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RESUMEN
Objetivo: Estandarizar una técnica de PCR-RFLP para la deteccion y tipificacion de VPH en mujeres con
diagnostico clinico previo de infeccion por VPH.
Meétodo: Estudio descriptivo de corte transversal donde se procesaron 189 muestras del drea genital de
mujeres que acudireon para extraccion de ADN, diagndstico y tipificacion por técnicas moleculares:
PCR-RFLP.
Ambiente: Facultad de Ciencias, Laboratorio de Biologiay Medicina Experimental LABIOMEX, Universidad
de Los Andes. Mérida, Estado Mérida, Venezuela.
Resultados: La PCR-RFLP permitio detectar el virus'y su identificacion. El 16,8 % de las muestras presento
VPH de alto riesgo tipos 16, 31, 33, 35, 56, 59y 68, el 6,8 % presento VPH de riesgo intermedio tipos 51,
53,58, 61y83;yel 18 % los tipos de bajo riesgo 6, 32, 53, 54, y 81.
Conclusiones: La técnica PCR-RFLP estandarizada fue adecuada para el diagnostico y la tipificacion
de VPH en muestras del drea genital. El 51,9 % del total de las muestras resultaron positivas para VPH,
siendo VPH 16 el subtipo de alto riesgo mds comiin (20,0 %), y VPH 6 el de bajo riesgo mds frecuente
(23,8 %).
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SUMMARY
Objective: To standardize a PCR-RFLP technique for detection and typification of HPV in women with
clinical diagnostic of HPV infection.
Method: Descriptive and transversal study with the assessment of 189 samples of the genital area of women
that required DNA extraction, diagnostic and typification for PCR-RFLP molecular technique.
Setting: Facultad de Ciencias, Laboratorio de Biologia’y Medicina Experimental LABIOMEX, Universidad
de Los Andes. Merida, Estado Merida, Venezuela.
Results: The PCR-RFLP was able to detect and identify the virus. The 16.8 % of the samples presented
HPYV of high types 16, 31, 33, 35, 56, 59 and 68; the 6.8 % presented HPV of intermediate risk types 51,
53,58, 61 and 83; and 18 % the low risk types 6, 32, 53, 54, and 81.
Conclusions: The standardized PCR-RFLP technique was appropriate for the diagnostic and typification of
HPYV in samples from the genital area. The 51.9 % of samples were positive to HPV, been the more common
(20 %) the HPV high risk subtype 16, and the low risk HPV 6 the more frequent (23.8%).
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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) es el tnico
virus asociado directamente con el desarrollo de
cancer en el tracto anogenital, sefialandosele como
el agente etiol6gico del mismo (1). El VPH es de
tamafo pequeno, pertenece alafamilia Papovaviridae
la cual también incluye los poliomavirus y el virus
vacuolante del simio. Posee una molécula de ADN
a doble banda circular y cerrada de 7,9 kb y 5,2x 10°

Da (2). El VPH infecta las mucosas y las superficies
cutdneas, y provoca la aparicion de verrugas o
tumores epiteliales. Hastael momento se han logrado
identificar mds de doscientos tipos virales clasificados
segin la homologia de sus genomas, y de acuerdo
al riesgo de transformacién maligna de la siguiente
forma: bajoriesgo: 6,11,32,42,43,44,54y 81;riesgo
intermedio: 50, 51, 52, 53, 58 y 83, y alto riesgo: 16,
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18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 56, 59, 66, 68 y 70 (1-4).
Estos tipos virales son los mds comunes en lesiones
cervicales y han sido utilizados como sondas para el
diagndstico molecular.

En la actualidad no existe un ensayo seroldégico
confiable que permita diagnosticar la infeccion
por VPH vy el desarrollo de este ensayo tiene que
enfrentar graves obstdculos. En primer lugar, el poco
conocimiento que se tiene sobre los mecanismos
de respuesta inmune del huésped a la infeccién y
la evasion de esta respuesta por parte del virus. En
segundo lugar, el hecho de no poder disponer de
una proteina viral suficientemente antigénica en
cantidades abundantes para desarrollar el ensayo;
y por udltimo la incapacidad de poder cultivar el
virus in vitro, debido a que éste s6lo prolifera en
células diferenciadas permisivas y éstas no pueden
mantenerse en cultivo (5). Puesto que el VPH se
considera el agente etioldgico del cdncer cervical, y
se haestablecido como el principal factor de riesgo en
el desarrollo de esta enfermedad, surge la necesidad
de disponer de ensayos que permitan el diagndstico
temprano de la infeccion por VPH (6).

Las técnicas moleculares son sumamente sensibles
y especificas, sin embargo, en los programas de
despistaje, estas técnicas no se aplican debido a
los altos costos de las mismas y a la carencia de
un tratamiento eficaz para eliminar la infeccion o
incluso prevenirla; la Unica opcidn es la vigilancia
intensificada para la portadora de VPH de alto riesgo
(6).

Un ensayo clinico tradicional para el diagndstico
de la infeccion por VPH es la técnica de tincion
Papanicolaou (PAP). Paralos programas de despistaje
y tamizaje, esta técnica es una herramienta muy
util, por su bajo costo, fdcil realizacién y amplia
difusion, no obstante tiene poca reproducibilidad y
una sensibilidad y especificidad variable dependiente
de la experiencia del personal que la realiza. Como
consecuencia, se estima que aproximadamente
el 50 % de las infecciones VPH positivas pasan
desapercibidas por PAP (6).

En la actualidad, dos ensayos moleculares son
utilizados parael diagnéstico y latipificacion de VPH:
eltestde capturade hibridos (Hybrid Capture, Digene
Diagnostics,INC. Silver Spring, Maryland, EE.UU)
aprobado porlaFDA (Food and Drug Administration),
y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Esta
dltima se ha desarrollado utilizando varios oligos
iniciadores consenso con sensibilidades variables,
y debe acompanarse de otra técnica de andlisis que
permita la tipificacion del virus, como por ejemplo,
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la hibridacién con sondas tipo-especificas, andlisis
de secuencia o analisis de restriccion (8). La PCR
es una técnica molecular poderosa, muy especifica y
sensible, capaz de detectar entre 10 y 200 copias de
genoma viral por muestra, aunque es muy laboriosa
y relativamente costosa, comparada con la tincion
PAP. La técnica PCR-RFLP fue desarrollada para el
diagndstico y la tipificacion de mads de treinta tipos
de VPH en muestras tomadas del drea genital.

Elobjetivo de este trabajo fue su estandarizacion a
las condiciones de nuestro laboratorio y su utilizacion
para el diagndstico y la tipificacion de VPH en
muestras de pacientes de nuestra comunidad con
antecedentes clinicos y patoldgicos de infeccién por
VPH.

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo preliminar de
corte transversal donde se analizaron 189 muestras
del area genital de mujeres con edades comprendidas
entre 16y 51 afios, que iniciaron su actividad sexual,
y fueron atendidas en consulta publica o privada por
médicos especialistas, y presentaban diagndstico
clinico previo de infeccion por VPH por citologia,
colposcopiaobiopsia. Selesinformd de la posibilidad
de demostrar la presencia del virus e identificar el
tipo viral causante de la infeccidn, se les invité a
participar en el estudio y se obtuvo el consentimiento
informado.

Procesamiento de las muestras

Las muestras obtenidas como hisopados,raspados y
biopsias se procesaron paraextraer el ADN mediante el
método cldsico de precipitacion con fenol-cloroformo
(9) con algunas modificaciones. Brevemente, a los
hisopados/cepillados, se les afiadi6 solucién salina al
0,8 % y se incubo por 2 horas a 37° C y luego se retiré
el hisopo o cepillo cervical. Después de centrifugar a
alta velocidad, al paquete celular se le afiadi6 400 uLL
detampon de extraccién (Tris-HC10,2 M pH 8; EDTA
0,025 M; NaCl 0,1 M; y SDS 0,2 %), proteinasa K
0,2 mg (20 mg/mL) y 20 uL.de SDS 10 %. Se incubo
toda la noche a 55° C. Posteriormente se afiadi6 100
uL de Chelex-100 al 5 % y se calent6 por 10 minutos
a95°C (10). A continuacion se afiadié un volumen de
fenol-cloroformo-isoamilalcohol (24:23:1) y se agit6
en vortex, a la fase acuosa separada se le afiadieron
dos volimenes de etanol absoluto y 0,2 volimenes de
acetato de amonio 10 M. Se dej6 precipitar el ADN
por 48 horas a -20° C, y se procedié a centrifugar
para bajar el precipitado. E1 ADN se resuspendi6 en
50 uL de tampén TE 10 mM pH 8. Las muestras de
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ADN fueron sometidas a una PCR que amplifica un
fragmento del gen de labeta-globina, para determinar
la calidad del ADN (11,17). Parala PCR de deteccion
de VPH, se utiliz6 el protocolo propuesto por Manos
y col. (12) con algunas modificaciones. Se utilizaron
3 a5 uL de la preparacién de ADN. La mezcla de
reaccion consistié de tampon de PCR 1X, 5,5 mM
de MgCl, 200uM de dNTP‘s, 50 picomoles de cada
uno de los iniciadores MY09/MY 11 y 2,5 U de Taq
Polimerasa (Invitrogen). La reaccién se sometié a
amplificacién utilizando un termociclador PTC-100
MJ Researchs con el siguiente programa: 1 min a 94°
C,30sa55°Cy 1 mina 72° C. Los amplificados
fueron sometidos a andlisis de restriccion con las
enzimas endonucleasas Ddel, Rsal, Pstl, y HindfI.
La mezcla consistié de: 10 uL. del amplificado, 2
unidades de enzima, tampdn de reaccion 1X y agua
estéril para un volumen final de 20 L. La mezcla se
incub6 por 1 hora a 37° Cy se inactivé la enzima por
calentamiento a 65° C por un minuto. Para visualizar
el patron de bandas digeridas, 5 uL del digerido se
sometio a electroforesis en gel de agarosa 2,5 % en
tampén TBE 1X. El patron fue comparado contra
patrones de digestion conocidos para su identificacion
(13). El andlisis cito-histopatoldgico fue realizado en
diferentes laboratorios y los resultados del mismo
fueron suministrados por el médico especialista
mediante una minihistoria que se le completé a cada
paciente.

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
estadistico SPSS, v. 11.0 Windows paracrear unabase
de datos que permitiera la elaboracién de tablas de
frecuenciasy porcentajes de subtipos de VPH, grupos
etarios y cdlculo de Chi-cuadrado (%?).

RESULTADOS

Se analizaron 189 muestras obtenidas del drea
genital de pacientes femeninas, con una edad pro-
medio de 27 afios. El examen citolégico dio los
siguientes resultados: 12,7 % de los casos con citolo-
gia normal (componente celular normal), y 87,4 %
con algun tipo de alteracién citolégica (cambios
sugestivos de infeccién por VPH o epitelio anormal,
lesion intraepitelial de bajo grado LIEBG, y lesién
intraepitelial de alto grado LIEAG), siendo LIEBG
la alteracién mas comun (Cuadro 1).

Todos los ADN purificados, permitieron la
amplificacién de un fragmento del gen de la beta-
globina, y se demostré que eran aptos para la PCR
(11). Estos ADN fueron sometidos a PCR-RFLP para
determinarlapresenciade VPH eidentificar el subtipo
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viral (13); los mds comunes fueron los siguientes: 6,
16, 31, 53, 59, 61 y 68. El subtipo VPH 18 no se
encontré en ninguna de las muestras examinadas. El
51,9 % del total de las muestras resultaron positivas
para VPH por PCR-RFLP, siendo VPH 16 el subtipo
de alto riesgo mds comun (20,0 %),y VPH 6 el de
bajo riesgo mads frecuente (23,8 %).

Cuadro 1

Resultado por citologfa

Diagnéstico N Porcentaje  Porcentaje

acumulado
Normal 24 12,7 12,7
LIE BG 95 50,3 63,0
LIE AG 23 12,2 75,1
Epitelio anormal* 47 24.9 100,0
Total 189 100,0

*Cambios sugestivos de infeccién por VPH reportados
como “Epitelio anormal”.

En los casos reportados con citologia normal el
45,8 % resulté positivo por PCR, de estos 12,5 %
present6 infeccion por un subtipo de alto riesgo.
Los casos con cambios sugestivos de infeccion por
VPH, en los cuales se diagnosticé presencia de ADN
viral por PCR constituyen el 42,5 %, de los cuales el
25,5% present6 infeccion con subtipo de bajoriesgoy
6,4% de altoriesgo. En los casos con LIEBG, 53,1%
resultaron positivos por PCR, de los cuales sélo el
18,1 % presentan subtipo de alto riesgo. En los casos
de LIEAG el 69,5 % resultaron positivos por PCR,
con 43,5 % de los casos presentando infeccion por
un subtipo de alto riesgo, se observa que un 30,4%
de estos casos fueron negativos por PCR (Cuadro
2). La sensibilidad de la citologia para determinar
la infeccién por VPH comparada con el diagndstico
por PCR como prueba de oro, fue de 68 % y su
especificidad fue de 43,9 % con un valor predictivo
positivo de 57 %.

Las muestras para andlisis por PCR-RFLP fueron
recolectadas por hisopado, cepillado o raspado del
canal endocervical y de la exocerviz, de la vagina o
de la region vulvar, dependiendo del lugar donde el
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Cuadro 2

Resultado de citologia y tipo de VPH por PCR

Riesgo del VPH

Riesgo No
Alto riesgo Intermedio Bajo riesgo determinado Negativo
n % n %o n % n % n %o

Resultado Normal 3 12,5 3 12,5 3 12,5 2 8,3 13 54,2
Citologia Epitelio

anormal 3 6.4 1 2,1 12 25,5 4 8,5 27 574

LIEBG 17 18,1 7 7.4 16 17,0 10 10,6 44 46,8

LIEAG 10 43,5 1 4,3 5 21,7 7 30,4

médico especialista pudieraapreciarunalesion clinica
osubclinica. Se observéunarelacion de dependencia

diagnéstico (47,5 % y 50,0 % respectivamente), no
obstante, no se observé unarelacion estadisticamente

ligeramente significativa entre el tipo de muestra
tomada y el diagnéstico por PCR (Chi-cuadrado =
21,71 y P<0,05).

En el Cuadro 3 se presenta la distribucion de
las pacientes por grupos de edad de acuerdo con el
diagnéstico citoldgico y por PCR; la edad minima
observada fue de 16 y la mdxima de 51 afios.

El grupo 2 (20 a 26 afios) presenta el porcentaje
mayor de casos positivos para ambos tipos de

significativa entre la edad y la infeccion por VPH
(Chi-cuadrado = 22,321 y P> 0,05).

En la Figura 1, puede apreciarse de forma grafica
la sensibilidad de la citologia frente a la prueba
por PCR-RFLP, destacandose que la mitad de los
casos con citologfa normal resultaron positivos para
infeccion por VPH de cualquier tipo mediante la
prueba molecular.

Cuadro 3

Grupo de edad y diagndstico de VPH

VPH segtn citologia

VPH segtin PCR

Positivo Negativo Positivo Negativo
Grupo por edades N Yo N %o N % N %
1 menos 17 14,4 5 7,0 15 15,3 7 7,7
de 19
2 20 a 26 56 47,5 33 46,5 49 50,0 40 44,0
3 27 a 35 19 16,1 21 29,6 15 15,3 25 27,5
4 36 a40 10 8,5 4 ,6 7 7,1 7 7,7
5 41 a50 15 12,7 8 11,3 12 12,2 11 12,1
6 >51 1 .8 1 1,1
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VPH segiin PCR
60,00% =4 e
v E Positivo
H Negativo
50,00% =

40,00% =

30,00% =

Porcentaje

20,00% =1

10,00% =

0,00% =

Normal LIEBG LIEAG Epitelio anormal

Figura 1. Sensibilidad de la citologia (PAP) frente a la
prueba molecular PCR

DISCUSION

Elmétodo primario paraladeteccionde VPHes la
citologia Pap, y desde su inclusion, esta metodologia
ha ayudado areducir laincidencia del cdncer cervical
en las naciones desarrolladas (14). A pesar de esto, la
citologia Pap tiene sus limitaciones; algunos estudios
tipo meta-anadlisis indican que tiene una sensibilidad
promedio del 51 % y una especificidad del 98 %,
frente a la colposcopia o el andlisis histologico de
biopsias; es entonces, su alta tasa de falsos negativos
su limitacién mds importante (15). Segun Franco y
col. (16)unterciode los diagndsticos falsos-negativos
se pueden atribuir a errores en la interpretacion de
la ldamina y los otros dos tercios a la calidad de la
preparacion de la misma.

Las técnicas moleculares mds utilizadas para la
deteccion de VPH son el test de captura de hibridos
y la PCR. La PCR se ha utilizado en el campo del
diagndstico desde sus inicios. Esta técnica es capaz
de detectar el ADN diana mediante la utilizacion de
oligonucledtidos iniciadores que complementan de
forma especifica con las regiones flanqueantes del
ADN a amplificar (17). Mediante ciclos sucesivos
de desnaturalizacion, anclaje y extension, el ADN es
amplificado muchas veces hasta obtener una sefial
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facilmente visible en geles de agarosa teflidos con
bromuro de etidio. Puesto que el anclaje de los oligos
es especifica, la sefial se obtiene si el ADN diana esta
presente en la muestra.

Las técnicas moleculares poseen tipicamente una
altasensibilidad y especificidad (7,8). Eneste trabajo,
la sensibilidad de la citologia frente a la prueba mole-
cular PCR fue de 68 % y suespecificidad de 43,9 %, se
observaque estos valores son diferentes alos obtenidos
cuando la citologia se compara con el andlisis histo-
patolégico, la especificidad es baja, sin embargo, su
sensibilidad se ve incrementada en comparacion con
la obtenida frente al andlisis histopatoldgico; esto
se explica cuando queda establecido que la PCR es
una prueba para detectar presencia de VPH, mientras
que el andlisis histopatoldgico busca determinar la
presenciade lesiones mas alld de si éstas se encuentran
asociadas o no al VPH.

Laalteracién citolégicamds comun en las muestras
analizadas fue LIEBG, un alto porcentaje de este tipo
de lesiones tiende a desaparecer de forma espontdnea
y esta regresion estd relacionada con la capacidad
de respuesta del sistema inmune y la carga viral.
Es importante entonces determinar si en este tipo
de lesiones hay infeccion viral productiva y si ésta
es ocasionada por virus de alto riesgo oncogénico,
pues estas lesiones tendrian una alta probabilidad de
progresar aun estadio neopldsico mayor (18). Del total
de muestras con LIEBG so6lo el 18,1 % presentaron
infeccion con virus de alto riesgo, de los cuales el
VPH 16 fue uno de los mds frecuentes.

Segun los resultados, se observa que a medida
que aumenta el grado de la lesién o de la alteracion
citolégica observada, el porcentaje de VPH positivas
por PCR también aumenta, asi como el porcentaje de
positivas para VPH de alto riesgo. La sensibilidad
de la citologia frente a la PCR como prueba de oro se
encuentra dentro del rango de variabilidad bastante
amplio reportado en la literatura (10 % a 70 %), pero
es diferente delaobtenidaenotro estudiorealizado en
nuestracomunidad donde se analizaron 101 muestras
utilizando el ensayo de captura de hibridos (Digene
Diagnostics, INC. Silver Spring, Maryland, EE.UU)
como prueba molecular; este ensayo tiene entre sus
ventajas la sencillez de su ejecucion, pero no puede
reconocer todos los tipos de VPH y tampoco puede
determinar cudl es el tipo viral infectante. En este
estudio, el 84,2 % de los casos presentd algun tipo
de alteracion en células cervicales, y solo el 9,9 %
de las muestras resultaron positivas para presencia
de ADN viral (19). Segtn estos resultados, la PCR
tendria una mayor sensibilidad comparada con la
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captura de hibridos y aun cuando su realizacion y
ejecucion requiera de un personal especializado y
un tiempo de procesamiento mds largo, es capaz de
identificar el tipo viral infectante, distinguiendo entre
mas de 30 subtipos diferentes.

La infeccién productiva genera numerosas
particulas virales facilmente detectables por la PCR,
generalmente ocurre en lesiones de bajo grado,
mientras que en estado de latenciael virusno se replica
activamente permaneciendo en las células infectadas
en una copia en estado episomal o integrada a un
cromosoma del genoma celular, en ambos casos no
hay replicacién del genoma viral, esto puede ocurrir
en lesiones de alto grado. Elestado de latencia afecta
la sensibilidad de la PCR, sobre todo si la muestra
fue tomada de una zona donde las células portadoras
son escasas o estdn ausentes. Esto puede explicar
el alto porcentaje (30 %) de muestras con LIEAG
que resultaron negativas por PCR. No obstante, de
los 23 casos de LIEAG detectados, el 70 % resultd
positivo para VPH de cualquier riesgo, este resultado
puede compararse con los obtenidos por Sudrez y
col. (20) en un estudio realizado con 53 pacientes
diagnosticadas con cancer de cuello uterino en una
comunidad venezolana, donde solamente el 52,83 %
de las muestras resulté positiva para la presencia de
VPH detectada mediante PCR.

Los subtipos virales mas comunes son 6, 11, 16
y 18. En este estudio se detecto la presencia de los
subtipos 6 y 16 con mayor frecuencia, los cuales
han sido incluidos en el disefio de una nueva vacuna
tetravalente contra VPH (Gardasil®, Glaxo) (21).
En las muestras analizadas también se detectd la
presencia de los subtipos 31, 53, 59, 61 y 68, los
cuales se consideran de alto riesgo por su relacion
con el desarrollo de lesiones intraepiteliales de alto
grado, y contralos cuales ninguna vacuna profilactica
brinda proteccion. Aunque su presencia es en bajo
porcentaje, se deben considerar como subtipos virales
importantes debido a que han sido detectados en la
poblacion. Laampliacién del estudio aun nimero mas
grande de participantes permitird poner en evidencia
la existencia en la poblacién de otros tipos virales
comunes, tales como VPH 11 y VPH 18.
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FUNDASOG DE VENEZUELA

Brazo educativo e informativo de la Sociedad de Obstetricia y Ginecologia de
Venezuela

Informa a los Miembros Afiliados de la Sociedad de Obstetricia y Ginecologia de Venezuela, que las
proximas pruebas de conocimiento de la especialidad para optar a la categoria de Miembro Titular, se
realizardn en el marco de los eventos de la Sociedad:

* XXIV Congreso Nacional de Obstetricia y Ginecologia, que se llevard a cabo del 11 al 14
de marzo de 2008, en el Centro de Convenciones Maruma, Maracaibo, Estado Zulia.

Caracteristicas del examen:

[

Prueba escrita.
2. Untotal de 100 preguntas de seleccion simple,
50 de Obstetricia y 50 de Ginecologia.
3. Puntuacion minima para aprobacion: 15/20 puntos.

Informacion:

Sede de la SOGV y FUNDASOG de Venezuela, Maternidad Concepcion Palacios, Avenida San Martin, Caracas.
Teléfono: +58-212-461.64.42 Fax: +58-212-451.08.95
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