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RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente de transmision sexual mas
comun en el mundo. Este virus causa el 99% de los casos de cancer
cervicouterino, por lo tanto, la deteccidn, genatipificacion y el grado de progresiéon
de este virus es esencial para la prevencion del cancer citado. Para esto, existe
una amplia gama de ensayos que desarrollan esa funcion. Los ensayos actuales
de genotipificacion varian entre si en su sensibilidad y especificidad; por lo cual,
el objetivo de esta tesis fue el de evaluar la genotipificacién de un nuevo ensayo
llamado Anyplex I HPV28 (H28) con el estandar de oro que es el
secuenciamiento, comparando sus resultados; y conocer las variantes del VPH
presentes en Ecuador por medio de analisis filogenéticos del VPH16 y 58, ya que
éstas presentan diferentes patologias. El secuenciamiento con Sanger (utilizando
cebadores MY) se utiliz6 para evaluar al ensayo llamado Anyplex Il HPV28
(Seegene) de multiplex PCR semicuantitativa en tiempo real, que cuenta con
tecnologia unica que permite una alta especificidad y la genotipificacion de 28
genotipos del VPH en forma semicuantitativa, viendo asi posibles coinfecciones y

su carga viral.



De 139 muestras, la concordancia entre el genotipo encontrado por
secuenciamiento y el genotipo encontrado con mayor carga viral (menor ciclo de
cuantificacion «Cq») con el kit Anyplex Il HPV28 fue de 64% (Spearman rho=
0.5615; p<0.0001); mientras que, con todos los genotipos encontrados en

coinfecciones por el kit Anyplex fue del 85.6% (Spearman rho=0.8147; p<0.0001).

Los andlisis filogenéticos del VPH 16 mostré que el 79.4% de las secuencias
analizadas, pertenecen al linaje A (Europea) y el 20.6% pertenecen al linaje D.
Por otro lado, el analisis del arbol filogenético del VPH 58 mostrd que, el 94% de
las secuencias analizadas pertenecen al linaje Ay el 6% al linaje C. La utilizacién
del secuenciamiento, que es considerado el estandar de oro para la
genotipificacion del VPH, permitié evaluar la genotipificacion de Anyplex Il HPV28
y dando muy buenos resultados en la deteccidén de coinfecciones. Este estudio
proporciona informacion sobre como mejorar la genotipificacion y el panorama
epidemiologico de las coinfecciones, mediante la evaluacion de H28. Las
secuencias analizadas dan conocimiento de los linajes del VPH presentes en

parte de la poblacion femenina ecuatoriana.



La concordancia encontrada da una moderada correlacion positiva entre el
genotipo encontrado en secuenciamiento y el de mayor carga viral en Anyplex Il
HPV 28 (rho >0.5); mientras que entre el genotipo encontrado en secuenciamiento
y todos los encontrados en coinfecciones con Anyplex Il HPV 28 tuvo una fuerte
correlacion positiva (rho >0.75).

Se identificd que el 20% de las variantes del VPH 16 pertenecen a una variante
agresiva de éste; y gracias a este estudio se puede conocer las variantes mas

frecuentes del VPH 16 y 58 en Ecuador.
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INTRODUCCION

El Virus de Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae,
caracterizado por ser esférico, sin envoltura y presentar ADN de doble cadena (1-
4). El VPH es el agente de transmision sexual mas comun en el mundo (5-7);
afectando, al menos, al 70% de los adultos sexualmente activos en algun
momento de su vida (8). EI VPH oncogénico esta asociado a mas del 99% del
cancer cervicouterino y de lesiones precancerosas (9-11). En el Ecuador, este

cancer es la primera causa de muerte oncoldgica en mujeres (12).

El VPH ha convivido y coevolucionado junto a los humanos durante miles de afos;
por lo cual, ha variado y se han creado nuevos genotipos, variantes, linajes y
sublinajes virales (13). Los genotipos mas frecuentes del VPH oncogénico en el
mundo son el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 (14,15). En el Ecuador distintos
estudios concuerdan con una alta prevalencia del VPH 16, mientras que divergen
en la prevalencia de los demas genotipos. A nivel mundial, esto se atribuye al uso
de distintos ensayos para la genotipificacion, los cuales usan cebadores distintos,

no pueden detectar los genotipos o varian en su sensibilidad y especificidad.



La deteccion del genoma o los transcriptos del VPH puede llevarse a cabo
mediante Southern y Northern blots, dot blots, hibridacion in situ (ISH), Hybrid
Capture (Qiagen), secuenciamiento, PCR, qPCR, etc (16). Las infecciones del
VPH son ampliamente diagnosticadas y genotipificadas mediante técnicas de
biologia molecular (2,7). Siendo, solamente el secuenciamiento del ADN viral

capaz de genotipificar todos los genotipos, subtipos y variantes del VPH (16).

Las variantes intratipicas que presenta el VPH pueden diferir en la patogenicidad
del virus, a pesar de que estan relacionadas filogenéticamente (17). En el
Ecuador, las variantes encontradas del VPH 16 fueron en un 85% la variante
Europea y en un 15% la Africana (18). Sin tener hasta el momento mas datos de

los otros genotipos.

La presente tesis evalud el uso en la genotipificacion al ensayo Anyplex Il HPV
28, mediante la comparacion de los resultados con el secuenciamiento, para
probar su tecnologia unica de genotipificacion y conocer las coinfecciones
presentes que no pueden ser determinadas por secuenciamiento. También
genero informacion de las variantes circulantes de los VPH de mayor prevalencia,
que son el VPH 16 y 58. Para llevar a cabo lo antes citado, se realizé los siguientes

objetivos especificos:



. Se realiz6 el diagnéstico molecular del VPH a muestras provenientes de
varias provincias del Litoral ecuatoriano.

. Se realizé la genotipificacion de las muestras positivas mediante el
secuenciamiento con el método de Sanger.

. Se realizé la genotipificacion de las muestras positivas con el ensayo
Anyplex Il HPV28.

. Se construy6 arboles filogenéticos a partir de las secuencias obtenidas de

los genotipos VPH 16 y 58.



CAPITULO 1:

MARCO TEORICO

1.1.Informacién general

1.1.1. Virus

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, caracterizado por ser
esférico, sin envoltura, con 55 nm de diametro y presenta ADN de doble cadena
(ADNdCc) (1-4). Posee una capside icosaédrica formada por 72 pentameros de su
mayor proteina, la capside (L1) (Figura 1.1); y una proteina menor, la capside (L2)
interna, que asociada a L1 forma la cubierta (2,4). Su genoma se encuentra dentro
de la capside, empaquetado a manera de minicromosoma con la ayuda de
nucleosomas celulares (2). Su genoma es de alrededor de 8.000 pares de bases
(pb) y es circular (1,2,19). A pesar de su tamafo pequefio, su biologia molecular

es muy compleja (19).



Normalmente su genoma cuenta con ocho marcos abiertos de lectura (ORF, por
sus siglas en inglés) (1). Todos los ORF se encuentran

en una sola hebra del ADN, por lo que la produccion de los ARN mensajeros
(ARNm) se lleva a cabo a partir de una sola hebra del ADN (20). Esta familia de

virus es capaz de infectar tanto a mamiferos como a aves (3,19).

Capsid protein L1

Histone “ :
|

Genomic DNA E{

b A ‘ t— )
"1'-.‘.‘ = 'rt._{

S~

Figura 1.1. Representacion estructural del VPH

Fuente: ViralZone (2010).

1.1.2. Filogenia y evolucion del VPH

Estudios en filogenia sugieren que el VPH es mondfilético, con origen en
Africa y que coevolucioné con los humanos (21,22). Se ha encontrado que existen
diferentes tasas evolutivas entre y dentro de los tipos de Papillomavirus (PV) para

los diferentes ORF (13). Por lo que la coevolucién no es el unico mecanismo que



ha llevado a la diversificacion de los PV (13). Un estudio de las variaciones del
VPH 16 y 18 encontrd una variacion del 1 al 5% del LCR (Regién larga de control)
entre las variantes predominantes en el Este de Asia, Europa y Africa. Esto
conlleva a decir, en base a la aparicion de los grupos étnicos, que la velocidad de
evolucién es del 1% por cada 10.000 afios en estos genotipos (22). La variante
Europea del VPH 16 presente en Africa, Europa y Asia indica que esta existia

antes que las otras variantes aparezcan (22).

La nomenclatura de los Papillomavirus a nivel de especie y taxondmicamente
superior esta regulada por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV,
por sus siglas en inglés), mientras que los niveles inferiores como los tipos son
regulados por el Centro de Referencia Internacional del VPH (23).

Para la tipificacion y respectiva numeracion viral se utiliza un sistema basado en
la secuencia del ADN del ORF L1 del virus y se compara su homologia con otro
tipo relacionado (23). La numeracion de un nuevo tipo del VPH es dada sélo luego
de haber sido secuenciado su genoma completo y almacenado en el centro de

referencia antes citado (23).



1.1.3. Géneros, especies y tipificacion viral

Para ser parte de un «género» diferente dentro de la familia
Papillomaviridae se debe compartir menos del 60% de identidad con la secuencia
del ORF L1 y entre el 23 al 43% de la secuencia entera del virus (19). Mientras
que, las «especies» comparten entre el 60 al 70% de identidad en cada género
(19). Los aislados del VPH son tradicionalmente llamados «tipos» 0 «genotipos»
(19). Por medio de la clonacion del genoma completo y secuenciamiento de L1 se
determina si un VPH es lo suficientemente variable (mas del 10% con respecto a
otro tipo cercano) para lograr ser un nuevo tipo de VPH (12,19,24,25). Mientras
que, un «subtipo» difiere en su secuencia génica del 2 al 10% con respecto al
genotipo original; diferencias menores a 2% (mas del 2% si es comparada con

LCR) son consideradas «variantes» (4,12,19,22).
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Figura 1.2. Clasificacion de los Papillomavirus en géneros, especies y tipos.
Fuente: de Villiers, Ethel-Michele, et al. (2004).

Hasta el momento, segun el Centro de Referencia Internacional del VPH se han
identificado 198 genotipos del VPH basado en analisis de secuencias del ADN
(23,26). La Tabla | muestra la localizacion taxondmica de los tipos del VPH hasta

la ultima actualizacion del listado de virus de ICTV (27).



Familia | Géneros (39 en total) Especie Tipos del VPH
o Alphapapillomavirus Alphapapillomavirus 1al 14 65 tipos
©
Tg Betapapillomavirus Betapapillomavirus 1al 6 51 tipos
B
E Gammapapillomavirus | Gammapapillomavirus 1 al 20 79 tipos
o
=
Q ) ) Mupapillomavirus 1
] Mupapillomavirus ) ) ]

Q Mupapillomavirus 2 3 tipos
Nupapillomavirus Nupapillomavirus 1

Tabla I. Breve representacion taxondémica del VPH.

Fuente: ICTV.

En el ANEXO A y B se muestra todos los géneros incluidos en la familia Papillomaviridae y sus tipos.

Estos han sido agrupados en dos grandes grupos, «Bajo Riesgo» y «Alto Riesgo»
oncogeénico. Algunos tipos del VPH de Bajo Riesgo (BR) oncogénico como el 6 y
11, producen condilomas benignos o verrugas y, raramente, papilomatosis
respiratoria (5,28-31) (Tabla Il). Mientras, algunos tipos del VPH de Alto Riesgo
(AR) oncogénico, como el 16 y 18, se encuentran asociados a la carcinogénesis
cervical y son considerados los tipos mas oncogénicos (5,29-31). EI VPH 16y 18
se relacionan remotamente, por lo que se los designa en grupos filogenéticos o

«especies» diferentes; estando el VPH 16 en la especie nueve y el VPH 18 en la

especie seis (22).
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Se conoce que los subtipos del VPH son raros, mientras que las variantes que

presenta cada tipo del VPH son numerosas (entre 10 a 100 variantes); pero en

comparaciéon a los virus de ARN formando cuasiespecies, es sumamente baja

(22).
Género Especie Tipos Riesgo
4
VPH 2,27y 57 VPH de bajo riesgo
5
g VPH 26, 51, 69 y 82 VPH de alto riesgo
=
> 6
g VPH 30, 53,56 y 66 VPH de alto riesgo
O 7
= VPH 18, 39, 45, 59, 68 y 70 VPH de alto y bajo riesgo
Q
©
Q 8 o
) VPH 7,40y 43 VPH de bajo riesgo
<
2 9
< VPH 16, 31, 33, 35,52, 58 y 67 VPH de alto riesgo
10
VPH 6, 11, 13,44y 74 VPH de bajo riesgo
i i 1 VPH5vy8 o
Betapapillomavirus VPH de bajo riesgo
i i 1 VPH 4y 65 o
Gammapapillomavirus VPH de bajo riesgo

Tabla Il. Tipos de papillomavirus mas frecuentes y su riesgo oncoldgico.
Fuente: (19,32).
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1.1.4. Organizacién genémica

El VPH se encuentra dividido en tres zonas o regiones llamadas: region
temprana, region tardia y region regulatoria corriente arriba (URR, por sus siglas
en inglés) o también llamada region larga de control (LCR, por sus siglas en
inglés) (1,2,33,34) (Figura 1.3). Los ORF que presenta pueden sobreponerse uno

sobre otro.

E6

URR E
Promoter and . \

URR
enhancer elements )
: O
Viral ORI
E1
Early genes
E1-Replication
E2-Replication and
/ transcription
E2

~N

E4-Viral release
E5-Immune evasion
? E6-Binds p53
L2-Minor capsid protein E7-Binds pRB

L1-Major capsid protein

Figura 1.3. Representacion de la organizacion gendmica del VPH.
Sefial de poly(A) temprana (Ae); Sefal de poly(A) tardia (Al).
Fuente: Stanley, M (2012).
Regién temprana

Esta region representa el 45% del genoma total del VPH, su funcién se centra en

el control de la replicacion viral (1). Su nombre proviene del inglés «Early: E».
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Presenta normalmente seis marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en
inglés) y en algunos tipos del VPH presenta ocho ORFs (1,4). Entre los ORF de
la region temprana del VPH y que forman polipéptidos con el mismo nombre se

encuentran los siguientes:

E1:

Es la unica enzima producida por el VPH, tiene capacidad de unirse a la secuencia
viral replicadora (ori) y presenta actividad ADN helicasa (ADN helicasa
dependiente de ATP) (26,28). Es una enzima esencial para la replicacion y
amplificacion del genoma del VPH (35). Su funcién se basa en desenrollar el ADN
viral y producir una horquilla de replicacion para que los factores de transcripcion

puedan interactuar con el ADN viral.

E2:

Esta proteina tiene como funcion la regulacion de la transcripcion, el inicio de la
replicacion y la particion viral (35). Para la replicacion viral (ademas de E1y E2)
es necesaria la secuencia ori, siendo el conjunto de estos tres componentes
necesario y suficiente para la replicacion del virus en células de mamiferos (32).

Experimentos han mostrado que E2 es esencial y juega un papel importante en



13

la replicacién viral, actuando como factor de transcripcion y de regulador de E6 y

E7 (4,32).

E4:

Actua en la maduracion y replicacion (1,2). Junto a E5 son expresados en las
capas superiores del epitelio y, conjuntamente con E1 y E2 participa en la
amplificacion del ADN viral (36). Se sugiere que E4 se une a los filamentos de
queratina e interrumpe su estructura para la liberacion del virion (36,37). Este ORF

es muy variable entre los distintos genotipos del VPH (37).

ES:

Es una proteina pequefia de transmembrana (35). Estimula la proliferaciéon y
transformacién viral (1,2). Interactua con el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) e inhibe la expresiéon de los genes
del complejo mayor de histocompatibilidad «k MHC | y MHC II» (4). Este polipéptido
estimula la produccion del ADN viral en queratinocitos primarios, y beneficia la
actividad transformante de los oncogenes E7 del VPH de AR, las proteinas ras y
el EGFR activado (32). Se ha descubierto que E5 modifica las caracteristicas

fisicas y la composicion de la membrana celular (32).
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E6:

Es una oncoproteinas transformante (1,2,19). El polipéptido E6 esta formado por
alrededor de 150aa (38). No se ha encontrado que la proteina E6 tenga funcién
enzimatica (38). Las interacciones proteinas-proteinas son las encargadas de
mediar las actividades de la proteina E6 (38). La proteina asociada E6 (E6AP, por
sus siglas en inglés) junto a la ubiquitina ligasa E3 son las primeras en interactuar
con E6 (38). La interaccion mas estudiada de la proteina E6 es la realiza con el
supresor de tumor p53. La proteina 53 (p53) normalmente esta presente en
niveles bajos y no activada transcripcionalmente; si hay dafio celular, los niveles
aumentan y se activan modificaciones post-traduccionales (38). Cuando p53 es
activada, se inicia la reparacion del ADN, la detencién del ciclo celular o la
apoptosis, dependiendo de la magnitud del dano existente (38). La activacion de
p53 también se lleva a cabo por infeccién del VPH (38).

Los VPH infectan la capa basal del epitelio, pero para su replicacion necesitan
células diferenciadas (que apagan su maquinaria de replicaciéon del ADN al
terminar su ciclo celular) (38). Por lo cual, el VPH debe activar la replicacion del
ADN celular y bloquear la actividad de p53 para replicarse (38). Los VPH de AR
bloquean la actividad de p53 mediante su degradacién por la via ubiquitina-
proteosoma (38). Para la degradaciéon de p53, E6 debe unirse al dominio de

reconocimiento de sustrato de EGAP para ser inmovilizado y uquitinado (38).
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Tanto las proteinas E6 de los VPH de AR y BR pueden interactuar con p53 y
ambos pueden unirse al extremo c-terminal, pero solo la proteina E6 del VPH de
AR puede unirse al nucleo de dominio de unién al ADN de p53 (p53DBD, por sus
siglas en inglés) (38).

Otro mecanismo en la que EG6 inactiva p53 es mediante su secuestro en el
citoplasma, utilizando su union al extremo c-terminal de p53 y enmascarando la

senal de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) (38).

E7:

Este ORF se codifica posterior a E6 y esta formado de alrededor por 100 aa,
aproximadamente (38). También es una oncoproteinas transformante (1,2,19).
Para algunas células epiteliales humanas, la expresion de E7 es suficiente para
producir la inmortalizaciéon celular, pero en los VPH de BR muestran menor
capacidad de inmortalizacion y transformacion (32). La expresion de E7 del VPH
de AR causa inestabilidad a nivel del genoma del huésped (32). Las funciones
mas estudiadas son las relacionadas a pRb/p107/p130, ya que regulan la
progresion del ciclo celular, asi como las actividades de los factores de
trascripcion E2F (32). Miembros de la familia de E2F (como E2F-1, E2F-2 y E2F-
3) se encuentran asociados a la proteina del retinoblastoma (pRb) y otros

miembros, como E2F-4 y E2F-5, interactuan prioritariamente con la proteina tipo-
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retinoblastoma 1 (p107) y la proteina tipo-retinoblastoma 2 (p130); mediante esta
asociacion las oncoproteinas virales inducen un estado de fase-S aberrante en el
ciclo celular (32). Las proteinas E7 del VPH de AR causa la transformacion celular
mediante la interaccion estequiométrica con pRb/p107/p130, activando

aberrantemente E2F (32).

Regioén tardia

Del inglés «Late: Ly, representa el 40% del genoma del virus y presenta dos genes
(L1 y L2), encargados de generar las proteinas de la capside (1,2). Una vez que
la replicacion del ADN viral se ha llevado a cabo, se expresa estas proteinas para
luego empezar el ensamblaje y completar el virion (36). La expresion de estos

ORFs se lleva a cabo en queratinocitos diferenciados (20).

L1:

Presenta alrededor de 360 moléculas formando la capside del virus (4). Los
mondmeros de L1 en su nucleo se componen de 20 a 382 residuos, con un total
de 504 aa para L1 del VPH 16; y figura como un barril § de ocho hebras
antiparalelas (39). Para generar estabilidad en el ensamblaje de la capside son
necesarios enlaces disulfuros (39). Tiene la funcion de interactuar con el receptor

celular y presenta actividad inmunogénica util para el desarrollo de vacunas (39).



17

L2:

L2 es de menor tamano y forma parte de la capside, presentando doce moléculas
en ella (4). A pesar de su funcién estructural tiene otras funciones importantes en
la localizacion de los componentes de la capside (32,39), y, se sugiere que ayuda
al transporte de la capside por el citoplasma (39). L2 contribuye a la unién del
viridon con la superficie celular y ayuda a su empaquetamiento (39). Al igual que

L1, puede ser utilizada como herramienta por su actividad inmunogénica (39).

Regién larga de control

Representa el 15% del genoma viral y controla la expresion de los genes E6 y E7
(1,2,20). La region larga de control (LCR, por sus siglas en inglés) es una regién
no codificante o URR «upstream regulatory region» que contiene muchos
elementos como el origen de replicacion (ori), regiones de unién del ADN viral con
la proteina E2, promotores para la region temprana y zonas para la union de

factores de transcripcion de células epiteliales (4).

1.1.5. Transformacioén e Integracion viral del VPH oncogénico
Algunos tipos del VPH, como por ejemplo el VPH 16, 18, 31, 33 y 45, se

encuentran fuertemente asociados al desarrollo de cancer y al desarrollo de altos
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grados de NIC «Neoplasia intraepitelial cervical» que otros genotipos (40). Esto
es debido a que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH de AR tiene una habilidad
transformante mayor que la de los VPH de BR (40). La habilidad transformante
mediante la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, quienes inactivan p53 y
miembros de la familia pRb, son vitales para el ciclo viral (41). Se ha descubierto
que la expresién de las oncoproteinas in vitro es suficiente para la inmortalizacién
celular; mientras, in vivo no lo es, por lo que se sugiere eventos genéticos
secundarios para lograrlo (41).

La integracion viral del VPH de AR oncogénico es considerada un evento clave
en la progresion de un grado NIC a cancer invasivo (42). La mayoria de los
carcinomas presentan integracién viral en el genoma del huésped (2,43). En la
carcinogeéenesis, E2 es parcialmente eliminada, aumentando la expresion de las
oncoproteinas E6-E7 (2). Estas oncoproteinas en VPH de AR bloquean las
funciones de las proteinas p53 y pRb respectivamente (2). La supresion de las
funciones de las proteinas p53 y pRb elimina la capacidad de la célula infectada
de entrar en apoptosis, logrando la inmortalizacion celular y permitiendo la
inestabilidad del genoma del huésped (2). Nuevos datos revelan que la
integracion viral al genoma huésped puede ser utilizada como marcador para la

progresion a NIC 2 o NIC 3 (42).
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1.2. Importancia de la investigaciéon del VPH

Toda persona con una vida sexual activa puede infectarse con VPH,
produciendo a veces, sintomatologia afios después del contacto sexual inicial
(8,42). Este virus puede ser propagado al tener sexo vaginal, anal u oral con una
persona infectada con el virus o asintomatica, mediante contacto de los genitales
piel con piel (8,16,28), mediante transmision vertical (de madre a hijo), e incluso,
raramente, con besos con la boca abierta «besos franceses o besos profundos»
(44-49). EI VPH, usualmente desaparece del cuerpo luego de la infeccion, sin
causar problemas de salud; pero, pueden existir infecciones persistentes que
representan un problema y peligro para la salud, como lo son las verrugas
anogenitales y el cancer (8,16,42).
El VPH infecta células epiteliales y puede causar desde verrugas, hasta neoplasia
y cancer (11). Las infecciones persistentes del VPH oncogénico pueden causar

cancer cervicouterino, de pene, anal, entre otros (6,15).

1.2.1. Infecciones multiples del VPH

Las coinfecciones con VPH ocurren comunmente (16). Las infecciones
multiples por VPH se encuentran entre el 10 al 20% de los casos confirmados del
VPH (29). Segun la literatura, la mayoria de infecciones multiples o coinfecciones

son dobles, existiendo también infecciones tripes, cuadruples y quintuples (2). En
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pacientes con citologia normal y ASCUS, ha sido encontrado que un 11.8% de
éstas presenta infecciones multiples con al menos un genotipo de AR; mientras

que con NIC1y 2 un 34.5% (2).

1.2.2. Epidemiologia molecular de los genotipos del VPH en el mundo

La presencia del VPH 16 y 18 representan el 70% del cancer cervicouterino
en el mundo (5,7,31,50). El VPH 16 es el de mayor prevalencia a nivel mundial
(29); siendo detectado entre el 54 al 55% de los casos de cancer cervicouterino y
en el 45% de NIC 2 y 3 (9). Los genotipos mas frecuentes del VPH de AR son el
16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 (14,15); y estan asociados a la produccién del 80%

del cancer cervicouterinoy de NIC 2y 3 (9).

Pais VPH 16 (%) VPH 18 (%)
Argentina 59,6 14
Bolivia 34,7 4,1
Brasil 52,2 8,7
Chile 45 5
Colombia 52,6 7.9
Cuba 57,8 6,7
Panama 46,6 15,1
Paraguay 54,7 11,1
Suriname 49 19

Tabla lll. Prevalencia del VPH en algunos paises de América.
Fuente: Lewis, Merle J. (2004).



Cancer invasivo

Tipo %
VPH 16 54,4
VPH 18 15,9
VPH 33 4,3
VPH 45 3,7
VPH 31 3,5
VPH 58 3,3
VPH 52 2,5
VPH 35 1,7
VPH 39 1,29
VPH 59 1,28
VPH 51 1,16
VPH 56 0,78
VPH 68 0,61
VPH 73 0,48
VPH 6 0,45
VPH 53 0,42
VPH 66 0,39
VPH 70 0,33
VPH 82 0,27
VPH 11 0,2
VPH 26 0,13

Tabla IV. Prevalencia de los genotipos del VPH en meta-analisis mundial.
Fuente: IARC v100 (2012).
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13.8% -

18.6% M.

Figura 1.4. Prevalencia de los genotipos de AR en varias regiones del mundo.

Fuente: IARC v100 (2012).
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1.2.3. Epidemiologia molecular de los genotipos del VPH en Ecuador
Pocos estudios se han enfocado en la epidemiologia del VPH, debido a la
subvaloracién del VPH dentro de la poblacion ecuatoriana. EI  cancer
cervicouterino en Ecuador es la primera causa de muerte oncologica en mujeres
(12). En el 2004, un estudio piloto que planteé investigar la incidencia del VPH en
mujeres (71 casos), encontré una prevalencia del 43.7% de mujeres con VPH,;
mostrando una prevalencia del VPH en el 37.5% de casos de inflamaciones de la
cérvix, 44.8% en pacientes con NIC 1 y 60% en mujeres con NIC 2y 3 (18). Los
tipos del VPH con mayor prevalencia en este estudio fue el VPH 16 (64.5%), VPH
81 (29%) y los VPH 31, 53, 56 y 58 (18).
Otro estudio realizado en el 2009, en la Provincia de Santa Elena, mostré una
prevalencia del VPH del 24.2%, con una alta prevalencia en la poblacién
estudiada (302 mujeres) de los tipos VPH de AR (VPH 16, 52, 58 y 59) y de BR
(VPH 62, 71, 72 y 83) (51).
En el 2010, Solca Guayaquil realizdé un estudio piloto con 140 pacientes, de las
cuales el 76.4% fueron positivas para VPH, distribuidos en VPH 18 con el 15.78%,
VPH 33 con el 10%, VPH 16 con el 9.29% y VPH 31 con el 5.71% (52).
Un reciente estudio del 2014, con una poblacién de 110 mujeres, mostré una
prevalencia del 72.7% para el VPH de AR (12), con el VPH16 en el 48.75% de los
casos, seguido del VPH 66 con el 11.5%, el VPH 43 con el 8.75% y el VPH 18

con el 7.5% (12).
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Algunos problemas asociados a la prevalencia de cancer cervicouterino en
Ecuador, son consecuencia de la poca rutina de someterse a examenes de
deteccion de este cancer y la falta de acceso masivo a estos examenes, ya sea

por problemas econdémicos o por logistica (51).

1.2.4. Vacunacion

Estd recomendada para mujeres y hombres, heterosexuales vy
homosexuales, en especial, para personas con sistema inmune comprometido
(8). La vacunacién en mujeres, ha sido descrita como el mecanismo de prevencion
de lesiones precancerosas y cancer cervicouterino (5,16,53).
Es conocida la expresién de E6 y E7 en tumores invasivos, por lo cual el desarrollo
de vacunas basadas en E6 y E7 ha sido impulsado (40). La capside, con sus
estructuras repetitivas es inmunogénica (39). Recientemente la vacunacién se ha
enfocado en el ORF L1 y L2 del VPH ya que estos producen altos titulos de
anticuerpos que pueden neutralizar una futura infeccion (39,40).
A medida que se descubran nuevas variantes del VPH, las nuevas vacunas deben
incorporar esas variaciones en sus formulaciones para hacerlas mas efectivas
(40). En la actualidad se encuentra disponible dos vacunas: la tetravalente

(Gardasil®; Merck & Co.) y la bivalente (Cervarix® GlaxoSmithKline)
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(16,47,54,55). Las nuevas generaciones de vacunas se centran en el desarrollo

de vacunas multivalentes como la Gardasil® 9 (56,57).

Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals)

Es una vacuna bivalente aprobada en el 2009, que protege solo contra los tipos
de AR (VPH 16 y 18) (47,58). Es una vacuna recombinante no infecciosa, con el
adyuvante AS04 que contiene a la proteina L1 recombinante del VPH 16 y 18
(58). Utiliza tres dosis para generar la proteccion y que, se realizan luego de uno
y seis meses después de la primera inyeccion (58). Para la produccion de las
proteinas L1 individuales se utiliza el sistema de vectores de expresion de
Baculovirus recombinante en un medio de cultivo rico en vitaminas, lipidos,
aminoacidos y sales minerales (58). La produccion de las proteinas L1 con el
sistema Baculovirus recombinante se realiza en células de insecto Trichoplusia ni
(58). Las proteinas L1 son liberadas del citoplasma y purificadas por medio de
meétodos cromatograficos y de filtracion (568). Al finalizar el proceso de purificaciéon
las proteinas L1 son ensambladas en particulas similares a virus (virus-like
particles, VLPs) (58). La purificacion es absorbida en aluminio y se prepara con el
sistema adyuvante AS04 en cloruro de sodio, fosfato sédico dihidrato y agua para

la inyeccién (58).
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Gardasil® (Merck & Co., Inc.)

Esta vacuna tetravalente protege al individuo contra los VPH de BR (VPH 6y 11)
y de AR (VPH 16 y 18) (59). En el 2006, la Administracion de Alimentos y Drogas
de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) licencié el uso de la vacuna
tetravalente en mujeres de 9 a 26 afios y en el 2009, en hombres, en el mismo
rango de edad (50,59,60). La inmunizacion de realiza en tres dosis, con periodos
de dos y seis meses después de la dosis inicial (59). Es una vacuna tetravalente
recombinante no infecciosa, a partir de VLPs de ORF L1 de los VPH 6, 11, 16 y
18 (59). Las proteinas L1 se producen con la fermentacion separada del
recombinante Saccharomyces cerevisiae en un medio de fermentacién con
vitaminas, carbohidratos, sales minerales, aminoacidos; y el auto-ensamblado
VLPs (59). Los VLPs son purificados por medios quimicos y fisicos, a partir de las
células de levadura, para luego ser absorbidos por el adyuvante preformado que
contiene aluminio (59). La solucion estéril final contiene los VLPs absorbidos,

adyuvante adicional con aluminio y un tampdn de purificacion final (59).

Gardasil® 9 (Merck & Co., Inc.)

Es una vacuna de nueve valencias , capaz de dar proteccién contra los VPH 6,
11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 (57). Fue aprobada en Estados Unidos, en el afio
2014, para el uso en mujeres de nueve a 26 afnos de edad. El protocolo de

inmunizacion consiste en tres dosis, con periodos de tiempo de dos a seis meses
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luego de la dosis inicial (57). Consiste en una vacuna no infecciosa, recombinante,
preparada a partir de VLPs purificados del ORF L1 de los VPH 6, 11, 16, 18, 31,
33, 45,52y 58 (57). Para la produccion de las proteinas L1 se utiliza fermentacién
separada, con la levadura recombinante Saccharomyces cerevisiae, en medio de
fermentacién con vitaminas, carbohidratos, sales minerales, aminoacidos; y el
auto-ensamblado VLPs (57). Los VLPs son purificados de las células de levadura
por medios quimicos y fisicos, para luego ser absorbidos por el adyuvante
preformado que contiene aluminio (57). La solucion estéril final contiene los VLPs
absorbidos en adyuvante adicional con aluminio y un tampdn de purificacion final

(57).

La proyeccion de vacunacion contra el VPH a nivel mundial, desde el afio 2011
hasta el 2020, se ha estimado que sera capaz de evitar medio millén de muertes
futuras, o 15,1 muertes por cada 1.000 nifias vacunadas (53). La aceptacién de
la vacuna en Estados Unidos es baja; mostrando un estudio nacional que el 54%
de nifias de entre 13 a 17 afios recibieron una dosis de la vacuna del VPH,;

mientras, que el 33% recibio las tres dosis necesarias (50).
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1.2.5. Carga viral

Las infecciones persistentes tienen la capacidad de aumentar la carga del
ADN del VPH por medio de la replicacion viral (31), por lo que la carga viral es
considerada un marcador auxiliar de infecciones persistentes del VPH (61).
La carga viral del VPH de AR parece estar dependientemente relacionada al
desarrollo de altos grados de NIC y de cancer invasivo (2,3,6,42,61). Por lo cual,
la medicion de la carga viral del VPH puede mejorar el valor predictivo,
identificando mujeres con mayor riesgo de progresion de NIC (3,61,62).
Se conoce poco acerca de la carga viral especifica para cada tipo del VPH y su
relacion con la infeccion del VPH (42). La carga viral, en su mayoria ha sido
estudiada en mujeres adultas y con presencia de NIC (42). Transmisién vertical
(de madre a hijo) del VPH puede ocurrir si la madre presenta una alta carga viral

en el momento del parto (16).

1.3. Métodos para la deteccién y genotipificacion del VPH

Las infecciones del VPH son ampliamente diagnosticadas y tipificadas
mediante técnicas de biologia molecular (2,7). Otros métodos de diagndstico,
como el cultivo y propagaciéon in vitro del virus no son practicos; ademas la

sensibilidad de métodos seroldgicos no es satisfactoria (2).
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La deteccion del genoma o los transcriptos del VPH puede llevarse a cabo
mediante Southern y Northern blots, dot blots, hibridacion in situ (ISH), Hybrid
Capture (Qiagen), secuenciamiento, PCR, gPCR, entre otros (16). Siendo
solamente el secuenciamiento del ADN viral (ADNv) capaz de detectar todos los
genotipos, subtipos y variantes del VPH (16). Para ello se debe clonar en un vector
o secuenciar directamente un amplicén generado por PCR (16).

La importancia de la deteccidon y genotipificacién del VPH y de marcadores
asociados, ha llevado al desarrollo de muchos métodos para la deteccion,

algunos de los cuales se describen a continuacion.

1.3.1. Ensayos para la deteccién del VPH

PCR de amplio espectro para detectar VPH

Utiliza cebadores generales o consensus para la deteccidon de un amplio espectro
de tipos del VPH (2). Los cebadores mas utilizados para este fin son los MY09/11,
PGMY, GP5+/6+y SPF10 (2). Estos cebadores se hibridan al ORF L1 del VPH, en
regiones conservadas o variables de éste (2,63). Luego de haber desarrollado la
PCR (conociendo la presencia del VPH) y si se desea saber el tipo especifico del

VPH presente, se puede utilizar diversos métodos como: analisis con restriction
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fragment length polymorphism (RFLP), reverse line blotting (RLB) vy

secuenciamiento del ADN amplificado (2).

El secuenciamiento es el estandar de oro para la genotipificacion de tipos del
VPH, ya que proporciona informacion util de la secuencia y de posibles
mutaciones (2). Pero el secuenciamiento normal (i.e., método de Sanger) tiene
una gran desventaja al poder existir infecciones multiples del VPH en una
muestra; esto conlleva a la generacion de secuencias mezcladas de distintos tipos
del VPH y su interpretaciéon es extremadamente dificil (2,63). El uso del
pirosecuenciamiento junto al método de cebadores de secuenciamiento multiple,
permite la deteccion de varios genotipos de una infeccion multiple a bajo costo y
con gran precision (2). Informacion basica y funcionamiento del secuenciamiento

y pirosecuenciamiento puede ser vista en el ANEXO C.

Cebadores MY

El set de cebadores MY es uno de los sistemas de amplificacion mas frecuentes
utilizados para detectar el VPH alrededor del mundo (64). Los cebadores MY
(MY11, forward y MYQ9, reverse) tienen como blanco la regién L1 generando un

amplicon de 450pb y son capaces de detectar mas de 18 genotipos (VPH 6, 11,
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16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 52, 53, 55, 56, 58, 59 y otros) (64-66). La

secuencia de los cebadores se encuentra en el ANEXO D.

Hybrid Capture 2 (HC2; Digene-Qiagen)

Este ensayo presenta alta sensibilidad para el diagnéstico del VPH en mujeres
con NIC 2 o superior (67), detectando entre VPH de AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y de BR (VPH 6, 11, 42, 43 y 44) (16,68), pero sin
la capacidad de detectar cada tipo individualmente (7). En la década pasada fue
una de las herramientas mas importantes para el diagnéstico del VPH, aunque
continua siendo ampliamente utilizada en el mundo (16,68). Es capaz de detectar
ADNv en muestras de pacientes por medio de la hibridacién de sondas de ARN
(complementaria a la secuencia de cada genotipo), con sefial de
quimioluminiscencia (16,68,69). EI ADNv es hibridado en solucién con la sonda,
formando un hibrido ADN-ARN (16). Los hibridos son capturados por anticuerpos
pegados a las paredes de una microplaca que puede reconocer especificamente
hibridos ADN-ARN (16). Estos hibridos que han sido inmovilizados son
detectados por reacciones que generan luminiscencia medibles por un
luminémetro (16). La prueba expresa sus resultados mediante unidades de luz
relativa (RLUs, por sus siglas en inglés), que es calculado como el cociente entre

la sefial de la muestra y la sefal media de los reactivos positivos (CO) del kit (69).
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La intensidad de la sefial es proporcional a la cantidad de virus presente en la
muestra, dando una medicion semicuantitativa de la carga viral (16). Las muestras
son consideradas positivas cuando el cociente RLU/cutoff (CO) es 1.0 o mayor
(16,69). Las muestras que presentan valores entre 1.0 a 2.5 deben ser
reevaluadas para confirmar los resultados (69). Si el cociente es menor a 1.0, se
debe reevaluar nuevamente la muestra y si los resultados continuan siendo

menores a 1.0 se considera como negativo (69).

Cervista® HPV (Hologic, Inc.)

Es capaz de detectar 14 tipos del VPH de AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 y 68), sin genotipificarlos (7). Presenta una sensibilidad del
100% en deteccién de NIC 3 y del 98% en NIC 2, comparandolo con HC2 (7).
Tiene una baja tasa de falsos-positivos y una alta especificidad y sensibilidad para

detectar el VPH 16y 18 (7).

INNO-LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics)

Es utilizado para monitorear infecciones persistentes del VPH (67), asi como 28
diferentes genotipos, amplificado por PCR y seguido de hibridacién reversa
(70,71). Detecta los VPH de AR y de PAR (posible alto riesgo) (VPH 16, 18, 26,

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82) y de BR (VPH 6, 11, 40,
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43, 44,54, 69, 70, 71y 74) (72). Utiliza un par de cebadores consensus llamados
SPF, que generan un amplicén de 65pb de L1 y coamplifica un gen humano
llamado HLA-DP1 de 270pb (7,16). Los amplicones son hibridados en tiras con
oligonucledtidos especificos que han sido inmovilizados; la deteccion la realiza

automaticamente el instrumento Auto-LiPA 48 (71).

Cobas 4800 HPV (Roche Diagnostic)

Es una técnica de gqPCR que permite la deteccion de 12 tipos del VPH de AR y
simultaneamente la genotipificacion de los VPH 16 y VPH 18 (7,69,73). La
amplificacion y deteccion se realiza en una sola reaccion mediante multiplex
gPCR (7,73). En esta se utilizada cuatro fluoréforos diferentes: el primero para la
deteccion de 12 VPH de AR (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68):
el segundo y tercero para la deteccidén de los VPH 16 y 18 individualmente: y el
cuarto para el control interno de B-Globina humana (7,73). Ha sido validada

clinicamente para el diagnéstico del VPH de AR (7).

Abbott RealTime High Risk HPV (ART; Abbott Molecular)
Este ensayo es capaz de detectar 12 genotipos del VPH de AR (VPH 31, 33, 35,

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y al mismo tiempo tipificar el VPH 16 y VPH 18
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(7,67,68); este ensayo puede ser utilizado para la deteccion primaria y el

seguimiento para citologias anormales (67).

1.3.2. Ensayos para la genotipificacién del VPH

PCR especifica para genotipificar VPH
Se basa en el uso de cebadores disefiados especificamente para tipificar un
genotipo determinado (2). Es un método laborioso, costoso y es usado en

investigaciones iniciales (2).

PCR Human Papillomavirus Typing Set (Takara Bio Inc.)

Este ensayo utiliza cebadores que generan amplicones entre 228 y 268pb (74).
Puede detectar los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52b y 58, asi como los VPH de BR 6
y 11 (74). Para la genotipificacién se lleva a cabo digiriendo con enzimas de

restriccion los productos de PCR y haciendo electroforesis (74).

IntelliPlex™ HPV DNA Genotyping
Este ensayo detecta 30 tipos del VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40,

42,43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 73, 81 (CP8304), 82,
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y 83) (75). Utiliza una tecnologia de perlas con cddigo de barras para detectar los
tipos del VPH de AR y BR en una sola reaccion (75). Cada uno de los codigos de
barra se encuentra unido a una sonda especifica que en el momento de la PCR
se biotiniliza (75). Se hace una mezcla con estreptavidina-ficoeritrina para poder

identificar los tipos del VPH por medio de fluorescencia (75).

CLART® human papillomavirus 2 (Genomica, S.A.U.)

Utiliza cebadores que amplifican un segmento de 450pb de L1 del VPH vy utiliza
como control interno el gen FTR, con un amplicon de 892pb (7). Los amplicones
producidos son hibridados en un microarreglo y es capaz de detectar 35 tipos del
VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56,
58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71,72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89), pudiendo asi mismo

generar resultados semicuantitativos (7).

Digene® HPV Genotyping LQ Test (Qiagen)

Los productos generados por la amplificacion de una region de L1, son
procesados por hibridacion reversa (76). Utiliza sondas para detectar 18 VPH de
AR (VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 (68a), 73y
82 (1IS39&MM4)) (77,78). Utiliza el Sistema Luminex 100 IS (Luminex Corporation)

para generar sus resultados (77).
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f-HPV typing™ kit (F-HPV)

Este ensayo permite el diagndstico molecular, detectando y genotipificando 15
VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y un STR
(Short Tandem Repeat) humano como control interno, en una sola reaccion (76).
Posee 15 cebadores que se hibridan a una region entre E6 y E7 (76). Utiliza cinco
colorantes fluorescentes para el analisis automatico de los fragmentos de ADN.

Fue desarrollado para el instrumento Applied Biosystems ABI PRISM® (76).

PANArray HPV genotyping chip (Panagene)

Este chip inmoviliza 34 sondas PNA (peptide nucleic acid) especificas para la
deteccion de 19 genotipos del VPH de AR (VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70y 73) y de 13 de BR (VPH 6, 11, 32, 34, 40, 42,
43,44, 54, 55, 62, 81y 83). El control interno es el gen de B-Globina humana (79).

Los cebadores generan un amplicon en la region L1 del VPH (79).

Linear Array genotyping HPV (Roche Molecular Systems)
Esta basado en la utilizacién del sistema de amplificacion PGMY09/11 (16).
Comunmente se lo requiere para monitorear la presencia de genotipos del VPH

especificos (67). Mediante hibridaciéon y genotipificacion detecta 37 genotipos del
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VPH, que incluye 13 de AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
68) y 24 de BR (VPH 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67, 69, 70, 71,

72,73, 81, 82, 83, 84, 1S39 y CP6108) (16,80).

PapilloCheck® (Greiner Bio One)

Permite la deteccién de 24 tipos del VPH (VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40,
42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82) en una reaccion (7).
Utiliza cebadores que genera un amplicon de 350pb de E1, junto a 28 sondas en
un chip de ADN (7). Utiliza como control interno el gen humano ADAT1 (7). La
hibridacion es llevada a cabo en el chip de ADN y luego es detectada por un
escaner de chip de ADN (7). Es capaz de detectar infecciones multiples de tipos

del VPH de AR y BR, pero aun presenta un costo elevado (7).

ANYPLEX™ || HPV28 DETECTION (H28) (Seegene Inc.)

Es un ensayo de qPCR capaz de detectar y genotipificar individualmente hasta
28 genotipos del VPH en dos reacciones (81). Este ensayo tiene el potencial de
mejorar la genotipificacion del VPH utilizando las tecnologias Dual Priming
Oligonucleotide (DPO™), Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension
(TOCE™) y el analisis semicuantitativo (Cyclic-CMTA) que se detallan a

continuacion:
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Dual Priming Oligonucleotide (DPO™)

Es una tecnologia que evita la amplificacion no especifica del ADN de interés,
dando una alta especificidad y una confiable multiplex gPCR (81). El DPO es un
cebador modificado que contiene dos segmentos que se hibridan al ADN de
interés, separados entre si por un enlazador de polydeoxyinosine «poly(l)»
(81)(82). Deoxyinosine (l) es bien conocido por tener una baja temperatura de
fusidén, debido a débiles puentes de hidrogeno (81). Este enlazador poly (1) permite
dividir al cebador DPO en dos segmentos perfectamente funcionales (81). El
segmento del extremo 5’ del cebador DPO es mas largo (aproximadamente dos
veces mas largo) que del extremo 3’; por lo cual, las temperaturas de hibridacion

son diferentes (81).

A polydeoxyinosine Linker 3'-end portion (Determiner)
"
50 a K , o
\ 5'—end portion (Stabilizer)
5"-end portion 3’-end portion
(Stabilizer) (Determiner) . .
Polydeoxyinosine Linker

Figura 1.5. Esquema de la estructura de un DPO™
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

El segmento &' tendra una mayor temperatura de hibridacién y se anillara
preferentemente primero durante la PCR (81). El segmento 5 estabilizara el

cebador DPO, mientras que el segmento 3' es el que realiza la discriminacion y
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determina la especificidad del cebador DPO. La elongacién se llevara a cabo
solamente cuando el segmento 3’ se hibride correctamente al ADN de interés (81).
El segmento 3’ al ser pequefio sélo puede hibridarse a la secuencia
complementaria correcta, dando lugar a una gran especificidad entre secuencias

similares o emparentadas.

Cuu\.'f.'ntw_m'dl DPO™ Primer
Primer
37 i
Perfect . TTTITTTITIITOOIO =t LT 111
match
Extension Extension

\.‘-
Mismatch O .. L

at 3"-end

Extension Ho extension
41 3
wismatch P -= - Non-DPO™ Primer DPO™ Primer
at b -end ) X
Extension Mo extension

Figura 1.6. Ventajas del uso de un DPO™ versus cebadores normales
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

La tecnologia DPO presenta un mayor poder de discriminacion de hasta un
desoxirribonucleétido, dando mayor especificidad a la reaccion de PCR. Los
cebadores convencionales pueden hibridarse en secuencias no especificas,

dando lugar a bandas inespecificas.
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Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension (TOCE™)

Esta tecnologia permite la deteccion de multiples ADNv de interés en un canal de
un instrumento de gPCR por reaccion, por medio de analisis de diferentes
temperaturas de fusion de plantillas artificiales (el catcher) (83). Los componentes
claves de la tecnologia TOCE™ son el cebador especifico DPO, el pitcher y el
catcher. El cebador DPO provee una alta especificidad en la hibridacién con la
secuencia de interés. El pitcher es un cebador que presenta en su extremo 5’ un
segmento que no se hibrida al ADN de interés (porcion de etiqueta) (83). El
catcher es una plantilla artificial de tamafo y temperatura de fusiéon (Tm, por sus
siglas en inglés) determinada; presenta un fluoréforo y un quencher que se
encuentran juntos debido a la estructura del catcher (83).

La reaccion comienza cuando los cebadores DPO vy pitcher se hibridan al ADN,
seguido, la ADN polimerasa con su actividad 5’ - 3’ exonucleasa libera la porcion

de etiqueta del pitcher (83).

Tagging portion
DPO™ e \ Pitcher
[ » > >

[~ D
Target

Figura 1.7. Esquema del funcionamiento de un DPO™ con el pitcher
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)
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La etiqueta liberada se hibrida con el catcher mediante complementariedad de la

secuencia.
wgging portion
090009“ .
ppPO™ 49° Pitcher
[ ~ D
090“ Target
Tm=70C @ » Catcher

()

=%

—-
L

Figura 1.8. Funcionamiento del pitcher con su etiqueta (tagging) y el catcher
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

Una vez hibridada la etiqueta en el catcher se produce la elongacién, separando

el fluoréforo del quencher y permitiendo la emision de una senal.

DPO™ Pitcher
Taggingfﬂ"iﬁi Target

Tm=70TC ¢ > Catcher ~ ~

or it N
Tm=65TC ¢ - ? Catcher

or o 2
Tm=60C < Catcher + . -

1 1 60C 65¢ 70c
W e

CatcherTm
Controlled Tm value

Figura 1.9. Funcionamiento de la etiqueta (tagging) junto al catcher
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)
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En el kit utilizado cada genotipo del VPH consta de una etiqueta (tagging) distinta.
Una etiqueta es capaz de hibridarse y elongar una secuencia marcada en
particular. El kit posee varias etiquetas con sus respectivas secuencias marcadas
y cada una de ellas posee una temperatura de fusion distinta. Esta particularidad
permite hacer la distincion y deteccidn de varios genotipos del VPH por medio de
analisis de la Tm en un solo canal.

DPO™ Pitcher
c

> Target

c
TN = 70 C e —— TN =647 G -
CatcherE \ Catcher B

< J

—_——
Tm=74 — . I I ——————————]
Catcher D Catcher A A

< N < J
Tm=69¢ g 59 64 697479 C )
Catcher C “’1 \’1 CatcherTm

Multiplexity in a single channel
Figura 1.10. Esquema de capacidad multiplex para detectar varios blancos
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)
Analisis semicuantitativo (Cyclic-CMTA)
La temperatura de fusiéon (Tm) puede ser medida durante diferentes puntos o
ciclos en la reacciéon de PCR (en los ciclos 25, 35 y 45), esto es llamado analisis

ciclico de la temperatura de fusion del catcher (Cyclic-CMTA).
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Cyclic Catcher Melting Temperature Analysis points

Amplification

@ st point

/ Cycles

@) 2nd point

35

45

€) 3rd point

Figura 1.11. Esquema del analisis ciclico de la temperatura de fusién del catcher (Cyclic-CMTA)
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

La cuantificacién de los blancos es determinada por medio de los puntos cyclic-

CMTA, basado en la concentracion de un estandar.

Principle of quantitation by cyclic-CMTA

s I cyclic-CMTA points
amples
. 0 st € 2nd € 3d Results
(copies / assay)
Standard
copestas] 10 10106 | <10
'S AN EVANR BUANR e
65°C 65°C 65°C
B R A ANRETET
65°C 65°C 65°C
c ! ] J.L <10?
65°C 65°C B5°C
D | 1 i Negative
65°C B65°C B65'C

Figura 1.12. Analisis semicuantitativo por medio del Cyclic-CMTA
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)
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D e e e—

VPH 6, 11, 26, 40, 42, 53,

54,55, 61, 62, 64, 66, 67,

69,70,71,72,73,81, 82,
83, 84,1539y CP6108

Linear Array genotyping HPV (Roche)

VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52,56, 58,59y 68

L1 (PGMY09/11)

VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

82

69,70,71y74

= i ™ i =
f-HPV typing™ kit (F-HPV) 52, 56, 58, 59y 68 VPH6Yy 11 E6yE7
VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics) 51, 52,53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y VPH6, 11,40, 43, 44, 54, L1 (SPF10)

Digene HPV genotyping LQ test (Qiagen)

VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68
(68a), 73 y 82 (IS39&MM4)

L1 (GP5+/6+)

PANArray HPV genotyping chip (Panagene)

VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69,

VPH 6, 11, 32, 34, 40, 42,

L1 (MY09/11,

70y 73 43,44,54,55, 62,81y 83 GP5+/6+)
VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
PapilloCheck® (Greiner Bio One) 52,53, 56, 58, 59, 66, 68,70, 73y | VPH®6, 11, 40,42,43y 44 El
82
VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
CLART® human papillomavirus 2 (Genomica, S.A.U.) 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 72, ;/:Féf' é;' ;18' ;i' gi" 4:; L1
73,82, 84, 85y 89 105 04, 18, 1L, 8LY
PCR Human Papillomavirus Typing Set (Takara) VPH 16, 18, 31, 33, 35, 52b y 58 VPH6y 11 E6y E7
VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
Kit Anyplex™ Il HPV28 Detection (Seegene) 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, VPH6, 11,40, 42, 43, 44, L1, E6YyE7
54,61y 70
73y 82
Secuenciamiento (in-house) Todos Todos DITAEORILE

cebadores usados
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© pProvisTo A LimITADO NO PROVISTO
INFORMACION PROVISTA SISTEMA DE PRUEBA
ENSAYO
GENOTIPO COINFECCIONES  [ANALISIS CUANTITATIVO HOMOGENED AUTOMATIZACION
Hybrid capture
Reaktime PCR (o) 0O
DNA Chip (0] (o)
DNA Sequencing O
Anyplex™ Il HPV28 Detection O (0] O (0] (0]

Tabla VI. Comparacion entre los diferentes ensayos para VPH
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

1.3.3. Deteccion y pronéstico de progresion con biomarcadores

Aunque muchos ensayos permiten conocer la presencia del VPH desde
etapas tempranas, solo una pequena parte de las personas infectadas desarrollan
cancer (63). Para esto existen marcadores secundarios, que permiten identificar
mujeres que presenten alto riesgo en el desarrollo de cancer (63). Por medio de
estas tecnologias el valor predictivo positivo aumenta y disminuye el exceso de
gestion en lesiones de bajo grado (63). Por lo cual las nuevas investigaciones se
enfocan en la busqueda de estos marcadores como: la carga viral, expresion de
ARNm (E6-E7), integracion viral (E2/E6-7 cociente), variantes del VPH 16, ensayo
inmunoenzimatico de p16, perfil de metilacién, ganancia en el componente de
ARN de telomerasa humana (hTERC por sus siglas en inglés) y marcadores del

ciclo y proliferacion celular (63).
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Expresiéon de E6 y E7 como método de progresiéon

Los tipos del VPH de AR estan asociados a varios niveles de lesiones, también
estan presentes en mujeres con citologia normal (63). Cuando existen lesiones
de alto grado y desarrollo de cancer, la expresién de E6 y E7es alta (63). Este
meétodo se basa en la deteccion del ARNm de E6 y E7 por PCR con transcriptasa
inversa y en tiempo real (RT-qPCR) (2,63). Este método permite determinar el
nivel de expresion de estos ORFs transformantes (2). Y asi la deteccién de los

ARNmM del VPH es mas eficiente en la triada que el diagndstico citologico (63).

PreTect HPV-Proofer (Proofer; Norchip AS)

Es un ensayo basado en la deteccién especifica del ARNm de E6 y E7 de los VPH
16, 18, 31, 33 y 45 (84,85). El ensayo permite la deteccidon y genotipificacion en
una sola reacciéon. Utiliza la amplificaciéon basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA, por sus siglas en inglés) y sondas con balizas molecular para

la deteccion en qPCR (85).
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APTIMA® HPV (Gen-Probe)
Este ensayo de diagndstico in vitro permite conocer la presencia de los ARNm de
E6 y E7 de 14 VPH de AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66

y 68) sin discriminar entre ellos (86).

NucliSENS EasyQ® HPV

Detecta igualmente los oncogenes activos (E6 y E7 ARNm) y puede discriminar
entre los VPH 16, 18, 31, 33 y 45 (87,88). Recurre a las tecnologias PreTect®
HPV-Proofer de NorChip y de amplificacion NASBA® en tiempo real de bioMérieux

(87).

HPV OncoTect™ E6, E7 mRNA (IncellDx™, Inc.)

Es un ensayo para el diagnéstico cuantificacion in vitro de los ARNm E6 y E7 de
todos los tipos del VPH (89). Para la deteccion utiliza hibridacion in situ y
citometria de flujo (89). El diagndstico se lleva a cabo en un solo tubo y consta de
tres pasos: captura del blanco, amplificacién mediada por transcripcion (TMA, por
sus siglas en inglés) y la deteccion de los productos de PCR por ensayo de

proteccion de hibridacion (HPA, por sus siglas en inglés) (86).
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1.4.Variantes de los genotipos del VPH

Las variantes del VPH tienen propiedades importantes para el desarrollo de
cancer, tanto por la diferencias en su biologia como en su quimica (2,90). Estas
variantes pueden diferir en la patogenicidad del virus, a pesar de que se
encuentran intimamente relacionados filogenéticamente (17). Las variantes del
VPH de AR pueden generar diferentes riesgos de desarrollo de cancer y explica
por qué algunas mujeres presentan infecciones persistentes y otras no (40).
Estudios en filogenia han demostrado que el VPH 16 coevoluciono con las tres
ramas filogenéticas de humanos que son la Africana, caucasica y asiatica (91).
Los estudios de variantes del VPH se han enfocado en el VPH 16, al encontrar
alrededor de 5 ramas de variantes como:
Europea (E),
Asiatica (As),
Asiatica-Americana (AA),
Africana-1 (Af1) y
Africana-2 (Af2) (2,20,63,90).
Se ha detectado la aparicion de una sexta variante llamada Norteamericana (NA)
(20,63,90). Manteniendo aparentemente la variante Asiatica-Americana (AA)

mayor potencial oncogénico que la variante Europea (E) (2).
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Las variantes encontradas del VPH se sugiere que estan asociadas a la evolucién
y a la migracion de los humanos (22,31).

Las variantes del VPH 16 y 18 conjuntamente forman un arbol filogenético con
ramas que albergan variantes con alta presencia en cohortes de Africa, Europa o

Asia oriental, con la rama de Asia oriental extendida a los nativos americanos (22).

Las variaciones genéticas del VPH 16 y 18 son comunmente sustituciones,
mientras que otros tipos presentan inserciones y deleciones; siendo éste un raro
mecanismo de evolucién del VPH (22). Recientes publicaciones revelan que
puede ocurrir recombinacion de las variantes del VPH, por medio de la
recombinacién homadloga o una infeccién con el mismo tipo del VPH, pero con una
variante diferente (92). La region geografica y el potencial oncogénico parecen
estar relacionada a la distribucion de las variantes del VPH (93). Los diferentes
potenciales oncogénicos se asume que son producidos por cambios en la
secuencia codificante y en los elementos de regulacién en los VPH de AR (93).
Aunque las funciones de los ORF del VPH son casi conocidos por completo, no
se dispone de los mecanismos por los cuales las variantes del VPH de AR

generan un aumento del potencial oncogénico (93).
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1.4.1. Estudios de variantes del VPH de AR

Un estudio en Espaina encontré que la variante predominante del VPH 18
es la Europea (56%), seguida de la Africana (23%) y en menor cantidad la
Asiatica-Americana (12%) y variantes recombinantes (92).
La prevalencia de las variantes del VPH en un estudio en Tunez, mostré que la
variante Europea del VPH 16 representaba el 64% de las infecciones con VPH
16, mientras que todas la infecciones del VPH 18 fueron de la variante Europea
(94). A la variante AA del VPH 16 se le atribuye el 25% del cancer cervicouterino
en México (95). Mientras que en Guanacaste, una provincia de Costa Rica, se
encontré que la probabilidad de ser diagnosticada una mujer con cancer
cervicouterino es 11 veces mas alta al tener una variante no Europea del VPH 16
(95). En el Ecuador, las variantes encontradas del VPH 16 fueron en un 85% la
variante Europea y en un 15% la Africana (18).
Por medio de alineaciones de los genomas completos del VPH, empiricamente
se definieron linajes y sublinajes de variantes, con diferencias entre 1,0 al 10,0%
y 0,5 al 1,0% respectivamente (91,96). A partir de esto se dice que el VPH 16
presenta cuatro linajes (A, B, C y D) y de ocho a nueve sublinajes (91). Mientras
que el VPH 31 presenta tres linajes (A, B y C) y siete sublinajes; el VPH 58
presenta cuatro linajes (A, B, C y D) y siete sublinajes (91,96); y el VPH 18

presentando tres linajes (A, B y C) y ocho sublinajes (96).
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Estudios han mostrado que la variante Europea L83V, que presenta una
sustitucion en la posicion 350 del ORF E6 llamada «E6-T350G» es un gran factor
de riesgo en las personas que estan infectada con ésta (63). Las detecciones de
estas variantes han sido por secuenciamiento, pirosecuenciamiento y el analisis

de fusion de alta resolucion (HRM, por sus siglas en inglés) (63).

Especie Tipo Linaje Sublinaje ID variante del genoma GeneBank (Acesso #) Otros nombres*
Alpha-9 HPV16 A Al Ref K02718 European (E)
A2 Wo0122 AF536179 European (E)
A3 AS411 HQ644236 E
A4 w0724 AF534061 Asian, E(As)
B B1 W0236 AF536180 African-1, Afrla
B2 Z109 HQ644298 African-1, Afr1b
C R460 AF472509 African-2, Afr2a
D D1 Q00512 HQ644257 North American (NA)1
D2 QV15321 AY686579 Asian-American (AA)2
D3 QV00995 AF402678 Asian-American (AA)1
HPV31 A Al Ref J04353
A2 IN221709 HQ537675
B B1 QV03876 HQ537676
B2 QV17700 HQ537680
o C1 QV03136 HQ537682
2 QV14043 HQ537684
c QV00693 HQ537685
HPV52 A Al Ref X74481
A2 QV15145 HQ537739
B B1 QV03594 HQ537740
B2 IN141070 HQ537743
C C1 QV05867 HQ537744
c2 QV00615 HQ537746
D QV02575 HQ537748
HPV58 A Al Ref D90400
A2 QV15606 HQ537752
A3 QV00961 HQ537758
B B1 BF134 HQ537762
B2 RW937 HQ537764
C QV13816 HQ537774
D D1 QV03841 HQ537768
D2 RW697 HQ537770
Alpha-6 HPV53 A Ref X74482 A
B RW866 KF436818
C QV28044 EF546477 B
D D1 QV31688 EF546482 B
D2 QVv28877 KF436823 B
D3 TJ43 GQ472849
D4 QV22707 EF546479 B

Tabla VII. Varios tipos del VPH con sus linajes y sublinajes correspondientes.
Fuente: Burk, et al (2013).



CAPITULO 2:

MATERIALES Y METODOS

La tesis fue realizada en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI), dentro del proyecto del SENESCYT PIC-12-INH-001 “Epidemiologia
Molecular del Virus de Papiloma Humano para la Prevencion del Cancer Cérvico
— Uterino en mujeres de la Regidn Litoral del Ecuador”. Siendo éste aprobado por
el Comité de Bioética Institucional del Hospital del Nifio “Dr. Francisco de Ycaza
Bustamante” (ANEXO E). La totalidad de esta tesis es realizada con nivel de

bioseguridad dos.
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2.1. Muestras y controles utilizados

Las muestras utilizadas para este estudio provinieron de las provincias de
Esmeraldas, Manabi, Los Rios, Santa Elena, Guayas y El Oro. Un total de 192
muestras fueron codificadas por el INSPI y luego evaluadas para el diagnostico
del VPH. Estas muestras fueron de mujeres con citologia NIC 1, 2 y 3, y con
criterio de inclusion de ser mayores de 30 afios de edad. Para la toma de muestras
se utilizo Cobas® PCR Cell Collection Media (Roche Molecular Systems),
siguiendo el personal médico el protocolo del fabricante (ver ANEXO F) y se

almacend a -20°C hasta la extraccion del ADN.

El proceso de clonacion de controles positivos (VPH y B-globina) utilizd el
plasmido de transporte pGEM-T easy vector (Promega) y células competentes
DH5a (Invitrogen™), siendo provistos y realizado gracias al apoyo del Laboratorio

de Biomedicina de ESPOL (protocolo en el ANEXO G).

2.2, Extracciéon del ADN

El proceso de extraccion utilizé el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo
el protocolo (ver ANEXO H) recomendado por el fabricante. EI ADN fue
resuspendido en 100 pL de Buffer AE (QlAamp DNA Mini Kit). Se cuantifico y

evaludé la calidad del ADN de todas las muestras, mediante el uso del
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espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) cordialmente provisto
por el Instituto de Biomedicina de la Universidad Catdlica de Santiago de

Guayaquil (UCSG) y se almacen¢ a -80°C.

2.3. Ensayo con cebadores MY y secuenciamiento con Sanger

2.3.1. Cebadores MY
Se utilizé los cebadores degenerados MY11-MY09 descritos (ver ANEXO
D) (Roche) para el diagndstico del VPH. Estos cebadores generan un amplicén

de 450pb (65,66).

2.3.2. Cebadores del control interno

El control interno de pf-globina humana utilizd los cebadores 5'-
ACACAACTGTGTTCACTAGC-3 (PCO3; forward) y 5-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ (PCO04; reverse) (Invitrogen™) (ver ANEXO D)

(65)(97). Estos cebadores generan un amplicén de 110pb.

2.3.3. Diagnéstico molecular del virus
Para el proceso de diagndstico molecular y deteccidon de B-globina, se

realizdé la PCR con los sets de cebadores MY09/11 y PC03-PC04 para cada
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muestra independientemente. Bajo las condiciones de PCR mostradas en el
ANEXO I. La cantidad de ADN total utilizada para cada reaccion de PCR fue de
alrededor de 100 ng, aumentando la concentracion en casos que lo ameriten. Los
productos de PCR (junto con controles positivos y negativos) se revelaron en un
gel de agarosa al 2% y tratados con SYBR® Safe (Life Technologies). Los casos

posibles en los resultados se muestran en la Tabla VIII.

Caso uno Si No VPH no detectable

Caso dos Si Si VPH detectable
Caso tres No Si Repetir prueba

Tabla VIII. Posibles casos que pueden ocurrir en una PCR

Una vez que el diagndstico molecular se llevd a cabo, se procede a realizar el
corte de las bandas de los amplicones del VPH y su purificacion con el kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen) con el protocolo del fabricante disponible en

internet.

Los productos ya purificados fueron analizados su pureza y concentracion de ADN
con la ayuda del espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) del

Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) de la ESPOL.
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2.3.4. Secuenciamiento con el método de Sanger

Los productos purificados fueron enviados a secuenciar a la empresa
Genewiz Inc. que utiliza los analizadores de ADN ABI 3730xI (Applied Biosystems)
para la electroforesis capilar y la deteccién de terminadores con colorantes
fluorescentes (98). Cada muestra fue enviada en dos tubos para el
secuenciamiento en las dos direcciones y, de este modo, poder recuperar un
mayor segmento de la secuencia de cada genotipo por medio del ensamblaje de
éstas. Este método genera la secuencia de tipo del VPH que se encuentre o, el
que se encuentre en mayor proporcion (mayor carga viral) en el caso de

infecciones multiples.

2.3.5. Analisis bioinformaticos

Estos analisis se los realizd con las secuencias de los cromatogramas
entregadas por Genewiz Inc. Estos cromatogramas vienen en formato *.ab1 y
para su analisis se utilizd el programa Geneious 6. Una vez limpia la secuencia,
es analizada mediante el uso de Blast (Basic Local Alignment Search Tool) del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en
inglés). La herramienta Blast nos permite encontrar secuencias similares a las

ingresadas a la busqueda. Esta busqueda da como resultado un tipo del VPH que
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corresponde a la secuencia ingresada a Blast y de esta manera nos permite

conocer el tipo del VPH encontrado en el secuenciamiento.

2.4. Ensayo con el kit Anyplex Il HPV28
Para este ensayo se utilizé el sistema para gqPCR CFX96™ C1000 (Bio-Rad),

provisto por la empresa SIMED vy se siguio el protocolo del fabricante en (99).

2.4.1. Diagnéstico molecular del virus

Para este diagndstico se utilizaron las muestras que dieron positivas para
VPH con los cebadores MY. Los reactivos necesarios y controles son provistos
en el kit. El diagnostico molecular de los 28 tipos del VPH se lleva a cabo en dos
reacciones por muestra. Cada reaccién lleva un set de cebadores llamados
«TOCE Oligo Mix (TOM)» y denotados como A TOMy B TOM. EI A TOM es capaz
de detectar 14 tipos del VPH de AR (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 y 68), mientras que el B TOM detecta cinco VPH de AR (VPH 26, 53,
69, 73y 82) y nueve de BR (VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 y 70) (99). En cada

reaccion se utilizo los siguientes componentes mostrados en la Tabla IX.
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Componente | Volumen (L)
4X HPV28 A TOM o B TOM 5
4X Anyplex PCR Master Mix (con UDG) 5
Agua ultrapura 5
Muestra 5
Total de volumen de la reaccion 20

Tabla IX. Componentes de cada reaccion.
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

Para los controles se ocupo:

Control negativo: Agua ultrapura libre de ARNasa.

Control positivo: Los tubos PC1, PC2 y PC3, de cada uno de los dos set de TOM

(TOM Ay TOM B).

Para el desarrollo de la técnica se utiliza el Sistema de gPCR CFX-96 (Bio-Rad).

Una vez que las reacciones estén hechas y posicionadas adecuadamente, se
configura el protocolo de ciclado (Tabla X), protocolo de la placa y se ejecuta la

corrida.
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Segment No. of cycles Temperature Duration
1l 1 50 4 min
2 1 95T 15 min
3 95C 30 sec
4 30 60T 1 min
5 72T 30 sec
6 1 55T 30 sec

~
=

Melting curve 55C ~85C (55 /0.5C)

8 95T 30 sec
9 10 60C 1 min
10 72C 30 sec
1" 1 55 30 sec
12 1 Melting curve 55C ~85C (5s/0.5T)
13 95C 30 sec
14 10 60C 1 min
15 72°C 30 sec
16 1 55T 30 sec
17* 1 Melting curve 55 ~85C (5§s/0.5T)

Tabla X. Ciclado que determina el fabricante.
Fuente: Seegene Inc. (Seoul)

Una vez finalizada la corrida se archiva los resultados en una carpeta especifica

y se generan los resultados.

2.5. Analisis de datos

Los datos de los genotipos obtenidos por medio del secuenciamiento y del kit
Anyplex Il HPV28 fueron tabulados con Microsoft Excel 2013 y analizados con Epi
Info™ 7.1.5.0. Los analisis estadisticos de Spearman fueron realizados con la

aplicacién en linea de Social Science Statistics.
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2.6. Filogenia

Analisis filogenéticos fueron realizados a partir de las secuencias del VPH16
y 58 que presentaban gran calidad, obtenidas por secuenciamiento. Los arboles
filogenéticos fueron realizados en Geneious 6.0.6 con el método de Neighbor-
Jjoining con 1.000 réplicas y el modelo de parametro Tamura-Nei. Para la
realizacion del arbol del VPH 16 se utilizaron 34 secuencias y, para el VPH 58 se
utilizaron 17 secuencias con una calidad del 100%. Neighbor-joining es un método
heuristico para la estimacién de un arbol de evolucion minima (ME, por sus siglas
en inglés) a partir de datos distancia evolutiva (110,101). Este método dispone la
velocidad de calculo con la singularidad de los resultados y, es el método mas

usado para la construccion de arboles de distancia (100).



CAPITULO 3:

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados

3.1.1. Diagnoéstico molecular del VPH

De las 192 muestras iniciales, 158 (82.29%) dieron positivas para VPH.

Estas 158 muestras fueron utilizadas para el secuenciamiento y el ensayo con el

kit Anyplex Il HPV28.
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3.1.2. Secuenciamiento

El secuenciamiento no pudo detectar tipo alguno de VPH en siete muestras
(4.43%), debido al solapamiento de las secuencias en el cromatograma (varios
tipos de VPH en alta carga viral) o errores en la preparacion de las muestras a
secuenciar. Se pudieron detectar hasta cinco casos de infecciones dobles, debido
a que se utilizé cebadores forward y reverse en tubos independientes por cada
muestra; por lo cual, cada una de las reacciones pudo dar un genotipo prevalente
diferente. La figura 3.1 muestra la frecuencia de los genotipos del VPH
encontrados en el secuenciamiento, mostrando mayor prevalencia el VPH 16

(40,38%), VPH 58 (18,59%), VPH 53 (5,77%), VPH 52 (3,85%) y VPH 31 (3,85%).

0

B0

50

40

Cantidad

30

20

|

10
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Genotipo de VPH

o

Figura 3.1 Frecuencia de los tipos del VPH totales encontrados por secuenciamiento (Epi Info™
7).
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VPH tipo
31y33
16y 59
62y 89
16y 58
52y 81

Tabla XI. Infecciones dobles encontradas con el secuenciamiento (Epi Info™ 7).

3.1.3. Anyplex Il HPV28 (H28)
La frecuencia de los genotipos encontrados con el kit es mostrada en la
figura 3.2; mostrando mayor prevalencia el VPH 58 (22,31%), VPH 70 (13,68%),

VPH 16 (10,91%), VPH 53 (8,63%) y VPH 35 (7,49%).

Frecuencia (%)

_ — l‘...d‘ [ =

DE111518253133353940424344455152535455585951555859707352

| Tipo de VPH |

Figura 3.2. Frecuencia de genotipos totales encontrados con el kit Anyplex Il HPV28 (Epi Info™
7).
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H28 fue capaz de detectar uno o varios tipos del VPH en todas las 158 muestras

analizadas. Las monoinfecciones y coinfecciones fueron de 5.06% y 94.94%

respectivamente.

Total de casos (%)

Numero de infecciones

Figura 3.3 Frecuencia de monoinfecciones y coinfecciones encontradas con Anyplex Il HPV28.
En rojo se muestra el nimero de coinfecciones de mayor prevalencia.
3.1.4. Comparacion entre los dos ensayos
De las 158 muestras positivas, 19 (12.02%) fueron excluidas del analisis.
De estas 19 muestras, 12 (7.59%) fueron excluidas debido a que el genotipo
encontrado por secuenciamiento no era detectado por H28 y/o puede haber

coinfecciones que no son posibles establecer los genotipos por secuenciamiento;
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y siete muestras (4.43%) corresponden al solapamiento de las secuencias o
errores de secuenciamiento (haciendo imposible identificar el tipo presente). Los
tipos encontrados por secuenciamiento y que no puede detectar H28 fueron el

VPH 32, 62, 71, 72, 81, 83, 84, 86 y 89.

Conociendo que H28 fue capaz de genotipificar coinfecciones en forma
semicuantitativa, se dispuso a comparar el genotipo que presentaba mayor carga
viral por H28 con el genotipo encontrado por secuenciamiento. Ademas, se
comparé todos los genotipos encontrados en coinfecciones por H28 con el
genotipo encontrado en secuenciamiento. De las 139 muestras aptas para la
comparacion, los genotipos totales de coinfecciones encontrados por H28 y
secuenciamiento fue diferente en 20 (14.39%) muestras.

La concordancia entre el genotipo encontrado por secuenciamiento y el genotipo
encontrado en mayor carga viral (primera curva de fusion) en H28 fue de 89
muestras (64%), (Spearman rho=0.5615; p<0.0001); mientras que, con la primera
y segunda curva de fusién (todos los tipos encontrados en coinfecciones) fue de
119 muestras (85.6%), (Spearman rho=0.8147; p<0.0001). Estos valores del
coeficiente de correlacion de Spearman dan una moderada (rho >0.5) y fuerte (rho

>0.75) correlacién positiva respectivamente.
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Figura 3.4. Frecuencia de genotipos encontrados con el kit Anyplex Il HPV28 en la primera
curva de fusién.

3.1.5. Analisis filogenético del VPH 16 y 58

Las relaciones evolutivas entre genes y organismos pueden ser ilustradas
usando la filogenia (100). Los arboles filogenéticos son los diagramas utilizados
para representar estas relaciones (100). Y son una herramienta para el mejor
entendimiento de un problema evolutivo en particular (102). Para este estudio un
arbol filogenético representa la relacion de secuencias de genes con sus

secuencias ancestrales.
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Para armar el arbol filogenético del VPH 16 y 58, se utilizaron 34 secuencias del
VPH 16 y 17 secuencias del VPH 58 respectivamente y se compararon a
secuencias de referencias citadas por Burk, et al (2013). Estas secuencias
presentaban gran calidad en el cromatograma, por lo que fueron incluidas en este
anadlisis. Para poder desarrollar un buen arbol filogenético se excluyeron
secuencias que aunque permitian conocer el genotipo de VPH, no presentaban

buena calidad en su cromatograma para este analisis.

Analisis filogenético del VPH 16

Los andlisis filogenéticos mostraron que 27 muestras (79.4%) pertenecen al linaje
A del VPH 16; no se encontraron muestras que presenten el linaje B ni del linaje
C; siete muestras (20.6%) pertenecieron al linaje D. De las siete muestras del
linaje D, cuatro pertenecen al sublinaje Asiatico-Americano 1 (AA 1) y tres

muestras al sublinaje Asiatico Americano 2 (AA 2).
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VPH 58 Ref (D90400)

75.9 76.6
74.7

71.2
.
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C_(AF472509) Afr2a

D1_(HQ644257) NA1

D3_(AF402678) AA 1

76.6 C040 Guayas-Ec
76.6 C059 Guayas-Ec
76.6 HI23 Guayas-Ec
C116 Guayas-Ec
C124 Guayas-Ec
74.7 D2_(AY686579) AA 2

74.7 Mat 174 Guayas-Ec
Mat 148 Guayas-Ec
A2_(AF536179) E

Mat 158 Guayas-Ec
C012 Guayas-Ec
A4_(AF534061) Asian, E(As)
Mat 159 Guayas-Ec
C123 Guayas-Ec
MRMO1 Los Rios-Ec
SHLO5 Sta Elena-Ec
SSE14 Santa Elena-Ec
P0O24 EIl Oro-Ec
SEM65 Esmeraldas-Ec
HI24 Guayas-Ec

C107 Guayas-Ec
A1_Ref (K02718) E
C125 Guayas-Ec
SEM17 Esmeraldas-Ec
SEMO01 Esmeraldas-Ec
SEMO7 Esmeraldas-Ec
PO34 EIl Oro-Ec

C115 Guayas-Ec
C053 Guayas-Ec
A3_(HQ644236) E
C084 Guayas-Ec

Mat 168 Guayas-Ec
Mat 144 Guayas-Ec
SEM62 Esmeraldas-Ec
SEM22 Esmeraldas-Ec
SEM16 Esmeraldas-Ec
C111 Guayas-Ec

C117 Guayas-Ec
C064 Guayas-Ec
B2_(HQ644298) Afrib
B1_(AF536180) Afria

oNITIH
ORI

Figura 3.5. Arbol filogenético de Neighbor joining basado en las variantes del VPH 16 con 367pb
de L1 (MY09/11). Se utilizé el modelo Tamura-Nei, con 1.000 Bootstrap rep y threshold 60%. (E)
Europea, E (As) Este de Asia, (Afr) Africana, (NA) Norteamericana y (AA) Asiatica Americana.

Geneious 6.0.6.



Analisis filogenético del VPH 58
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VPH 16 Ref (K02718)

88.6
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D2_(HQ537770)
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D1_(HQ537768)

SMP02 Manabi-Ec

C_(HQ537774)
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63,8 C075 Guayas-Ec

— ey

I
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C114 Guayas-Ec
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B1_(HQ537762)
B2_(HQ537764)

Figura 3.6. Arbol filogenético de Neighbor joining basado en las variantes del VPH 58 y
referencias con 371pb de L1 (MY09/11). Se utilizé el modelo Tamura-Nei, con 1.000 Bootstrap
rep y threshold 50%. Geneious 6.0.6.
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El analisis del arbol filogenético del VPH 58 mostré que, 16 de las 17 muestras
analizadas pertenecen al linaje A del VPH 58; de éstas, 13 muestras con el linaje
A2 y tres sin relacionarse a los sublinajes de referencia. Solo una muestra

pertenecio al linaje C. Ninguna muestra pertenecio a los linajes B ni D.

3.2. Discusién

Los ensayos moleculares con su alta sensibilidad son capaces de detectar
diferentes genotipos del VPH, permitiendo que a lo largo del tiempo puedan ser
mejorados en su especificidad. La presente tesis buscé evaluar la genotipificacion
de H28 comparandolo con el secuenciamiento con Sanger y la amplificacion con

cebadores MY que son ampliamente utilizados.

La diferencia en los resultados obtenidos entre los dos ensayos se explica a la
elevada especificidad de los DPO, en comparacion con los cebadores MY que
contienen nucleotidos degenerados y que son normalmente usados para la
deteccion y estudio de la historia natural del VPH (103). Los cebadores MY han
mostrado irregularidad al hibridarse en los VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
45, 52, 53, 55 y 56, y puede desencadenar una amplificacion deficiente (65).
Segun Speich et al (2004), los cebadores MY no son capaces de amplificar los
VPH 51 y 59, pero el secuenciamiento pudo genotipificar a ambos genotipos en

este estudio. Aunque los cebadores MY no estan disefiados para detectar los VPH
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43, 44 y 54, el kit H28 fue capaz de diagnosticar en el presente estudio (64,65).
Sin embargo, sus frecuencias fueron bajas y pudieron influir en las diferencias
observadas en los resultados. Utilizar otros cebadores o modificaciones de éstos
(e.g. PGMY), permitirian mejorar la deteccion y posterior genotipificacion en el
secuenciamiento (66). Los continuos descongelamientos a los que son sometidas
las muestras, pueden llevar al caso de la pérdida del genoma viral, explicando asi
parte de las diferencias en la genotipificacion (103). Los resultados obtenidos
entre la comparacion del secuenciamiento con la primera curva de fusion del kit
(64% de concordancia; Spearman rho=0.5615; p<0.0001), y luego el incremento
de la correlacién con los genotipos totales de coinfecciones encontrados por el kit
(85.6% de concordancia; Spearman rho=0.8147; p<0.0001), sefialan la presencia
de cargas virales altas en coinfecciones y preferencias en la amplificacion de
ciertos tipos de VPH por parte de los cebadores (104). Los valores de correlaciéon
de Spearman (moderada; rho>0.5) y fuerte (rho >0.75) correlacion positiva,
muestran claramente que no necesariamente el genotipo que se encuentra en alta

prevalencia en H28, es genotipificado por el secuenciamiento.

Sumando ambos ensayos, se pudo genotipificar un total de 36 tipos diferentes de
VPH. En el secuenciamiento los tipos encontrados en mayor frecuencia fueron el
VPH 16 (40,38%), VPH 58 (18,59%), VPH 53 (5,77%), VPH 52 (3,85%) y VPH

31 (3,85%). El kit H28 dio una frecuencia de VPH 58 (22,31%), VPH 70 (13,68%),
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VPH 16 (10,91%), VPH 53 (8,63%) y VPH 35 (7,49%). La diferencia en las
frecuencias encontradas de los tipos del VPH por ambos ensayos, muestran que
existe preferencia por parte de los cebadores en amplificar un tipo del VPH
especifico (104). Tomando en cuenta que en Colombia los genotipos mas
frecuentes son el VPH 16, 18, 31, 33, 45y 58, y en Peru son el VPH 16, 18, 31,
52 y 35 (105), Ecuador presenta un panorama muy diferente en las frecuencias y
en la prevalencia particular del VPH 58, esto puede deberse a fluctuaciones
aleatorias, falta de representatividad de las muestras o variaciones en la

sensibilidad de los ensayos usados (106).

Aunque el secuenciamiento no permite conocer coinfecciones (raramente
infecciones dobles), si permite conocer la presencia de tipos del VPH que no son
evaluados por el kit. Aunque se pudo observar cinco infecciones dobles en el
secuenciamiento, el uso del kit nos permite ampliar nuestro campo de apreciacion
de infecciones multiples o coinfecciones. Es asi que el kit mostrd niveles de
coinfecciones del 95%, frente a los escasos cinco casos (3%) de infecciones
dobles mostradas en el secuenciamiento. Otro estudio hecho con H28 en Suiza,

encontré un 42% de coinfecciones (107).

Los analisis filogenéticos del VPH 16 mostraron que el linaje A, con su variante
Europea, esta presente en 4/5 de las secuencias analizadas; mientras que el resto

de las secuencias pertenecen al linaje D y a su variante Asiatica-Americana, que
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se caracteriza por tener un potencial oncogénico mayor que la variante Europea
(2). Comparando los resultados obtenidos, con los resultados de Tornesello et al
(2008)(85% la Europea y 15% la Africana), se observa que la variante Europea

es predominante.

En el arbol filogenético del VPH 58 sdlo una secuencia pertenecié al linaje C. La
mayoria (16 de las 17 secuencias analizadas) se agrup6 con el linaje A. Siendo
13 secuencias del linaje A2 y tres sin relacionarse a los sublinajes de referencia.
Estas tres secuencias que no tienen relacion con los sublinajes de referencias,
puede deberse a recombinaciones entre variantes de VPH que no permitieron
agrupar correctamente los sublinajes del VPH58 o al tamafno de las secuencias.
Esto aporta la primera informacion en cuanto a los linajes y sublinajes del VPH 58

presentes en Ecuador.



CAPITULO 4:

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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4.1. Conclusiones

Aunque el secuenciamiento con Sanger es comunmente utilizado para
estudios del VPH, el kit Anyplex Il HPV28 con su tecnologia permite la
genotipificacién inclusive en coinfecciones numerosas donde el
secuenciamiento es ineficaz.

La probabilidad de desarrollar cancer cervicouterino aumenta al existir
coinfecciones, por lo cual, el ensayo Anyplex Il HPV28 es un instrumento
valioso para ello.

Este estudio proporciona informacién sobre cdémo mejorar la
genotipificacion y el panorama epidemiolégico de las coinfecciones,
mediante la evaluacion de H28.

Se pudo evidenciar las variantes circulantes del VPH 16 y 58 en la
poblacién estudiada, proporcionando asi informacion que no se tenia en
Ecuador. EI 20% de las variantes del VPH 16 encontradas pertenecié a una

variante agresiva llamada Asiatica Americana (AA).
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4.2. Recomendaciones

Estudios de mayor amplitud, debe llevarse a cabo. De esta manera se
puede conocer con certeza la magnitud de infecciones con VPH presentes
en la poblacion ecuatoriana y los diferentes genotipos y variantes
circulantes.

Los siguientes estudios deben de evaluar el uso de otros ORF del VPH,
utilizar el genoma completo; reevaluar o comparar el secuenciamiento por
medio de la utilizacion de otros cebadores como los PGMY, GP5+/6+, etc.
La implementacion de la vacunacion universal a niflas y mujeres en
Ecuador, debe de tomar en cuenta los genotipos que estan presentes en
la poblacion femenina ecuatoriana y su prevalencia.

Mayores estudios de las variantes presentes del VPH 16 y 58 deben de
llevarse a cabo, debido al mayor potencial oncogénico que pueden

presentar algunas de sus variantes.



ANEXOS



ANEXO A

Representacion taxondmica de la familia Papillomaviridae

Fuente: ICTV.
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Familia

Género (39 en total)

Especie

Tipos del VPH

Papillomaviridae

Alphapapillomavirus

Alphapapillomavirus 1
Alphapapillomavirus 2
Alphapapillomavirus 3
Alphapapillomavirus 4
Alphapapillomavirus 5
Alphapapillomavirus 6
Alphapapillomavirus 7
Alphapapillomavirus 8
Alphapapillomavirus 9
Alphapapillomavirus 10
Alphapapillomavirus 11
Alphapapillomavirus 12
Alphapapillomavirus 13
Alphapapillomavirus 14

65 tipos

Betapapillomavirus

Betapapillomavirus 1
Betapapillomavirus 2
Betapapillomavirus 3
Betapapillomavirus 4
Betapapillomavirus 5
Betapapillomavirus 6

51 tipos

Chipapillomavirus

Chipapillomavirus 1
Chipapillomavirus 2
Chipapillomavirus 3

Deltapapillomavirus

Deltapapillomavirus 1
Deltapapillomavirus 2
Deltapapillomavirus 3
Deltapapillomavirus 4
Deltapapillomavirus 5
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Deltapapillomavirus 6

Dyodeltapapillomavirus

Dyodeltapapillomavirus 1

Dyoepsilonpapillomavirus

Dyoepsilonpapillomavirus 1

Dyoetapapillomavirus

Dyoetapapillomavirus 1

Dyoiotapapillomavirus

Dyoiotapapillomavirus 1
Dyoiotapapillomavirus 2

Dyokappapapillomavirus

Dyokappapapillomavirus 1

Dyolambdapapillomavirus

Dyolambdapapillomavirus 1

Dyomupapillomavirus

Dyomupapillomavirus 1

Dyonupapillomavirus

Dyonupapillomavirus 1

Dyoomikronpapillomavirus

Dyoomikronpapillomavirus 1

Dyopipapillomavirus

Dyopipapillomavirus 1

Dyorhopapillomavirus

Dyorhopapillomavirus 1

Dyosigmapapillomavirus

Dyosigmapapillomavirus 1

Dyothetapapillomavirus

Dyothetapapillomavirus 1

Dyoxipapillomavirus

Dyoxipapillomavirus 1

Dyozetapapillomavirus

Dyozetapapillomavirus 1

Epsilonpapillomavirus

Epsilonpapillomavirus 1

Etapapillomavirus

Etapapillomavirus 1

Gammapapillomavirus

Gammapapillomavirus 1
Gammapapillomavirus 2
Gammapapillomavirus 3
Gammapapillomavirus 4
Gammapapillomavirus 5
Gammapapillomavirus 6
Gammapapillomavirus 7
Gammapapillomavirus 8 79 tipos
Gammapapillomavirus 9
Gammapapillomavirus 10
Gammapapillomavirus 11
Gammapapillomavirus 12
Gammapapillomavirus 13
Gammapapillomavirus 14
Gammapapillomavirus 15




Gammapapillomavirus 16
Gammapapillomavirus 17
Gammapapillomavirus 18
Gammapapillomavirus 19
Gammapapillomavirus 20
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Iotapapillomavirus Iotapapillomavirus 1
) . Kappapapillomavirus 1
Kappapapillomavirus . .
Kappapapillomavirus 2
Lambdapapillomavirus 1
Lambdapapillomavirus 2
Lambdapapillomavirus | Lambdapapillomavirus 3
Lambdapapillomavirus 4
Lambdapapillomavirus 5
) . Mupapillomavirus 1
Mupapillomavirus ) ) )
Mupapillomavirus 2 3 tipos
Nupapillomavirus Nupapillomavirus 1
Omegapapillomavirus Omegapapillomavirus 1

Omikronpapillomavirus

Omikronpapillomavirus 1

Phipapillomavirus

Phipapillomavirus 1

Pipapillomavirus 1

Pipapillomavirus . . .
Pipapillomavirus 2
Psipapillomavirus Psipapillomavirus 1
Rhopapillomavirus Rhopapillomavirus 1

Sigmapapillomavirus

Sigmapapillomavirus 1

Taupapillomavirus

Taupapillomavirus 1
Taupapillomavirus 2

Thetapapillomavirus

Thetapapillomavirus 1

Upsilonpapillomavirus

Upsilonpapillomavirus 1
Upsilonpapillomavirus 2
Upsilonpapillomavirus 3

Xipapillomavirus

Xipapillomavirus 1
Xipapillomavirus 2

Zetapapillomavirus

Zetapapillomavirus 1




Géneros y especies del VPH

Fuente: ICTV.

HPV32

HPV42

HPV3

HPV10

HPV28

HPV29

HPV77

HPV78

HPV94

HPV117

HPV125

HPV160

HPV61

HPV62

HPV72

HPV81

HPV83

HPV84

HPV86

HPV87

HPV89

HPV102

HPV114

HPV2

HPV27

HPV57

Alpha
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ANEXO B
Alpha-1 X74475 1986-04
Alpha-1 M73236 21/09/1987
Alpha-2 X74462 1984
Alpha-2 X74465 1984
Alpha-2 U31783 23/04/1986
Alpha-2 U31784 1986-04
Alpha-2 Y15175 31/07/1995
Alpha-2 AB793779 03/01/1995
Alpha-2 AJ620211 23/10/2002
Alpha-2 GQ246950 02/07/2009
Alpha-2 FN547152 08/09/2009
Alpha-2 AB745694 06/09/2012
Alpha-3 U31793 01/03/1989
Alpha-3 AY395706 01/03/1998
Alpha-3 X94164 11/10/1993
Alpha-3 AJ620209 06/08/1996
Alpha-3 AF151983 12/06/1998
Alpha-3 AF293960 05/04/2000
Alpha-3 AF349909 01/09/2000
Alpha-3 AJ400628 31/08/2000
Alpha-3 AF436128 27/08/2001
Alpha-3 DQ0O80083 15/09/2004
Alpha-3 GQ244463 14/11/2008
Alpha-4 X55964 1984
Alpha-4 X74473
Alpha-4 X55965 26/06/1989



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M73236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y15175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB793779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ620211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ246950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FN547152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB745694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY395706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X94164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ620209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF151983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF293960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF349909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ400628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF436128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ244463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X55964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X55965

HPV26

HPV51
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HPV69

HPV82

HPV30

HPV53

HPV56

HPV66

HPV18

HPV39

HPV45

HPV59

HPV68

HPV70

HPV85

HPV97

HPV7

HPV40

HPV43

HPV91

HPV16

HPV31

HPV33

HPV35

HPV52

HPV58

HPV67

HPV6

HPV11

HPV13

HPV44

HPV74

HPV34

HPV73

HPV177

HPV54

Alpha-5 X74472 10/04/1985
Alpha-5 M62877 06/01/1987
Alpha-5 AB027020 09/09/1991
Alpha-5 AB027021 20/01/1997
Alpha-6 X74474 1985-04
Alpha-6 X74482 17/11/1987
Alpha-6 X74483 30/09/1987
Alpha-6 U31794 07/08/1981
Alpha-7 X05015 1984
Alpha-7 M62849 21/09/1987
Alpha-7 X74479 28/03/1986
Alpha-7 X77858 02/01/1989
Alpha-7 X67161 14/03/1981
Alpha-7 U21941 19/02/1993
Alpha-7 AF131950 02/09/1999
Alpha-7 DQ080080 21/07/2004
Alpha-8 X74463 1984
Alpha-8 X74478 21/09/1987
Alpha-8 AJ620205 29/07/1987
Alpha-8 AF419318 27/08/2001
Alpha-9 K02718 1984
Alpha-9 104353 1985-02
Alpha-9 M12732 1985-12-85
Alpha-9 X74477 1986-10
Alpha-9 X74481 1987-05
Alpha-9 D90400 26/06/1988
Alpha-9 D21208 30/10/1989
Alpha-10 X00203 1984
Alpha-10 M14119 1984
Alpha-10 X62843 1984
Alpha-10 U31788 29/07/1987
Alpha-10 AF436130 27/09/1993
Alpha-11 X74476 03/12/1985
Alpha-11 X94165 11/10/1993
Alpha-11 10/07/2013
Alpha-13 U37488 10/11/1987



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M62877
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB027020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB027021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31794
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X05015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M62849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X77858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X67161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U21941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF131950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ620205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF419318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/K02718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/J04353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M12732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/D90400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/D21208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X00203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M14119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X62843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF436130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X94165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U37488
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HPV71 Alpha-14 AB040456 09/09/1991
HPV90 Alpha-14 AY057438 27/08/2001
HPV106 Alpha-14 DQO80082 21/07/2004
HPV5 Beta-1 M17463 1984
HPVS Beta-1 M12737 1984
HPV12 Beta-1 X74466 1984
HPV14 Beta-1 X74467 22/10/1984
HPV19 Beta-1 X74470 1984-10
HPV20 Beta-1 U31778 18/05/1990
HPV21 Beta-1 U31779 1984-10
HPV24 Beta-1 U31782 1984-10
HPV25 Beta-1 X74471 19/09/1984
HPV36 Beta-1 U31785 1986
HPV47 Beta-1 M32305 27/03/1987
HPV93 Beta-1 AY382778 12/02/2002
HPV98 Beta-1 FM955837 15/07/2004
HPV99 Beta-1 FM955838 15/07/2004
HPV105 Beta-1 FM955841 04/08/2004
HPV118 Beta-1 GQ246951 02/07/2009
HPV124 Beta-1 GQ845446 15/07/2009
HPV143 Beta-1 HM999995 15/02/2010
HPV152 Beta-1 JF304768 14/10/2010
HPV195 Beta-1 22/01/2014
HPV196 Beta-1 22/01/2014
HPV9 Beta-2 X74464 1984
HPV15 Beta-2 X74468 09/10/1984
HPV17 Beta-2 X74469 1984-10
HPV22 Beta-2 U31780 1984
HPv23 | Beta | Beta-2 U31781 1984-10
HPV37 Beta-2 U31786 1986
HPV38 Beta-2 U31787 1986
HPV80 Beta-2 Y15176 31/07/1995
HPV100 Beta-2 FM955839 26/07/2004
HPV104 Beta-2 FM955840 15/04/2004
HPV107 Beta-2 EF422221 03/11/2006
HPV110 Beta-2 EU410348 28/09/2007



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB040456
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY057438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M17463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M12737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M32305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY382778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ246951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF304768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y15176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF422221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU410348
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HPV111 Beta-2 EU410349 05/11/2007
HPV113 Beta-2 FM955842 25/03/2008
HPV120 Beta-2 GQ845442 15/07/2009
HPV122 Beta-2 GQ845444 15/07/2009
HPV145 Beta-2 HM999997 15/02/2010
HPV151 Beta-2 FN677756 25/02/2010
HPV159 Beta-2 HE963025 12/07/2012
HPV174 Beta-2 HF930491 06/03/2013
HPV182 Beta-2 21/08/2013
HPV198 Beta-2 25/04/2014
HPV49 Beta-3 X74480 21/04/1987
HPV75 Beta-3 Y15173 05/10/1994
HPV76 Beta-3 Y15174 05/10/1994
HPV115 Beta-3 FJ947080 08/12/2008
HPV92 Beta-4 AF531420 12/10/2001
HPV96 Beta-5 AY382779 04/10/2002
HPV150 Beta-5 FN677755 25/02/2010
HPV185 Beta-5 17/10/2013
HPV4 Gamma-1 X70827 1984

HPV65 Gamma-1 X70829 02/01/1989
HPV95 Gamma-1 AJ620210 05/06/2003
HPV158 Gamma-1 29/05/2012
HPV173 Gamma-1 KF006400 08/12/2012
HPV48 Gamma-2 U31789 17/11/1987
HPV200 Gamma-2 KP692114 04/08/2014
HPV50 Gamma-3 U31790 21/09/1987
HPV188 Gamma-3 17/10/2013
HPV60 Gamma Gamma-4 U31792 02/01/1989
HPV88 Gamma-5 EF467176 30/07/2001
HPV101 Gamma-6 DQO80081 21/07/2004
HPV103 Gamma-6 DQO80078 15/09/2004
HPV108 Gamma-6 FM212639 2006-11

HPV109 Gamma-7 EU541441 23/08/2007
HPV123 Gamma-7 GQ845445 15/07/2009
HPV134 Gamma-7 GU117634 02/12/2009
HPV138 Gamma-7 HM999990 07/12/2009



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU410349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM955842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FN677756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HE963025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HF930491
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X74480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y15173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y15174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ947080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF531420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY382779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FN677755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X70827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X70829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ620210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF006400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP692114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U31792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF467176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ080078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM212639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU541441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999990

HPV139

HPV149
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HPV155

HPV170

HPV186

HPV189

HPV193

HPV112

HPV119

HPV147

HPV164

HPV168

HPV176

HPV116

HPV129

HPV121

HPV130

HPV133

HPV142

HPV180

HPV191

HPV126

HPV136

HPV140

HPV141

HPV154

HPV169

HPV171

HPV181

HPV202

HPV127

HPV132

HPV148

HPV157

HPV165

HPV199

Gamma-7 HM999991 07/12/2009
Gamma-7 GU117629 02/12/2009
Gamma-7 JF906559 16/05/2011
Gamma-7 JX413110 07/05/2012
Gamma-7 17/10/2013
Gamma-7 17/10/2013
Gamma-7 22/01/2014
Gamma-8 EU541442 21/12/2007
Gamma-8 GQ845441 15/07/2009
Gamma-8 HM999999 15/02/2010
Gamma-8 JX413106 07/05/2012
Gamma-8 KC862317 07/05/2012
Gamma-8 02/07/2013
Gamma-9 F1804072 13/01/2009
Gamma-9 GU233853 02/12/2009
Gamma-10 GQ845443 15/07/2009
Gamma-10 GU117630 02/12/2009
Gamma-10 GU117633 02/12/2009
Gamma-10 HM999994 23/12/2009
Gamma-10 KC108722 25/07/2013
Gamma-10 17/10/2013
Gamma-11 AB646346 09/09/2010
Gamma-11 HM999988 07/12/2009
Gamma-11 HM999992 23/12/2009
Gamma-11 HM999993 23/12/2009
Gamma-11 NC 021483 31/03/2011
Gamma-11 JX413105 07/05/2012
Gamma-11 KF006398 08/12/2012
Gamma-11 21/08/2013
Gamma-11 KP692116 04/08/2014
Gamma-12 HMO011570 20/11/2009
Gamma-12 GU117632 02/12/2009
Gamma-12 GU129016 02/12/2009
Gamma-12 29/05/2012
Gamma-12 JX444072 07/05/2012
Gamma-12 KJ913662 19/05/2014



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF906559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU541442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC862317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ804072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU233853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ845443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC108722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB646346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_021483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF006398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP692116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM011570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU129016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX444072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ913662
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HPV128 Gamma-13 GU225708 02/12/2009
HPV153 Gamma-13 JN171845 24/02/2011
HPV131 Gamma-14 GU117631 02/12/2009
HPV135 Gamma-15 HM999987 07/12/2009
HPV146 Gamma-15 HM999998 15/02/2010
HPV179 Gamma-15 HG421739 19/07/2013
HPV192 Gamma-15 17/10/2013
HPV137 Gamma-16 HM999989 07/12/2009
HPV144 Gamma-17 HM999996 15/02/2010
HPV156 Gamma-18 JX429973 12/04/2011
HPV161 Gamma-19 JX413109 07/05/2012
HPV162 Gamma-19 JX413108 07/05/2012
HPV166 Gamma-19 JX413104 07/05/2012
HPV163 Gamma-20 JX413107 07/05/2012
HPV183 Gamma-20 21/08/2013
HPV194 Gamma-20 22/01/2014
HPV167 Gamma-21 NC 022892 07/05/2012
HPV172 Gamma-22 KF006399 08/12/2012
HPV175 Gamma-23 KC108721 18/06/2013
HPV178 Gamma-24 KJ130020 12/07/2013
HPV190 Gamma-24 17/10/2013
HPV197 Gamma-24 KMO085343 14/04/2014
HPV184 Gamma-25 HG530535 15/09/2013
HPV187 Gamma-26 17/10/2013
HPV201 Gamma-27 KP692115 04/08/2014
HPV1 Mu Mu-1 V01116 1984
HPV63 Mu-2 X70828 11/04/1991
HPV41 Nu Nu-1 X56147 21/09/1987
"HPV46" Reclasificado como HPV20 subtipo
"HPV55" Reclasificado como HPV44 subtipo 10/11/1987



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU225708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN171845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU117631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG421739
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM999996
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX429973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX413107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_022892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF006399
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC108721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ130020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KM085343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HG530535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP692115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/V01116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X70828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X56147
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"HPV64" Reclasificado como HPV34 subtipo

"HPV79" Reemplazado por HPV91 30/12/1996
HPV203 | Gamma 13/10/2014
HPV204 | Mu 22/10/2014

Secuenciamiento

ANEXO C

El secuenciamiento de acidos nucleicos permite determinar exactamente el orden

de los nucleétidos en una molécula de ADN (108). Hasta mediados de los afios

70s no existia un método para secuenciar directamente una molécula de ADN

(109). Los primeros métodos para el secuenciamiento del ADN fueron

desarrollados en 1977 (108-110). Uno fue el método de escision quimica de

Maxam-Gilbert y el método mas conocido, llamado terminacién de la cadena o

método de Sanger (109,110). Ambos métodos presenta puntos en comunes como

la utilizacién de enzimas de restriccion para escindir el ADN original, la marcacién

con fluoréforos o radiactiva del ADN y la utilizacion de electroforesis para

distanciar los fragmentos que se generan (111).
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Método de Sanger o de terminacion de cadena didesoxi

Este método enzimatico fue desarrollado por Frederick Sanger y sus
colaboradores y, es considerado el estandar de oro para el secuenciamiento de
acidos nucleicos (108,111). Ha sido utilizado como la base para el desarrollo de
variantes y de los métodos modernos de secuenciamiento (111). Utiliza sintesis
de ADN controlada, generando fragmentos que terminan con nucledtidos
especificos del ADN blanco (110,111). El principio de este método esta basado
en la sintesis de ADN con una ADN polimerasa y en el uso de
didesoxirribonucledtidos (ddNTP) «nucleotidos terminadores» (111). EI método
utiliza cebadores que se hibridan a la cadena de ADN blanco y una mezcla entre
desoxirribonucleétidos (ANTP) y ddNTP (111). Los nucleétidos normales o dNTP
permiten elongar la cadena de ADN, mientras que los ddNTP al faltarle un grupo
OH en el carbono 3' no pueden (111). De esta manera a medida que se sintetizan
las cadenas de ADN, se forman fragmentos de distintos tamafios y con un ddNTP
especifico en su extremo 3' (111). Estos fragmentos son migrados en un gel de

electroforesis y revelados para el analisis de la secuencia de ADN (111).
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from the chain terminating nucleotide).

Figura 5.1 Métodos de secuenciamiento de Maxam-Gilbert (A) y de Sanger (B).

Fuente: Oxbridge Biotech Roundtable (112)
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La automatizacion de este método se llevd a cabo mediante el uso de fluoréforos

distintos para cada tipo de ddNTP, y asi poder detectarlos simultaneamente en

una reaccion (111).

ABI PRISM™ 3730xI DNA Analyzer

Es un instrumento de electroforesis capilar con 96 capilares, basado en la quimica

de ddNTP con colorantes especificos para cada uno. Puede cargar entre 8 a 96

muestras por corrida (113). Utiliza la quimica del BigDye Terminator, siendo éste

uno de los mas estables. Las quimicas que puede utilizar son: BigDye® Terminator

v 1.1y BigDye® Terminator v 3.1 dando lecturas mas largas y con gran éxito (114).
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Las quimicas v 1.1 y 3.1 son reformulaciones de la quimica original v 1.0 y v 3.0.

Presenta los polimeros POP-7™ POP-4™ y POP-6™ (113).

de novo secuenciamiento 1 I
Resecuenciamiento T g
Secuenciamiento de muestras + +
dificiles
Secuenciamientos de lecturas + +
largas
Secuenciamiento (plasmidos, + +
BAC y fosmidos)
Deteccion de bases mezcladas T* 1
Secuenciamiento de productos
de PCR cortos usando los f "
maodulos de corrida de
electroforesis rapida

Tabla XII. Aplicaciones para cada quimica. () Recomendada; (f) satisfactoria; (*) Ambas
quimicas sirven para la aplicacion.
Fuente: Applied Biosystems (113).
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Flujo de trabajo de la secuenciamiento de ADN automatizada

El flujo de trabajo se resume a cinco pasos esenciales que son:

1. Preparacion de la muestra de ADN: En este paso se determina el origen
de la muestra, los cebadores utilizados, la calidad y cantidad del ADN.

2. Ciclo de secuenciamiento: Se selecciona la quimica a utilizar de
secuenciamiento, se prepara los ciclos para la reaccion de
secuenciamiento y se corre la reaccion de secuenciamiento.

3. Purificacion del producto de extension: Se realiza la purificacion de los
productos de Dye Terminator o productos purificados de cebadores
colorantes.

4. Electroforesis capilar: Primero se configurar el registro de placa, se carga
la muestra y se realiza la corrida. Resultados mostrados en formato *.ab1

5. Analisis de los datos: Se aplica los protocolos de analisis, se corre el

analisis y se revisan los datos (113).

Pirosecuenciamiento
El pirosecuenciamiento es un método de secuenciamiento en tiempo real y puede
utilizar como material de partida, tanto ADN como ARN (7)(2). Presenta ventajas

sobre el método de Sanger en cuanto a la sencillez , velocidad y menos costoso
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para su uso en secuencias cortas y medianas (7). La incorporacion de un

nucledtido conduce a la liberacion de un pirofosfato (115). La enzima ATP

sulforilasa utiliza el pirofosfato para producir ATP, y éste es luego utilizado por la

enzima luciferasa para la formacion de luz visible (115). La luz es percibida por

un sensor y analizada por el instrumento de secuenciamiento. Mientras que el

método de Sanger permite secuenciar un genotipo que se encuentre en altas

concentraciones, el pirosecuenciamiento puede detectar los que se encuentren

en baja presencia (116).

ANEXO D

Cebadores utilizados en la tesis

Cebador Secuencia (5'-3') Lor(f;ud Tipo Blanco An;;p):():on
MY11l GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 20 Forward VPH
MY09 CGT CCM ARR GGAWACTGATC 20 Reverse VPH 450
PC03 ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC 20 Forward B-Globina
PC04 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 20 Reverse B-Globina 110
T7 TAA TAC GACTCA CTATAG GG 20 Forward Promotor T7 Depende del
SP6 GAT TTA GGT GACACT ATA G 19 Reverse Promotor SP6 inserto




ANEXO E

Aprobacién del Comité de Etica

-

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
DIRECCION PROVINCIAL DE SALUD DEL GUAYAS

Guayaquil, 12 de abril de 2013

Sedior Doctor

CESAR BEDOYA

Investigador Principal

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA “INSPI”

Presente
De nuesira consideracién:

- ] Comité de Bioética institucional del Hospital del Nifio “Dr. Francisco de Ycaza Bustamante”, en
la sesion del 11 de marzo de 2013, luego del andlisis pormenorizado del Prayecto de
lnvestigacion “Epidemiologia Molecular del Virus de Paplloma Humana para [a preveacidn del
Céncer de Cérvico-Utering en mujeres de la Region Litoral del Ecuador” SENESCYT PIC-12-HN-
001, resolvid aprobarlo.

El Comité solicita alos responsables de la ejecucién del Proyecto gue presenten los informes
del avance del mismo, efectos adversos y demds pormenores gque se adviertan en su
desarrollo. Un delegado de este organismo supervisara el trabajo.

Hacermos propicia la cportunidad para expresarle nuestros sentimientos de consideracidn y alta

estima.

Atentamente,

n

Dr. Antonio Aguilar Guzmdn
IDENTE

c.c.: Comité de Bioética
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ANEXO F
Breve guia para la recogida de muestras cervicales usando el cepillo Rovers
Cervex®y el cobas® PCR Cell Collection Media
1. RECOGER:
e Usar guantes.
e Para recolectar, colocar las cerdas centrales del cepillo en el canal
endocervical.
¢ Inserte el cepillo lo suficientemente profundo para permitir que las cerdas
mas cortas estén completamente en contacto con el ectoceérvix.

e Empuje suavemente y gire en sentido horario la escoba cinco veces.

2. ENJUAGUAR:
e Enjuague el cepillo en el cobas® PCR Cell Collection Media empujando la
escoba en la parte inferior de la cubeta diez veces, obligando a las cerdas

separarse.
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e Remoline la escoba vigorosamente para liberar aun mas el material.
e Deseche el dispositivo de recoleccion.

¢ No deje la cabeza de escoba en el frasco.

3. CERRAR:
e Apriete la tapa para que la linea de esfuerzo de torsién de la tapa pase la
linea de esfuerzo de torsion en el vial.

e La muestra esta ahora lista para el transporte.
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ANEXO G

Controles positivos

Los controles positivos fueron realizados mediante la amplificacién y subsecuente
clonacion de amplicones generados por los sets de cebadores MY para VPH y
para B-globina (PC03-PC04) (ver ANEXO D), a partir del ADN de células SiHa
(ATCC® HTB-35™). Esta linea celular humana proviene de carcinoma cervical y
esta infectada con una a dos copias del VPH 16 (117). La extraccion de ADN de
SiHa se realizé con Q/IAamp DNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo (ver
ANEXO H) recomendado por el fabricante. La amplificacion se llevé a cabo
mediante el uso de la enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), bajo
las condiciones recomendadas por el fabricante (ver ANEXO I). Los productos de
PCR fueron revelados en gel de agarosa al 2% y purificado con High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche Applied Science) con el protocolo disponible en
internet. Se realizd la clonacion de los productos purificados y el aislamiento de

los plasmidos como se detalla a continuacion.

Ligacion

Mediante el uso de la técnica de clonacion T/A, el producto purificado fue ligado
con la ayuda de la enzima T4 DNA ligase, siguiendo el protocolo detallado del kit
pGEM®-T Easy Vector System (Promega), con un tiempo de incubacion de una

hora a temperatura ambiente.
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2x rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5
PGEM-T or pGEM-T Easy Vector (50ng) 1
Producto purificado 3

T4 DNA Ligase 1

TOTAL 10

Componentes para la ligacion de los productos de PCR

Transformacién
A partir del producto ligado se realizé la transformacién en células DH5a™

(Invitrogen™), siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante.

TRANFORMACION (SUBCLONING EFFICIENCY™ DH5A™ COMPETENT

CELLS)

1. Descongelar en hielo un tubo de células DH5a ™. Coloque tubos blancos de

15 ml en hielo humedo. Colocar las puntas a utilizar a 4 °C.

2. Mezclar suavemente las células con la punta de pipeta y alicuotar de 50 ul de

células para cada transformacion en un tubo blanco de 15 ml.
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3. Volver a congelar las células no utilizados en el bafio de hielo seco / etanol
durante 5 minutos antes de volver al -80 °C congelador. No utilice nitrogeno

liquido.

4. Anadir 1 a 5 ul (1-10 ng) de ADN a las células y mezclar suavemente. No mezcle
con la pipeta hacia arriba y abajo. Para el control pUC19, afadir 2,5 ul (250 pg)

de ADN a las células y mezclar suavemente.

5. Incubar los tubos en hielo durante 30 minutos.

6. Choque térmico de células durante 20 segundos en un 42 °C bafio de agua sin

agitacion.

7. Colocar los tubos en hielo durante 2 minutos.

8. Anadir 950 ul de medio LB broth (sin ampicilina) a cada tubo (para que se

recuperen las bacterias).

9. Incubar los tubos a 37 °C durante 1 hora a 225 rpm.

9.1 Colocar 100 uL de IPTG y 20 uL de X-gal y plaquear. Dejar a 37 °C en la

incubadora por media hora.

10. Transferir el contenido de cada tubo a un tubo de 1.5 ml y centrifugar a 6000g
por 3min (menos el de pUC19). Eliminar el sobrenadante y dejar 100 uL para la

siembra.
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11. Plaquear 100 uL de cada tubo.

12. Incubar las placas durante toda la noche a 37 °C.

Comprobacion de inserto
Esto se lo realizé mediante una PCR, picando media colonia blanca y utilizando
los cebadores SP6 y T7 que se hibridan en los promotores con el mismo nombre

presentes en el vector y siguiendo el protocolo de PCR (ver ANEXO 1).

Cultivo
Una vez comprobado el inserto, las colonias fueron cultivadas en 3 mL de medio

LB Broth con ampicilina a 37°C toda la noche.

Aislamiento de plasmidos

Para el aislamiento de plasmido se utilizé el kit comercial High Pure Plasmid
Isolation (Roche Molecular Systems) bajo el protocolo proporcionado por el
fabricante y disponible en internet; se cuantificd y evalud la calidad del ADN con
el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) del Laboratorio de
Biomedicina de ESPOL. Se comprobd por medio de secuenciamiento (Genewiz,

Inc.) con cebadores T7 y SP6 la presencia del inserto con el genotipo esperado.
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ANEXO H

PROTOCOLO DE EXTRACCION PARA MUESTRA DE CEPILLADO

e Programar el termoblock a 56°C. antes de empezar la extraccion.

e Verificar AW1 y AW2 que estén preparados segun indicaciones del
fabricante y que Buffer AL no esté precipitado.

1. Se toma 1ml de la(s) muestra(s) y se centrifuga a 8000rpm o 6000 g
durante 5 min. Este paso se repite hasta que la concentracion de Pellet sea
adecuada para la extraccion (5ml aproximadamente).

2. Decantar hasta solo dejar el Pellet.

3. Se coloca 20ul de proteinasa K en la muestra y 200ul de PBS.

4. Colocar 4ul de RNasa A (100mg/ml) y mezclar e incubar por 15 mina 37°C.

5. Colocar 200uL Buffer AL. Se realiza vortex para homogeneizar.

Nota 1: No colocar la proteinasa K y el Buffer AL al mismo tiempo

Nota 2: Si el pellet de células es muy abundante, la colocacién de la
proteinasa K, el PBS y el Buffer AL deberan ser aumentados de manera
proporcional ejemplo: 30ul, 300ul y 300ul respectivamente.

6. Se incuba en el termoblock con una ligera agitacion a 56 ‘C, por un tiempo
minimo de 10 minutos.

7. Centrifugar brevemente para remover las gotas de la tapa.
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8. Adicionar 400 pl de etanol al 100% a la muestra y mezclar por 15
segundos en el vortex. Brevemente centrifugar para remover las gotas de
la tapa.

9. Cuidadosamente colocar 700 pl de la mezcla en la columna cuidando de
no topar los bordes del tubo. Tapar la columna colocarla dentro del tubo
de 2mly centrifugar a 8.000 rpm o 6.000g por 1 min.

10.Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.

11.Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pl de Buffer AW1 sin
topar los bordes del tubo, tapar la columna.

12.Centrifugar a 8.000 rpm por 1 min.

13.Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.

14.Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 pl de Buffer AW2 sin
topar los bordes del tubo. Tapar la columna.

15.Centrifugar a 14.000 rpm por 3min.

16. Colocar la columna en un tubo limpio de 2ml y descartar el filtrado.

17.Centrifugar a 14.000 rpm por 1 min y descartar el filtrado.

18. Colocar la columna en un tubo limpio eppendorf de 1.5 ml.

19. Adicionar 50 a 100ul de Buffer AE e incubar atemperatura ambiente por
1 min y luego centrifugar a 8.000 rpm por 1min.

20.Colocar el ADN extraido para la conservacion a -80 C.
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ANEXO |

Componentes de la PCR para la amplificacion del VPH

Volumen (1 rxn) | Concentracion Final

10X PCR Buffer - Mg 2.5l 1X
10 mM dNTP mix 0.5 uL 0.2 mM cada uno
50 mM MgCl2 0.75 L 1.5 mM
Primer mix (10 pM cada uno) 0.5 L 0.2 uyM
Platinum® Taq DNA Polymerase 0.1 uL 1 unidad
Agua ultra pura a25uL -
Muestra ~ -
TOTAL 25 uL

Con el programa de termociclado siguiente:

Paso Temperatura Duracién

Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min

Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Hibridacion 55°C 30 seg
Elongacion 72 °C 1 min

Elongacion final 72 °C 8 min
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