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RESUMEN

Se aplico la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de secuencias de Papillomavirus humano (PVH)
mediante controles de lineas celulares de cancer cervical y tejidos obtenidos por biopsia con diagndéstico clinico paditivo a PV

Se utilizé un juego de oligonucleétidos consenso, que son complementarios a una regién altamente conservada dentro del marco
de lectura abierta E1 del genoma viral de los PVH que afectan la mucosa cervical. Con este juego de cebadores fue posible
amplificar secuencias de acido desoxirribonucleico (ADN) correspondientes a los PVH 6 y 11, considerados dentro del grupo de
bajo riesgo y de los PVH 16, 18, 31 y 33 comprendidos en el grupo de alto riego. El estudio de la sensibilidad de la técnica de
amplificacién arrojé como resultado un nivel de deteccion de 3,5 particulas virales por cada genoma diploide celular.

Descriptores DeCS:PAPILLOMAVIRUS HUMANO/genética; REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/métodos;
ANALISIS DE SECUENCIA DE ADN/métodos; GENOMA VIRAL; ADN VIRAL/genética.

La familia Papovaviridaeesta constituida por un evidencias de la funcion que desempefia este virus en la
grupo heterogéneo de virus. Hasta el presente han sidoarcinogénesis lo constituye la presencia del ADN viral
identificados 77 genotipos diferentes de Papillomavirusen mas del 90 % de los carcinomas celulares escamosos
en humanos. En la actualidad se ha podido determinar déel tracto genital* Se reconoce la via sexual como la mas
forma parcial la secuencia de aproximadamente 30 tipossomun de diseminacion del virbis.
adicionales de Papillomavirus humanos (PVH), lo cual La infeccion del cuello uterino por PVH puede ser
sugiere la existencia de un nimero total de 100 genotiposisintomatica o provocar una serie de manifestaciones que
de PVH. De los 77 tipos cuyas secuencias han sidovarian desde la presencia de condilomas benignos hasta
estudiadas por completo, mas de 40 infectan la mucosé#a ocurrencia de alteraciones displasicas de diferentes
cervical y representan un grupo importante de patégenogirados y cancer. La distincion de los diferentes estadios
que producen enfermedades de origen epitelia. patoldgicos tiene un alto valor prondstico ya que mientras
infeccion por PVH tiene una alta incidencia y demostradalos condilomas casi siempre permanecen como lesiones
asociacion con el cancer cerviéélna de las mas fuertes  benignas, las neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC)
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tienen una alta potencialidad de progresar al cancegentilmente por el Departamento de Genética del Hospital

invasivo® Clinicoquirargico "Hermanos Ameijeiras". La extraccion
Debido a la falta de un sistema celular susceptiblede las bandas de PVH empleadas en la reaccion de

para el aislamiento e identificacion del virus y a la ausencia@mplificacion se realizé por digestion con Bam HI

de pruebas serolégicas adecuadas, el diagnéstico de ff'mersham) para los tipos 6, 11y 16, y con Eco Rl

infeccion por PVH ha estado basado fundamentalmentdAmersham) para el tipo 18. Las bandas fueron

en la deteccion del acido nucleico vital. purificadas mgdlante la técnica de agarosa de bajo
Desde la introduccién de la reaccién en cadena de [1UNt0 de fusion?

polimerasa (RCP) como nueva técnica para el diagnéstico Tejidos endocerV|c§1[es obtenidos por biopSia.
. P - éstudiaron para la reaccion de amplificacion 10 muestras
el estudio y andlisis del ADN sufrié un vuelco tanto al

nivel clinico como al investigativo. El método involucra de tejidos endocervicales obtenidos por biopsia a partir
o ; g ‘ : e de pacientes que asistieron a la consulta de patologia de
la amplificacion selectiva de secuencias especificas det:uello del Hospital Ginecoobstétrico "Eusebio

acidos nucleicos mediante sintesis enzimatica, YHernandez". El empleo de biopsias frescas constituye

constituye hasta el momento la técnica mas sensiblg;na modificacion del protocolo original dgontorni y
empleada en la deteccion del ADN de PVH. La RCP permite| goncini® quienes describieron esta metodologia para

identificar un solo tipo viral, con la utilizacion de cebadores ser empleada en muestras parafinadas. El criterio de
que se unan a secuencias especificas de este o puedgleccién de este tipo de muestra fue la presencia de
detectar un amplio espectro de tipos mediante cebadoregiteraciones citoldgicas que revelaran la presencia de
generales o consen%o. infeccion por PVH y que comprendieron coilocitosis
El presente trabajo tiene como objetivo aplicar la abundante y NIC de diferentes gradfdscluidas dentro
tecnologia de la RCP para la deteccion de ADN de PVHde las categorias 3, 4, 5 y 6 del sistema de clasificacion
empleando un juego de oligonucleétidos consensoestablecido porla OMS en 1984. Ademas, estas muestras
correspondiente a una regiéon altamente conservadgresentaban un diagndéstico clinico por colposcopia tipico
dentro del genoma viral (regién E1). Con estos cebadoregle infeccion por PVH. Las biopsias fueron transportadas
nos propusimos determinar la sensibilidad y factibilidad @ 4 °C en tubos de congelacion con una solucién salina
de la técnica para amplificar secuencias de los tipos ddosfatada al 0,01 % de duodecil sulfato de sodio (PBS-
PVH que se presentan con mayor frecuencia en el tracte>DS) Y s€ a_Imacenaron a-70 °C hasta su procesamiento.
genital.Contorni y Leoncirfipublicaron las secuencias Extraccion de ADN de los cultivos celular€siando

de estos cebadores para su empleo en la amplificacion d&! crecimiento se hizo confluente, las células fueron
muestras parafinadas. Sin embargo, en nuestra esprendidas por tripsinizacion y lavadas con PBS 1X.

condiciones, nos trazamos introducir la modificacion de 2€SPU€s se centrifugaron a 3 500 rpm (centrifuga GR.

aplicar esta metodologia a la deteccion de secuencias d%ﬁlffle'r]]igil;a(l'?zigle(ljﬁﬂmﬁ gtoEngr:Slgsrgﬁﬂn?\zgcerlgorg,\% L de
PVH en muestras frescas de tejidos endocervicale prS, ' '

obtenidos por biopsia con un diagnostico cll'nicoSSDS 0.59%).
. b P 9 Los detritos celulares se eliminaron centrifugando a
sugestivo de infeccién por PVH.

12 000 rpm (centrifuga D7200, Hettich) y el sobrenadante
fue tratado durante 1 h a 56 °C con 30 U de proteinasa K
. (25 mg/mL); seguidamente se realizaron 2 extracciones de
METODOS proteinas con fenol y fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
) (25:24:1) con sus respectivas centrifugaciones a 12 000 rpm.

Cultivos celulares y clones de PVSe emplearon  g| ADN se precipit6 con 2,5 voltimenes de etanol absoluto
las lineas de cancer cervical humano Siha, Helay CaSkj; 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,3 toda la
obtenidas de l&American Type Culture Collectioha noche a -20 °C.

linea Siha contiene una copia de PVH 16 por cadagenoma Al dia siguiente se centrifugé durante 30 min a
celular, la Hela contiene entre 10y 50 copias de PVH 18 y12 000 rpm, el precipitado se lavé cetanol al 70 %,
la CaSki entre 400 y 500 copias de PVH 16. Los cultivos sese sec6 al vacio (Speed vac CHIST 1131, Blanc Labo) y
realizaron en medio Eagle suplementado con suero déue resuspendido en 20 L de agua bidestilada estéril. La
ternera fetal al 10 % y se incubaron a 37 °C hasta que etalidad del proceso de extraccion se determiné mediante
crecimiento celular se hizo confluente. Estas lineasuna electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en tampén
celulares fueron sometidas a extraccion de ADN y fueronTris-Borato-EDTA (TBE) y la visualizacion se realiz6 por
utilizadas como controles positivos para ser empleadodincion con bromuro de etidio en un transiluminador
en la reaccién de amplificacion. (Macrovue 2011, LKB). La concentracion de ADN en
Los genomas completos de PVH 6, 11, 16 y 18 todos los casos se determin6 en un espectrofotometro
clonados en el plasmido pBR 322 fueron donados (1135, Unican)?
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Extraccion de ADN de los tejidos endocervicales. Los fragmentos originados a partir de la banda de
Los fragmentos de tejidos de aproximadamente 3sam  PVH 18 fueron sometidos a una hibridacion Southern blot.
resuspendieron en 500 pLhigferlisis (Tris 10mM  La sonda utilizada fue el genoma completo de PVH 18
pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM, SDS 0,5 %). Paralograr marcado mediante el métodardedom prime marcaje
la ruptura del tejido se utilizaron 0 de SDS (10 %)  a] azat® Se emplearon 20 unidades de la enzima Klenow
y 40 WL de proteinasa K (25 mg/jL), y se incubaron entré(promega) para marcar 100 ng de ADN de PVH 18 en
2y 3hab6 °C. Las proteinas celulares se eliminaron POhresencia de 50 pCi dePdATP (Amersham)?

extracedn volumen/volumen con fenol-cloroformo- Anélisis de restricciérLos productos amplificados

-alcohol is,oamilico (25:24:1) y la precipitacion del ADN partir del ADN de las lineas celulares y de las bandas de
Z%ﬁfigzu?egﬁg Ztggizloagﬁozlgto ﬁ' gcetato dt?. dso?_llo. dEos PVH 6, 11, 16 y 18 fueron tratados con fenol-
L usp WL de agua bigestiada ¢, mo-alcohol isoamilico (25:24:1), precipitados con
estéril y la calidad del proceso de extraccién se determing . .
de igual forma que en los cultivos celulares. etanol absoluto y resuspendidos en un volumen final de

Reaccion en cadena de la polimerdsas cebadores 305“" (Fj’arla la d|gest§|n (Iaan)lmanca s€ 2d|0|on?rocr; 2 uni-
utilizados son complementarios a una secuencia ades de la enzima Alu | (Promega) y 5 pLluidferde

nucleotidica del ORF E1 que aparece con un alto nivel deigestion H 10X (Promega), se incubo a 37 °C durante 2 h.

conservacion entre los PVH asociados con las lesione4-0S patrones de digestion se analizaron en electroforesis

de la mucosa cervical. Sus secuencias son considerad&$ 9el de agarosa al 1,2 % en tampon TBE, a 80 V

"secuencias consenso” ya que son capaces de amplificgturante 1 K.

regiones del genoma de 6 tipos virales muy frecuentes en

el tracto genital (PVH 6, 11, 16, 18, 31y 33) y generan un

fragmento cuya talla oscila entre 577 y 594 pb enRESULTADOS

dependencia del tipo de PVH que se somete a la reaccion

de amplificacior?. La extraccion de ADN a partir de tejidos endo-
Lareaccion damplificacion se realizo utilizando  cervicales obtenidos por biopsias resulté exitosa

1 ng del genoma de los tipos de PVH 6, 11, 16 y 18;empleando la metodologia descrita, al obtener un acido

10 ng de ADN de los cultivos celulares Hela y CaSki; 100 nycleico con calidad y concentracién adecuadas para su

ng de ADN extraido de la linea celular Siha'y 100 ng deempleo 6ptimo en la RCP. En todos los casos la con-

ADN proveniente de las biopsias endocervicales en Uncentracion del ADN extraido fue de aproximadamente
volumen final de 100 pL. Se incluyeron como controles 5 ng/uL (fig. 1).

negativos 10 ng de ADN de fibroblastos humanos, agua
bidestilada estéril, asi como 100 ng de ADN proveniente,
de una muestra de tejido endocervical negativa a PV
por la técnica de Southern blot.

La mezcla de reaccién estuvo constituida por 10 pL
delbufferde amplificacion 10X (KCI 500 mM, Tris-HCI
100 mM pH 8,3; MgGl15 mM, gelatina 0,01 %), 200 mM
de cada dNTP, 2,5 unidades de .Taajimerasa (IPK),

50 pM de cada cebador y agua bidestilada estéril; pos
teriormente se procedio a efectuar la reaccion de ampli
ficacion?

Para la deteccién del producto amplificado se anali-
zaron 10 pL de cada producto de reaccién en una electr
foresis en gel de agarosa al 1,2 % en tampén TBEsua-
lizacion se realizo por coloracion con bromuro de etidio.

Sensibilidad de la reacciéon de amplificacidra
sensibilidad del ensayo para este juego de oligos es u 1 i
aspecto que incluimos a la metodologia original descrita WA
porContorniy LeonciniPara ello se realizaron diluciones Fig. 1. Extraccién de ADN a partir de tejidos endocervicales
del genoma de PVH 18 en 100 ng de ADN de placentaobtenidos por biopsia y de tejidos de lineas celulares de cancer
humana. Las diluciones abarcaron un amplio rango decervical. En todos los casos la concentracién del ADN extraido de
concentraciones del genoma del virus (1 ng, 100 pg,estas_ muestras empleadas como _controles positivos fue de
10 pg, 1 pg, 100 fg 10 fg 1fgy0 1fg/uL)yse amplificaron aproxmadam_ente 200 ng/u_L. Los carnle§ 1, 2‘, 3y4 corresponden

o = Fdh J ' ! L a ADN de tejidos endocervicales de pacientes; y los carriles 5, 6 y
y visualizaron bajo las mismas condiciones y parametros; corresponden a ADN de tejidos de lineas celulares, Siha, Hela y
descritos anteriormente. CaSki, de forma respectiva MX ADN Hind IlI).

23 |30 pb
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La RCP de los genomas completos de PVH 6, 11,16y
18 reveld la presencia de una banda con igual intensidai
y pequefias diferencias en la talla para cada genotipc
viral (PVH 6y 11-577 pb; PVH 16-583 pb; PVH 18-595 ph)
al ser analizados 10 pL del producto amplificado en una
electroforesis en gel de agarosa al 2 % (fig. 2).

nn

20/

540 pb

364 ph

Fig. 3. Productos amplificados a partir de los genomas de PVH 6,
11, 16 y 18 y del ADN extraido de las lineas celulares Siha (S),
Hela (H) y CasKi (C). M1 X Hind IlII/EcoR 1), M2 (pBR
322/Hae Il1), FH (fibroblastos humanos).

6 11 16 I8 M

Fig. 2 Productos amplificados a partir de los genomas completos
de PVH 6, 11, 16 y 18. Las bandas amplificadas oscilan en un
rango entre 577 y 595 pb. M(pBR 322 Hae IlI).

Los productos amplificados a partir de 10 ng de ADN
proveniente de las lineas celulares Helay CaSkiy d
100 ng de ADN de Siha rindieron bandas cuyas tallas s
corresponden con las de los genotipos virales integrado
a sus respectivos cromosomas (fig. 3). La cantidad final
de producto amplificado fue dependiente del sustratg
disponible, ya que al utilizar 1 ng del genoma de los
diferentes tipos de PVH se obtuvieron cantidades
comparables de productos de la RCP (bandas de igu
intensidad) y por otra parte, al emplear 10 ng de ADN de
las lineas celulares, se obtuvieron productos de
amplificacion proporcionales al nimero de copias virales e 100
integradas a los cromosomas celulares (bandas con
diferente intensidad; en orden creciente: Hela 'y CaSki). _. i

En la fiaura 4 se muestran los resultados del ensa F_|g. 4 Resultados del ensayo de sen5|b|I|da(_j en el que se emplearon

e g - YQiluciones del genoma de PVH 18. Las diluciones seriadas de

de sensibilidad. Como puede apreciarse se obtuvo Ungase 10 se realizaron desde 1ng hastafg,1Se obtuvo
amplificacion evidente hasta la cuarta dilucién del genomaamplificacién hasta la cuarta dilucién (1 pg).
de PVH 18, correspondiente a 1 pg de ADN viral diluido
en 100 ng de ADN de placenta humana, lo que significa L .,
que la técnica utilizada es capaz de detectar 3,5 genomas @ @plicacion de la RCP ala deteccion del genoma
virales por cada genoma diploide celular. de PVH en tejidos de biopsias endocervicales y el

La h|br|dac|én a que fueron Sometidos |OS productos pOSterior anéliSiS delos prOdUCtOS amplificadOS mediante
de la reaccién de amplificacion permitié detectar la Una electroforesis en gel de agarosa al 1,2 %, reveld la
presencia del ADN viral hasta 1 pg (fig. 5). presencia de una simple banda con la talla esperada en

P p Ip 1o iaf | O]t
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los 10 casos empleados como controles positivos. Lagada tipo: PVH 16 (343, 240 pb); PVH 18 (267, 238, 90 pb).
diferencias que existen en la intensidad y talla de lasLas lineas celulares Siha y CaSki contienen integrado en
bandas obtenidas se deben a que las concentraciones das cromosomas el genoma de PVH 16, y la linea Hela
ADN de cada muestra difieren en cada uno de los casosontiene copias de PVH 18. La digestion con Alu | de los
(fig. 6). productos de la RCP a que fueron sometidos los ADN de

; : - estas lineas, mostré patrones de restriccion coincidentes
con los obtenidos para cada tipo viral integrado a sus
cromosomas (fig. 7).

DISCUSION

Muchas evidencias apoyan que los PVH pueden
desempenfiar una funcién importante en el desarrollo del
cancer cervical, y que la deteccion del ADN viral en las
lesiones constituya actualmente la mas importante
herramienta diagnéstica en la identificacién del agente.
Desde hace varios afios la RCP ha brindado resultados
alentadores en la deteccién de los PVH, y ofrece la
posibilidad de identificar y tipificar el virus de una forma
rapida y facif

| En los primeros estudios realizados utilizando la RCP
se emplearon diferentes juegos de cebadores especificos
n 100p 10p Ip 100f 10f 1f O.IF para cada tipo viral, pero el posterior desarrollo de los
Fio. 5. Resultados del Southern biot . idos | protocolos de trabajo trajo como resultado el empleo de
T e e o teen S0%1ac 2 un solojuego de oligonuclecridos para detectar un ampli

sefial de amplificacién hasta 1 pg (cuarta dilucién). espectro de tipos viralé:*
De los 30 tipos de PVH que son capaces de infectar

la mucosa cervical, los tipos 6 y 11 son los mas comunes
El anélisis de restriccién con Alu | de los productos en los condilomas acuminados 'y en las NIC de bajo grado,
amplificados a partir del genoma de los PVH del grupo deé€l tipo 16 es el mas frecuente en las lesiones malignas y el
bajo riesgo (tipos 6 y 11) muestra el mismo patron dePVH 18 es el que mas se detecta en los carcinomas
restriccion (un fragmento Unico de 555 pb), mientras quecervicales con un curso clinico agrestvo.
la digestion de los productos de la RCP de los PVH del ~ En nuestro estudio, el empleo de un juego de oligos
grupo de alto riesgo mostré un patrén caracteristico par&onsenso disefiados a partir de una region altamente

PVH 16
PV 18

Fig. 6. Aplicacién de la RCP a la

deteccion de genomas de PVH a partir
de ADN de tejidos endocervicales

obtenidos por biopsia. Los carriles 3,
5, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 se
corresponden con los 10 casos
empleados como controles

positivos,los carriles 1, 2, 4, 6, 7, 9 11
y 18 se corresponden con los controles
negativos.
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de secuencias del ORF L1, permitié detectar 11 genotipos
de PVH asociados con lesiones de la mucosa cet¥ical.
En 1991, se reporta un trabajo que se apoyo en las
secuencias conservadas del ORF E6 para utilizar un juego
de cebadores en la amplificacion de 5 genotipos virales
que fueron tipificados por Southern BtéDos afios mas
tarde un grupo de investigadores desarroll6 un protocolo
gue permitio la deteccion de 33 tipos de PVH cutaneos y
genitales a partir de la amplificacion de una secuencia
conservada del ORF BAEn otro trabajo se analizé el
ORF L1 para la sintesis de un juego de cebadores
consenso que permitié la diferenciacion en grupos con
diferentes comportamientos biol6gicos de 18 tipos de
PVHE
El andlisis computadorizado de las secuencias de
ADN de los diferentes tipos de PVH revela que las
regiones mas conservadas se localizan en los ORF L1y
N6 AL e b Tl Naa S e e H E1. Durante la integracion del genoma viral al cromosoma
celular se producen deleciones en la regién E1/E2 que
Fig. 7. Digestion con Alu | de los productos amplificados a partir inducen a muchos investigadores a la utilizacién de
de los genomas completos de PVH 6, PVH 11, PVH 16 y PVH 18, secuencias de los ORF L1 y E6 que no son clivadas
y de las lineas celulares Siha (S), Hela (H) y CaSki (K). MADN/ durante la integraci6ff.En nuestro trabajo se utilizan
/Hind 111/ EcoRl), M2 (pBr 322/Hae III). oligonucleétidos correspondientes a la region 5'del
ORF E1, que se mantiene intacta después del proceso de

. o integracion y posibilita la deteccién de PVH mediante la
conservada del ORF E1, nos permiti6 la amplificacion de pcp sin que se produzcan resultados falsos positivos.

un fragmento de 577 a 595 pb del genoma de los 6tipo.s de ge plantea que el contenido de ADN de una célula
PVH mucosotropicos mas frecuentes en la poblaciony mana es de aproximadamente 5 pg, pudiéndose inferir
mundial, que constituye un sustrato adecuado para 'fhue en 100 ng de ADN de placenta existen cerca de
tipificacion de éstos mediante enzimas de restricdi@n. 50 00 células. También se conoce que en 1 pg de ADN
comparacion de los fragmentos amplificados con el patronge pyH hay involucrados unos 70 000 genomas vitsles.
de peso molecular permite comprobar que cada productq 5 rejacion que se establece entre los planteamientos
de laRCP presenta la talla adecuada. El empleo de un solgnteriores y los resultados del ensayo de sensibilidad
juego de cebadores en la deteccion de 4 tipos de PVH70 000/20 000) permiten concluir que nuestro sistema es
simplifica el trabajo en el muestreo masivo, minimiza la capaz de detectar 3,5 particulas virales por cada genoma
manipulacion excesivay el alto costo del diagndéstico Quegiploide celular.
implicaria el uso de cebadores especificos para 1a | o5 resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad,
identificacion de cada tipo viral por separado. aspecto éste que también ha sido agregado a la metodologia
En nuestro trabajo los cebadores fueron capaces dgyiginal como una modificacion, son comparables a los
amplificar de forma eficiente tanto los genomas rgportados por otros investigadores. En un estudio en el
correspondientes a cada clon de PVH, los genomagy,e se aplico la RCP para la identificacion de tipos cutaneos
virales integrados a los cromosomas de las lineas ceIuIare); genitales de PVH se demostré que el método podia
empleadas como controles positivos; asi como 10Sqetectar entre 0,3 y 3 particulas virales por cada genoma
fragmentos de ADN viral presentes en las 10 muestras dgjipioide celular. Otro trabajo realizado en el que se utilizaron
tejido endocervical. EI empleo de biopsias frescas zgpadores consenso para la deteccion de un amplio

constituye una modificacion del protocolo original gspectro de tipos de PVH, reporté un nivel de deteccion
descrito poiContorni y Leoncinf quienes describieron  g4e1a1 pg de ADN de P\#e

el empleo de estos oligos consenso para ser empleados | 3 deteccion del ADN de PVH en 10 biopsias
en la amplificacion de ADN de PVH en muestras endocervicales demuestra que la RCP descrita en este
parafinadas. estudio, no solo detecta el genoma viral purificado o
En este estudio hemos seguido una estrategia similaintegrado al cromosoma de las lineas celulares empleadas
a la utilizada en otros trabajos publicados. El empleo decomo controles; sino que es capaz de amplificar
un juego de oligos consenso disefiados a partir del analisisecuencias de PVH de forma eficiente en muestras clinicas
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de pacientes con alteraciones citolégicas donde el ADNdentro del grupo de alto riesgo, sino también su tipificacion
viral puede encontrarse integrado por completo, individual?® Los resultados que se obtuvieron en este
parcialmente o en forma episomal. trabajo al digerir los productos amplificados tanto de los

La experiencia adquirida hasta el momento por la grangenomas de PVH como del ADN de las lineas celulares
cantidad de investigaciones realizadas en torno a lgpueden ser utilizados en la tipificacion de PVH presentes
funcion de los PVH en la génesis del cancer en muestras clinicas de tejidos endocervicales. Los
cervicouterino, destaca la diferencia notable del patrones de digestion que se obtuvieron para cada tipo
porcentaje de positividad a PVH que existe entre mujeresviral coinciden con los reportados en un ensayo similar
con alteraciones citologicas y las que no presentarrealizado para la deteccion de PVH en tejidos
ningun tipo de afectacion celular. endocervicales embebidos en parafina.

De manera general, la prevalencia de PVH asociado ~ Existen estudios donde la tipificacion se realiza
con alteraciones cervicales alcanza valores entre 50 y 90 %mpleando varias enzimas de restriccion. En estos casos
en mujeres con alteraciones citolégicas, mientras que séléa complejidad del andlisis de los patrones de digestion,
se reportan valores del 15 al 20 % cuando se analiza@si como el alto costo de las enzimas, permite corroborar
mujeres con el cérvix norm#dlAl comprobar la utilidad ~ las ventajas de la tipificacion utilizando una sola enzima
de esta técnica en los controles utilizados quedade restriccién con la que se obtienen resultados faciles
demostrada la factibilidad de su uso para estudiar lade interpretar porque los patrones de restriccion para los
prevalencia de PVH en un gran nimero de muestradPVH de alto y bajo riesgos difieren notableménte.
clinicas a partir de tejidos endocervicales obtenidos por
biopsia. SUMMARY

A pesar de que el Southern Blot es considerada la _ _ _ .
técnica de referencia en el diagndstico de PVH, la RCPLC 00/aeiEs B o e D ontols of celllar
constituye un meétodo ideal para la identificacion del lines of cervical cancer and of tissues obtained through biopsy
genoma viral de un modo rapido y relativamente facil enwith a HPV-positive clinical diagnosis. A set of consensus
aquellas muestras que rinden pequefias cantidades d#gonucleotides, which are complementary to a highly conserved
&cido nucleico. El empleo de biopsias endocervicales comdz 9" within the open reading frame El of the viral genome of

- e, . ., affecting the cervical mucosa, was used. With these primers
controles en nuestro trabajo imposibilitd la utilizacion del ;; < possible to amplify DNA sequences corresponding to HPV
Southern Blot en la deteccion del virus, ya que S€6 and 11, considered in the low risk group, and to HPV 16, 18, 31

requieren entre 5y 10 pug de ADN para obtener resultadosnd 33, included in the high risk group. The study of the sensitivity
satisfactoriog? of the amplification technique showed a level of detection of 3,5

S . . viral particles per each cellular diploid genome.
Por la alta sensibilidad de la técnica, las P P ploid.g

contaminaciones pueden constituir un serio problemay . _ _
dar lugar a resultados falsos positivos. La incor oraciénSUbJeCt headings: PAPILLOMAVIRUS, HUMAN/genetics;

9 ( POSIUIVOS. POraciong 5 yMERASE CHAIN REACTION/methods; SEQUENCE
de controles negativos en las reacciones de amplificaciOrynaLySIS DNA/methods: GENOME, VIRAL: DNA, VIRAL/
permite un mejor analisis frente a la presencia de resultadogenetics.
falsos positivos causados por contaminaciones o a
amplificaciones originadas por una hibridacion
inespecifica de los cebadores en la RCP (control qUEREFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
contiene agua en lugar de ADN, control que contiene _ S _
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