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5 Resumen

En el presente proyecto se realizé la identificacion de Virus del Papiloma Humano
en muestras provenientes de exudado de cérvix, para 483 mujeres del estado de
Michoacan en edades entre los 20 y 65 afios, las cuales fueron tomadas en el
Hospital de la Mujer de Morelia, Michoacan, utilizando la técnica de Captura de
Hibridos (Digene Corporation) como tamizaje, posteriormente se realizo la
selecciéon de las muestras positivas las cuales se tipificaron utilizando la técnica de
Arreglos Lineales (Roche), la cual permite identificar hasta 37 tipos de virus del
Papiloma Humano de Alto y Bajo Riesgo. Se encontr6 que el 34% de las muestras

presentan coinfecciones virales (mas de 2 tipos de Virus del Papiloma Humano).
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6 INTRODUCCION

El Virus de Papiloma Humano pertenece a una de las familias de virus mas estudiada
debido a sus repercusiones sobre la humanidad, pose uno de los genomas mas grandes.
Tiene una gran preferencia por los las células epiteliales de la piel y membranas mucosas
de tal manera que posee una gran importancia dentro de la salud humana debido a su

correlacion con el cancer cervicouterino (1.4,11).

Alguna de las caracteristicas importantes del género papilomaviridae son (3):

¢ Virus pequeiios y sin envuelta. Las particulas virales tienen un didmetro de 52 a 55
nm y un coeficiente de sedimentacion de 300 S.

¢ El Virén es icosaedrico de 55 nm de didmetro

¢ Se encuentra compuesto de DNA en un 10% y proteina en un 90%.

¢ El genoma se encuentra compuesto de DNA (Acido desoxirribonucleico) de doble
cadena circular de aproximadamente 8,000 pb

¢ Contiene dos proteinas estructurales, L1 y L2, asi como 8 genes que codifican para
proteinas tempranas.

o Caracteristicas sobresalientes:
¢ FEstimula la sintesis de DNA celular
¢ Variedad restringida de huéspedes y tropismo tisular

¢ Causa importante de cancer humano un particular cervicouterino

La capside viral es icosaédrica y esta organizada en 72 capsdmeros. Cada uno de estos
capsomeros esta constituido por dos proteinas estructurales, ambas codificadas por el virus,
que se unen y estabilizan la capside mediante puentes bisulfuro (la proteina mayor L1, que
tiene un peso molecular de 55 Kd y representa el 80% del total de la capside, cada
capsomero presenta 5 copias idénticas y; la proteina menor L2, que estd en menor

proporcion que L1 y tiene un peso molecular de aproximadamente de 75 Kd) 3.3).
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Su expresion se encuentra regulada por factores celulares como son tejidos, asi como por

las propias proteinas virales. Mientras que los genes de expresion tardia, se expresan en las
células diferenciadas del epitelio a partir de un promotor tardio (PL) para sintetizar las
proteinas estructurales de la capside viral: L1 y L2. Los papilomavirus son muy especificos
de las especies que infectan son afines a células del tejido epitelial estratificado

queratinizado.(2.8,7)

Los genes de expresion temprana son expresados en las células no diferenciadas de la
epidermis. A partir de un promotor temprano (PE) se generan las proteinas virales
tempranas: E1, E2, E4, ES, E6, E7 y E8 que son proteinas no estructurales, relacionadas
con el control de la replicacion, la transcripcion y la expresion genética del virus, como se

muestra en la figura 1(7,8)
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Figural. Esquema del mapa genémico del VPH
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Dos de las proteinas mas importantes son la E6 y E7 su estructura y funcion son descritas a

continuacion.
s FEl gen E7 codifica para una proteina nuclear de 98 aminodacidos, la cuan presenta
tres dominios, como se esquematiza en la figura 2:
1. CRI que se encuentra en el extremo amino terminal.
2. CR2 la cual contiene el motivo LXCXE, este es el sitio donde se ancla la
proteina RB.

3. CR3 gracias a esta se forman dimeros, por un motivo de zinc.
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Figura 2. Estructura de la proteina E7 del virus del papiloma humano

La proteina E7 interactia con diferentes proteinas que regulan el ciclo celular,
especialmente aquellas que interactuan en el cambio de G1 a S, en este grupo de proteinas
se encuentran las de la familia de las supresoras de tumor de retinoblastoma (Rb), p107,
p130, deacetilasas de histonas (HDAC), factores de transcripcion AP-1 proteinas de union a
la caja TATA (TBP), ciclicas, cinasas dependientes de ciclicas (cdks). La interaccion de
estas proteinas y E1 hace que la célula pierda el control a la hora del la division celular
logrando a si una elevada produccion de células malignas, consiguiendo la inmortalizacién

y finalmente la trasformacion. (3,7,
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En células que estan en condiciones normales Rb no se encuentra fosforilado y se encuentra
formando complejos con factores de transcripcion de la familia E2F, estos complejos
inhiben la transcripcion de genes que se encuentran involucrados en la progresion hacia la
fase S, sin embargo, cuando la célula progresa hacia la fase GO, Rb es fosforilado por
cinasas dependientes de ciclinas liberando a si el factor de transcripcion E2F, el cuan activa

genes involucrados en la sintesis de DNA para asi permitir la progresion del ciclo celular.

(3,7,8)

Cuando la proteina E7 se encuentra presente en la célula secuestra el Rb evitando la
formacion de complejos E2F, induciendo asi a entra al estadio S de una forma muy
prematura, mientras que Rb por otro lado es degradado por la ruta del proteosoma, con esto
se llega a la conclusion que el E7 con la trascripcion de diferentes grupos genes, es capaz
de descontrolar el proceso de diferenciacion y progresion del ciclo celular como se

ejemplifica en la Figura 3.
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Figura 3. Interaccion de E7 con pRb

La proteina E6 con dos dominios de dedos de zinc esta proteina se encuentra distribuida en

el citoplasma y en el nucleo. Se ha llegado a la conclusion de que esta proteina es la
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causante de la inmortalizacion de las células y en conjunto con la proteina E7 causa la

transformacion celular.

Esta proteina tiene la capacidad de bloquear la apoptosis y alterar la maquinaria de
transcripcion celular, inhibe interaccion célula-célula e incrementa el tiempo de vida de la
célula, provocando asi la proliferacion excesiva de células epiteliales, disminucion de su

diferenciacion, conduciendo asi a la formacion de células malignas y benignas.

La proteina E6 tiene como blanco a p53 y a otras proteinas como: E6-AP la proteina de
union E6-BP otras como paxilina Bak, GPS2 y la proteina cinasa N (PNK). Ademas E6
altera el indice de transcripcion de genes como los que codifican la subunidad catalitica de

la telomerasa humana y del factor de crecimiento de endotelio bascular (VEGF). Figura 4
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Figura 4. Interaccion de la proteina E6 con p53
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Figura 5. Estructura de la proteina E6 del virus del papiloma humano

La inactivacion de p53 se debe a que E6 forma un complejo con la ubiquitina ligasa E6AP,

la formacion de este complejo da como resultado la ubiquitinacion de p53 y su subsiguiente

degradacion en la ruta del proteosoma. (3,7.8)
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Transformacion
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Figura 6. Blancos celulares de la oncoproteina E6 de los virus del papiloma humano

involucrados en la transformacion celular.
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La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) considera que los tipos de
VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66 son carcindégenos para los humanos
—tipos de alto riesgo oncologico- y que otros tipos, incluidos el VPH 6 y el VPH 11, son

posibles carcindgenos para los humanos — tipos de bajo riesgo oncoldgico (1,4,5,11)

Tipo de VPH Oncogenicidad Relacion con el tipo de lesion
6,11,42,43,44 Baja Bajo Riesgo
(Condilomas, Precancerosas)
16y 18 Alta Alto Riesgo
(Precancerosas, Invasoras)
31, 33, 35, 39, 45, 51, Intermedia Alto Riesgo
52,56, 58, 59, 68 (Lesiones de transito rapido)

Tabla 1. Tipos del virus del papiloma humano y su relacion con el tipo de lesion

La infeccion por papilomavirus ocurre a través de lesiones en el epitelio, que exponen las
células de la capa basal a la entrada de las particulas virales. Una vez en el interior, el ciclo
del virus estd unido al programa de diferenciacion de las células y aprovechando la

maquinaria celular se replica y se propaga.

Durante la actividad sexual existe un microtrauma del epitelio genital, en particular en la
zona de transformacion del epitelio cervical, permite la exposicion de las células basales en
activa proliferacion, a los diferentes tipos de HPV, permitiendo la union entre el receptor de
la célula basal con la proteina de la capside viral L1, a nivel de su extremo carboxi-
terminal. Dicho receptor ha sido asociado estructuralmente con Heparan Sulfato para los
tipos virales 16 — 33 y con Alfa-6-Integrina para VPH 6. Una vez unido el virus a la
superficie celular, se produce su internalizacion al citoplasma de la célula huésped, proceso

que ha sido identificado como endocitosis.(2,3,7,)

12
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Dos sistemas han sido reconocidos; el primero involucra un complejo proteico llamado

Clatrina, utilizado por los tipos 16 y 18; el segundo, utiliza un grupo de proteinas

principalmente Caveolina, denominado endocitosis por caveolas, en el que participa el

VPH 31. 2,3,7,12)
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@/
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Figura 7. Mecanismo de dafio célula por virus del papiloma
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Posterior a la endocitosis, existe evidencia en modelos de infeccion por particulas virales
tipo 11 y 16 que la capside viral de 55 nm de didmetro experimenta degradacion en el
citoplasma celular, a través de un proceso de reduccidon quimica que dafia los puentes
disulfuro que estabilizan la capside, originando capsdémeros y mondmeros, los cuales son
transportados al nucleo junto a pequenos fragmentos del ADN viral, pudiendo atravesar los
poros nucleares de un didmetro aproximado a 39 nm, con ello el genoma viral y las
proteinas de la capside participarian en los procesos de transcripcion génica, replicacion del

ADN y maduracion de viriones.

En este proceso de replicacion del ADN viral participan un grupo de proteinas, cuyas

caracteristicas principales se mencionan a continuacion:

El corresponde a una proteina multimérica con actividad ATPasa y helicasa, capaz de
recocer sitios especificos en el ADN viral, llamadas regiones de origen de replicacion (ori),
formando un complejo de iniciacion con la proteina E2, ciclinas (principalmente E), kinasas
dependiente de ciclinas y ADN polimerasa A, en la region p68, participando ademas

proteinas de la célula huésped. (7)

E2 corresponde a una proteina dimérica que forma un complejo proteico con El antes
mencionado. En este proceso, E2 es fosforilado por kinasas en los residuos aminoacidicos

de serina 298 y 301, regulando su unién con El. (7)

Por otra parte, E2 reprime al promotor P97 (VPH 16) o P105 (VPH 18), ubicado proximo
al gen TATA box, encargado de la transcripcion de las proteinas E6 y E7, reduciendo de
esta manera la sintesis de estas proteinas. También se ha demostrado que E2 activa
directamente la sintesis de la proteina P53 lo que produciria finalmente la detencion del

ciclo celular en G1 y apoptosis. (7)

En México el CaCu es la primera causa de muerte por neoplasias en mujeres mayores de 25
anos. El Sistema Nacional de Salud Mexicano brinda atencion médica aproximadamente a

9,000 casos de CaCu invasor y se registran 4,000 muertes anualmente.

14
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En el afo 2005, se reportaron 4,051 muertes en mujeres por CaCu, con una tasa de
mortalidad de 8.8 por cada 100,000 mujeres. Para el afio 2006 se registraron 4,323 casos
con una tasa de 8.6 por 100,000 mujeres. Sin embargo, este tipo de cancer es absolutamente
prevenible y su tratamiento es relativamente facil, cuando el diagnostico es oportuno. La
experiencia de paises desarrollados ha permitido demostrar que la mejor opcion para
disminuir la mortalidad por CaCu es la deteccion y el tratamiento oportuno de lesiones

precursoras y lesiones malignas por medio de programas de deteccion oportuna del CaCu.
(1,4,11)

Uno de los métodos mas utilizados para la deteccion de CaCu es la técnica de tincion
Papanicolaou que es la técnica mas antigua para su deteccion y prevencion a sido de gran
utilidad por sus bajos costos y por la facilidad de llegar a las paciente. El Papanicolaou
consiste en un raspado de células de cuello uterino y colocado en una laminilla de vidrio la
cual se colorea con un tincion especial después es leida por un medico profesional patdlogo
o un técnico citotecnista el cual analiza las caracteristicas de las células que le permite
sefalar anomalias en estas producidas por una neoplasia. Esta técnica tiene una serie de
desventajas desde la preparacion de las laminillas pasando por la tincion y finalizando con

la lectura lo que llevo a esta técnica a perder confiabilidad en el diagnostico de CaCu.(s)

La colposcopia es el estudio del cérvix a través de un microscopio, para observar detalles
del epitelio y vasos sanguineos. Antes de iniciar el estudio, es necesaria la aplicacion de

acido acético al 3 6 5% para ayudar a discriminar el epitelio normal del anormal. (6,9

En los epitelios dafiados hay un aumento de la permeabilidad de la membrana celular, lo
que permite que el acido penetre y cause aglutinacion de proteinas, fendmeno responsable
del color blanco que toma el epitelio enfermo. La colposcopia es considerada una técnica
mas sensible, menos especifica y de mayor costo que la citologia para la deteccion de
enfermedad cervical preinvasiva e invasiva. Su utilizacién puede reducir significativamente

los porcentajes de falsos negativos de la citologia.

15
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En las dos ultimas décadas, el desarrollo de la biologia molecular ha sido explosivo,
implementandose técnicas de gran utilidad para la investigacion y el diagnoéstico clinico. En
el caso especifico de los VPH, solamente existe una prueba cualitativa aprobada por la
Food and Drug Administration por sus siglas en ingles (FDA) para uso clinico: la captura
de hibridos. El fundamento de esta prueba es la formacion de hibridos de ARN-ADN, que
se cuantifican por medio de quimioluminiscencia. Se toman células del endo y ecto cérvix
con un cepillo y se depositan en un medio de transporte especial que conserva la muestra a

temperatura ambiente, al mismo tiempo que lisa las células.(.3,12)

El formato hc2 HPV DNA Test puede incluir dos mezclas de sondas, una para la deteccion
de 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) la
deteccion de 5 tipos de bajo riesgo (6,11, 42, 43, 44). El ensayo puede realizarse con la
sonda de bajo riesgo y/o de alto riesgo. Por otro lado, el formato hc2 High Risk DNA Test

incluye sélo la mezcla de sondas para la deteccion de los 13 tipos de VPH de alto riesgo.

El VPH es uno de los virus de cultivar invitro y una parte de los pacientes infectados por
este virus no presentan un titulo de anticuerpos demostrables por lo quelas pruebas de
acidos nucleidos (DNA) utilizando las técnicas de PCR son la mejor opcion ya que este

método tiene un alto nivel de sensibilidad. (8)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada por Kary Mullis en los afios
ochentas, esta prueba a revolucionado la genética molecular permitiendo asi el estudio de
una amplia gama de genes, ya que esta técnica nos permite producir un enorme nimero de
copias de una secuencia de DNA especifica (amplificada). El fundamento de la técnica es el

siguientes, 12, 13):

Desnaturalizacion; la primera reaccion es calentar a altas temperaturas el materia (DNA)
para asi poder reducir la doble hélice de este materia a cadenas simples RNA estas cadenas

se tornaran accesibles a los cebadores.

16
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Hibridacion; se enfria la mezcla de reaccion. Los cavadores hibridan con las regiones
complementarias de las cadenas de DNA patron y se forman nuevamente cadenas dobles

entre los cebadores y las secuencias complementarias.

Extension; La Taq polimerasa sintetiza una cadena complementaria. La enzima lee la
secuencia de la cadena opuesta y extiende los cevadores agregando nucledtidos en el orden
que pueden emparejarse este proceso se repite una y otra vez multiplicando asi nuestro

DNA.

——
—
—
——
Primer de — ——
— Primer de |da
Cadena vuelta <« < ——
Molde : : - —_—
Apertura  Alineamiento Extension g
|
——
Primer
——
Ciclo Segundo ——
Ciclo
—_—
Tercer
Ciclo

Figura 8. Descripcion de los ciclos de la PCR.

La determinacion de la carga viral se ha convertido en una necesidad debido a que los
diferentes estudios realizados indican que un alto nimero de copias de ADN viral, o al
menos de VPH del tipo 16, esté relacionado con el incremento en el riesgo del desarrollo de

una lesion cervical asociada a VPH.
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Los sistemas de PCR se diferencian segun el disefio del sistema de amplificacion, en
funcion de que detecten tipos especificos, o bien aquellos capaces de identificar un amplio
numero de tipos, denominados de amplio espectro. Las PCR especificas de tipo, utilizan
cebadores que han sido disehados para detectar un tipo determinado de VPH, por
consiguiente, la deteccion de diferentes tipos implica la realizacion de multiples reacciones
de PCR. La determinacion de la carga viral se ha convertido en una necesidad debido a que
los diferentes estudios realizados indican que un alto nimero de copias de ADN viral, o al
menos de VPH del tipo 16, esté relacionado con el incremento en el riesgo del desarrollo de

una lesién cervical asociada a VPH(4,15)

18
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7 JUSTIFICACION

Debido a que el cancer de cérvix ocupa la segundo lugar a nivel mundial, es necesario la
identificacion y tipificacion molecular del Virus del Papiloma Humano lo cual nos
permitira identificar oportunamente el virus asi como lesiones causadas esto con el fin de

fortalecer el programa de deteccion oportuna de VPH en el estado.
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8 HIPOTESIS

Los virus de Papiloma de Alto Riesgo causan una lesion mayor en la paciente debido a que
se presentan en co-infectados en mas de un genotipo en la misma paciente, lo cual acelera

el proceso infeccioso.

20
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9 OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL

Tipificacion molecular de hasta 37 tipos de virus del papiloma humano de alto y bajo riesgo

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer el porcentaje de VPH presente en el hospital de la mujer de Morelia

Michoacén por medio de la técnica de HC2
2. Tipificar las muestras positivas por medio de la técnica de HC2

3. Conocer el VPH maés frecuente en la poblacion analizada

21
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10ESQUEMA DE TRABAJO

Deteccion de la presencia del virus del
papiloma por la técnica captura de
hibridos HC2

A 4

Seleccion de muestras positivas

A 4

Extraccion de DNA viral por:
Columna o Perlas magnéticas

A 4

Amplificacion de DNA viral por
PCR en punto Final

A 4

Tipificacion por Hibridacion del
amplicon en arreglos lineales
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11MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra para captura de hibridos

¢ Limpiar perfectamente el exceso de mucosidad del orificio externo del cuello
uterino, y los alrededores del exocervix.

¢ Introducir el cepillo hasta que las cerdas toquen el exocervix, se hace girar tres
veces por completo con sentido contraria a las manecillas del reloj (esto para
traes el mayor nimero de células de tejido escamoso posible). No introducir por
completo el cepillo en el canal cervical

e Retirar el cepillo. Evite que las cerdas toquen las paredes, la parte exterior del
tubo o cualquier otro objeto.

¢ Introducir la punta del cepillo el fondo del tubo de transporte. Cortar el
excedente del mango del cepillo en la marca del borde del tubo.(dejando la
punta del cepillo dentro del tubo sumergida en el buffer)

e Ajustar la tapa del tubo hasta que se encuentre bien cerrado.(no es necesario

agitarlo)

Figura 9. Toma de muestra para la deteccion del virus del papiloma humano por Hc2

captura de hibridos.
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Proceso de muestras a la llegada al laboratorio

Las muestras llegan a recepcion donde:

¢ Se corrobora el numero de muestras enviadas
¢ La fecha de toma

¢ Le fecha de envio

¢ Temperatura a la cuan llega

¢ (Codigo de barras

¢ Formato de muestra

¢ Se verifica que estén en orden en las gradillas
¢ Se trasladan al area de biologia molecular

¢ Las muestras se almacenan y se conservan de la siguiente forma:

I. 1 semana a temperatura ambiente
II. 2 semanas en refrigeracion (4-8 °C)

II1. 3 meses a -20*C
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Identificacion de Virus del Papiloma Humano por la técnica de Captura de hibridos.

1. Desnaturalizacion

Método de Vortex Manual

Crear un disefio de placa
Etiquetar microtubos de hibridacion.

Preparar reactivo de desnaturalizacion

l

Pipetear 500 ul de reactivo de desnaturalizacion
(El volumen es equivalente a la mitad del volumen de la muestra)
en calibradores, controles de calidad y muestras.
Dar vortex a cada muestra y control de calidad individualmente por 5 segundos a alta

velocidad e invertir.

l

Revisar que todos los tubos muestren un color morado

l

Incubar a 65 + 2°C por 45 + 5 minutos

l

Preparar sonda de mezcla de VPH
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2. Hibridacién

Realizar la incubacién en Incubador de micro placa

Mezclar bien la muestra desnaturalizada y pipetear 75ul calibrador desnaturalizado, control

de calidad o muestra en microtubos de hibridacion.

Incubar por 10 minutos a 20-25°C

l

Pipetear 25u1 de sonda de mezcla de VPH de alto riesgo en microtubos

Cubrir microtubos con una placa selladora y agitar en Rotary Shaker I
(Agitador Rotatorio I) a 1100100 rpm por 3 £ 2 minutos
Revisar que todos los tubos muestren un color amarillo debido a un cambio de pH

(las muestras con solucion PreservCyt se tornaran rosas)

Incubar a 65 + 2°C por 60 + 5 minutos

l

Preparar microplaca de captura.
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3. Captura de Hibridos

Transferir el contenido de cada placa de hibridacién o microtubo correspondiente en

microplaca de captura usando una pipeta de 8§ canales

¢

Cubrir con una placa de tapa o una placa selladora

Agitar a 1100 £+ 100 rpm a 20-25°C por 60 + 5 minutos. Preparar buffer de lavado.

l

Decantar y secar la microplaca de captura

4. DETECCION DE HIBRIDOS

Pipetear 75 pl de reactivo de deteccion 1 en cada microplaca de captura.
Cubrir microplaca de captura con una placa de tapa o parafilm o su equivalente.

Incubar a 20-25°C por 30-45 minutos. Lavar la microplaca .
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5. LAVADO

Método manual de lavado

Decantar y secar microplaca de captura

Lavar 6 veces

l

Secar en toallas de papel libres de fosfatasa Alcalina (Kimswipes)

6. Amplifiacion de la Sefal

Pipetear 75 pl de reactivo de deteccion 2 en cada microplaca de captura

Cubrir con una placa de tapa o placa selladora. Incubar a 20-25°C por 15-30 minutos.
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7. LECTURA

Leer microplaca de captura en luminometro

l

Validar el Analisis e interpretar resultados de las muestras.

Seleccion de muestras positivas y posterior tipificacion utilizando el método de Linear

Array Hpv Genotyping Test

1. Pre-PCR

: preparacion de reactivos

Asegurarse que los reactivos suficientes para la preparacion de la
muestra y amplificacion se encuentra a temperatura ambiente.
Asegurarse que todas las muestras y controles se encuentran a
temperatura ambiente

Registrar el numero de lote de los reactivos en el tray map

Determinar el numero de micro AM necesarios para completar la
corrida de trabajo. Colocar los tubos en la gradilla y base para muestra,
asegurelas bien con el retenedor.

Preparar el HPV master mix de trabajo adicionando 125ul de Mg
mezclado perfectamente a un vial de HPVMMX mezclar por inversion
de 10-15 veces. No mezclar en vortex el Master Mix de trabajo. La
mezcla de trabajo es suficiente para 12 reacciones de amplificacion.
Pipetear 50ul del Master Mix de trabajo en cada tubo utilizando puntas
con filtro. No cerrar los tubos microAmp

Colocar la gradilla de muestra MicroAmp y el numero apropiado de

tapas en una bolsa plastica desechable resellable
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¢ Colocar la gradilla de muestra MicriAmp al area de preparacion de

muestras conservada a 2-8 °C hasta su uso.

2. Pre-PCR: preparacion de la muestra

s Asegurese que los reactivos suficientes para la preparacion de la
muestra y de amplificacion/deteccion se encuentren a temperatura
ambiente.

s Aseglrese que todas las muestras y controles se encuentran a
temperatura ambiente.

¢ Precalentar el termoblock a 56°C

¢ Precalentar el termoblck a 70°C

¢ La extraccion no debe realizarse en una mesa de trabajo. Limpie la
campana de flujo laminar o de bioseguridad y la micropipetas con una
solucion de 0.5% de hipoclorito de sodio recién preparado seguida de
una solucién de etanol al 70%.

¢ Identifique el nimero de tubos de 2.0mL con tapa de rosca estériles con
el nimero correspondiente a las muestras y controles. No utilizar tubos
de 1.5mL con tapa de presion.

e Registrar los niimeros y posiciones de las muestras y controles en el
“tray map”. Revisar la apariencia de las soluciones ATL o AL
disolverlo calentando a 70°C y con agitacion constante.

o Adicionar 80ul de buffer ATL a cada tubo.

¢ Mezclar en vortex cada una de las muestras y controles por 10
segundos y pipetear 250ul del correspondiente muestra o control en los
tubos apropiados. Utilice una punta nueva en cada caso y procese un
tubo a la vez.

s Incubar los tubos en un termoblock precalentado a 56°C por 30 minutos
(armar el QIAvac24(plus) vacum manifold durante el periodo de

incubacion siguiendo las instrucciones del fabricante
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Colocar la tapaQLAvac 24 lid sobre la base QIAvac24base ,
asegurandose que el gasket ajuste perfectamente en la ranura de
la QIAvac24

Insertar un vaccontenedor en cada vacvalvula (cerrar todas las
posiciones sin usar)

Conectar la QIAvac 24 a una bomba de vacio.

Retirar del blister el nimero requerido de columnas QIAamp.
Guarde el tubo de coleccion de desechos para mas adelante
Marque el numero requerido de columnas QIAamp MinElute
con la informacién de la muestra o control.

Coloque las columnas QIAamp MinElute marcadas con los

VacConnectors del manifold.

Reconstituir el carrier RNA ( tapa de color roja) adicionando 310uL de

elucion buffer AVE (tapa de color purpura)

l.
2.

Tape nuevamente y mezcle en el vortex por 10 segundos.
Marque el vial de carrier RNA. El carrier RNA sin usar es
estable a 2-8°C por 24 horas o puede ser alicuotado y congelado

a-20°C.

Agregar 30 mL de etanol al buffer AW2

1.

Usar solo etanol absoluto (>96%)

Prepare el working buffer AL adicionando el volumen apropiado de

carrier RNA al buffer AL deacuerdo a la siguiente tabla.

1.
2.

Agregar el buffer AL a un tubo cénico de polipropileno estéril.
Adicionar el carrier RNA reconstituido al buffer AL. Si el
carrier RNA fue previamente congelado, lleva a temperatura
ambiente y mezcle bien por inversion antes de usar.

Tape los tubos y mezcle por inversion de 10-15 veces
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4. NO MEZCLAR EN VORTEX - el mezclar en vortex produce
espuma en la solucion Working buffer AL estable de 2-8°C
hasta por 48 horas

NUMERO DE MUESTRAS /CONTROLES A PROCESAR
Reactivos 12 24 36 48 60 72 96
RNA carrier (mL) 0.04 0.07 0.10 0.13 0.16 0.20 0.25
Buffer AL (mL) 4.0 7.0 10.0 13.0 16.0 20.0 25.0

Tabla 2 Reactivos para la prepare el workig buffer AL

¢ Después de finalizar la incubacion de las muestras y controles a 56°C
PIPETERAS 250ul de Working buffer AL en cada tubo y mezclar en
vortex por 10 segundos a maxima velocidad

1. Utilice una punta nueva en cada caso y procese un tubo a la vez

¢ Incubar los tubos en un termoblock precalentado a 70°C por 15
minutos
1. Mezcle los tubos en el vortex ocasionalmente durante el periodo

de incubacion

s Pipetear 300pL de alcohol absoluto a cada tubo y mezclar en vortex por
15 segundos a méxima velocidad. Abrir un tubo a la vez

1. Utilice una punta nueva para procesar un tubo a la vez.
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¢ Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Realizar un spin 3-5
segundos a todos los tubos a méxima RCF.

1. Insertar una extensioén de columna en cada columna QIAmp.

s Transferir el lisado del tubo a la correspondiente columna QIAmp
1. Permitir la incubacion por lo menos un minuto a TA antes de
aplicar el vacio
2. Encender la bomba de vacio para remover todo el lisado y aplicar
el vacio al manifold por al menos 1 minuto mas.

3. Apagar la bomba de vacio y liberar el resto del vacio.

o Agregar 750pL de buffer AW2 a cada columna.
1. Permitir la incubacion por al menos un minuto antes de aplicar el
vacio.
2. Encender la bomba de vacio para remover todo el lisado y
aplicar el vacio al manifold por al menos 1 minuto mas.

3. Apagar la bomba de vacio y liberar el resto del vacio.

¢ Agregar 750uL de etanol absoluto a cada columna
1. Utilizar inicamente alcohol absoluto (>96%)
2. Permitir la incubacién por lo menos un minuto antes de aplicar
el vacio
3. Encender la bomba de vacio para remover todo el lisado y
aplicar el vacio.

4. Apagar la bomba de vacio y liberar el resto del vacio
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Cuidadosamente retire la extension de la columna cierre la tapa de la
columna QIAamp y descarte el tubo de extension.

1. Descarte cada tubo de extension individual de la misma forma

2. No pase la extension de columna sobre las columnas ya que

puede causar contaminacion.

Trasfiera las columnas QIAamp en los tubos de coleccion de desecho de
2.0mL provenientes del paso numero 8 centrifugar a maxima RFC por 3
minutos.
Marque el numero requerido de tubos de elucion 1.5mL
Descarte los tubos de coleccion de desecho y coloque las columnas
QIAamp en el tubo de elucidon correspondiente a temperatura ambiente
por 15 minutos.
Adicionar 120ul de buffer AVE a las columnas QIAamp y cerrar las
tapas.
Incubar las columnas a temperatura ambiente por 5 minutos y después
centrifugar a maxima RFC 1 minuto.
Retirar las columnas QIA de los tubos de elucion.
1. Descartar las columnas QlAamp
2. Cerrar cuidadosamente cada tubo de elucion conteniendo los
acidos nucleicos listos para la PCR.
3. Las muestras y controles procesados pueden ser conservadas a
temperatura ambiente hasta por 6 horas
4. Mas de un proceso de congelacion —descongelacion puede
resultar en una pérdida de sefial-
5.
Desechar el vacconertor ( limpiar el manifold de la bomba de vacio, las
vacvalves y las tuberias: enjuagar con agua , incubar 20 min en solucion

de hipoclorito de sodio al 0.5% seguida de solucion de etanol 70%
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¢ Pipetear 50uL de muestra eluida/control en un tubo de amplificacion

correspondiente.

1.

Asegurese visualmente que los volumenes correctos Han sido

agregados a los tubos de amplificacion

Tapar los tubos de amplificacion después de que todas las

muestras han sido agradas.

La solucion Working master mix con la adicion de las

muestras/controles es estable por 45 minutos a temperatura

ambiente.

¢ Limpiar la Gabinete de Bioseguridad

3. PCR: amplificacién

¢ Colocar la gradilla micro amp tray en el termosiclador TC9700

¢ Colocar el programa del termosiclador de acurdo a la siguiente tabla.

1. Asignar method name y user name
2. Seleccionar el método asignado y presionar START
3. Asegurarse de que la velosidad (Ramp START) esta colocada a
mx y que el volumen de reaccion sea de 100pl en la pantalla de
method options.
Programa | Descripcion Numero de Ciclos
Hold 50°C, 2 minutes 1
Hold 95°C ,9minutes 1
Cycle 95°, 30 seconds 40
55°C, 1 minute
72°C, 1 minute
Hold 72°C, 5 minutes 1
Hold 4°C, indefinitely 1

Tabla 3. Ciclos del termosiclador para PCR
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4. Post-PCR:
]

presionar nuevamente START.

1. anote el tiempo estimado de finalizacion de la amplificacion

2. retire la gradilla dentro de las 4 horas posteriores al inicio del

programa final hold-

adicione inmediatamente 100pl de DNA (desnaturalizante ) a cada uno
de los tubos repitiendo 5 veces un movimiento ascendente y
descendente del pipeteador para mezclar el contenido de los tubos
el amplicon desnaturalizado puede conservarse a temperatura ambiente
hasta por 5 horas antes de proceder a la deteccion. De no ser posible la
deteccion vuelva a tapar los tubos con tapas nuevas y almacenar a 2°C a

&°C durante 7 dias.

Precalentar el bafio con agitacion a 53°C

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente, calentar el
concentrado de SSPE , el concentrado de SDS en el bafio de agua a
53°C para disolver el precipitado.

Retirar la gradilla del termomezclador dentro de las primeras 4 horas del
inicio del hold final.

Cuidadosamente retire las tapas de los tubos e inmediatamente pipetear
100ul de solucion de desnaturalizacion a cada uno de los tubos de
amplificacion utilizando puntas con filtro mezclar aspirando y
resuspendiendo 5 veces

Iniciar la deteccion dentro de las siguientes 5 horas o mantener hasta por
7 dias en refrigeracion de 2-8°C

preparar el Buffer de hibridacion de trabajo , Buffer de lavado ambiental

y Buffer de Citratos deacuerdo a la siguiente tabla:
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Volumen suficiente para 100 tiras

Reactivos Buffer de Buffer de lavado de | Buffer de citratos de
hibridacion trabajo (1xSSPE Trabajo
De trabajo (4x ,0.1% SDS)
SSPE, 0.5% SDS)
D H20 388ML 2520ML 475mL
20X SSPE 100ML 133ML -
20%SDS 12.5ML 13.3ML -
20X Buffer de - - 25mL
Citratos

Tabla 4 Reactivos y proporciones para preparar los buffer de trabajo el de lavado y el

buffer de citratos.

Estables por 30 dias a temperatura ambiente
Precalentar el Buffer de hibridacion a 53°C por al menos 15 min previo
a su uso.
Preparar el Buffer de lavado Astringente como sigue:
1. Adicionar SmL de Buffer de lavado de trabajo por tira y

calentarlo a 53°C por al menos 15 minutos previo a usarse.

Sacar de la bolsa resellable el nimero de tiras LINER ARRAY HPV
requeridas utilizando pinzas limpias. Identifique las tiras con un
marcador resistente al agua marcador/quimicos.

Coloque las tiras individualmente en la gradilla especial para las
técnicas con las sondas adheridas, una en cada pozo de la gradilla.
Pipetear 4mL del Buffer de hibridacién precalentado en cada pocillo de

tira correspondiente.
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Pipetear 75ul de amplicon desnaturalizado al pocillo de la tira
correspondiente.
1. Mezclar meciendo la gradilla adelante y atrds entre cada pipeteo

de muestra

Cubra la gradilla e incube en el bafio maria a 53°C por minutos a
velocidad de agitacién orbital de aproximadamente 60 RPM colocar
una pesa de 0.5 kg encima de la gradilla para prevenir que la gradilla se
deslize.
1. EI nivel del agua no devera cubrir mas de 0.5 cm de la
profundidad exterior de la gradilla para prevenir salpicaduras
2. No permita que las muestra salpiquen de un pocillo a otro
3. No permita que el agua del bano maria salpique dentro de los
pocillos

4. No apilar la gradilla en el bafio maria

Preparar el conjugado de trabajo mezclando 5.0 mL de wash buffer
ambiental y 15ul de SA-HRP para cada tira (strip) mezclar bien. El
conjugado de trabajo es estable por 3 horas a temperatura ambiente.
Remover la bandeja del bafio de agua. remover el buffer de trabajo de
hibridacion por vacio de aspiracion secar la tapa de la bandeja con papel
absorbente.

Anadir 4 mL del Buffer de lavado ambiental a cada uno, mover
gentilmente la bandeja 3-4 veces hasta que se aclare las tiras,
inmediatamente aspirar por espacio el Buffer de lavado.

Anadir 4 mL of Buffer de lavado astringente de trabajo (pre-calentado)
a cada tira. Limpiar la tapa de la bandeja con un papes absorbente,
colocar la tapa en la bandeja e incubar a 53°C +2°C con movimiento
(aproximadamente 60 RPM) en el bafio de agua por 15 minutos (paso de

lavado astringente).
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Remover la bandeja del bafio de agua aspirar el liquido de cada una.
Afadir 4 mL de Buffer de lavado ambiental, mover gentilmente 3 - 4
veces hasta aclarar las tiras. Aspirar inmediatamente el liquido por
vacio.
Anadir 4mL de Buffer de lavado ambiental a cada tira e incubar por 10
minutos a temperatura ambiente en una plataforma con movimiento
(aproximadamente 60 RPM) aspirar el liquido por vacio.
Repetir el paso de lavado descrito en el paso 15
Anadir 4 mL Buffer de citratos a cada una de las tiras e incubar
aproximadamente a 60 RMP por 5 minutos a temperatura ambiente en
una plataforma con movimiento
Preparar el sustrato como se indica a continuacion
1. Afadir 4 mL SUB A a 1 mL de SUB B por tira que a sido
procesada mezcle bien 8 el sustrato debe ser almacenado a
temperatura ambiente, proteger de la exposicion directa de la luz

. es estable por tres horas.

Aspirar el citrato de cada una de las tiras por vacio.

Afiada 4 mL de agua destilada o desionisada por tira. Las tiras pueden
ser almacenadas por un dia a temperatura ambiente en H2O asta
interpretacion.

Retirar una a una las tiras de la bandeja y colocarlas en una superficie
limpia y seca y dejar al aire por una hora antes de la interpretacion
Retira una a una las tiras de la bandeja y colocarlas en una superficie
limpia y secar al aire por una hora antes de interpretar.(las tiras pueden
permanecer secandose hasta por 72 horas antes de la interpretacion.
Interpretar las tiras manualmente, utilizando la guia de referencias de
hpv .alineando la linea de referencia a la guia con las lineas marcadas en
la tira. Leer individualmente las distintas marcas por el tamafio en la

tira. Leer individualmente las distintas marcas por el tamafio en la tira.
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1. Guardar las tiras mojadas hasta la interpretacion
2. Los resultados son interpretados leyendo el patron de lineas
azules en la tira de HPV para determinar cal de los genotipos de

HPV se presenta n las muestras de DNA

s limpiar la bandeja de la siguiente manera: remojando toda la noche con
10% de soluciéon RBS35. posterior mente para aclarar utilice agua
destilada secar antes de usar.

¢ las partes como el vac conector vacvakver y el gia vac 24 plus vacuum

manifold se lavan con extran y posterior mente con agua destilada
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12RESULTADOS

s Se tomaron 483 muestras de cérvix de pacientes entre los 20 y 64 afios de edad,
las cuales fueron procesadas por medio de la técnica de captura de hibridos, de las

cuales 44 muestras fueron positivas

P ositivas

egativas
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Positivas
N =482 N =44
Edad N % N
19-28 13 2.7 5
29-38 99 20.5 15
39-48 179 37.1 15
49-58 125 25.9 5

%
11.36
34.09
34.09
11.36

Se tipificaron un total de 43 muestras tipificadas, el 345 de las muestras son coinfecciones

con una prevalencia del VPH tipo

Tipificacion de Virus del Papiloma
Humano

¥ Infeccion 1 Tipo

L virus que se encuentran relacionados con las co-infecciones son 31, 35, 39, 45, 51, 53,

56, 59, 58, 52, 33, 16, 71, 62, 46, 66, 69, 81, 54, 55, 73, 61, 6, 67, 11.

Los virus que mas estan relacionados en las coinfecciones son 58, 52, 33 y 35.

59.

¥ Co-Infeccion (Mas de 2 Tipos)

," ‘\4‘

34%
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13DISCUSION DE RESULTADOS

En este proyecto se busco la tipificacion del virus del papiloma humano utilizando una técnica de biologia
molecular, logrando asi la obtencion de resultados muy interesantes el primero es que se muestran una serie
de coinfecciones entre distintos serotipos del virus del papiloma humano, dandonos una expectativa de nuevos
avance al tratamiento de esta enfermedad ya que con estos resultados podemos dar un tratSamiento especifico.
El segundo beneficio es que nos ayuda en la obtencién de estadistica epidemioldgica acerca de las
enfermedades que produce este virus con pacientes de nuestra region ya que la estadifica y la mayoria de
trabajos que ay acerca de este virus solo estan dedicados a la poblacion americana o europeas si se busca
trabajos sobre la poblacion mexicana ay muy pocos o no es suficiente la referencia mas cercana que tenemos
son sobre estadistica latino americana y por4 nuestra condicion de mestizaje y no tener una pureza en nuestra
raza no hace muy diferentes hasta en la incidencia de los serotipos de virus que atacan a la poblacion
mexicana. Asi que este trabajo nos da una mirada asia la incidencia especifica de serotipos que afectan ala
poblacion de mujeres michoacanas; las estadisticas publicadas por la OMS indican que los serotipos de mayor
frecuencia son el 16 y 18 pero como a sido mencionado anteriormente es en poblacion muy distinta a la
mexicana este estudio en si nos revela que la incidencia de este virus es el serotipo 59 y que este en lo
particular se encuentra relacionado con otros serotipos en coinfecciones no solo con virus de alto riesgo sino
que con virus de bajo y mediano riesgo 109 que nos indica que la relacion entre estos favorece el desarrollo de
la infeccion. Aun que nuestro estudio no pueda determinar que se acelere el desarrollo la infeccion si se puede
determinar que que los procesos en coinfecciones son mas avanzados. Lo que se plantea al ave una
coinfeccion es el primer virus de lato riesgo y que es el responsable de atacar la primera capa de cérvix lo
dafa y hace al tejido continuo vulnerable al ataque de otros virus como son los de bajo y mediano riesgo.el
tercer beneficio es que nos da una vistazo a la utilizacion de la vacuna que se a implementado en nuestro pais
estd diseflada para proteger a las mujeres de los serotipos 16 y 18 ya que estoy fueron considerados los
serotipos de mayor incidencia con poblaciones europeas estadounidenses y en una proporcion
latinoamericana. Pero los resultados que se arrojaron con este trabajo colocan a los serotipos 16 y 18 en uno
de los serotipos de menor incidencia en pacientes del estado de Michoacan dejando a la vacuna con un

espectro de proteccion bajo ante los demas serotipos ya que no ofrece una proteccion cruzada.

43



Tipificacion Molecular de VPH en Pacientes del Estado de Michoacan.

14PERSPECTIVAS

Se busca que este trabo sea continuado y reforzado con otros estudios dependientes de estos resultados como
lo son monitorear a las pacientes para seguir su clinica y aplicar tratamientos especificos contra los serotipos

especificos que se obtuvieron demostrando asi que un tratamiento especifico ayudaria a remediar los efectos

de esta clase de virus.

Comprobar que la relacién entre virus de alto riesgo, bajo y mediano riesgo conllevan a un proceso que

acelere la evolucion del dafio que producen estos virus.

Que esos resultados beneficien al disefio de una vacuna mas especifica para el serotipo que tiene mayor

incidencia en pacientes del estado de Michoacan haciendo a si la prevencion mas oportuna de esta mal.
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15CONCLUSIONES

> Se logro la tipificacion de 44 muestras positivas al virus del papiloma humano
» Se obtuvo la incidencia del serotipo 59 en pacientes del estado de Michoacan

» Se confirmo la relacion entre serotipos de alto bajo y mediano riesgo en pacientes
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