucosotrépicos como virus de alto o bajo riesgo. Por otro lado varios tipos cutaneos pueden
encontrarse en lesiones relacionadas con la epidermodisplasia , pero también en otro tipo de
lesiones, por lo que se clasifican dentro de ambas categorias.

1.5.4 Clasificacion filogenética de los papilomavirus

En 2004, De Villiers et al, propuso una clasificacion de los virus del papiloma en 16 géneros
designados con letras griegas que fue actualizada en 2010 por Hans-Ulrich et a/, incluyendo
13 nuevos géneros (figura 4).

Actualmente, los papilomavirus se dividen en 29 géneros. La tabla 4 contiene una lista de los
géneros y especies de los virus del papiloma humano (géneros Alpha-, Beta-, Gamma-, Mu-y
Nu-VP). Para los tipos del virus del papiloma de animales se utiliza una nomenclatura basada
en el nombre cientifico del huésped (p.e. FAPV1 para Felis domesticus /P tipo 1).

Alpha

Omega
Dyodeita Lambda

Kappa

" Sigma
Nu Mu
lota Psi
a = Dyozeta
e — . Theta
—_— o Eta
Dyoepsilon
it
Dyotheta a2 Deita
5
Epsilon
. Zela
o f /4 A N “ Dyoiota
k: Rho o
Xi Phi N
2 Omikron
2 Upsilon
Tau
Beta P

Gamma

Dyoeta

Figura 4. Arbol filogenético basado en la secuencia del ORF L1 de 189 papilomavirus. El analisis filogenético esta
basado en el alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de L1. Fuente: Hans-Ulrich et a/, 2010.
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ESPECIE

ALPHA-1

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS PAPILOMAVIRUS

GENOTIPOS

OBSERVACIONES

Mucosotrépicos, bajo riesgo, preferentemente anogenitales.

32,42
ALPHA-2 10, 3, 28, 29, 77, 78, 94, 117, 125, 160 Cutaneos, algunos causan verrugas planas.
ALPHA-3 ?;’562’ 72,81, 83, 84, 86, 87, 89,102, 114, Mucosotrépicos, bajo riesgo, preferentemente genitales.
ALPHA-4 2,27, 57 Cutaneos, algunos causan verrugas comunes y planas.
ALPHA-S 26,51, 69, 82 Mucqgotroplcos, alto riesgo, preferen?emente genitales. (26:
también causa verrugas comunes cutaneas).
ALPHA-6 53, 30, 56, 66 Mucosotrépicos, alto riesgo, preferentemente genitales.
ALPHA-7 18, 39, 45, 59, 68, 70, 85, 97 Mucosotrépicos, alto riesgo, preferentemente genitales.
-~ — ' 7
ALPHA ALPHA-8 7,40, 43,91 (79) Muc.osotroplclos, bajo riesgo. (excepto 7 que causa verrugas de
carnicero cutaneas).
ALPHA-9 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67 Mucosotrépicos, alto riesgo, preferentemente genitales.
Mucosotrépicos, bajo riesgo, preferentemente oral, anogenital,
ALPHA-10 6, 11, 13, 44 (55), 74, PpPV1 alguno de ellos causan verrugas, condiloma acuminado y
gigante, enfermedad de Heck.
ALPHA-11 34 (64), 73,177 Mucosotrépicos (cutaneos), preferentemente anogenital.
ALPHA-12 MmPV1, MfPV3, MfPV4, MfPV5, MfPV6,
MfPV7, MfPV8, MfPV9, MfPV10,MfPV11
ALPHA-13 54 Mucosotrépico, bajo riesgo, preferentemente anogenital.
ALPHA-14 90, 71, 106, CgPV1 Mucosotrépicos, bajo riesgo, preferentemente anogenital.
5, 8,12, 14,19, 20 (46), 21, 24, 25, 36, 47, 93,
BETA-1 98, 99, 105, 118, 124, 143, 152, 195, 196, Cutaneos, algunos causan epidermodisplasia verruciforme.
CgPV2, MfPV1
9, 15, 17, 22, 23, 37, 38, 80, 100, 104, 107,
BETA-2 110, 111, 113, 120, 122, 145, 151, 159, 174, Cutaneos, algunos causan epidermodisplasia verruciforme.
182, 198
BETA BETA-3 49, 75, 76, 115 Cutaneos, algunos causan verrugas comunes y planas.
BETA-4 92 Cutaneo, causa epidermodisplasia verruciforme y queratosis.
BETA-5 96, 150, 185 Cuténeo, causa carcinoma in situ.
BETA-6 MfPV2
GAMMA-1 4, 65, 95, 158, 173 Cutaneos, alguno de ellos causan verrugas comunes y planas.
GAMMA-2 50, 200 Cutaneo (epidermodisplasia verruciforme)
GAMMA-3 48, 188 Cutaneo, relacionado con la papulosis bowenoide.
GAMMA-4 60 Cutaneo, causa quistes epidermoides plantares.
GAMMA-5 88 Cutaneo, relacionado con papulosis bowenoide y condiloma.
GAMMA GAMMA-6 101, 103, 108 Mucosotrépicos, preferentemente genitales.
109, 123, 134, 138, 139, 149, 155, 170, 186, .
GAMMA-7 189, 193 Cutaneos.
GAMMAS 112, 119, 147, 164, 168, 176 Mucosotrépicos, relacionados con condiloma acuminado.
GAMMA-9 116, 129 Cutaneo.
GAMMA-10 121, 130, 133, 142, 180, 191 Mucosotrépicos
GAMMA-11 126, 136, 140, 141, 154, 169, 171, 181, 202

Cuténeos (verruga plana)
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GAMMA-12 127, 132, 148, 157, 165, 199 Cutaneo.

GAMMA-13 | 128,153 Cutaneo (lesiones queratésicas).

GAMMA-14 | 131 Cutaneo (lesiones queratésicas, verrugas comunes).

GAMMA-15 | 135, 146, 179, 192 Mucosotrépico.

GAMMA-16 | 137 Mucosotrépico.

GAMMA-17 | 144 Mucosotrépico.

GAMMA-18 | 156 Cutaneo.

GAMMA-19 161, 162, 166 Cutaneo.

GAMMA-20 163, 183, 194 Cutaneo.

GAMMA-21 167 Cutaneo.

GAMMA-22 | 172 Mucosotrépico.

GAMMA-23 | 175 Mucosotrépico (condilomas).

GAMMA-24 178, 190, 197 Cutaneos.

GAMMA-25 | 184 Cutéaneo (verrugas comunes)

GAMMA-26 | 187

GAMMA-27 | 201

MU-1 1 Cutéaneo (verrugas comunes y plantares)

MU MU-2 63 Cuténeo, causa verrugas plantares.
NU NU-1 41 Cuténeo, causa verrugas comunes y planas.

Tabla 4. Clasificacion filogenética de los papilomavirus humanos basada en Hans-Ulrich et a/, 2010, en géneros y
especies y observaciones segun su tropismo, riesgo y asociacién. Los datos estan tomados del International
referencia

Human Papillomavirus Reference Center (IHPVRC) que tiene registrados 204 clones de

correspondientes a 204 genotipos de VPH (a fecha de 22/10/2014). Los tipos 203 y 204 no se incluyen en esta
tabla por no estar actualmente clasificados dentro de una especie determinada. Destacan en negrita los nombres
de cada virus del papiloma que lideran los nuevos géneros. Se muestran los papilomavirus humanos identificados
hasta el momento clasificados segun el alineamiento multiple de la secuencia de nucleétidos correspondiente al
ORF L1 de cada tipo. Algunos tipos, subtipos y variantes tradicionales que se definieron en base a técnicas de
hibridacién y/o anélisis de fragmentos de restriccion actualmente no cumplen este criterio filogenético. Los tipos

46, 55, 64 y 79 se han reclasificado como subtipos de los VPH 20, 44, 34 y 91 respectivamente.
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2. Infecciones causadas por VPH mucosotropicos y cutaneos
2.1 Tejidos susceptibles de infeccion por Papilomavirus: Epitelios de Piel y Mucosas
2.1.1 Organizacion de los tejidos epiteliales

Los epitelios constituyen un grupo de tejidos que recubren todas las superficies corporales y
tapizan el interior de las cavidades del organismo, funcionando como barreras entre los
compartimentos bioldgicos. Existen dos tipos de epitelios: piel y mucosas. Los epitelios estan
constituidos por capas de células epiteliales, estrechamente unidas entre si, bajo la cual se
encuentra la membrana o lamina basal, constituida por fibras de coldgeno y laminina,
incluidas en una matriz de mucopolisacaridos. La membrana basal no esta vascularizada, por
lo que el epitelio recibe el oxigeno y los nutrientes por difusién desde el tejido conectivo
denso subyacente. A continuacion se describen las mucosas por su relacion con el cancer
cervical y los papilomavirus oncogénicos.

2.1.2 Mucosas

Las mucosas son tejidos epiteliales que recubren muchos oérganos de los aparatos
respiratorio, gastrointestinal, genital, de los o6rganos de los sentidos. Las mucosas se
caracterizan por el escaso contenido en queratina, lo que les confiere menor resistencia a la
accién mecanica y a la desecacion que el epitelio cutdneo por lo que se mantienen himedas
gracias a una importante actividad secretora local.

La mayoria de las mucosas son una prolongacion especializada de la piel, y el paso de una a
otra se produce de forma gradual. La piel del &rea anogenital exhibe un grado variante de
queratinizacion, desde las zonas mas externas, tipicamente cutaneas hasta la mucosa interna.
En la mujer la queratinizacion tiende a desaparecer en la zona intermedia de los labios
menores. En el hombre existe un area de transicion anéloga, entre el borde que marca el
exterior y el interior del prepucio. En la regién anorectal la transicién se produce a 2 cm del
orificio anal, en una estructura denominada columnas de Morgagni.

La mucosa anal estd formada por un epitelio cubico estratificado, que en direccion proximal
evoluciona hacia un epitelio columnar simple. La mucosa de la uretra esta constituida por un
epitelio estratificado escamoso en la parte mas distal, que evoluciona hasta convertirse en el
denominado epitelio de transicion, caracteristico de la vejiga de la orina (no confundir con
“zona de transiciéon” entre dos tipos de epitelio). La mucosa oral presenta dos tipos de
epitelios: las mucosas de la boca (paladar, encias, lengua, etc.) y cuerdas vocales estan
constituidas por un grueso epiteljo estratificado escamoso. El resto del aparato respiratorio
estd formado por un epitelio pseudoestratificado caracteristico de las vias aéreas.



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizaciéon de dos nuevas variantes 13

2.1.3 Localizacion anatémica de las lesiones provocadas por papilomavirus

Practicamente todas las infecciones debidas a Papilomavirus estan confinadas a los epitelios
estratificados escamosos y a los epitelios glandulares. Cada papilomavirus posee un sitio de
infeccion relativamente especifico, determinado por el grosor, el grado de queratinizacién y
el pH del epitelio.

Las lesiones en las mucosas aparecen preferentemente en las zonas de transicion entre la
piel y la mucosa anogenital adyacente, o entre dos tipos distintos de mucosa. En el aparato
genital femenino, la mayoria de las lesiones afectan a los labios menores, la vagina y el
cérvix. En la region cervical, las lesiones suelen producirse en la zona de transicién entre el
epitelio estratificado escamoso del exocérvix y una zona de transiciéon que le separa del
epitelio cilindrico del endocérvix. En el aparato genital masculino suelen producirse en el
epitelio interno del prepucio y el glande. Tanto en la regiéon anorectal como en el aparato
urinario, las lesiones estan localizadas en las porciones mas distales del recto y de la uretra
respectivamente. En el aparato urinario masculino, se suelen encontrar en el meato urinarioy
en el femenino en la region equivalente. En la cavidad oral, la mayoria de las lesiones se
encuentran en las zonas mas expuestas: boca y laringe, aunque también se han detectado
lesiones asociadas a Papilomavirus en el epitelio de los senos paranasales, la faringe, el
esodfago, la traquea, los bronquios y en la membrana conjuntiva del ojo.

ficado Epitelio cilir i Epitelio de transicién

Epitelio escamoso simple Epitelio cilindrico simple Epitelio cibico simpl Epiteli

Figura 5. Diferente organizacién de los tejidos epiteliales. Los epitelios con una sola capa de células se
denominan simples, y los que tienen mas de una, estratificados. En funcién de la morfologia de las células
superficiales, los epitelios se clasifican en escamosos (células planas), cubicos, columnares o cilindricos y de
transicion (intermedio entre el escamoso y el cubico). El epitelio escamoso simple se encuentra en superficies
comprometidas en el transporte de gases (pulmones) o liquidos (capilares sanguineos). El epitelio cilindrico se
encuentra en superficies con gran capacidad de absorcién o secreciéon (endocérvix, intestino y estomago). El
epitelio clbico simple se presenta en pequefios tubulos con propiedades absorbentes o secretoras (rifiones,
glandulas salivares, pancreas, etc). El epitelio escamoso estratificado presenta un nimero variable de capas
celulares que representan estadios de transicion morfolégica y funcional desde la capa basal, cuboide, hasta las
capas superficiales, escamosas. Se encuentra en superficies que deben soportar un efecto abrasivo (exocérvix,
vagina, boca, faringe, eséfago, canal anal, epidermis, etc). El epitelio cilindrico pseudoestratificado es similar al
cilindrico simple, aunque presenta diferente disposicién de los nicleos celulares. Se presenta exclusivamente en
las vias aéreas de los mamiferos. El epitelio de transicion se encuentra exclusivamente en las vias urinarias, donde
esta especializado en la acomodacién a un alto grado de distensién y a la resistencia a la accion toxica de la orina.
Fuente: Histologia Funcional Wheater, et al, 7987.
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Figura 6. Epitelio estratificado escamoso de la mucosa vaginal. Se observa la gran proliferacién celular de la capa
basal (b) y la transformaciéon en células escamosas superficiales degeneradas (e). Las capas intermedias estan
formadas por grandes células poligonales. Bajo la capa basal se dispone la membrana basal (mb) y por debajo de
ésta, el tejido conectivo subyacente (c). La union entre el epitelio y el tejido conectivo es muy irregular, de manera
que se incrementa la adhesion entre ambos. Fuente: Histologia Funcional, Wheater, et al, 1987.

2.2 Cérvix o cuello del atero

El Gtero es un érgano fibromuscular situado en el centro de la cavidad pélvica, entre la vejiga
urinaria y el recto. Mide aproximadamente 9 x 4 x 3 cm y pesa entre 50 y 100 gramos. Esta
constituido por 2 porciones: cérvix y cuerpo.

El cérvix forma la parte inferior del Utero, haciendo protusion en el interior de la vagina. Su
funcién es mantener cerrada la cavidad uterina, sujetando los tejidos contenidos en la
cavidad pélvica e impidiendo la accidental salida del feto durante la gestacién, como
consecuencia de la posicidon bipeda de la especie humana. La zona del cuello uterino en
contacto con la vagina se llama exocérvix. La zona comprendida entre los orificios cervicales
externo e interno constituye el canal cervical o endocérvix; es fusiforme y mide unos 3 cm de
longitud.

El exocérvix esta revestido de un epitelio estratificado escamoso formado por 5 capas de
células. El endocérvix esta revestido de epitelio cilindrico, con glandulas racemosas que
producen la secrecion mucosa del cérvix. El limite entre el epitelio escamoso del exocérvix y
el cilindrico del endocérvix tiene una zona de transicion, con células en distintos grados de
maduracion.
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Oviducto
Ligamento ancho
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Cavidad uterina Crificio cervical interno )
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Vuhla

Figura 7. Anatomia del aparato genital femenino. El cérvix es la porcién distal del Gtero. Estd formado por el
endocérvix (canal cervical) y el exocérvix (regién préxima a la vagina). Fuente: Licenciatura Ginecologia, Delgado
etal, 1990.

Epilelio Zona de Epitelio Glandulas

escamoso

Figura 8. Localizacion de los diferentes tipos de epitelio del cérvix. El exocérvix estda formado por epitelio
estratificado escamoso, al igual que la vagina. El endocérvix y las glandulas endocervicales estan formados por
epitelio cilindrico simple. La zona de transicién entre ambos epitelios varia a lo largo de la vida de la mujer. En la
infancia se localiza dentro del canal endocervical, durante la etapa de madurez sexual emigra hacia el exocérvix y
en la menopausia vuelve al interior del endocérvix. La migracion de la zona de transicion entre epitelios es la
razén de la diferente susceptibilidad a la infeccién por Papilomavirus a lo largo de la vida. Fuente: Licenciatura
Ginecologia, Delgado et al, 7990.
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2.3 Lesiones cancerosas y precancerosas del cuello del atero
2.3.1 Lesiones intraepiteliales cervicales

Las neoplasias intraepiteliales son lesiones cancerosas y precancerosas de las mucosas que
por definicibn se mantienen confinadas dentro del epitelio, sin sobrepasar la membrana
basal del mismo. Las lesiones cervicales son las mas importantes por su frecuencia, aunque
también se pueden producir en el pene, ano, vulva y vagina. Son lesiones precursoras, cuya
evolucion puede variar desde la remision espontanea sin tratamiento alguno, al desarrollo de
un carcinoma invasor de cérvix.

Las lesiones intraepiteliales se caracterizan por la aparicion de alteraciones en la estructura
normal del tejido epitelial. Las células afectadas presentan aumento de la relacion
nucleo/citoplasma, hipercromatismo, aspecto granulado de la cromatina, aumento del
numero de mitosis, mitosis atipicas y presencia de coilocitos (células epiteliales atipicas).

De acuerdo con el Sistema Bethesda (Solomon et al, 2002) se establecen dos categorias para
describir las lesiones escamosas intraepiteliales: bajo grado (LSIL, del inglés Low grade
Squamous Intraepithelial Lesion) y alto grado (HSIL, del inglés High grade Squamous
Intraepithelial Lesion) (tabla 5).

Estos dos grados representan esquematicamente las sucesivas etapas por las que puede
pasar una lesion de cuello de Utero. Las lesiones con pronodstico mas favorable no pasan de
LSIL, mientras que las lesiones mas graves evolucionan desde LSIL a HSIL. La mayoria de las
lesiones de bajo grado remiten espontaneamente (aproximadamente en el 85 % de los
casos). La progresion de las lesiones de bajo grado hacia una HSIL se produce en el restante
10-20 % de los casos (documento de consenso SEGO, 2002). No es frecuente que las lesiones
de bajo grado se mantengan durante mas de 12 meses, ya que o bien remiten
espontaneamente o bien progresan. Las lesiones de alto grado (HSIL) son carcinomas /n situ
que si no son tratados tienen mucha probabilidad de sobrepasar la membrana basal del
epitelio y alcanzar la region vascularizada, convirtiéndose en un carcinoma invasor de cérvix.
Las lesiones detectadas en estadio intraepitelial tienen una supervivencia del 100 %
practicamente (Comité FIGO).
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Figura 9. Diagrama representativo de la evolucién de una lesion intraepitelial. De izquierda a derecha se
representa un epitelio estratificado escamoso normal; una lesién intraepitelial de bajo grado (LSIL) que afecta
como maximo al tercio inferior del epitelio; una lesién intraepitelial de alto grado (HSIL) que provoca la
desestructuracion del tejido y una lesién que ha alcanzado el tejido vascularizado que se encuentra bajo la
membrana basal del epitelio (carcinoma invasor de cérvix) (Fuente: Arroyo, 2010).

Denominacion Clasificacion .
tradicional CIN Sistema Bethesda
Caracteristicas 1990-actualidad
(1950-1969) (1970-1989)  (1290-actualidad)
Alteraciones presentes en el tercio displasia CINI LSIL
inferior del epitelio leve ASC-US
AGUS
Alteraciones presentes en dos tercios displasia CINII ASC-H
del epitelio moderada AIS
HSIL
Alteraciones presentes en todo el displasia severa CIN III
epitelio (epitelio totalmente (carcinoma in situ)
desestructurado)

Tabla 5. Equivalencias entre la denominacion tradicional de las displasias, la clasificacion CIN I-Il y la clasificacion
establecida por el sistema Bethesda (SIL). Otras definiciones son: ASC (atypical squamous cells): sustituye la
categoria ASCUS y puede ser calificada con: ASC-US: ASC de significado incierto y ASC-H: ASC que no debe excluir
la posibilidad de que se trate de una lesién de alto grado. AIS: describe las muestras que presentan un
adenocarcinoma in situ endocervical, es decir, una afectacién de las células glandulares que componen el epitelio
cilindrico simple de las glandulas racemonas del endocérvix. AGUS (atypical glandular cells of undetermined
significance): describe muestras que presentan células glandulares atipicas de significado incierto. Estas muestras
presentan alteraciones celulares que pueden ser clasificadas como AIS en estudios posteriores.
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2.3.2 Carcinoma invasor de cérvix

La lesiones intraepiteliales que sobrepasan la membrana basal del epitelio se convierten en un
carcinoma invasor de cérvix. La progresion desde las formas leves a las mas graves puede
producirse en un periodo de tiempo variable, desde varios aflos a menos de 12 meses. Se ha
descrito que el 30% de las lesiones relacionadas con VPH16 o VPH18, evoluciona a carcinoma
en un periodo de 6 a 24 meses. En las etapas iniciales, cuando el carcinoma no supera mas de
5 mm la membrana basal, se denomina microcarcinoma.

Las lesiones intraepiteliales y el carcinoma invasor en sus etapas iniciales cursan
subclinicamente, aunque ya hayan aparecido alteraciones histologicas. Las manifestaciones
clinicas del carcinoma invasor de cérvix se producen cuando la lesion ya estd muy avanzada. El
primer sintoma es la metrorragia, que puede ser discontinua y en pequefia cantidad. Se suele
producir por contacto directo sobre el cuello del Utero, durante el coito o con la exploracion
citolégica. La otra manifestacion clinica mas frecuente es la aparicion de un flujo vaginal
sonrosado, que presenta mal olor caracteristico de la necrobiosis.

Figura 10. Formas de propagacién del cancer de cuello de Utero. a: por contigiidad en superficie, hacia la vagina y
el cuerpo del Utero; b: por contigliidad en profundidad hacia otras estructuras pélvicas; ¢) a distancia por via
linfatica; c) a distancia por via vascular. El carcinoma invasor se caracteriza por la proliferacién del epitelio maligno
dentro del estroma, en forma de digitalizaciones de células malignas lejos de la superficie del epitelio. La extension
del carcinoma invasor se produce por contiglidad a los tejidos adyacentes de la regién pélvica mediante
propagacion en superficie o en profundidad. Cuando se produce por superficie, afecta a la vagina, el endocérvix y
el cuerpo del Utero. Cuando se produce en profundidad afecta a los parametrios, los ligamentos urosacros, la
vejiga y el recto. La propagacion de las células malignas también puede producirse por las via linfatica o vascular.
La propagacién linfatica se inicia con la afectacién de los pequefios vasos linfaticos del estroma, alcanzando a
través de éstos, los ganglios paracervicales y produciendo progresivamente la invasién linfatica a distancia. La
propagacion vascular se produce en el cancer avanzado, afectando por esta via el higado, pulmén, cerebro, etc.
Fuente: Licenciatura Ginecologia, Delgado et al, 7990.
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2.4 Papel de los papilomavirus en la transformacién neoplasica
2.4.1 Infeccion por papilomavirus del tracto genital femenino

Se considera que los papilomavirus son los Unicos agentes etioldégicos necesarios para el
desarrollo de las neplasias cervicales, si bien, la infeccidn no es suficiente para el desarrollo de
la neoplasia y en la carcinogénesis intervienen otros factores.

Las infecciones del tracto genital femenino debidas a papilomavirus son muy comunes en
mujeres en edad sexual. En la mayoria de las ocasiones, el sistema inmunoldgico de la
paciente interviene en la eliminacion espontanea de la infeccién en un periodo aproximado
de 8-10 meses. En estos casos, se desarrolla una inmunidad natural contra el tipo de
papilomavirus causante de la lesion e incluso parece haber también inmunidad cruzada entre
tipos. El 70 % de las infecciones es indetectable a los 2 afos del diagnodstico (Moscicki et a/,
1998). El resto de las infecciones evolucionan inicialmente hacia una lesion intraepitelial.

2.4.2 Factores viricos

Se han realizado innumerables estudios para aportar datos sobre la relacion entre la infeccion
por papilomavirus y las lesiones precancerosas y cancerosas del cérvix. Los condicionantes
viricos de la progresién neoplasica son el tipo virico y la persistencia de la infeccion.

a) Tipo virico

Existen mas de 50 tipos de papilomavirus mucosotropicos que infectan el tracto genital,
diferenciados en las categorias de alto y bajo riesgo. Las lesiones debidas a los papilomavirus
pueden evolucionar de forma muy diferente, en funcién del potencial oncogénico del tipo
virico. Las lesiones asociadas a los tipos de bajo riesgo suelen ser benignas y remiten
espontaneamente (Schneider, 1993). Las lesiones con mas probabilidad de progresion hacia
un carcinoma, estan asociadas a papilomavirus de alto riesgo. La infeccion por éstos es el
factor méas importante para el desarrollo de un cancer de cuello de Utero. Los tipos de alto
riesgo VPHs 16, 18, 31 y 45 se detectan en el 80% de los carcinomas de cérvix (Coutlée et al,
2005). El tipo 16 se detecta en la mitad de los carcinomas y el tipo 18 es el principal causante
del adenocarcima de Utero.

El diferente potencial oncogénico de los papilomavirus de alto y bajo riesgo se basa en su
capacidad de integracion en el genoma celular, asi como la eficacia de los productos de los
ORFs E6 y E7 para bloquear las proteinas celulares supresoras de tumores p53 y Rb (Shah,
1997).
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Figura 11. Riesgo relativo de las lesiones cervicales segun el grupo de riesgo. El riesgo entre ambos grupos es
equivalente en las lesiones de bajo grado (LSIL), pero es significativamente distinto en las lesiones de alto grado. La
asociacion entre el cancer de cuello de Utero y los tipos de bajo riesgo es practicamente inexistente. Fuente:
Lorincz et a/, 1992.
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Figura 12. Riesgo especifico de las lesiones cervicales segun el tipo virico. Existen diferencias significativas entre
tipos, especialmente entre los tipos de bajo riesgo VPHs 6 y 11 y el resto de VPHs (de alto riesgo). Los riesgos
especificos de algunas combinaciones de las co-infecciones indican que el tipo virico es un factor de riesgo mas
importante que el nimero de tipos distintos que co-infectan un tejido. Fuente: HPV Today, n° 4 (febrero, 2004).
Nota: El concepto de Odds Ratio se define como la posibilidad de que una condicién de salud o enfermedad se
presente en un grupo de poblacién frente al riesgo de que ocurra en otro. Es una forma de expresar la proporcion
de veces de que un suceso ocurra frente a que no ocurra. Un OR = 2,5 indica que un efecto aparece ante la
presencia de otra variable 2,5 veces mas que si esta variable no estuviera presente.
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b) Persistencia virica

La infeccion persistente es el principal requisito para la progresiéon de las lesiones
intraepiteliales de bajo y alto grado hacia el cancer cervical, aunque esta modulada por otros
factores ambientales o congénitos (Bosch et a/, 2006). La persistencia se define como el
mantenimiento de una infeccion en un periodo superior a 1 afio (Vernick y Steigman, 2003).
Viene marcada por la ineficacia del sistema inmune para eliminar la infeccion.

Infeccién Alteraciones Persistencia Integracién
VPH citolégicas (=1 afio)
Deteccion VPH VPH + VPH + VPH + VPH + VPH + (integrado)
Alto Riesgo .
Estudio Citologico . i ; Infeccién
9 Citologia - LSIL LSIL HSIL Carcinoma Invasar A
. persistente
1-8 i 10-15 afios
== MESES ---fp i dh----——-ccccccccccccccccccccocdecmmmmmmmoomcemmmmmmmomeie—n »
Deteccién VPH
Alto o Bajo riesgo VFH + VPH + VPH -
. i Infeccion
Estudic Citologico . .
¢ Citologia - . LSIL LSIL aguda
1-8 i 8-10 meses >
«4--- meses --!
Curso de la
Infeccion Alteraciones Eliminacion Nermalizacion : s
VPH citolégicas Infeccién tisular infeccion

Figura 13. Curso tedrico de la infeccion aguda y persistente. Las alteraciones citologicas suelen aparecer entre 1-8
meses después de producirse la infeccion. Las infecciones debidas a papilomavirus de bajo riesgo no suelen
evolucionar a HSIL, remitiendo espontaneamente en un periodo de 8-10 meses. Las debidas a papilomavirus de
alto riesgo pueden evolucionar en un periodo variable de tiempo, normalmente superior a los 12 meses. Las
lesiones de bajo grado no suelen mantenerse por un tiempo superior a los 12 meses, ya que o bien evolucionan
hacia un HSIL o remiten espontdneamente. La infeccidén persistente y la integracién del virus en el ADN humano
son los factores mas importantes de la transformacién neoplasica y desencadenantes del carcinoma invasor.
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2.4.3 Mecanismo de la transformacion neoplasica
a) Papel de los genes E6 y E7

Los genes E6 y E7 son los principales responsables de la transformacién neoplasica y su nivel
de expresion esta relacionado con el grado de oncogenicidad de las neoplasias intraepiteliales
cervicales.

Los papilomavirus de alto riesgo expresan los productos E6 y E7 que bloquean las proteinas
celulares p53 y Rb (Dyson et al, 1989; Scheffner et a/, 1990). Ambas participan en los
mecanismos de reparacién de errores durante la replicacion del ADN celular y en la apoptosis
de células modificadas o infectadas. La expresion de las proteinas E6 y E7 provoca la
inactivacion de los mecanismos de reparacion y la inmortalizacion celular, desencadenando la
transformacion neoplésica. Se ha descrito que los productos de los ORFs E6 y E7 de los
papilomavirus de alto riesgo se unen a estas proteinas celulares de forma mas eficiente que
los de los tipos de bajo riesgo (Shah, 1997).

b) Papel del gen E2

El ORF E2 expresa la proteina E2, un factor de transcripcion que inhibe la expresién de E6 y E7
interactuando con las sefales reguladoras localizadas en la regién LCR. La expresion basal de
E6 y E7 es muy baja, ya que la proteina E2 la mantiene practicamente silenciada. La
integracion del genoma virico en el ADN provoca la interrupcion del ORF E2 impidiendo la
expresion del factor E2 y provoca la sobreexpresion de E6 y E7, de forma que se inactivan los
mecanismos reparadores, provocando el desarrollo de la neoplasia.

c¢) Mecanismo de integracion en el genoma humano

La integracion del genoma virico en el genoma humano es el mecanismo molecular mas
importante para el desarrollo del carcinoma cervical. Esta suele producir la interrupcion o
delecion del ORF E2, mientras que los ORFs E6, E7 y la region LCR permanecen intactos.

El mecanismo de integracion todavia no se conoce con exactitud. Se han descrito diferentes
formas de integracién. El mismo tipo de papilomavirus puede presentar diferentes patrones
de interrupcién del cromosoma humano y de sus propios ORFs en diferentes muestras de
carcinoma cervical. (Zur Hausen, 2000).
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Figura 14. Productos génicos implicados en la transformacion neoplasica. Los ORFs E6 y E7 expresan proteinas
que bloquean las proteinas celulares p53 y Rb, implicadas en la regulacién del ciclo celular. El factor de
transcripcién E2 se une a las sefiales reguladoras de la transcripcion de E6 y E7, localizadas en la region LCR,
manteniendo su expresion en niveles basales. La integracion del genoma virico en el ADN celular provoca la
interrupcion del gen E2, impidiendo la expresion del factor E2. En ausencia de modulacién se produce una
sobreexpresién de E6 y E7 que provoca la inactivacion de los mecanismos de reparacion y la inmortalizacion
celular. El ORF E5 expresa un factor de crecimiento, que acelera el ciclo celular y facilita la acumulacién de errores
no reparados en el ADN.
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3 Epidemiologia

La infeccién por papilomavirus humanos es la enfermedad de transmisiéon sexual mas
frecuente en las mujeres. En el mundo se estima que hay 300 millones de portadoras de VPH
y que cerca de 500.000 mujeres desarrollaran un cancer de cuello uterino, el 83 % en paises
en vias de desarrollo (Parkin, 2006, Varela et al., 2010, De Sanjosé y Garcia, 2006). En mujeres
asintomaticas, la prevalencia mundial de la infeccién es del 10 % aproximadamente (Clifford
et al.,, 2005; de Sanjosé, 2006) si bien presenta una fuerte variabilidad geogréfica. Las tasas
maés altas se observan en Europa del Este, 29.1%, Africa, 22.1%, y América Central, 20.4%; las
mas bajas, en Europa del Sur, 6.8%, Europa del Oeste, 8.4%, y Asia, 8% (De Sanjosé et al,
2007).

Los 25 paises de la Union Europea tienen una poblacion femenina aproximada de 195
millones de mujeres mayores de 15 afnos. De ellas 15,5 millones serian portadoras de VPH, 2
millones de mujeres tendrian condilomas acuminados, 2 millones con lesiones LSIL, 95.000
mujeres con HSIL y entre ellas se generarian 33.000 casos nuevos de carcinoma invasor (cerca
de 60.000 en toda Europa) (De Sanjosé y Garcia, 2006).

En Espafia, la prevalencia de portadoras es del 3-6 % (de las mas bajas del mundo)
coincidiendo con la baja prevalencia del cancer cervical (documentos de consenso SEGO,
2002). Entre 175.000 y 350.000 presentarian un condiloma, un nUmero equivalente con
lesiones LSIL y entre 8.500 y 9.000 casos de HSIL (febrero 2007, Grupo de trabajo de la
Ponencia de Programa y Registro de Vacunaciones) (De Sanjosé y Garcia, 2006).

Segun el proyecto Globocan, en el afio 2008 en el mundo se documentaron
aproximadamente 275.000 muertes asociadas a esta patologia (incidencia de 7,8 casos cada
100.000 mujeres) si bien el nimero real de fallecimientos podria ser superior, ya que el
caracter asintomatico en las etapas iniciales puede favorecer un diagndstico deficiente en
paises con una estructura sanitaria poco desarrollada. Algunos trabajos describen una
mortalidad en el mundo de aproximadamente 500.000 mujeres al afio.

En Espafa, este mismo estudio indica que se diagnosticaron 1948 casos de cancer de cérvix
en 2008 (incidencia de 6,3 casos por cada 100.000 mujeres) y 712 fallecimientos. Estas cifras
corresponden al segmento medio / bajo europeo (documentos de consenso SEGO 2008). En
Espafa, el cancer de cérvix representa el 4,5% del total de los casos de cancer en mujeres,
siendo una de las prevalencias mas bajas del mundo (documentos de consenso SEGO, 2002).

Parece existir un pico de prevalencia de la infeccion del 20 % entre 20-24 afos (Meijer et al,
1998, Sellors et al, 2000) mientras que en mujeres entre 35 y 40 afios es del 5 %
(documentos de consenso SEGO, 2002). La edad media de aparicibn de las lesiones
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intraepiteliales se sitla entorno a los 21-28 afios, mientras que el carcinoma invasor se
manifiesta principalmente entre los 41-51 afos (figura 16). En la mayoria de los estudios
realizados en todo el mundo, se observa un aumento de la prevalencia en edad peri o post
menopadusica (Castellsagué et al., 2007) que podria estar relacionado tanto con la adquicision
de nuevas infecciones mediante nuevos contactos sexuales como a la reactivacion de
infecciones latentes debido a la pérdida de eficacia del sistema inmune (Trottier y Franco
2006, de Sanjosé et al., 2007). La relacién entre la edad y la prevalencia de la infeccién y del
cancer de cérvix, sugieren que el periodo que transcurre entre la infeccion y el desarrollo del
carcinoma invasor es de 10-15 aflos y que la persistencia de la infeccidon es un factor
importante para la transformacién neoplasica. La poblacion femenina de mas de 40 afios, que
tiene una infeccion persistente por papilomavirus de alto riesgo, es el grupo de mayor riesgo
para el desarrollo de un carcinoma invasor de cérvix.

En las lesiones precursoras se identifica el tipo 16 en aproximadamente el 25% de los casos,
seguido del tipo 18 (7,5%) y el 31 (6,1%) (Bosch y de Sanjosé, 2007). En el cancer cervical el
VPH 16 es el tipo mas prevalente (64.5%), seguido por el VPH 33 (6.1%), el tipo 18 (5.8%), el
31 (3,6%) y el 45 (3,5%) (documentos de consenso SEGO 2008).

En varios estudios realizados con métodos de alta especificidad que detectan un amplio
numero de genotipos, el analsis de muestras con lesiones precursoras (LSIL, HSIL, condilomas
y ASCUS) indica que VPH 16 es el genotipo de alto riesgo mas frecuente (entre 14-31 %
dependiendo del estudio) seguido de los genotipos 31, 33, 18 y 45 (entre un 3-6 %).
Respecto a los tipos de bajo riesgo, el mas frecuente es el genotipo VPH 6 (entre 14-43 %
dependiendo del estudio), seguido de los genotipos 61, 11, 70 y 44 (entre 3-19 %
dependiendo del estudio) (Pista et a/, 2011; Rivas et a/, 2012; Kulmala et a/, 2007).
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Figura 15. Frecuencia de portadoras de Papilomavirus en funcién del grado de la lesion. Se detecté ADN de
Papilomavirus en el 10 % de la poblacién femenina sin alteraciones celulares; en el 49 % de los estudios
citologicos dudosos (ASCUS), en el 29-75 % de las lesiones de bajo grado (LSIL); en el 90 % de las lesiones de alto
grado (HSIL) y en el 99,8 % de los carcinomas invasores. Datos proporcionados por el estudio ALTS.
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Figura 16. Frecuencia de la infeccion por papilomavirus y del cancer en funcién de la edad. Tomado de:
http://www.microbio.uab.edu/medmicro/Lectures/brokerppt2.pdf. Datos de NCT SEER Data, 1990-1994; Melkert et

al, 1993.
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4 Factores de riesgo para las lesiones cervicales

El cancer cervical es una enfermedad de transmision sexual por lo que la conducta sexual es el
factor de riesgo mas importante para el desarrollo de las neoplasias intraepiteliales y del
cancer cervical.

1) Conducta sexual: se han descrito que el riesgo de lesion cervical aumenta con el nUmero
de companferos sexuales, la actividad sexual del compafiero (Schneider et a/, 1988; Kjaer et al,
1991; Shiffman, 1995; Burk et a/, 1996), la edad temprana para el primer coito (Edeibiri, 1990),
la no utilizacion de preservativos y las relaciones sexuales con hombres no circuncidados.

2) Uso de anticonceptivos orales: el riesgo de cancer de cérvix aumenta con su
administracion prolongada.

3) Estado inmunolégico: se ha descrito una mayor prevalencia de neoplasias intraepiteliales
cervicales en pacientes con inmunodeficiencia (Shah et a/, 1997; Luque et al, 1999;
Temmerman et a/, 1999) o inmunosuprimidas (Koutsky et a/, 1992).

4) Estado hormonal: se ha observado una exacerbacion de las lesiones durante el embarazo.

5) Tabaquismo: la frecuencia del cancer cervical en mujeres fumadoras es el doble que en las
no fumadoras (Franco, 1996).

6) Co-infeccion por Chlamydia trachomatis o herpesvirus: las mujeres con infecciones
asociadas a estos patogenos tienen mayor riesgo de desarrollar un cancer cervical que las no
afectadas (Edelman et a/, 2000; Baseman y Koutsky, 2005). Parece deberse a la cervicitis
cronica provocada por estos agentes.

7) Predispociciéon genética: determinados perfiles genéticos del sistema HLA y determinados
polimorfismos en el gen p53 predisponen para el desarrollo de la neoplasia (Gostout et a/,
1998).

8) Nimero de embarazos: se ha descrito un riesgo superior en mujeres con una alta paridad.
Finalmente, existen otras vias de transmision diferentes a la sexual. La infeccibn con VPHs

genitales se encuentra en ocasiones en mujeres virgenes, bebés y nifios. Existen evidencias de
transmisién horizontal, vertical y perinatal de VPHs.
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5 Otras patologias asociadas a los Papilomavirus
5.1 Verrugas

Las verrugas son tumores cutaneos benignos. Existen diferentes tipos de verrugas,
dependiendo del tipo de Papilomavirus causante. Cada tipo de Papilomavirus rige en gran
medida la localizacion y la naturaleza de la lesién. Pueden aparecer en cualquier region de la
piel, pero se localizan principalmente en las manos. También pueden aparecer en regiones
queratinizadas de los aparatos genitales masculino y femenino (piel del prepucio, escroto,
labios mayores, etc.). Los principales tipos de VPH asociados verrugas comunes son debidas a
infeccion con VPH6 o VPH11, siendo el primero el tipo predominante.

Las verrugas plantares se encuentran en las plantas de las manos y de los pies. Crecen hacia el
interior y pueden llegar a ser muy dolorosas. Los principales tipos de VPH asociados verrugas
plantares son VPH1, 2 y 4.

5.2 Condilomas

Los condilomas son verrugas generalmente exofiticas de las mucosas. La mayoria de los
condilomas son anogenitales (denominados de forma inexacta verrugas venéreas) pero
también se encuentran en otras mucosas. En el hombre, los condilomas aparecen
generalmente en el frenillo, en el surco coronal y en el meato urinario, y en ocasiones se
extienden por la uretra en direccién proximal. En la mujer, aparecen en los labios, la vulva,
alrededor del ano, en la vagina y en el cuello uterino. La mayor parte de los condilomas estan
causados por papilomavirus de los tipos 6y 11.

Estrictamente, los condilomas son lesiones de desarrollo benigno. A pesar de ello, en ocasiones
se denominan condilomas atjpicos a las neoplasias intraepiteliales cervicales de grado bajo
(LSIL) y en general a lesiones precancerosas.

5.3 Epidermodisplasia verruciforme

La epidermodisplasia verruciforme es una rara enfermedad de la piel, caracterizada por la
aparicién de lesiones -planas o maculares en las regiones expuestas al sol. Inicialmente estan
diseminadas por todo el cuerpo, pero acaban confluyendo. Suele estar asociada a una
inmunodeficiencia o a una inmunosupresion. Los pacientes son portadores de papilomavirus
poco habituales (VPHs 5 y 8 principalmente). Aproximadamente el 30 % desarrolla un
carcinoma de células escamosas de la piel.
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5.4 Enfermedad de Bowen

La enfermedad de Bowen es un carcinoma epidermoide /n situ, que normalmente se presenta
en una sola placa eritematosa, remarcada y alargada, parecida a un eccema o a la psoriasis.
Puede progresar hacia un carcinoma de células escamosas y no suele remitir
espontaneamente. Los principales tipos de VPH asociados a esta enfermedad son VPH16 y 18.

5.5 Papulosis bowenoide

La papulosis bowenoide es una lesién morfologicamente similar a la enfermedad de Bowen.
Consiste en pequefas maculas rojizas de 2-10 mm, generalmente diseminadas. Normalmente
aparece en el glande, pero también se han encontrado en la vulva. Histolégicamente no puede
distinguirse de la enfermedad de Bowen, ni de otros carcinomas /n situ. La mayoria de los
casos descritos han tenido un desarrollo benigno, y muchos han experimentado una regresion
espontanea.

5.6 Queratosis actinica

La queratosis actinica es una forma premaligna de una neoplasia de los queratinocitos.
Consiste en papulas hiperqueratdsicas que aparecen en zonas expuestas al sol, principalmente
en el dorso de las manos y la frente. El potencial de degeneracién maligna suele ser bajo.

5.7 Enfermedad de Buschke-Lowenstein

La enfermedad de Buschke-Lowenstein (condiloma gigante) es un tumor maligno que puede
evolucionar hacia un carcinoma de células escamosas. Consiste en espectaculares excrecencias
de color pardo oscuro, con aspecto de coliflor que pueden presentarse en el pene, la vulva y la
region anorectal. La mayor parte de los casos estan causados por el tipo VPH6.
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Figura 17. Condiloma de
exocérvix. Fuente:
http://www.microbio.uab.eu/
medmicro/
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Figura 20. Verrugas de
carnicero asociadas a VPH7
Fuente:
http://www.microbio.uab.eu/m

edmicro/

Figura 23. Tumor
Buschke-Léwenstein

Fuente: Santos-Rancafo Elsevier
Vol. 91. Nam. 08. Octubre 2013.

Figura 18. Condilomas
vulvares visualizados
mediante el test del acido
acético. Fuente: Genitoanal
Papilloma Virus Infection,
von Krogh y Rylander

Figura 21. Papiloma en el ojo
Fuente:
http://www.microbio.uab.eu/m

edmicro/

Figura 24. Papulosis
bowenoide en el glande.
Fuente: Genitoanal Papilloma
Virus Infection, von Krogh y
Rylander

Figura 19. Condiloma acuminado
en la cavidad prepucial. La flecha
indica verrugas comunes en el
glande. Fuente: Genitoanal
Papilloma Virus Infection, von
Krogh y Rylander

Figura 22. Papiloma oral
Fuente:
http://www.microbio.uab.eu/me

dmicro/
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6 Diagnostico de las lesiones cervicales
6.1 Algoritmos de cribado y de diagndstico de las lesiones cervicales
Actualmente, el diagnostico de las lesiones cervicales se basa en el grado de alteraciéon del

epitelio y en la deteccién de VPHs. No existe un Unico protocolo consensuado, pero los datos
epidemioldgicos y clinicos sugieren cual debe ser la practica clinica mas adecuada.

CRIBADO DEL CANCER DE CUELLO UTERINO
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Figura 25. Algoritmo de cribado y de diagnostico/terapéutico recomendado para la prevencién del cancer cervical.
La deteccién e identificacion de VPHs esta especialmente indicada para las lesiones de bajo grado (LSIL), ya que
permite determinar su potencial evolutivo, y las lesiones clasificadas como AS-CUS, para dilucidar la naturaleza de
las atipias. Fuente: Progresos de Obstetricia y ginecologia, n°49 suplemento 2 (noviembre, 2006).
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6.2 Exploracion visual y colposcopia

La exploracién visual permite detectar algunas lesiones genitales. Puede complementarse con
la aplicacion de acido acético al 3-5% (figura 20) o iodina sobre la mucosa. Ambas sustancias
reaccionan con el epitelio daflado y permiten delimitar el borde del area afectada. La
exploracién visual no es suficiente para establecer un diagnéstico preventivo, ya que la
mayoria de las lesiones pasan desapercibidas por su aspecto y localizacion. La colposcopia
consiste en la observacién del epitelio cervical mediante un colposcopio (lupa de 10-20
aumentos con un foco de luz). En muchas ocasiones la realizacién de una colposcopia se
acompanfa de una biopsia.

6.3 Diagnostico citologico (prueba de Papanicolau) e histopatologico

El estudio citologico de células cervicales exfoliadas o test de Papanicolau constituye la base
del diagnostico de las lesiones cervicales. Consiste en la preparacién de un frotis a partir de un
legrado de células de la mucosa genital practicado con un escobillén. Las células cervicales son
fijadas en un porta y tefiidas mediante el método de Papanicolau. El estudio citologico permite
detectar coilocitos (células epiteliales modificadas relacionadas con una infeccién por VPHs) y
valorar el grado de atipia citolégica (LSIL/HSIL).

La prueba de Papanicolau tiene un relativo caracter preventivo ya que la mayoria de las
portadoras del virus no presenta alteraciones citologicas. Tampoco permite deducir el
potencial evolutivo de una lesion de bajo grado. Metodoldgicamente, la preparacion del frotis
conlleva algunos problemas, ya que las células pueden apelmazarse, desecarse o deformarse.
Por otro lado, el diagnéstico se establece en base a la morfologia celular, por lo que esta
sujeto a la subjetividad del patdlogo. La mortalidad del cancer cervical ha descendido el 74%
entre 1955 y 1992, gracias a su implantacién en los analisis ginecologicos de rutina. La
citologia en fase liquida es una variante de la citologia convencional. La muestra se coloca en
una solucion que evita que las células se apelmacen, se sequen o se deformen. Mediante un
dispensador automatico, la toma es diluida convenientemente y las células son extendidas en
una fina capa sobre el porta. Con este sistema, se obtienen mejores preparaciones, lo que
permite una visualizacién mas eficaz del tejido y obtener menos resultados inciertos.

El estudio histoldgico se realiza mediante la toma de una biopsia. En los genitales externos se
resecciona el tejido afectado. Las biopsias exocervicales se realizan en la zona lesionada
mediante un sacabocados, mientras que las muestras del canal endocervical se realizan
mediante una conizacién cervical, simultdneamente diagnostica y terapéutica. El tejido es
fijado en parafina y estudiado en cortes de 1-5 micras. El resultado de la biopsia suele
informarse segun la clasificacién CIN I-III, en lugar de la denominacion LSIL/HSIL.
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Figura 26. Células exfoliadas de un tejido cervical sano (tincion de Papanicolau x250). Al microscopio éptico, se
observan las células muertas superficiales de color rosado, y las vivas de las capas basales de color azul. El
diagnéstico se establece por la morfologia celular y extracelular. Mediante el estudio citolégico también pueden
detectarse infecciones causadas por bacterias, hongos o virus. Tomado de http://www.anapat.com.mx

Figura 27. Lesion cervical asociada a VPHs (tincion de Papanicolau 200x). Se observan coilocitos caracterizados por
presentar nlcleos grandes y una vacuola perinuclear que desplaza al citoplasma (en el centro de la imagen).
Tomado de la pagina web de la Sociedad Argentina de Citologia. http://sociedaddecitologia.org.ar.

Figura 28. Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL) (Citologia Liquida, 60X). Tomada del boletin
oncolégico del area sanitaria de Teruel (www.boloncol.com).
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7 Métodos de deteccion e identificacion de papilomavirus

La deteccidn e identificacidon de VPHs es una prueba complementaria y/o alternativa al estudio
citologico. Esta indicada especialmente en los resultados dudosos del estudio citologico
(ASC-US y AGUS) y para predecir el potencial oncogénico en las lesiones de bajo grado.
También permite confirmar el diagnéstico y predecir el potencial evolutivo a corto plazo en las
lesiones de alto grado. Asimismo, es de utilidad como prueba de cribado en poblacién
asintomatica para complementar la baja sensibilidad del test de Papanicolau, y también como
prueba para realizar el seguimiento post-tratamiento (conizacion, reseccién, radioterapia,
guimioterapia o histerectomia). Los métodos de deteccién de VPH se basan en la deteccion del
acido nucleico virico ya que las pruebas serolégicas muestran una escasa correlacion con la
clinica. Actualmente los sistemas mas utilizados para la deteccién del ADN virico utilizan una
de las siguientes estrategias:

1) Métodos basados en PCR convencional (genérica) + sistema de identificacién de VPHs
2) Métodos basados en PCR a tiempo real

3) Deteccién del ARN de E6y E7

4) Hibridacién en solucién (captura de hibridos)

7.1 Métodos basados en la PCR convencional genérica asociada a un sistema de
identificacion de VPHs

7.1.1 Amplificacion de secuencias consenso de los papilomavirus

Se basan en la utilizacion de oligonucledtidos consenso, disefiados en regiones conservadas,
como los ORFs L1, E6 y E7 (Manos et al, 1989; Gregoire et a/, 1989; Fujinaga et a/, 1991;
Snijders et al, 1991; Evander et a/, 1992; Contorni y Leoncini, 1993; Pizzighella et a/, 1993;
Shamanin et a/, 1994; Zheng et al, 1995). Estos sistemas rinden un producto de amplificacién
comun a varios genotipos, cuyo analisis mediante una técnica complementaria permite la
identificacion del tipo virico (tabla 6). Se han utilizado dos sistemas de oligonucleétidos de
forma mayoritaria, cuyas caracteristicas se describen a continuacion:

Los oligonucleétidos degenerados MY11 y MY09 (Manos et a/, 1989) permiten obtener un
producto de amplificacién comudn del gen L1 de 450 pb aproximadamente, dependiendo del
tipo virico. A pesar del tiempo trascurrido desde el disefio de estos iniciadores de la PCR, la
practica demuestra que pueden seguir utilizdndose para la deteccion de la mayoria de los
VPHs descritos recientemente. El sistema basado en los oligonucle6tdos PGMY11/PGMY09
(Gravitt et a/, 2000) es en realidad una mezcla de 5 oligonucledtidos en sentido directo
homodlogos a MY11y 13 en sentido inverso homologos a MY09.
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Los oligonucleétidos GP5/GP6 permiten obtener un fragmento del gen L1 de 140 pb
aproximadamente, dependiendo del tipo virico. Los oligonucledtidos GP5/GP6 pueden
utilizarse internamente al fragmento MY11-MY09, para la realizacion de amplificaciones
anidadas. El sistema basado en los oligonucleétdos GP5+/GP6+ (de Roda et a/, 1995) permite
aumentar el espectro de tipos viricos detectados con los oligonucleétidos originales.

MY11 GCMCAGGGWCATAAYAAYGG | 67226741 | Ampiifica una

ot VPHs Manos et
region con_s}ervada 450 pb mucosotropicos | al., 1989
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC | 7151-7170 | delaregion L1
i Mezcla de 18
PGMY11 Homélogos a MY 11 oligonugledtidos Gravitt et
homologos a 450 pb VPHs al., 1998,

. MY 11/MY09 mucosotropicos 5000
PGMY09 Homélogos a MY09 sustituyendo las

indeterminaciones

GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 6764-6786 Amplifica una VPHSs A Jvan
regiéon conservada 150 pb MuCosotropicos den Brule
GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA 6975-6902 | delaregion L1 (1990)
Jacobs et
VPHs al., 1995;
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 6964-6786 150 pb - de Roda
Versién extendida mucosotropicos | 4 o0
de GP5/6 (1995)
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC | 6975-6902
VPHs Shidara et
L1C1 CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT A[‘nplifica una 244-256 pb mucosotropicos al., 1994
region conservada
L1C2-1 TACCCTAAATACTCTGTATTG de la regién L1
L1C2-2 TACCCTAAATACCCTATATTG

Tabla 6. Oligonucleétidos genéricos utilizados como iniciadores de la PCR para la deteccién de papilomavirus en
muestras clinicas.

7.1.2 Caracterizacion de los productos de amplificacion

La PCR permite obtener cantidades detectables de una secuencia especifica de ADN, pero
requiere de una técnica complementaria que posibilite visualizar y/o caracterizar los productos
de la amplificacion. Desde el punto de vista clinico es muy importante identificar el tipo virico
presente en la lesién, o al menos conocer si se trata de un virus del alto o bajo riesgo. Por ello,
la deteccion de VPH debe combinarse con un sistema de identificacion del tipo virico:

- Secuenciacion del ADN: es el método de referencia para la identificacion de papilomavirus.
No obstante, no suele ser de aplicacién en el laboratorio de rutina dados los costes, el tiempo
necesario para la realizacion de la técnica y las necesidades de manipulacion.
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- Analisis de fragmentos de restriccion (RFLP): se basa en la digestion de los productos de
PCR con endonucleasas de restriccion y en la identificacion de patrones de restriccion
especificos. Las principales ventajas de este método son la sencillez y la rapidez, unido a la
posibilidad de discriminar entre un amplio espectro de tipos viricos, si se utilizan
combinaciones adecuadas de enzimas de restriccion. El principal inconveniente es la menor
sensibilidad, cuando la visualizacién de los fragmentos se realiza mediante analisis
electroforético. El sistema Papitype (Progenie molecular S.L.) desarrollado a partir de los
hallazgos realizados en el presente trabajo, esta basado en esta estrategia. El sistema comercial
PVH-Fast (Gendmica S.A.U.), actualmente descatalogado, estd basado en este sistema. Un gran
numero de trabajos de investigacion utilizan esta estrategia.

- Métodos de identificacion basados en hibridacion gendmica de los productos de
amplificacién: consiste en la unién de productos de amplificacion marcados quimicamente, a
sondas de ADN especificas de los diferentes tipos viricos, previamente fijadas en soportes
sélidos. Algunos de los sistemas mas utilizados se explican brevemente a continuacion:

Fujirebio dispone del sistema comercial INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra basado en la
utilizacién de oligonucleétidos especificos de los tipos viricos fijados en una membrana de
nylon. Se suministran las tiras de nylon ya preparadas con sondas especificas o
semi-especificas, que permiten distinguir entre 28 tipos de Papilomavirus.

Roche Molecular Systems dispone de un sistema similar, Linear Array HPV Assay que permite
identificar entre 37 tipos. Esta basado en la amplificacién del fragmento de 450 pb del gen L1
delimitado por los oligonucleétidos MY11 y MY09. Actualmente, esta compafia dispone del
sistema AMPLICOR® Human Papillomavirus Test para la deteccion y el tipado de
Papilomavirus, que permite detectar 13 tipos de alto riesgo, con un limite de deteccion de 100
copias del genoma virico por cada ensayo.

Genomica dispone del sistema comercial CLART® HPVZ. Esta basado en la amplificacion del
fragmento MY11-MY09 marcado con biotina y en su hibridacion con una matriz de baja
densidad o array de oligonucleétidos dispuesta en un tubo o placa microtriter. Permite
identificar 35 tipos diferentes de VPHs.

Luminex dispone del sistema X-map. Consiste en una hibridacion sobre nanosferas en
suspension. Cada nanosfera se fabrica con un polimero plastico de una tonalidad especifica de
rojo distinguible de las demas. Cada nanosfera es recubierta con una sonda diferente, lo que
permite identificar el ADN de la muestra mediante hibridacién. El analizador de Luminex utiliza
tecnologia de citometria para conseguir un flujo de esferas aisladas. Ademas incorpora dos
fuentes de luz laser que inciden simultdneamente sobre la misma nanosfera. Una de ellas
excita el color rojo de la nanosfera y la distingue del resto. La otra luz emite en la longitud del
verde y permite identificar en qué nanosfera se ha producido hibridacion con el ADN de la



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes 37

muestra (marcado quimicamente). La aplicacion desarrollada para la deteccidn e identificacion
de VPHs permite detectar 24 tipos diferentes. Segun algunos estudios, este sistema presenta
una sensibilidad ligeramente inferior a la obtenida mediante la amplificacion del fragmento
MY11-MYO09 vy visualizacién en gel de agarosa del producto de amplificacion (Jiang et al,
2006).

Genotipos Gnicos Genotipos miltiples
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Figura 29. Hibridacién inversa (reverse-blof. Izquierda: esquema del funcionamiento de la hibridacién inversa. Los
oligonucleétidos utilizados como sondas de hibridacion han sido fijados en tiras de nylon. El producto de
amplificacion (marcado con biotina) hibrida con la sonda complementaria y es reconocido por el conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina. La hibridacién se detecta mediante un producto coloreado. Derecha: tiras de nylon
preparadas con las sondas especificas de tipo. Cada banda es portadora de un oligonucleétido cuya secuencia es
especifica de un tipo de papilomavirus. La hibridaciéon se produce en la banda portadora del oligonucleétido
complementario al producto de amplificacion obtenido de la muestra clinica.

7.2 Métodos basados en PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real es una variante de la PCR convencional cuyo objetivo es amplificar y
cuantificar el producto amplificado. Para ello, se utilizan sondas marcadas con fluoréforos que
emiten fluorescencia en caso de amplificacién. El ciclo de la PCR en el que se detecta
inicialmente un aumento significativo en la sefial de fluorescencia es proporcional a la cantidad
de ADN presente en la muestra.

Roche diagnostics ha desarrollado el sistema comercial Cobas® HPV Test basado en esta
técnica. En el mismo ensayo se consiguen detectar 14 tipos de VPH de alto riesgo e identificar
dos de ellos (VPH 16 y VPH 18) en diferentes canales. Ademas, en otro canal diferente, se
amplifica el gen de la beta-globina como control interno. Su uso esta muy extendido. Este
sistema esta aprobado por la FDA (“Food and drugs administration”).



38 Introducciéon

El sistema BD Onclarity HPV Assay permite detectar 14 tipos de VPH de alto riesgo mediante
esta técnica. Este método incluye la amplificacion de un fragmento del gen de la beta globina
humana como control interno. Los resultados son interpretados mediante un programa
informatico.

Abbot dispone del sistema comercial RealTime High Risk HPV basado en esta técnica.
Consigue detectar 14 VPH de alto riesgo y genotipar los VPH 16 y 18. Al igual que en los
sistemas anteriores, utiliza la amplificacién del gen de la beta-globina como control interno.

Anyplex™ II HPV HR Detection (Seegene) se basa en PCR a tiempo real combinandolo con las
tecnologias TOCE y DPO para detectar e identificar 14 tipos de VPH de alto riesgo en una sola
reaccion. Ademas, permite cuantificar la carga viral. También utiliza un sistema de control
interno. Los resultados se interpretan con el programa Seegene Viewer.

7.3 Métodos basados en la deteccion del ARN de E6 y E7

Los métodos basados en el analisis del ARN de los ORFs E6 y E7 permiten determinar no sélo
la presencia del virus, sino el potencial oncogénico, ya que la expresion de los productos
génicos de E6 y E7 es un marcador de la conversion de las células en malignas.

El sistema comercial Aptima HPV Assay ® (GenProbe) permite detectar cualitativamente 14
tipos de VPHs en tres pasos que tienen lugar en el mismo tubo: captura de la diana,
amplificacibn mediante TMA (“Transcription-Mediated Amplification”) y deteccion de los
productos de amplificacion mediante HPA (“Hybridization Protection Assay”). El sistema incluye
un control interno. Este sistema estéd aprobado por la FDA (“Food and Drugs Administration”).
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7.4 Hibridacion en solucion y captura de hibridos ADN-ARN

La técnica de hibridacion consiste en la incubaciéon en solucién del ADN virico presente en la
muestra con varias sondas de ARN especificas de diferentes genotipos, aprovechando la mayor
estabilidad de los hibridos ADN-ARN, frente a los de ADN. No precisa una purificacion previa
del ADN a partir de la muestra, y puede utilizar el liquido residual de las “citologias liquidas”. Es
sencillo, rapido, econémico y tiene la gran ventaja de que permite realizar una
semi-cuantificacién de la carga viral. Se trata del sistema mas reproducible de todos los
métodos desarrollados y la sensibilidad es s6lo ligeramente inferior a la de los protocolos
basados en la PCR (Ying et al, 2014). Tiene el inconveniente de que el empleo de sondas
especificas de tipo limita la deteccién a un numero fijo de VPHs, no permitiendo detectar
aquéllos cuya sonda no esté incluida en el sistema.

El sistema comercial Digene HC2 HPV DNA Test (Qiagen) se basa en esta técnica. Utiliza 18
sondas especificas de tipo, separadas en 2 soluciones con las sondas de los papilomavirus de
alto (13 sondas) y bajo riesgo (5 sondas) respectivamente. Las sondas de los tipos de alto
riesgo corresponden a los VPHs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68. Dado que las
sondas estan agrupadas, no permite determinar especificamente el tipo de VPH presente en la
muestra ni las coinfecciones.

YY
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Figura 30. Captura de hibridos. (1) El ADN aislado a partir de la muestra biolégica es desnaturalizado en una
solucién alcalina sin ningun tratamiento previo (2) Se incuba en solucién con una mezcla de sondas de ARN de
cadena sencilla, complementarias a las secuencias de ADN de varios tipos de Papilomavirus. (3) La solucién se
dispensa en un pocillo de microplaca, sensibilizado con anticuerpos especificos que reconocen y retienen a los
hibridos ADN-ARN. (4) El pocillo es incubado con un nuevo anticuerpo que también tiene afinidad por las moléculas
hibridas, en esta ocasion marcado con fosfatasa alcalina. (5) En presencia de un sustrato luminiscente se detecta la
hibridacién y por tanto la presencia de ADN virico en la muestra. La sefial es cuantificada por un luminémetro.
Tomado de http://www.digene.com
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. , e . . Control
Nombre | Fabricante Método EspecificacionesTipos detectados Interno
Digene
Hybrid Digene S Calibradores
Capture 2 Corporation A?zr'dzgt"e't‘ci‘i’gr?azr ) Detecta tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, positivos y
High-Risk (Actualmente uimi}:)Iuminiscengia 44,45 51, 52, 56, 58, 59, 68, negativos en
HPV DNA Qiagen) q cada serie
Test
CareHPVT Qiagen Versién simplificada } Detecta tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, )
M Test 9 del anterior 58, 59, 66 y 68
Digene®
o Qiagen PCR + hibridacion L1 Detecta e identifica tipos 16,18, 26, 31, 33, 35, 39, )
e Tt ) 9 reversa (GP5+/6+) 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82
RUO
Roch Detecta tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
Cobas 4800 | | 000 PCR multiplex a L 58, 59, 66 y 68 Gen de la
HPV Test Systems. Inc tiempo real Beta-Globina
4 . Identifica tipos 16y 18
Roche S . T
AMPLICOR Molecular PCR + hibridacién L1 Detecta e identifica tipos 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, Gen
HPV Test Systems, Inc. reversa 51, 52, 56, 58, 59 y 68 Beta-Globina
Roche Detecta e identifica tipos 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33
Linear Array Roche PCR + hibridaci¢ L 35,39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61
HPV Molecular foriqacion 1 pemyoar 199, 80, AL, 89,9 1, 94, 99, 9%, 99,99, 98, 99, 0, -
Genotipin Systems. Inc reversa 1) 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82
Tes’: 9 Y » Inc. (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), 1S39, y CP6108
S Detecta e identifica 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
SFE';:_?F',TN Fujirebio PCR ;’ec('ebrggac"’" L1 (SPF10) | 40,43, 44,45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 69, G:mgrg;qc’
70,71,73,74y 82
Aptima HPV
16 18/45 Gen-Probe, Detecta ARNm de E6 . . Transcritos de
Genotype Inc. yE7 E6yE7 Diferencia el VPH 16 del 18 0 45 ARN
Assay
APTIMA Gen-Probe, Detecta ARNm de E6 E6vE7 Detecta tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, Transcritos de
HPV Test Inc. yE7 Y 58, 59, 66 y 68 ARN
Cervista ) Histona 2
HPV HR Hologic Inc PCR isoterma ; Detecta tipos 16,1 8'5;1 ’523' gg' 39, 45, 51, 52, 56, humana
Test 99y (HIST2H2BE)
Cervista ’ : Identificacién de VPH 16 y 18 en muestras + para
HPV 1618 | HologicInc PCR isoterma - Cervista HPV HR Test -
Becton Detecta tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
BD Onclarity L ’ - 58, 59, 66y 68 Gen
HPV Assay Dl‘é:k:r]nsggn?/nd PCR a tiempo real - Beta-Globina
Identifica los tipos 16, 18, 31, 45, 51y 52
Avantage Arpor Tiras con anticuerpos Detecta e identifica los tipos 16, 18 y 45 y solo
HPV E6 Vita monoclonales E6/E7 Detecta tipos 31, 33, 52 y 58 .
Test Corporation p 199,92y
Direct E6/E7
Whole-cell | Oncottealth EIA E6/E7 Detecta 14 tipos de VPH de VPH-AR -
Corporation
ELISA
Direct E6/E7
Flow OncoHealth . . . )
Cytometry Corporation Citometria de flujo E6/E7 Detecta 14 tipos de VPH de VPH-AR -
Assay
ElggltHl-&PV Diassay EIA L1 Detecta 16, 18, 31, 33, 3“559 39, 45, 51, 52, 56, 58 y No dispone

(GP5+/GP6
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+)
L1 -
Di 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56
RealTime (GP5+/Gps | Detectatipos 16,18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,

i Abbott ) 58, 59, 66 y 68 Gen
High Risk Molecular PCR a tiempo real - Beta-Globina
HPV test modificados i

) Identifica 16 y 18
PreTect P
. RT-PCR isotérmica a . Gen
HPV-I:roofe NorChip tiempo real E6/E7 Detecta tipos 16, 18, 31, 33 y 45 Beta-Globina
NucliSENS o RT-PCR isotérmica a .
EasyQ HPV Biomérieux tiempo real E6/E7 Detecta tipos 16, 18, 31, 33 y 45 -
Gen CFTR
(control
L L1 Detecta e identifica tipos 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, extraccion) y
Clart HPV 2 Gendmica PCR n:iggggrchn EN | (MY11/MYO | 35,39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, plasmido
¥ 9) 61, 62, 66, 68,70,71,72,73, 81, 82, 83,84,85y 89 modificado
(control de
amplificacion)
. Fragmento de
Py Drect Master PCR + hibridacion L Detecta e identifica 36 tipos de HPV de VPH-AR y ADN
Kit P Diagnostica reversa bajo riesgo. gendémico
humano
Aﬁgﬁ\}/ﬁé/ Seegene PCR a tiempo real } Deteccion, identificacion y cuantificacion de VPH
Detection (DPO + TOCE) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68
Diferencia entre dos grupos: VPH generales (6, 11,
L1 L2VE6/ 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
BIOPAP Kit Biotools PCR ! E7V 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67,
68y 69) y VPH oncogénicos (16, 18, 31, 33, 35, 52,
58y 67)
GenolD
real-time GenolD PCR a tiempo real Detecta 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68.
HPV
HPV Hibridacién in situ de « » " i
Detecta “todos” los tipos oncogénicos
OncoTect Labco ARNm E6 y E7 + P gen!
Citometria de flujo
ProDect®C . S
hip HPV bos Sictech | PCR + Hibridacidn en Detecta e identifica 19 VPHs
Typing P v
CHIPRON
LCD-Array S
Kits Chipron PCR+ Ha:?rr;dac"’” en Detecta e identifica 24 VPHs (AR Y BR)
HPV Type Y
3.5
Luminex R
XMAP HPV Luminex Fibridacion sobre Detecta e identifica 26 VPHs
Genotyping

Tabla 7. Sistemas comerciales mas utilizados para la deteccién e identificacion de papilomavirus en muestras

clinicas.
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8 Control Interno de amplificacion en la PCR

8.1 Falsos negativos y positivos en la PCR

Los falsos negativos en la PCR se producen cuando por alguna causa no se genera producto
de amplificacion o en escasa cantidad, a pesar de la presencia del patbgeno en la muestra
clinica. La presencia de inhibidores de la PCR es la causa habitual del bajo rendimiento de las
reacciones, ya que inhiben total o parcialmente la reaccién. Entre los principales inhibidores
podemos encontrar tanto componentes de la muestra clinica como compuestos afadidos
durante la purificacibn o manipulacion de los acidos nucleicos (tabla 8). Dado que es una
caracteristica inherente a las muestras o a su procesamiento, las inhibiciones no pueden
detectarse salvo que se utilicen sistemas de prevencién especificos (Bessetti, 2007).

Los falsos positivos se producen cuando se obtiene un resultado positivo para determinado
patdgeno a partir de una muestra clinica no portadora del mismo. Las dos principales causas
son las contaminaciones y las amplificaciones inespecificas. La generacion de productos
inespecificos de tamafo y/o secuencia similar al producto especifico se debe a la hibridacién
de los oligonucledtidos y las sondas con secuencias similares de ADN humano o del propio
agente infeccioso, y a su consiguiente amplificacion y deteccién. Esta circunstancia se ve
favorecida en las muestras negativas, ya que los excedentes de reactivos no utilizados
favorecen la amplificacion de fragmentos inespecificos. La utilizacion de oligonucleétidos
degenerados, como sucede en muchos protocolos para la deteccién de VPHs, es un factor
adicional que favorece este fenédmeno.
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Concentracion

Inhibidor Fuente Efecto critica
Urea Orina Inhibe Taq polimerasa >20 mM
Sales biliares Heces ? ?
Polisacaridos Heces, geles agarosa Bloquearl':aaxggs:etifolos lones ?
Grupo hemo (hemoglobina) Sangre Bloquea la Taq polimerasa > 1 mg/ml
misg;?ctﬁgr:]:,sIg%?fr?:gnlgbmienl:rgje:a‘tc) Tejidos varios Bloquea la Taq polimerasa ?
lones divalentes (Ca2+) Leche, hueso ? ?
Heparina Tubos toma de sangre Quelante > 0,15 Ul/ml
Proteinasa K Reactivos de purificacion Degrada la Taq polimerasa ?
Diluyentes organicos Conservants de la ? ?

citologia liquida

Detergentes (SDS, Tween-20, Triton

X-100) Reactivos Desnaturaliza la Taq polimerasa SDS: > 0,005 %
EDTA Tampén TE Quelante > 0,5mM
. - . . Etanol: > 1%
Alcoholes Reactivos extracccion Desnaturaliza la Taq polimerasa Isopropoanol: > 1%
DMSO Aditivo PCR Inhibe Taq polimerasa >10%
- . NaCl: > 25 mM
?
Sales (Acetato soédico, KCI, NaCl) Reactivos ? Acetato sédico > 5 mM
Fenol Reactivos extracccion Desnaturaliza la Taq polimerasa >0,2 %
? ?

Polvo de los guantes de latex

Manipulacién del fungible

Tabla 8. Inhibidores de la PCR presentes en la muestra clinica o afiadidos durante su procesamiento.
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8.2 Utilidad de un control interno de amplificacion

El contro interno (CI) de amplificacién es un sistema para la deteccién de los falsos negativos
(Hoorfar et al, 2004). Se basa en la amplificacion paralela de un fragmento diferente al del
patégeno, que no depende de la presencia o no del patdgeno en la muestra y por tanto
siempre debe detectarse. Estd constituido por un molde de ADN o ARN y unos
oligonucleotidos que permiten la amplificacion de un fragmento de éste y genera un producto
distinguible en tamafio y/o secuencia al producto especifico del patdégeno. El CI puede
utilizarse también para detectar problemas en la extraccién del ADN o su omisién en la mezcla
de amplificaciéon. Su utilizacion también permite prevenir falsos positivos debidos a la
amplificacién de productos inespecificos. En ausencia del ADN del agente patdgeno, el CI
consume el excedente de reactivo, minimizando la amplificacién de secuencias no deseadas y
dificultando que pueda generarse un falso positivo. Algunas de los parametros para la
implementacion del CI se citan a continuacion:

1) Composiciéon del molde: el 4cido nucleico utilizado como molde del CI debe ser del mismo
tipo que el del patdgeno. En el caso de la amplificacién de ARN, el molde utilizado como CI
debe estar compuesto por este mismo material, de forma que permita prevenir la accién de las
ribonucleasas.

2) Procedencia del molde: pueden utilizarse componentes afladidos en alguna etapa del
protocolo, o bien secuencias humanas presentes en la muestra clinica que se han co-purificado
junto al acido nucleico del patdgeno. En el primer caso se pueden utilizar plasmidos o acido
nucleico de un fago (Ninove et a/ 2011) tales como ADN del fago T4 o ARN del fago MS2, asi
como cualquier otro ADN o ARN exdgeno. En el segundo caso suele utilizarse el gen de la
beta-globina o algin ARNm de expresién constitutiva (p.e. GAPDH).

3) Concentracion de los componenentes del CI: la concentracion de los componentes del CI
(especialmente el molde) debe estar ajustada para permitir su amplificacion y deteccién, pero
evitando que una concentracion excesiva favorezca la competencia entre el CI y el agente
infeccioso que se desea detectar, asi como una cantidad insuficiente que no permita su
deteccion en caso de una posible inhibicién parcial.

4) Etapa en la que se introducen los componentes del CI: en el caso de que se utilice un
componente afladido como molde del CI, es importante determinar la etapa en la que esto se
realiza y las consecuencias que tiene. Los componentes del control interno pueden introducirse
en directamente en la mezcla de amplificacion o durante la purificacién de acidos nucleicos. En
este caso, suele efectuarse en los primeros tampones utilizados (p.e. la solucién de lisis de las
proteinas viricas) y permite la verificacion completa del conjunto del método.
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Objetivos
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1 Desarrollar un procedimiento para detectar e identificar papillomavirus con alta
especificidad y sensibilidad, que incluya un mecanismo para la deteccion de los falsos
negativos debidos a la inhibicién de la reaccion de amplificacion.

2 Implementar el sistema desarrollado en la practica clinica de rutina.

3 Analizar los resultados obtenidos utilizando el sistema desarrollado y obtener datos

epidemioldgicamente significativos con muestras clinicas.

4 Describir nuevas variantes de papilomavirus identificadas con el método utilizado que no
habian sido descritas previamente.
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Materiales y Métodos



50

Materiales y Métodos




Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes 51

1 Material bioldgico
1.1 Muestras genitales, orales y anales

Las muestras utilizadas procedian de diferentes hospitales y centros de Espafia, tomadas
entre los afios 2003 y 2010. Fundamentalmente consisitian en escobillones y células del
epitelio cervico-vaginal resuspendidas en tampon de “citologia liquida”. Ocasionalmente se
han procesado biopsias. Los escobillones o torundas utilizados eran de diferentes tipos,
principalmente de algoddén seco, pero también de polimeros plasticos. No deben usarse
escobillones con medio de cultivo como los usados para los analisis microbiolégicos.

La toma de la muestra la realiza un ginecélogo, mediante un legrado cervico-vaginal. El
procedimiento es similar a la toma realizada para el estudio citologico (test de Papanicolau).
Consiste en frotar el cuello del Utero, o la zona lesionada con una torunda o escobillon
cervical, con objeto de descamar células epiteliales. Posteriormente, la torunda debe lavarse
con una solucion de suero fisioldgico (cloruro sédico al 0,9%) para desprender las células
recuperadas. Puede utilizarse un escobillon especifico para la toma endocervical y otro para
la exocervical.

1.2 Muestra de ADN genémico humano

Se ha utilizado una muestra de ADN genomico humano del autor de este trabajo, para la
amplificacién del fragmento de ADN heterélogo constituido por el gen CFTR y las regiones
homologas a los oligonucledtidos MY11 y MYQ9, que se ha utilizado como molde del control
interno en las amplificaciones para la deteccion del ADN de los papilomavirus.

1.3 Control standard de VPH16

Se ha utilizado el Control positivo VPH 16 ("7st WHO International Standard for Human
Papillomavirus (HPV) Type 16 DNA. NIBSC code: 06/202 (107 Ul/ml= 104 Ul/ul") como
material biolégico de referencia para el calculo de sensibilidad del método de deteccion de
VPHs desarrollado en el presente trabajo.
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2 Secuencias de referencia de papilomavirus

Todas las secuencias se han obtenido del banco de secuencias del GenBank (base de datos
de secuencias del NIH -National Institutes of Health- de Estados unidos) dénde estan
registradas las secuencias del genoma completo de la mayoria de los papilomavirus.

VPH Acceso VPH Acceso VPH Acceso
6 L41216 52 X74481 73 X94165
6b X00203 53 X74482 74 AF436130
11 M14119 54 U37488 81 AJ620209
13 X62843 55 U31791 82 NC_002172
16 K02718 56 X74483 83 AF151983
18 NC_001357 57 X55965 84 AF293960.1
30 X74474 58 D90400 85 NC_004762
31 J04353 59 X77858 86 NC_003115
32 X74475 61 U31793 87 NC_002627
33 M12732 62 AY395706 89 AF436128
34 X74476 66 U31794 90 AY057438
35 M74117 67 D21208 91 NC004085

35h X74477 68 EU918769 97 DQO080080
39 M62849 69 AB027020 102 DQ080083
40 X74478 70 U21941 103 DQ080078
42 M73236 71 002644 106 DQ080082
44 U31788 72 GI1491683 108 NC_012213
45 X74479

Tabla 9. NUmeros de acceso de las secuencias utilizadas de los papilomavirus.

3 Extraccion y purificacion de ADN
3.1 Extraccion de ADN virico a partir de escobillones cervicales

Las células epiteliales son portadoras de ADN gendmico humano y en el caso de las
muestras positivas también de ADN de papilomavirus. La extraccion de ambos se realiza
simultaneamente mediante una lisis de las células epiteliales recogidas con el escobillon
cervical, utilizando proteasa K en un tampoén adecuado.
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Procedimiento:

Afadir 1,5 mL de NaCl 0,9% al tubo que contiene el escobillén. Agitar en vortex.
Decantar el sobrenadante en un tubo de 1,5 mL.
Centrifugar 10 min a 13.000 rpm.
Descartar el sobrenadante.
Resuspender el precipitado de células con 50 L de soluciéon de digestion 2x.
Afadir 50 pL de proteasa K (400 ug/mL)
Incubar 1 h a 55 °C
Inactivar la proteasa K calentando 10 min a 95 °C
Centrifugar 10 min a 13.000 rpm. El sobrenadante contiene el ADN virico.
0 Tomar 5 pL del sobrenadante para la reacciéon de amplificacion. Para ello, agitar bien éste sin llegar a
resuspender el "pellet”.

= O 0O NO UT D WN =

Solucién de digestion 2x: 39 mM Tris-HCl pH 8,5, 0,78 mM EDTA, 2% Tween-20.

3.2 Extraccion de ADN virico a partir de tejido parafinado

Las biopsias cervicales se incluyen en bloques de parafina que posteriormente son cortados
con el microtomo con el objeto de realizar el estudio histoldgico. Existen muchos protocolos
para “desparafinar” el tejido y proceder a la extraccién del ADN. Cabe destacar que durante
el proceso de fijacion, el tejido es sometido a la accion de disolventes organicos que pueden
danar el acido nucleico, por lo que no es recomendable la utilizacion de este tipo de
muestras para obtener ADN, como molde para las reacciones de amplificacion. Las muestras
se procesan siguiendo el sistema comercial automatizado de purificacion de acidos nucleicos
Maxwell 16 Cell LEV DNA Purification Kit (Promega).

Procedimiento:

1 Puesta en marcha del equipo.

1.1 Presionar el botdn de encendido.

1.2 Verificar que el instrumento indica "LEV" y “RSCH" (modo de funcionamiento).
1.3 Seleccionar la opcion “run” de la pantalla del menu con el botén “run/stop”.
1.4 Elegir el método DNA y apretar “run/stop”.

1.5 Seleccionar "FFPE/Cells".

1.6 Verificar la utilizacion del kit de extraccién adecuado.

1.7 Abrir la puerta y volver a apretar el boton “run/stop” para extraer la plataforma.

2 Preparacion de la plataforma

2.1 Colocar los cartuchos en la plataforma de forma que esté equilibrada. El émbolo en el primer pocillo y el
tubo de elucién abierto en los agujeros.

2.2 Afadir 50 pL de “elution buffer” en el tubo de elucion.

3 Preparacion de las muestras

3.1 Realizar 1-5 cortes con una cuchilla estéril a partir del bloque que contiene el tejido.

3.2 Eliminar la parafina sobrante alrededor del tejido con una cuchilla estéril tanto como sea posible.
3.3 Colocar los cortes en un tubo de centrifuga de 1,5 mL.

3.4 Resuspender el precipitado de células con 50 pL de solucion de digestion 2x.

3.5 Afadir 50 L de proteasa K (400 pg/mL).
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3.6 Incubar 1 ha55°C.

3.7 Inactivar la proteasa K calentando 10 min a 95 °C.

3.8 Pipetear el buffer de lisis del Gltimo pocillo del cartucho y mezclarlo con los 100 pL de la muestra.
3.9 Volver a pipetear esa mezcla en el Ultimo pocillo del cartucho.

Finalmente, colocar la plataforma dentro del equipo presionando el botdn “run/stop”. Cerramos la puerta.
Cuando finaliza la extraccion abrir la puerta y sacar la plataforma.

4 Recuperacién del ADN

4.1 Centrifugar 5 min a 13.000 rpm.

4.2 Pipetear por las paredes todo el volumen de ADN eluido y pasarlo a un tubo de 1,5 mL nuevo.
4.3 Eliminar el tubo con las bolas magnéticas (en algunos casos pueden inhibir las PCRs).

4.4 Etiquetar el tubo que contiene el ADN.

3.3 Extraccion de ADN virico a partir de células cervicales resuspendidas en tampon de
citologia liquida

Previamente a la extraccion de ADN, las células resuspendidas en el tampoén de citologia
liquida son concentradas mediante centrifugacion. A contiuacién se extrae el ADN aplicando
el siguiente protocolo anterior Maxwel/ 16 Cell LEV DNA PFurification Kit (Promega) excepto
en el paso de preparacién de la muestra que se seguira el siguiente procedimiento:

Procedimiento:

Preparacién de las muestras:

1  Centrifugar 1,5 mL a 13.000 rpm durante 5 min. Descartar el sobrenadante (excepto 100 mL).

2 Repetir el paso en el mismo tubo hasta obtener un precipitado de aproximadamente 25 ug.

3 Resuspender el precipitado en 100 mL del propio sobrenadante y proceder con el protocolo de purificacién
explicado anteriormente (Maxwell 16 Cell LEV DNA Purification Kit —-Promega-).

3.4 Extraccion de ADN virico a partir de orina

La deteccion del ADN de papilomavirus en muestras de orina esta indicada en los casos de
lesiones uretrales. La extraccion del ADN virico a partir de las células epiteliales recogidas en
la orina se ha realizado mediante el sistema comercial “QiAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)”
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Procedimiento:

Pipetear 400 uL del preparado “buffer” AVL conteniendo el “carrier” ARN en un tubo de 1,5 mL.
Afadir 100 uL de orina al tubo del buffer AVL/carrier ARN. Mezclar en vortex durante 15 s.

Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) durante 10 min.

Centrifugar levemente el tubo para quitar las gotas del tapdn.

Afadir 400 pL de etanol (96-100%) y mezclar en el vértex durante 15 s.

Centrifugar levemente el tubo para quitar las gotas del tapdn.

Pipetear 450 uL de la mezcla anterior en una columna de purificacion.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min. Descartar el eluido y colocar la columna en el tubo de elucién.

O N U WN
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9  Repetir los pasos 7y 8.

10 Afadir 500 uL de buffer AW1 a la columna.

11 Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min. Descartar el eluido y colocar la columna en el tubo de elucién.

12 Afadir 500 pL de buffer AW2 a la columna.

13 Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 min. Descartar el eluido y colocar la columna en el tubo de elucion.

14 Afnadir 500 pL de buffer AW2 a la columna.

15 Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 min. Descartar el eluido y colocar la columna en el tubo de elucion.

16 Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min. Descartar el eluido y colocar la columna en un tubo de 1,5 mL sin
tapén.

17 Afadir 50 pL de buffer AVE equilibrado.

18 Incubar 1 min a temperatura ambiente.

19 Centrifugar durante 1 min a 8.000 rpm y recoger el eluido con el ARN/ADN.

Conservar el ARN/ADN a 4°C para su uso en el mismo dia. Congelar a -20°C para usos posteriores.

3.5 Extraccion de ADN genémico humano a partir de sangre

La extraccién del ADN gendmico humano a partir de sangre total se ha realizado mediante el
sistema comercial Qiamp Blood DNA Mini kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Es aconsejable atemperar las muestras de sangre antes de proceder con el
protocolo. Es muy importante agitar vigorosamente las muestras antes de pipetear, ya que
las células blancas portadoras del ADN precipitan cuando la sangre se mantiene en reposo
algunas horas.

Procedimiento:

Mezclar en un tubo de 1,5 mL: 100 yL de muestra + 10 pL de Qiagen Proteasa + 100 pL de buffer AL
Incubar a 56°C durante 10 min.

Centrifugar levemente para quitar las gotas del tapén del tubo.

Afadir 200 pL de etanol (96-100%) y mezclar en vortex.

Centrifugar levemente para quitar las gotas del tapén del tubo.

Pipetear la mezcla anterior en la columna de purificacion.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.

Descartar el eluido y colocar la columna en un nuevo tubo de elucién.

9  Afadir 250 uL del "buffer” AW1 a la columna.

10 Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.

11 Descartar el eluido y colocar la columna en un nuevo tubo de elucién.
12 Afadir 500 pL de "buffer” AW2 a la columna

13 Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 min.

14 Descartar el eluido y colocar la columna en un tubo de 1,5 mL sin tapon.
15 Repetir el paso anterior.

16 Afadir 50 pL de agua destilada o de “elution buffer”.

17 Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

18 Centrifugar durante 1 min a 8.000 rpm y recoger el eluido con el ADN.
19 Etiquetar el tubo del ADN antes de descartar la columna.

O NOoO U WN =

Conservar el ADN a 4 °C para su uso en el mismo dia. Congelar a -20 °C para usos posteriores.
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3.6 Purificacion de ADN plasmidico a partir de un cultivo de E.coli

Se han utilizado plasmidos de E. coli para la preparacion de marcadores de peso molecular, y
como estandar de referencia para el calculo de la cantidad de ADN en un gel de agarosa. La
obtencién de los plasmidos se realiza a partir de un cultivo de una cepa de £ coli
transformada. Se ha utilizado el método comercial Wizard® Plus SV Minjpreps DNA
Purification System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Procedimiento para la preparacion del cultivo de E. colr:

1 Inocular de 1 a 10 mL de medio LB con ampicilina 100 pg/mL
2 Incubar toda la noche (12-16 horas) a 37 °C.

Procedimiento para la obtencion del lisado de bacterias:

Pipetear 1.5 mL de cultivo en un tubo de microcentrifuga.

Centrifugar durante 5 min a 13.000 rpm.

Descartar el sobrenadante.

Volver a repetir la centrifugacién anterior hasta precipitar todo el volumen de cultivo.

Afadir 250 pL de solucion de resuspension (" Cell Resuspension Solution”) y resuspender el “pellet”.
Afadir 250 pL de solucion de lisis de células (" Cell Lysis Solution")

Mezclar por inversion (no agitar en vértex).

Incubar hasta que la suspensién claree (aproximadamente de 1 a 5 minutos). Si no se ha aclarado el lisado,
incubar 5 min adicionales.

9 Afadir 10 pL de proteasa ("Alkaline Protease Solution")

10 Mezclar por inversion.

11 Incubar 5 min a temperatura ambiente (15-30°C).

12 Anadir 350 pL de solucién de neutralizacion (“Neutralization Solution") y mezclar por inversién.

13 Centrifugar el lisado bacteriolégico a 13.000 rpm durante 10 min.

0 NOoOY U WN

Procedimiento para la purificacion del plasmido:

—_

Preparar para cada muestra un tubo de 2 mL de recolecciéon con una columna.

Decantar el volumen de lisado (aproximadamente 850 pL) en una columna colocada en un tubo de
recoleccién (evitar remover el precipitado blanco).

Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

Descartar el tubo con el eluido.

Afadir 750 pL de Soluciéon de Lavado a la columna.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

Descartar el tubo con el eluido.

Repetir el proceso de lavado usando 250 pL de Solucién de lavado de Columnas.

9  Centrifugar 2 min a 13.000 rpm. Dar un pulso de centrifuga para eliminar restos de solucién de lavado.
10 Colocar la columna en un tubo nuevo.

11 Anadir 100 pL de agua libre de Nucleasas ("Nuclease-Free Water') a la columna. Incubar 2 min.

12 Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min

13 Recoger el eluido con el ADN

14 Tapar el tubo y conservar a -20 °C o inferior.

no

0 N U AW
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3.7 Purificacion de productos de PCR a partir de gel de agarosa

Para la purificacion de productos de PCR a partir de geles de agarosa se utilizd el reactivo
QIAquick Gel Extraction Kit siguiendo las instrucciones el fabricante.

Procedimiento:

1 Con un bisturi, recortar el fragmento del gel que contiene la banda correspondiente al producto de PCR.

2 Afadir tres volumenes del tamp6n QG por cada volumen de gel y mezclar (p.e. afladir 300 mL de tampoén QG
a 100 mg de muestra).

3 Incubar a 50°C durante 10 min (o hasta que el gel esté completamente disuelto).

4 Después de que el gel se haya disuelto completamente, comprobar que el color de la mezcla es amarillo
(similar al del buffer QC sin agarosa disuelta)

5 Afadir 1 volumen de isopropanol a la muestra y mezclar (100 pL isopropanol para 100 mg gel).

6 Colocar la columna de centrifuga en el tubo 2 mL provisto en el kit.

7  Parafijar el ADN, colocar la muestra en la columna y centrifugar 1 min a 13.000 rpm.

8 Descartar el filtrado y colocar la columna en un nuevo tubo.

9  Afadir 700 L de Buffer PE a la columna y centrifugar 1 min a 13.000 rpm.

10 Descartar el filtrado anterior y colocar la columna en un nuevo tubo. Centrifugar 1 min a 13.000 rpm.

11 Colocar la columna en un tubo de centrifuga de 1,5 mL nuevo.

12 Afadir 50 pL de agua destilada e incubar durante 1 min a temperatura ambiente. Para obtener un ADN mas
concentrado afiadir solo 30 L.

13 Centrifugar la columna durante 1 min a 13.000 rpm y recuperar el eluido.

3.8 Purificacion de los productos de amplificacion

Se ha utilizado el protocolo de QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN). Permite eliminar
dNTPs, oligonucleotidos y otros componentes de la reaccion de amplificacion por PCR, de
forma que puede utilizarse posteriormente en reacciones de secuenciacién o re-amplificacion.

Procedimiento:

1 Afadir 5 volimenes del “buffer” PB (del kit) a un volumen de la muestra de PCR y mezclar.

2 Colocar una columna suministrada con el kit en los tubos de 2 mL tambien suministrados. Rotular la columna.
3 Transferir a la columna el volumen de la mezcla.

4 Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

5 Descartar el eluido y colocar nuevamente la columna en el mismo tubo.

6  Afadir 700 ul del "buffer” PE a la columna.

7  Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

8  Descartar el eluido y colocar nuevamente la columna en el mismo tubo.

9 Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

10 Colocar la columna en un tubo de 1,5 mL nuevo y rotulado con la descripcién de la muestra.

11 Afadir 50 pL de H,0 a la columna. La membrana de la columna debe quedar totalmente hiumeda.
12 Dejar en reposo 1 minuto a temperatura ambiente.

13 Centrifugar a 13.000 rpm durante Tmin.

14 Conservar el volumen eluido (con el producto de PCR purificado) y descartar la columna.

Conservar las muestras congeladas a —20 °C hasta su utilizacion.
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4 Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR ("Polimerase Chain Reaction") permite la sintesis /n vitro de secuencias
especificas de ADN a partir de un fragmento de ADN que actla como molde y dos
oligonucledtidos que actian como cebadores (“primers”). Los principales componentes de la
reaccion son el ADN que actla como molde, una polimerasa termoestable (tag polimerasa o
un enzima equivalente), dos oligonucleétidos que actlan como cebadores o iniciadores
complementarios a las secuencias situadas en los extremos de la regién que se desea
multiplicar o “amplificar”, nucleotidos tri-fosfato (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) y cloruro de
magnesio.

La PCR es una reaccién ciclica. Cada ciclo consta de una etapa de desnaturalizacion de la
doble hebra de ADN, la hibridacion de los dos oligonucledtidos a las secuencias
complementarias de cada hebra y la extension o sintesis del ADN. El nimero de ciclos en
una PCR puede variar entre 20 y 50, dependiendo de la cantidad inicial de ADN y de las
necesidades finales. En el presente trabajo se han utilizado los equipos Applied Biosystems
9600 y 2400 indistintamente.

El laboratorio de Biologia Molecular esta dividido en tres areas de trabajo, definidas por las
restricciones de uso de reactivos, muestras y productos de PCR. ZONA A: zona de
preparacion de mezclas de amplificacion. En esta area no debe manipularse ninguna muestra
ni ningun producto de PCR. ZONA B: zona de manipulacion de las muestras bioldgicas: en
esta zona se obtienen los acidos nucleicos a partir de la muestra original (suero, plasma,
sangre, etc). En esta area no debe manipularse ningin producto de PCR. Zona C: zona de
amplificacién y deteccion. Una vez se ha obtenido el acido nucleico y se ha mezclado con los
reactivos adecuados debe procederse a la amplificacién en esta zona. Para ello se utiliza un
termociclador. El material y reactivos pueden traspasarse en sentido A-C, pero no al
contrario. El personal debe cambiar de guantes para manipular reactivos cuando pasa en
sentido de C a A, pero no es necesario hacerlo en direccién A a C.

4.1 Reactivos
- Taq polimerasa y tampén de PCR 10x

Se ha utilizado la Taq polimerasa 5 U/uL de Roche Applied Science, a una concentracion final
de 0,02 U/pL (1 U por cada reaccion de 50 uL). Referencias: 11 146 165 001 (100 U), 11 146
173 001 (500 U), 11 418 432 001 (4 x 250 U), 11 596 594 001 (10 x 250 U) y 11 435 094 001
(20 x 250 U). Esta polimerasa se ha utilizado para la deteccién de papilomavirus, obtencion
del molde del control interno y la amplificacién de los fragmentos menores de 500 pares de
bases para la secuenciacion de las variantes A0383 y E1201.
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Se ha utilizado el tampdn de PCR 10x suministrado por la misma firma que la polimerasa. La
composicion del mismo es 100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI, 20 mM MgCl,, 0,1%
gelatina (p/v).

Se ha utilizado la Taq Expand Long Template PCR System 5 U/uL de Roche Applied Science, a
una concentracién final de 0,02 U/pL (1 U por cada reacciéon de 50 pL). Referencias: 11 681
834 001 (150 U), 11 681 842 001 (2 x 360 U) y 11 759 060 001 (10 x 360 U). Esta polimerasa se
ha utilizado para la amplificacion de los fragmentos mayores de 500 pares de bases para la
secuenciacion de las variantes A0383 y E1201. Se ha utilizado en combinacion con el tampdn
1 de PCR 10x suministrado por la misma firma que la polimerasa. La composicion del mismo
es 17,5 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 (25°C), 100 mM KCI, TmM dithiothreitol (DTT), 0,1
mM EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v) y 50% glicerol (v/v).

- Nucleétidos tri-fosfato (dNTPs)

Se han utilizado los 4 nucleétidos a una concentracion de 200 UM c/u en la mezcla de
amplificacién. Para facilitar la preparacidon de las mezclas de reaccidbn se prepararon
diluciones stock de dNTPs a una concentracion de 10 mM c/u.

- Oligonucleétidos

Se han utilizado todos los oligonucledtidos a una concentracion de 200 nM. Para facilitar la
preparacion de las mezclas de reaccion, se ha dispuesto una solucién de “stock” a 100 uM y
una solucién de trabajo a 10 uM. Se ha partido de oligonucleétidos sintéticos, purificados
con columnas de fase reversa y precipitados.

Se han utilizado oligonucledtidos cebadores de la PCR con tres diferentes objetivos: la
deteccion de papilomavirus mediante la amplificacion consenso del gen L1, la obtencion del
fragmento MY11-FQ-MY09 (molde del control interno) utilizando para su preparacién ADN
genomico humano, y la obtencion de los fragmentos que han permitido la secuenciacién de
los genomas completos de las variantes A0383 y E1201.

Los oligonucledtidos utilizados para la deteccidn de los papilomavirus son los ampliamente
utilizados MY11 y MY09 (Manos y Yang, 1990).

Los oligonucledtidos utilizados para la obtencion del amplicdn MY11-FQ-MY09 consisten en
dos secuencias de ADN heterologo. El oligonucleétido MY11-FQ esta formado por la
secuencias del oligonucleétido MY11 en el extremo 5" y una secuencia complementaria al
gen CFTR humano en el extremo 3. El oligonucleétido MY09-FQ estéd disefiado de forma
analoga.
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Por ultimo se disefiaron oligonucleétidos para secuenciar el genoma completo de las nuevas
variantes A0383 y E1201. Inicialmente se amplificé y secuencio el fragmento de 450 pb
aprox. comprendido entre los oligos MY11 y MY09. Para extender el segmento analizado
hasta obtener el genoma completo de las nuevas variantes, se realizd un estudio filogenético
que determiné que estaban incluidos en la especie Alpha-3. En base a las regiones
conservadas entre los genotipos pertenecientes a este grupo se disefiaron los
oligonucleotidos que permitieron obtener algunos productos de amplificacion a partir de la
secuencia de las nuevas variantes. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados y
mediante superposicion de secuencias se consiguid secuenciar ambos genomas
completamente.

Procedimiento para la preparacion de los oligonucleétidos

1 Anadir al precipitado del oligonucleétido el volumen de tampén TE pH 7 necesario para obtener una
concentracién 100 uM*,

2 Resuspender el oligonucleétido bombeando con la pipeta.

Preparar una dilucién 1:10 del “stock” 100 pM, para obtener la solucién de trabajo 10 uM**

4 Conservar ambas diluciones a -20 °C y descartar los viales sometidos a mas de 5 ciclos de
congelacion/descongelacion.

w

NOTAS:

*El volumen de tampén depende de la cantidad de oligonucleétido obtenida en la sintesis; p.e. si se suministran
29,8 nanomoles de oligonucleétido liofilizado, afadir 298 pL de TE.
**Habitualmente se han preparado 25 pL de oligonucleétido 100 uM + 225 pL de TE.

Identificacion Secuencia Posiciéon*
MY 11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG L1 6582-6601
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC L1 7014-7033

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para la deteccién de papilomavirus. La posicidén de los oligonucleétidos se
refiere a la secuencia de referencia del VPH 16 (K02718).

Identificacion Secuencia Region Posicion*
MY11FQ GCMCAGGGWCATAAYAATGGGCTACCCCTGAAAGTAAC Crom.7 | 155138-155155
MYO09FQ CGTCCMARRGGAWACTGATCGCTTTCCTTTATCAATATTAAC Crom.7 | 155661-155682

Tabla 11. Oligonucleétidos utilizados para la obtencién del amplicon MY11-FQ-MYQ9 (molde del control interno).
Las secuencias en gris son complementarias a la regién "ATP binding site” del gen CFTR humano. Las secuencias
en negro son complementarias a los papilomavirus. La posicién de los oligonucleétidos se refiere a la secuencia de
referencia NC_000007.14
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Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion del genoma completo de A0383

IDENTIFICACION SECUENCIA
DE1
DE2 CTGCGAGTGGTATCTAGAAC
DE3 GGACTGTGGATCTTAAGGAC
DE4 GWAYRGCCATASCCACTRTC
DE5 TCCCGACCGTTTTCGGTCTC
DE6 GACTCTGACTCTGAGCTGTC
DE7 GACACCGAAAACGGTCCG
DE9 GCCATAAGTATACGCCGGG
DE10 GCACGT(T/C)TATAATG(T/C)(T/C)T(A/G)CACAT
DE12 G(A/C)CA(G/T)(G/A)TGCA(C/G)TTCAATTGC
DE17 AC(C/T)ACCCC(G/T)GCTGT(G/T)TT(G/A)GA
DE19 CCCTATT(C/T)TTTT(T/G)CAGATG
DE14 TATTTCTAGCACGTCTGCCG
DE21 GAAGACCCAAACGCAGCAGC
DE18 TTAAGGACGGATCATCTAATGG
DE23 CAAGCAGGACTTACTCATGTAG
DE25 GGTCAGAAACAGTACTATGTAAC
DE24 CCTCCCATGTGTTTGTGTCC
DE27 GTGACAGTGCTGACCAGTGG
DE26 CTGTTACAGATGTCCCTTGC
DE29 GTATAGAACCACACCTGCAAC
DE28 CCACCCAGATATCAAACACAC
DE35 TTGAAATGCACTCCATAAACCC
DE16 TTGGACATAGCGATCAGTACTG
DE31 ACGAGACGATAATTGTGGATTG
DE30 GAAGGGATCAGTGTAGCAACC
DE33 TATGTGCCTATAGGTACTCGC
DE32 GGCTCAATAACAACAGGCGG
DE34 TGTGGGTGTGCTGGTAAATAC
DE41 GTCTTTGGTAGATAGTGAACTAAG
DE42 CTTAAATATTTCTAGCACGTCTGC
DE43 CACAAACAGTATTATGTGACATTTG
DE44 CAGGTGCACTGTAACCGTTATC
DE45 CATAACCAATCCTGGATACTCTTG
DE46 AGTGGGCCATTGTGAAATATAGTG
DE47 GGCCATGTATTTACCAGCACAC
DE48 CTGGATCATACACAGGATTGTC
DE48 CTGGATCATACACAGGATTGTC
DE49 CAAGTATGACAATGTTACTGTTCC
DES0 CACCATAATAATAGAGGTTGGTGC

Tabla 12. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacién del genoma completo de la variante A0383. W: A+T;
M: A+C, K: G+T; S: C+G; Y: C+T y R: A+G.
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Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion del genoma completo de E1201

IDENTIFICACION SECUENCIA
cu4 CAGACCGAAAAGGCGGGAGAC
cu1 CAATTCAGGATGGCGACATGG
CU5 CCTYACCAAYATTTTTKTGCT
Cu6 GTTAMCACCCTATAGGCCWGCT
cuz TAGACAGCTCAGAGGAGGAGG
Ccus CCTGTCCACTSYCCWGCTAT
Ccu10 ACTTTCGTTTTAGGGCNTGCAC
cu9 GGATGGRCAGGAAGTKCCGTTAG
CuU12 TATYACTTTTAAAYTGTCTTAC
CU11 GGGTATGGCAATACGCAGGTGGA
CuU14 TTTGGKGGTTCTATTAGCAT
Cu13 GATTTAARTGTRRCAAAAG
CU16 CTCATGCAAAACAATGATTTBCCTGT
Cu15 AAGGTDGCWGAYACAGGSGAYTGGA
cu18 TCCTGGCACGCATCTAAACG
cu17 AAGGTCSTGGGCACGWTTAGA
CU20 CCCCAGCTKACATAKTCCATTT
Cu19 GGCCACCAGGTGGTGCC
Cu22 CGCTGTCGCTTAMAAGGCGGCG
Ccu21 ACTCTGTATCYAGYACYCAGG
CuU24 GAAAGCCARAAGMAAAGAAGWAGCA
cuz23 TGCTWCTTCTTTKCTTYTGGCTTTC
Cu25 TGGGCCAGCCTGGGTGTSTT
CU26 AATAACACTRGAATCCTCYAC
cu27 GAACCYATAAGTAGTACWCC
cuz28 ACTAGGRTGYTCAAATATAATWGTTTC
CuU29 TATATGAYATWTATGCAGAT
CuU30 TCACCAGGCCGCCACAWAGCCATCTG
CuU31 GGGTATCARTACAGGGTGTTT
CuU32 GCGMTCRGTGTCWGGATTATATA
Cu34 GCCATTTGTAAATAATCTGGATA
Cu33 TTRTGGAATGTRACAKWTGT
CuU35s TGTCCGGCTGCACCCYGTG
CuU39 TCGGTCTCCCGCCTTTTCGGT
CU4b ACCGAAAAGGCGGGAGACCGA
cusz7 CAAWAAAWTGCTTTTAGGCA
Cu41 GAGCACTCCAGCTACGGATC
Ccu42 ATCTACCTGTGGCTCAGGTTC
Cu43 ATACAAACATTAACAAGTGAATG
Cu44 CATAAAACTAATAAATTCTATGCC
CuU45 AGGAAATGGACTATGTCAGCTG
CU46 CCACATCCACCACTGTAGG
Cu47 CCTCGCTTAAATTTGTACAGC
Cu48 TATAATTGGGCGTCAGGAAGG
Cu49 AACAAGTCTGAGGTGCCTTTGG
CU50 CAACCACAGTAACAAACAGCTG

Tabla 13. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacién del genoma completo de la variante E1201. W: A+T;
M: A+C K: G+T; S: C+G; Y: C+Ty R A+G.
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- ADN molde

Cantidad de ADN (extracciones a partir de escobillones cervicales): la cantidad utilizada del
acido nucleico diana obtenido a partir de escobillones cervicales depende de las células que
se han desprendido del tejido cervical y de la habilidad con que el ginecélogo ha tomado la
muestra. Se ha optado por utilizar un volumen fijo de 5 pL de la extraccion de ADN por cada
escobillén purificado.

Cantidad de ADN para las amplificaciones del gen CFTR humano, para preparar el control
interno de Papilomavirus: se ha optado por utilizar un volumen fijo de 5 L de la extraccién
de ADN por cada reaccion de 50 pL.

4.2 Mezclas de amplificacion

- Mezcla de amplificacion estandar

Se ha utilizado la siguiente mezcla de amplificacion para la deteccién de papilomavirus (sin
control interno), la obtencion del producto del control interno MY11-FQ-MY09 y la
amplificacién de fragmentos menores de 500 pares de bases de las variantes A0383 y E1201.

Componente Volumen (pL) Concentracion final

1x

dNTPS 10 mM c/n ** 1 0,2mM

Oligonucledtido directo 10 uM 2 0,4uM

Oligonucledtido reverso 10 uM 2 0,4uM

Taq polimerasa 5 U/uL 0,2 1U

ADN molde 5 -

H.0 34,8 -

Tabla 14. Composicion estandar de las mezclas de amplificacién utilizadas. *Composicion del buffer 10x: 100mM
Tris-HCI, 15mM MgCI2, 500mM KCl, pH 8.3 (20°C). **Composiciéon de los dNTPs 10 mM c¢/n: 10 mM dATP,10 mM
dTTP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP.

- Mezclas de amplificacion para la deteccion de papilomavirus (incluyendo control
interno)

Se ha utilizado la mezcla de reaccion indicada en la tabla 15 para la deteccién de los
papilomavirus. Previamente se determind la concentracion minima de control interno que
permite su amplificacién sin competir con el virus.
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Componente Volumen (uL) Concentracion final
dNTPS 10 mM c/n 1 0,2mM
Control interno 10x 5 1x
Oligonucleétido MY11 10 uM 2 0,4uM
Oligonucleétido MY09 10 uM 2 0,4uM
Taq polimerasa 5 U/uL 0,2 1U
H:0 29,8

Tabla 15. Mezcla de reaccién para la amplificacién del fragmento MY11-MY09 de papilomavirus utilizando el
control interno.

- Mezcla de reaccion para la amplificacion del fragmento de ADN MY11-FQ-MY09

Se utiliza la composicion estandar indicada en la tabla 14, utilizando como oligonucleétido
directo MY11FQ (10 uM) y como oligonucleétido reverso MYO9FQ (10 uM). EIl ADN molde
utilizado es ADN gendmico humano obtenido del autor del presente trabajo.

- Mezclas de amplificacion para la obtencion de los fragmentos que han permitido la
secuenciacion de los genomas completos de las variantes A0383 y E1201

Para la obtencién de los fragmentos de las variantes A0383 y E1201 se han utilizado dos
procedimientos:

1) Fragmentos menores de 500 pb: se han utilizado mezclas de reaccién con la
composicion estandar (tabla 14) utilizando las parejas de oligonucleétidos indicadas
en el capitulo 2 del apartado de “Resultados”. Como ADN molde se han utilizado las
muestras con referencia A0383 y E1201. En estas reacciones se ha utilizado Taq
polimerasa convencional (Roche Applied Science).

2) Fragmentos mayores de 500 pb: se han utilizado mezclas de reaccién basadas en la
tabla 16, utilizando las parejas de oligonucledtidos indicadas en el capitulo 2 del
apartado de “Resultados”. Como ADN molde se han utilizado las muestras con
referencia A0383 y E1201. En estas reacciones se ha utilizado Taq Expand Long
Template PCR System (Roche Applied Science).
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Componente Volumen (uL) Concentracion final
Buffer expand 1* 5 1x
dNTPS 10 mM c/n ** 1 0,2mM
Oligonucleétido directo 10 uM 2 0,4uM
Oligonucledtido reverso 10 uM 2 0,4uM
Taq expand 5 U/pL 0,2 1U
H.0 35,8 -

Tabla 16. Composicién de la mezcla de amplificacion utilizada para los fragmentos mayores de 500 pb.
*Composicion del buffer 17,5 mM MgCI2, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25°C), 100 mM KCI, TmM dithiothreitol (DTT),
0,1 mM EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v) y 50% glicerol (v/v). **Composicion de los dNTPs 10
mM ¢/n: 10 mM dATP,10 mM dTTP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP.

4.3 Perfiles térmicos

- Deteccidn de papilomavirus:

N° CICLOS  TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min:s)

1 95 2:00

94 0:30

40 50 0:30

72 1:00

1 72 4:00
4

- Obtencion del ADN heterélogo MY11-FQ-MYQ9:

N° CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min:s)

1 95 2:00
94 0:30

40 55 0:30
72 1:00

1 72 4:00

4
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- Fragmentos para la secuenciacién de los genomas A0383 y E1201 menores de 500 pb: se han
utilizado 4 temperaturas de hibridacién diferentes dependiendo del fragmento.

N°CICLOS  TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min:s)

1 94 4:00

94 0:30

40 50/55/60/65 0:30

72 0:30

1 72 5:00
4

- Fragmentos para la secuenciacién de los genomas A0383 y E1201 mayores de 500 pb: se han
utilizado 4 temperaturas de hibridacion diferentes dependiendo del fragmento.

N° CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min:s)

1 95 4:00
94 0:30

35 50/55/60/65 0:30
72 2:00

1 72 5:00
4

5 Métodos de analisis de acidos nucleicos

5.1 Calculo de la concentracion de ADN por espectrofotometria

1 Realizar una dilucion de la solucién inicial (si), p.e. 1:200.
2 Leer la absorbancia en un espectrofotdmetro a 260 nm.
3 Realizar el siguiente célculo:

Concentracion si (ug/ pL) =(DO) x N x D

N: factor de 0,03 para oligonucleétidos, 0,04 para ARN y 0,05 para ADN.
DO: densidad 6ptica medida a 260 nm.

D: factor de la dilucién realizada (p.e 200).



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes 67

5.2 Cuantificacién y preparacion de ADN plasmidico por espectrofotometria

1 Diluir el plasmido purificado en el apartado anterior: 5uL de DNA + 995 uL H,O (hacer 3 réplicas).

2 Leer la absorbancia a 260 nm en el espectrofotémetro, utilizando en cubetas de cuarzo. Hacer el blanco con
H.0.

3 Calcular la concentracién de ADN utilizando la siguiente férmula (utilizar la media de las 3 lecturas de la
Abs260): DNA (ug/pL) = Abs260 x 50 (ug DNA / mL) x 200

5.3 Analisis electroforético en gel de agarosa

La electroforesis en agarosa es adecuada para la separacion de moléculas de ADN con un
tamafo entre 100 y 20.000 pb. El porcentaje de agarosa del gel depende del tamafio de los
fragmentos de ADN que van a analizarse (cuanto mas pequefios son estos fragmentos, mas
grande es el porcentaje de agarosa empleado). Se han usado geles de agarosa entre el 1-4 %
en tampoén TBE (opcionalmente TAE) y con una concentracion final de BrEt 0,5 ug /ml. El
tampon de electroforesis debe ser el mismo con el que se ha preparado el gel. El voltaje
aplicado dependié del tamafio del gel y la cubeta de electroforesis empleados. Antes de
analizar las muestras, se afiadié tampon de carga 5x hasta una concentracion final de 1x. Una
vez finalizada la electroforesis se visualizaron los fragmentos de ADN, colocando el gel
encima de una fuente de luz UV

Procedimiento de la preparacion del tampon de carga 5x:

Mezclar 4,59 mL de Glicerol con una concentracion final del 40% y 1 mL de EDTA a pH 8.
Disolver 0,1 mL de TRIS-HCl a pH 8 con una concentracién final de 10 mM.

Afadir 0,5 mL de azul de bromofenol.

Afadir 3,81 mL de agua a la mezcla.

Mezclar, alicuotar y guardar a -20°C.

U W =

Procedimiento de la preparacion de TBE 5X:

1 Disolver 108 g de TRIS y 55 g de &cido borico en 40 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.
2 Afadir hasta 2 L de agua.

Procedimiento para la preparacion de geles de agarosa

Verter 200 mL de TBE 1X en un matraz.

Pesar 6 g de agarosa para un gel del 3% 1%.

Afadir la agarosa a los 200 mL de TBE 1x y agitar vigorosamente.

Fundir la agarosa en un microondas.

Dejar enfriar un poco y verter en los moldes.

Poner el peine en la zona superior de lo que sera el gel sin que toque el fondo.

U~ WN =
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7  Dejar a temperatura ambiente hasta que haya solidificado la agarosa.
8  Tefir con bromuro de etidio.

Marcadores de peso molecular

Se han utilizado varios marcadores de peso molecular para ADN. Algunos de estos son
comerciales, mientras que otros se han preparado artesanalmente.

Marcador Marca ‘ Aplicaciéon y tamafios
Biomarker Low BioVentures | Bandas: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 525, 700, 1000.
A/ Hind Il + Eco RI Artesano Eﬁgggs: 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268, 4973, 5148 y
pUC18/Taql + Dde | + Pvulll Artesano Bandas: 166, 235, 322, 426, 458, 540, 754, 910, 1444, 2364.
Marcador en escalera Promega 5538?1385080 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
Marcador VIII Roche Bandas: 19, 26, 34, 37, 67, 110, 124, 147, 190, 242, 320, 404, 489, 501, 692,
900y 1114.
HyperLadder V Bioline Bandas: 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 400 y 500.

Tabla 17. Marcadores de peso molecular utilizados en el presente trabajo, su aplicacion y tamafios que abarca.

5.4 Cuantificacién de los fragmentos de ADN purificados para secuenciacién

En la reaccion de secuenciacion es necesario afiadir la cantidad adecuada de ADN molde para
que la reaccion funcione en condiciones Optimas. Los productos de PCR de las muestras
amplificadas, se cuantificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% o al 2%. La
cuantificacion se realizé por comparacion del fragmento de ADN purificado con un patrén de
ADN del que se conoce su concentracion.

El patrén utilizado es el marcador de peso molecular denominado Marker VII (Roche
LifeScience). Este marcador aporta informacion tanto del tamafo de la banda en funcion de la
altura de aparicién de la misma, como de la cantidad de ng de ADN en funcién de la
intensidad de la banda.
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6 Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccion se realizan mezclando el ADN diana, la/las enzimas
de restriccion y el tampon adecuado para esta enzima. Para la preparacion de las digestiones
se han seguido las siguientes condiciones:

Procedimiento para el analisis de los fragmentos de restriccion del fragmento
MY11/MY09

El tipado de las muestras se ha realizado mediante 2 digestiones independientes del producto
genérico de PCR (fragmento de 450 pb). Para ello, el producto de PCR se divide en 2
alicuotas: un alicuota se ha digerido con Rsal, y el otro con Aluly Hae Ill simultaneamente,
tal y como se indica en el punto 1.4 de resultados.

Procedimiento:

Preparar 2 alicuotas de 20 pL con el fragmento de ADN amplificado.

Afadir a uno de los tubos 1 pL de Rsa Iy al otro 2 pL de la mezcla de Alu I'y Hae IIL

Incubar a 37°C durante 2 horas.

Afadir 5 pL de tampon de carga de electroforesis 5X a cada tubo.

Cargar el volumen de las 2 digestiones en pocillos adyacentes de un gel de agarosa al 3% y realizar la
electroforesis.

Se recomienda cargar las digestiones junto al marcador de peso molecular.

U W =

7 Calculo de la sensibilidad de la reaccion de detecciéon de papilomavirus

La sensibilidad analitica es la capacidad de un sistema de detectar un analito presente en
una muestra. La sensibilidad se calcula con la formula S = VP / (VP + FN), donde VP es el
numero de verdaderos positivos y FN el de falsos negativos. Indica la porporcién de muestras
positivas en las que efectivamente se detecta un analito. El limite de deteccion es el valor
minimo que puede detectarse de un analito para un valor de sensibilidad determinado
(habitualmente el 95 %).

La especificidad se define como la proporcion de muestras sin el analito que dan un
resultado negativo. Es decir, es una medida de la capacidad de la técnica de no dar falsos
positivos. Se calcula con la formula E = VN / (VN + FP), dénde VN es el nimero de
verdaderos negativos y FP el de falsos positivos.

Procedimiento:

1 Resuspender el control positivo VPH (7st WHO International Standard for Human Papillomavirus (HPV) Type 16
DNA. NIBSC code: 06/202) con 0,5 mL de agua.
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2 Preparar 10 alicuotas de 50 uL (conservarlas a -20°C). Cada alicuota es portadora de VPH16 a la concentracion
de 10° Ul/pL.
3 A partir de las alicuotas anteriores preparar 24 réplicas de diluciones seriadas de 10* Ul/uL, 10° Ul/uL, 10% UI/uL y

10" UI/pL de acuerdo con el procedimiento que se muestra en el siguiente esquema:

10pL

90 L TE.

90 uL TE.

90 uL TE.

‘ 10pL |

| 10pL ‘

T

77 0§

Alicuota HPV 16
104 UlipL

100 ul HPV 16
102 UL

100 pl HPV 16
102 UlfL

100 yl HPV 16

107 UlfuL

18pL Amplimix sin Control Interno
+ DNA polimerasa dilucidn 1:25

2uL ADN

24 Réplicas de PCR
para deteccion.
Resultado: 23/24

24 Réplicas dePCR
para deteccion.

Resultado: 24/24

24 Réplicas de PCR
para deteccion.
Resultado: 23/24

24 Réplicas dePCR
para deteccion.
Resultado: 18/24

60pL TE

60 pl HPV 16
102 UL

72 pl HPV 16
10% 50 UlpL

—_—

120 pl HPV 16
102 50 UlpL

2L TE

144 pl HPV 16
10% 25 Ukl

18pL Amplimix sin Contral Interno
+ DNA polimerasa dilucidn 1:25

24l ADN

24 Réplicas de PCR
para deteccion.
Resultado: 23724

24 Réplicas dePCR
para deteccion.
Resultado: 13/24

Figura 31. Procedimiento para la obtencién de las réplicas de las diferentes diluciones del control positivo de

papilomavirus para calcular el limite de deteccion.
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8 Secuenciacion de ADN

8.1 Reacccion de secuenciacion

El método de secuenciacion de ADN empleado en este trabajo se basa en el descrito por
Sanger et al. (1977). Se ha utilizado el reactivo comercial BigDye Terminator v3.71 Cycle
Sequencing Kit (Life technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Procedimiento:

1 Realizar la mezcla siguiente:

Reactivo Concentraciéon Volumen (uL)
Tampén 1x 2

BigDye Terminator 0,5x 1
Oligonucleétido 10 uM 1

Producto de PCR purificado - Segun cuantificacion
H,O - Hasta 10

2 Colocar las reacciones en el termociclador y ejecutar el siguiente perfil térmico:

N° CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO (min:s)

1 96 1:00
96 10:00

25 55 5:00
60 4:00

8.2 Purificacion de la reacciéon de secuencia

Una vez finalizada la reaccion de secuenciacion se deben eliminar los restos de reactivos
implicados, especialmente los fluorocromos no incorporados. El primer paso consiste en
precipitar el producto de secuenciacion. Para ello, se us6 el kit de precipitacion ZR DNA
Sequencing Clean-up (Zymo Research).

Procedimiento:

Afadir 240 uL de "Sequencing Binding Buffer” a los 10uL de reaccién de secuencia.
Colocar la mezcla en la columna y centrifugar 30 seg a 13.000 rpm.

Afadir 300 uL de “"Sequencing Wash Buffer” a la columna y centrifugar 30seg a 13.000.
Colocar la columna en un tubo de micro centrifuga de 1,5 mL nuevo.

Afadir 20uL de formamida a la columna y centrifugar 15 seg a 13.000 rpm.

El eluido que aparece en el tubo es la reaccion de secuencia purificada.

U WN =
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La reaccion de secuencia se puede conservar durante tiempo en formamida. La formamida,
realmente actla como soporte para que el capilar del secuenciador pueda tomar la secuencia.

8.3 Analisis comparativo y filogenético de secuencias de ADN

El tratamiento de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, asi como, la busqueda en los
bancos de datos se han realizado con los programas GCG (Devereux, et a/, 1984) y PCGene.
La construccién de los arboles filogenéticos se han realizado con la ayuda del Clustal V,
TreeView y el programa Phylip.

9 Bioinformatica
9.1 Aplicaciones de bioinformatica utilizadas

GCG. Genetics Computer Group
Analisis de secuencias de ADN y proteinas.

PC gene
Analisis de secuencias de ADN.

ClustalX
Alineamiento de secuencias

Philip
Estudio filogenéticos

TreeView
Realizacion y visualizacion de arboles filogenéticos.

DNA Expert
Andlisis de secuencias de ADN.

Seg£d (Mclntosh) y SegScape (PC)
Procesamiento de los ficheros de las secuencias obtenidas en los autoanalizadores de la firma
Applied Biosistems.

Chromas
Procesamiento los ficheros de secuencias obtenidas en los secuenciadores de la firma Applied
Biosistems®.
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9.2 Direcciones de Internet para la busqueda de secuencias, bibliografia e informacion

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://cancer.gov/cancer_information/cancer_type/cervical
http://cfnavarra.es/salud/anales/textos
http://www.eurogin.com/meeting/em3.htm
http://www.mlo-on-line.com

http://www.accessexcellence.org

http://www.digene.com
http://www.microbio.uab.edu/medmicro/Lectures/brokerppt2.pdf
http://www.ftns.wau.nl/id-aarray/participants/Clemens%20Prinsen.htm
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Los resultados obtenidos se estructuran en tres capitulos:
Capitulo 1. Desarrollo de un sistema de deteccion e identificacion de VPHs

Se describen los resultados obtenidos en el desarrollo de un sistema de deteccion e
identificacion de papilomavirus humanos, incluyendo su disefio tedrico y los ensayos de
optimizacion y verificacion realizados para la determinacion de las condiciones
experimentales mas adecuadas. Asimismo se describe el desarrollo de un sistema de control
interno de amplificacion para evitar los falsos negativos debido a la inhibicién de la muestra,
su mecanismo molecular y los ensayos realizados para su implementacion en el sistema de
deteccion de VPHs.

Capitulo 2. Resultados obtenidos en el estudio de muestras clinicas (periodo
2003-2010)

Se describen los resultados obtenidos al utilizar el método descrito en el capitulo 1, al
procesar 9000 muestras clinicas en el periodo comprendido entre 2003 y 2010. Se realizan
diferentes analisis estadisticos de la distribucion de los diferentes tipos viricos identificados.

Capitulo 3. Caracterizacion de dos nuevas variantes de papilomavirus

Se describen los resultados obtenidos al identificar dos nuevas variantes no descritas
previamente, que fueron detectadas en dos muestras clinicas analizadas con el método
presentado en el capitulo 1. Se caracteriza la secuencia completa de ambas variantes y se
determina su proximidad filogenética respecto a los tipos viricos actualmente descritos.
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CAPITULO 1. DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DETECCION E IDENTIFICACION DE VPHs

1.1 Comprobacion de la vigencia del par de cebadores MY11 y MY09 para la deteccion
genérica de papilomavirus mucosotropicos

1.1.1 Alineamiento de los genomas completos de tipos de referencia

En el presente trabajo se han utilizado los oligonucleétidos MY11 y MY09 (Manos et al., 1989)
como iniciadores de la PCR. Dado el tiempo transcurrido desde su disefio, y el gran nimero
de nuevos tipos de papilomavirus descritos desde entonces, se considerd necesario
comprobar su usabilidad actual. Para ello se realiz6 un alineamiento de los genomas
completos de los tipos de referencia (representativos) de 13 especies de papilomavirus que
incluyen 54 tipos mucosotropicos, utilizando el algoritmo c/ustal. El objetivo era verificar las
regiones del genoma virico mas adecuadas para el disefio de un sistema de deteccion de
amplio espectro de los papilomavirus mucosotropicos.

Se utilizaron las secuencias de los tipos representativos de las especies Alpha-1 (VPH32),
Alpha-3 (VPH61), Alpha-5 (VPH26), Alpha-6 (VPH53), Alpha-7 (VPH18), Alpha-8 (VPH40),
Alpha-9 (VPH16), Alpha-10 (VPH6), Alpha-11 (VPH-34), Alpha-13 (VPH54), Alpha-14
(VPH-90), Gamma-6 (VPH101) y Gamma-8 (VPH112). En el caso de Alpha-8 se analiz6 la
secuencia de VPH40 ya que el tipo de referencia de esta especie (VPH7) no es
mucosotropico.

Se obtuvieron los siguientes valores de similitud de secuencia, expresado en porcentaje de
nucleétidos conservados respecto a la secuencia completa de nucledtidos de la region
analizada: E6 (17,7 %), E7 (18,9 %), E1 (25,1 %), E2 (25,7 %), E4 (15,6 %), L2 (18,5 %), L1 (31,1
%) y LCR (9,3 %). Se comprobd que las regiones mas conservadas son por este orden los
ORFs L1, E1y E2. Se considerd que el ORF L1 es una regién éptima para el desarrollo de un
método de deteccion genérico.

17,7 189 257 156
R E6[E7 m E5| -_!-
2000 4000 6000 8000

Figura 32. Similitudes de secuencia entre las regiones del genoma de los papilomavirus mucosotrépicos 6, 16, 18,
26, 32, 34, 40, 53, 54, 61, 90, 101 y 112. Los numeros situados sobre los ORFs indican el nUmero de posiciones
conservadas respecto al total de nucleétidos del ORF (en porcentaje). EI ORF E5 se ha excluido del analisis porque
no estaba presente en todos los tipos.
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1.1.2 Alineamiento de las secuencias del ORF L1 de Papilomavirus mucosotropicos

Se comprobo6 que los oligonucledtidos MY11 y MY09 son adecuados para la deteccion
genérica de VPHs. Las especies Alpha-14 (VPH90), Gamma-6 (VPH101) y Gamma-8 (VPH112)
podrian no ser detectadas debido a la disimilitud de MY09. Estos genotipos no provocan

lesiones clinicamente importantes, pero debe tenerse en cuenta en los estudios

epidemioldgicos por el sesgo estadistico que podria suponer.

VPH40
VPH6
VPH34
VPH54
VPH32
VPH16
VPH26
VPH53
VPH18
VPH61
VPHO0
VPH101
VPH112

VPH40
VPH6
VPH34
VPH54
VPH32
VPH16
VPH26
VPH53
VPH18
VPH61
VPH90
VPH101
VPH112

VPH40
VPH6
VPH34
VPH54
VPH32
VPH16
VPH26
VPH53
VPH18
VPH61
VPHO0
VPH101
VPH112

VPH40
VPH6
VPH34
VPH54
VPH32
VPH16
VPH26
VPH53
VPH18
VPH61
VPH90
VPH101
VPH112

VPH40
VPH6
VPH34
VPH54
VPH32
VPH16
VPH26
VPH53
VPH18
VPH61
VPHO0
VPH101
VPH112

ATGGGTCCGA---TTTTATATTGCATCCTAGCTTGTATGTCATTCCACGCARACGTARACGTTT--~GTCATATTTTT

ATGCAGGTGA-—--CTTTTATTTACATCCTAGTTATTACATGTTACGARARACGACGTAAACGTTT--~ACCATATTTTT
T

TGGTACACA---TTATTATTTGTGGCCATTATATTATTTTATTCCTAAGARACGTAAACGTGT---TCCCTATTTTT

TGCATTTGATACATTTTATTTGCATCCAAGTCACAGACGCA---AACGCAARGCGCAAACGGTCTGGTTTTTAATGTT

—ATGTGGCAACTTAATGARAATCAAGTATATTTACCACCGCCAACGCCTGTTGCTACCATTGTTAGCACAGATGAGTATGTGCAACGCACCAGTTTATATTATCAT
—ATGTGGCGGCCTAGCGACAGCACAGTATATGTGCCTCCTCCTAACCCTGTATCCARAGTTGTTGCCACGGATGCTTATGTTACTCGCACCAACATATTTTATCAT

—ATGTGGCGACCTACTGAGGCAAAGGTATACCTGCCCCCT---GTGTCTGTATCTARAGTTGTAAGCACTGAAGAGTATGT. CGC TATATATTATTAT
—ATGTGGCGGCCTAGCGARAACAAAGTATACCTGCCTCCT-~--ACCCCAGTTTCTAARGGTTGTCAGCACGGATGAATATGTGACTCGC TATACTATCAT
—————— ATGT---CCGTGTGGCGGCCTAGTGACAACAAGGTTTATCTGCCTCCT---CCTCCTGTTTCCAAGGTGGTCAGCACAGATGAATATGTGCAACGTACCAARCTACTTTTATCAT
TTTCAGATGT---CTCTTTGGCTGCCTAGTGAGGCCACTGTCTACTTGCCTCCT---GTCCCAGTATCTAAGGTTGTARGCACGGATGAATATGTTGCACGC. TATATTATCAT

TTTCAGATGG---CTTTGTGGCGTACTAGTGACAGCAAGGTATATCTTCCTCCC---ACCCCTGTGTCTCGGGTTGTCAACACGGATGAATATGTAACTCGCACCGGCATATATTATTAT

——ATGG---CAATGTGGAAGCCTAGTGACAACAAGGTATACCTGCCTCCT---GCCCCTGTGTCCAAGGTCCTCAGCACCGACGCCTATGTATCCAGAACAARACATATATTATTAT
TTGCAGATGGCTGGTTTGTGGCTACCTCAGACTGGTAAARATATACCTACCTCCAGCTCCTCCTGTGTCTAGGAGTCTTACCACCGATGAATATGTTGTGGARACATCTGTATTCTTCCAT
—————— ATGA---CACTGTGGCTGCAGCAATCTGGAACTATTTATCTACCTCCTGCARAGCCAGTAGCCARAGTAT TARGCACTGATGAATACGTCATTGGCACARATCTGTTCTTTTAT

Hkk kR ok kk Rk * okEx * ok Kk *x ok Es * o s
GCTGGTAGTGCCAGGTTACTGACTATAGGACATCCATACTTTGAGTTAAAAAAACC AATGGTG ACATTTCAGTGCCTAAGGTTTCTGGACATCAATACAGGGTA
GCCAGCAGTTCTAGACTTCTTGCAGTGGGTCATCCTTATTTTTCCATARARACGGGC TAACA AAACTGTTGTGCCARAGGTGTCAGGATATCAATACAGAGTA
GCAGGTAGTACACGCTTGCTGGCAGTAGGACATCCCTATTATCCTATARAGGATAC --TAATGGGAAACGTAAGATTGCTGTACCTARAGTTTCAGGTTTGCAATACAGGGTA
GCAAGCAGCTCTAGATTATTGGCTGTTGGACATCCATATTTTAAAGTACARAARAC AATAAT CARAGTATTCCTAAAGTATCAGGATATCAATATAGGGTG
GCCAGCAGTTCTAGGCTTTTGGCTGTTGGGCATCCATATTATACTATTAARGAAGAC ACCCAAT. AACATCTATTCCAAAGGTGTCTGGATTGCAGTATAGAGTA

GCAGGAACATCCAGACTACTTGCAGTTGGACATCCCTATTTTCCTATTAARRAAACC—
GCGGGCAGCTCTCGTTTATTAACATTAGGACATCCATATTTTTCCATACCTAA-——
GCTGGAAGCTCTCGCTTGCTTACCGTGGGACATCCTTATTACCCCATTTCTAA-—— —-TCCCTAAGGTGTCTGCATTTCAGTATAGGGTG
GCTGGCAGCTCTAGATTATTAACTGTTGGTAATCCATATTTTAGGGTTCCTGCAG— —-TTCCTAAGGTTTCTGCATACCAATATAGAGTA
GGTGGCAGTTCCCGTCTGCTTACTGTAGGACATCCCTATTGTAGTTTGCAGCTTGATGGGCTGCAGGGCARGARARACACTA-————— TCCCCAAGGTGTCTGGCTATCAATATAGGGTG
GCAGGCAGTTCCCGACTGTTAACTGTTGGCCATCCTTATTTTGCTATCAARA-————. AGCAATCAGG---—-AAARARCCCTATAGTGGTTCCCAAGGTGTCTGGATATCAATATAGGGTG
GCATCCAGTGATCGTCTAGTAACTGTGGGTCACCCCTATTTTCCCGTTATARAACCAGGCAATCACA: —CCGTTGAGGTTCCTAAGGTTTCTGGCAACCAGTTTAGGGCT

GCTTCCTCAGAACGCTTGCTTACCGTGGGTCACCCATACTTTGAAATTCCAAATCCGG-CTTTACCAG— —GAGCATTAGCTGTACCGARAGTTTCAGGATCTCAATACAGAGTT
* kK ok kK kK Kk Kk Kk K * *okk kk kk Kk K kk ok kk

——-—-TAARCAATAA---CARAATATTAGTTCCTAAAGTATCAGGATTACAATACAGGGTA
TTCCTAAGGTATCTGCCTATCAGTACAGGGTA

TTTAGGGTACGTTTGCCTGACCCGAATAAGTTTGGTTTATCTGACACCTCCTTGTTTARTTCTGAAACGCAGCGCCTTGTGTGGGCATGTGTGGGTGTGGAGGTCGGCCGTGGCCAGCCC
TTTAAGGTGGTGTTACCAGATCCTAACAAATTTGCATTGCCTGACTCGTCTCTTTTTGATCCCACAACACAACGTTTGGTATGGGCATGCACAGGCCTAGAGGTGGGCCGGGGACAGCCA
TTTAGAATACGTTTGCCAGATCCCAATAAATTTGGGTTCCCAGATGCATCTTTTTATAATCCTGACAAGGAGCGGT TGGTTTGGGCCTGTGCAGGCGTTGAGGTTGGACGCGGACAGCCA
TTTAGGGTGCAACTACCTGATCCTAATAAGT TTGGACTGCCTGATCCTAGT TTATATAATCCTGAGACACAACGCTTAGTATGGGCATGCACAGGTGTGGAGGTTGGTAGGGGCCAGCCA
TTTAGGGTTAGGCTTCCAGACCCTAATAAATTTACATTACCTGARACAAACTTATATAATCCTGAAACACAACGTATGGTGTGGGCCTGTGTGGGT TTGGAGGTTGGCCGTGGACAGCCT
TTTAGAATACATTTACCTGACCCCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCTCATTTTATAATCCAGATACACAGCGGCTGGTTTGGGCCTGTGTAGGTGTTGAGGTAGGTCGTGGTCAGCCA
TTTAGAGTGCACCTACCTGATCCTAATAAATTTGGATTGCCTGATCCACAGTTATATAATCCTGACACAGAACGCCTGGTGTGGGCCTGTGTTGGTGTTGAAGTTGGTAGAGGACAGCCA
TTTAGAGTACGCCTCCCAGATCCTAATAAGTTTGGCCTTCCTGATACAAATATATTTAATCCTGACCAGGAGCGGCTTGTATGGGCCTGTGTAGGGCTAGAGATTGGCCGTGGACAGCCT
TTTAGGGTGCAGTTACCTGACCCAAATAAATTTGGTTTACCTGATACTAGTATTTATAATCCTGAAACACAACGTTTAGTGTGGGCCTGTGCTGGAGTGGARATTGGCCGTGGTCAGCCT
TTTAGGGTACAGCTTCCTGACCCTAATAAATTTGCTTTGCCTGATGGCACCTTGTATAATCCTGATACTGAGCGCATGGTGTGGGCCTGCAGGGGCATTGAGGTTGGTAGGGGGCAGCCA
TTTAGGGTACGTTTGCCTGATCCCAATAAGTTTGGCCTTCCTGATGCATCGCTATACAATCCTGACTCGCAGCGCCTTGTATGGGCCTGTACAGGTGTTGAGGTTGGCAGGGGACAGCCT
TTTCGCCTACGTCTCCCAGATCCCAATAAGTTTGCTTTAATTGACAAACAATTGTATAATGTTGAATCGGAGCGCCTCGTGTGGCGTCTTAGAGGAAT TGATATTGGCAGAGGAGGGCCT
TTCAGATGTATGTTACCTGATCCAAATAAATTTGCATTGAT TGARAGATCCTTTTATAATCCAGAAAGAGAACGATTAGTATGGARAGTCAGAGGATTACAACTAGGTCGTGGTGGCCCT
e

ko okk kk ok Kk Ak kkk * wh o wk *okk ok kA ok kk ok k ok Kk Kk kK ok

CTAGGGGTTGGTGTTAGTGGCCATCCATACTTTAATARGGATGAGGATGTGGAAAACTCATCT -~ ——GCCTATGGCACAGGTCCGGGGCAGGATAGTAGGG. TGTAGCTATG
TTAGGTGTGGGTGTAAGTGGACATCCTTTCCTAAATARATATGATGATGTTGARAARTTCAGGG—— —=AGT---GGTGGTAACCCTGGACAGGATAACAGGGTTAATGTAGGTATG
TTAGGTATAGGTACTAGTGGTAATCCTTTTATGAATARACTTGAGGATACTGAAARTGCTGCA-— ——AAATATATTGGTGGAAACAT. GATAGTAGGGAGTGTATGTCAGTA

TTGGGTCTTGGCCTAAGTGGTCATCCATTATTAAATARATTGGATGATACTGAAARARTGCACCT ——
TTAGGTGTTGGTCTTAGTGGGCATCCTTTATTAAATAGATTGGATGATACTGAAARRTGGGCCT ——
TTAGGTGTGGGCATTAGTGGCCATCCTTTATT. T TTGGATGACACAGAARATGCTAGT
TTAGGCATTGGCCTTAGTGGACATCCTTTGTTTAATAAGTTGGATGATACCGAARARRCTCTCAT —TTGGCTACTGTAARATGCAGACACTGACAACAGGGACAATGTTTCAGTT
TTAGGTGTTGGTGTAAGTGGCCATCCACTGTTCAATAGGTTGGATGACACTGARAGCTCTAGT -~ ——-ATAGCTATTCAGGATACTGCCCCGGACAGTAGGGATAATGTTTCAGTG
TTAGGTGTTGGCCTTAGTGGGCATCCATTTTATAATARATTAGATGACACTGARAGTTCCCATGCCGCCACGTCTAATGTT-———————- TCTGAGGACGTTAGGGACAATGTGTCTGTA
TTGGGGGTTGGTACTAGTGGTCACCCGCTGTACAATCGCCTGGATGACACTGAARRRCACCACA-— —=TTACTTGTTGCAGAGT ---CCTCTGACAGTCGTGACAATGTGTCTGTT
TTAGGCGTTGGGGTAAGTGGCCACCCGTTGTACAACCGCCTGTATGACACTGAARARRCACCAAT -~ ——TTATATGATGTTGTGCCTGGCGATGACACCCGGGACAATCTTACTATG
TTAGGTATTGGTTCTACTGGGCATCCTTTATTTAATAAGTTAAAGGATACTGAAAATCCTAAT -~ ——GGATATCAAAAGGGTGGTGCTAAGGACGCTAGACAAAATGTTTCTATG
CTGGGACTTGGTACATCAGGCCATCCGTTGTTTAATAAAGTGGCCGATACAGARAATCCCACC-— ——ACTTATCCTGCTGCAGAAACAGACGAGCAAAGAGTTAATCTTAGTATG

*okE ok kR T *x ok ok kx *x * * * *

——-AAATATGTTG---GTGCAGGAGCTGACAATAGGGAAARATGTTAGCATG
——-AGATATGCTGCAGGGCCTGGAACTGATAATAGAGAAAATGTATCTATG
—GCTTATGCAGCARATGCAGGTGTGGATAATAGAGAATGTATATCTATG
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VPH40 GATTATAAACAGACACAGTTATGTATGTTGGGCTGCACACCCCCAATTGGGGAATATTGGGGTAAGGGCACTCCGTGCAATGC-—-TTCTCGGGTAACCCTTGGGGACTGTCCTGTATTA
VPH6 GATTATAAACAARACACAATTATGCATGGTTGGATGTGCCCCCCCTTTGGGCGAGCATTGGGGTARAAGGTAAACAGTGTACTAA: TACACCTGTACAGGCTGGTGACTGCCCGCCCTTA
VPH34 GATTATAAACAARACACAGTTATGTATTGTAGGCTGTAAGCCTCCCTTAGGGGAACATTGGGGTACAGGCACACCATGTGG-~-—~-————--TACCCAAAATGCTGGGGAATGTCCTCCGCTT
VPH54 GACTATAAACAAACACAGTTATGTATTTTGGGCTGCACACCACCTATAGGTGAACACTGGGCTARAGGCAACCTATGTACACC---TAATACATTGGCTGCTGGTGACTGTCCTCCTTTG
VPH32 GATTGTAAACAAACCCAATTGTGTTTGGTGGGTTGTARAACCTGCCATTGGCGAGCATTGGGGTAAGGGTGCTGCTTGCTC-——-—-———-TGCACAATCAAATGGCGACTGCCCACCTTTG
VPH16 GATTACAAACAAACACAATTGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAACACTGGGGCARAAGGATCCCCATGTACCAA---TGTTGCAGTAAATCCAGGTGATTGTCCACCATTA
VPH26 GATAATAAACAAACACAGTTATGTATTATAGGTTGTACACCGCCCTTGGGAGAGCACTGGGGTATTGGCACTATATGTAAAAA:

VPH53 GATCCTAARACAAACACAGTTATGCATTATTGGCTGTGCACCCGCTATAGGTGAACACTGGACARAAGGGTACGGCCTGTCGTTC
VPH18 GATTATAAGCAGACACAGTTATGTATTTTGGGCTGTGCCCCTGCTATTGGGGAACACTGGGCTARAAGGCACTGCTTGTARATC
VPH61 GATTATAAGCAGACCCAGCTACTTATTGTAGGTTGCARACCCCCTATTGGGGAACACTGGACAARAGGGTACTGCTTGTGCTAA---CCCCGCGCCCCGGCCCACTGACTGTCCTCCATTG
VPH90 GACTATAAGCAAACCCAGCTATTTATTATAGGGTGCAAACCTCCTTTAGGCGAGCACTGGGCARAAGGGTACCCCATGCAATAT---GTCTAATGTACAGGCTGGGGATTGCCCTCCTATA
VPH101 GATCCTARACAAACACAGTTGTTTGTTGTTGGTTGCACCCCTTGTARAAGGTGAACACTGGGATGTTGCTCCTGCAT -—--GTGA---CARAAATCCTCCTAAAGGCACCTGTCCTCCTTTA
VPH112 GATCCTAAGCAGGTACAATTATTAATAGTTGGTTGTGAACCAGCGTTAGGTGAACATTGGGATGTAGCTAAACCTTGCAGTGATGAGGTTAATCAGAATCAGGGTGATTGTCCCCCAATT
e e e PR o ax ke . . o .
VPH40 GAATTAAARRACTGAGGTTATTCAGGATGGCGACATGGTGGATACTGGCTTTGGTGCTATGGATTTTGCTTCCTTGCAGGCCAATAAAAGTGATGTGCCATTGGATTTATGCACATCTATT
VPH6 GAACTTATTACCAGTGTTATACAGGATGGCGATATGGTTGACACAGGCTTTGGTGCTATGAATTTTGCTGATTTGCAGACCAATAAATCAGATGTTCCTATTGACATATGTGGCACTACA
VPH34 GAATTAAAGAACACCACTATACAGGATGGTGATATGATTGATGTGGGCTTTGGTGCCATGGATTTTAAGGCCTTACAGGCAAATAAAAGTGATGTGCCCATTGATATTTCCAACACTATA
VPH54 GAATTAGTAAATTCATATATACAGGATGGTGATATGGTAGATATAGGATTTGGGGCTATGGATTTTAARAAACCCTACAAACCTCAAARAAGTGAGGTACCCCTTGATGTAGCTACCTCAATT
VPH32 GAATTACAAAACAGTGTTATTCAGGATGGTGATATGGCAGATGTAGGGTTTGGAGCAATGGACTTTAGTGCTTTGCAAACTTCARAAGCTGAGGTGCCATTAGATATTATGAACTCCATT
VPH16 GAGTTAATAAACACAGTTATTCAGGATGGTGATATGGTTCATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTACATTACAGGCTAACAAAAGTGAAGTTCCACTGGATATTTGTACATCTATT
VPH26 GAATTAATTTCCAGCATTATTGAGGATGGCGATATGATTGATACAGGCTTTGGAGCTATGGATTTTACTGCCTTACAGGCTACCAAATCAGATGTGCCCATTGATATTAGTCAATCCACA
VPHS53 GAACTTATCAATTCACCTATTGAGGATGGAGACATGGTGGACACAGGTTTTGGTGCATTAAACTTTAAAGCTTTGCAGGAATCTAAATCTGATGTGCCATTGGATATTGTACAATCCACA
VPH18 GAACTTAAAAACACAGTTTTGGAAGATGGTGATATGGTAGATACTGGATATGGTGCCATGGACTTTAGTACATTGCAAGATACTAAATGTGAGGTACCATTGGATATTTGTCAGTCTATT
VPH61 GAATTTACAAATACCACCATACAGGATGGCGATATGGTGGAAACAGGCTATGGGGCCATTGATTTTGCTGCATTGCAGGAAAATAAATCTGAAGTGCCATTGGATATTTGCACCACTATA
VPH90 GAACTTAAATCTTCCACAATTCAGGATGGGGACATGATAGATACTGGTTTTGGTGCTCTTGATTTTGCAGCGTTGCAAACCAATAAGTCTGATGTGCCTTTAGATATTGTAACCACTACA
VPH101 CAGTTGGTGTCCTCTGTTATTCAGGATGGGGATATGTGTGATATTGGCTTTGGTGCCATGAATTTTGCTGCCTTGCAGGCTGATCACTCAGGGGTACCCCTAGATATTGTTGCAGATACT
VPH112 CAGCTTTTAAACACAGTCATTCAGGATGGGGATATGTGTGATATTGGTTTTGGAGCTGCTAACTTCAAAACTTTACAACAGGACAAATCAGGTGTGCCTTTAGACATTGTTGATAGTATT
- i e . AT AT .
VPH40 AGTAAATATCCAGATTATTTGGGAATGGCTGCAGAACCGTATGGAAATAGTTTATTTTTTTTTCTACGCAGGGAACAAATGTTTGTTAGGCACTTTTTTAATAGGGCAGGTACTACTGGT
VPHG6 TGTARATATCCAGATTATTTACAAATGGCTGCAGACCCATATGGTGATAGATTATTTTTTTTTCTACGGAAGGAACARATGTTTGCCAGACATTTTTTTAACAGGGCTGGCGAGGTGGGG
VPH34 TGTAAATATCCAGATTATCTAGGCATGGCCGCAGATCCCTATGGCGATTCTATGTGGTTTTATATTCGTAGGGAACAAATGTTTGTTAG. CCTATTTAACAGGGCAGGTACTGTAGGC
VPH54 TGTAAATATCCTGATTACCTTAARATGGCTGCAGAGGCATATGGGGACAGTTTATTTTTTTACTTAAGGCGGGAACAAATGTTTGTTAGGCATATGTTARATAGGGCAGGTACCATGGGT
VPH32 AGTAARATATCCTGACTATTTAAAAATGTCTGCAGAGGCCTATGGCGACAATATGTTTTTCTTTTTGAGACGGGAACAAATGTTTGTTCGTCACTTGTTTAATAGGGCAGGAACCCTTGGT
VPH16 TGCAAATATCCAGATTATATTAARATGGTGTCAGAACCATATGGCGACAGCTTATTTTTTTATTTACGAAGGGAACAAATGTTTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTACTGTTGGT
VPH26 TGTARATATCCTGATTATCTTAAARATGTCTGCAGATACATATGGAAACAGCATGTTTTTTTTTCTTCGCCGGGAACAATTATTTGCCAG TTTTTATAATAAGGCGGGGGCTGTTGGG
VPH53 TGTAAATATCCCGATTATTTGAARATGAGTGCAGATGCCTATGGGGATTCTATGTGGTTTTATTTACGTAGGGAACAGTTGTTTACCAG. TTTTTTTAATAGGGCAGGCGTTATTGGT
VPH18 TGTAAATATCCTGATTATTTACARATGTCTGCAGATCCTTATGGGGATTCCATGTTTTTTTGCTTACGGCGTGAGCAGCTTTTTGCTAGGCATTTTTGGAATAGAGCAGGTACTATGGGT
VPH61 TGCAAGTATCCTGATTATTTACARATGGCTGCTGAACCATATGGAGACTGTATGTTTTTTTGTTTACGCAGGGAACAAATGTTTGCTCGCCACTTTTTCAATCGCCAGGGTGTCATGGGT
VPH90 TGCAAGTACCCTGATTTTTTGCAGATGGCAGCTGAGCCATATGGTGACCTTATGTTTTTCTGTTTACGTAGGGAACAGATGTTTATAAGGCACTTTTATAACAGAGCAGGTACTATGGGC
VPH101 TGTARAATGGCCAGACTTTCTTGGTATGGCCAATGATAGGTTTGGGGATGGTATGTTTTTCTTTGGCCGCCGCGAGCAGGTGTATGCACGTCATTATTTCACCCATAATGGCACTGTTGGT
VPH112 TGCARATGGCCTGATTTAATTAARATGGAGH TATACGGGGACAACTTGTTCTTTTTCACTAARAARAAGGAGCAGGCATATGCAAG. CTATTTTGCCAGAGCTGGTACTAATGGA
ek ke w e e e s P P o o
VPH40 GATAGTGTCCCAACTGACTTATATA---TAACAGGTAC ATCTG GTCG GACTCCTATTGCAGGCAGTATTTATTACTCCACACCAA
VPHG6 GAACCTGTGCCTGATACTCTTATAA---TTAAGGGTAGTGGAARATCGC CGTCTGTAGGGAGTAGTATATATGTTAACACCCCAA
VPH34 GATGCTATTCCAGATGACTTAATGA---TTAAGGGTACAGGCAA---TACTG: ATCGCCATCCAGTTGTGTGTTTTATCCTACTCCTA
VPH54 GAGCCTGTACCTAATGACTTATACA---TTAAGAAATC 'TCAG GTAACCTTGACAGTTCTATTTATGCTGCAACTCCTA
VPH32 GAACCTGTTCCTGAGGACATGTATA---TAAAAGCTTCTAATGGTGCTTCTG: GCAG AAATAATTTAGCTAGTAGTATTTATTATCCAACTCCCA
VPH16 GAARAATGTACCAGACGATTTATACA---TTAAAGGCTCTGG---GTCTACTG: AAATTTAGCCAGTTCAAATTATTTTCCTACACCTA
VPH26 G GGAGCCCCCTACATCTTCTATTTATTCTGCTACACCTA
VPHS53 G GGACCCGCCCCCTAGCTCTGTATATGTTGCTACACCTA
VPH18 TGCTTCACCTGGCAGCTGTGTGTATTCTCCCTCTCCAA
VPH61 GAGGCACTGCCTGACTCTTATTATC---TTAAGGGTGCGAA---TGACA A GGCGGCCCCTGGTAGTTATATTTATTCCCCTACGCCTA
VPH90 GACGCAATTCCCGATGGCTTTGTGC---TAAAAGGAACATC---TTCTACCT TCG: TGGCACTCCTACAAGCTCTGTATATGGGTCCACGCCTA
VPH101 GACAGTGTTCCAGAGGAGGGGTTTGAGGGTAATGGTARARAGTATTTTATTGGTGCTGAGCAAGGCCAGGACCAGCATC————————, AGCTGGCTCCCTCTTTATATTTTGCTACACCTA
VPH112 GATCCTATACCAGACGGTACRAACTC---CTAAT--CAGGATGCATTCTATTTGTCACCAGATCAAGCAGGACARGCACCTCARAARACACTAGCATCTTATACATACTTTCCAACTGTCA
o P . . PR
VPH40 GTGGATCCTTGGTTACCTCTGATTCTCAGATATTTAACAAGCCATTGTGGATACAA CATATGTTTTGGCAATCAGTTATTTGTTACAGTTGTAGACA
VPH6 GCGGCTCTTTGGTGTCCTCTGAGGCACAATTGTTTAATAAGCCATATTGGCTACAAARAA! TATTTGTTGGGGTAATCAACTGTTTGTTACTGTGGTAGATA
VPH34 GTGGGTCTATGGTATCCTCAGATGCACAAATTTTTAATAAGCCTTATTGGTTGCARARAA CATTTGCTGGCATAATCAACTGTTTTTAACTGTTGTAGATA
VPH54 GTGGCTCTATGGTAACATCTGAATACCAAATATTTAATAAGCCATACTGGTTACAACH! TATTTGTTGGGGCAATCAGGTGTTTTTAACAGTTGTAGATA
VPH32 GTGGTTCTATGGTCACCTCTGATGCACAAATATTTAATARAACCATATTGGTTACAGCAC TATATGTTGGGGTAATCAAGTGTTTCTAACTGTTGTGGATA
VPH16 GTGGTTCTATGGTTACCTCTGATGCCCAAATATTCAATAAACCTTATTGGTTACAACG: CATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGTTGTTGATA
VPH26 GTGGCTCTATGGTTACTTCGGATGCACAACTATTTAATAAGCCATACTGGTTACAACG' TATCTGTTGGGGCAATCAATTGTTTGTTACCTGTGTTGATA
VPH53 GTGGGTCTATGATAACTTCAGAGGCTCAATTGTTTAATAAGCCATATTGGCTGCAACG' CATCTGTTGGAACAATCAGTTATTTGTAACTGTTGTGGATA
VPH18 GTGGCTCTATTGTTACCTCTGACTCCCAGTTGTTTAATARAACCATATTGGTTACATAA TGTTTGCTGGCATAATCAATTATTTGTTACTGTGGTAGATA
VPH61 GTGGCTCTATGGTGTCCTCTGATTCCCAATTATTTAATAAGCCATATTGGCTGCAACG' TATTTGTTGGTTTAATGAATTGTTTGTAACCGTTGTGGATA
VPHI0 GTGGGTCCATGGTTACCTCTGAATCCCAGTTGTTTAACAAGCCCTACTGGCTGCARCGAC ATGGTATCTGCTGGGGTAATCAGCTTTTTGTAACTGTGGTTGATA
VPH101 GTGGGTCCTTAGCATCTAGTGACTCCCAGTTATTTAGTAGGCCCTACTGGATTGAACG! ATGCTGTATTATGGAATAATAATGTATTTGTTACTTTGGTTGATA
VPH112 GTGGATCATTAGTATCTAGTGAAGGTCAATTATTTAATCGACCTTATTGGATTCAGCGAC “AC AATGCTATATGTTGGAACAATAATTTGTTCTTAACAGTAGTGGATA
PR LT o x wan na e oae e ek weas o PR
VPH40 CCACTCGTAGCACTAATTTAACCTTATGTGCTGCCACACAGTCCCCCACACCAA--— —CCCCATATAATAACAGTAATTTCAAGGAATATTTGCGTCATGGGGAGGAGTTTG
VPH6 CCACACGCAGTACCAACATGACATTATGTGCAT---CCGTAACTACATC-————- TT
VPH34 CTACTAGAAGCACAAACTTTTCAGTTTGTGTAGGTACACAATCCACAAGTACAACTG
VPH54 CCACCCGTAGTACTAACCTAACATTGTGTGCTA---CAGCATCCACGCAGGA—-
VPH32 CTACCCGTAGTACTAACATGACTGTGTGTGCTA---CTGTAACAACTGAAGA-~
VPH16 CTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTG---CCATATCTACTTCAGAAA--—
VPH26 CCACCCGCAGTACTAACCTTACCATTAGTACATTATCTGC---AGCATCTGCATCCA
VPH53 CCACCAGGAATACAAACATGACTCTTTCCGCAA---CCACAC-AGTCTATGTCT--— ———ACATATAATTCAAAGCAAATT. CAGTATGTT. CATGCAGAGGAATATG
VPH18 CCACTCCCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTT---CTACACAGTCTCCTGTACCTG: —GGCAATATGATGCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATG
VPH61 CCACCCGCAGTACTAATTTAACCATTTGTACTG-—-CTACATCCCCCCCTGTATCTG— —--AATATAAAGCCACAAGCTTTAGGGAATATTTGCGCCATACAGAGGAGTTTG
VPH90 CATACAAGGCTTCCAATTTTAAAGAGTACATGCGCCATGGCGAGGAATTTG
VPH101 -AATGTTGCTACAGAAGATAATATTCAGTCCT---ATGATTCTGCAAAGTACAAGCACTACCTC. CATGTGGAGGAATTTG
VPH112 ATACCAGAAATACTAATTTTACAATATCAGTAT ---CTAAAACTGCTATTGAAAATCCGAGCCAGTATAATTATAAAGCTGATAATTTTAAACAGTATTT. CATGTTGAAGAATATG
IR P PR P
VPH40 ATTTGCAGTTTATTTTTCAGTTATGTGTAATTACCTTAAATGCAGAGGTTATGACATATATTCATGCAATGGATCCTACGTTGTTGGAGGATTGGAACTTTAAAATTGCTCCTCCAGCCT
VPH6 ATTTACAATTTATTTTTCAATTATGTAGCATTACATTGTCTGCTGAAGTAATGGCCTATATTCACACAATGAATCCCTCTGTTTTGGAAGACTGGAACTTTGGGTTATCGCCTCCCCCAA
VPH34 ACCTGCAGTTTGTGTTTCAGTTATGCAAARATCAATTTAACTACAGATGTAATGACATATATACATTCTATGAGTTCTAGTATATTGGAACAGTGGAATTTTGGTCTTACACCACCGCCTT
VPH54 ATTTACAGTTTATATTTCAGTTATGTACCATAACCCTTACAGCAGATGTTATGGCCTATATTCATGGAATGAATCCCACTATTCTAGAGGACTGGAACTTTGGTATAACCCCCCCAGCTA
VPH32 ATATACAGTTTATATTTCAATTGTGCAAARATTACATTATCTGTAGAGGTTATGTCATATATCCACACCATGAATCCTGACATACTAGACGATTGGAATGTTGGTGTAGCTCCACCGCCCT
VPH16 ATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAARATAACCTTAACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGAATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAG
VPH26 AATTACAATTTATATTTCAGTTGTGTAAAATAACACTTACAACAGATGTTATGGCTTACATACATTTAATGAATGCCTCCATATTGGAGGATTGGAATTTTGGACTAACCTTACCTCCCA
VPHS53 AATTACAATTTGTGTTTCAACTATGTAAARATATCCCTGTCTGCTGAGGTTATGGCCTATTTACATACTATGAATTCTACCTTACTGGAAGACTGGAATATAGGTTTGTCGCCTCCTGTTG
VPH18 ATTTGCAGTTTATTTTTCAGTTGTGTACTATTACTTTAACTGCAGATGTTATGTCCTATATTCATAGTATGAATAGCAGTATTTTAGAGGATTGGAACTTTGGTGTTCCCCCCCCCCCAA
VPH61 ATTTGCAATTTATTTTTCAGTTATGTAAAATACATTTAACCCCTGAAATTATGGCCTACCTACATAATATGAATAAGGCCTTGTTGGATGACTGGAACTTTGGTGTGGTACCACCACCCT
VPH90 ATTTGCAGTTTATTTTCCAGTTATGTGTTATTAATTTAACTACAGAGGTTATGGCCTATCTGCATGGTATGAATGCTACGTTACTGGAAGACTGGAATTTCGGTTCCTTGCCCCCTCCCA
VPH101 AAATTTCTCTCATTGTGCAGCTCTGTAAAGTGTCTCTTACTCCCGATGTATTGGCACACATACACTTAATGAATCCCTCTATTCTGGATGAATGGCAATTAGGTATTGCGGCTCCACCGT
VPH112 ATGTTGAACTTGTGTTTCAGCTTTGTAAAGTACCACTGGAGCCAGATATTCTTGCGCATTTARATGTAATGGATCCTACAATCTTAGAARAATTGGCAGTTAGCATTTGTTCCTCCACCAC
- e e a e . . S PR o
VPH40 CTGCATCCTTAGAGGATACATATAGGTTCCTTACCAACAAGGCTATTGCCTGTCAGCGCGAT - - ~GCGCCCCCCAAGGTACGGGAGGATCCATATAAAAAATATAAATTTTGGGATGTCA
VPH6 ATGGTACATTAGAAGATACCTATAGGTATGTGCAGTCACAGGCCATTACCTGTCAAAA- -~GCCCACT CCTGAAAAGGAAAAGCCAGATCCCTATAAGAACCTTAGT TTTTGGGAGGTTA
VPH34 CAGGTACTTTAGAAGAAACATATAGATATGTTACT TCACAGGCCATTACATGTCAGCG--—TCCGCAACCTCCTAAGGAAACAGAGGACCCATATGGT AAAATGACATTTTGGGAGGTAG
VPH54 CAAGTAGTTTGGAGGACACATATAGGTTTGTACAGTCACAGGCCATTGCATGTCAARAAAGAATAATGCCCCTGCAAAGGARAAGGAGGATCCTTACAGTAAATTTAATTTTTGGACTGTTG
VPH32 CTGGTACTTTAGAAGATAGTTATAGATTTGTGCAGTCTCAGGCCATACGATGTCAAGC---TAAGGTAACAGCACCTGARARAAAAAGGATCCTTTTTCTGACTATTCATTTTGGGAAGTAA

VPH16

GAGGCACACTAGAAGATACTTATAGGTTTGTA---ACCCAGGCAATTGCTTGTCARAAARCATACACCTCCAGCACCTARAGAAGATGATCCCCTT. TACACTTTTTGGGAAGTAA




Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizaciéon de dos nuevas variantes 81

VPH26 CTGCTAGTTTGGAAGATGCCTATAGGTTTATTAAAAACTCTGCTACT ACCTGTCAGCG--~TAACGCCCCTCCTGTGCCARAGGAAGATCCTTTTCARAAATTTAAATTTTGGGATGTAG
VPH53 CCACTAGCTTAGAGGACAAATACAGATATGTGAAAAGTGCAGCTATAACCTGTCARAAGGATCAGCCCCCTCCTG~~ ARAAAGCAGGACCCACTATCTAAATATAAATTTTGGGAGGTCA
VPH18 CTACTAGTTTGGTGGATACATATCGTTTTGTACAATCTGTTGCTATTACCTGTCARAAGGATGC -~ ~TGCACCGGCTGAAAATARGGATCCCTATGATAAGTTAAAGT TTTGGAATGTGG
VPH61 CTACCAGTTTAGAAGACACATATAGGTTTTTGCAGTCCAGAGCTATTACATGT CAGAAGGGTGCTGCTGCCCCGCCGCCCAAGGAGGATCGCTATGCCAAGTTATCCTTTTGGACTGTTG
VPHI0 CTGCTAGTTTGGGCGATACCTACCGGTTCCTACAGTCCCAGGCTATTTCCTGTCARAAACCTTCTGCTGTCCCTACAGAGAACAAGGACCCT TATGCAGGGCTTACATTTTGGGAGGTGG
VPH101 CTACCTCTATTGAAACCACTTACAGATATATTGATTCTCTTGCTACAATGTGTCCCACAGCA- - ~GAGCCTCCTAAGGAAAAGGAAGATCCATATGACAAAATGTCTTTTTGGGTGGTTG
VPH112 CTCAGAGTATTGAGGATAACTACAGATATATTCGCTCATTAGCTACGAGATGTCCTCCAGAA- - ~GAATCTGAAACGCARAGTARAGATCCATATARAGAGTTTAATTTTTGGAACGTAG
. wxox ok ok or ok . wx x Kkkkxk Rk
MYOC
VPH40 ATTTAACAGAAAGATTTTCTTCCCAATTAC TAAGTTCCTTATGCAGGCTGGTGT-ACGTGCAGGGCC—---TAGGTT--TAAATCCAGGAAGCGCCCTGCC
VPH6 ATTTAAAAGAAAAGTTTTCTAGTGAATTGC CAAGTTTTTGTTACARAGTGGATATAGGGGACGGTCC—-—--TCTATTCGTACCGGTGTTAAGCGCCCTGCT
VPH34 ACCTTAAAGAAAAATTTTCTGCAGAATTAC AAAGTTTTTATTACAACTAGGTAT-GCGTGCCCGTCC----TAGGTT--ACAGGCCTCTAAACGGTCTGCA
VPH54 ACCTTAAGGAACGATTTTCATCTGACCTTC CAAGTTTTTACTACAGGCTGGCCT-ACGTGCACGTCC—---GCGCCT--TCGGCCTGTAAAGCGTGCAGCC
VPH32 ATTTATCTGAAAAGTTTTCTAGTGATTTAC GAAGTTTTTACTGCAAGCTGGGTT-ACGTGCAAGACC----TAAACT--TACAGCAGTAAARACGAACAGCA
VPH16 ATTTAAAGGAAAAGTTTTCTGCAGACCTAC CARATTTTTACTACAAGCAGGATT-GAAGGCCAAACC—----AARAATT--TACATTAGGAAARACGAAARAGCT
VPH26 ATTTAAAAGAAAAATTTTCTATTGATTTGC TAAGTTTATGTTACAGGCCGGCAT-AC----AACGGCGGCCGAAACT--AGGCACC---AAACGTCCCTTA
VPH53 ATTTGCAAARACAGTTTTTCTGCTGATTTGC GAAGTTTTTAATGCAGGTTGGGGT-CCGTACTARACCGCCTG----T--ATCCTCTAAAARACGCTCTGCT
VPH18 ATTTAAAGGAAAAGTTTTCTTTAGACTTAC TARATTTTTGGTTCAGGCTGGATT-GCGTCGCAAGCCCACCA----T--AGGCCCTCGCARACGTTCTGCT
VPH61 ATTTACGAGACAAGTTTTCCACTGATTTGC CAAGTTTTTATTGCAGGCCGGTCC-CCGC——=—=~ TCAGTAT----C--TGTGTCACGCAARACGTGCTGCC
VPH90 ATTTGTCTGAACGTTTTTCCCTTGAGCTAC GARATTTTTGCTGCAGCGTGGCAC-CCGGGTACGGTCGTCCC----C--TGTGTCCCGCAAGCGTCCCGCA
VPH101 ATTTATCAGACAGAATGTCCTCTGAATTAC ¢ GCGCTTTTTACATCARACAGGGTCTGCC~--CGGCC————T—----GCGCGCCCCCTARA-GCGACCCCGT
VPH112 ATTTAACAGAGCGCTTTTCAGCTGAATTG GTTTCCTCTAGGTCGCARATTTTTATTTCAAACAGGGCT ~GCT— = ~A=————=—=————————— ARGTCATATACCAGATCTGGT
-~ * R— - o xRk ok . ox o w x

VPH40 CCTTCCTCGTCTTC TC---TTCTAAGCCAGTCACCCCCAAACG-TAAAAAA-——-ACAA---AGCGATGA

VPH6 GTTTCCAAA GCCTCTGCTGCCCCTAAACGTAAGCG-CGCCARA-————-—~| ACTAAAAGGTAA

VPH34 CCTTCATC ATC---TAGTACAGCACCTAAGAAAAAACG-TGCAAAA-—————— CGTATTT---AA

VPH54 CCTTCCTCCT TAAGGGTACAGCGCG—————— CAAGCG-TGCTAARA- ———ACTAAAAGGTAA:

VPH32 TCTTCCAGTCAA AAGTCTTCTTCTCCTGC—————-, AAAACG-CAGARRA- ACGTAAAT---AA

VPH16 ACACCCACCACCTC ATCTACCTCTACAACTGC—————-' TAAACG-CAAAAAA- ———-CGTAAGCTGTAA:

VPH26 TCT---TCTACCTC TTCCTC TACCAAACGCAAAAAACGTAARAC— ~-TTACTAAATAATTCCGCATGTTTGTGTGTGTGTATATGT
VPH53 TCT--—-ACTACATC TACCTCAGCCCCCTCCTCCAAGCGCARAA---CGCAAA: TAG

VPH18 CCA---TCTGCCAC TACGTCTTCTAAACCTGCCAAGCGTGTGCG-TGTACGTGCCAGGAAGTAA:

VPH61 CCCAGCTCTACCCC TACATCCTCCCCTGCTACAARACGCAARAAAGCGTARAC---—-AGTAG

VPHO0 CCC---TCTAC GCCCCCTCTACAAAACGTARAACGGTCCAAAC-———GTTCCTAA:

VPH101 CCTTCT-—————————-. -ACGCCTACCAGGCCTACCTCCAGGTC-————————- TTCCAARCGCCGACG-CAGGCAAGTTT—————-. ARACATTATAT

VPH112 ACTTCCAATAGCACAARACGCTTGCGCAGCATATCCTCAARGTGGTACTACTCGTGCARARCGCAGACG-TGTAA-————=———===— GACAGTGA:

Figura 33. Alineamiento de las secuencias del ORF L1 de los tipos representativos de 13 especies de
papilomavirus mucosotropicos. Las posiciones sefaladas con asterisco estan conservadas en todos los
papilomavirus alineados. Las zonas de color azul indican las secuencias dénde hibridan los oligonucledtidos
iniciadores MY 11y MYQ9 utilizados en el presente trabajo.

1.2 Deteccion de papilomavirus en las mucosas genitales mediante PCR

Se ha amplificado mediante PCR la secuencia conservada del ORF L1 comprendida entre los
oligonucle6tidos MY11-MY09 de los papilomavirus mucosotropicos, a partir del ADN virico
obtenido de tejido epitelial con los que se obtiene un producto de amplificaciéon de 450 pb
aproximadamente (dependiendo del tipo virico).

Las condiciones experimentales se ensayaron inicialmente con muestras clinicas portadoras
de papilomavirus identificados previamente mediante secuenciacién y con el sistema
comercial VPH Fast (Genomica S.A.U.) actualmente descatalogado. Los tiempos de
desnaturalizacion, extension y elongacién final que se han utilizado son considerados
estandar en las reacciones de PCR teniendo en cuenta la longitud del fragmento.

1) Temperatura de hibridacion (annealing)

Se ha realizado un ensayo para determinar la temperatura de hibridacion 6ptima de la PCR.
Para ello se han realizado amplificaciones con temperaturas de hibridacion de 45 °C, 50 °C,
55 °C y 60 °C, utilizando como molde el ADN de varios tipos de papilomavirus
mucosotrépicos: VPH6, 16, 18, 32, 34, 53, 54, 71 y 81. No se ha podido comprobar con
ningun tipo de las especies correspondientes a los VPHs 101 y 112, por no disponer de
muestra. Se ha establecido la temperatura de hibridacion 6ptima en 50 °C (figura 34).
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Figura 34. Ensayo para la determinacién
de la temperatura 6ptima de hibridacién
para la obtencién del producto de
amplificacion comprendido entre los
oligos MY11-MY09 mediante PCR. Se han
realizado amplificaciones con
temperaturas de hibridacién de 45 °C,
50 °C, 55 °C y 60 °C utilizando como
molde el ADN los VPH 6, 16, 18, 34, 52, 53,
32, 54, 61 y 71 obtenidos de muestras
cervicales. En todos los tipos analizados se
observa que la temperatura de hibridacion
de 50 °C es la que presenta el mayor
rendimiento en la PCR, por lo que se ha
considerado éptima. M: marcador de peso
molecular Biomarker Low (Bioventures).

VPH 32 VPH 54 VPH 61
1 J I
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2) Concentracion 6ptima de MgCl,

Se ha realizado un ensayo para la determinacién de la concentracion 6ptima de MgCl,. Para
ello, se han realizado amplificaciones a partir del ADN del VPH52, utilizando concentraciones
crecientes de MgCl,. Se ha observado que se obtiene el méaximo rendimiento en la
amplificacién cuando la concentracion de MgCl es entre 1,5y 2mM.

M 0510 1520 25 30

Figura 35. Ensayo para la determinacion de la concentracion 6ptima
de MgCl,. Se han realizado amplificaciones utilizando 0,5 mM, TmM,
1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM y 3 mM de MgCl; en la mezcla de reaccién,
utilizando como molde el ADN del VPH 52 obtenido de una muestra
de mucosa genital femenina. La concentracién 6ptima de MgCl, se
encuentra entre 1,5y 2 mM. M: ADN del fago lambda digerido con
Hind Il y Eco RL Gel de agarosa 3% / BrEt.

3) Utilizacién de aditivos en la reaccién de PCR: DMSO y Tween-20™

Se han testado DMSO y Tween-20™ como aditivos en la reaccién de PCR, ya que se ha
descrito que pueden mejorar la eficiencia de ésta (Chakrabarti et a/, 2001; Kennedy et a/,
2011). Para ello, se han realizado amplificaciones a partir del ADN del VPH52, utilizando
diferentes concentraciones de DMSO (1-6%) y Tween-20 (0,01-0,2). No se observd ninguna
mejora con el uso de estos aditivos (resultados no mostrados).

1.3 Analisis de los productos de amplificacién de diferentes tipos de papilomavirus

Se procedid a la deteccion de diferentes tipos de papilomavirus disponibles, con las
condiciones de reaccién establecidas previamente. Se comprob¢ la especificidad de todos los
productos de amplificacidn mediante la secuenciacion de los mismos.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

Figura 36. Andlisis electroforético de los
productos de amplificacién MY11-MYQ9,
obtenidos a partir del ADN de diferentes
Papilomavirus. Carriles: 1: muestra no
portadora de Papilomavirus; 2: VPH 6; 3:
VPH 11; 4: VPH 16; 5: VPH 18; 6: VPH 31; 7:
VPH 33; 8: VPH 52, 9: VPH 53; 10: VPH 58;
11: VPH 61; 12: VPH 62; 13: VPH 67; 14: VPH:
68; 15: VPH 69. M: ADN del pldsmido pUC18
digerido con Taqgl,Gel de agarosa 3% / Brkt.
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1.4 Identificacion de papilomavirus mediante RFLPs

1.4.1 Mapas de restriccion de los fragmentos MY11/MY09

Se ha realizado un estudio teorico basado en el andlisis de los fragmentos de restriccién del
producto de amplificacion MY11/MYO09, al ser digerido con las enzimas de restriccion Af 1],
Alul, Alw 26l, Alw 441, Avall, Ava L, Avrll, Bbs1, Bbvl, Bfrl, Bgl/ll, BsaBl, Bsall, Bsa Ol, Bsa
WI, Bs/El, Bsm1, BsoFl, Bsp 1286, BsrBI, BsrDl, BsrFl, BsrGl, BstNl, BstOl, BstUl, Cfol, Cla],
Csp 451, Dpnl, Dral, EcoR], Fok1, Haell, Haelll, Hhal, Hpall, Hin P11, Hincll, Hind 11, Kas I,
Mbol, Mboll, Mn/1, Msa A1l, Msel, Msl I, Msp1, Munl, Mvnl, Ncil, Nhel, Nspl, Rsal, Sacll,
Sau 3Al, Sau 961, Sfill, Sna Bl, Spel, Sphl, Tth 1111, Xbal, Xcm1, Xhol, Xholly Xmal. En el
apartado de discusion se exponen mas detenidamente los criterios para la seleccion de las
enzimas de restriccion incluidas en el estudio.

Como resultado del estudio de los mapas de restricciéon, se ha podido establecer un
protocolo de digestiones con las enzimas de restriccion Rsal, Aluly Haelll, que permite la
determinacion, practicamente inequivoca, de los papilomavirus presentes en muestras
clinicas. El método propuesto para la identificacion de los papilomavirus consiste en la
realizacion de 2 digestiones del amplicon MY11-MY09 por separado, con la enzima Rsaly
con las enzimas Alul + Haelll simultaneamente (figura 37).

PCR
MY11-MYO09

- W
¥ —

20uL 20Ul o

s i

l 2h 37°C
1pL Rsa | TuL Alu |l + 1pL Hae I
(10U/mL) (10U/mL + 10U/mL})

144

Figura 37. Esquema de las digestiones enzimaticas
del fragmento MY11-MY0Q9 llevadas a cabo para la
identificacion del genotipo de VPH presente en
muestras clinicas mediante anélisis del tamafo de
los fragmentos de restriccion.



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes

85

R R
!6?1 f1391 (2 88}
#“* L oo
VPH & j
flgjn fza\ﬁj
E:: m (m'l
R
fzss; r.—m}
*
VPH 11 mn (32;)

108 pb

(288)

*“

VPH 32 (271} 1'325) BJOJ
@{)n

f?-?] !llll (347)

W
iy TS
VPH 337




86 Resultados

R R
tss) (111) a7
s
VPH 34 - 1'3;“,1
R R
uu] (291)
\#.’
VPH 35 ;gg:;
m
f? ) :3321
“
VPH 39 f? ] (277)

R
[- 65w sov—4IC)

R R
pz) fsul
[“
VPH 42 — 39) 121 325
{ i‘) ( WJ f\g )
{?2] [117]

fl.l?]

J
VPH 45

7w | 3500 -(m
A A

VPH 51 (39) (s28),, fsss} fi?sj

VPH 52 8) (212) (273)



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes 87

[ m . A A m

VPH 63 — (217) (250) (325)
‘ h 4 4 A 4
R R R
{ ?2} IZIIOJ {33?]
W/ N/ N
j' e T e B T | vos|
H A H
VPH 54
lns} (217) (280) (325)
4'-'-n° 127 pb
R
:m :129} :
L@“‘
R R R

I?JZHQO) (139)

H A A
VPH 56 _l @ (283) (325) (376)

W \/

(111)  (143)
v/ W

vense-|

I@:“"

(72)(30) (275)
v\ v
[- m---npb- 18 185 pb 180pb m
VPH 61 — (8) (131) (220) (244) (328)
) WV \l.— W v
R R
(72) (s0)
LA
T ot 2=500 £
H
VPH 62 (217)
W
m
R R R
[?2} lll 1) ;29?}
VPH 64 ;334]

L



88 Resultados

[__ : 445 o1

VPH 66 —l @ (54) fss} [u 31

7 \/ =

1

VPH 66
Variante

H A A 2 R ‘
@ o @so) (325 fmJ

My )WW“K mvos)

172)
‘M1 m“ﬁ
MVJ fzel
s T — S ST S )
__ﬁ/
[72} mo; (185)
v v f»’

{mfm"'—

VPH 67

| P
VPH 68 {l\gﬂ
my11 m i""ﬂ"l
(72) (50)
r p Qz_? 3 |
My 2R u-=".n'—_' MY09 |
H A N
{ (223) tZ([}J 330
w11 /“mm vos)
) (195) (426)
{ZW@ E=_"'_—'_"/

H H N

VPH 69

VPH 70 uos ) fzqn rlafl ﬂsfll

(my11 m m -m_ 1"—"“--- i

{69

69ty S83pt

VPH ?1 [202]214} 1‘322}

W
wﬂ
R R

!?21 (s0)

‘ﬁ

VPHT2 J (39) (124) (220) !Zf‘l

110pb



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizacion de dos nuevas variantes 89

R R
72) (299)
fuerst m pB e . M09 |

VPH 74 l223 )

M1 )“’“

VPH 81

108 pb

N,
VPH 82 )
P! .
418pb H‘l’o"i
N
VPH V¥ A )
20007 ) @2s1) .
(1S039) | | N W .
[V 5= ot MY09
v R
(72)
W/ A___
Mvi1 mﬁlm
VPH 83 . (50) (382) o
o 8 A
w1 mros.

} H
VPH 84 . (345)

VPH 85 [z”j

E===

VPH 86 %) (1061 ( ;

My11 MK\W

(72)
‘.'m=¢=m=

VPH 87 7 I'Zl 7)

my11 !_?_( mvos|



90 Resultados

R
I'HJ'

mm
e Y ) T
ML E—_ 129 pb ¢ os

{1391

‘—:n___='m=/ ]

; Q} rg; fz,m rmi P
i1 l_ﬂ “W’I

VPH 90

VPH 91

VPH 97

VPH 101 (185)

A H H
VPH 1 (120 (182) (216 13§2)
1 m mw
:zzzi
:mzi==== vos |
VPH 102 v H H N
(GAB05) HNJ flﬂl llvﬂ f.lyj P
‘ mm-m M09
{2??)
\4 A
._mn‘=7'm==nz= M09
Vv h |
VPH 103 u\-‘w :zw u\ﬂ f{?}
ST N7 TS ETTY T T T S, 05
m;;== Mo
VPH 106 V H A A H H A N
(120) (182) 2y) (325) 429

d-m_mn{ wvos

Figura 38. Sitios de restriccién de las enzimas empleadas en el presente sistema en el amplicén MY11-MY09. Para
cada tipo analizado se muestran entre paréntesis los sitios de corte de la digestién con Rsal ( barra azul) y de la
digestién con Alul + Haelll (barra roja). Los nimeros en amarillo sobre la barra muestran los tamafios de los
fragmentos resultantes.



Deteccién e identificacion de los Virus del Papiloma Humano. Caracterizaciéon de dos nuevas variantes 91

1.4.2 Patrones de restriccion del fragmento MY11/MYO09 de los VPHs mucosotrdpicos

Se han construido los patrones de restriccion que se obtienen de las digestiones con Rsal, y
con Alul + Haelll, del fragmento MY11-MY09 (figura 39). Estos patrones se han preparado a
partir de los fragmentos de restriccion que se obtienen al digerir el amplicén MY11-MY09 de
los papilomavirus mucosotrépicos analizados (tabla 18).

Fragmentos de restriccion de los papilomavirus mucosotrépicos

Fragmentos restriccion Fragmentos restriccion
Rsal Alul + Haelll VPH Rsal Alul + Haelll
18 38, 72, 85, 125, 135 455 33 39, 72,102, 236 449
54 72,117,125, 138 45, 63, 104, 113, 127 42 72,135, 242 39, 82, 124, 204
6 67,72, 149, 161 108, 124, 217 68 38, 72, 85, 260 106, 349
55 57,72, 161, 165 108, 124, 215 39 72,123, 260 178, 269
13 72,73,135,175 124,127, 204 58 32,111, 306 183, 266
35 42,72,161, 177 180, 261 56 18,49, 72,310 42,51, 73,275
61 18, 72, 180, 185 24, 84, 89, 123, 127 67 67,72,310 83,183, 183
64 39,72, 161, 186 124, 334 16 70, 72,310 444
34 15, 96, 161, 186 124,334 45 45,72,338 447
73 96, 161, 201 68, 110, 280 43 45,172,338 124, 331
1 26, 72,135,216 108, 124, 217 62 18, 72,359 217,232
32 72,161, 216 15, 54, 109, 263 69 18,72, 365 49, 59, 124, 223
74 72,161, 222 215,232 72 18, 72, 365 24, 39, 85,96, 211
44 72,161, 222 108, 124, 215 40 90, 365 447
70 29, 72,123, 231 35,73,106, 117, 124 31 72,380 124,328
51 72,380 39, 44, 73, 289 52 449 61, 183, 204
30 449 63, 73, 86, 217 53 449 35,73, 124, 217
57 449 449 59 455 56, 399
66 449 35, 36, 86, 88, 196 89 72,380 129,318
83 72,380 70, 90, 292 71 69, 383 109, 130, 202
86 72,380 39, 67, 343 87 72,380 210, 233
82 (ISO39) 72,383 38, 164, 253 85 72,383 160, 295
97 72,383 104, 344 102 452 34, 62,70, 120, 166
106 452 35, 63, 105, 108, 124 81 454 27,93, 96, 108, 128
91 455 455 102 (GA605) 222,230 34, 62,70, 120, 166
103 179, 277 37,78,133, 190 84 143, 309 107, 345
82 72,74,312 32,418 90 139, 313 23,31, 178,212
101 132,320 185, 249 66 (Variante) 72,380 35, 36, 86, 88, 196
26 18, 71, 366 450

Tabla 18. Fragmentos de restriccion que se obtienen a partir de la regién comprendida entre los oligonucleétidos
MY 11y MY09 de los diferentes papilomavirus analizados. Se han descartado los fragmentos menores a 18 pb.
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Figura 39. Patrones de restriccion del amplicon MY11-MY09. Para cada tipo virico se representa en el carril

izquierdo la digestion con Rsdl y en el derecho con Al + Hadlll
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1.4.3 Analisis de los fragmentos de restriccion del producto de amplificaciéon

MY11/MY09 con Rsal

Se han realizado digestiones enzimaticas con Rsal del producto de amplificacion MY11-MY09
de muestras clinicas portadoras de uno o varios papilomavirus (figuras 40 y 41). Se ha
comprobado la obtencion de los fragmentos esperados de acuerdo con los mapas de
restriccion, por lo que se considera que esta enzima es adecuada para el uso previsto.

M11 2 3456 789 101112M2

Figura 40. Analisis electroforético de los fragmentos de restricciéon obtenidos mediante digestion del producto de
amplificacion MY11/MY09 (450 pb) con la enzima Rsa I. Muestras portadoras de un sélo tipo de Papilomavirus
(excepto carril 2). Carriles: M1: Marcador VIII de Roche; 1: VPH 6; 2: VPH 11 + 31; 3: VPH 16; 4: VPH 31; 5: VPH 33;
6: VPH 39; 7: VPH 45; 8: VPH 52; 9: VPH 53; 10: VPH 54; 11: VPH 58; 12: VPH 72; M2: Marcador en escalera (50, 100,
200, 300, 400, 500, 525, 750, 1000 pb). Gel de agarosa 3 % / BrEt.

M112 3 456728 9M2

Figura 41. Andlisis electroforético de los fragmentos de restriccion obtenidos mediante digestion del producto de
amplificacion MY11/MY09 (450 pb) con la enzima Rsa I. Muestras portadoras de varios tipos de Papilomavirus. 1:
VPH 11+ 31; 2: VPH 16+31; 3: VPH 58+31; 4: VPH 42+53; 5: VPH 61+16; 6: VPH 16+18; 7. VPH 6+16+53; 8: VPH
3147, 9: VPH 16+?. M1: Marcador VIII de Roche. M2: Marcador en escalera (50, 100, 200, 300, 400, 500, 525, 750,
1000). Gel de agarosa 3 % / BrEt.



94 Resultados

1.4.4 Analisis de los fragmentos de restriccion del producto de amplificacion
MY11/MYO09 con Alul + Haelll

Se han realizado digestiones enzimaticas con A/lul + Hae Il del producto de amplificacién
MY11-MY09 de muestras clinicas portadoras de uno o varios papilomavirus (figuras 42 y 43).
Se ha comprobado la obtencién de los fragmentos esperados de acuerdo con los mapas de
restriccion, por lo que se considera que estas enzimas son adecuadas para el uso previsto.
Asimismo se ha comprobado que son compatibles para su uso simultaneo.

Mi11 2 3 4 567 8 91011 12M2

Figura 42. Anélisis electroforético de los fragmentos de restriccién obtenidos mediante digestion del producto de
amplificacion MY11/MY09 (450 pb) con las enzimas A/u1y HaeIll simultdneamente. Muestras portadoras de un
sélo tipo de Papilomavirus (excepto carril 2). Carriles: M1: Marcador VIII de Roche; 1: VPH 6; 2: VPH 11 + 31; 3:
VPH 16; 4: VPH 31; 5: VPH 33; 6: VPH 39; 7: VPH 45; 8: VPH 52; 9: VPH 53; 10: VPH 54; 11: VPH 58; 12: VPH 72; M2:
Marcador en escalera (50, 100, 200, 300, 400, 500, 525, 750, 1000 pb). Gel de agarosa 3 % / BrEt.

M11 23 4567 8 9M2

L
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-

Figura 43. Andlisis electroforético de los fragmentos de restriccion obtenidos al digerir el producto de
amplificacion MY11/MY09 (450 pb) con las enzimas Alu1y Hae Il simultdneamente. Muestras portadoras de
varios Papilomavirus. 1: VPH 11+31; 2: VPH 16+31; 3: VPH 58+31; 4: VPH 42+53; 5: VPH 61+16; 6: VPH 16+18; 7:
VPH 6+16+53; 8: VPH 31+?; 9: VPH 16+?. M1: Marcador VIII de Roche. M2: Marcador en escalera (50, 100, 200,
300, 400, 500, 525, 750, 1000 pb). Gel de agarosa 3 % / BrEt.
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1.5 Desarrollo de un sistema de control Interno de amplificacién (Tecnologia CHIC®)

1.5.1 Diseio del control interno de amplificacion

Previamente al uso del método de identificacion de VPHs con muestras clinicas, se desarroll6
e incorpord un sistema de control interno (CI) de amplificacion para prevenir los falsos
negativos. El sistema esta basado en la utilizacién de una construccion artificial de ADN
duplex heterdlogo como molde para la reaccion del control interno. La construccion esta
formada por la secuencia comprendida entre los nucleétidos 16262-16805 de la regién de
unién al ATP (ATP binding site) del gen CFTR humano (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulaton relacionado con la fibrosis quistica, flanqueda en ambos extremos
por las secuencias de papilomavirus complementarias a los oligonucleétidos MY011 y MY09.
El fragmento MY11-CFTR-MY09 tiene una longitud de 584 pb divididos en una regién central
de 544 pb del gen CFTR humano y los dos extremos complementarios a MY011 y MYQ9. Esta
construccién sirve de molde en la reaccion de amplificacion de los papilomavirus utilizando
los oligos MY11 y MYO09. La region seleccionada del gen CFTR no presenta dianas de
restriccion para las enzimas Rsa I, Hae Il ni Alu 1, de forma que no interfiere en la
identificacion de los papilomavirus mediante RFLPs.

Tanto el método para obtener la construccién como el uso de la misma en la mezcla de
amplificacién han sido desarrollados exclusivamente para este trabajo. El método descrito a
continuacion recibe la denominaciéon comercial registrada de “7ecnologia CHIC' o "CHIC
technology' de sus siglas en inglés (Competitive Heterologous Internal Control).

1.5.2 Obtencion de la construccion MY11-CFTR-MY09 utilizada como molde para el CI

La construccion MY11-CFTR-MY09 se obtiene mediante PCR con lo que se evita recurrir a la
tradicional clonacion del fragmento. Para ello se ha utilizando el par de oligonucleétidos
heter6logos MY09-FQ y MY11-FQ y como molde ADN genémico humano. La secuencia del
oligonucle6tido MY11-FQ esta formada por la secuencia del oligonucleétido MY11 en el
extremo 5" y una secuencia complementaria al gen CFTR en el extremo 3". El oligonucle6tido
MY09-FQ esta disefiado de forma analoga.

Una vez obtenido el amplicon, éste puede incluirse como un reactivo mas en la mezcla de
reaccion utilizada para la deteccion de VPHs, y puede ser co-amplificado por los mismos
oligonucledtidos MY11 y MY09 utilizados para la deteccion de VPHs. No es necesario afadir
ningun reactivo adicional a la mezcla de PCR (oligonucledtidos, etc).
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Figura 44. Esquema de la preparacién mediante PCR de la construccién de ADN heterélogo utilizado como
molde del control interno. Los oligonucleétidos MY11FQ y MYO9FQ presentan en su extremo 5' las mismas
secuencias que los oligonucleétidos MY11 y MYO09, respectivamente, y en su extremo 3' secuencias
complementarias al gen humano CFTR. El par de oligonucleétidos MY11FQ-MY09FQ pueden utilizarse como
iniciadores para la amplificacion de un fragmento del gen CFTR. El amplicén obtenido tiene un tamafio de 584 pb
y consiste en una secuencia de 544 pb del gen CFTR humano, flanqueada en sus extremos por las secuencias
viricas complementarias a los oligonucleétidos MY11y MY09.

C.lL
584pb M

Figura 45. Andlisis electroforético del producto de amplificaciéon obtenido utilizando los oligonucleétidos
heter6logos MY11FQ y MYO9FQ, y como molde ADN gendmico humano. El fragmento de 584 pb consiste en una
secuencia de 544 pb del gen CFTR humano, flanqueada en sus extremos por las secuencias viricas
complementarias a los oligonucleétidos MY11 y MY09. M, marcador de peso molecular Biomarker Low de
Bioventures, Inc
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1.5.3 Utilizacion del control interno de amplificacion en la deteccion de papilomavirus

Se ha utilizado la construccién artificial de ADN heterélogo MY11-CFTR-MY09 como molde
para el CI de amplificacién, incluyéndola como un componente mas en la mezcla de reaccién.
El producto de amplificacion de 584 pb del CI debe aparecer en todas las reacciones, sean
portadoras o no del virus. Las muestras negativas deben presentar sélo la banda de 584 pb
del CIL. Las muestras positivas deben presentar ademas la banda de 450 pb del ORF virico L1.
Los falsos negativos no presentaran la banda correspondiente al CI ni la del virus y por tanto
pueden ser detectados.

MY 11 MY 11
w ADN heterdlogo CFTR-VPH VPH
MY09 MY09

— —

| I

| I

| I

Producto de amplificacion del Producto de amplificacion de
Control Interno (584 pb) la region MY 11-MY09 (450 pb)

\ /

1 2 3 4

Control Interno (584 pb) —
Fragmento MY 11-MY09 (450 pb) -~

Gel de agarosa

Figura 46. Esquema de la co-amplificacién del fragmento especifico de papilomavirus y del CL Se ha
representado de color verde las secuencias del gen CFTR humano y en color azul las secuencias de los
Papilomavirus. En el gel de agarosa, el carril 1 representa una muestra positiva (se detectan ambas bandas); el
carril 2 representa una muestra negativa (sélo se detecta la banda del CI); el carril 3 representa una muestra
positiva en la que no se detecta la banda del CI (posible en casos de elevada carga viral) y el carril 4 representa
una muestra inhibida.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 47. Andlisis electroforético de los productos de amplificacién de una serie de muestras portadoras y no
portadoras de papilomavirus. Carriles: M, marcador de peso molecular Biomarker Low (Bioventures); 1 y 2:
muestras no portadoras de papilomavirus (se amplifica solo el producto de 584 pb del CI); 3-8, muestras
portadoras de papilomavirus (se co-amplifican los productos de 450 pb correspondiente a papilomavirus y de 584
pb correspondiente al CI); 9 y 10, muestras portadoras de papilomavirus (se amplifica sélo el producto de 450 pb
de papilomavirus). La ausencia de producto de amplificacion del CI en los carriles 9 y 10 se debe a la competencia
entre el ADN molde de los papilomavirus y del CI, probablemente debido a la elevada carga viral en la muestra.

1.5.4 Competencia entre el control interno y los VPHs: concentracion 6ptima del CI

Tal y como se ha indicado, las reacciones de amplificacion del CI'y de VPH compiten por los
mismos recursos de reaccion. La presencia en la mezcla de reaccion de una cantidad excesiva
de la construccion MY11-CFTR-MY09 puede generar una inhibicion de la amplificacion del
VPH presente en la muestra, especialmente en aquéllas con baja carga viral. Se han realizado
ensayos de dilucién limite para determinar la concentracion minima necesaria de la
construccion artificial. Se pretende que ésta se encuentre en desventaja competitva respecto
al VPH, y que los recursos de reaccién se empleen priotariamente en la amplificacién del
ADN virico, en detrimento del CI, de forma que la amplificacion del CI no reste sensibilidad a
la deteccion de VPHEs.

Se han realizado amplificaciones a partir de muestras portadoras de VPH16, en presencia de
diferentes concentraciones de la construccion MY11-CFTR-MYQ9. Se han utilizado diluciones
seriadas del amplicon desde 107" hasta 107°, y también en ausencia de éste. Cuando se
utilizaron diluciones de 10™ o mas concentrado se obtuvo sélo el producto de amplificacién
del CI (584 pb). Cuando se utilizaron diluciones del fragmento VPH-CFTR de 10°y 107, se
obtuvieron los productos de amplificacion tanto del CIL. (584 pb) como de VPH16 (450 pb).
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Cuando se utilizaron diluciones de 10® o mas diluido, sélo se ha detectado el producto de
amplificacién de VPH (450 pb). Este resultado muestra la competencia entre el CI'y VPH por
los reactivos de PCR. A las diluciones mas concentradas del CI sélo se detecta el producto de
éste, mientras que a las mas diluidas sblo se detecta el producto de papilomavirus. A las
concentraciones de 10°y 107 se co-amplifican ambos productos, por lo que se considera la
dilucién 107 la mas adecuada para la preparacién de la reaccion.

M1 2 3 4 35 6 7

Figura 48. Anélisis electroforético de los productos de amplificacion de una muestra portadora de VPH 16 en
presencia de una dilucién seriada del control interno. Carriles: M: marcador de peso molecular en escalera de 100
pb; 1: sin CI; 2: dilucién 10™del CI; 3: dilucion 10°del CI; 4: dilucién 107del CI; 5: dilucion 10 8del CI; 6: dilucion 107
del CI; 7: dilucién 107" del CL En ausencia del control interno sélo se obtiene la banda de 452 pb de la region
MY11-MY09 del Papilomavirus 16 (carril 1). A diluciones superiores a 10°® no se obtiene producto de amplificacién
del CI (carriles 5,6 y7).

1.6 Utilizacion del método para la identificacion de VPHs en muestras clinicas

El conjunto del método desarrollado en el presente trabajo permite la deteccion e
identificacion de papilomavirus en muestras clinicas, asi como la deteccion de los falsos
negativos mediante un sistema de control interno de amplificacion basado en la tecnologia
denominada CHIC (marca registrada). En las siguientes figuras se muestran los resultados de
la visualizacién en gel de agarosa de la identificacion de papilomavirus mucosotrépicos.
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Figura 49. Andlisis electroforético de las digestiones enzimaticas para la identificacion de
los diferentes genotipos viricos de acuerdo con el método descrito en el apartado 1.4.1y
la figura 37. Para cada papilomavirus se realizan dos digestiones simultdneas del
fragmento MY11-MYQ9: la primera se realiza con Rsal y se carga en el carril izquierdo; la
segunda se realiza con AWl + Ha€lll y se carga en el carril derecho. Como puede
observarse en algunos casos, el CI (584 pb) permanece en la parte alta del gel sin digerir,
de forma que no interfiere con los fragmentos de restriccion. MW: Hyperladder V (Bioline).
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1.7 Sensibilidad, limite de deteccién y especificidad

Para calcular el limite de detecciéon del presente método de deteccion de VPHs se ha
utilizado el control positivo comercial 7st WHO International Standard for Human
Papillomavirus (HPV) Type 16 DNA (NIBSC code: 06/202) portador de VPH 16 a una
concentracion de 10* Ul/uL. Se prepararon 24 réplicas de diluciones seriadas de este control
de acuerdo con el método descrito en apartado de materiales y métodos. Los resultados
indicaron que el limite de deteccion es de 50 Ul/puL. Los resultados obtenidos se muestran
en la siguiente tabla:

Concentracion i
VPH 16 gg Sensibilidad

10* Ul/uL 23 1 95,8 %
10% Ul/uL 24 24 100 %
102 Ul/uL 23 1 95,8 %
5 x 10 Ul/uL 23 24 95,8 %
2,5 x 10 Ul/uL 13 24 54,2 %
10 Ul/uL 18 6 75 %

Tabla 19. Resultados obtenidos para determinar el limite de deteccion del método de deteccion de VPHSs. Se
analizaron 20 réplicas de 5 diluciones preparadas a partir del control comercial de VPH16. Se detect6 VPH en 23
de 24 réplicas (95,8 % de sensibilidad) en la dilucion correspondiente a 50 Ul/uL de VPH 16. VP: verdaderos
positivos. FN: falsos negativos.

Para calcular la especificidad se analizaron 24 muestras negativas para VPH (obtenidas de la
mucosa oral de individuos sanos). Ninguna de las 24 muestras dio un resultado positivo, lo
que sugiere una especificidad del 100%.
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1.8 Marcado CE-IVD, denominacion comercial y uso comercial del método

El método descrito cumple los requisitos como reactivo para diagnéstico /n vitro, de acuerdo
con la Directiva europea 98/79/CE y los Reales decretos 1662/2000 y 1591/2009 que regulan
la obtencion del marcado CE-IVD. Esté registrado en la Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMPS) con la denominacién comercial Papitype (marca registrada) y
numero de registro RPS/469/2012 (fecha 05/2012). El sistema de control interno se ha
registrado con la denominacion comercial CHIC technology (Competitive Heterologous
Internal Control).

El método ha sido utilizado en varios laboratorios de analitica clinica asistencial, tanto
mediante la utilizacién del conjunto de reactivos Papitype, como mediante técnica de
preparacion “casera” (in house). Desde su puesta en el mercado en el afio 2003 hasta la fecha
se han comercializado 115 unidades de Papitype (40 tests por unidad), lo que significa que
ha permitido aproximadamente el procesamiento de 4.600 muestras clinicas. En su uso como
técnica /n house se estima que se han procesado unas 22.000 muestras clinicas con la
utilizacion de este método desde sus primeras versiones en laboratorios asistenciales.

En total se estima que mas de 26.000 muestras clinicas, mayoritariamente cervicales, han sido
analizadas con este sistema, por lo que se puede considerar que ha sido uno de los métodos
mas utilizados en Espafia durante la Ultima década para el diagndstico y la prevenciéon del
cancer de cuello de Utero y otras lesiones asociadas a los papilomavirus.
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CAPITULO 2. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE MUESTRAS CLINICAS
(PERIODO 2003-2010)

2.1 Muestras clinicas analizadas

Entre los afios 2003 y 2010 se han realizado 9.734 ensayos con el presente sistema a partir de
muestras genitales con diagnostico previo de lesiones precancerosas, dudosas y condilomas,
asi como muestras post-tratamiento (conizacion, radioterapia, quimioterapia e
histerectomias). Se procesaron 8556 muestras de mujeres (87,89 %) 238 muestras de
hombres (2,46 %) y de 940 muestras no fue informado el sexo (9,66 %). Se ha podido
identificar el origen de 7.438 muestras, que provenian de 3 comunidades autbnomas: 2.327
muestras de Castilla la Mancha, 4.047 muestras de Canarias y 1.064 de la Comunidad
Valenciana.

NUMERO
MUJERES 87,89 %
HOMBRES 238 2,46 %
INDETERMINADO 940 9,66 %
TOTAL 9734 100 %

Tabla 20. Total de muestras analizadas desde 2003 a 2010 con el presente sistema de identificacion de VPHs.

2.2 Deteccion de papilomavirus en las muestras analizadas

Se detectd el ADN de VPHs en 3.341 muestras (34,32 %), 6.358 (65,32%) fueron negativas y
35 no pudieron ser valoradas debido a inhibicion de la PCR. Entre las muestras positivas,
3.158 (94,52%) eran portadoras de un solo tipo de VPH, 176 (1,81 %) eran portadoras de 2
tipos de VPH y 7 (0,07 %) eran portadoras de 3 o mas tipos de VPH (tabla 21).

NUMERO
TOTAL 100 %
POSITIVAS 34,32 %
1 VPH 32,44 % (94,52 %)
2 VPHs 1,81 % (5,27 %)
> 3 VPHs 0,07 % (0,21 %)
NEGATIVAS 65,32 %

Tabla 21. Total de muestras analizadas con el presente sistema desde 2003 a 2010. Se indica el numero total y el
porcentaje de muestras negativas, positivas y no valorables, asi como el niUmero de papilomavirus detectados en
las muestras positivas. En cursiva se indica el porcentaje de muestras portadoras de uno, dos o mas de tres
genotipos respecto al total de muestras positivas.
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2.3 Distribucion de los diferentes genotipos de papilomavirus

En las 3.341 muestras positivas, se han detectado en total 3.394 virus correspondientes a 39
genotipos diferentes de papilomavirus actualmente descritos. Se han detectado un total de
2.473 genotipos de alto riesgo (70,8 %), 789 genotipos de bajo riesgo (22,58 %) y 232
papilomavirus no identificados. El sistema de control interno de amplificacion desarrollado en
el presente trabajo ha permitido la deteccién de 35 muestras no valorables, debido a la
inhibicion de la reaccién de amplificacion. De no disponerse de este sistema, estas muestras
hubieran sido consideradas negativas erroneamente.

Los cinco tipos mas frecuentes en la poblacion son VPH16, VPH53, VPH31, VPH66 y VPH58
(tabla 22). El VPH16 fue el tipo mas prevalente, detectandose en 840 muestras (25,14%). Estos
cinco genotipos corresponden a papilomavirus de alto riesgo. El papilomavirus de bajo
riesgo mas prevalente fue el VPH6 (7,51 %) seguido del VPH 61 (2,90 %).

En 232 muestras (6,94 %) se detectaron VPHs no identificados (232 en total), como virus
Unico en 215 muestras, y combinado con otros si identificados en el resto. En la mayoria de
los casos la imposibilidad de identificar al virus se debi6 a la obtencion de un débil producto
de amplificacién, que no permitié un andlisis fiable del patron de restriccidon ni identificarlo
mediante secuenciacion.

Por otro lado, se encontraron patrones atipicos que correspondian con variantes que
presentaban mutaciones puntuales en los sitios de restricciéon. Estas variantes fueron
identificadas mediante secuenciacion y clasificadas estadisticamente dentro del tipo de
referencia.

Cabe destacar que en dos casos se obtuvieron fragmentos de restriccidbn cuyo patron no
coincidia con ninguno de los patrones teoricos, y que al ser identificados posteriormente
mediante secuenciacion fueron identificados como dos nuevos genotipos no descritos hasta
el momento. Estos fueron inicialmente identificados con las referencias A0383 y E1201 y el
andlisis de la secuencia de sus amplicones MY11-MY09 mostr6 cierta homologia con VPH72
y VPH86 respectivamente. Su caracterizacion se describe en el capitulo siguiente.
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NUMERO FRECUENCIA VPH NUMERO FRECUENCIA
7,51% VPH 59 0,93%
2,04% VPH 61 97 2,90%
840 25,14% VPH 62 38 1,14%
128 3,83% VPH 64 3 0,09%
254 7,60% VPH 66 229 6,85%
4 0,12% VPH 67 7 0,21%
122 3,65% VPH 68 26 0,78%
12 0,36% VPH 69 4 0,12%
16 0,48% VPH 70 44 1,32%
36 1,08% VPH 71 14 0,42%
0,21% VPH 72 37 1,11%
0,15% VPH 73 10 0,30%
46 1,38% VPH 81 59 1,77%
1 0,03% VPH 82 31 0,93%
95 2,84% VPH 83 19 0,57%
8,50% VPH 84 91 2,72%
1,02% VPH 85 2 0,06%

3 0,09% VPH 87 8 0,24%
85 2,54% VPH 89 54 1,62%
212 6,35% VPH IND 232 6,94%

Tabla 22. Frecuencia de muestras portadoras de cada tipo de papilomavirus mucosotrépico detectado en el
periodo de tiempo comprendido entre 2003 y 2010 en muestras que provenian de diferetens centros de Espafia.
Dado que 183 muestras eran portadoras de mas de un tipo virico, el sumatorio de los porcentajes no corresponde
con el 100 % de las muestras. En negrita se indican los datos referentes a los papilomavirus de alto riesgo.
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2.4 Relacion entre el tipo virico y las lesiones en la mucosa genital femenina

Lesiones en la mucosa cervical femenina

Se conocian los datos clinicos de 872 muestras (del resto no se reportaron) de las que 870
correspondian a muestras genitales femeninas. De éstas, se ha detectado VPH en 368 (42,3
%), 494 (56,8 %) dieron un resultado negativo y 8 muestras no pudieron ser valoradas por
inhibicién en la reaccién de amplificacién. De las 368 muestras positivas, 23 presentaban
co-infeccién por mas de un tipo de papilomavirus. Las dos muestras de la mucosa genital
masculina de las que se reportaron datos clinicos correspondian a condilomas de la region
del balanoprepucial y ambas muestras dieron un resultado positivo en VPH 6.

Se han descartado las 23 muestras portadoras de mas de un genotipo a fin de evitar que las
coinfecciones debidas a tipos de bajo y alto riesgo sesgaran los resultados, asi como las 8
muestras no valorables (tabla 23). En definitiva, el estudio se ha basado en 839 muestras (345
muestras positivas debidas a un Unico VPH + 494 muestras negativas).

MUESTRAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LA RELACION EL TIPO VIRICO Y CLINICA

MUESTRAS CON DATOS CLINICOS 872
MUIJERES 870
HOMBRES 2

MUESTRAS POSITIVAS (INCLUYENDO COINFECCIONES) 368
NO VALORABLES (INHIBIDAS) 8

COINFECCIONES 23
MUESTRAS POSITIVAS (INFECCIONES SIMPLES) 345
NEGATIVAS 494

Tabla 23. Resumen de las muestras de mujeres utilizadas para estudiar la relacién el tipo virico y los datos clinicos
de las mujeres con patologia genital. En negrita se han sefialado las 839 muestras incluidas en el estudio (345
positivas y 494 negativas).

Se ha estudiado la relacién entre el tipo virico y los datos clinicos aportados, clasificando las
lesiones genitales femeninas en las siguientes categorias: ASCUS/AGUS, condiloma, LSIL,
HSIL/AIS y muestras de seguimiento del tratamiento (conizacion, reseccién, radioterapia,
quimioterapia o histerectomia). No se reportaron muestras de microcarcinoma o carcinoma
invasor de cérvix (tablas 24, 25, 26 y 27).
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DETECCION DE VPH - CLINICA (SOLO MUJERES PORTADORAS DE UN UNICO GENOTIPO VIiRICO)

ASCUS/AGUS CONDILOMA LSIL HSIL/AIS POST-TRATAMIENTO TOTAL
VPH POSITIVO 152 39,07% 14 66,67% 122 43,88% 49 52,13% | 8 14,04% 345
VPH NEGATIVO 237 60,93% 7 33,33% 156 56,12% 45 47,87% | 49 85,96% 494
TOTAL MUESTRAS 389 21 278 94 57 839

Tabla 24. Muestras positivas y negativas en relacion a los datos clinicos conocidos.

RELACION VPH-CLINICA (MUJERES CON INFECCIONES POR UN UNICO GENOTIPO VIiRICO)

ASCUS/AGUS CONDILOMA HSIL/AIS POST-TRATAMIENTO  TOTAL
5 1,29% 3 14,29% 4 1,44% 0 0,00% 0 0,00% 12
1 0,26% 2 9,52% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 3
45 11,57% 1 4,76% 30 10,79% 19 20,21% 1 1,75% %
5 1,29% 0 0,00% 4 1,44% 3 3,19% 0 0,00% 12
13 3,34% 1 4,76% 5 1,80% 4 4,26% 0 0,00% 23
7 1,80% 0 0,00% 3 1,08% 2 2,13% 0 0,00% 12
0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 1,75%
2 0,51% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2
1 0,26% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1
6 1,54% 0 0,00% 5 1,80% 5 5,32% 0 0,00% 16
2 0,51% 0 0,00% 7 2,52% 1 1,06% 0 0,00% 10
12 3,08% 1 4,76% 4 1,44% 3 3,19% 0 0,00% 20
3 0,77% 0 0,00% 4 1,44% 0 0,00% 0 0,00% 7
6 1,54% 0 0,00% 7 2,52% 0 0,00% 0 0,00% 13
9 2,31% 3 14,29% 9 3,24% 2 2,13% 0 0,00% 23
1 0,26% 0 0,00% 3 1,08% 0 0,00% 1 1,75% 5
5 1,29% 1 4,76% 3 1,08% 0 0,00% 0 0,00% 9
2 0,51% 0 0,00% 0 0,00% 1 1,06% 0 0,00% 3
6 1,54% 1 4,76% 11 3,96% 3 3,19% 1 1,75% 22
1 0,26% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1
3 0,77% 0 0,00% 1 0,36% 1 1,06% 0 0,00% 5
4 1,03% 0 0,00% 2 0,72% 0 0,00% 0 0,00% 6
0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0
3 0,77% 0 0,00% 3 1,08% 0 0,00% 1 1,75% 7
4 1,03% 0 0,00% 3 1,08% 0 0,00% 0 0,00% 7
0 0,00% 0 0,00% 1 0,36% 1 1,06% 0 0,00% 2
1 0,26% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 1,75% 2
1 0,26% 0 0,00% 3 1,08% 0 0,00% 0 0,00% 4
0 0,00% 0 0,00% 2 0,72% 3 3,19% 0 0,00% 5
IND 4 1,03% 1 4,76% 8 2,88% 1 1,06% 2 3,51% 16
ND 237 60,93% 7 33,33% | 156 56,12% 45 47,87% 49 85,96% 494
389 100,00% | 21 100,00% | 278 100,00% 94 100,00% 57 100,00% 839

Tabla 25. Frecuencia de los diferentes tipos de papilomavirus dependiendo de los datos clinicos conocidos. Los
porcentajes estan expresados en relacién al tipo de lesion.
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En las 839 muestras seleccionadas, se detecto el virus en el 40% aproximadamente de las
muestras dudosas (ASCUS/AGUS) y de bajo riesgo (LSIL) asi como en algo maés del 50% de las
muestras con lesion de alto grado. Tan soélo el 14,04 % de las muestras post-tratamiento
fueron positivas, mientras que el 66,67 % de los condilomas dieron resultado positivo.

Se observa una gran diversidad de genotipos tanto en las lesiones dudosas como en las de
alto y bajo grado. En las muestras con lesiones de bajo grado (LSIL y condilomas) y las
dudosas (ASCUS/AGUS) consideradas conjuntamente, se detectan 26 genotipos distintos en
un total de 288 muestras. En estas muestras se ha detectado un papilomavirus de alto riesgo
en el 76,74 % de las muestras.

Las lesiones de alto grado (HSIL) y las tomas post-tratamiento presentan conjuntamente 17
genotipos distintos en 57 muestras. En estas lesiones se ha detectado un papilomavirus de
alto riesgo en un 84,21 % de las muestras. Si se consideran exclusivamente las lesiones de
alto grado, el 89,80 % esta asociado a VPH de alto riesgo.

RELACION VPH - CLINICA (SOLO MUJERES PORTADORAS DE 1 HPV) ‘

| ASCUS/AGUS CONDILOMA | LSIL | HSIL/AIS POST-TRATAMIENTO  TOTAL |
VPHPOSITIVO 152  100,00% 14 100,00% 122  100,00% 49 100,00% 8 100,00% 345
VPHBAJORIESGO 26  17,11% 6 42,86% 22 18,03% 4 816% 2 25,00% 60
VPHALTORIESGO 122  80,26% 7 50,00% 92 75,41% 44  89,30% 4 50,00% 269
INDETERMINADO 4 2,63% 1 7,14% 8 6,56% 1 2,08% 2 25,00% 16

Tabla 26. Frecuencia de los papilomavirus de alto y los de bajo riesgo, en relacién a los datos clinicos conocidos.

RELACION VPH - CLINICA (SOLO MUJERES PORTADORAS DE 1 HPV)
LESIONES DE BAJO GRADO Y DUDODAS HSIL/AIS + POST-TRATAMIENTO

VPH POSITIVO 100,00% 100,00%

Tabla 27. Frecuencia de los papilomavirus de alto y los de bajo riesgo, en relacion a los datos clinicos conocidos,

agrupando las lesiones de bajo riesgo y las dudosas por un lado, y las de alto riesgo y post-tratamiento por otro.
Los porcentajes estan expresados en relacion al tipo de lesion.
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2.5 Relacion entre los papilomavirus y la edad en las mujeres

Se disponia del dato de la edad en 3.340 muestras de las 8.556 muestras procesadas de la
mucosa genital femenina. Las muestras procedian de mujeres con edades comprendidas
entre los 4 y los 82 aflos (tabla 28). El mayor nUmero de muestras se concentra en el tramo
de edad comprendido entre 20 y 39 afios: 2.213 muestras (66,6 %).

Se detectd papilomavirus en 1253 muestras, mientras que 2087 fueron negativas. El sistema
de control interno permitié la deteccion de 17 muestras no valorables por inhibicion de la
reaccion de amplificacion.

Se observa que la mayor prevalencia de la infeccidn se produce entre 20 y 34 afios (61,1 % de
las muestras) siendo el tramo de edad de 20-24 afios es el de mayor prevalencia (22,73 %). La
mayor frecuencia (20,14 %) de genotipos de bajo riesgo se ha detectado en el tramo de edad
de 15-19 afios. Este porcentaje disminuye significativamente en los tramos de edad
posteriores, aunque vuelve a incrementarse en el tramo de mujeres mayores de 60 afios.

MUESTRAS
Sl | ISR POSITIVAS VPH
<15 2 1 0,08%
15-19 144 70 5,66%
20-24 568 281 22,73%
2529 569 257 20,79%
30-34 564 217 17,56%
35-39 512 163 13,19%
40-44 430 115 9,30%
45-49 303 71 5,74%
50-54 123 27 2,18%
5559 65 21 1,70%
>60 43 13 1,05%
3323 1236 100,00%

Tabla 28. Relacién entre la deteccion de papilomavirus y la edad.
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POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NO
(ALTO RIESGO) @ (BAJO RIESGO) INDETERMINADO VALORABLE

<15 2 1 50,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 50,00% 0 0,00%
15-19 144 50 34,72% 29 20,14% 4 2,78% 74 51,39% 0 0,00%
20-24 569 231 40,60% 62 10,90% 10 1,76% 287 | 50,44% 1 0,18%
25-29 570 217 38,07% 45 7,89% 7 1,23% 312 54,74% 1 0,18%
30-34 566 182 32,16% 39 6,89% 4 0,71% 347 | 61,31% 2 0,35%
35-39 516 130 25,19% 32 6,20% 6 1,16% 349 | 67,64% 4 0,78%
40-44 432 97 22,45% 23 5,32% 5 1,16% 315 | 72,92% 2 0,46%
45-49 308 62 20,13% 8 2,60% 6 1,95% 232 | 75,32% 5 1,62%
50-54 124 25 20,16% 2 1,61% 2 1,61% 96 77,42% 1 0,81%
55-59 65 18 27,69% 3 4,62% 2 3,08% 44 67,69% 0 0,00%
>60 44 6 13,64% 6 13,64% 2 4,55% 30 68,18% 1 2,27%

Tabla 29. Distribucion de tipos de papilomavirus en funcién de la edad de las muestras. Los porcentajes estan
calculados dentro del mismo tramo de edad. Debido a las co-infecciones la suma de las muestras positivas es
superior al numero de muestras analizadas que han dado un resultado positivo.
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CAPITULO 3. CARACTERIZACION DE DOS NUEVAS VARIANTES DE PAPILOMAVIRUS
3.1. Identificacion de un nuevo papilomavirus (variante A0383)

3.1.1 Caso clinico

Se realiz6 una toma cervical a una paciente de 46 afos para un estudio citoldgico rutinario
en el afo 2003. El andlisis de las células cervicales mediante la tincién de Papanicolau mostro
una lesion intraepitelial cervical de alto grado (HSIL). Algunas semanas mas tarde se realizd
una segunda toma cervical para detectar y tipar papilomavirus mediante el protocolo
descrito en el presente trabajo. Las tomas cervicales se realizaron en el Hospital de la Marina
Alta de Denia. En el laboratorio la muestra fue identificada con el nimero de referencia
A0383.

3.1.2 Analisis de la muestra con referencia A0383 con el método descrito

Se ha utilizado el método de identificacibn de papilomavirus humanos descrito
anteriormente para determinar el tipo virico presente en la muestra clinica identificada con la
referencia A0383. Se obtuvo una banda de 450 pb aproximadamente, correspondiente a la
regién del gen L1 de papilomavirus comprendida entre los oligonucleétidos MY11 y MYQ9,
indicando la presencia de Papilomavirus en la muestra (resultado no mostrado). El analisis de
restriccion mostrd patrones de restriccion no coincidente con los esperados (carriles 6 y 7 del
gel representado en la figura 50), lo que sugirié que la muestra podia ser portadora de una
variante atipica de papilomavirus. La secuenciacion parcial del amplicon y su analisis
mediante el algoritmo BLAST mostré que el aislado A0383 presentaba maxima similitud con
el VPH72.

Figura 50. Andlisis electroforético de los
fragmentos de restriccion obtenidos al digerir el
producto de amplificacién MY11-MY09 de la serie
original que incluy6é la muestra A0383. Carriles:
1-2: muestra A0378 (portadora de VPH 6);, 3-4:
muestra A0382 (VPH 58); 5: marcador de peso
molecular; 6-7: muestra con referencia A0383
(VPH indeterminado debido a un patron de
bandas no reconocido); 8-9: muestra A0394
(VPH16); 10: marcador de peso molecular; 11-12:
muestra A0397 (VPH 72); 13-14: muestra A0398
(VPH indeterminado debido al escaso producto
de amplificacion); 15: marcador de peso
molecular; 16-18: muestra A0409 (VPH 16).
Marcador de peso molecular: Marker VII de
Roche. Gel de agarosa al 3% / BrEt.
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3.1.3 Estudio de la variante A0383 mediante secuenciacion

1) Obtencion de fragmentos solapados del genoma de A0383 mediante PCR

Se han realizado amplificaciones por PCR que han permitido obtener fragmentos solapados
del genoma virico que han sido secuenciados individualmente. Para la amplificacion de
regiones de la variante A0383, se han disefiado oligonucleétidos iniciadores homélogos a la
secuencia MY11-MYO09 del nuevo aislado (obtenida previamente) y a la secuencia del VPH72,
por ser el tipo filogenéticamente mas cercano. Mediante la composicidn de sus secuencias se
ha podido recomponer la secuencia completa del genoma de la variante A0383.
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Figura 51: Esquema de la amplificacion y secuenciacion del genoma completo de la nueva variante A0383. El
esquema muestra la posicién aproximada de los 46 oligonucleétidos utilizados en las reacciones de amplificacion
o secuenciacion (flechas), los 17 fragmentos amplificados (barras amarillas) y las secuencias parciales obtenidas a
partir de estos (lineas rojas) a partir de los fragmentos amplificados. La secuencia completa del genoma virico se
puede construir mediante la composicién de las secuencias parciales. Los fragmentos enmarcados con el recuadro
rojo son los que estaban pendientes de caracterizar. En la parte superior, mediante barras azules, estan
representados los 7 ORFs que componen el genoma virico asi como las regiones reguladoras.
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2) Secuencia completa de la variante A0383

A continuacion se muestra la secuencia completa de la variante A0383. En azul se indica la
secuencia del ORF L1.

GTTAATAACAATCCCATATATTAAAAAGTATAAAGACACCGAAAACGGTCCGACCGACATAGGTACATATAAAAAGGAACTGTGTGTTCAGCARATCAGCAATGCATAGTGGACCGTACARAACCT
ACCAATATCTTCCTGCTGTGCAAGGATTGCGAGGTGGACCTGGAGGATTTACGGCTTACCTGCATATTTTGCAAAAATGAATTAACAACAGAGGAAGTGCATGTGTTTGCAGAAAAGGAGCTTCG
CATTGTGTGGAGGCACGACTGGCCATTTGGAGTTTGCGCACCTTGCCTGGCAAGAGAAGCTAAAGTGAGGGAGCTACGACATTGGAGTAATTCGTGCTACGGACCCACAGTGGAACAGGARACAG
GAACATCATTAGCAAGCCTATATATAAGGTGCCATGTGTGCTACACACCCTTAAGCTATCAGGARAAGGAATATCAAGTACAGGAATATATTCACTTTCACCTAATTTCTGGACAGTGGATGGGA
AGGTGCTGCCATTGTAGAGGGGCATGCACGGCCAGGTGGCAACCATAAAGGACATTGTCCTGCAGGAATTACCCAATGTGGTTGACCTGCATTGCCATGAGCAGTTGTTAGACAGCTCAGAGTCA
GAGTCAGAGGATGATAGGGACGGTGTGCATGAGCAGCAACCTGTAGAACAAGCACAGCAGGCCTACAGGGTGGTTACTACCTGTGGCATCTGCTGGTGTCCAGTGCGGCTGACAGTGCAGTGCAG
AGACGCAGACGTGAAGGTGCTACAACAGCTACTGCTGGACGACTTGTCCATAGTGTGTCCGTGCTGCGCATAAGGGACATGGCCGACTGCGARAGGTACAGARAGCGGGGACGGGGGTGATGCTGT
GGATCGCGCGGGGGGATGGTTTATAGT TGAGGCCGTAGTGGAGCGAACCACAGGGTACCAGGAGTCTAGTGATGAGGACGAAAATTGTGAGGACACAGGTGAAGATTTGGTAGACTTCATAGACA
CTAGACGTCCAGGGGACGGGCAGGAAGTGCCGTTAGAGCTGTTCGTGCAACARAATGCACGGGATGACGCTGCAGCCGTGCAGGCCCTAAAACGAAAGTATACATGTAGCCCAGCAAGCAGCTCG
TGTGTGTCTTTGGTAGATAGTGAACTAAGTCCCCGACTGGATGCCATAAGTATACGCCGGGGACACGACAGGGCTAGGAGACGGCTGTTTGACCAAGACAGTGGCTATGGCCATACGCAGGTGGA
TATTGGAGCATCAGAGAGTGAGGTATGGGGGGGTACACAGCATACGGAGGGGGGGGGGGGCGCTGCACAGGAAGAGAAGGAGGAGCGTGGGGGGGGGGATGGTGAGGCACAGCCTAGTGCACAAA
CACAGCAAACGCAGGAGAGGGCGGCAGACGTGCTAGAAATATTTAAGGTTAGTAATTTGCGTAACACATTACTGCATARATTTAAAGAGCTATTTGGACTAGCATTTGGGGATATAGTAAGACAA
TTTAAAAGTGACAAGTCAACATGCGGGGATTGGGTAATATGTGCATTTGGAGTATATCATTCAGTGGCAGAGGCAGTAARAAACGTTAATTCAACCCATGTGCCTGTATGCACATATACAAATACA
GACATGTAACTGGGGGATGGTAATTCTAATGCTGGTGCGGTTTAAATGTGGCAAAAGTAGGGAGACAGTGGCACACAGCATGGGCACGCTGCTGAACATACCGGARAAGCAGATGCTTATTGAAC
CACCAAAAATTAGAAGTGCACCATGTGCCCTATATTGGTATAGAACAGCAATGGGARATGGCAGCGAAGTGTATGGGGARACCCCAGAATGGATAGTAAGACARACAGTAGTGGGGCATGCAATG
CAAGAAACACAGTTTAGCCTTTCCACATTAGTACAATGGGCATATGACAATGATATAACAGATGAGAGCGAGCTAGCATACGAATATGCATTGCTAGGAAATGAAGACCCAAACGCAGCAGCATT
TTTAGCAAGCAACTGCCAGGCAAAGTATATTAAGGATGCAATTATAATGTGCAAGCACTATAGACGTGCAGAACAGGCACGGATGACTATGACACAGTGGATAGCACATAGGGGGCGCAAGGTTG
CAGATACAGGTGACTGGAGACCAATAGTAAAATATTTAAGATATCAAAGGGTAGAATTTGTACCGTTCATGGGTGCATTAAAGCAATTTTTAAAAGGCATACCCAAAAARAAGCTGTATGGTATTT
TATGGACCAAGTGACACCGGGAAGTCATTATTTTGCATGAGT TTACTARACTACCTAGGGGGCGCAGTAATTTCTTATGTARACGCAGGAAGCCATTTTTGGT TATCGCCACTGGTAGACGCAAA
AGTGGGATTGTTAGACGATGCAACATATCCGTGCTGGCAATATATTGATACATACCTAAGAACAATGCTGGACGGAAATGCAATAAGCATAGACAGAAAACATAGGAACCTGACACAGCTGAAGT
GTCCACCGTTAATGATAACAACAAATATAAATCCATTAGATGATCCGTCCTTAAAATACCTGCACAGCAGAATGGTGGTGTTTAGGTTTATGAATAAGTGCCCATTAAAGAGCAACGGCGATCCG
GTGTATTCCCTAAATAACGAAAATTGGAAATCATTTTTCCAAAGGTCTTGGGCACGTATAGAGGGACCAGACGAACAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGGAATCACTAGCCGACCGTT
TAGATGCGTGCCAGGAGAAATTGCTAGACCTTTATGAAAAAGATAGCGACCAGCTTCATGACCARATATTGCATTGGCACTATGTGCGTCTGGAACATGCAATGTTATATAAGGCACGTCAAGCA
GGACTTACTCATGTAGGCCACCAGGTGGTACCAACACTTAGTGTTACARAAGGCARAGCACGTCAGGCAATTGAAGTGCACCTGGCACTGCAAGGGTTGCARAACAGTGCATTTTCGCATGAACC
ATGGACATTACAGACCACCTCACTGGAAATGTGGAATGCGCAACCAGGACGGTGTTGGAAGAAAARAGGACGCACAATAACAGTTAAATTTGATTGTGAGGACCTARAAGCAGTGGAGTATGTAA
GCTGGGGGTGGATTTATGTGCAAAGCACAGAGGATGAACAGTGGTATAAGGTGCAAGGACAAGTGTCATATGACGGGCTATATTATGAATTTGAAGGGCACAAACAGTATTATGTGACATTTGCA
CAGGAAGCCCTAAAATATGGGGACACAAACARATGGGAGGTTGTGGTGGGAAGCACAGTGATTTATGAACCATGCGCCTCTGTATCTAGCACCCAGGACACCGTGCCAGAAGTACCCCTTGCTGC
AACTGCTGGGCGACTGCCAGACGCCACCAAACCCACCGCCTCCACCACGTGTCTGGGCCCCGCCCAGGCATCCTCCTCAGTGCAGGCGCCGCCTTGTAAGCGACAGCGAGTCCTCACAGACGGAT
TGCAGCAGCAGCCCGACACCACGCARACAGGACCCTTCGGACAACGTGACTGTGCTATCCAGTGGGTCAACAGTAACTGTAACAGCGCGCAGCACCCAGGGGACAACGATAACGGTTACAGTGCA
CCTGTAATACATTTGARAGGTGATGCCAATAARATTAAAGTGCTTTAGGTATAGACTTCGACAATCAGTGCCTAATCTGTTTGTAAAAGCAACTTCCACATGGCATTGGGCCTGTGGGGGTAATAC
ACAAAAATGTGCATTTGTAACAATATGGTATGT TGATACAGACCAACGTAAGCAATTTCTAGATCGTGTAACCATTCCAAAAGGTATACAAGCCTGTGTGGGCTATATGACAATGTTTATGTARA
CCATAGCTAATGTGTARATAGTGCAACATGCCTGTACAGTGAACACTTTGAGCCAACTATTGTACGTCTACACCCATACCTGCAATATGGTGTAAAGCATARCCAATCCTGGATACTCTTGTGTG
TTTGATATGTGGGTGGTGTAATGTGCTTGTACTGCTTATTATTTTCTGGCTTTCCTATCTTTCCTCACTGTCTGCCTTTTTGGTGTTTTTTGTTGTAATATATCTAGGATTGTTGTGCATATATT
TGCAGGTATTGGGGTACATAGAGTAACAGTAGTACAACCAGCCATTACATGCTGCTATAGTGTARATAGTGTTCCTTGTGTATCTTGTGTGCGCTATGTATCCCCTTGTAGGCAATGAGTATCCA
TTAACTGTAGTAGATACTGATAATAGTGGATTATTGTTTTTGTTTTTGGTGTTAATAATTGTTGCAGTGTTGTTATACAGGTTGCTACAATAACCCCACCCATTTGTGCATTCCTACCCCAATTA
CTACAGTGCACTAATTGTGTGTTTTTTTTTTTTTGTTTTGTATTTGAATAATAAACACTATATTTCACAATGGCCCACTCTGTAAAGCGTCGCAAACGTGCCTCTGCCACAGACCTGTATCGCAC
CTGCAAACAAGCAGGTACTTGCCCCCCAGATGTCATTCCTAAGGTGGAGGGTGACACATTTGCTGATAGATTTTTGAAGTGGGCCAGTTTAGGAGTCTTTTTTGGTGGATTGGGAATAGGCACAG
GCTCTGGCACTGGCGGTCGCGCAGGATATGTGCCTATAGGTACCCGCCCTCCCACTGTTGTGGATATAGGCCCCACTACACGCCCACCTGTTGTTATTGAGCCCGTGGGGGCTGCGGACCCCTCC
ATAGTTACCCTTGTGGAGGAATCCAGCGTTGTGGAGTCCGGTGCTACTATTCCCAATTTTACTGGATCTGATGGATTTGAAATTACCACATCCTCTACTACCACCCCTGCAGTTTTAGACATTAC
ACCAGCTGGTACTTCTGTGCAAGTTAGTAGTAGTAGCTTTACTAATCCCTTATTTACTGAACCTTCTATTATTGAACCTCCACAGGCCGGGGACCTTTCAGGCCATGTATTTACCAGCACACCCA
CATCTGGGTCTCATAGCTTTGAGGAAATACCTATGCACACGTTTGCAACGCATGGTGGTACTGGCACTGAACCCATTAGCAGTACCCCATTGCCTGGTGTCCGTCGCCTTGCACAGCCCCGCCTA
CGATTGTATAGCAAGGCTAATCAGCAGGTTAAGGTGTCTGACCCTGCATTTTTGTCCCGGCCCGCATCCCTTATTACTTATGACAATCCTGTGTATGATCCAGAGGARACCATAATCTTTGAGCA
TCCTAGTATATATACCCCCCCAGATCCTGACTTTTTGGATATTATTTCTTTACATAGGCCTGCCCTTACAGCCCGCCAGGGTACGGTACGGGTTAGCAGGGTAGGGCAACGTGCCACTTTGCGTA
CTCGTAGTGGCAAACGCATTGGTGCTCGAGTACACTTTTATCAGGACATTAGTCCCATTCCTTCTGACACAATTGAAATGCACTCCATAAACCCCCTTGCGCAGCCAAACATAACATATGACATT
TATGCTGACCCCGATACATGGGACCCCCCGCCGCGCACTTCCTCGTCCTCCATATCATTGCAAGGTCCGTCCATATCTGCGGCTTCTTCTGTTTCTGCCAAGTATGACAATGTTACTGTTCCGTT
GTCCACAGGGCCTAACATTCCTGCATCATCCGGCCCTGACATAGATTTGTCCTTTGCACCCGCTCCTGTACCCACAGTTCCTCATGTACCATCTACACATCCTCATTCTGTTTATG

( T T CC TC C

AGGTCTGTTT 5 5TGCTGCCCTGTCTGGCTCTACC GCCCC “CCTACAAAACGTAAAAA GCG TAACCTGTACTAGTAATTGTGTGGTGTATGTGTACAAT
GCATGCATGTATGTGTATGTTTCTGTCTGTGTTTAAATGTTATGTATTGTTGCATGTCCTTTGTATGGCCCCTGCCCCTATGTTGTGTATATATGTGGAATGTGTGTAATGTTTTGTGCATTAAT
AAAGTGTGTGTCATGTGTGTGTATGTGTCCGGTGCACCCTGTGAGTAAGTGTGTGTTTGTTTGTGTCTTGCACACATTGTACCACTTCCTGTGGTTTGTGTCACCTTTGTTCATTTTACATTTCC
TCCATCTTGTGTTCCCGACCGTTTTTGGTATCCCGCCTTTTGAATTTCTTCCATTTTGTGTTCCCGACCGTTTTCGGTCTCCCGCCTTTTCGGTCGTGGCTCCGTGCCACTATTCATACAAACTA
TGAGTTATGCTTTTATCCCACATCCTGTTTAAACAAACTTTATATTCCACACCTGGGTGTGCCTGACAGGTTTCTGGCACATGCATATTGCAARACATGCTTTTAGGCACATATTTTGTGCTGAC
TACTTTCTCTTAATTGCTAGTTTGGCTACCGTACTAGGTGTTGTGGCCAAGAATGTGTCCTGCAACTATAGGCATGCCCTTTACAAACAAGTTAAAACATTCTAATCCGGTCGCTCCCCTATGTC
TCATCTTTTTTATAATT

3) Descripcion de las regiones del genoma virico

Se ha estudiado la secuencia del genoma completo de la variante A0383 con el fin de
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caracterizar sus ORFs. Para ello se ha estudiado como referencia la secuencia del genoma del
VPH72 y la posicion de los ORFs en la misma. Cada ORF esta delimitado por un coddn de
inicio de traduccién (ATG) y un codén de finalizacion de la traduccidn (TAA, TAG y TGA).

VPH72 A0383

Posicion Tamano (pb) Posicion Tamano (pb)

102-548 102-548
524-826 302 524-823 299
832-2142 1310 829-2139 1310
2142-2783 641 2140-2787 647
2719-3873 1154 2749-3885 1136
3311-3631 320 3314-3632 318
4409-5809 1400 4445-5846 1401
5703-7307 1604 5740-7341 1601

Tabla 30. Tamario y posicién de los ORFs del VPH72 y la variante A0383.

4) Analisis de similitud con otros tipos viricos

Se comprobé que el producto de amplificacion MY11-MY09 del VPH A0383 tiene una
longitud de 455 pb, de los cuéles 20 nt corresponden a la secuencia complementaria a MY11,
20 nt a la secuencia complementaria a MY09, y 415 nt a la secuencia comprendida entre
ambos. En un primer analisis de la secuencia de este fragmento MY11-MY09 mediante el
algoritmo BLAST, se observd que el aislado A0383 presentaba maxima similitud con los tipos
VPH72 (89%), VPH61 (81%) y VPH62 (79%).

El analisis mediante BLAST de la secuencia completa del ORF L1 mostr6 la maxima similitud
con el tipo VPH72 (89 %).

SIMILITUD (%)

TIPO GRUPO

GENOMA E6 \ E7 E1 E2 \ E4 )
VPH72 A3 88 89 84 88 89 88 87 86
VPH61 A3 81 81 83 84 82 82 80 75
VPH62 A3 77* 79* 70 76 77 75 76* 75
VPH102 A3 76 76 67 - 75 77 76 84
VPH83 A3 73 76 71 - 73 74 74 71
VPH114 A3 75 75 - 69 75 73 71 80
VPH84 A3 88 77 69 - 75 73 69 86

Tabla 31. Similitud de la variante A0383 con los papilomavirus mas préximos. Los asteriscos indican que el
porcentaje de similitud se ha producido con secuencias parciales de esos ORFs (aproximadamente el 80% del

gen).
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5) Estudio filogenético de la variante A0383

Con el objetivo de confirmar la adscripcion de la variante A0383 al grupo A3, se realizé un
estudio filogenético mediante comparacién de la secuencia del ORF L1 de dicho aislado con
la del resto de los tipos de VPHs mucosotropicos. Para ello, se realizd un alineamiento
mediante el algoritmo ClustalX (Thompson et a/, 1994) y posteriormente se cred un éarbol
filogenético usando el programa Treeliew (University of Glasgow). El alineamiento se
construye en 3 fases: primero compara las secuencias por pares, después calcula las matrices
de distancia y crea grupos de secuencias y finalmente crea un arbol guia (dendograma). El
arbol creado con el método Neighbour Joining se muestra en la figura 52. Como puede
observarse, el aislado A0383 queda incluido dentro del grupo Alpha-3 junto a los tipos 61,
72,62, 81, 83, 102, etc. (de Villiers et. al., 2004), formado por VPHs de bajo riesgo.

HP108

HP103

Figura 52. Arbol filogenético de la variante A0383 junto a 48 papilomavirus mucosotrépicos ya caracterizados
obtenido gracias al programa 7reel/jew.
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3.2 Identificaciéon de un nuevo papilomavirus (variante E1201)

3.2.1 Caso clinico

Se realiz6 una toma cervical a una paciente de 47 afios para un estudio citologico rutinario
en el afo 2007. El analisis de las células cervicales mediante la tincién de Papanicolau mostro
una lesion intraepitelial cervical de bajo grado (LSIL). En los estudios citoldgicos posteriores la
lesion remitid espontaneamente y el tejido normalizé. Las tomas cervicales se realizaron en el
Hospital Virgen de la Luz de Cuenca. En el laboratorio la muestra fue identificada como
E1201.

3.2.2 Analisis de la muestra con referencia E1201 con el método descrito

De igual manera que en la muestra con referencia A0383, el método de identificacién de
papilomavirus generd un patrén de restriccidon que sugeria que la muestra E1201 podria ser
portadora de una variante atipica. La secuenciacion del fragmento MY11-MY09 y su analisis
mediante el algoritmo BLAST mostré que el aislado E1201 presentaba maxima similitud al
VPH86, con una identidad de secuencia del 89%.

Figura 53. Andlisis electroforético de los fragmentos
de restriccién obtenidos al digerir el fragmento de
ADN amplificado con la pareja de oligonucleétidos
MY11/MY09. Muestra 1: Control positivo. Muestra
2: muestra de referencia E1190 (portadora de los VPH
16 + 45). Carril M: marcador de peso molecular:
Hipperladder V de Bioline (500, 400, 300, 250, 200,
175, 150, 125, 100, 75, 50 y 25 pb). Muestra 3:
muestra con referencia E1194 (portadora de los VPH
33+45). Muestra 4. muestra de la variante £7207.
Muestra 5: muestra con referencia E1203 (portadora
de los VPH 16+53+70). Muestra 6: muestra con
referencia E1204 (portadora del VPH 66). Gel de
agarosa al 3%.
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3.2.3 Estudio de la variante E1201 mediante secuenciacion
1) Obtencion de fragmentos solapados del genoma de E1201 mediante PCR

Se han realizado amplificaciones por PCR que han permitido obtener fragmentos solapados
del genoma virico que han sido secuenciados individualmente. Para la amplificacion de
regiones de la variante E1201, se han disefiado oligonucle6tidos iniciadores homologos a la
secuencia MY11-MY09 del nuevo aislado (obtenida previamente) y a la secuencia del VPH86,
por ser en principio el tipo filogenéticamanete mas cercano. Mediante la composicion de sus
secuencias se ha podido recomponer la secuencia completa del genoma de la variante
A0383.

AEEEE - = T

1 2000 4000 S000

Figura 54. Esquema de la amplificaciéon y secuenciacion del genoma completo de la nueva variante E1201. El
esquema muestra la posicién aproximada de los oligonucleétidos utilizados en las reacciones de amplificacién o
secuenciacion (flechas), los fragmentos amplificados (barras amarillas) y las secuencias parciales obtenidas a partir
de estos (lineas rojas) a partir de los fragmentos amplificados. La secuencia completa del genoma virico se pudo
construir mediante la composicion de las secuencias parciales. En la parte superior, mediante barras azules, estan
representados los 7 ORFs que componen el genoma virico asi como las regiones reguladoras.
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2) Secuencia completa de la variante E1201

A continuacion se muestra la secuencia completa de la variante E1201. En azul se indica la
secuencia del ORF L1.

ATGCCCAGAGGATGCCACACTCCTACAAACATTTTTCTGCTATGTCAGGAATATGAGGTGGAATTTGACAACCTAAGACTGCTTTGCATCTTTTGCAAGAATGAATTAACAGAAGGCGAATTGCT
GTCGTTTGCACTAAAGGAATTATTACTGGTCTGGCAATACGGATTTCCTCATGGCGTGTGCCTARAATGCCTATGCAGAGAAGCCARAGTACGTGAGCTACGATACTGGGAGCACTCCAGCTACG
GATCCACAGTGGAACAAGAAACMGCGTATCATTAGCACACATGATATAAGGTGCCATGCGTGCTGTAACCATTGTGCTGGCCAGAAAGCTGCATATGGTGGAATTGAATTTGCAATTTTCATAAG
ATAGCAGGCCGGTGGACGGGAAAGTGCAGCAACTGCAGAGCAACATGCATGGCCAGACGCCGACTATAAAAGATATAGTGTTATGTGAAGTACCAGATGTAGTTAACCTACATTGTGACGAGCAA
TTGTTAGACAGCTCAGAGGAGGAAGGATAATAGGGATTGTGTGCGTGACCAACCTGCAGAACCAGCACAGCTGGCCTATAGGGTGTTAACAGAATGTGGGTTGTGTAGACGTCCACTTAAGCTGG
TGGTGCGTTGTGGAGCTGAAGACCTAAGGCAGCTACAGCAGCTTATGGTGGACGCAGTGGCCCTTGTGTGTCCAGGCTGTGCATAACATGGCAGAGTCACCTGAAGGTACAGACGGCGGGACGGG
AGGGGGGGCGGGAAGGGTGGTTTTGTGGTAGAAGCCATGGTACACCATACAGCAAATACAGATGTGTCCAGCGATGAGGACGAATTTGCACCTGATACAGGAGAGGACATGGTGGATTTTTGTAG
ATAACACCAGATATCCAGGGGATGGACAGGAAGTGCCGTTAGGTCTATATGTGCAACAACAATGCAGATGACGCTGCAACGGTGCAAGCCCTARAACGAAAGTTCATGGGAAGCCCGGCAGCTAG
TTCCTGTGCGTCCTGGGTGATAACGAATTAAGCCCACGTTTGGATGCAATATGTTTACAGAAAAGGCACGACAAAGCCAGGAGAAGGTTGTTTGAACAAGACAGTGGGTATGGCAATACGCAGGT
GGATATTGGAACGGAAAGCCAGGTACCAGGGGAACATAACAACAGCGGGGGGAGCGACGTAACACAGGACGTTATAGAGGAGGAACGGGGGGGGGGGGAATGGGGAACCTGAGCCACAGGTAGAT
ACAGAACAGACACAGCAGAAGGAGGGCACACCCAATGCACTAGACCTTCTACAGGTTAGTAACCTACGGGTACGGCTATTTGCTAAGTTTAAGGAGCTCTTTGGACTGTCATTTATGGATCTAGT
AAGACAGTTTAARAGCGATAAGTCCACATGTGCAGACTGGGTCGTAGGGGCATTTGGGGTGTACTATGCAGTGGCAGAGGCAGCAAARACATTATTGCAGCCAGTATGTGAGTATGCACACATAC
AAACATTAACAAGTGAATGGGGAATGGTAATGCTGCTACTGCTACGGTTTAAGTGTAACAAAAGTAGAGARACCGTAGCACGTTGCCTAGGTACCATACTARATATTCCAGARAAGCGTATGCTA
ATAGAACCACCCAAACARCGCAGTGCGCCATGTGCACTGTATTGGTACAAGACAGCCATGAGCAATGCCAGTGAGGTGGT TGGGGAAACGCCGGACTGGATAGTAAGGCAAACAGTTATTGGACA
TGCAATGGGAGAAACACAATTTAGCCTATCAGTGTTAGTGCAGTGGGCATATGATAATGAAATAACAGATGACAGCGAGCTAGCCTATGAATATGCAARATTGGGAAATGAGGACCCARATGCGG
CCGCCTTTTTAGCAAGCAATTGTCAGGCAAGATATATTAAGGATGCAATAACAATGGTTAGACATTATAGACGTGCAGAACAGGCACGTATGAGTATGTCACAATGGATTGCACATAGGGGGCGC
AAGGTGGCTGACACGGGCGACTGGAGACATATAGTAAAACTACTAAGATTCCAAGGCATAGAATTTATTAGTTTTATGGAAGCATTARAGCAATTCCTTAAGGGAACACCARAAAAARAGCTGCC
TAGTATTTTATGGACCCAGCGACACAGGGAAATCATTGTTTTGCATGAGCCTAATAAGGTATTTAGGTGGAGCAGTAATATCCTTTGTARATTCCACCAGCCATTTCTGGTTGTCGGCCATTGGT
AGATGCTAAAATAGGACTGTTGGACGATGCAACACAGCAATGCTGGGTATACATAGATACCTATTTAAGAACTGTATTAGATGGCAATACAATGAGCATAGACAGARAAACATAAAAACCTACAAC
AGCTAAAATGTCCACCATTAATGATAACTACTACAAATGTAAATATTGAAGCAGATGAAACCTTTAAATATCTTAGAAGTCGAATGGTTGTGATTCCGTTTTTACAAAAGTGCCCACTAGATAGC
AATGGAGAACCAGTGTATAAACTAAATAATGAAAATTGGAAATCCTTTTTTCAAAGGTCGTGGGCACGTTTAGACT TAACCCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGCTGACAATGGATACAC
TAGCCGCTCGTTTAGATGCGTGCCAGGACAAGTTACTAGACCTTTATGAARAGGATAGCAACACTCTTGAGGATCAATTATTGCATTGGCAATACACACGCTTGGAAAACGCTATATTATTTAAG
GCAAGAGAAGCAGGACTAACACATATAGGCCACCAGGTGGTGCCTGCACTTAGTGTAACAARAGGAAAAGGCCCGGCAAGCCATAACAGTGCATTTGTCTTTGCAAAGCCTAAATAACAGTGTGTT
TAAACACGAGCCATGGACATTGCAGGAGACGTCACTGGACATGTGGAATGTCCCCCCAAAAGGGTGTTGGAAAAAACTTGGACGTCCCATCAGAGTAAAATTTGATGGAGAAGATGACAAGGAAA
TGGACTATGTCAGCTGGGGGTATATATATATATATTGTGGTAGTGATGATACATGGCATAAGGTACCTGGCAACATTGGCCATGCAGGGTGTTACTATGAACTGGAAGGCCGCAAACACTACTAT
GTTGACTTTGGAAAGGAGGCARAACGTTATGGGGTAAAAAACATGTGGGAGGTGCGTGTGGGAGGCACAATTATTTACCATGCATGCGACTCTGTATCCAGTACTCAGGGAGGAGTGCCGATACC
CACTGCTGAAACTGCTGCACAGTCGCTGTACACCACCAGTGCGCCCACCCCGCCGCCACCAAGAAGCCCCCCAGGTGCAGGCGCCGCCTGCTAAGCGACAGCGACTCGGAAGCGACGGCATACAG
CAGCCCGATTCTACAGAAAACARAGCGACCACCAGTGGACAGTTGCATCCCAAGGACAAACACTAACCCTGACATCCCACAGTGGTCGCGGGACAACAGTGACGGTCACGGTGCACCTGTCATTCA
CTTAAAAGGTGACCCCAACCGCCTTAAATGTCTTAGGTACCGGTTACAGCAATCTGTTCCCCAATTGTTTGAAAGAGCATCGTCCACGTGGCGGTGGACCTGCGGGGGGCCGGAGGATAAACAAT
CATTTGTAACATTGTGGTATAGGGATACGGAACAACGCCACAGTTTCTGGCACGTGTAAATATACCAAAGGAATTGTGGTTACACAAGGCATTATGTCAATGTGCCATGTAATATTAGTACTTTG
TAAACATTATATCCTGTATGTGAGCCATTTGTACAATTGTGTGTATCACCTACCTAGTATATACTGCAACCCTGGAACCCATTGTATGGGCCATTGATGTATGGTGTACTGTGCTGCTGCTGCTA
ATCCTCTTTTGGCTTTCACACCTATCTGCTCTGGTTGCTTTTGTTGTGTTTGTGTGTTTTCTATATTTTGGGTTGTGGCTACTGTATATACAGGTACTGTGGTACATTGAATTGTTGTAATCACA
CAACCAGCCAACTACTGCTGCTAACATACCTTGTACAGCCCCTTTCCTATACATTATGTATCCCTTACAGGTACGGGGTCCCCAAGGTGGATATGATATTGTGTTGTTTGACCGTGGGGATATGG
GTATATTGGTGTTACTGCTAATATTGATTGCTATTATTTTGCTGTTATTATTCATACGCATGTTACATGTGTAAGTGTTTATAGTTTTGTATTTTGGTTTTTAATAAACAGTTGGTACCATGCCT
AAGACTARATCCCGTCGCAAGCGTGCCTCTGCCACGGACCTTTATCGCACCTGCARGGCCTCTGGCACATGTCCTGCTGATGTGGTTCCTAAGGTGGAGGGCAATACATTAGCAGATCGCATATT
AAAGTGGGCCAGTTTAGGTGTCTTTTTTGGGGGTCTTGGTATTGGTACCTCCTCGGGGTCCGGTGGCCGTACTGGCTATATTCCATTGGGTACCCGGCCCCCTACAGTGGTGGATGTGGGGCCCA
CCGCCCGTCCTCCTGTGTTCATTGAACCTGAGGGTGCTGCTGACCCGTCCATTGTTACATTAGTGGAGGATTCTAGTGTGATTAATGCAGGAACCCCGTTGCCCAATTTTACTGGAACAGGCGGG
TTTGAAATTACCACTTCGTCTACCACTACTCCTGCAGTATTGGACATTACCCCGTCAGGGTCCTCTGTACAAGT TAGTAGCACTAGTTATATTAATCCATTGTTTACTGAGCCCTCTATTATAGA
AGTTCCACAGGCGGGTGACATTACTGGACATGTATTGTCTAGTACTGCCACCTCAGGGACCCACACATATGAAGARATACCTATGCARACATTTGCTGTACAGGGGGGAACAGGGCATGAACCCA
TAAGTAGTACACCTATACCTGGGGTGCGGCGCCTTGCAGGGCCTCGCTTAARATTTGTACAGCCGTGCTACCCAGCAGGTTCCTGTAGCTGACTCTGCATTTCTATCGCGTCCTGACTCCTTTGTT
ACCTTTGATAACCCTGTGTATGACCCTGAGGAAACCATTATATTTGAGCATCCTAGTTTACATGCTCCGCCCGATCCTGACTTTCTGGATATTGTTACCTTGCATAGGCCTGCCTTAACTGCACG
TAGGTCAGGTGTTAGATTTAGTCGCATAGGTCAAAGGGCCTCTATGCGCACACGCAGTGGTAAGCATATTGGGGCCCGTGTGCATTTTTATCATGACTTAAGTCCTATTGCACAGGCTGAGGATA
TTGAACTGCAGCCGTTAGCCTCTGGCCAGGCCTCCGGCCAGGATACCTTATATGACATTTATGCAGATGATACACACCTATCTTCTATATTACAGGAGCCTTCTTTTCCTTCATTGCATTCCACC
ACGCCTGTCTCCTCTACTACAGTGTCCGCCACTTCTATGGTATCTTCCACATATGATAATGTTACTGTTCCCTTAACATCTGCAACAGAGGTTCCCTTATATACTGGTCCCGATATTGATCATGC
CATAACCCCATCTCCCACACCCTTTACTCCTGTGGTTCCTAGCACTGTCCCATATGCCATTTATATACAGGGATCTGATTACTATTTGCTGCCTAATTATATATTTTTTCCACGAAAGCGTARAC
GTGTGCACTATTCTTTTTCAGH

CTAAGRAAATARTGTGTGTACTGTGTTTCTTGTTTGTATGTTTGTCTGTCTTGTGTGCTGTTGTTGGTGCACTGTTTGTGTATATGTA
TGTGTATTTTGTATGTGCTGTGTAATGTCCTGTATGTGCCCCTGTATTGTTGTGCATTTGTCTTGTTGTGTATTTTGGTGTGTATGTATTTATGGAATGTGTGTTATGTTGTGGATCAATARAGA
GTGTGTGTCATTGTGAGGTTAATGTCCGGCAGCACCCTGTGAGTAAGTGTGCCCTTGTACACACCTTGCACGCGGCTACATATCCGCCATTTCCTGCAGTTATTTTGTACCCGTACTCCATTTTG
TATGCGACCGAATCGGTCTCCCGCCTTTTCGGTCTGTGTTATGGCACCATCCCAGGTACATCTAATCCTTTGGCAGCCCTACATCCTGCGTAGGCAGCTGCAAACCTTCCACACCCAGGTGTGTC
TGACAGCTCTATACATAAAGTAATAAAATATGGTTTGTAGTTTATAGGTTTTCCTTACTCATCTGCAAAAAATATGCTTTTAGGCAATGCTTTGGCTACCARCTTTCTCCTAAGTGCATAGTTGG
CAGTCTGAACTACATTGTACTGCCAAGTTTCTGTCCTATAARACCTTTGAACAATACTTATGTAACCAACACAAGTCGGTTGCTGTATTATTCATAGTTTCATCTTTATACTTAACAACAATCATG
TAGTTAGAAAATAAGGAGGGACCGAAAACGGTGCGACCGAAAGGGATACATATATAAGGGCAGCTAAGGGCAGTGGCARAGCAACGGGACAGCC
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3) Descripcion de las regiones del genoma virico

Se ha estudiado la secuencia del genoma completo de la variante E1201 con el fin de
caracterizar sus ORFs. Para ello se ha estudiado como referencia la secuencia del genoma del
VPH86 y la posicion de los ORFs en la misma. Cada ORF estad delimitado por un coddn de
inicio de traduccion (ATG) y un codon de finalizacion de la traduccion (TAA, TAG y TGA).

VPH86 E1201

Posicion Tamano (pb) Posicion Tamano (pb)
1-447 1-444

423-707 284 420-711 290

709-2667 1958 713-2674 1961
2609-3733 1124 2616-3737 1121
3174-3500 326 3181-3505 323
4241-5677 1436 4245-5669 1424
5655-7172 1517 5646-7174 1529

Tabla 32. Tamafo y posicién de los ORFs del VPH86 y la variante E1201.

4) Analisis de similitud con otros tipos viricos

Con el fin de conocer la relacién entre el aislado E1201 con diferentes Papilomavirus, se
compard la secuencia nucleotidica con las de los VPHs mas proximos (tabla 33). La
comparacién mostré una homologia superior al 82% con los VPH86, VPH87, VPH114
pertenecientes al grupo 3 de los Alphapapilomavirus.

SIMILITUD (%)

TIPO GRUPO

GENOMA E7 E1
VPH86 A3 94 92 94 97 95 94 92 94
VPH87 A3 87 84 82 93 88 86* 84 84
VPH114 A3 82 80 78 86 85 80* 74 98*
VPH84 A3 82 80 78 86 84 82* 80 98*

Tabla 33. Similitud (%) de la variante E1201 con los virus del papiloma mas préximos. Los asteriscos indican que
el porcentaje de similitud dado no se ha producido con el total de la longitud de la secuencia problema, en este
caso con aproximadamente el 80% del gen.
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5) Estudio filogenético de la variante E1201

Con el objetivo de confirmar la adscripcion de la variante E1201 al grupo A3, se realizd un
estudio filogenético mediante comparacién de la secuencia del ORF L1 de dicho aislado con
la del resto de los tipos de VPHs mucosotrdpicos. Mediante el mismo analisis que el realizado
anteriomente para la variante A0383, se observd que el aislado E1201 queda incluido dentro
del grupo Alpha-3 junto a los tipos 61, 72, 86, 71, 87, etc. (de Villiers et. al., 2004), formado
por VPHs de bajo riesgo.

HFY108

Figura 55. Arbol filogenético de la variante E1201 junto a 49 papilomavirus mucosotrépicos ya caracterizados
obtenido gracias al programa TreeView. Como puede observarse el aislado E1201 queda dentro del grupo 3 del
género Alpha-Papilomavirus junto a los tipos 86, 84, 87, 102... (de Villiers et. al.,, 2004). La clasificacion en este
grupo sugiere que se trata de un subtipo de bajo potencial oncogénico (Masanori et al, 2001). Los datos
obtenidos coinciden con los datos clinicos conocidos, ya que se comprobé en estudios posteriores que el tejido
cervical de la paciente se normalizé y el virus se elimin6 del tejido espontdneamente.
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1 Desarrollo de un nuevo sistema de deteccion e identificacion papilomavirus

1.1 Motivacion para el desarrollo de un método de identificacion de papilomavirus

El cancer de cuello de Utero es una enfermedad que afecta a millones de mujeres en todo el
mundo y provoca miles de muertes al ano. La enfermedad cursa subclinicamente, sin
sintomatologia aparente, pero es de facil tratamiento si es diagnosticada a tiempo. Cuando
aparecen las primeras manifestaciones clinicas, normalmente una metrorragia post-coital, las
lesiones ya se encuentran en un estado muy avanzado, los tratamientos deben ser bastante
mas agresivos y el indice de supervivencia a 5 afios es considerablemente menor respecto a
las lesiones detectadas precozmente. La progresién de las lesiones, desde las formas
benignas al carcinoma invasor puede producirse en un periodo de tiempo variable, desde
unos pocos meses a algunos afos.

Actualmente, la deteccidn precoz del cancer de cuello de Utero se realiza mediante el estudio
de citologias genitales exfoliativas por tincién de Papanicolau. La naturaleza de la progresion
de las lesiones hace aconsejable la realizacion de revisiones rutinarias en la poblacion
femenina general. El diagndstico citolégico ha conseguido reducir drasticamente el nimero
de muertes por cancer cervical, especialmente en los paises desarrollados.

Pese a su indudable utilidad, y a que es una de las técnicas diagnosticas que mas vidas ha
salvado en la hitoria de la humanidad, el test de Papanicolau presenta algunas limitaciones.
No permite distinguir el potencial evolutivo de las lesiones de bajo grado o dudosas, ya que
tanto las que remiten espontaneamente como las que pueden evolucionar a carcinoma
invasor presentan morfologias celulares similares en sus etapas iniciales. Asimismo, algunas
preparaciones celulares pueden ser mal interpretadas debido a procesos inflamatorios de
diversa naturaleza, al sistema de prepracién del frotis, o a la subjetividad propia del médico
anatomopatologo que realiza el diagnéstico.

El método de Papanicolau tiene una alta especificidad (relacion entre el resultado vy la
patologia). Sin embargo presenta una baja sensibilidad ya que no permite detectar las
portadoras asintomaticas. En el curso natural de la infeccion, el contacto con el virus precede
al desarrollo de la lesion. Existe un periodo ventana en el cual la lesion es asintomatica, pero
el virus esta presente en la mucosa genital. La deteccion de VPH permite prevenir la lesién
antes de que aparezca, especialmente en los casos de contactos sexuales dudosos o cuando
ya se han detectado lesiones en el compafero sexual.

La relacion entre la infeccion por papilomavirus y el cancer ha sido demostrada en
numerosos estudios durante las dos Ultimas décadas. Los datos acumulados indican que la
asociacion es de tipo causal y que los papilomavirus son los Unicos agentes etioldgicos



necesarios para el desarrollo de las lesiones, al margen de otros cofactores de cada individuo
gue también pueden ser determinantes.

Entre los factores viricos que inciden en el desarrollo de la neoplasia, el tipo virico es el mas
importante. El principal factor de riesgo para el desarrollo de las neoplasias cervicales es la
infeccién por papilomavirus de alto riesgo. La mayoria de las lesiones debidas a
papilomavirus de bajo riesgo remiten espontaneamente, mientras que practicamente todas
las lesiones de alto grado estan asociadas a papilomavirus de alto riesgo. De esta forma, la
deteccion de papilomavirus de alto potencial oncogénico permite considerar que una lesion
precursora puede evolucionar rapidamente hacia un carcinoma invasor de cérvix. Asimismo,
dentro de los papilomavirus de alto riesgo, cada tipo virico tiene un riesgo relativo especifico.
Algunos tipos presentan un riesgo relativo casi 10 veces superior a otros. De esta forma, la
identificacion precisa del papilomavirus causante de la infeccion es un dato importante para
estimar el potencial evolutivo de las lesiones. La identificacién del tipo virico aporta mayor
informacion que la discriminacion genérica entre papilomavirus de alto y bajo riesgo.

Otro aspecto que hace conveniente la identificacion de los papilomavirus es la utilizacién de
las vacunas profilacticas actualmente disponibles: Gardasi® (Merck Sharp & Dohme Corp.®)
y Cervarix® (Glaxo Smith Kline®). Estas dos vacunas son especificas de los tipos de alto riesgo
16y 18, y en el caso de Gardasil ademas protege contra los tipos de bajo riesgo 6 y 11,
asociados a condilomas. Adicionalmente, ambas presentan una proteccién parcial frente a
otros papilomavirus filogenéticamnete emparentados a los anteriores. El hecho de que estas
vacunas confieran proteccion sélo frente a determinados tipos, hace indispensable disponer
de sistemas de identificacion de papilomavirus. Esto es indispensable en las lesiones
presentes en mujeres vacunadas con objeto de estimar la eficacia de la vacunacion, asi como
en los casos en los que el compafiero sexual presenta una lesion y es necesario conocer el
grado de proteccion.

Por estos motivos, la deteccion e identificacién de los papilomavirus es una importante
herramienta para diagnosticar precozmente y determinar el potencial evolutivo de las
lesiones cervicales. En este trabajo, se presenta un método para la deteccion y la
identificacion de los papilomavirus mucosotrépicos, que puede ser usado en la practica
clinica, ya que cumple los requisitos necesarios para su uso en el laboratorio de rutina.

1.2 Utilizaciéon de una PCR consenso para la deteccion de papilomavirus

La estrategia mas utilizada para la deteccion e identificacion de papilomavirus mediante PCR
se basa en la amplificacion de regiones mas o menos conservadas del genoma virico. Muchos
autores se han basado en las similitudes de secuencia de los ORFs L1, E6, E7 y E1 de los
diferentes papilomavirus (Manos et a/ 1989; Gregoire et al, 1989; Fujinaga et a/ 1991;
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Snijders et a/ 1991; Evander et a/ 1992; Contorni y Leoncini, 1993; Pizzighella et a/ 1993;
Shamanin et a/, 1994; Zheng et a/, 1995).

En el presente trabajo, se realizd un alineamiento de las secuencias de los genomas
completos de los tipos de VPHs mucosotrdpicos representativos de las especies mas
frecuentes. Se determin6 que el ORF L1 es la region mas conservada del genoma por lo que
se consider6 que es una regién Optima para el desarrollo de un método de deteccion
genérico. Dentro del ORF L1, se observd que existian varias regiones adecuadas para el
disefio de oligonucledtidos genéricos, y entre ellas las secuencias homodlogas a los
oligonucle6tidos MY11 y MY09 (Manos et a/, 1989) por lo que se considerd que éstas podian
ser utilizados para la deteccion del conjunto de los papilomavirus mucosotropicos. No
obstante, éstos oligonucleétidos fueron diseflados a partir de las secuencias de los VPHs 6,
11, 16, 18 y 33 (Unicos tipos totalmente caracterizados de los 20 Papilomavirus genitales
descritos hasta ese momento).

En el presente trabajo se estudid la validez tedrica como iniciadores de la PCR para la
amplificacién del conjunto de VPHs mucotropicos, incluyendo las especies descritas mas
recientemente. Para ello se analizd la homologia de las secuencias diana de MY11 y MY09
con el fin de comprobar su validez para una deteccién de amplio espectro, de acuerdo con la
aproximacion teodrica sugerida por Zheng et aj 1995 (85 % de similitud entre el
oligonucledtido y su diana). Se estim6 que estos oligonucledtidos permiten detectar todas
las especies de papilomavirus mucosotrépicos, a excepcién de Alpha-14, Gamma-6 y
Gamma-8, si bien los resultados practicos demuestran que el tipo 71 (Alpha-14) ha sido
detectado en 15 muestras lo que indica que estos cebadores son adecuados para la
deteccion al menos de este genotipo.

Algunos autores cuestionan la utilizacion de los oligonucle6tidos MY11 y MY09. Bernard et a/
(1994) en base a un estudio tedrico, indica que estos oligonucledtidos no resultan adecuados
para la amplificacion de los tipos mucosotrépicos 30 y 43, asi como los cutaneos 2, 3, 7, 10,
27, 28 y 29. Por otro lado, de acuerdo con el criterio anteriormente expuesto (85 % de
similitud entre el oligonucledtido y su diana) no deberian detectarse los tipos 30, 34, 42, 43,
51, 54, 56 y 74. No obstante, los tipos 42 y 54 si se han detectado en muestras clinicas en el
presente trabajo, lo que pone de manifiesto la arbitrariedad del criterio anterior. Todas las
posibles excepciones se deben a la incapacidad del oligonucle6tido MY09 de hibridar con
algunos tipos viricos.

En el transcurso de este trabajo, se disefiaron otros oligonucleétidos genéricos a partir de
secuencias parcialmente conservadas del ORF L1, combindndolos en ocasiones con MY11 y
MYO09. Estos ensayos ofrecieron resultados irregulares al ser usados como iniciadores de la
PCR por lo que se descartd su utilizacion en un método de deteccion (resultados no
presentados). De forma global, la pareja de oligonucleétidos MY11-MY09 ofrecieron el mejor



resultado adn a costa de renunciar a la deteccion de algunos tipos viricos, si bien
pertenecientes a las especies Alpha-14, Gamma-6 y Gamma-8, de menor relevancia clinica, al
tratarse de virus de bajo riesgo, y epidemiolodgica.

1.3 Genotipado mediante el analisis de fragmentos de restriccion (RFLPs)

Uno de los objetivos planteados fue el desarrollo de un sistema de tipado de amplio
espectro, inequivoco, robusto y de facil implementacion en el laboratorio clinico. Aunque el
método de referencia para el genotipado virico es la secuenciacion del ADN, esta técnica no
es de aplicacién en el laboratorio de rutina, debido al alto coste y al requerimiento de
manipulacién. Como método de tipado alternativo a la secuenciacion se optd por el analisis
de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs de Restriction Fragment
Length Polymorphism). A continuacion se indican las principales ventajas e inconvenientes
del uso de este método:

VENTAJAS INCONVENIENTES

) Lo . Lo Manipulacion superior a la de otros métodos
Manipulacién inferior a la secuenciacion .
modernos (p.e. PCR a tiempo real)

Especificidad comparable a la secuenciacion Menor sensibilidad debida al uso del gel de agarosa

Robustez (debido a la alta especificidad de las Polimorfismos en las dianas de restriccién
endonucleasas por sus sitios de restriccion)

Cost Requiere personal cualificado (dificultad para la
ostes , . I
interpretacion los patrones de restriccion)

Facil implementacion en sistemas sanitarios de paises . , .
Aceptacion decreciente en los laboratorios modernos

en vias de desarrollo

Tabla 34. Ventajas e inconvenientes de la utilizacién del andlisis de los fragmentos de restriccién como método
de identificacion de papilomavirus.

En el presente trabajo se realizé un meticuloso estudio tedrico de enzimas de restriccion y de
los tampones de digestién en los cuales tenian maximo rendimiento. Para elegir las enzimas
incluidas en el estudio tedrico previo, se establecieron una serie de consideraciones:

1) Compatibilidad entre los tampones de restriccion y el tampon de PCR
Esta condicion se impuso con el objetivo de que las enzimas finalmente seleccionados fueran

activos en el tampon de PCR, de manera que las digestiones pudieran realizarse directamente
en la mezcla de la reaccién de amplificacion, simplificando todo el proceso.
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Los tampones de restriccion disponen normalmente de 4 componentes: un agente
tamponante (Tris-HCl o Tris-acetato), un agente salino (NaCl, KCl, CH3;COOK), un cofactor
para la enzima (MgCl,) y algun estabilizante de la enzima (BSA, DTT, p-mercaptoetanol,
gelatina, detergentes, etc). El tampon de PCR consta de los mismos componentes que los
tampones de restriccion, si bien las condiciones Optimas para la actividad de la Taq
polimerasa determinan que el pH y la fuerza i6nica deban mantenerse dentro de unos
margenes muy estrechos.

Con la intencién de conseguir la maxima compatibilidad entre los tampones de PCR y la
digestién con enzimas de restriccion, se consider6 adecuado utilizar la Taq polimerasa
comercializada por Roche Applied Science (referencias indicadas en el apartado de materiales
y métodos) y su tampdn de reaccién correspondiente (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 0,005% Brij-35™ y pH 8,3). Este tampén es de baja fuerza idnica, y su pH medio-alto
es adecuado para muchas enzimas de restriccion.

Una vez seleccionados la Taq polimerasa y el tampon correspondiente, se valoraron las
enzimas de restriccion cuyos tampones de digestién 6ptimos tenian una composicion similar
al primero. También se incluyeron aquellas enzimas que no requieren condiciones demasiado
estrictas, a pesar de que sus tampones Optimos respectivos no tenian composiciones
similares al tampén de PCR mencionado anteriormente. En la tabla 34 se muestran las
enzimas de restriccion seleccionados en aplicacién de este criterio.

2) Temperatura 6ptima de digestion

La mayoria de las enzimas de restriccion presentan su actividad méaxima a 37 °C. Sin
embargo, ciertas enzimas tienen diferentes temperaturas 6ptimas (25-65 °C). En el caso de
las digestiones mdltiples, las enzimas que intervienen deben tener la misma temperatura
optima. Con el fin evitar incompatibilidades por esta causa, se descartaron las enzimas con
temperaturas 6ptimas diferentes a 37 °C: Apal, Bc/1, BsiY1, Bsm]1, Bst X1, Sfily Tru 9L

3) Pérdida de especificidad de las endonucleasas en condiciones “no 6ptimas”

Determinadas endonuclesas pierden o “relajan” su especificidad en el reconocimiento de su
diana cuando la reaccidn no se realiza en las condiciones 6ptimas. Esta caracteristica también
se conoce como “actividad Star’. Se da especialmente en condiciones de baja fuerza idnica
(<25mM), pH alto (>pH 8), cantidad de enzima excesiva (>100 unidades/ug ADN), excesiva
cantidad de glicerol (>5% glicerol), presencia de disolventes organicos (DMSQO, etanol, etc) o
sustitucion del catiobn Mg®* por otro catién divalente (Mn?*, Cu?*, etc.). Se descartaron para
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este estudio las enzimas que pueden presentar esta caracteristica: £co RV, Hindlll, Hinfl, Pvu

Iy Xmnl.

Aflll Alul Alw26l  Apal  Alwadl Avall Aval Avrll Bbs1 Bbvl
Bell Bfrl Bg/ll Bsa Bl Bsall BsaOl  BsaWI BsiEl Bl Bsm1
BsoFl  Bspl286  BsrBl BsrDI BsrFl BsrGI Bst NI Bst Ol Bst Ul Bstxl
Cfol Clal Csp 451 Dpnl Dral EcoICRl  £coRV Fok1 Haell Haelll
Hhal Hpall ~ HinP1l  Hincll  Hindll  Hipddl  Hinfl Kas1 Mbol Mboll
MnlT  MsaAll  Msel Ms/1 Mspl Munl Mvnl Ncil Nhel Nspl
Purll Rsal Sacll  Sau3Al  Sau 96l SH1 SAl Sna Bl Spel Sphl
Stul F91  Tth1111  Xbal Xem1 Xhol Xholl Xmal Kl

Tabla 35. Enzimas de restriccién pre-seleccionadas para ser utilizadas en el método de genotipado de
papilomavirus mediante RFLPs. De entre las enzimas compatibles con el tampén de PCR (todas las mostradas en
la tabla) se excluyeron las que tenian temperaturas 6ptimas de digestién diferentes a 37 °C (tachadas en azul) y
las que pueden presentar actividad star (tachadas en rojo).

1.4 Construccion de los mapas y patrones de restriccion del fragmento MY11/MY09

A partir de las endonucleasas de restriccion pre-seleccionadas, se construyeron y analizaron
los mapas de restriccion del fragmento MY11/MY09 de los papilomavirus mucosotrdpicos.
Cada mapa de restriccion se estudio individualmente, con objeto de determinar las enzimas
apropiadas para facilitar su identifiacién. Se siguieron los siguientes criterios para la seleccion

de las enzimas:

- Menos de 5 dianas de restricciéon dentro del fragmento MY11-MY09 con objeto de no
generar fragmentos demasiado pequenos, dificiles de visualizar en geles de agarosa.

- Dianas de restriccion en zonas no conservadas

- Dianas de restriccién presentes en el mayor nimero posible de papilomavirus.

Se estudiaron los mapas y patrones de restriccidn que se obtienen mediante digestiones
simples y mdltiples con las enzimas que cumplian los requisitos anteriores. Como resultado
de este estudio tedrico se establecié una combinacién de dos digestiones simultaneas con
las enzimas Rsa 1 y Alu I+Hae Il que permite el genotipado de los papilomavirus
mucosotropicos con un alto grado de discriminacion. La enzima Rsal digiere el fragmento
MY11-MY09 de la mayoria de los genotipos, y en distintas posiciones. Permite discriminar
algunos VPHs directamente (tipos18, 54, 6, 55, 13, 68 y 40) sin necesidad de evaluar la
segunda digestion. En cambio tiene el inconveniente de presentar una diana conservada en
la mayoria de los genotipos, que genera un fragmento de 72 pb aproximadamente. Las
enzimas A/l y Ha€elll presentan dianas en muchos genotipos y generan fragmentos

complementarios, por lo que son adecuados para su uso simultaneo.
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1.5 Control interno de amplificacion
1.5.1 Utilidad del control interno de amplificacion en la deteccion de papilomavirus

Se han descrito posibles causas que generan falsos negativos en las técnicas de detecciéon de
agentes viricos. En las técnicas de deteccion de papilomavirus, la causa principal es la
presencia de hemoglobina y mucopolisacaridos en la mezcla de amplificacion. La
hemoglobina impregna el escobillén cervical debido a pequefias lesiones que el ginecdlogo
realiza cuando efectla la toma. Debe considerarse que la primera manifestacion clinica del
cancer cervical es la metrorragia y que los tejidos con lesiones son mas proclives al sangrado.
La presencia de mucopolisacaridos en la muestra es muy comln debido a la propia
naturaleza de la toma. En ocasiones el método utilizado para la purificacién de acidos
nucleicos no elimina completamente estos componentes, de forma que pueden actuar como
inhibidores de la PCR.

Para evitar los falsos negativos, es indispensable utilizar un sistema de control interno (CI) de
amplificacién que generan un producto de amplificacién distinguible del que se obtiene a
partir de los papilomavirus. En las muestras negativas, la ausencia de amplificacion en el CI
indica que se ha producido una inhibicién de la PCR, y por tanto el resultado no es valido.

El método descrito incluye un sistema de CI que utiliza como molde una construccion
artificial de ADN heter6logo obtenida mediante PCR, introducida directamente en la mezcla
de amplificacién. Este sistema ha permitido detectar gran cantidad de falsos negativos
debidos a la inhibicion de la PCR, en las 9734 muestras estudiadas en el periodo 2003-2010.
La mayoria de las muestras que inicialmente presentaron inhibicién fueron re-procesadas
utilizando un sistema de purificacion de ADN que permite obtener un ADN de mayor pureza,
y finalmente muchas pudieron ser analizadas e informadas. No obstante, en 35 muestras no
se consiguié eliminar la inhibicién, por lo que fueron informadas como “no valorables” y se
recomendo la realizacidon de una nueva toma. El sistema de control interno implementado ha
demostrado su utilidad en la deteccion de la inhibicién de la PCR en las muestras clinicas
analizadas.

1.5.2 Utilizacion de ADN exdgeno vs ADN genémico humano como molde para el CI

Tal y como se ha indicado en el apartado de Introduccién, hay varios parametros a considerar
en la implementancion del CI: composicion del molde, procedencia del mismo, concentracion
y etapa en la que se introduce. La eleccion de las opciones disponibles para cada uno de
estos parametros determina la estrategia del control interno.
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La utilizacion de ADN de origen exdgeno, tales como plasmidos, ADN de fagos o
oligonucleotidos sintéticos, se contrapone al uso del ADN genémico humano presente en la
muestra. Un gen tradicionalmente utilizado es el de la beta-globina humana. Esta estrategia
permite verificar el proceso de purificacion de &cidos nucleicos, ya que la deteccién del
producto de amplificacion del CI indica que se ha purificado correctamente el ADN humano.
Sin embargo, cada método de obtencién de acidos nucleicos tiene un rendimiento
especifico, por lo que no es posible controlar la cantidad del mismo que se co-purifica junto
al patégeno. Esto determina que el ADN humano que es co-amplificado pueda encontrarse
en exceso o en defecto en la mezcla de amplificacién. En el primer caso, puede dar lugar a la
amplificacién preferente del Cl y a la utilizacion excesiva de los recursos de reaccion, y por
tanto a una pérdida de sensibilidad en la deteccién del patdgeno por un efecto de
competicion. En caso de defecto, puede dar lugar a la no deteccion del CI, y por tanto a
considerar la muestra como “no valorable”, interpretdndose que hay una “inhibicion”
inexistente.

Los sistemas basados en ADN de origen exdgeno evitan este problema, ya que la cantidad
del mismo estd controlada. Esta circunstancia es muy importante en los métodos de
deteccion del ADN de papilomavirus, ya que en las tomas cervicales la cantidad de celulas
obtenidas es variable y en consiguiente la cantidad de ADN humano purificado.

1.5.3 Introduccion del ADN exégeno en la mezcla de amplificacion vs protocolo de
purificacion de ADN de la muestra

Los componentes del CI (ADN exdgeno y sus cebadores) pueden introducirse durante la
purificacion del ADN o directamente en la mezcla de PCR. La opcidon maés utilizada en los
métodos comerciales es afiadir el ADN molde en las primeras etapas de la purificacién,
habitualmente en el tampon de lisis de proteinas, y los cebadores en la mezcla de reaccién.
Asi se consigue verificar la purificacién del ADN de forma analoga a la utilizacién de ADN
humano de la muestra.

De la misma forma, esta estrategia tiene el inconveniente de que no permite controlar la
cantidad de ADN molde que finalmente alcanza la PCR, y por tanto la posible competencia
con el patdégeno por los recursos de reaccidén. Esta circunstancia es importante en los
métodos comerciales que no incluyen un sistema de purificacion propio, tales como los
productos comercializados por compaiias como Cepheid (excepto la linea GeneXperd,
Fast-track, Seegene, Progenie molecular, etc. También afecta a los métodos artesanales o /n
house.
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La introduccion del molde del CI directamente en la mezcla de PCR permite ajustar con
precision la cantidad del mismo, de forma que se evita la competencia en desventaja para el
patoégeno, lo que paraddjicamente puede generar un falso negativo en las muestras con baja
carga viral.

1.5.4 Utilizacion de un ADN exoégeno “heterologo competitivo” vs ADN exdgeno
“estandar” como molde del CI

Las construcciones artificiales habitualmente utilizadas como molde del CI, generalmente
plasmidos, pueden utilizarse sin modificaciones (sin insertos) en cuyo caso, la mezcla de
amplificacién debera incorporar el propio plasmido como molde y unos cebadores
especificos. En cambio, es posible disefiar construcciones que comparten los cebadores con
el patégeno, aunque el producto obtenido sea distinto en tamafio y secuencia al del
patogeno. Esta estrategia comporta ventajas adicionales:

1) No es necesario afiadir oligonucleétidos especificos del CI (ya que son los mismos que los
del patodgeno). El Unico componente que se introduce en la PCR es la propia construccion
artificial, lo que supone un ahorro en reactivos y una simplificacion de la mezcla de reaccion.

2) Se incrementa la competencia entre el molde del CI y el patéogeno por los recursos de
reaccibn ya que deben compartir los cebadores, ademas del resto de reactivos. Esta
circunstancia puede ser aprovechada para minimizar la potencial merma de sensibilidad que
supone dedicar recursos de reaccion a la amplificacién del CL. Para ello, la amplificacién del CI
debe gestionarse en condiciones de desventaja competitiva, utilizando concentraciones
criticas del molde del CI y utilizando condiciones de reacccidon que favorezcan la deteccion
del patogeno en detrimento del CL

Cabe destacar que en muchas ocasiones la inhibicion de la PCR no es completa sino parcial, y
no impide detectar el patdgeno aunque suponga una merma en la sensibilidad. El fenédmeno
de la competencia Cl-patégeno permite monitorizar el grado de inhibicion de la muestra en
el caso de las inhibiciones parciales, ya que la cantidad de producto de amplificacién
correspondiente al CI que se visualiza en el gel de agarosa es un indicador relativo de la
presencia de inhibiciones (figura 48).

La utilizacion de un CI competitivo permite también prevenir la generacién de productos
inespecificos, tal y como puede observarse si se comparan las figuras 35, 46 y 47 (la primera
sin Cl y las segundas con CI). Los cebadores MY11 y MY09 amplifican al menos ocho regiones
del ADN gendmico humano (secuencias con numeros de acceso AJ831569-AJ831576;
resultados no publicados) generando en ocasiones productos de tamafio similar al de los
VPHs. Esta caracteristica puede favorecer la generacion de falsos positivos, que sin embargo
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puede evitarse con el uso del CL La adicion del control interno, canaliza los excedentes de
reactivos no utilizados en el caso de las muestras negativas, de forma que se evita la
formacién de los productos inespecificos y eventualmente ayuda a evitar la generacién de
falsos positivos.

1.5.5 Obtencién del molde para el CI mediante PCR vs clonacion

La obtencion de un molde plasmidico para el CI a menudo implica la clonacion de un inserto
heter6logo en un vector de clonaje (Deer et al, 2010). Esta estrategia implica preparar
construcciones especificas para cada patégeno mediante el laborioso proceso de clonacion.
Esto significa varios dias de trabajo en el laboratorio y unos considerables costes de reactivos
y mano de obra.

La estrategia de CI propuesta en el presente trabajo consiste en la obtencién de un amplicon
formado por ADN heterdlogo. Para ello se ha utilizando el par de oligonucleétidos
heterélogos MY09-FQ y MY11-FQ y como molde ADN gendémico humano. Tal y como se
describe en los resultados, la secuencia del oligonucle6tido MY11-FQ esta formada por la
secuencia del oligonucle6tido MY11 en el extremo 5" y una secuencia complementaria al gen
CFTR en el extremo 3. El oligonucleétido MY09-FQ esta disefiado de forma analoga.

La principal ventaja de este sistema es la facilidad y rapidez en el disefio y la obtencion del
molde para el CI, frente a la utilizacion de plasmidos o fagos que supone al menos realizar
cultivos bacterianos para obtenerlos, y en el caso de que se precise una construccion de ADN
especifica recurrir a la clonacion del fragmento.

La construccion MY11-CFTR-MYQ9 se obtiene directamente mediante PCR. Una vez obtenido
el amplicon, éste puede incluirse como un reactivo mas en la mezcla reaccién utilizada para
la deteccién de VPHs, y puede ser co-amplificado por los cebadores MY11 y MYO09. La
reaccion de amplificacién para la obtencidén del amplicon MY11-CFTR-MYQ9 debe realizarse
una sola vez, ya que el producto obtenido debe utilizarse diluido y es suficiente para realizar
del orden de 10° reacciones de deteccion de papilomavirus. Esto se traduce en una
importantisima reduccion de costes, ya que solo es preciso adquirir los oligonucleétidos
heter6logos MY11-FQ y MY09-FQ, que presumiblemente sélo van a ser utilizados una vez, y
la realizacion de una Unica reaccién de PCR. Dados los precios actuales, los materiales
necesarios no superan los 20 euros. En la mezcla de amplificacion para la deteccién del
patégeno no es necesario afadir ningln componente adicional, tan sélo el amplicdn del C,
que se co-amplificara junto al patégeno utilizando los mismo cebadores MY11 y MY09
utilizados para la deteccion de VPHs.
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Una ventaja adicional de esta estrategia es que la mezcla de amplificacion incorpora la
minima cantidad de componentes. Tan solo se introduce el amplicon MY11-CFTR-MY09 y en
una dilucién 10°® 10 aproximadamente (dependiendo del rendimiento del PCR original). Este
hecho permite incluir otros componentes, tales como cebadores para la deteccién de otros
patogenos, sin saturar la mezcla de amplificaciéon y facilitando la puesta a punto de
reacciones con multiplexado.

El inconveniente principal de esta estrategia es la necesidad de ajustar con precisién la
concentracién del amplicon heterélogo MY11-CFTR-MY09 en la mezcla de reaccién. Dado
que la PCR preparativa para la sintesis del amplicdn rinde una enorme cantidad de producto,
su utilizacion directa en la PCR para la deteccion del patégeno absorve todos los recursos de
reaccion (la eventual concentracion del patdégeno es incomparablemente menor que la del
amplicon). Por esto es necesario realizar un ajuste preciso de la concentracion del molde del
CI hasta su limite de deteccion. En la practica es conveniente realizarlo en cada lote de
produccion, siguiendo el mismo procedimiento que se indica en el apartado 1.5.4.

En definitiva se puede considerar que la estrategia propuesta es un sistema practico y
sencillo de implementar un control interno de amplificacién competitivo heterélogo en una
reaccion de PCR. Permite prevenir eficazmente los falsos negativos monitorizando
relativamente el grado de inhibicidn, y ajustar las condiciones de reaccion para evitar la
competencia en desventaja para el virus. Asimismo, permite prevenir la generacion de falsos
positivos debidos a la amplificacion inespecifica de secuencias humanas.

1.5.6 Identificacion de papilomavirus utilizando el control interno de amplificacién

La secuencia del producto de amplificacion del CI no presenta ninguna de las dianas de
restriccion de las enzimas Rsal, Aluly Hae I, utilizados en el método de tipado, de forma
que no interfiere en la interpretacion de los patrones de restriccion.

1.6 Valoracion de la vigencia del método descrito

Se han publicado innumerables métodos para la deteccién e identificacion de papilomavirus,
que combinan la amplificacion por PCR del fragmento MY11-MY09 con el genotipado
mediante el analisis de los fragmentos de restriccidon (RFLPs). Manos et a/ (1989) disefiaron
este par de oligonucleétidos y describieron un método de tipado basado en una digestion
simultanea con 6 enzimas de restricciéon. Este protocolo permite discriminar entre 20
Papilomavirus mucosotrdpicos. Aunque el sistema de tipado queda actualmente muy
obsoleto, la principal aportacion de estos autores es el gran acierto en el disefio de estos
oligonucleotidos cuyo uso estd ampliamente extendido.
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En la actualidad, esta estrategia es ampliamente utilizada en los laboratorios asistenciales,
especialmente en técnicas artesanales o /n house (Santiago et a/ 2006; Nobre et a/ 2008;
Bianchi et al, 2013; Figueiredo et al, 2013; Chen et al, 2013; de Almeida et al, 2014). Santiago
et al (2006) proponen un sistema basado en el amplicbn MY11-MYQ9 vy la digestién con la
enzima HpyCH4V Unicamente. Nobre et a/(2008) muestra un sistema basado en la digestion
del producto consenso MY11-MY09 con las enzimas Psfl, Haelll, Ddel y Rsdl y el analisis
electroforético en gel de poliacrilamida. En definitiva su uso estd muy extendido tanto con
fines diagndsticos como epidemioldgicos.

Respecto a los productos comerciales, en la actualidad existen gran cantidad de productos
que continuian utilizando los oligonucleétidos MY11/MY09 (o las variantes PGMY11/PGMY09)
para la deteccion de los papilomavirus. En cambio, la técnica de RFLPs es cada vez menos
utilizada en este &mbito, al contrario de lo que sucede con el uso artesanal o /n house, y ha
sido desplazada por técnicas de hibridacion como dot-blot o arrays.

Actualmente el Unico sistema comercial disponible basado en RFLPs es Papitype (Progenie
molecular, Valencia; Espafia). Este producto permite la identificacion de la mayoria de los
papilomavirus mucosotrépicos, siendo el reactivo comercial de mayor espectro. Si bien es
cierto que actualmente se han descrito mas de 200 genotipos de papilomavirus, la mayoria
de los nuevos tipos descritos representan un porcentaje muy pequefio de las muestras
estudiadas en la practica clinica. Por otro lado, este fendmeno afecta todavia en mayor
medida a los sistemas basados en hibridacién gendmica. Papitype presenta una especificidad
s6lo superada por la secuenciacion.
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2. Resultados obtenidos en el estudio de muestras clinicas (periodo 2003-2010)
2.1 Estadisticas obtenidas con la utilizacion del sistema descrito en el presente trabajo

El estudio realizado ha contado con 9.734 muestras clinicas, una cifra estadisticamente
significativa. Los resultados obtenidos son comparables a los obtenidos en otros estudios
que parten de poblaciones de muestras similares utililizando el Linear array (Roche) basado
en un dot-blot reverso: Figueiredo et a/ (2013), Aliaga et a/ (2014) obtienen entre 28-45% de
positivos.

Los resultados obtenidos muestran una baja frecuencia de muestras portadoras de
co-infecciones, en comparacidon con otros estudios. Cabe destacar que el ndmero de
co-infecciones depende del método utilizado. Mientras que los sistemas basados en
hibridacion gendmica permiten detectar facilmene las co-infecciones, los sistemas basados
en secuenciacion y/o andlisis electroforético son menos eficaces para este proposito.

Respecto a la distribuciéon de los diferentes genotipos, los resultados indican que existe una
gran diversidad de genotipos en las muestras precursoras de cancer cervical. El tipo mas
frecuentemente detectado es el VPH 16 (25,14 %) seguido de VPH53, VPH31, VPH66 vy
VPH58. Los datos obtenidos son similares a los que se han descrito en la bibliografia cuando
se utilizan sistemas de amplio espectro, como secuenciacion o arrays (Pista et a/, 2011; Bonde
et al 2014).

2.2 Relacion entre el tipo virico y la gravedad de la lesion

Al intentar relacionar la gravedad de la lesidn con el tipo virico, se ha encontrado la dificultad
de que tan solo 870 (8,94 %) muestras de mujeres aportaban datos clinicos. No obstante este
numero es suficientemente significativo para extraer algunas conclusiones. Previamente se
eliminaron las muestras con resultado negativo, no valorable y aquéllas que eran portadoras
de mas de un tipo virico.

Aproximadamente el 40 % de las citologias dudosas (ASCUS/AGUS) son portadoras de VPHs,
de forma similar a las muestras con un diagnostico claro de LSIL. Este dato coincide en
innumerables estudios, en los que se detecta VPH en un alto porcentaje de las muestras con
citologia dudosa. Esto pone de manifiesto que una buena parte de estas muestras
corresponden en realidad a lesiones precursoras y podria indicar una deficiente calsificacion
de estas lesiones, que deberian haber sido clasificadas como lesiones de bajo grado. Al
mismo tiempo se pone de manifiesto la utilidad de los métodos de deteccion de
papilomavirus para discriminar entre las lesiones precursoras de otro tipo de muestras.
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El método utilizado ha permitido detectar una gran diversidad de genotipos tanto en las
lesiones dudosas como en las de alto y bajo grado (29 genotipos de referencia y dos nuevas
variantes posteriormente caracterizadas). Los estudios basados en técnicas de identificacién
menos especificas ofrecen una menor distribucion, ya que algunos tipos de menor relevancia
clinica no estan representados en algunos métodos comerciales.

Se han agrupado las muestras clasificadas LSIL, condilomas y dudosas (ASCUS/AGUS) por un
lado, y por el otro las HSIL y las tomas post-tratamiento (considerando que estas Ultimas
provienen de lesiones de alto grado o carcinomas tratados). En ambos grupos se han
detectado muchos mas tipos de alto riesgo que de bajo riesgo. En el primer grupo se ha
detectado un papilomavirus de alto riesgo en el 76,74 % de las muestras, poniendo de
manifiesto la importancia de la identificacidon del genotipo en las lesiones precancerosas y
dudosas, incluso en sus etapas iniciales.

En el segundo grupo se han detectado 17 genotipos en 57 muestras. En estas lesiones se ha
detectado un papilomavirus de alto riesgo en un 84,21 % de las muestras (89,80 % si se
consideran exclusivamente las lesiones de alto grado) evidenciando la mayor relacion entre
estos genotipos y la gravedad de la lesion. No obstante también se han detectado los
genotipos de bajo riesgo VPH 62 (1 muestra) y VPH89 (3 muestras) en muestras de alto
grado. Esto podria explicarse por una inmunosupresion o inmunodeficiencia no informadas,
o bien por una co-infeccion con un VPH de algo riesgo que no ha sido detectado. No
obstante cabe destacar que tres casos clinicos se relacionan al VPH89 lo que sugiere que este
virus clasificado junto a otros VPHs de bajo riesgo en la especie Alpha-3 presenta un riesgo
especifico mayor a lo esperado.

La clasificacion de los tipos 53, 66 y 82 como papilomavirus de alto riesgo ha generado cierta
controversia e incluso en ocasiones han llegado a ser considerados papilomavirus de bajo
riesgo. La OMS considera que deben ser considerados virus de alto riesgo aunque se
encuentran frecuentemente en lesiones benignas. Mufioz (2003) considera que el VPH82
debe ser considerado de alto riesgo, mientras que VPH53 y VPH66 de “probable” de alto
riesgo. En cambio Schiffman et a/ (2009) indican que los tipos 53 y 66 rara vez se relacionan
con cancer en infecciones simples y proponen reclasificarlos. En el presente trabajo se han
detectado estos tres genotipos como Unico virus en lesiones de alto grado, lo que sugiere
que seria correcto mantener la clasificacion de estos tres genotipos en la categoria de alto
riesgo.

Otro dato relevante es que tan soélo el 14,04 % de las muestras post-tratamiento fueron
positivas, poniendo de manifiesto la eficacia de los mismos en la eliminacién del virus y la
poca recurrencia de la infeccion.
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2.3 Relacion entre los papilomavirus y la edad

Se disponia del dato de la edad en 3.340 muestras de mujeres. El mayor nUmero de muestras
se concentra en el tramo de edad comprendido entre 20 y 39 afos: 2.213 muestras (66,6 %)
coincidiendo con la etapa de la vida de mayor actividad sexual. Las dos muestras de menor
edad pertenecian a niflas de 4 y 11 afios. Se desconoce el origen de la infeccion en estas dos
nifas, aunque puede tratarse de infeccidn perinatal (especialmente en la menor de ellas) asi
como de abusos sexuales, ya que la infeccién accidental es poco problable en el caso de los
papilomavirus.

El tramo de edad con mayor prevalencia de la infeccion es el de 20-24 (22,73 % de los
casos), un resultado equivalente al obtenido en otros estudios (Pista et a/ 2011). Dado que
en el tramo inmediatamente anterior (15-19 afos) la prevalencia del virus es tan sélo del 5,66
% y que posteriormente desciende, esto sugiere que la adquisicion de la infeccién se
produce de forma muy acentuada durante los primeros afios de actividad sexual y que la
mayoria de las infecciones revierten espontaneamente (tabla 29). Este dato coincide con el
hecho de que es la etapa de la vida en que las mujeres mantienen contactos sexuales con
mayor numero de compafieros sexuales. Por otro lado, esta observacion coincide con el
hecho de que en el tramo de 15-19 afios se observa el mayor porcentaje de genotipos de
bajo riesgo (20,14 %). Podria concluirse que las infecciones debidas a papilomavirus de bajo
riesgo tendrian un componente “juvenil” mientras que en etapas posteriores de la vida, se
detectarian genotipos de alto riesgo en mayor porcentaje. Esto podria explicarse en base a la
persistencia virica que experimentan los genotipos de alto riesgo.

Por Ultimo destacar que el tramo de edad 50-54 afios es el de menor prevalencia de la
infecciéon (el 77,42 % de las muestras son negativas en esta franja de edad) para aumentar
ligeramente en mujeres de 55 afios o mas. Esta observacion puede explicarse como una
consecuencia de la disminucidn de la eficacia del sistema inmune con la edad, o tal vez en
cambios en las actitud sexual de las mujeres o sus compaferos sexuales a partir de esta edad.
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3. Caracterizacion de dos nuevos aislados

La gran heterogeneidad de los papilomavirus implica una importante complejidad
taxondmica que actualmente esta regulada por el International HPV Reference Center, con
sede en el instituto Karolinska (Estocolmo). Este organismo se encarga de clasificar las nuevas
variantes descritas y asignarles un taxon. Para ello exige como requisito indispensable el
deposito de los nuevos genotipos, previa clonacién en un vector de clonaje. Este hecho
supone una exigencia técnica no siempre facil de cumplir, especialmente en el caso de
aquéllas muestras con baja carga viral o que han remitido espontdnemente y de las que no
es posible obtener una nueva muestra.

La variante A0383 presenta la maxima similitud con el tipo VPH72 (89 % en la regién L1) por
lo debe incluirse en la especie Alpha-3, formada por los genotipos 61, 62, 72, 81, 83, 84, 86,
87, 89, 102, 114, 125, y que tiene como referencia el VPH61. De acuerdo con los criterios
actuales este tipo podria haber sido considerado un nuevo tipo. Para ello, se iniciaron labores
de clonaje pero no se consiguieron resultados satisfactorios (resultados no mostrados) por lo
que finalmente se desistié ante la poca disponibilidad de muestra. Mas recientemente se
describi6 el genotipo VPH72b, que presenta un 82 % de similitud con el aislado A0383. Esta
circunstancia sugiere que la variante descrita finalmente podria ser considerada un nuevo
subtipo del VPH72. Dado que este genotipo no ha sido registrado a pesar del tiempo
transcurrido desde la toma (afilo 2003), puede considerarse que se trata de una extrafa
variante endémica de nuestro entorno geografico.

Respecto a la variante E1201, ésta presenta maxima similitud con el VPH86, con la que difiere
en un 8 % en la secuencia de nucleotidos del ORF L1. De acuerdo con los criterios actuales,
esta variante deberia ser considerada un subtipo del tipo 86 y por tanto también estaria
incluida en la especie Alpha-3, lo que sugiere que se trata de un virus de bajo potencial
oncogénico. En ambos casos la posible consideracion de estas variantes como virus de bajo
potencial oncogénico coincide con los datos clinicos disponibles, ya que en estudios
posteriores el tejido cervical de las pacientes se normalizd espontanemente y el virus fue
eliminado en sucesivas pruebas.

El estudio de estos genomas contribuye al conocimiento de la diversidad genémica de los
papilomavirus.
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1 El sistema de deteccién e identificacion de los papilomavirus humanos mucosotropicos
desarrollado en el presente trrabajo es adecuado para el anélisis de muestras clinicas de
rutina.

2 El sistema de control interno desarrollado permite descartar los falsos negativos debidos a
inhibiciones de la reaccién de amplificacién, sin que esto suponga una merma en la
sensibilidad del sistema. Asimismo es un sistema sencillo, practico y de bajo coste para su
utilizacién en el laboratorio. Es aplicable a otros patdgenos y puede ser utilizado también en
PCR a tiempo real.

3 El estudio de 9734 muestras de epitelio genital femenino analizadas en el periodo
2003-2010 ha permitido obtener datos estadisticos significativos en referencia a la
distribucién de genotipos en las poblaciones analizadas, la relacion de los diferentes
genotipos viricos con la gravedad de la lesion y la prevalencia de la infeccion por edades.

4 Las infecciones debidas a papilomavirus de bajo riesgo tendrian un componente “juvenil”
mientras que en etapas posteriores de la vida, se detectarian en mayor porcentaje genotipos
de alto riesgo, lo que podria explicarse en base a la persistencia virica que experimentan
estos Ultimos.

5 El sistema de deteccidn e identificacidon de los papilomavirus humanos mucosotropicos ha
permitido identificar dos aislados atipicos no descritos hasta el momento.

6 El aislado denominado A0383 presenta un 89% de similitud en la regién L1 con el
papilomavirus filogenéticamente mas cercano, el VPH 72, y un 92 % con el subtipo 72b, por
lo que debe ser considerado un nuevo subtipo del VPH72.

7 El aislado denominado E1201 presenta un 89% de similitud en la region L1 con el
papilomavirus filogenéticamente mas cercano, el VPH 86, por lo que debe ser considerado un
nuevo subtipo de éste.
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