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ORIGINAL

IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS VPH ONCOGENICOS
MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL CON SONDAS TAQMAN

MOLECULAR IDENTIFICATION OF ONCOGENIC
HPVS BY REAL TIME PCR WITH TAQMAN PROBES

Diego Bonifaz Pérez', Omar Rocabado Calizaya?

RESUMEN

Introduccioén: Los Virus del Papiloma Humano (VPH) constituyen un diverso grupo de virus, siendo los genoti-
pos 16y 18 los mas prevalentes y, por lo tanto, principales objetivos de varios estudios en infecciones del tracto
anogenital. El presente estudio pretende determinar la infeccion por VPH de Alto Riesgo en muestras genitales,
mediante la aplicacion de tecnologia molecular para la genotipificacion de VPHI16 y VPHI18 por PCR en Tiempo
Real. Materiales y Métodos: Se trabaj6 con 151 muestras de hisopados genitales, las extracciones de ADN se
realizaron mediante columnas de silice y la identificacion de los VPH de Alto Riesgo fue mediante la optimizacion
de una PCR en Tiempo Real duplex para la genotipificacion de VPH16 y 18, para lo cual se realizé el disefio de
cebadores y sondas TagMan® por software especializado, y se determiné las concentraciones de reactivos y tem-
peraturas de reaccion ideales. Resultados: En la identificacion de losVPH de Alto Riesgo se obtuvo un total de 41
casos positivos, muestras que fueron seleccionadas para realizar la genotipificacion de VPHI16 y VPH |8 mediante
la técnica de PCR en Tiempo Real. La mayor presencia de estos virus oncogénicos se determiné en mujeres de 15
a 29 anos (40% y 26,7% respectivamente). Conclusion: Mediante la optimizacién e implementacion de nuevas
técnicas moleculares se pretende mejorar el seguimiento epidemiolégico sobre la presencia de los VPH de Alto
Riesgo y asi proporcionar una mejor guia sobre la diseminacién y presencia de los distintos genotipos oncogéni-
cos de VPH en nuestra poblacion.

ABSTRACT

Introduction: Human Papillomavirus (HPV) constitute a diverse group of viruses, being genotypes |16 and 18 the
most prevalent and main objectives of several studies on anogenital tract infections.The present study intends to
determine the High Risk HPV infection in genital samples, through the application of molecular technology for the
genotyping of HPV16 and HPV I8 by Real Time PCR. Materials and methods: We worked with |51 samples
of genital swabs whereDNA extractions were performed using silica columns and the identification of High Risk
HPV was through the optimization of a duplex real-time PCR for genotyping of HPV 16 and 18, for which primers
and TagMan® probes were designed by specialized software, and ideal reagent concentrations and reaction tem-
peratures were determined. Results: In the identification of HPV High Risk , a total of 4| positive cases were
obtained. These samples were selected to perform genotyping of HPV16 and HPV 18 using the Real Time PCR
technique.The greater presence of these oncogenic viruses was determined in women aged |5 to 29 years (40%
and 26.7% respectively). Conclusion: Through the optimization and implementation of new molecular techni-
ques, it is intended to improve the epidemiological follow-up on the presence of High Risk HPV and thus provide
a better guide on the dissemination and presence of the different oncogenic HPV genotypes in our population.

INTRODUCCION

os Virus del Papiloma Humano (VPH) cons-

tituyen un diverso grupo de virus ADN
(Acido desoxirribonucleico), género en el cual
existen aproximadamente 45 genotipos que
estan involucrados en infecciones del tracto
anogenital. Desde el punto de vista de su aso-
ciacién con el cancer cervical, los VPH pueden
clasificarse como: VPH de alto riesgo y VPH de
bajo riesgo'. Dentro del grupo de alto riesgo

los genotipos 16y 18 son los mas prevalentes?,
siendo estos, el principal objetivo de varios es-
tudios epidemioldgicos asi como del desarrollo
de vacunas®.

En la actualidad, las técnicas de deteccion y
genotipificaciéon de los VPH utilizan herramien-
tas moleculares como el ensayo de la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo

Real en la cual la detecciéon y cuantificacién
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del ADN se realiza mediante el uso de repor-
teros fluorescentes que permiten que la de-
teccién de los productos amplificados suceda
en cada ciclo de la reaccién. Estos estudios de
genotipificacion son de mucha importancia en
la investigacion del comportamiento clinico, ya
que determinara la evolucién de las lesiones,
permite el desarrollo de nuevas vacunas y sirve
como herramienta en la epidemiologia de las
infecciones”.

En Bolivia el Cancer Cervicouterino es una de
las principales causas de muerte en mujeres,
siendo la enfermedad mas frecuente en el gru-
po de 25 a 64 afos de edad®, yunque en nues-
tro medio la citologia sigue siendo la prueba
mas utilizada para este fin, esta tiene una sen-
sibilidad baja (aproximadamente 75-84%)°por
lo que existe la gran necesidad para acceder a
nuevas técnicas que permitan un diagnostico
mas seguro y oportuno. Actualmente, la So-
ciedad Americana Contra El Cancer, recomien-
da la realizacidon de las “Pruebas conjuntas” o
“Copruebas”en mujeres que estén en riesgo de
desarrollar lesiones precancerosas, por lo tanto,
el desarrollo de técnicas moleculares para la
identificacion del VPH, no significa la anulacién
de la prueba del Papanicolaou sino que son un
complemento entre ambas’.

Por lo mencionado anteriormente, el presen-
te estudio tiene como objetivo determinar lain-
feccion por VPH y los genotipos circulantes en
muestras genitales de varones y mujeres que
se procesaron en el “Laboratorio de Genética y
Diagnostico Molecular LABOGEN” (La Paz - Bo-
livia) mediante la aplicacién de tecnologia mo-
lecular de tipo PCR en Tiempo Real con Sondas
TagMan.

MATERIALES Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio transversal y des-
criptivo, donde se trabajé con 151 muestras de
hisopados genitales correspondientes a 134
mujeres y 17 varones que asistieron al “Labora-
torio de Genética y Diagnostico Molecular LA-
BOGEN" de la ciudad de La Paz, Bolivia durante
el periodo de mayo del 2013 a julio del 2014, los
cuales solicitaban el analisis para la deteccién
de VPH por PCR en Tiempo Real.

La coleccién de dichas muestras y su poste-
rior anadlisis fue realizado bajo la Autorizacion
del Comité de Bioética de la Universitat de Bar-

celona; en la cual se considerd la inclusién de
todos los pacientes que solicitaron el anélisis de
laboratorio por PCR en Tiempo Real para VPH
bajo una previa valoracion médica, sin conside-
rar su edad, sexo y lugar de residencia, los cuales
fueron derivados al laboratorio por presentar
algunas de las siguientes caracteristicas: proce-
sos infecciosos en region genital, diagnéstico
clinico de cervicitis, diagnéstico citoldgico posi-
tivo y diagnéstico histopatolégico confirmado
para algun proceso de malignidad. Quedando
excluidas del estudio, aquellas personas que no
requerian las pruebas para deteccion de VPH y
aquellas que no brindaron su consentimiento
para la inclusién en el estudio.

El tipo de muestreo fue de conveniencia, ya
que el nimero de muestras con el que se traba-
jo fue el total de hisopados uretrales y vaginales
que se alcanzo a recolectar durante el periodo
de estudio, lo cual estuvo determinado por el
numero de pacientes que asistieron a nuestro
servicio de laboratorio. Con relacién a la varia-
ble edad, los pacientes se encontraban entre las
edades de 15 a 72 afos, y estos fueron clasifi-
cados en dos grupos: de 15 - 29 afos y de 30
—72 afos, esto se realizd tomando en cuenta las
recomendaciones de la American Cancer Socie-
ty, la cual establece que en mujeres a partir de
los 30 afos para arriba se recomienda la prueba
Papanicolaou junto con la prueba para la iden-
tificacion genética del VPH para la deteccion y
control del Céncer de Cuello Uterino’.

Extraccion de ADN

El material genético fue aislado a partir de las
muestras de hisopados genitales mediante el
Kit de Extraccién de ADN: “PureLink® Viral RNA/
DNA Kits” (Invitrogen - ThermoFisher Scienti-
fic©), siguiendo las instrucciones del mismo.

Identificaciéon de VPH Alto Riesgo por PCR en
Tiempo Real

Para determinar la presencia de ADN de VPH
de Alto Riesgo en las muestras extraidas, se rea-
liz6 una PCR en Tiempo Real como técnica de
screening, para dicho efecto se utilizé el equipo
Step One PlusTM (ThermoFisher Scientific©) y
el Kit Diagndstico de la linea Daan Gene®©:“High
Risk Human Papillomavirus Fluorescent

Polymerase Chain Reaction Diagnostic Kit”, si-
guiendo las indicaciones de este producto.

Ensayo de PCR en Tiempo Real para la Genoti-
pificacion de VPH16 y VPH18

Las secuencias gendémicas que se utilizaron
para la reaccion de PCR en Tiempo Real fueron
E6 para VPH16 y E7 para VPH188. Dichas regio-
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nes fueron obtenidas del Gene Bank (National
Center for Biotechnology Information, U.S.), a
partir de los cuales se realizé el disefio de los
primers y sondas Tagman para VPH16 y VPH18
mediante el software Primer Express de Applied
Biosystems® (Tabla 1).

Una vez disefados los primers y sondas Ta-
gMan, estos fueron sintetizados mediante el
Servicio de Oligo Sintesis de Applied Biosys-
tems®. Las condiciones de reaccién de la PCR
en Tiempo Real para la genotipificacion de
VPH16 y VPH18, se establecieron siguiendo las
instrucciones de disefio del producto “TagMan®
Universal Master Mix II”y el equipo Step One
PlusTM (ThermoFisher Scientific©); generando
de esta forma un ensayo de tipo duplex, ya que
el mismo permitird la deteccién de dos genoti-
pos oncogénicos a la vez, VPH16 y VPH18.

El andlisis estadistico descriptivo para la dis-
tribucion de frecuencias medidas de tendencia
central y de dispersion de datos se realizé me-
diante el paquete estadistico: PASW Statistics
18°; y para el disefo de tablas y gréficas se utili-
z6 el software Microsoft Excel® 2010.

RESULTADOS

De las 151 muestras analizadas para la identi-
ficacion de VPH de Alto Riesgo se obtuvieron 41
casos positivos, todos correspondientes a mu-
jeres, representando esto una prevalencia a ni-
vel de la poblacion femenina del 30,6%. Dentro
de estas muestras positivas, 15 corresponden al
grupo etario de 15-29 afos y 26 al grupo de 30-
72 anos (Tabla 2). Las cargas virales detectadas
fueron de una gran diversidad, desde 804 hasta

Tabla 1. Primers y Sondas disefiados para VPHI6y VPHIS

VPH16

Primer Forward E6-Fw AGAATGTGTGTACTGCAAGCAACA

Primer Reverse E6-Rv ATAAATCCCGAAAAGCAAAGTCAT

Sonda 6FAM-TTACTGCGACGTGAGGTA-MGB/NFQ

VPH18

Primer Forward E7-Fw CCGACGAGCCGAACCA

Primer Reverse E7-Rv TGGCTTCACACTTACAACACATACA

Sonda VIC-AACGTCACACAATGTT-MGB/NFQ

Tabla 2. Casos Positivos de VPH de Alto Riesgo

PCR VPH de Alto Riesgo
No Total
Detectado
detectado
93 134
Femenino
30,60% 69,40% 100%
Sexo
) 17 17
Masculino
0,00% 100,00% 100%
110 151
Total
27,20% 72,80% 100%
33 48
15-29 afios 31,30% 68,80% 100%
77 103
30-72 afos
Edad 25,20% 74,80% 100%
110 151
Total
27,20% 72,80% 100%

124

Identificacion VPH por PCR en Tiempo Real

Rev Cient Cienc Méd
Volumen 23, No 2: 2020



[ 1000000 2
6 - CARGA WIRAL (copias / mL) 7
500000 - PROTIEDIO 7
t 3
a
200000 2 3
5] ?3 ]
700000 3 ? <
ENE
600000 ”l \
200000 I\ \
400000 L
1111111111111111111111111111111!14‘1111111111
300000 ; T
00Q@000000 ooduudooDoql%oouuug@coﬂt}oo
200000 - ) 6 6 i o0 0000 g oo 00000 8-00Gn
11511111 114 Pl i Fl1ers [
100000 T=—mig s *’ =T :":‘-‘E.:h:": N
D =1 = & = =

R R SEER N R L R

f53 D333 P23 I3 P

Figura 1. Valores Detectados de Carga Viral de VPH de Alto Riesgo. Andlisis realizado mediante el kit comercial:
“High Risk Human Papillomavirus Fluorescent Polymerase Chain Reaction Diagnostic Kit”
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867.963 copias/mL, obteniéndose una media
de 100.185 copias/mL (Figura 1).

A partir de las 41 muestras positivas para VPH
de Alto Riesgo, se obtuvieron 10 casos positivos
para VPH16, ocho para VPH18 y en cinco casos
se observo la coinfecciéon por ambos VPH onco-
génicos (Figura 2). Las frecuencias de estos ca-
sos positivos no presentan grandes diferencias
a nivel de los grupos etarios (Tabla 3), y los ca-
sos reportados como No detectados correspon-
den a genotipos diferentes al VPH16 y VPH18.

DISCUSION

Las 151 muestras de hisopados genitales fue-
ron analizadas en primera instancia mediante el
Kit comercial “High Risk Human Papillomavirus
Fluorescent polymerase Chain Reaction Diag-
nostic Kit", técnica de PCR en Tiempo Real que
permite identificar una region en comun del
material genético de los genotipos oncogéni-

18 18 20 zn 2 2 28 30
Cycle

Figura 2. Curvas de Amplificacion para VPH16 (rojo) y VPHI8 (azul). Estudio realizado mediante la técnica de
Genotipificacion por PCR en Tiempo Real

cos 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56 y 58, sin embargo,
esta técnica no identifica especificamente cual
de los genotipos es el que se encuentra presen-
te en las muestras, razén por la cual se la utilizd
como una prueba de screening para poder de-
terminar cudles de las muestras eran positivas o
negativas para VPH de Alto Riesgo.

La prevalencia de casos positivos para VPH de
Alto Riesgo en muestras de poblacién femenina
(30,6%), representa un valor mayor a diferencia
de la prevalencia global para Latinoamérica
(12.7%)% a nivel nacional los estudios y publi-
caciones oficiales son escasos, encontrandose
valores de prevalencia que varian desde un
16.0%'° al 18.1%"".

Para cumplir con la fase de genotipificacion
del VPH16 y VPH18, en el presente estudio se
optd por la técnica de PCR en Tiempo Real, es-
tudios similares para este fin utilizaron adicio-
nalmente técnicas como la Captura Hibrida™y
actualmente ya se vienen desarrollando técni-
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Tabla 3. Casos Positivos de VPHI6, VPHIS y
Coinfeccion

Edad
15-29 afios 30-72 afios Total
Detecta- 3 2 5
do 20% 7,70%  12,20%
No de- 12 24 36
Coinfeccion
tectado 80% 92,30% 87,80%
15 26 41
Total
100% 100% 100%
Detecta- 6 4 10
do 40% 15,40% 24,40%
No de- 9 22 31
VPH16
tectado 60% 84,60% 75,60%
15 26 41
Total
100% 100% 100%
Detecta- 4 4 8
do 26,70% 15,40% 19,50%
No de- 11 22 33
VPH18
tectado 73,30% 84,60% 80,50%
15 26 41
Total
100% 100% 100%

cas mas novedosas con el fin de determinar la
presencia de los genotipos de alto riesgo, los
cuales implican el uso de reactivos y equipa-
mientos mas sofisticados que implican también
un mayor coste econémico’'.

Mediante la aplicacién de la técnica de PCR
en Tiempo Real en las muestras analizadas, se
logré determinar que la mayor prevalencia de
casos positivos para VPH16 y casos de coinfec-
cidn esta presente en el grupo etario de 15 a 29
anos; dicha prevalencia de infecciéon por VPH
en grupos de adolescentes y adultas jévenes es
coincidente con la presencia de diversos facto-
res, principalmente con el inicio de las relacio-
nes sexuales, aspecto que tiende a disminuir en
edades posteriores manteniéndose en niveles
muy bajos™. En Bolivia, un estudio destacable
demuestra mediante técnicas de PCR y geno-
tipificacién por hibridacion, la presencia de los
VPH 16,31,52y 51 como los mas prevalentes'' a
nivel Latinoamérica, los estudios mas recientes
basados también en la tecnologia de la PCR se-

falan al VPH16 como el de mayor frecuencia, en
Colombia por ejemplo, se determiné su presen-
ciaenun 37,44%'%y en Pert con un 23,8%'". Un
estudio que si refleja la coinfeccién por VPH16
y 18 es el realizado en Brasil por Pinheiro et al,
en el cual realizaron su andlisis en muestras de
biopsias cervicales con lesiones, demostrando
la presencia de una coinfeccién en un 75,4%?.

Con relacion a la presencia del VPH18 obte-
nido en el presente estudio (19,5%), este varia
considerablemente en diferentes investiga-
ciones, en Latinoamérica y segun la region
geografica de la poblacion en estudio; se pue-
den encontrar estudios donde su presencia es
nula', hasta investigaciones donde los valores
pueden variar desde un 3,1%'" al 54,2%%. La
diferencia entre los valores obtenidos en el pre-
sente estudio y los ya citados anteriormente,
varian claramente segun la poblacién en estu-
dio, sin embargo, todas estas investigaciones
con la finalidad de demostrar la distribucion
epidemioldgica de los diferentes tipos oncogé-
nicos de VPH buscan principalmente coadyuvar
al desarrollo e implementacién de nuevas vacu-
nas contra el VPH3,

CONCLUSION

Mediante la optimizaciéon e implementacién
de nuevas técnicas moleculares, asi como lo
es nuestra técnica de genotipificacion por PCR
en Tiempo Real, se pretende mejorar el segui-
miento epidemioldgico sobre la presencia de
los VPH de Alto Riesgo y asi proporcionar una
mejor guia sobre la diseminacién y presencia de
los distintos genotipos oncogénicos de VPH en
nuestra poblacion.
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