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RESUMEN
Objetivo: Detecciony tipificacion del VPH mediante Reaccion en Cadena de la polimerasa con iniciadores
genéricos MY09y MY11yRCP-Miiltiple, en muestras de pacientes con diagndstico citologico de coilocitosis
y lesion intraepitelial escamosa de bajo grado, o diagndstico clinico de condilomatosis y papilomatosis.
Métodos: Se procesaron 70 muestras citologicas del drea genital a las que se realizo extraccion de ADN
y deteccion y tipificacion viral mediante técnicas moleculares (RCPy RCP muiltiple).
Ambiente; Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia,
Resultados: De las muestras evaluadas, 31 resultaron positivas en la deteccion molecular del VPH. De
éstas, 29 correspondieron a VPH de bajo riesgo (tipos 11 y/o 6), una a infeccion mixta con bajo y alto
riesgo (tipos 6y 33) y otra a coinfeccion con virus de alto riesgo (tipos 18y 33).
Conclusiones: Los resultados obtenidos resaltan la utilidad de la RCP en el diagndstico y tipificacion del
VPH y ponen en evidencia una relacion, ya establecida, entre VPH de bajo riesgo y displasias leves, asi
como la posible sobrestimacion de infeccion por VPH en los diagndsticos de referencia.
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SUMMARY
Objectives: The aim of this study was the HPV detection and typification by PCR with MY09 and MY11
primers and a Multiplex-PCR assay, in patients samples with cytological diagnostic of koilocytosis and
low grade squamous intrapithelial lesion, or clinical diagnostic of condylomatosis and papillomatosis.
Methods: Seventy cytological samples of the genital area were assessed for DNA extraction and viral
detection and typification by molecular techniques (PCR and Multiplex PCR).
Setting: Laboratorio de Genética Molecular-Instituto de Oncologia y Hematologia,
Results: From 70 evaluated samples, 31 were positive for HPV detection, with 29 samples corresponding
to low risk HPV (types 6 and/or 11), one corresponding to high and low risk HPV mixture infection (types
6 and 33) and one corresponding to high risk HPV coinfection (types 18 and 33).
Conclusions: These results reflect the PCR utility to the HPV detection and typification, and evidence a
well known relation between low risk HPV and moderated displasias, as well as the possible overstimate
of HPV infection in the reference diagnostic.
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INTRODUCCION

Lainfeccién por virus de papiloma humano (VPH)
esta considerada actualmente como la enfermedad
de transmision sexual mas frecuente en el mundo
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y como el principal factor etiolégico de lesiones
intraepiteliales y cancer cervicouterino (1,2). Ningtin
otro cancer tiene una relacion de causalidad tan bien
establecida con virus, representada en un riesgo
relativo de 300-400 entre cancer de cuello uterino
y VPH (3). En Venezuela, el cancer cérvico-uterino
es la neoplasia mas frecuente y la primera causa de
muerte oncoldgica en la poblacién femenina (4).



EVALUACION, MEDIANTE RCP

En un estudio realizado con muestras cervicales de
estudiantes sexualmente activas de la Universidad
Central de Venezuela, en edades comprendidas entre
18 y 25 afios, que presentaban lesiones o alteraciones
citologicas, se encontré una alta prevalencia de
infeccién por VPH (63,7 %) (5). Debido a que el
VPH también puede transmitirse en forma vertical
(aunque con menor frecuencia), otros estudios se
han dirigido a la deteccién del genoma viral en
lesiones benignas y malignas de cavidad bucal; se
ha detectado el virus en carcinoma bucal de células
escamosas en una proporcion del 50 %, asi como en
lesiones benignas de mucosabucal,donde se encontré
VPH de bajo riesgo y un caso de VPH de alto riesgo
oncogénico (6,7).

Basadoen hibridacién del ADN y, posteriormente,
en analisis de secuencia, se han identificado mas de
100 tipos de VPH especie-especificos, de los cuales
aproximadamente 40 son transmitidos sexualmente
en el hombre y pueden infectar la mucosa de los
genitales, incluyendo el cérvix (8). De acuerdo a
su potencial oncogénico se han dividido en tipos de
alto riesgo: 16, 18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,
59, 66, 68, asociados con cancer invasivo y lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado (LIEbg
y LIEag); y tipos de bajo riesgo: 6, 11,42, 43, 44,
asociados principalmente con verrugas genitales,
LIEbg y papilomatosis respiratoria recurrente (9,10).
Sin embargo, algunos investigadores han encontrado
VPH de bajoriesgo (tipo 6) en carcinomas escamosos
invasivos de cérvix, indicando que, dependiendo de
otros factores de riesgo asociados, este tipo viral
pudiera participar en los cambios que conllevan a la
transformacion celular (11-13).

Considerando la relacién que existe entre tipos
especificos de VPH con el estatus y la evolucion
de la infeccién, es importante conocer el tipo viral
involucrado en una patologia dada para llegar a
un diagndstico mds preciso y un tratamiento y
seguimiento adecuados. Por otra parte, debido a las
ventajas, desventajas y/o limitaciones que presentan
los distintos procedimientos (citolégicos, histolégicos,
clinicos, moleculares, inmunolégicos) para evaluar
los cambios morfolégicos asociados a displasias
o neoplasias cervicales y la posible existencia de
infeccién viral, es importante el uso combinado de
métodos basados en principios diferentes, con la
capacidad de caracterizar los cambios morfolégicos
que sugieren la presencia de infeccién viral, asi
como métodos de alta sensibilidad y especificidad
que permitan detectar y determinar el genotipo del
VPH.
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Existen trabajos que reflejan una gran variabilidad
en cuanto a la sensibilidad y especificidad de los
distintos métodos empleados en la evaluacién de la
infeccién por VPH. En el caso de la citologia, se ha
reportado un valor promedio de sensibilidad de
61,3% con una dispersiéon considerable (18,6 %-94
%), resaltando laelevada subjetividad de este método
que justifica un control estricto de su calidad y la
necesidad de surepeticion frecuente; esta sensibilidad
incrementa con la edad de las pacientes. Lareaccion
en cadena de la polimerasa (RCP), presenta una
sensibilidad mayor (aproximadamente 90 %),con un
intervalo mas compacto (84,9 %-100 %), y no varia
con la edad. En contraste, la especificidad es mas
alta en la citologia que en la RCPy, en ambos casos,
incrementa con la edad (14-16).

El presente estudio tuvo como objetivos la
deteccion vy tipificacion del VPH mediante la RCP
en muestras de pacientes con diagndstico clinico o
citolégico sugestivo de infeccién por dicho virus,
asi como la comparacién de los resultados obtenidos
mediante la evaluacién molecular con el diagnéstico
previo de referencia.

METODOS

Material biolégico. Se evaluaron 70 muestras
citolégicas (hisopados) tomadas en el area genital,
recibidas en el Laboratorio de Genética Molecular
del Instituto de Oncologia y Hematologia- MPPS,
con diagndstico clinico o citolégico de referencia. El
34,3 % de las muestras (24/70) present6 diagnostico
citolégico de coilocitosis o LIEbg; el 65,7 % (46/70)
presenté diagndstico clinico de condilomatosis o
papilomatosis.

Extraccion del ADN genémico total. Para la
extraccién del ADN, se siguid el protocolo descrito por
Correntiy col.(4). El sedimento celular delas muestras
evaluadas fue digeridoen 100 gL buffer delisis (0,1 %
sarcosina; 10 mM Tris HCI, pH 8) y 100 u1 proteinasa
K (1 mg/mL),incubando durante, al menos, 3 horas a
42°C. E1 ADN fue extraido mediante separacién v/v
con cloroformo-fenol/isoamilicoy precipitacién con 2
5 volimenes de etanol absoluto frio; se resuspendié en
agualibre de nucleasas y se determiné laconcentracién
espectrofotométricamente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP).
La deteccién viral se llevé a cabo mediante RCP
con iniciadores genéricos MY09 y MY11, que
reconocen la regién consenso L1 del genoma viral
para obtener un producto de amplificacién de 450
pb (17,18). Se utilizaron los iniciadores PC04/GH20
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para amplificar simultineamente un fragmento del
gen humano de [-globina como control interno
de la integridad y calidad del ADN y ausencia de
inhibidores de la RCP, con los que se obtiene un
producto de 268 pb (19). Se incluyd, ademads, un
control negativo (mezcla de reaccién + ADN de
individuo sano). Aproximadamente 1 yg del ADN
extraido fue afiadido a la mezcla de reaccion [0.4 ul
dntp’s (100 mM); 0,2 ul de cada primer (100 mM);
6 ul de buffer Taq 10X; 4 ul de MgCl2 (50 mM); 0,5
#1(2,5U) de Tag DNA polimerasa (Invitrogen); H,O
libre de nucleasas hasta un volumen final de 40 ul |
y amplificado en un termociclador “Mini cycler” MJ
Research (Ciclos: 4 min a 94° C,40 X [ 15 seg a 94°
C, 30 seg a 55° C, 45 seg a 72° C ] y una extension
final de 7 min a 72° C).

La tipificacion se realizé con el kit comercial
MP-70078 “MPCR Kits for Human Papillomaviruses™
de Maxim Biotch, Inc., siguiendo las indicaciones de
lacasacomercial,que permite tipificar lostipos 6y 11
de bajo riesgo, y los tipos 16, 18 y 33 de alto riesgo,
correspondientes a los tipos virales mas reportados
en la literatura sobre el tema.

Los resultados de ambas amplificaciones fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2 %, buffer TBE 1X. Los geles fueron teflidos
con bromuro de etidio (0,2 yLL de solucién al 1 %) y
expuestos a luz UV (transiluminador) para registro
fotografico.

Para evaluar la asociacién de los diagndsticos
clinico y citolégico de referencia de las muestras
estudiadas conrespecto alos resultados de ladeteccion
por RCP, se aplicé una prueba Chi cuadrado (%?) con
correccion por continuidad y se utilizé el coeficiente
Kappa paramedir su grado de concordancia,utilizando
como criterio para el rechazo de la hip6tesis nula un
P-valor<0,05. Losdatos fueron analizados utilizando
el paquete estadistico SPSS versién 13.0.

RESULTADOS

Las 70 muestras citoldgicas evaluadas fueron
recolectadas por médicos especialistas con hisopos de
dacron (Fisherbrand) en el area genital de los pacientes.
Losresultados de ladeteccion viral mediante RCPcon
iniciadores MY09 y MY 11 se muestran en el Cuadro
1 y la Figura 1, y los de la tipificacion mediante
RCP- Muiltiple en el Cuadro 2 y la Figura 2. Todos
los ADN extraidos permitieron la amplificacion
del fragmento de 268 pb correspondiente al gen de
[-globinautilizado como control interno de la prueba,
lo que indic6 la buena calidad del mismo y la 6ptima
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Cuadro 1

Resultados de la deteccion del VPH por RCP
con iniciadores genéricos

Diagnéstico  N°de N°muestras N° muestras

muestras positivas negativas
Citolégico  (24/70) (12/24) (12/24)
343 % 50 % 50 %
(46/70) (19/46) (27/46)
Clinico 65,7 % 41,3 % 58,7 %
70 (31/70) (39/70)
Total 443 % 55,7 %

450 ph

268 ph

Figura 1. Deteccién viral mediante RCP con iniciadores
MY09 y MY11. 1) Control negativo (ADN de individuo
sano); 2) Control positivo; 3-6) Muestras en estudio; 7)
Marcador de peso molecular (100 pb). La banda de 268pb
corresponde al gende 3-globina,y lade 450 pb corresponde
al genoma de VPH. Las muestras 3 y 6 resultaron negativas
y las 4 y 5, positivas.

realizacion de la RCP. En las muestras consideradas
positivas se observo la banda correspondiente al
control interno y otra de 450 pb correspondiente al
genoma viral; en las muestras negativas (incluyendo
al control negativo) solo se observé el producto de
amplificacion del gen de la B-globina. Se obtuvo un
porcentaje de positividad para la presencia del ADN
viral de 44,3 % (31/70), correspondiente a 12/24
muestras condiagndstico citolégicoy 19/46 muestras
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con diagnéstico clinico. El 93,5 % de las muestras
positivas (29/31) mostré infeccién con VPH de bajo
riesgo oncogénico: 45,2 % (14/31) correspondiente
al tipo 6; 38,7 % (12/31) al tipo 11 y 9,7 % (3/31)
correspondiente acoinfecciénconlostipos6y 11. Una
muestra presenté infeccién mixta con los tipos 6 y 33,
de bajo y alto riesgo oncogénico, respectivamente, y
otra present6 coinfeccién con los tipos 18 y 33, ambos
de alto riesgo oncogénico (Cuadro 2, Figura 2).

Al comparar, mediante pruebas estadisticas, los

Cuadro 2
Tipificacién del VPH mediante RCP-Miuiltiple de las muestras
positivas en la RCP con iniciadores genéricos

Diagnéstico Tipo viral
6 11 6yll 6y33 18y33
Citolégico (5/12) (6/12) (1/12) 0 0

416% 50% 83 %

(9/19) (6/19) (2/19) (1/19) (1/19)
Clinico 473% 316 % 105% 53% 53 %

(14/31) (12/31) (3/31) (1/31) (1/31)
Total 452% 387 % 97% 32% 32 %

601 pb

413 pb
360pb

263 pb

144 pb

Figura 2. Tipificacién viral mediante RCP-Muiltiple. 1-4)
Muestras en estudio positivas en la deteccion viral; 5)
Control positivo del kit, donde se observan las bandas
correspondientes a los tipos 11 (144 pb), 6 (263 pb), 18
(360 pb), 33 (413 pb) y 16 (601 pb); 6) Marcador de peso
molecular (100 pb).
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resultados obtenidos en la evaluacion molecular con
los diagndsticos de referencia, se obtuvo un P-valor
> 0,05 con un coeficiente Kappa de 0,081, lo que no
permite rechazar la hipétesis nula en relacién a la
asociacién lineal entre los pardmetros contrastados.

DISCUSION

La infeccién por VPH puede diagnosticarse
indirectamente a nivel morfolégico por examen
citolégico o por examen histopatoldgico, los cuales
no permiten detectar el genoma ni determinar el tipo
viral involucrado. La tipificaciéon es importante en
la categorizacion de grupos de pacientes desde una
perspectivaclinica practica parael seguimiento de los
mismos y proporcionar el diagndstico y tratamiento
mas adecuados (20-22). Ademas, actualmente, el
desarrollo y la aplicacién de la vacuna de VPH
constituyen un nuevo desafio en la evaluacion de la
eficaciade las mismas paralos tipos virales incluidos.
Distintos investigadores han usado la RCP con el fin
de detectar y tipificar al VPH, sefialandola como la
técnica mds rapida y sensible para la deteccién del
ADN viral (9,23-25). Latipificaciéon se realiza a partir
de variaciones entre los genomas de los distintos tipos
virales en las regiones E6,E7 y L1, considerando que
un tipo dado debe diferir en mas del 10 % respecto
de otro tipo conocido. Estas diferencias se usan
en la elaboracion de sondas para procedimientos
de hibridacién y de iniciadores para reacciones de
amplificacion del ADN (1).

En este estudio se utilizé la RCP para la
deteccion y tipificacion del VPH en muestras
con diagnéstico clinico de condilomatosis y
papilomatosis, o diagndstico citolégico de LIEbg
y coilocitosis, considerados como displasias leves
por estar generalmente relacionadas a VPH de bajo
riesgo oncogénico y presentar un menor riesgo de
evolucionar hacia lesiones malignas (26). Como el
kit RCP-Muiltiple empleado en la tipificacién viral
s6lo permite detectar dos tipos de bajo riesgo (6 y
11) y tres de alto riesgo oncogénico: 16, 18, 33, es
importante la deteccion previa del ADN viral con los
iniciadores genéricos MY09 y MY 11, con el fin de
evitar los falsos negativos que pudieran obtenerse de
usarse el kit directamente, con tipos virales que no
estan presentes en el mismo, ademds de evaluar la
calidad del ADN extraido de la muestra a partir del
control interno incluido en la reaccion.

En distintas investigaciones se han resaltado las
ventajas de combinar los estudios citolégicos con
la evaluacion molecular para deteccion del genoma
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viral, lo cual ofrece un alto potencial para mejorar
el valor predictivo negativo de la prueba citolégica
convencional, permitiendo el incremento en los
intervalos de periodicidad para la realizacién de la
misma y la disminucién de los costos de programas
de salud con seguridad aceptable (27-30).

En el presente estudio se detecté ADN viral en el
44 3 % de las muestras evaluadas, de las cuales
93,5 % correspondié a VPH de bajo riesgo oncogénico,
incluyendo una muestra que presentoé infeccion mixta
con VPHdebajoy altoriesgo. Enuntrabajorealizado
en muestras de lesiones benignas de mucosa bucal
se reportaron porcentajes similares a los obtenidos
en este estudio, detectindose VPH de bajo riesgo
oncogénico en un 90,9 % de las muestras, mientras
que el 9,1 % restante presentd infeccién mixta con
VPH de bajo y alto riesgo (7).

Estos resultados resaltan la utilidad de la RCP
en el diagnéstico y tipificacion del VPH y ponen en
evidencia una relacion, ya establecida, entre VPH
de bajo riesgo y displasias leves (3,9,20,25). Cabe
mencionar que en base a la tipificacién realizada en
las muestras evaluadas en el presente estudio, las
infecciones con VPH de altoriesgoy aquellas multiples
0 mixtas son las que tienen mayor probabilidad de
evolucionar haciadisplasias severas,especialmente si
estan asociadas a otros factores de riesgo como edad,
tabaquismo y persistencia de la infeccién (9). Se ha
sefialado que en las coinfecciones con VPH de bajo
y alto riesgo oncogénico, es posible que ambos tipos
virales se potencien, ocurriendo la duplicacion de las
cargas virales,oun efecto sinérgico en laoncogénesis
del virus de alto riesgo (31). También se ha sugerido
que las infecciones multiples pudieran reflejar una
mayor tolerancia inmunolégica a la infeccién por
VPH, conlaacumulacion subsecuente de infecciones
diferentes, pudiendo,asu vez,representar un marcador
de persistencia de la infeccién, lo cual han destacado
algunos investigadores como un posible factor de
riesgo de progresion de la lesién (32).

En el caso de las infecciones con VPH de bajo
riesgo oncogénico, es importante tomar en cuenta
otros factores clinicos y biolégicos asociados a la
historia de la infeccién (especialmente persistenciay
recidivas),pues algunas investigaciones han reportado
laparticipaciénde VPH de bajoriesgo enla progresion
a malignidades (33-35).

Al comparar los resultados obtenidos mediante
la evaluacién molecular con el diagnéstico de
referencia, se observé que 39/70 muestras (55,7 que
tenfan diagndstico clinico o citolégico sugestivo
de infeccién por VPH, resultaron negativas en la
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evaluacion molecular por RCP. Al aplicar el contraste
de independencia no se encontraron evidencias
suficientes que permitan concluir que existe asociacién
lineal entre el diagnéstico de referenciay laevaluacion
molecular en el conjunto de datos analizados (P>
0,05). Consistentemente, el valor encontrado para
el coeficiente Kappa (k= 0,081) evidencia una baja
concordancia entre los resultados obtenidos por uno
y otro procedimiento. Esta discrepancia entre los
resultados mencionados pudiera ser consecuencia
de una sobrestimacién de infeccién por VPH en los
diagnoésticos de referencia en la muestra estudiada, lo
que da origen a falsos positivos que son verificados
al aplicar RCP.

Desde este punto de vista, se ha sefialado que la
citologia cérvico-vaginal como método convencional
para la pesquisa de cancer cérvico-uterino, tiene
limitaciones importantes, entre las que cabe resaltar
la dificultad y elevado costo de su automatizacion
(que tenderia a reducir el error humano) y la
sobrevaloracién de los hallazgos citolégicos; esto, a
su vez, conlleva al diagnéstico de cambios atipicos
ambiguos que no pueden ser confirmados, tratamientos
excesivos por Papanicolaou dudosos y manejo
inadecuado de pacientes con lesiones cervicales
cuyo Papanicolaou fue negativo para la infeccion
por VPH y que, sin embargo, pudieran presentar
una infeccién latente que sélo se diagnosticaria
molecularmente (4). Actualmente se estan probando
sistemas automatizados que incluyen dispositivos
que procesan suspensiones celulares cervicales
para preparar laminas estandarizadas y scanners
que revisan los frotis con el fin de detectar células
anormales y separar cualquier lamina que contenga
imagenes sospechosas para la lectura subsecuente
por un citotecnélogo (36).

Por otra parte,debido aque las citologias cervicales
no detectan directamente al VPH, tampoco pueden
ofrecer un diagnéstico preciso de la infeccién por
el virus (37). Actualmente esta bien establecido por
distintos estudios que existe alrededor de un
10 % de casos de cancer uterino que no se relacionan
con infeccion por VPH y, en consecuencia, hay que
considerar otros factores que pudieran determinar la
ocurrenciade este tipo de cdncer,como susceptibilidad
genéticay tabaquismo (por sus efectos mutagénicos)
(38-40). Otro factor senalado es la infeccién con
patégenos distintos al VPH, tal como Chlamydia
trachomatis,aunque su participacion en el desarrollo
de lesiones precancerosas y cancer uterino es
controversial (38,39); Ferreira de Paula y col. (41),
detectaron la bacteria en un estudio con muestras
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citolégicas normales y anormales,aunque no hallaron
una relacion estadisticamente significativa entre la
citologia anormal y la infeccion con el patégeno solo
o la coinfeccion VPH/Chlamydia. Wallin'y col. (42),
encontraron que una infeccién cervical previa con
C. trachomatis estaba asociada a un incremento en
el riesgo de desarrollar cancer cervical invasivo en
mujeres con citologias anormales. Finan y col. (43),
hallaron evidencia sobre una posible relacién causal
entre las infecciones por VPH y C. trachomatis en
el desarrollo de LIE.

Las diferencias observadas entre los diagndsticos
de referencia y los resultados de la RCP obtenidas
en el presente estudio también pudieran explicarse al
nivel de la deteccion con la prueba molecular, pues
la cantidad de ADN del virus en la muestra pudo
haber sido insuficiente, tanto por un bajo nimero en
la carga viral presente como por el lugar de toma de
lamuestrabioldgica,lo que no permitiria ladeteccion
del genoma viral mediante este método (21,24 44). En
este sentido, Puig- Tintoré (16) sefiala que el limite
de sensibilidad de la RCP es de 10 copias del ADN
viral entre un millén de células.

Correnti y col. (45) explican que la distribucién
del ADN viral en las lesiones es focal, por lo que
en células adyacentes que presentan los mismos
cambios morfoldgicos, se pueden obtener resultados
distintos en la deteccion de dicho ADN. Entonces,
las diferencias entre los resultados de la RCP y
la evaluacién citolégica pueden obedecer a una
distribucién focal de las particulas virales y/o a que
el sitio de toma de la muestra fue diferente para cada
una de las pruebas realizadas. Los falsos negativos
de la RCP también pudieran ser consecuencia de
deleciones, rupturas o cambios en algunas de las
regiones del ADN viral que pueden ocurrir durante
su integracion al genoma del hospedador y que,
como consecuencia, impiden el reconocimiento o
hibridacién de los iniciadores con la secuenciablanco
que debe ser amplificada (32). Se ha observado en
modelos con virus de alto riesgo oncogénico (tipos
16 y 18), que la region de lectura abierta del gen
viral E2 (regulador de los genes oncogénicos E6 y
E7) se altera durante tal integracién, produciéndose
una proteina E2 defectuosa que no puede unirse a los
promotores P97 (VPH tipo 16) o P105 (VPH tipo 18),
perdiéndose el efecto inhibitorio de la expresién de
E6 y E7, 1o que determina o favorece la progresion
a la malignidad (2).

Conclusiones: Los resultados obtenidos en el
presente estudio resaltan la utilidad de la RCP en el
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diagnéstico ytipificacion del VPH, lo que es de interés
enlaclinica préctica parael seguimiento de pacientes
con esta infeccién. Igualmente, ponen en evidencia
la relacion ya conocida entre VPH de bajo riesgo
oncogénico y displasias leves, asi como las ventajas
de combinar la evaluacion citolégica y/o clinica con
la evaluacion molecular. También pudieran indicar
la sobrestimacion de infeccién por VPH en citologias
anormales, con la posibilidad de que otros factores
distintos al VPH sean responsables de las mismas.
En el caso de subestimacién en la deteccién viral por
RCP, pudieran sefialar la importancia de la calidad de
la toma de la muestra biolégica a utilizar en pruebas
moleculares.

Trabajo financiado por FONACIT, Proyecto
G-2005000408.
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