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RESÚMEN 

Los papilomavirus (PV) son virus epiteliotrópicos con genoma de ADN doble hebra circular, sin 

envoltura y muy heterogéneos. Al momento se han descripto más de 200 tipos en humanos (HPV): 

25% asociados a infecciones de mucosas y 75% a infecciones de piel. Los HPV se distribuyen en 5 

géneros en base a la identidad nucleotídica del gen L1. Los HPV mucosotrópicos se agrupan 

principalmente en el género Alfa PV y son causantes de patologías benignas y malignas de la 

mucosa anogenital y orofaríngea. En contraste, los HPV cutaneotrópicos se distribuyen en los 

géneros Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu PV y la evidencia científica es inconcluyente sobre su rol en la 

carcinogénesis cutánea. Dada la gran diversidad genética de estos virus y las distintas interacciones 

que establecen con el hospedero, es necesario caracterizar la complejidad de la infección por HPV 

en distintos epitelios para adoptar las medidas de prevención y tratamiento de las enfermedades 

producidas por estos virus. 

El objetivo general de este trabajo de tesis incluyó avanzar en el conocimiento de la familia 

Papillomaviridae mediante la identificación y caracterización de la infección por HPV en epitelios 

cutáneos y mucosos en nuestra región para contribuir a la taxonomía y a la vigilancia 

epidemiológica a nivel molecular. Para ello se abordaron los siguientes objetivos específicos:  

1) Se realizó un estudio longitudinal y descriptivo para identificar los tipos de HPV 

mucososotrópicos que circulan en cérvix en una población de mujeres no vacunadas con 

diagnóstico de patología cervical que concurrieron al Hospital Escuela “Eva Perón” de la ciudad de 

Baigorria, provincia de Santa Fe (n=115). Las muestras se analizaron utilizando dos sistemas de 

amplificación de HPV en forma conjunta, ambos desarrollados en el laboratorio: el L1HPVPCR 

16.4.1, que utiliza los cebadores de referencia MY09/11 y ha sido definido competente para la 

identificación de 15 tipos mucosos según los criterios de la WHO HPV LabNet, y el sistema de 

cebadores CUT, con probada capacidad para amplificar tipos de HPV que infectan epitelios 

mucosos y cutáneos. La prevalencia de infección en esta población fue del 85% y los tipos más 

frecuentes fueron HPV16 (25%) y HPV31 (13%). Sucesivamente realizó un estudio de persistencia 

de la infección por HPV en 68 mujeres de esta población durante un periodo promedio de 24 meses. 

De las 45 mujeres que recibieron tratamiento expectante (observación de la evolución de la lesión 

semestralmente), 29% erradicó la infección, 29% se infectó con tipos diferentes al de la muestra de 

ingreso, 38% tuvo infección viral persistente y 4% fue HPV-negativa durante el estudio. Entre las 

23 que recibieron tratamiento quirúrgico, el 48% erradicó la infección, 35% se infectó con tipos 

diferentes y 17% tuvo infección viral persistente. Los tipos persistentes más frecuentes en ambos 

grupos fueron HPV16 y HPV31. En cuanto a la evolución clínica, la mayoría de las mujeres 

evolucionaron favorablemente al final de estudio (100% contratamiento quirúrgico, 62% con 



 

  

tratamiento expectante). Estos resultados aportan nueva información sobre la prevalencia y 

persistencia de HPV en mujeres no vacunadas con diagnóstico de patología cervical del sur de la 

provincia de Santa Fe y sienta las bases para evaluar a futuro el impacto de la vacunación masiva 

contra HPV. 

2) Teniendo en cuenta que la radiación solar se ha relacionado con la infección por HPV y que 

Argentina se encuentra en una región de alto riesgo de exposición a UV por el paso del agujero de 

ozono entre Septiembre y Noviembre, se realizó un estudio longitudinal y descriptivo para analizar 

la epidemiología de la infección por HPV en piel sana expuesta a radiación solar de 78 individuos 

inmunocompetentes en 3 estaciones climáticas durante 1 año. Las muestras se analizaron con dos 

sistemas de amplificación de HPV en forma conjunta: el sistema CUT y el ensayo FAP considerado 

de referencia para el análisis de HPV en piel. La prevalencia de infección en primavera fue mayor 

que en verano e invierno (53.9% vs 44.9% y 47.4% respectivamente), coincidiendo con el paso del 

agujero de ozono. El 29% de los voluntarios tuvieron infecciones persistentes con al menos un tipo 

de HPV, siendo los miembros del género Beta PV los tipos más persistentes, específicamente el 

HPV5 (Beta 1). La mayor edad de los voluntarios se asoció significativamente con mayor 

persistencia de la infección por HPV (p=0,019). Estos resultados sugieren que la radiación solar 

influye en la adquisición de la infección por HPV en piel y que estos virus persisten en los 

individuos por un periodo de al menos 1 año sin inducir daños en el tejido.  

3) A fin de proveer nuevos virus desde la región, se caracterizaron los genomas completos de 3 

tipos nuevos identificados en piel sana expuesta a radiación solar utilizando una estrategia 

altamente sensible para la amplificación de genomas circulares desarrollada en el laboratorio. Los 

nuevos tipos caracterizados son HPV 205 (Gama 1), HPV210 (Gama 12) HPV209 (Beta 2). 

Sucesivamente exploramos la recombinación como posible fuerza evolutiva en el género Gama PV 

utilizando una base de datos actualizada y el programa RDP4.1. Se identificaron 2 eventos putativos 

de recombinación, ambos ubicados en el ORF E1, que cumplieron con el criterio de inclusión: un 

evento intra-especie entre miembros de la especie Gama 7 (recombinante: HPV170, parental mayor: 

HPV109, parental menor: HPV149) y un evento inter-especie que se detectó en todos los tipos 

agrupados en la especie Gama 8 (parental mayor: Gama 24, parental menor: especie Gama 11). 

Estos hallazgos se confirmaron por análisis de incongruencia filogenética. Estos aportes 

contribuyen a completar la taxonomía y proveen nuevas evidencias para comprender mejor la 

historia evolutiva del género Gama PV. 

En conclusión, los resultados obtenidos en conjunto contribuyen a expandir el conocimiento sobre 

la familia Papillomaviridae, información esencial para dilucidar el rol que cumplen las infecciones 

por estos virus en distintos epitelios. 
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1.1 Historia del descubrimiento de los papilomavirus y su asociación con el cáncer.  

La historia del descubrimiento de los virus oncogénicos con genoma ADN se remonta más de 100 

años atrás cuando el italiano Giuseppe Ciuffo en 1.907 se auto-inoculaba con filtrados de verrugas 

humanas libres de células y así transmitía la lesión [1].  

En 1933, Richard Shope y E. Weston Hurst demostraron la transmisión de verrugas infiltrando 

conejos salvajes [2] y en 1935 Peyton Rous y Joseph Beard revelaron el potencial carconogénico de 

estas verrugas virales, ahora llamado papilomavirus de conejo de cola blanca [3]. Si bien no 

pudieron replicar y transmitir verrugas del conejo de cola blanca en el conejo doméstico, 

demostraron que el desarrollo de carcinomas de piel era frecuente luego de un prolongado periodo 

de tiempo, particularmente a partir de papilomas pigmentados [3].  

Una relación entre Papilomavirus (PV) Humanos (HPV) y oncogénesis fue luego propuesta en base 

a micrografías electrónicas y experimentos realizados sobre una rara enfermedad de la piel llamada 

epidermodisplasia verruciformis (EV) [4]. Esta patología se manifiesta por la aparición de lesiones 

papilomatosas en grandes áreas de la piel expuesta a la luz solar, algunas de las cuales pueden 

convertirse en un tipo de cáncer de piel luego de una o dos décadas de persistencia. 

El PV bovino fue descubierto en 1.959 y se demostró que inducía tumores malignos en piel y 

mucosa [5]. Este descubrimiento fue la base a partir de la cual Harald zur Hausen propuso en 1.974 

al HPV como agente etiológico del cáncer cervical [6]. A partir de 1.977 se reportó la existencia de 

distintos tipos de HPV en trabajos realizados sobre lesiones de pacientes con EV [7,8].  

En 1.983/84 se identificaron nuevos tipos de HPV en biopsias de carcinomas genitales y en líneas 

celulares derivadas de cáncer cervical [9,10]. Estos tipos denominados, HPV16 y HPV18, se 

agruparon, junto con otros, dentro de los tipos de alto riesgo oncogénico (AR) para distinguirlos de 

los tipos de bajo riesgo oncogénico (BR). 

Sucesivamente se establecieron asociaciones de los mismos tipos de AR con el cáncer de ano, pene 

y de cabeza y cuello [11]. Estos virus en conjunto representan una de las causas más importantes del 

desarrollo de cáncer en humanos y han sido incorporados dentro del Grupo 1 por la Agencia 

Internacional de Investigación en Cáncer o IARC (IARC, del inglés International Agency for 

Research on Cancer), que incluye agentes con suficiente evidencia de carcinogenicidad en humanos 

[12].  

 

1.2. Familia Papillomaviridae  

Los PV son un grupo heterogéneo de virus sin envoltura con una cápside icosaédrica de 55 nm de 

diámetro y un genoma de ADN doble hebra circular de aproximadamente 8 kpb [13].  



 Introducción 

 
2 

Los PV fueron originalmente agrupados con los poliomavirus en una sola familia denominada 

Papovaviridae, en base a que ambos grupos de virus poseían cápsides no envueltas y genomas de 

ADN doble hebra circular [14]. Sin embargo, las diferencias en tamaño, organización genómica y 

en las secuencias aminoacídicas de sus proteínas, llevaron a que posteriormente fueran reconocidos 

por el Comité Internacional de Taxonomía de los Virus (ICTV, del inglés International Committe 

on Taxonomy of Viruses) como dos familias independientes: Papillomaviridae y Polyomaviridae 

[14]. 

Con más de 300 tipos descriptos hasta el momento agrupados en al menos 49 géneros, la familia 

Papillomaviridae podría ser la más grande y exitosa familia de virus que infectan a los vertebrados 

[15,16] (Tabla 1 y Figura 1). Además, se estima que existe un número de tipos de PV similar a los 

descriptos todavía por descubrir [17].  

 

Tabla 1: Número de géneros, especies y tipos agrupados en la familia Papillomaviridae 

Datos tomados de pave.niaid.nih.gov y www.hpvcenter.se 

Género 
Especies 

(n) 
Tipos (n) Huéspedes conocidos 

Alfapapillomavirus 15 77 Primates 

Betapapillomavirus 7 55 Primates 

Gamapapillomavirus 27 81 Humano 

Mupapillomavirus 3 3 Humano 

Nupapillomavirus 1 1 Humano 

Otros  72 123 Otros Mamíferos, Aves, Reptiles, etc. 

Total (n)          49 125 340 
 

 

1.2.1. Nomenclatura de los PV 

Los papilomavirus se identifican con su abreviatura (PV) y una o dos letras indicando la especie del 

huésped al cual infectan: HPV para el PV humano, EcPV para el PV de caballo (Equus caballus), 

etc.  

El proceso de designación de un nombre para un nuevo tipo de PV se resume en la Figura 1. 

Cuando se aísla y caracteriza un nuevo tipo es necesario enviar un clon a un Centro de Referencia 

que luego de confirmar la secuencia y compararla con las secuencias de PV ya identificados se le 

asigna un nombre oficial [18].  

En el caso particular de los HPV, cada tipo nuevo se identifica con un número consecutivo (Ej: 

HPV-1, HPV-2,…, HPV-124, etc.) según el momento en que fue reportado al Centro de Referencia 

Internacional para Papiloma Virus Humano (del inglés, International Human Papillomavirus 

Reference Center; German Cancer Research Center, Heidelberg, Alemania hasta 2012, luego 

trasladado a Karolinska Institute, Estocolmo, Suecia) (Figura 1). El Centro de Referencia 
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Internacional para Papiloma Virus Humanos también está a cargo de la organización, envío de 

paneles y control de los resultados de los laboratorios participantes de la WHO HPV LabNet (ver 

Sección 1.3.4.3). 

 

Figura 1: Representación esquemática de las acciones para que un nuevo tipo de PV sea considerado como tal 

por la comunidad científica (Adaptado de http://pave.niaid.nih.gov/) 

 

Por otro lado, la aceptación de nuevos tipos de genomas de PV animales está basada solamente en 

el reporte de su secuencia a las bases de datos (GenBank). A pesar de que se han realizado 

esfuerzos por establecer un Centro de Referencia de Papilomas Animales, aún no han tenido éxito 

(Figura 1).  

 

1.2.2. Clasificación filogenética de la familia Papillomaviridae. 

Durante el International Papillomavirus Workshop celebrado en Quebec (Canadá) en 1995, la 

comunidad científica que estudiaba la taxonomía y biología de los PV acordó utilizar la identidad 

nucleotídica del gen que codifica para la proteína mayor del cápside L1 (ORF L1), el gen más 

conservado del genoma de los PV, para clasificar los miembros de la familia. Como resultado de la 

comparación de las secuencias nucleotídicas de diferentes tipos de PV se definieron las siguientes 

categorías taxonómicas en la familia Papillomaviridae:  

 género: los diferentes géneros comparten menos del 60% de identidad nucleotídica en el 

ORF L1;  

 especie: las especies dentro de un género comparten entre el 60% y el 70% de identidad 

nucleotídica en el ORF L1;  
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 tipo: los tipos dentro de una especie comparten entre el 71% y el 89% de identidad 

nucleotídica en el ORF L1;  

 subtipo: los subtipos de un tipo comparten entre el 90% y el 98% de identidad nucleotídica 

en el ORF L1;  

 variante: las variantes de un tipo comparten más del 98% y menos del 100% de identidad 

nucleotídica en el ORF L1.  

 

Figura 2: Árbol filogenético construído por Maximum likelihood con el concatenado de los genes E1E2L1L2 

de 263 PV. 

 

Se indican los “grupos corona” propuestos  por Bravo y col. [19] Alfa-Omikron-PV (rojo), Beta-Xi-PV 

(verde), Lambda-Mu-PV (amarillo), Delta-Zeta-PV (azul) y PV sin soporte filogenético (blanco).  

Tomado de Bravo y Félez-Sánchez [20]. 
 

Sin embargo, esta clasificación no fue oficial hasta el 2003 en que el ICTV aceptó la clasificación 

de los PV basado en similitud nucleotídica en el ORF L1 [18]. Si bien la clasificación taxonómica 

propuesta por de Villiers [18] ha sido de gran utilidad, es necesario tener en cuenta algunas 

limitaciones que presenta esta organización (Figura 2). Primero, la nomenclatura basada en letras 

griegas para nombrar entidades taxonómicas será superada a la brevedad debido al gran número de 

tipos de PV que quedan por ser identificados. Debido a esto en la actual clasificación se agregó el 

Mu y Nu-HPV

Alfa-HPV
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prefijo “Dyo” seguida de la letra griega [21]. Segundo, la nomenclatura actual está ligada al nombre 

científico del huésped, lo cual puede llevar a confusiones en varios aspectos. En particular, los 

nombres asignados a HPV, PV Bovinos (BPV) y Caninos (CPV) podrían implicar que los virus que 

infectan el mismo huésped estarían relacionados evolutivamente, lo cual no es así (Figura 2). 

Además, una regla implícita en el sistema de clasificación asume que la primera detección del PV 

ocurrió en el huésped original. Así, el BPV1, debería llamarse EcPV1 ya que fue identificado 

originalmente en un caballo. Tercero, el “género” sigue siendo la categoría de mayor nivel 

jerárquico dentro de la familia Papillomaviridae y por definición todos los géneros poseen la misma 

jerarquía sin ninguna otra estructura más detallada. De esta manera no es posible tener información 

del grado de relación entre los géneros Alfa PV y Beta PV, los cuales en realidad están poco 

relacionados: los Alfa PV están más relacionados al TtPV2 (género Upsilon), que causa condilomas 

en el delfín mular, que a cualquier otro PV que infecta primates. Lo mismo sucede con los Beta PV, 

que están más relacionados con el EePV1 (género dyoeta) detectados en erizos, que con cualquier 

otro PV que infecta primates (Figura 2). En este sentido, Bravo y col. [19,20], propusieron un orden 

de clasificación más alto que “género” para agrupar a los PV, llamado “súper taxón” o “grupos 

corona” basado en las relaciones evolutivas de los géneros. El súper taxón Alfa-Omikron PV (en 

rojo en la Figura 2), incluye virus con tropismo mucoso y que infectan a primates, carnívoros, 

cetáceos y cerdos. El súper taxón Beta Xi PV (en verde en la Figura 2), agrupa PV con tropismo 

cutáneo y cuyos huéspedes son heterogéneos, incluyendo primates, roedores, carnívoros, rumiantes, 

erizos y marsupiales. Los PV que infectan perisodáctilos y rumiantes se agrupan en el súper taxón 

Delta Zeta PV junto a géneros filogenéticamente relacionados a ellos (en azul en la Figura 2). Por 

último, el súper taxón Lambda Mu PV (en amarillo en la Figura 2), el cual incluye además al género 

Nu PV, agrupa a virus que infectan primates, roedores, lagomorfos y carnívoros.  

La gran diversidad de los PV y el gran número de especies animales que infectan dificulta la 

elucidación de la historia evolutiva de esta familia. Sin embargo mediante el uso de la taxonomía y 

la sistemática es posible establecer un enfoque reproducible y experimental en el estudio de los PV 

[19]. 

 

1.3. Papilomavirus Humano 

Alrededor de dos tercios de los genomas de PV completamente caracterizados e introducidos en las 

bases de datos (GenBank) corresponden a HPV [20]. Los más de 200 tipos de HPV caracterizados 

hasta el momento están distribuidos en 5 géneros [16] y se detallan a continuación (Figura 3 y Tabla 

1):  
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 Alfa papilomavirus (Alfa PV): Este género incluye a todos los HPV con tropismo por 

epitelios mucosos (HPV mucosotrópicos) y a algunos HPV con tropismo por epitelios 

cutáneos (HPV cutaneotrópicos). 

 Beta papilomavirus (Beta PV): Este género sólo incluye HPV cutaneotrópicos. 

 Gama papilomavirus (Gama PV): Este género incluye HPV cutaneotrópicos y una especie 

(Gama-6) asociada a lesiones de distinto grado en mucosa. 

 Mu papilomavirus (Mu PV): Este género incluye sólo 3 tipos de HPV cutaneotrópicos 

(HPV1, HPV63 y HPV204). 

 Nu papilomavirus (Nu PV): Este género incluye un único HPV cutaneotrópico (HPV41) 

 

HPV mucosos comprenden más de 40 tipos [22] agrupados en el género Alfa PV. A diferencia de 

los genotipos de HPV mucosotrópicos, los HPV cutaneotrópicos presentan una mayor 

heterogeneidad genética y están distribuidos en 5 géneros diferentes (Alfa PV, Beta PV, Gama PV, 

Mu PV y Nu PV) en la familia Papillomaviridae (Figura 3). 

 

1.3.1 Identificación de nuevos tipos de HPV 

En los comienzos de las investigaciones relacionadas a HPV, los nuevos tipos eran identificados 

mediante técnicas de hibridación en condiciones de baja astringencia, utilizando genomas 

completos o fragmentos de genomas de HPV previamente caracterizados como sondas [10,23,24]. 

Sucesivamente, a los nuevos genomas identificados con técnicas basadas en amplificación génica se 

los diferenciaba con el prefijo “Cand” por su palabra en inglés “Candidate” [18].  

Con el avenimiento de nuevas técnicas moleculares el conocimiento sobre la diversidad de los HPV 

se incrementó. Estas técnicas tuvieron un gran impacto en la epidemiología molecular de HPV y 

permitieron la identificación de un gran número de posibles tipos nuevos (tipos putativos) de HPV 

mediante el secuenciamiento de los amplicones [25-29].  El término “tipos putativos de HPV” se 

refiere a secuencias de amplificación por PCR que no corresponden a ninguno de los tipos de HPV 

conocidos y que por lo tanto serían nuevos tipos virales. Sin embargo, no se puede afirmar que se 

trata de un nuevo tipo hasta que no se conozca su genoma completo. 
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Figura 3: Árbol filogenético construido con secuencias de HPV y PV animales 

Árbol filogenético construido con el Método de Máxima Verosimilitud utilizando las secuencias de la región 

L1 de 170 tipos conocidos de HPV, 13 tipos de HPV caracterizados por metagenómica y 13 PV animales. 

Tomado de de Villiers [30]. 
 

De esta manera, durante los últimos 15 años se han realizado grandes esfuerzos para identificar 

nuevos genomas de HPV y de PV de otras especies utilizando técnicas de PCR, amplificación por 

“Rolling Circle” o una combinación de ambas [31-34]. Particularmente en el año 2013, nuestro 

grupo de trabajo diseñó una técnica de amplificación altamente sensible con cebadores genéricos 

que permite la amplificación de genomas circulares como el de los PV [35]. Estos avances han 

permitido que la caracterización de nuevos HPV se incremente de manera exponencial, sobre todo 

los tipos agrupados en los géneros Beta PV y Gama PV. De esta manera, entre los años 2004 y 2015 

se identificaron 107 nuevos tipos de HPV: 8 del género Alfa PV, 26 del género Beta PV, 72 del 

género Gama PV y 1 del género Mu PV [16,21,36] (Figura 4).  

Los HPV también se clasifican de acuerdo al tipo de epitelio al cual infectan, de esta manera, los  

Considerando que este avance pudo realizarse gracias a la aplicación de técnicas de amplificación y 

a la solidez de los resultados obtenidos, a partir del año 2010 se eliminó el prefijo “Cand” de los 

tipos identificados por clonado de productos de PCR [21]. 
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Las tecnologías de secuenciamiento profundo (metagenómica) han ayudado en la identificación de 

nuevos tipos que no fueron posibles amplificar mediante cebadores genéricos debido, 

probablemente, a la alta divergencia que existe entre los PV [34,37]. La aceptación de secuencias 

virales generadas por este tipo de tecnologías ha sido un tema de amplio debate. El centro de 

Referencia para Papiloma Virus Humanos designa oficialmente a un nuevo tipo de HPV si el clon 

es aislado y enviado para que pueda ser confirmado [30]. Por ejemplo, los genomas de los tipos 

HPV116 (Gama 9) [38] y HPV155 (Gama 7) [39] fueron originalmente identificados por 

metagenómica, pero posteriormente fueron amplificados a partir de las respectivas muestras 

biológicas, clonados y enviados al Centro de Referencia. Los genomas de más de 17 tipos nuevos 

de HPV han sido identificados por metagenómica (http://pave.niaid.nih.gov/) [30] (Figura 3), sin 

embargo no tienen una designación oficial. La mayoría de los tipos y posibles tipos nuevos de HPV 

identificados por secuenciamiento profundo pertenecen al género Gama PV cuyo número ha 

aumentado de forma exponencial, mientras que los tipos del género Beta PV han aumentado de 

manera constante, y los del género Alfa PV han alcanzado una meseta (Figura 4) [16,20]. 

En el año 2015 se identificó un nuevo tipo de Mu PV (HPV204) 22 años después de la 

identificación del último tipo de este género [36]. Este nuevo HPV fue el resultado de un trabajo de 

colaboración de nuestro grupo de trabajo con investigadores eslovenos. Teniendo en cuenta que los 

tipos de los géneros Mu y Nu PV son escasos, mayores esfuerzos deberán realizarse para identificar 

los tipos virales que se agrupan en estos y en los demás géneros de HPV para completar la 

taxonomía de familia Papillomaviridae.  

 

Figura 4: Evolución del número de tipos de HPV agrupados en los 5 géneros a lo largo del tiempo.  

Fuente: http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html 
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1.3.2 Organización genómica de los HPV 

El genoma de los PV se organiza en tres grandes regiones [13]:  

 Región Temprana o E (E, por su sigla en inglés Early): incluye los genes que codifican para 

las proteínas que intervienen en la replicación del virus y en la transformación celular (E1, 

E2, E4, E5, E6, E7), los cuales son expresados en los primeros estadíos de la infección.  

 Región Tardía o L (L, por su sigla en inglés Late): incluye los genes que codifican para las 

proteínas de la cápside L1 y L2, los cuales son expresados en la etapa final de la infección.  

 Región larga de control o LCR (LCR, por su sigla en inglés Long Control Region), sin 

función codificante, de aproximadamente 0,3-1 kpb, posee señales de control de la 

transcripción y el origen de replicación viral.  

Los elementos conservados y compartidos por todos los PV son la región LCR, las proteínas 

tempranas E1 y E2 y las proteínas tardías L1 y L2, mientras que existe una gran diversidad en la 

presencia o ausencia de los demás genes (E6, E7, E5 y E4).  

En la Figura 5 se esquematiza la organización genómica de tipos representativos de los géneros 

Alfa PV, Beta PV y Mu PV y en la Tabla 2 se detallan las funciones de las proteínas codificadas y 

del LCR. 

 

Figura 5: Esquema de la organización genómica de tipos representativos de los géneros Alfa-PV, Beta-PV y 

Mu-PV  

Se muestra la heterogeneidad de los genomas respecto a los genes tempranos y tardíos y la LCR (URR) en 

distintos géneros. Adaptado de Doorbar y cols., 2015 [40]. 

 

La proteína viral E2 puede unirse a sitios del genoma viral y celular, es conservada entre los tipos 

de HPV en sus dominios N-terminal y C-terminal. Como la mayoría de las proteínas codificadas por 

los PV, las funciones de la proteína E2 dependen de su interacción con las proteínas del huésped y 

en modificar sus funciones normales en beneficio del virus [40]. 

Las proteínas oncogénicas E6 y E7, pueden ser reguladas a nivel transcripcional por E2 y juegan un 

papel importante en la desregulación del ciclo celular. Sin embargo, una de las característica más 

Alfa
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curiosas en la heterogeneidad de ORFs entre los HPV es la falta del ORF E6 en ciertos tipos del 

género Gama PV, tales como HPV101, HPV103 y HPV108 [31,41]. 

La oncoproteína E5, junto con E6 y E7, tiene una importante función de evasión del sistema inmune 

y en optimizar la eficiencia de la amplificación del genoma [42,43]. Interesantemente, los genomas 

de los virus agrupados en los géneros Beta PV y Gama PV no codifican para el ORF E5. 

La proteína E4 (que interviene en la salida de las partículas virales del epitelio), al igual que E5, 

muestra heterogeneidades entre los tipos de PV y se especula que la presencia/ausencia de E4 

refleja las diferencias en el tropismo y en las rutas de transmisión de los diferentes PV [42,44].  

 

 

Tabla 2: Funciones de las proteínas de HPV y de la región no codificante (LCR). ORF: marco abierto de 

lectura. Adaptado de Bravo 2105 [20] 

ORF Función 

LCR 

- Sitios de unión a factores de transcripción 

- Control de expresión de genes 

- Origen de replicación 

E6 
- Promueve la inmortalización celular degradando p53 

- Modifica la adhesión y diferenciación celular degradando TAp63 y p73 

E7 

- Promueve la degradación de pRb permitiendo la progresión celular a fase S del ciclo 

celular 

- Induce la inestabilidad cromosomal 

E1 
- ADN helicasa dependiente de ATP 

- Rol en la replicación del ADN viral 

E2 

- Rol en la replicación del ADN viral 

- Represor de proteínas virales E6 y E7 

- Regula el ciclo celular y la apoptosis 

E4 
-Unión y ruptura del citoesqueleto en células arrestadas en G2 

-Relacionada con la maduración del virus 

E5 
- Induce la proliferación celular 

- Contribuye a evadir la apoptosis 

L2 - Proteína menor de la cápside 

L1 - Proteína mayor de la cápside 

 

La LCR está ubicada entre el ORF L1 y el ORF E6 (Figura 5). En la LCR se encuentra el inicio de 

la transcripción de la región temprana, contiene elementos promotores, sitios de unión a factores de 

transcripción (incluyendo las secuencias palindrómicas reconocidas por E2) y el origen de 

replicación viral (donde E1 puede unirse) [45]. Algunos genomas de PV animales contienen una 

LCR extra entre el final de la región temprana y el inicio de la región tardía [46]. 

 

1.3.3 Ciclo de replicación viral y oncogénesis asociada a los HPV 

El ciclo de infección de los PV está estrechamente coordinado con el programa de diferenciación de 

las células epiteliales, por ello la síntesis vegetativa de ADN viral y la maduración de los viriones se 
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limita a los queratinocitos más diferenciados [47] (Figura 6). La infección por HPV se inicia a 

través de microlesiones del epitelio que permiten el ingreso del virus al interior de las células 

basales, las cuales son las menos diferenciadas y constituyen las células blanco de HPV. Por medio 

de una combinación de factores celulares que interactúan con sitios ubicados en el LCR, se 

promueve la transcripción de los genes tempranos que permiten el establecimiento y el 

mantenimiento del genoma viral en el núcleo de la célula como un episoma de bajo número de 

copias. Estos episomas replican de manera coordinada con los cromosomas de la célula 

hospedadora [48]. La replicación viral vegetativa, que permite la amplificación génica del virus, la 

expresión de los genes tardíos y el ensamblado de los viriones, se produce en el núcleo de las 

células más diferenciadas que se encuentran en las capas más superficiales del epitelio. De esta 

forma se mantiene de manera estable un reservorio de genomas de HPV en la capa basal del epitelio 

a través de la generación continua de células hijas infectadas. 

Los PV en general dependen de las polimerasas y otras proteínas celulares involucradas en la 

replicación del ADN para su propia replicación, las cuales están presentes en la fase S del ciclo 

celular [48]. En el epitelio normal, a medida que las células se diferencian, se interrumpe la 

proliferación: cuando las células migran de la capa basal y se diferencian, se genera un arresto en el 

estadío G1/S del ciclo celular. Este proceso se encuentra alterado en las infecciones asociadas a 

tipos AR como el HPV16, que es el tipo oncogénico más prevalente en carcinomas cervicales de 

tipo invasor y el HPV más estudiado. En las células infectadas por el HPV16 se induce el pasaje de 

la fase G1 a S fuera de programa. Este evento permite la síntesis de los componentes necesarios 

para la replicación del ADN y por ende la replicación del genoma viral. La inducción del pasaje de 

la fase G1 a S se produce a través de la interferencia que las oncoproteínas E6 y E7 ejercen sobre la 

función de las proteínas regulatorias p53 y pRb, respectivamente [49]. La función de estas proteínas 

en tipos BR, como HPV6 o HPV11, no está generalmente asociada a neoplasia [50]. Una de las 

diferencias más importantes entre la proteína E7 de tipos de AR y BR es su capacidad para unirse a 

pRB, un oncosupresor esencial en el control de la replicación celular y en la regulación del pasaje 

de G1 a S [51]. La inducción por parte de E7 de la síntesis de ADN fuera del programa celular 

activa la respuesta apoptótica mediada por el supresor de tumores p53 lo que constituiría una 

restricción para la replicación viral. Para superar esto, las proteínas E6 codificadas por HPV16 y 

HPV18 inactivan los mecanismos dependientes de p53 promoviendo su degradación proteolítica a 

través del mecanismo dependiente de ubiquitina [52]. 

Además de unirse a p53 y regular el ciclo celular, la proteína E6 de los tipos AR posee sitios 

específicos de unión a proteínas con dominios PDZ (PSD95/Dlg/ZO-1) [53-55]. La función de estas 

proteínas es mantener la integridad de las uniones celulares y la polaridad de las células [56]. Si 
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bien las uniones E6-PDZ han sido estudiadas bajo el contexto de carcinogénesis, también parecen 

regular varios aspectos de ciclo viral [40].  

 

Figura 6: Representación esquemática del ciclo de replicación viral de un HPV AR en epitelio mucoso. 

Se indican las diferentes etapas del ciclo a lo largo del epitelio diferenciado y las proteínas virales que 

intervienen en cada una. Adaptado de Doorbar y cols. [50]. 

 

La activación de la expresión de los genes tardíos de HPV permite la síntesis de las proteínas 

estructurales y se produce por la interacción de factores celulares presentes en la célula diferenciada 

con elementos de la LCR. Un aspecto importante que contribuye a la oncogénesis es la integración 

del ADN viral al genoma celular, proceso observado en los carcinomas cervicales y en las líneas 

celulares derivadas infectadas con HPV16 y tipos relacionados [10,57]. La integración del genoma 

viral usualmente interrumpe los ORF E1 y el ORF E2, quedando generalmente intactos los ORF E6, 

ORF E7 y la región LCR [57-59]. La eliminación de la expresión de la proteína E2 debido a la 

integración resulta en la sobre-expresión de los oncogenes E6 y E7, ya que el producto proteico de 

E2 actúa como un inhibidor de la transcripción de dichos oncogenes [60]. La expresión continua de 

las oncoproteínas E6 y E7 es requerida para mantener el estado transformado, que resulta de la 

interacción de estas oncoproteínas con p53 y pRB respectivamente, así como con otras proteínas 

claves para el control de la proliferación celular. Es necesario enfatizar que los procesos de 

transformación e inmortalización celular asociados a HPV son acompañados por anormalidades en 

el programa de diferenciación. Por lo tanto, teniendo en cuenta la dependencia entre el ciclo de 

multiplicación viral y la diferenciación de las células epiteliales, la integración del virus resulta en 

la pérdida de la replicación viral. La oncogénesis es por ende, un efecto secundario que resulta en 

detrimento tanto para el virus como para el hospedador [48]. 
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1.3.4 HPV Mucosotrópicos 

La Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer [12] clasifica a los HPV mucosos en dos 

grandes grupos, AR y BR, según las manifestaciones clínicas que provocan sus infecciones. Los 

HPV AR (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) son agentes causantes de 

lesiones que pueden progresar a carcinoma de cuello de útero de carácter invasor. Su presencia en 

lesiones intraepiteliales aumenta el riesgo de progresión maligna, por lo que son considerados 

importantes agentes carcinogénicos [61]. El HPV16 está asociado a casi el 60% de los casos de 

cáncer cervical, el HPV18 al 10-20%, el HPV45 y HPV31 al 4% cada uno y los tipos HPV33, 52 y 

58 contribuyen cada uno con otro 2% al cáncer cervical mundial [62,63]  

Los HPV BR (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 84 y CP6108) inducen la formación de 

verrugas genitales benignas y están raramente asociados con malignidad [64]. 

Por último, los tipos 26, 53 y 66 son considerados de probable alto riesgo oncogénico porque han 

sido hallados en carcinomas cervicales pero en muy baja prevalencia [64]. 

 

1.3.4.1 Patologías asociadas a la infección por HPV mucosotrópicos: Cáncer Cervical 

El desarrollo del cáncer cervical es un proceso gradual, siendo sus primeras manifestaciones la 

aparición de lesiones intraepiteliales en la mucosa uterina que se denominan displasias, las cuales 

son 100% curables. La severidad de las Lesiones Escamosas Intraepiteliales (SIL, por su sigla en 

inglés Squamous Intraepithelial Lesion) precursoras del cáncer cervical se clasifican en grados de 

acuerdo a la extensión del epitelio normal diferenciado que es reemplazado por células no 

diferenciadas de tipo basal (Figura 7). Las categorías citológicas definidas de acuerdo al sistema 

Bethesda para reportar resultados de frotis de Papanicolaou incluyen: lesiones de bajo grado (L-SIL, 

del inglés Low-grade SIL), de alto grado (H-SIL, del inglés High-grade SIL) y células escamosas 

atípicas de significado indeterminado (ASC-US) [65]. 

La correlación histológica de estos cambios se da con las neoplasias cervicales intraepiteliales (CIN, 

por su sigla en inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia), las cuales se clasifican en grados I, II, y III 

de acuerdo a los cambios cito-histológicos, siendo el CIN III el paso previo al cáncer cervical 

invasor (Figura 7). En el carcinoma cervical de tipo invasivo, las células anormales traspasan la 

membrana basal invadiendo el tejido circundante y eventualmente provocando metástasis [66].  

El intervalo de tiempo entre el inicio de la infección por HPV y el desarrollo del cáncer cervical 

puede ser muy largo, incluso puede llevar décadas [13]. Es por ello que el cáncer cervical es muy 

raro en mujeres menores de 25 años. Su incidencia aumenta progresivamente con la edad, siendo 

mayor en mujeres de más de 40 años [67]. 
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Figura 7. Alteraciones cervicales asociadas a la infección por HPV AR 

 

Representación esquemática de los precursores del cáncer cervical: L-SIL y H-SIL, y del carcinoma invasor. 

Las diferentes capas celulares del epitelio se indican a la izquierda del esquema. Las células normales se 

muestran con color celeste (correspondiente al tejido normal), en L-SIL y H-SIL las células normales son 

reemplazadas por células no diferenciadas del tipo basal (color violeta). En el carcinoma invasor las células 

anormales traspasan la membrana basal invadiendo el tejido circundante (color rojo). Se muestra la 

correlación entre citología e histología. Figura adaptada de Woodman y col. [68]. 

 

Las principales etapas clínicas en la carcinogénesis cervical incluyen (Figura 8): infección por HPV, 

persistencia del virus por un cierto período de tiempo, progresión a lesiones precursoras del cáncer 

cervical, e invasión. Es necesario considerar la reversibilidad del proceso, con la existencia de 

infecciones que revierten, incluyendo pérdida espontánea de la infección por HPV y regresión del 

estado de pre-cáncer [69].  

Actualmente está firmemente establecido que la infección persistente con HPV AR es el evento 

clave en el desarrollo del cáncer cervical en humanos y de sus lesiones precursoras [22,70]. Por lo 

tanto, a mayor duración de la persistencia de la infección por HPV, menores serán las posibilidades 

de la paciente de resolver su infección espontáneamente y mayor será el riesgo de progresión a 

lesiones más severas y a cáncer cervical [22]. Sin embargo, la mayoría de las mujeres con infección 

de HPV será capaz de eliminar la infección viral en un periodo de 12-24 meses [71] y la mayoría de 

ellas no desarrollarán lesiones clínicas aparentes [72,73].  

Los estudios epidemiológicos han mostrado que sólo una pequeña fracción de mujeres infectadas 

con HPV AR eventualmente desarrollará H-SIL y cáncer cervical [74] y se asume que existen otros 

factores del huésped que influyen en la resolución de la infección o en la progresión a cáncer. Entre 

ellos, se han identificado polimorfismos genéticos en los genes HLA, DRB1 y DQB1 asociados con 

la persistencia y prevalencia de la infección [75], el tipo de conducta sexual (el número de 
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compañeros sexuales, la edad de la primera relación sexual, el uso de preservativos, la higiene 

genital) y la circuncisión masculina como factores que influirían en el riesgo de adquisición y de 

transmisión de HPV [74,76]. Además se han descripto co-factores como la paridad, el uso de 

anticonceptivos hormonales, el consumo de tabaco, las infecciones de transmisión sexual (HSV-2, 

Chlamydia trachomatis y HIV-1), las condiciones socioeconómicas, etc., que aumentarían el riesgo 

de progresión a cáncer cervical [74,76,77]. Por lo tanto, si bien la infección persistente con HPV 

AR es la causa necesaria para el desarrollo de cáncer cervical, la combinación de HPV con los 

factores y co-factores mencionados serían los responsables de modular la transición desde una 

infección viral a cáncer. 

El cáncer cervical es mundialmente una de las neoplasias más comunes que afecta a la mujer, con 

una estimación de 529.000 casos nuevos y de 275.000 muertes por año [78]. En Argentina, el 

cáncer cervical es el tercer tipo de cáncer más frecuente en la población general y el segundo entre 

mujeres de 15 a 44 años [79]. Los estudios epidemiológicos indican que los HPV están también 

asociados a los cánceres de vagina, vulva, ano, pene y orofaringe, pero en menor medida que a la 

asociación encontrada con el cáncer cervical [80]. 

 
Figura 8: Historia natural de la infección por HPV AR en cérvix.Adaptado de Sudenga y cols 2013 [73] 

 

1.3.4.1a Tamizaje y Tratamiento de lesiones precancerosas y cáncer cervical 

Como expresamos al principio de esta sección, la progresión a cáncer cervical es un proceso lento, 

que se mide en años. En el período pre-invasor es posible actuar para modificar el proceso y no solo 

mejorar la sobrevida de las pacientes si no también impedir directamente el desarrollo de cáncer 

aplicando las intervenciones necesarias de manera oportuna [81].  

La prevención del cáncer cervical se basa en la realización periódica del Papanicolaou (Pap) en 

mujeres que sean sexualmente activas. Los programas de tamizaje con el extendido de Pap como 

medida de prevención que se llevan a cabo en las naciones industrializadas, han sido y son 

responsables de una disminución en la incidencia del cáncer cervical del 70%. En los países sin 
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programas nacionales de prevención del cáncer cervical, su incidencia continúa aumentando con la 

edad [62]. Esta problemática determina que aproximadamente el 80% de los casos de cáncer 

cervical tengan lugar en países en vías de desarrollo [67]. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda la prevención temprana de las lesiones 

cervicales para reducir la carga del cáncer de cérvix y propone acciones a llevar a cabo en tres 

etapas (Figura 9): (i) prevención primaria: reducción de las infecciones por HPV, (ii) prevención 

secundaria: tamizaje y tratamiento de las lesiones precancerosas del cuello uterino, y (iii) 

prevención terciaria: tratamiento oportuno del cáncer invasor y cuidados paliativos [82]. 

La historia natural de la infección por HPV predice que solo una pequeña proporción progresará a 

lesiones de alto grado y/o cáncer. [71,83]. Esta condición sumada a las pruebas de tamizaje y las 

opciones de tratamiento satisfacen los criterios para aplicar un programa de tamizaje de lesiones 

pre-cancerosas [82]. La recomendación de la IARC es no tamizar a las mujeres menores de 25 años, 

ya que la frecuencia de cáncer cervical en mujeres jóvenes es baja, mientras que los costos pueden 

ser elevados tanto para la salud de las mujeres como para el sistema de salud pública [12].  

Los métodos de tamizaje de lesiones precancerosas son: citológicos (Pap), visuales (inspección 

visual con ácido acético, IVAA) y moleculares (detección de HPV). En el caso que la paciente fuese 

positiva para alguno de los métodos de tamizaje se aplican pruebas diagnósticas para detección de 

lesiones cervicales: colposcopía, biopsia y legrado endocervical.  

 

Figura 9: Enfoque integral de la OMS para la prevención y el control del cáncer 

cérvico-uterino.  

IVAA: Inspección visual con ácido acético. Tomado de WHO, 2015 [82] 
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En Argentina la citología exfoliativa del cérvix con posterior tinción de Pap es el método de 

tamizaje primario más utilizado. En base a la evidencia científica, nuestro país definió como 

prioritario el abordaje integral de la prevención del cáncer cérvico-uterino, con el objetivo de 

disminuir la mortalidad por esta patología, que incluye la incorporación de la vacuna contra HPV 

para niñas de 11 años y el fortalecimiento de la estrategia de prevención secundaria a través del 

tamizaje basado en la citología, y la introducción del Ensayo de HPV como tamizaje primario. 

Durante el año 2011 el Instituto Nacional del Cáncer (INC) conjuntamente con el Programa 

Nacional de Prevención del Cáncer Cérvico-Uterino (PNPCC) acordaron la implementación del 

ensayo de HPV como tamizaje primario. El 12 de Septiembre de 2011 por medio de la resolución 

1472/11 el Ministerio de Salud de la Nación aprobó el Proyecto Demostración para la incorporación 

de la Prueba de HPV como Tamizaje Primario. En el año 2012 Jujuy fue la primera provincia en 

incorporar el ensayo de detección de HPV en mujeres de 30 a 64 años de edad. Durante ese año se 

tamizaron más de 22.800 mujeres mayores de 30 años (http://www.msal.gov.ar/cancer-cervico-

uterino/). Durante el año 2014 se inauguraron los laboratorios de HPV en las provincias de 

Catamarca y Tucumán, y durante el año 2015 se inauguraron los laboratorios en Neuquén, Misiones 

y Buenos Aires (La Matanza, Ituzaingó y Florencio Varela). La meta final es establecer el ensayo 

de HPV a nivel nacional como método de tamizaje primario del cáncer cérvico-uterino. De esta 

iniciativa se desprende que la aplicación de métodos moleculares destinados a la detección de HPV 

ya es un hecho en Argentina. 

La colposcopía como método diagnóstico, cuando el método de tamizaje fuese positivo, permite, 

por un lado la toma de biopsias dirigidas para obtener material histológico representativo, y, por el 

otro, el seguimiento de las lesiones [84]. La visualización colposcópica consiste en la observación 

del cérvix mediante una lupa binocular y en el uso de distintas tinciones para poner en evidencia 

áreas anómalas. El diagnóstico definitivo del tipo de lesión cervical se realiza mediante estudios 

anátomo-patólogicos de una biopsia [82]. Ésta última se obtiene seccionando una muestra en 

sacabocado de cérvix que incluya todas las capas epiteliales y el estroma subyacente para poder 

diagnosticar la eventual invasión más allá de la membrana basal epitelial.  

La opción “see and treat” (del inglés, ver y tratar) no es aconsejada como norma ya que implicaría 

el sobre-tratamiento de la mayoría de las mujeres, además hay que tener en cuenta que los 

tratamientos disponibles son invasivos conización, procedimiento de escisión electroquirúrgica con 

asa (LEEP), crioterapia y ablación por láser y pueden traer eventuales consecuencias [85]. De esta 

manera solamente se recomienda aplicar alguno de estos tratamientos a las mujeres que fuesen 

diagnosticadas con CIN II o lesiones mayores luego de haber realizado el examen anátomo-

patológico de la biopsia [82].  

http://www.msal.gov.ar/cancer-cervico-uterino/
http://www.msal.gov.ar/cancer-cervico-uterino/


 Introducción 

 
18 

En la Figura 10 se resumen las acciones llevadas a cabo en Argentina para el tamizaje, diagnóstico 

y tratamiento de lesiones precancerosas en mujeres mayores de 25 años según recomendaciones de 

la IARC (IARC, 2007)y de la OMS [12,82]. Debido a que no existe un Programa Nacional efectivo 

y global en todo el país, cada provincia, hospital, centro de salud y médico en particular adecua y 

modifica este algoritmo según los objetivos que se persigan. 

Si bien la experiencia de los países desarrollados indica que es posible prevenir hasta en un 80% la 

incidencia y mortalidad por cáncer de cuello de útero a través de programas organizados de 

prevención secundaria [86,87] hoy en día, con el desarrollo de las vacunas contra HPV, es 

indispensable un enfoque global de la prevención del cáncer cervical.   

 

Figura 10: Protocolo de tamizaje basado en la citología y tratamiento de lesiones pre-cancerosas en mujeres 

mayores de 25 años establecido en Argentina 

 

 

LEEP: procedimiento de escisión electroquirúrgica con asa. ASC-US: células escamosas atípicas de 

significado indeterminado. L-SIL, H-SIL: Lesiones Escamosas Intraepiteliales de bajo (L) y alto grado (H). 

CIN: neoplasias cervicales intraepiteliales 

 

1.3.4.2. Vacunas profilácticas contra HPV mucosotrópicos. 

Las vacunas profilácticas tienen un papel primordial en la prevención activa de las enfermedades 

virales en humanos y en animales. El desarrollo de vacunas preventivas contra HPV ha sido un 

desafío por las características intrínsecas de este virus. HPV replica solo en humanos y por su 

estrecha relación con el programa de diferenciación de los queratinocitos, sólo es posible producir 

viriones infectivos usando cultivos organotípicos [47]. Aún con la obtención de los viriones, éstos 

contendrían los oncogenes virales, lo cual haría imposible su uso como vacuna profiláctica. Por ello 
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el desarrollo de las vacunas contra HPV se ha basado principalmente en las proteínas estructurales 

L1 y L2, las cuales son inmunogénicas y no poseen capacidad oncogénica. 

Mediante la tecnología de ADN recombinante se ha logrado la expresión de las proteínas L1 y L2 

en diferentes sistemas celulares [88]. La expresión de proteínas virales en sistemas eucariotas 

(levaduras y células de insecto) resultó ser la mejor estrategia. Estos sistemas permiten la expresión 

de la proteína L1, la cual se auto-ensambla y pliega por sí sola, generando partículas con una 

estructura morfológica semejante al virus, por lo que han sido denominadas partículas pseudovirales 

(VLP, por su sigla en inglés virus-like particle). L1 es la única proteína requerida para la 

producción de estas partículas, de modo que las VLPs no poseen potencial oncogénico y son una 

excelente opción para ser utilizadas como vacuna. En junio de 2006, la Administración de Drogas y 

Alimentos (FDA, por su sigla en inglés Food and Drug Administration) de los EE.UU. aprobó 

Gardasil, una vacuna recombinante específica para los tipos HPV6, HPV11, HPV16 y HPV18 

desarrollada por la empresa Merck & Co. Gardasil ha sido preparada en un sistema de expresión en 

levaduras y las VLPs de cada tipo de HPV son combinadas para generar la vacuna tetravalente. Una 

segunda vacuna, Cervarix, que contiene VLPs de L1 de HPV16 y HPV18 fue desarrollada por la 

compañía farmacéutica GlaxoSmithKline y fue aprobada por la FDA en octubre de 2009. Cervarix 

ha sido producida en células de insectos infectadas con baculovirus recombinantes. Ambas vacunas 

se administran intra-muscularmente, siendo el esquema de vacunación de tres dosis, y las 

formulaciones emplean como adyuvantes sulfato e hidróxido de aluminio (Gardasil) y lípidos 

modificados e hidróxido de aluminio (Cervarix).  

En la actualidad, no existe una metodología que permita determinar si una mujer ya ha estado 

expuesta al virus, dado que los ensayos serológicos disponibles generalmente no son lo 

suficientemente sensibles para detectar los anticuerpos generados en la infección natural y, además, 

no todas las personas infectadas por HPV desarrollan anticuerpos [89]. Es por esto, que la 

vacunación se recomienda en adolescentes y mujeres que aún no se han iniciado sexualmente. Cabe 

destacar que estas vacunas no tienen actividad terapéutica, y se ha demostrado que la vacunación de 

mujeres jóvenes con infección pre-existente con alguno de los tipos incluidos en las formulaciones 

disponibles no tiene efecto sobre la resolución de dicha infección [90]. Por otro lado, en un estudio 

realizado en mujeres vacunadas con VLPs de HPV16 y HPV18, se observó protección cruzada 

contra infecciones incidentes de HPV45 (94%) y HPV31 (54%), tipos virales no incluidos en la 

vacuna pero filogenéticamente relacionados con HPV18 y HPV16, respectivamente [91]. Sin 

embargo, en ese mismo estudio la protección contra tipos menos relacionados filogenéticamente 

con HPV16 y HPV18, tales como HPV33, HPV52 y HPV58, no fue significativa.  
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El siguiente paso en la prevención del desarrollo de cáncer cervical fue el desarrollo de una vacuna 

nonavalente que proteja contra 5 tipos de HPV AR adicionales (HPV31, HPV33, HPV45, HPV52, 

HPV58), que causan aproximadamente el 20% de los casos de cáncer de cuello uterino, a los 

incluidos en la vacuna cuadrivalente (HPV6, HPV11, HPV16, HPV18) [62,63]. En diciembre de 

2014 la FDA aprobó el uso en mujeres entre 9 a 26 años y en hombres de entre 9 a 15 años de la 

vacuna nonavalente, Gardasil 9 (Merck & Co) que tiene el potencial de prevenir aproximadamente 

el 90% de los casos de cáncer de cérvix, de vulva, vaginal y anal. Gardasil 9 es una vacuna 

recombinante, ha sido desarrollada de la misma forma que su predecesora y demostró efectividad de 

97% en la prevención de cáncer de cérvix, vulva y vagina en un estudio clínico aleatorizado 

realizado a nivel internacional sobre 14.000 mujeres de entre 16 a 26 años y negativas para los tipos 

de HPV que cubre la vacuna [92].  

En el año 2011 en Argentina se introdujo la vacuna bivalente (Cervarix) en el calendario de 

vacunación en niñas de 11 años, siendo reemplazada en 2014 por la vacuna cuadrivalente 

(Gardasil). No obstante, una de las incógnitas que surge en la era post-vacuna a nivel global es la 

posibilidad de que otros HPV AR ocupen el nicho ecológico de los tipos vacunales. En efecto, el 

consenso internacional recomienda la realización de estudios en poblaciones no vacunadas y 

vacunadas para observar la historia natural de las infecciones por HPV a fin de poder evaluar la 

factibilidad del “reemplazo de tipos” [93]. 

 

1.3.4.3. Prevalencia de la infección por HPV mucosotrópicos.  

La infección por el HPV es globalmente la más frecuente entre las infecciones de transmisión 

sexual (ITS) y se estima que entre el 70-80% de las mujeres se infectan con HPV al menos una vez 

en su vida [94]. Los datos de prevalencia y distribución de tipos de HPV son el punto de partida 

para estimar el potencial impacto de la vacunación en la reducción de la infección por HPV y sus 

patologías asociadas, y para evaluar la relación costo-beneficio de su aplicación masiva.  

La prevalencia provee una medida del porcentaje de individuos que presentan una dada infección, 

ya sea ésta nueva, persistente o recurrente, en un dado momento. La elección de la población a ser 

seleccionada dependerá de los datos que se quieran recabar. Por ejemplo, si se desean conocer los 

tipos de HPV circulantes en una región para evaluar la potencial eficacia de una vacuna contra esa 

infección, la población a elegir debería estar constituida por mujeres expuestas al virus 

(sexualmente activas) que no presenten manifestaciones clínicas de su presencia (ausencia de 

lesiones). Esta población nos daría una idea aproximada de los tipos de HPV que circulan más allá 

de si esas infecciones serán resueltas o no por los individuos infectados. En contraste, la selección 

de mujeres a riesgo de cáncer cervical por presentar Pap alterados o lesiones previas estaría 
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reflejando más la dificultad de esas mujeres en resolver la infección por un dado HPV. Estudios 

realizados en este tipo de poblaciones dan idea de qué tipos se encuentran asociados a las lesiones 

en una determinada región y podrían sentar las bases para evaluar en un futuro el posible reemplazo 

de tipos lo que permitiría tener inferencias en el desarrollo de las vacunas contra HPV.  

En la Tabla 3 se muestran las prevalencias generales y tipo-específicas a nivel global, en cada 

continente y particularmente en Argentina, tanto en la población general como en mujeres con 

lesiones H-SIL [95-97]. Los datos reflejan la heterogeneidad en cuanto a los tipos de HPV que más 

prevalecen en las diferentes regiones geográficas.  

 

Tabla 3: Prevalencia global y tipo-específica de HPV en cérvix estimadas para diferentes regiones del mundo 

 
Mujeres con citología normal Mujeres con citología H-SIL 

 
Prevalencia (%) 

Tipos HPV más 

prevalentes (%) 
Prevalencia (%) 

Tipos HPV más 

prevalentes (%) 

Global 11,4 

HPV16 (2,2) 

HPV31 (1,1) 

HPV18 (1,1) 

89,7 

HPV16 (44,1) 

HPV31 (9,4) 

HPV58 (7,7) 

África 21,3 

HPV16 (2,4) 

HPV58 (1,7) 

HPV52 (1,7) 

76 

HPV16 (25,5) 

HPV35 (13,1) 

HPV18 (10,2) 

Asia 10,9 

HPV16 (2,3) 

HPV58 (1,3) 

HPV18 (1,1) 

76 

HPV16 (34,8) 

HPV52 (17,7) 

HPV58 (15,5) 

Europa 9,7 

HPV16 (2,8) 

HPV31 (1,5) 

HPV51 (1,3) 

84 

HPV16 (47,8) 

HPV31 (11,4) 

HPV33 (8,6) 

América 14,5 

HPV16 (3,3) 

HPV62 (1,9) 

HPV53 (1,4) 

89,5 

HPV16 (49,1) 

HPV31 (10,9) 

HPV52 (8,8) 

Sudamérica 13,2 

HPV16 (4,7) 

HPV31 (1,8) 

HPV87 (1,7) 

85 

HPV16 (52,1) 

HPV31 (8,6) 

HPV18 (7,9) 

Argentina 30,5 

HPV16 (6,4) 

HPV66 (5,6) 

HPV31 (3,5) 

82,5 

HPV16 (51,7) 

HPV58 (20) 

HPV18 (11,4) 

Adaptado de IARC 2010 [95-97] 

Con respecto a lo que sucede en nuestro país, los estudios llevados a cabo para determinar la 

prevalencia de la infección por HPV en la población general son escasos [98]. En lo que respecta a 

la provincia de Santa Fe, nuestro laboratorio ha realizado hasta el momento el único estudio 

orientado a conocer los tipos de HPV que circulan en cérvix de mujeres sexualmente activas sin 

manifestaciones clínicas [99]. Este estudio permitió determinar que 41,2% de la población estaba 

infectada con HPV,  siendo el tipo más prevalente el HPV16 (9%), seguido del HPV31 (7,2%) y del 

HPV66 (7%) [99]. 

Los estudios destinados a conocer los tipos de HPV más frecuentes en lesiones cervicales en 

Argentina se realizaron en mujeres de las provincias de Chaco, Córdoba y Corrientes [100-102]. Tal 
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como sucedido en los estudios realizados en otros países, a medida que aumenta el grado de 

severidad de la lesión también aumenta la prevalencia de infección por HPV. Con prevalencias 

entre el 40-60% en mujeres con citología ASC-US y de 80-90% en mujeres con citología H-SIL o 

cáncer invasor, estos estudios también determinaron que el tipo más prevalente asociado a estas 

lesiones es el HPV16. Sin embargo hay una diferencia en la prevalencia de los demás tipos AR. En 

Córdoba los tipos HPV52 y HPV18 resultaron ser los más frecuentes en lesiones H-SIL luego del 

HPV16 (30%) con prevalencias del 16,7% y 13,3%, respectivamente [102]. Los tipos de HPV más 

prevalentes asociados a lesiones en mujeres de Chaco, además del HPV16 (36,23%), fueron los 

tipos HPV31 (15,9%) y HPV53 (8,7%) [101]. Por otro lado, en Corrientes los tipos HPV58 y 

HPV53 fueron los que mostraron mayores prevalencias (8,2% y 5,5%, respectivamente), luego del 

HPV16 (14,1%) [100].  

Para asegurar que la información de la prevalencia reportada a nivel global o regional sea correcta 

es necesario que las metodologías de identificación de HPV utilizadas en los estudios de 

prevalencia estén validadas en cuanto a sensibilidad y especificidad analítica. Esto brinda la 

posibilidad de comparar la prevalencia en distintas regiones o de obtener una estimación de la 

prevalencia global de infección por HPV. Esta información es un componente esencial en la 

evaluación de las vacunas contra HPV y en la implementación y monitoreo de los programas de 

vacunación masiva. En este sentido, la OMS a través del programa “WHO Global HPV LabNet” 

intenta apoyar estas acciones realizando controles de calidad de los métodos de detección de HPV 

en laboratorios participantes de todo el mundo [103]. En el año el HPV LabNet dirigió el primer 

estudio de competencia que estuvo abierto a la participación de laboratorios de todo el mundo 

basado en paneles de plásmidos de ADN conteniendo los genomas de 14 tipos AR y 2 tipos BR 

[104]. En el 2010 el estudio de competencia se repitió demostrando que es posible realizar estudios 

globales continuos utilizando plásmidos de ADN con unidades de concentración calibradas según 

estándares internacionales, a fin de proporcionar una visión general del estado de las metodologías 

utilizadas para la detección y tipificación de HPV. 

Teniendo en cuenta que tanto las prevalencias globales como tipo-específicas del país son 

heterogéneas y que además no todos los laboratorios disponen de un método de detección 

competente, resulta necesario conocer que tipos de HPV se asocian a lesiones cervicales en mujeres 

de nuestra región utilizando un sistema de tipificación considerado apto por la OMS para identificar 

los tipos de HPV AR y BR circulantes en esta población y fin de proveer información 

epidemiológica precisa. 

 

 



 Introducción 

 
23 

1.3.4.4. Persistencia de la infección por HPV mucosotrópicos. 

Más del 80% de las infecciones por HPV (AR o BR) en mujeres con o sin anomalías citológicas  

son transitorias, es decir que son controladas por el sistema inmune y son eliminadas en 

aproximadamente 1-2 años [64]. Por otro lado, existe un grupo minoritario (< 20%), aunque 

numéricamente importante dada la alta circulación viral, de infecciones por tipos AR que persisten 

y no son eliminadas. Éstas son las infecciones que concentran el foco de la atención, ya que tienen 

una mayor probabilidad de avanzar a CIN II/III. Las infecciones persistentes por HPV AR son un 

pre-requisito para el desarrollo de cáncer y es por ello que se las ha llamado “fenotipo intermedio” 

[73]. Se estima que el tiempo necesario para progresar a la malignidad, en caso de permanecer sin 

tratamiento, es de varios años (Figura 8). Por esta razón, los programas de tamizaje están dirigidos a 

mujeres > de 25-30 años, con el fin de identificar aquéllas portadoras de lesiones precursoras 

[64,105,106].  

El término “persistencia viral” es generalmente definido como la detección del mismo tipo de HPV 

en 2 o más intervalos de tiempo [72,83]. Sin embargo otras definiciones incluyen la detección de 

mismo tipo en un mínimo de 3 intervalos de tiempo [107,108], la proporción del número de veces 

que se identificó el mismo tipo de HPV [109], la duración de la infección por el mismo tipo durante 

todo el tiempo de seguimiento [110] y el tiempo en que se logró eliminar la infección [111]. Otra 

mirada acerca de la persistencia puede medirse en términos de eliminación de la infección 

(clearence o regresión), que se define como la imposibilidad de detectar el mismo tipo de HPV en 

dos o más muestras consecutivas [73].  

Los estudios realizados sobre persistencia de HPV en cérvix sugieren que las infecciones múltiples 

de diferentes tipos de HPV [112], el hábito de fumar [113] y múltiples compañeros sexuales [114] 

son los principales factores asociados con las infecciones persistentes. Además, algunos de los 

factores epidemiológicos y biológicos asociados con el desarrollo de cáncer cervical podrían 

extrapolarse a la infección persistente por el virus [73].  

En un estudio de meta-análisis sobre persistencia de infección por HPV se determinó que los tipos 

más persistentes son el HPV16, HPV31, HPV33 y HPV52 [115]. Particularmente en una cohorte de 

mujeres coreanas se determinó que el tipo HPV58 fue el más persistente y fue considerado como el 

factor de riesgo más importante para el desarrollo de lesiones cervicales [72]. Por otro lado, en 

mujeres de Japón los dos tipos más persistentes fueron HPV16 y HPV31 [116] y en un estudio 

longitudinal realizado en Colombia se observó que las infecciones asociadas a los tipos HPV18 y 

HPV31 tenían menos chances de ser eliminadas [117]. En Argentina no existen estudios destinados 

a conocer la evolución de las infecciones por HPV en ningún tipo de población (mujeres con 

citología normal o con patología cervical). Considerando que, los valores de persistencia globales 
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son heterogéneos, que existen pocos estudios sobre persistencia de la infección por HPV asociada a 

lesiones cervicales y que además no hay conocimiento sobre qué tipos y factores se asocian a 

infecciones persistentes en mujeres de Argentina, resulta relevante conocer el curso de la infección 

en mujeres con diagnóstico de patología cervical y no vacunadas a fin de aportar datos desde 

nuestra región que permitan tomar medidas preventivas en el tratamiento de dichas patologías.  

 

1.3.5. HPV cutaneotrópicos 

De los más de 200 tipos de HPV identificados hasta el momento, al menos el 75% tiene tropismo 

por epitelios cutáneos [16]. Los HPV están presentes en la piel como flora normal donde establecen 

una infección latente en las células basales del epitelio cutáneo o en el folículo piloso [118]. Sin 

embargo, luego de una disminución de la respuesta inmune local o sistémica, estas infecciones 

pueden transformarse en lesiones clínicamente aparentes [119]. 

 

1.3.5.1 Patologías asociadas a los HPV cutaneotrópicos: Cáncer de piel no melanoma y 

verrugas 

Si bien aún no existe una asociación directa de los HPV con el cáncer de piel no melanoma 

(CPNM), se han identificado diversos tipos de HPV en individuos con CPNM, con psoriasis luego 

de fotoquimioterapia prolongada y con queratosis solar o seborreica [118]. El carcinoma cutáneo de 

células escamosas (CCE) junto con el carcinoma cutáneo de células basales (CCB) constituyen los 

principales tipos histológicos del CPNM, siendo la queratosis actínica (QA) la primera 

manifestación del CPNM. Además se ha observado una incidencia significativamente mayor de 

CPNM en individuos inmunosuprimidos por transplante de órganos sólidos, lo cual pone en 

evidencia la correlación entre el CPNM y el estado inmunológico [120].  

El rol concreto de los HPV en la carcinogénesis cutánea sigue siendo un tema de debate. Si bien la 

radiación solar es considerada el principal factor de riesgo para el desarrollo del CPNM [121], se 

postula que los HPV podrían actuar como co-factores, junto con la radiación UV, en el desarrollo de 

esta patología [122] (Figura 11). En efecto, se han reportado actividades anti-apoptóticas y un 

retraso en los mecanismos de reparación del ADN en células infectadas por ciertos tipos de HPV en 

respuesta a las mutaciones inducidas por UV [123,124]. Este escenario podría contribuir a la 

persistencia de la infección por HPV en los queratinocitos con daños en su ADN y 

subsecuentemente el desarrollo de CPNM [125].  
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Figura 11: Modelo de carcinogénesis cutánea inducida por UV y HPV 

 

Con respecto a las verrugas cutáneas, los tipos HPV2, HPV3, HPV10, HPV27 y HPV57 

pertenecientes al género Alfa PV han sido los más frecuentemente encontrados (60-90%) [126-

129], seguidos por virus del Gama PV y Mu PV en menor medida [126,127,130]. En contraste, los 

Beta PV y Nu PV han sido detectados en verrugas cutáneas en casos aislados [126]. 

 

1.3.5.2. Epidemiología de HPV cutaneotrópicos. 

A diferencia de los HPV mucosotrópicos, hasta hace 10-15 años atrás la epidemiología de las 

infecciones por HPV cutaneotrópicos no era del todo comprendida, en parte por las dificultades 

técnicas en la detección del ADN de HPV en piel que afectan la sensibilidad, especificidad, 

reproducibilidad y genotipificación. Sin embargo, en los últimos años se ha avanzado en las 

técnicas de amplificación y secuenciación por lo que hoy existe un mayor conocimiento acerca de 

estos virus.  

Los estudios filogenéticos realizados sobre la región L1 de los HPV cutaneotrópicos revelan una 

amplia diversidad entre los tipos virales descriptos [16]. A diferencia de los HPV mucosotrópicos 

que pertenecen al mismo género (Alfa PV), los HPV cutaneotrópicos presentan mayor 

heterogeneidad genética, y están distribuidos en 5 géneros diferentes (Alfa PV, Beta PV, Gama PV, 

Mu PV y Nu PV).  

Durante los últimos 20 años se han utilizado distintas metodologías basadas en PCR con cebadores 

genéricos para la identificación de secuencias de HPV en lesiones malignas y pre-malignas de la 

piel, como así también en piel sin lesiones aparentes. Los métodos de detección molecular hasta el 

momento descriptos se basan en la amplificación de una región de L1 con cebadores diseñados con 

múltiples degeneraciones para asegurar la amplificación por PCR simple [28,131] o anidada 
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[132,133]. Esta última estrategia ha producido los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y 

número de tipos identificados. Además, las técnicas de secuenciamiento profundo (metagenómica) 

han aportado nueva información sobre la diversidad de los HPV cutaneotrópicos, identificándose 

nuevos virus filogenéticamente distantes a los previamente conocidos [30,37]. Si bien hasta el 

momento las nuevas metodologías han permitido identificar numerosos tipos virales, no se ha 

logrado determinar una asociación de un tipo particular de HPV cutaneotrópico con el CPNM en la 

población general. No obstante, varios estudios reportaron la presencia del HPV5 y otros tipos del 

género Beta PV en individuos con EV. Además se ha detectado frecuentemente ADN de Beta PV 

en lesiones de CCE y de QA de pacientes no-EV [134,135]. Sin embargo, varios estudios han 

encontrado una alta prevalencia de Beta-PV en biopsias e hisopados de piel sana tanto de individuos 

inmunocompetentes como inmunosuprimidos [136,137]. En base a estas consideraciones, en el año 

2010 nuestro grupo de trabajo realizó un estudio orientado a conocer los HPV circulantes en 

epitelios cutáneos, su incidencia y posible asociación con distintas neoplasias de la piel en 

individuos inmunocompetentes de nuestra región. La mayor prevalencia de infección por HPV se 

identificó en zonas de piel sana expuesta a luz solar, sin embargo también se identificaron virus en 

muestras de piel con lesiones y en el área perilesionar, demostrando la naturaleza ubicua de estos 

virus [138]. Estos hallazgos sugerirían que los HPV cutaneotrópicos son altamente prevalentes 

(entre el 50-90%) en la piel sana de individuos inmunocompetentes, donde establecen infecciones 

asintomáticas. En base a esto, varios autores han propuesto que la infección por HPV en la piel se 

adquiriría al inicio de la infancia [139,140], persistiendo de manera comensálica [139-141].  

La infección por HPV cutaneotrópicos ha sido estudiada no solamente en relación a su asociación 

con lesiones sino también teniendo en cuenta otros factores asociados al desarrollo de CPNM. La 

exposición a luz solar es una de las variables que más se ha relacionado con esta patología [121]. En 

base a esto, diversos trabajos han logrado identificar mayor frecuencia de tipos de HPV en zonas de 

piel sana expuestas al sol respecto a las no expuestas [138,139] y diferencias en las frecuencias de 

infección según los hábitos de exposición al sol [142].  

Otra de las posibles variables relacionadas con la infección por HPV y que ha sido ampliamente 

estudiada es el estado inmunológico de los individuos. En este sentido el número y prevalencia de 

tipos de HPV detectados en individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos parece ser 

diferente [29,143].  

Respecto a la persistencia de la infección por HPV cutaneotrópicos, se ha podido determinar que 

muchos tipos normalmente persisten tanto en piel sana [139,144,145] como en lesiones, ya ses en 

individuos inmunocompetentes como inmunosuprimidos [25,146], siendo los tipos del género Beta 

PV los que se han asociado más frecuentemente a este tipo de infecciones. Sin embargo, la gran 
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diversidad de estos virus y las limitaciones técnicas debidas a la especificidad de los cebadores 

utilizados podrían ser una dificultad a la hora de conocer qué tipos virales persisten y como se 

relacionan con sus huéspedes.  

Cabe destacar que todos los estudios de persistencia de HPV cutaneotrópicos realizados en muestras 

de piel obtenidas de lesiones o de piel sana han sido llevados a cabo en diferentes países del mundo. 

En la Argentina tanto la prevalencia como los tipos específicos de HPV circulantes en epitelios de 

individuos con lesiones cutáneas se han descripto por primera vez en un trabajo realizado en nuestro 

laboratorio [138]. Teniendo en cuenta que la exposición a la radiación UV es uno de los principales 

factores de riesgo para el desarrollo de CPNM, y que Argentina, por su posición geográfica, es una 

zona de alto riesgo de radiación UV por la disminución del ozono estratosférico, conocer las 

características de la infección por HPV en piel sana expuesta al sol de individuos 

inmunocompetentes permitiría estimar qué tipos circulan y persisten en epitelios cutáneos  cuando 

el principal factor ambiental es la exposición a la radiación UV. 

 

1.3.6. HPV y tropismo 

Durante muchos años se consideró que el tropismo de HPV estaba dado por el sitio anatómico en el 

cual los primeros tipos fueron identificados, y que estaba estrechamente relacionado con las 

distintas categorías filogenéticas. Así se asumió que virtualmente todos los genotipos que infectan 

mucosas estaban incluidos en ciertas especies del género Alfa PV (HPV AR: especies 5, 6, 7, 9 y 

11; HPV BR: especies 1, 3, 8, 10, 13 y 14) [105]. Sin embargo, los resultados obtenidos como 

consecuencia de la aplicación de técnicas de detección molecular altamente sensibles indican que la 

epidemiología de las infecciones de HPV en los distintos epitelios parece ser más compleja. 

Estudios realizados en muestras de lavados bucales de personas sanas han identificado tipos 

pertenecientes a los géneros Alfa PV (25%), Beta PV (74%) y Gama PV (12%) [147]. 

Recientemente se identificaron 4 nuevos tipos del género Beta PV (HPV98, HPV100, HPV104 y 

HPV113) a partir de tejidos cutáneos que fueron también detectados en la mucosa orofaríngea en 

muy baja prevalencia [32]. La presencia de tipos cutáneos (géneros Beta PV y Gama PV) asociados 

al CPNM en orofaringe plantea nuevos interrogantes en la biología de HPV y en su relación 

epidemiológica con las neoplasias oral y cutánea. Por otro lado se han identificado 3 tipos nuevos 

del género Gama PV (HPV101, HPV103 y HPV108) en lesiones intraepiteliales de mucosa genital 

con la particularidad de que no codifican para la oncoproteína E6 [41,148]. Además, se observó que 

la proteína E7 del HPV108 induce displasia en cultivos en raft, aunque con menor severidad a la 

observada por las proteínas E6/E7 del HPV16 [41]. Nuevos estudios sobre la prevalencia de tipos 
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de HPV recientemente identificados proponen un tropismo dual de los tipos HPV179, HPV184, 

HPV199 (Gama PV) [130,149] y del nuevo miembro del género Mu PV, HPV204 [36]. 

Estos hallazgos indican que la epidemiología de las infecciones causadas por los HPV en distintos 

epitelios es compleja y que es necesario obtener una mirada completa de la familia 

Papillomaviridae para poder dilucidar las distintas interacciones que estos virus establecen con el 

hospedero. 

 

1.4 Evolución de los PV 

El origen de los PV se encontraría vinculado a los cambios en el epitelio de los primeros reptiles, su 

huésped ancestral, que surgieron alrededor de 350 millones de años atrás [150,151]. Desde 

entonces, se hipotetiza que los PV han co-evolucionado con sus respectivos huéspedes, con baja 

transmisión entre especies, y actualmente infectan epitelios de aves, reptiles, marsupiales y 

mamíferos [40]. Esta adaptación los ha llevado a tener tasas de mutación bajas, por lo que se ha 

sugerido que la deriva génica sería la principal fuerza evolutiva que generó su diversificación [15]. 

Sin embargo, debido a que los PV infectan sus huéspedes por un largo periodo, se postula que las 

relaciones filogenéticas de los PV tal como las conocemos en la actualidad fueron producto de 

múltiples fuerzas evolutivas [151]. Esta afirmación está basada en las incongruencias topológicas 

observadas en los arboles filogenéticos de los  HPV, los cuales se agrupan en 5 géneros diferentes 

dispersos por todo el árbol filogenético. Además, una estricta co-evolución situaría los PV de 

primates no humanos en una posición basal respecto a los HPV, y no entremezclados con los HPV 

como se observa [15]. Estos eventos podrían ser explicados por la influencia de otras fuerzas 

evolutivas como infecciones cruzadas entre especies, recombinación y duplicación de los genomas 

virales [19,152,153] 

 

1.4.1 Recombinación en PV 

El conocimiento general sobre la dinámica evolutiva acerca de los PV plantea que la recombinación 

tiene un papel menor en la filogenia de estos virus. Sin embargo, la evidencia molecular sugiere que 

la recombinación es importante para la replicación genómica [154,155], y además, la filogenia y la 

genómica comparativa determinaron con precisión numerosos eventos de recombinación a lo largo 

de la historia evolutiva de los PV [151,156]. En ese sentido, algunos autores proponen que los 

potenciales eventos de recombinación en los PV podrían haber promovido la colonización de 

nuevos nichos y la emergencia de fenotipos oncogénicos [20]. En efecto, diversos estudios han 

reportado evidencias de recombinación entre miembros del género Alfa PV, demostrando la posible 

existencia de eventos de recombinación con soporte estadístico en los genes de expresión tardía y 
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temprana del genoma de estos virus [152,157]. Como consecuencia de estos fenómenos, es 

frecuente observar incongruencias filogenéticas al comparar los árboles construidos con los genes 

de expresión temprana con aquéllos derivados de genes de expresión tardía [156-158]. 

Interesantemente, las reconstrucciones filogenéticas basadas en los genes de expresión temprana 

dan como resultado agrupaciones de virus que están asociados a las mismas manifestaciones 

clínicas. Sin embargo, este patrón desaparece cuando la filogenia se basa en los genes codificantes 

de la cápside (genes de expresión tardía) [42,156]. Una de las hipótesis que mejor explicaría estas 

observaciones sería la integración del ORF E5 en el genoma ancestral de los Alfa PV [20]. Esta 

proteína tiene los mismos patrones evolutivos que el de los genes E6 y E7, pero diferentes a los de 

los genes tardíos (L1 y L2). Por otro lado, de acuerdo a sus características bioquímicas se han 

identificado 4 grupos de proteínas E5 que coinciden con las características epidemiológicas de los 

Alfa PV y con el tipo de lesión que generan en el tejido [42]. 

Otras evidencias han sido aportadas por Shah y colaboradores  quienes propusieron que múltiples 

eventos de recombinación podrían haber ocurrido en los genes E1 y/o L1 de los PV de primates 

agrupados en los géneros Alfa PV, Beta PV y Gama PV [159]. Por otro lado se ha demostrado la 

posible existencia de eventos de recombinación entre miembros de grupos lejanos dentro la familia 

Papillomaviridae y que incluyen PV que infectan a cetáceos [153]. Además, la identificación del 

BPCV1,  un virus que causa carcinomas en marsupiales y que es el resultado de la recombinación 

entre PV y un miembro de la familia Polyomaviridae, ha aportado más evidencias del rol de la 

recombinación a lo largo de la historia de los PV [160].  

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la recombinación ha jugado un papel importante 

durante la evolución de los PV, sobre todo en los miembros del género Alfa PV, habiéndose 

documentado además eventos de recombinación in vivo en variantes del HPV16 [161].  

Sin embargo, en la actualidad no existen estudios que analicen la recombinación en un género 

sumamente numeroso y divergente como el Gama PV, en donde en los últimos años se han 

identificado un gran número de nuevos virus. En este sentido, consideramos que son necesarios 

mayores y continuos esfuerzos para obtener una visión más profunda de la historia evolutiva de los 

PV, especialmente de los virus agrupados en el género Gama PV. 
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2.1 Objetivo General 

El cáncer es la principal causa de muerte en los países desarrollados, aunque más de la mitad de los 

decesos anuales ocurren en países en vías de desarrollo. Los virus oncogénicos causan cáncer por 

inducción de cambios que afectan la expresión o función de proteínas reguladoras que intervienen 

en el control de la proliferación celular. Se estima que aproximadamente el 20% de todos los casos 

de cáncer en humanos están asociados a la infección por virus oncogénicos, ya sea como agentes 

causales o como cofactores, entre los que se encuentran los HPV. Actualmente se han descripto más 

de 200 tipos distintos de HPV, el 25% de los cuales está asociado a infecciones de mucosas y el 

75% fue identificado en epitelios cutáneos. Además, se han identificado más de 150 potenciales 

tipos nuevos, en su mayoría en piel, de los cuales se conocen sólo fragmentos genómicos parciales y 

se ignoran las implicancias clínicas de sus infecciones. 

En relación a los HPV que infectan mucosas, está firmemente establecido que la infección 

persistente con tipos AR es el evento clave en el desarrollo del cáncer anogenital, en particular el de 

cuello uterino y de sus lesiones precursoras [70]. La introducción masiva de la vacuna contra 

HPV16 y HPV18, responsables en forma conjunta del >70% de los casos de carcinoma cervical, 

constituye un avance inédito en la prevención de esta patología en nuestro país. No obstante, una de 

las incógnitas que surge en la era post-vacuna a nivel global es la posibilidad que otros HPV 

oncogénicos ocupen el nicho ecológico de los tipos vacunales. 

Como resultado de la asociación hallada entre HPV y el cáncer anogenital, existe gran interés en 

determinar el posible rol del virus en el desarrollo de cáncer en otros epitelios, entre ellos el CPNM. 

La incidencia del CPNM ha incrementado notablemente en los últimos años, alcanzando un 30% 

del total de las neoplasias en el mundo [162,163]. El CCE constituye el 20% de los casos de CPNM 

y uno de los principales factores de riesgo para su desarrollo es la exposición inadecuada a los rayos 

solares y se postula un rol temprano del HPV como cofactor de la radiación UV. 

En base a lo expuesto, el objetivo general de este trabajo de tesis fue avanzar en el conocimiento de 

la familia Papillomaviridae mediante la identificación y caracterización de la infección por HPV en 

epitelios cutáneos y mucosos en nuestra región para contribuir a la taxonomía y a la vigilancia 

epidemiológica a nivel molecular ante las diferentes presiones selectivas que afectan a cada grupo 

de HPV. 
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2.2 Objetivos específicos 

I.  Epidemiología de la infección por HPV en cérvix de mujeres con diagnóstico de patología 

cervical 

I.1.  Análisis de la competencia del sistema L1HPVPCR para detectar 15 tipos de HPV 

mucosotrópicos 

I.2.  Análisis de la prevalencia y persistencia de tipos de HPV en cérvix de mujeres no vacunadas 

con diagnóstico de patología cervical 

 

II.  Epidemiología de la infección por HPV en piel sana expuesta a la radiación solar de 

individuos inmunocompetentes 

II.1.  Análisis de la prevalencia de la infección por HPV en 3 estaciones climáticas durante un año 

II.2.  Análisis de la persistencia de la infección por HPV en piel sana expuesta a la radiación solar 

en 3 estaciones climáticas y de la posible asociación con factores demográficos y de 

comportamiento.  

 

III.  Caracterización de nuevos tipos de HPV y análisis de eventos de recombinación en el género 

Gama PV 

III.1.  Caracterización genómica y análisis filogenético de 3 nuevos tipos identificados en piel: 

HPV205, HPV210 y HPV209. 

III.2.  Análisis in silico de posibles eventos de recombinación en el género Gama PV mediante 

herramientas bioinformáticas.  
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3.1. Pacientes y muestras clínicas 

Las actividades y procedimientos involucrados en el estudio global realizado en este trabajo de tesis 

en epitelios mucosos y cutáneos fueron oportunamente evaluados y aprobados por el Comité de 

Ética de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas (Expte. Nº 6060/134). A 

continuación des detallan las características específicas llevadas cabo para abordar los objetivos 

planteados. 

 

3.1.1. Características del estudio epidemiológico de la infección por HPV en cérvix (epitelios 

mucosos) 

Se realizó un estudio longitudinal de tipo descriptivo entre los años 2005 y 2009 con el objetivo de 

determinar la prevalencia y persistencia de la infección por HPV en mujeres no vacunadas contra 

HPV con diagnóstico de patología cervical que concurrieron al Servicio de Ginecología del 

Hospital-Escuela “Eva Perón” (HEEP) de la ciudad de Granadero Baigorria (provincia de Santa Fe).  

Los criterios de exclusión fueron: mujeres con desórdenes psiquiátricos, y/o que no estuvieron en 

condiciones de dar su consentimiento informado, mujeres histerectomizadas, y mujeres que habían 

recibido alguna de las vacunas contra HPV disponibles en Argentina. 

Los procedimientos del presente estudio fueron oportunamente evaluados y aprobados por el 

Comité de Ética de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas (Expte. 6060/077) y por el 

Comité de Docencia e Investigación del Hospital-Escuela “Eva Perón” (Expte. 5661/26). Todas las 

pacientes involucradas en el estudio firmaron su consentimiento informado (Ver Anexo I). 

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, 115 mujeres fueron incluidas en el protocolo. Todas ellas 

recibieron un examen ginecológico completo que incluía análisis citológico, análisis del ADN de 

HPV y, en caso de ser necesario, colposcopía y análisis histológico. El análisis citológico (prueba 

de Papanicolaou) se informó de acuerdo al sistema Bethesda 2001 [164], el cual consta de las 

siguientes categorías: NEGATIVO, ASC-US (lesión en células escamosas de significado 

indeterminado), L-SIL y H-SIL. 

Además, las pacientes respondieron un cuestionario (Anexo I) en el cual se les solicitó información 

demográfica, epidemiológica, de conducta sexual e información de algunos co-factores relacionados 

con el desarrollo del cáncer cervical (antecedentes de ITS, estado de infección por el HIV-1 y 

hábito de fumar tabaco). 

Es importante enfatizar que todas las prácticas que se llevaron a cabo en el curso de este estudio 

fueron efectuadas según las normas del Servicio de Ginecología del HEEP y que el análisis del 

ADN de HPV no afectó de ninguna manera el diagnóstico, las decisiones terapéuticas y/o el 

seguimiento de las pacientes. En ese sentido, los ginecólogos/as involucrados/as no fueron 
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informados/as durante el estudio de los resultados obtenidos en los ensayos moleculares para evitar 

influenciar su criterio y la toma de decisiones. 

 

 3.1.2. Características del estudio epidemiológico de la infección por HPV en piel (epitelios 

cutáneos) 

Se realizó un estudio longitudinal de tipo descriptivo entre los años 2013 y 2014 con el objetivo de 

determinar la prevalencia y persistencia de la infección por HPV en zonas de piel sana expuesta a la 

radiación solar en individuos inmunocompetentes que asistieron a los laboratorios u oficinas 

administrativas cercanos a nuestro laboratorio por vínculo laboral. El estudio tuvo 1 año de 

duración y se recolectaron 3 muestras/voluntario en 3 estaciones climáticas diferentes: primavera 

(octubre 2013), verano (marzo 2014) e invierno (agosto 2014). 

El protocolo de enrolamiento y los procedimientos fueron evaluados y aprobados oportunamente 

por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas de la UNR 

(Expediente 6060/134, Resolución 418/2013). Todas las personas incluidas en este estudio firmaron 

su consentimiento informado y respondieron a una encuesta con el fin de conocer sus hábitos de 

exposición solar (horas de exposición solar/semana y uso de protector solar) y características 

demográficas (Ver anexo I). 

Se recolectaron muestras de cada voluntario con hisopos pre-humedecidos en solución de NaCl 

0,9% de áreas de piel sana de sitios expuestos al sol (frente) que fueron frotados hacia delante y 

hacia atrás 10 veces sobre un área de piel de aproximadamente 5x5 cm2 y luego colocados en un 

tubo conteniendo 1 ml de la solución salina (NaCl 0,9%).  

  

    3.1.3. Procesamiento de muestras clínicas 

    3.1.3.1  Procesamiento de muestras clínicas cervicales 

Se recolectaron las células de la mucosa cervical retenidas en el cepillo cervical (Cervicep, 

Argentina) raspando el mismo sobre las paredes del tubo de 1,5 ml (conteniendo 1 ml de PBS) 

donde la muestra fue recolectada. Con el objetivo de concentrar las células y eliminar el material no 

deseado, las mismas fueron centrifugadas a 10.000 rpm (Eppedendorf MiniSpin, Alemania) por 3 

min. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en PBS. Se repitió el 

procedimiento de recolección de células, centrifugación y resuspensión hasta observar el cepillo 

libre de material celular. Finalmente, la suspensión celular resultante de la unión de los pellet 

obtenidos del cepillo fue centrifugada a 10.000 rpm por 3 min, se descartó el sobrenadante y el 

pellet se lisó con tampón de lisis (1% Tween 20, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,3) y 100 μg 

de proteinasa K (Sigma) en un volumen de 100-500 μl dependiendo del pellet celular. Las mezclas 
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se incubaron a 56ºC durante 12-16 hs con posterior inactivación de la Proteinasa K a 95ºC por 10 

min y conservadas a -20°C hasta su uso. 

 

3.1.3.2. Procesamiento de muestras clínicas de piel 

Cada hisopo fue agitado vigorosamente para desprender las células y luego descartado. Se obtuvo 

un pellet celular centrifugando a 10.000 rpm por 5 minutos y el pellet fue luego resuspendido en 

100-200 μl de tampón de lisis conteniendo 100 μg de proteinasa K (Sigma) e incubado por 12-16 

horas a 55ºC con agitación en baño seco. Luego de inactivar la proteinasa K a 95ºC, los lisados 

fueron guardados a -20ºC para su posterior análisis.  

 

3.2 Reacción en cadena de la polimerasa  

Para todas las reacciones de amplificación se utilizaron termocicladores Mastercycler® modelos 

5331 y 5332 (Eppendorf, Alemania) y T100 (Bio-Rad, EE.UU). 

 

3.2.1. Diseño de cebadores  

Los cebadores y sondas diseñados para este trabajo de tesis fueron analizados mediante 

alineamientos múltiples con las secuencias de referencia, utilizando diferentes herramientas 

bioinformáticas como el programa Primer Select (DNA Start) y las plataformas webs Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) y 

NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp). Estos programas fueron 

utilizados para analizar las combinaciones de cebadores y también excluir la formación de homo y 

heterodúplex, como así también de estructuras “hairpins”. Por otro lado se descartó “in silico” la 

formación de productos inespecíficos utilizando la herramienta MFEprimer-2.0 

(http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/index.cgi/), la cual permite verificar la unión 

de los cebadores a regiones de ADN humano. En la Tabla 4 se detallan las secuencias y nombres de 

todos los cebadores utilizados en este trabajo.  

 

Tabla 4: Cebadores utilizados en este trabajo 

Cebador Secuencia Blanco Ensayo Característica 

FAP64-Rv* CCWATATCWVHCATITCICCATC HPV L1 
FAP/Amplificación 

genoma completo 
Genérico 

FAP59-Fw* TAACWGTIGGICAYCCWTATT HPV L1 FAP Genérico 

FAP6085-Fw** CCWGATCCHAATMRRTTTGC HPV L1 
FAP/Amplificación 

genoma completo 
Genérico 

FAP6319-Rv** ACATTTGIAITTGTTTDGGRTCAA HPV L1 FAP Genérico 

CUT1BRv~ TCIACCATRTCICCRTCYT HPV L1 CUT Genérico 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://eu.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp
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Cebador Secuencia Blanco Ensayo Característica 

CUT1Fw~ TRCCiGAYCCiAATAARTTTG HPV L1 CUT Genérico 

CUT1AFw~ TRCCIGAYCCIAACAGRTTTG HPV L1 CUT Genérico 

CUT1BFw~ TRCCIGAYCCIAATAGRTTTG HPV L1 CUT Genérico 

CUT1CFw~ TRCCIGAYCCIAATAGRTTTG HPV L1 CUT Genérico 

E1γ2-Fw
&

 KGGHCCWCCAGATACWGG γ-HPV E1 
Amplificación 

genoma completo 
Genérico 

E1β2-Rv
&

 TCTTGYAGWRCAYTGAAACG β-HPV E1 
Amplificación 

genoma completo 
Genérico 

27A-Fw+ GGAGGGCCTTTGGGTATT 
HPV173 

85% L1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

27A-Rv+ ACGCGTTTCTTAGGTTTTGAT 
HPV173 

85% E1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

43A-Fw+ AAAAGTGTCTGCAAACCAATGTCG FA91 L1 
Amplificación 

genoma completo 
Específico 

43A-Rv+ CAGGCTCTCCCGTGTCTCCA FA91 E1 
Amplificación 

genoma completo 
Específico 

V77-1_Fw+ CAGCCCCTATCAGAAACTAAACTT 
HPV107 

88% E1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

V77-1_Rv+ CTACGCAGGCCCATACTAATCT 
HPV107 

88% L1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

V48-1_FwA+ CCGGTGATGGGGCAGAAC 
HPV132 

82% E1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

V48-1_RvA+ CAAAACGGGCGGTCAGTGT 
HPV132 

82% L1 

Amplificación 

genoma completo 
Específico 

MY 11^ GCMCAGGGWCATAAYAATGG HPV L1 L1HPVPCR Genérico 

MY 09^ b-CGTCCMAARGGAWACTGATC HPV L1 L1HPVPCR Genérico 

MYGC09# b-CGACCCARWGGAAAYTGATC HPV L1 L1HPVPCR Genérico 

MY 18Fw+ ### 
HPV18 

### 
L1HPVPCR Específico 

MY 45Fw+ ### 
HPV18 

### 
L1HPVPCR Específico 

MY 1845Rv+ ### 

HPV18, 

HPV45 

### 

L1HPVPCR Específico 

PC04## CAACTTCATCCACGTTCACC 
gen β-

globina 
β-globina Específico 

GH20## GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 
gen β-

globina 
β-globina Específico 

* cebador diseñado previamente por Forslund y cols. [28] 

** cebador diseñado previamente por Forslund y cols. [133] 

+ cebadores diseñados en este trabajo 

~ cebador diseñado previamente por Chouhy y cols. [138] 

& cebador diseñado previamente por Chouhy y cols. [35] 

^ cebador diseñado previamente por Manos y cols. [165] 

# cebador diseñado previamente por Chouhy y cols. [99] 

## cebador diseñado previamente por Bauer y cols., Saiki y cols. [166,167] 

### protegido por secreto industrial 

b-: Biotina; w: a/t; y: c/t; m: a/c; r: a/g; v: a/c/g; h: a/c/t; d: a/g/t. 

 

3.2.2. PCR para la amplificación del gen de la β-globina 

Todas las muestras provenientes de epitelios cutáneos y mucosos fueron analizadas mediante la 

amplificación de β-globina con los cebadores PC04/GH20 [166,167] para verificar la integridad de 

cada una de ellas. La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 30 µl conteniendo 200 



 Materiales y Métodos 

 
36 

µM de cada dNTP; 0,4 µM de cada uno de los cebadores GH20 y PC04; 1 U de Taq ADN 

polimerasa; solución tampón 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8,8; KCl 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 2,5 

mM de MgCl2. Se alicuotaron 27 µl de la mezcla de PCR por microtubo y se agregaron 3 µl de 

muestra conteniendo el ADN molde. El perfil térmico utilizado fue el siguiente: desnaturalización 

inicial (2 min a 95°C), seguida por 45 ciclos de amplificación (20 s a 94°C, 20 s a 55ºC y 20 s a 

72°C) y síntesis final (5 min a 72°C). 

 

3.2.3. PCR de colonias. 

Para verificar la presencia del plásmido recombinante con el inserto de interés en las bacterias 

transformadas se recogió con un palillo la colonia bacteriana a analizar y se resuspendió en 30 µl de 

H2O destilada estéril. La lisis celular se realizó incubando 10 min en baño seco a 98ºC. La técnica 

de PCR de colonias se utilizó para analizar los plásmidos clonados con productos de PCR de 200-

500 pb provenientes de las técnicas de tamizaje CUT y FAP y de los plásmidos clonados con los 

productos de aproximadamente 4.000 pb provenientes de la amplificación de fragmentos largos. Las 

condiciones de reacción en 30 µl fueron las mismas tanto para la amplificación de fragmentos 

cortos (200-500 pb) como largos (4.000 pb): 133 µM de cada dNTP; 0,266 µM de los cebadores 

M13Fw y M13Rv; 0,75 U de Taq ADN polimerasa; solución tampón 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8,8; 

KCl 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 2,5 mM de MgCl2. Se alicuotaron 25 µl de la mezcla de PCR en 

microtubos y se agregaron 5 µl de lisado bacteriano como molde para cada reacción de PCR. El 

perfil térmico utilizado dependió de si se amplificaban fragmentos cortos o largos. 

Perfil térmico para fragmentos cortos: desnaturalización inicial (2 min a 95°C), seguida por 35 

ciclos de amplificación (1 min a 94°C, 1 min a 55ºC y 1 min a 72°C) y síntesis final (5 min a 72°C). 

Perfil térmico para fragmentos largos: desnaturalización inicial (2 min a 95°C), seguida por 40 

ciclos de amplificación (40 s a 94°C, 40 s a 55ºC y 2 min a 72°C) y síntesis final (5 min a 72°C). 

 

   3.3. Estrategias para el tamizaje de HPV 

    3.3.1. Estrategias para el tamizaje de HPV en cérvix. 

La identificación de HPV en las muestras de cérvix se llevó a cabo con 2 estrategias de 

amplificación molecular desarrolladas en nuestro laboratorio: el ensayo L1HPVPCR 16.4.1 

[99,168] y el sistema de amplificación CUT [138]. 

 

      3.3.1.1. Sistema L1HPVPCR 16.4.1 

El sistema L1HPVPCR es un ensayo basado en los cebadores genéricos MY11/09 considerados de 

referencia para el análisis de HPV mucosos [165], hibridación con sondas y detección colorimétrica 
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en formato ELISA [168] para la amplificación de HPV y tipificación de 15 tipos mucosotrópicos 

(BR: tipos 6, 11; AR: tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, 68b) [99]  

Las condiciones de reacción en un volumen final de 50 µl fueron las siguientes: 300 µM de cada 

dNTP; 0,55 µM del cebador MY09, 0,7 µM del cebador MY11, 0,15 µM del cebadores MYGC09 y 

concentraciones variables de los cebadores  MY1845Rv, MY18Fw y MY45Fw (concentraciones 

reales protegidas por secreto industrial); 2,5 U de Taq ADN polimerasa; solución tampón 1X (Tris-

HCl 10 mM pH 8,8; KCl 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 3,5 mM de MgCl2. Todos los cebadores 

anti-sentido (MY09, MYGC09, MY1845Rv) fueron modificados con la inclusión de una molécula 

de Biotina en el extremo 5’.  

El perfil térmico utilizado fue el siguiente: desnaturalización inicial (2 min a 95°C), seguida por 40 

ciclos de amplificación (40 s a 94°C, 40 s a 52ºC y 40 s a 72°C) y síntesis final (5 min a 72°C). 

Para la hibridación y detección colorimétrica, se tomaron 2,5 µl del producto de amplificación 

biotinilado y se adicionaron a 60 µl de solución de hibridación conteniendo una cantidad adecuada 

de sonda (genérica o específicas) conjugada a fluoresceína (Figura 12). La mezcla se incubó a 95ºC 

durante 5 min para desnaturalizar el ADN y luego a la respectiva temperatura de hibridación (TH) 

durante 10 minutos para hibridar la sonda. Se transfirieron 45 µl del producto de hibridación a los 

pocillos de las microplacas revestidas con estreptavidina. Así, el híbrido producto biotinilado-sonda 

fluoresceinada se captura en la microplaca a través de la unión biotina-estreptavidina. Luego de 

incubar la microplaca 1 hora a 37ºC, los productos no unidos fueron removidos mediante 8 lavados 

con solución de lavado. Posteriormente, se procedió a la detección de los productos de hibridación 

capturados en la microplaca con un anticuerpo anti-Fluoresceína (Anti-Fluorescein-POD, Fab 

fragments, Roche, Argentina). Se agregaron 100 µl de una dilución apropiada del anticuerpo anti-

Fluoresceína preparada con la solución diluyente del conjugado a cada uno de los pocillos de la 

microplaca. La microplaca se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación. 

Finalmente se lavó para remover el conjugado no unido. El revelado se realizó mediante reacción 

cromogénica (Wiener Laboratories, Argentina) en la que se adicionaron a cada pocillo una gota de 

H2O2 y una gota de tetrametilbencidina (TMB). La reacción se frenó a los 30 min mediante el 

agregado de una gota de solución de H2SO4 1M y el color se midió a 450 nm en un lector de 

microplacas (Stat-Fax 2100, Awareness Technology Inc, EE.UU.) usando un filtro de referencia de 

630 nm.  
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Figura 12: Representación esquemática del Sistema de L1HPVPCR 16.4.1

 

b: Biotina; F: fluoresceína 

 

 

Una muestra se consideró HPV-positiva cuando su valor de absorbancia luego de la detección 

colorimétrica con la sonda genérica fue mayor que el valor de corte, determinado como 2,5 veces 

los valores de absorbancia de los controles negativos (1ng/µl DNA placenta), como definido 

previamente [168]. Una muestra se consideró positiva para un dado tipo de HPV cuando su valor de 

absorbancia luego de la detección colorimétrica con su sonda específica fue mayor que el valor de 

corte, determinado como 4 veces los valores de absorbancia de los controles negativos, como 

definido previamente [168]. 

Las TH de las sondas utilizadas para la detección y tipificación de 16 HPV se detallan en la Tabla 5. 
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Tabla 5: Sondas utilizadas en este trabajo 

Nombre Secuencia Blanco Función TH 

MYB-12 †† F-CATCCGTAACTACATCTTCCA HPV6 Sonda específica 40ºC 

MYB-13 †† F-TCTGTGTCTAAATCTGCTACA HPV11 Sonda específica 40ºC 

MYB95 †† F-GTCATTATGTGCTGCCATATC HPV16 Sonda específica 40ºC 

MYB133 †† F-GTAACATCCCAGGCAATTG HPV16 Sonda específica 40ºC 

WDB74 †† F-GGATGCTGCACCGGCTGA HPV18 Sonda específica 40ºC 

MYB130 †† F-GGGCAATATGATGCTACCAA HPV18 Sonda específica 40ºC 

WDB128 †† F-TTGCAAACAGTGATACTACATT HPV31 Sonda específica 55ºC 

AG111 † F-CCAAAAGCCCAAGGAAGATC HPV31 Sonda específica 55ºC 

MYB16 †† F-CACACAAGTAACTAGTGACAG HPV33 Sonda específica 55ºC 

MYB64 †† F-AAAAACAGTACCTCCAAAGGA HPV33 Sonda específica 55ºC 

MYB115 †† F-CTGCTGTGTCTTCTAGTGACAG HPV35 Sonda específica 55ºC 

MYB117 †† F-GCACCAAAACCTAAAGATGAT HPV35 Sonda específica 55ºC 

MYB89 †† F-TAGAGTCTTCCATACCTTCTAC HPV39 Sonda específica 40ºC 

EB39 ** F-CCTACAGTCTGCAGCCATTA HPV39 Sonda específica 40ºC 

MYB69 †† F-ATACTACACCTCCAGAAAAGC HPV45 Sonda específica 40ºC 

MYB129_RC 

†† 
F-CTCTACACAAAATCCTGTGC HPV45 Sonda específica 40ºC 

BC_51* F-CACTGCCACTGCTGCGGTTTC HPV51 Sonda específica 40°C 

MYB81 †† F-CACTTCTACTGCTATAACTTGT HPV52 Sonda específica 40ºC 

MYB197 †† F-GCACAGCTATAACATGTCAACG HPV56 Sonda específica 40ºC 

CHG56 * F-GCTAACCTACTGGAGGACTGG HPV56 Sonda específica 40ºC 

CHG58 † F-GCACTGAAGTAACTAAGGAAGGTA HPV58 Sonda específica 40ºC 

MYB179 †† 
F- 

GACATTATGCACTGAAGTAACTAAG 
HPV58 Sonda específica 40ºC 

MY162 ††† F-CCTAATGWATACACACCTACCA HPV59 Sonda específica 40°C 

MYB83 †† F-ATTAATGCAGCTAAAAGCACATT HPV66 Sonda específica 40ºC 

MYB194 †† F-CTACTACTGAATCAGCTGTACC HPV68 Sonda específica 40ºC 

MYB191 †† F- CATACCGCTATCTGCAATCAG HPV68 Sonda específica 40ºC 

GPX 
F-

CTGTKGTWGATACYACWCGCAGTAC 
HPV Sonda genérica 40ºC 

F: Fluoresceína; w:a/t; y:c/t; m:a/c; r:a/g; v:a/c/g; h:a/c/t; d:a/g/t. 

* Sonda diseñada en el trabajo de tesis del Dr. Diego Chouhy. 

** Sonda diseñada en este trabajo 

† Sonda diseñada previamente Chouhy y cols. [168]. 

†† Sondas diseñados previamente por otros Manos y cols. [165]. 

††† Sondas diseñados previamente por otros Hildesheim y cols. [169] 
 

 

3.3.1.1.1 Soluciones utilizadas para la detección colorimétrica en microplacas.  

 

Solución de hibridación (5X SSC):  

NaCl     0,75 M 

Citrato de sodio   0,075 M 
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Diluyente de anticuerpo: 

Tris-HCl pH 7,6   100 mM 

NaCl     150 mM 

 

Solución de lavado (20X): 

2X SSC 

Polivinilpirrolidona   2% 

Tween 20    0,2% 

 

 

3.3.1.2. Sistema de amplificación CUT 

La amplificación de HPV con sistema CUT [138] se llevó a cabo mediante la técnica de “Hanging-

droplet” PCR o PCR de la “gota colgante” [170], y es una variación de la PCR anidada que no 

requiere la apertura del tubo entre la primera y segunda ronda de amplificación (Figura 13). La 

técnica de “PCR de la gota colgante” consiste en la preparación de dos mezclas de reacción (MIX I 

y MIX II). La MIX I se agrega en el fondo del tubo de PCR junto con la muestra y una gota de 

aceite mineral, mientras que la MIX II se agrega a la tapa del tubo. Ambas mezclas de reacción 

contienen todos los reactivos necesarios para la amplificación de forma que una vez cerrado el tubo 

no se vuelve a abrir en la segunda ronda de amplificación. La primera ronda de amplificación se 

realiza sin calentar la tapa del termociclador para evitar la evaporización de la MIX II, mientras el 

aceite mineral evita la evaporación de la MIX I. Luego de la primera ronda de amplificación, el 

tubo de PCR se centrifuga 1 minuto a 12.000 rpm para poner en contacto la MIX II con la primera 

reacción y el conjunto es sometido a la segunda ronda de amplificación.  

La primera mezcla de reacción (20 µl de MIX I) se agregó en el tubo y se cubrió con una gota de 

aceite mineral. Luego de la adición de 5 µl de muestra, la mezcla alcanzó un volumen final de 25 µl 

conteniendo 200 µM de cada dNTP; 0,06 µM CUT1Fw; 0,0133 µM CUT1AFw; 0,0133 µM 

CUT1BFw; 0,0133 µM CUT1CFw; 0,1 µM CUT1BRv (ver Tabla 3); 1 U Taq ADN polimerasa; 

buffer 1,5X (Tris-HCl 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH4)2SO4; 0,015% Tween20); y MgCl2 3,5 mM. 

Antes de cerrar el tubo se agregó una gota de 25 µl de MIX II [400 µM de cada dNTP; 0,42 µM 

CUT1Fw; 0,06 µM CUT1AFw; 0,06 µM CUT1BFw; 0,06 µM CUT1CFw; 0,6 µM CUT1BRv; 2,5 

U Taq ADN polimerasa; buffer 1,5X (Tris-HCl 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH4)2SO4; 0,015% 

Tween20); MgCl2 3,5 mM] en la tapa del tubo. Se utilizó un programa de ciclado sin calentar la 

tapa del termociclador utilizando el siguiente perfil térmico: desnaturalización inicial (2 min a 

94°C), seguida por 20 ciclos de amplificación (30 s a 94°C, 2 s a 60°C, seguido de una rampa de 

0,2ºC/s hasta 55ºC, 10 s a 55ºC y 40 s a 72°C) y síntesis final (5 min a 72°C). Luego de la primera 

ronda de amplificación, la “gota colgante” se incorporó a la mezcla de reacción (volumen final: 50 

µl) mediante 1 min de centrifugación a 12.000 rpm. Luego se realizó el segundo perfil térmico: 
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desnaturalización inicial (2 min a 94°C), seguida por 40 ciclos de amplificación (30 s a 94°C, 2 s a 

60°C, seguido de una rampa de 0,2ºC/s hasta 52ºC, 10 s a 52ºC y 40 s a 72°C) y síntesis final (5 min 

a 72°C). 

Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 2% y tinción 

con solución de bromuro de etidio. Aquellos productos que resultaron en bandas del tamaño 

esperado (390 pb aproximadamente) fueron secuenciados por un servicio especializado (Macrogen, 

EE.UU.).  

 

3.3.2. Estrategias para el tamizaje de HPV en piel. 

La detección e identificación de HPV en muestras de piel se llevó a cabo con 2 estrategias de 

amplificación molecular: y el sistema de amplificación CUT (ver sección 3.3.1.2.) [138] y el 

sistema de amplificación FAP [133], considerado de referencia para la amplificación de HPV 

cutaneotrópicos. 

 

3.3.2.1. Sistema de amplificación FAP 

Se utilizó el sistema de amplificación desarrollado por Forslund [133] con los cebadores externos 

FAP59/FAP64 y los cebadores internos FAP6085F/FAP6319R (ver Tabla 4), y la técnica de la 

“gota colgante” como estrategia de amplificación [170], ya descripta para el sistema CUT (Figura 

13, Sección 3.3.1.2). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: la primera 

amplificación se realizó utilizando la siguiente mezcla de reacción: 200 µM dNTP; 0,1 µM FAP59; 

0,1 µM FAP64; 0,625 U Taq ADN polimerasa; buffer 1X (Tris-HCl 112,5 mM pH 8,8; 30 mM 

(NH4)2SO4; 0,015% Tween20); MgCl2 3,5 mM; BSA 0,2%), con un perfil térmico de 

desnaturalización inicial (2 min a 94°C), seguida por 20 ciclos de amplificación (30 s a 94°C, 2 s a 

60°C, seguido de una rampa de -0,2ºC/s hasta 50ºC, 10 s a 50ºC y 40 s a 72°C) y síntesis final (5 

min a 72°C). En la segunda reacción de amplificación se utilizó la siguiente mezcla de reacción: 

200 µM dNTP; 1 µM FAP6085; 1 µM FAP6319; 1,25 U Taq ADN polimerasa; buffer 1X [Tris-

HCl 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH4)2SO4; 0,015% Tween20]; MgCl2 3,5 mM; BSA 0,2%, con un 

perfil térmico de desnaturalización inicial (2 min a 94°C), seguida por 40 ciclos de amplificación 

(30 s a 94°C, 2 s a 60°C, seguido de una rampa de -0,2ºC/s hasta 50ºC, 10 s a 50ºC y 40 s a 72°C) y 

síntesis final (5 min a 72°C).  

Al igual que para el sistema CUT, se analizaron los productos amplificados con geles de agarosa al 

2% y debido a que los cebadores FAP están diseñados para una amplificación por PCR anidada 

convencional, los tamaños de las bandas de amplificación específica de HPV fueron: 235 pb 

(fragmento nested), 340 pb (fragmento hemi-nested) y 480 pb (fragmento externo). Los productos 
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que resultaron en alguna de estas bandas se secuenciaron en un servicio especializado (Macrogen, 

EE.UU.).  

Tanto para el sistema CUT como para el FAP, aquellos amplicones que presentaron cromatogramas 

con secuencias solapadas fueron “marcados” como posibles infecciones múltiples. En estos casos 

los productos de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Argentina). Los 

clones con el inserto correspondiente fueron identificados mediante PCR de colonia utilizando los 

cebadores M13Fw/Rv (Sección 3.2.3.). Los productos de PCR y/o plásmidos fueron purificados y 

secuenciados a través de un servicio especializado (Macrogen, EE.UU.). 

 

 

Figura 13: Representación esquemática de los sistemas de amplificación CUT y FAP basados en la estrategia 

de PCR de la “gota colgante”  

 

 

3.3.2.2. PCR altamente sensible para fragmentos largos: Caracterización de nuevos tipos de 

HPV 

Para la identificación y caracterización de los genoma completos de los nuevos tipos putativos de 

HPV identificados se utilizó una técnica ultrasensible denominada “PCR altamente sensible para 

fragmentos largos” [35] que fue desarrollada en nuestro laboratorio y es aplicable a genomas 

circulares como el de los PV. Esta técnica permite la amplificación de fragmentos largos de ADN 

con mayor eficiencia que las técnicas convencionales para tal fin. La misma fue optimizada en 

1º RONDA DE 
AMPLIFICACIÓN

20 CICLOS

CENTRIFUGACION

MIX II

40 CICLOS

MIX I + 
MUESTRA

MIX I + MIX 
II +  

MUESTRA

2º RONDA DE 
AMPLIFICACIÓN

ALFA, BETA, GAMA-PV

HANGING-DROPLET PCR: SISTEMAS DE CEBADORES FAP Y CUT
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formato de PCR de “gota colgante” para aumentar su sensibilidad (Figura 13). Por medio de esta 

técnica se buscó amplificar dos fragmentos solapantes de alrededor de 4 kpb correspondientes a las 

mitades genómicas de los tipos putativos de HPV que se desean caracterizar mediante el uso de 

cebadores genéricos o específicos que hibridan en las regiones L1 y E1 (Figura 14). 

 

Figura 14: Estrategia de “PCR altamente sensible para fragmentos largos” 

 

 

Para la identificación del genoma completo de los nuevos tipos putativos de HPV. Se utilizó la 

enzima Expand Long Range dNTPack (Roche, Argentina) que permite la amplificación de 

fragmentos largos (hasta 20 kpb) con alta eficiencia. 

Las condiciones de la PCR de “gota colgante” para lograr la amplificación de fragmentos de 

alrededor de 4 kbp fueron las siguientes: MIX I: 500 µM de cada dNTP, 0.5 µM de cada cebador 

sentido y anti-sentido según corresponda (Tabla 4), 1X solución tapón con MgCl2 y 2 U de Expand 

Long Range; MIX II: 600 µM de cada dNTP, 1.2 µM de cada cebador sentido y  anti-sentido según 

corresponda (Tabla 2), 1X solución tapón con MgCl2, 0.25 mM de MgCl2 y 4 U Expand Long 

Range. Cada una de las reacciones tenía un volumen final de 25 µl utilizando 1 µl de muestra.  

El perfil térmico empleado para la amplificación de las mitades genómicas fue el siguiente: 2 min a 

92ºC seguido de 15 s a 92ºC, 40 s de hibridación a 50°, 52º o 55°C y 5 min de elongación a 68ºC (1 

min cada 1.000 pb). Los tiempos de elongación se aumentaron en cada ciclo entre 10-20 s hasta 

completar los 25 ciclos en la primera reacción y los 45 ciclos en la segunda.  

Los productos de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-Easy (Promega) o TOPO XL 

(Invitrogen). Los clones con el inserto correspondiente fueron identificados mediante amplificación 
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por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv (Sección 3.2.3.). Los productos de PCR y/o 

plásmidos fueron purificados y secuenciados a través de un servicio especializado (Macrogen, 

EE.UU.).  

 

3.3.2.2.1. Diseño de cebadores para la “PCR altamente sensible para fragmentos largos”. 

Los cebadores utilizados en este trabajo para la caracterización de las mitades genómicas de los 

tipos putativos de HPV de interés se listan en la Tabla 3. 

Utilizando el programa Mega 5 se realizó el apilamiento de las secuencias nucleotídicas de los tipos 

de referencia pertenecientes a los géneros Beta PV y Gama-PV disponibles en el banco de datos 

provisto por el “National Center for Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Sucesivamente, se diseñaron distintos cebadores genéricos para hibridar en las regiones L1 y E1, 

seleccionando aquéllos que presentaban el menor número de bases desapareadas con respecto a 

el/los tipo/s de referencia que estaban más filogenéticamente relacionados con el/los tipo/s putativos 

cuyo/s genoma/s se quería caracterizar completamente. Brevemente, los cebadores genéricos 

seleccionados mediante este análisis para los tipos putativos presentados en este trabajo fueron: 

E1γ2-Fw para la región E1 de Gama PV, FAP64-Rv y FAP6085-Fw, para la región L1 de Gama 

PV, E1β2-Rv para la región E1 de Beta PV y FAP6085-Fw para la región L1 de Beta PV (Tabla 4). 

Por otro lado, el diseño y la selección de los cebadores específicos se realizaron con el programa 

Primer Select.  

 

3.4 Análisis de secuencias y filogenia.  

3.4.1. Análisis de secuencias y filogenia de HPV amplificados con los sistemas CUT y FAP. 

Las secuencias derivadas de la amplificación con los sistemas CUT y FAP fueron comparadas con 

las secuencias de HPV disponibles en la base de datos de GenBank utilizando la herramienta Blastn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). El análisis de las relaciones filogenéticas de las secuencias 

identificadas fue realizado teniendo en cuenta la clasificación taxonómica propuesta por de Villiers 

[18]. En base a esto, las variantes deben presentar variaciones nucleotídicas en el gen L1 menores al 

100% pero mayores al 98% con el tipo más relacionado, los subtipos deben presentar una identidad 

nucleotídica menor al 98% y mayor al 90% con el tipo más relacionado, y un nuevo tipo de HPV es 

aquel que presenta identidad nucleotídica en el gen L1 menor al 90% con los tipos previamente 

identificados. Además, las especies dentro de un mismo género comparten entre el 60% y el 70%.  

Respecto a los HPV mucosotrópicos, se consideraron HPV BR o AR de acuerdo a su relación 

filogenética [18,105]. En base a esto, los tipos 16, 18, 26, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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59, 66, 68 fueron considerados tipos AR mientras que los tipos 6, 11, 13, 43, 61, 62, 74, 78, 81, 83, 

86, 87, 89 y 91 fueron considerados tipos BR. 

 

3.4.2. Análisis de secuencias y filogenia de nuevos tipos de HPV caracterizados con el sistema 

“PCR altamente sensible para fragmentos largos”  

Los plásmidos conteniendo fragmentos de alrededor de 4 kbp generados con la herramienta “PCR 

altamente sensible para fragmentos largos” y que pertenecían a una mitad genómica de un nuevo 

tipo de HPV (ver sección 3.3.2.2) se secuenciaron en un servicio especializado (University of 

Maine) utilizando la estrategia de “primer walking”. El ensamblado y análisis de las secuencias 

generadas fue realizado con el programa Mega 6 [171]. Los marcos de lectura abierta de los tipos 

nuevos de HPV fueron determinados utilizando la función de búsqueda de ORF del programa 

SnapGene 1.1.3 (GSL Biotech LLC). 

Los análisis filogenéticos se realizaron alineando las secuencias del gen L1 de los tipos nuevos de 

HPV con las secuencias de HPV disponibles en http://www.hpvcenter.se/ y 

http://pave.niaid.nih.gov/ utilizando el algoritmo ClustalW del programa Mega 6 [171]. Utilizando 

el programa JModelTest v2 [172] se determinó que el mejor modelo evolutivo de sustitución 

nucleotídica para los alineamientos era el GTR+I+G. Dicho alineamiento fue utilizado para inferir 

las relaciones filogenéticas de los virus mediante metodología Bayesiana utilizando el paquete 

Beast 1.7.5 [173]. Para ello, se realizaron corridas de cadenas Marco-Monte Carlo (MCMC) durante 

107 generaciones, muestreando cada 1000 generaciones y descartando un 10% de las mismas. La 

convergencia estadística de las MCMC fue evaluada calculando el número efectivo de muestras 

utilizando el programa TRACER v1.4 (disponible en http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). El árbol más 

probable entre todos los posibles árboles generados por Beast fue estimado utilizando el programa 

TreeAnnotator disponible en el paquete Beast.  

 

3.4.3. Análisis de recombinación en tipos de HPV del género Gama PV.  

La base de datos utilizada para explorar las relaciones filogenéticas de un nuevo tipo de Gama PV 

caracterizado en este trabajo, el HPV205, incluyó 71 tipos de referencia del género Gama-PV 

previamente caracterizados. Entre ellos, 62 tipos estaban oficialmente reconocidos por el Centro de 

Referencia Internacional de Papilomavirus Humano y sus secuencias se encontraban disponibles en 

http://www.hpvcenter.se/. Por otro lado, los 9 virus restantes correspondían a tipos identificados por 

metagenómica cuyas secuencias se encontraban disponibles en http://pave.niaid.nih.gov/. 

Debido al alineamiento ambiguo de las regiones no codificantes y por las grandes distancias 

evolutivas de las regiones E6-E7 [174], solamente se utilizaron los genes E1, E2, L2 y L1 de todos 

http://www.hpvcenter.se/
http://pave.niaid.nih.gov/
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer
http://www.hpvcenter.se/
http://pave.niaid.nih.gov/
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los virus incluidos en la base de datos, de acuerdo a lo reportado previamente por otros 

[19,151,175]. Se realizaron alineamientos múltiples de las secuencias para cada uno de los genes 

utilizando el programa CLUSTAL W [176] de acuerdo a sus secuencias de aminoácidos (BLOSUM 

protein weight matrix) para preservar la homología de los codones.  

Los potenciales eventos de recombinación, las secuencias parentales y la localización de los puntos 

de quiebre fueron realizados en cada uno de los genes por separado y en combinaciones de los 

mismos a medida que se incrementaba su número, es decir: i) E1, ii) E2, iii) L2, iv) L1, v) E1-E2, 

vi) E1-E2-L1, vii) E1-E2-L2 y viii) E1-E2-L2-L1. Los análisis de recombinación se realizaron 

utilizando el programa RDP 4.1 [177], y los algoritmos incluídos en el: GENECONV [178], 

BootScan [179] MaxChi [180], CHIMAERA [181], SIScan [182], y 3Seq [183]. Los valores de p < 

0,05 fueron considerados como estadísticamente significativos. Todos los demás parámetros no 

fueron modificados y se utilizaron los valores preestablecidos por el programa.  

Un evento de recombinación fue considerado como tal cuando fue estadísticamente significativo 

para al menos 4 programas incluidos en el RDP 4.1 (criterio de inclusión). Para confirmar la 

presencia de los eventos de recombinación detectados por el programa RDP 4.1, se realizaron 

análisis de incongruencia de árboles filogenéticos obtenidos con metodología Bayesiana, como 

descripto previamente (ver Sección 3.4.2).  

 

3.5. Plásmidos 

Los plásmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 6. 

 

3.6. Condiciones y medios de cultivo.  

3.6.1. Medios de cultivo para células bacterianas.  

El medio utilizado para el cultivo y mantenimiento de las cepas bacterianas fue Luria Bertani (LB) 

[184], cuya composición es: Peptona de caseína 10 g/l; Extracto de levadura 5 g/l; NaCl 5 g/l. 

Cuando fue necesario se utilizó ampicilina a una concentración final de 100 µg/ml. 

Los cultivos de E. coli se crecieron en medio LB a 37ºC con agitación, en presencia de ampicilina. 

En medios sólidos (con el agregado de agar 1,8%) se cultivaron en estufa a 37ºC. 

 

3.7. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos.  

3.7.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.  

La técnica se llevó a cabo según las indicaciones de Sambrook [184]. Se emplearon concentraciones 

de agarosa variables, entre 1-2%, según el tamaño de las moléculas de ADN que se deseaba separar. 

Los geles se prepararon en solución tampón TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0). Las 
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corridas electroforéticas se realizaron en el mismo tampón a una intensidad de corriente de 80-90 

mA.  

Previo a la siembra, las muestras se mezclaron en una proporción 4:1 con una solución que contenía 

0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilenecianol, 30% de glicerol y agua estéril. Como 

marcador de peso molecular se empleó la escalera ADN 100 pb o 1 Kb (Productos Bio-Lógicos, 

Universidad de Quilmes, Argentina). Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles fueron 

teñidos con solución de Bromuro de Etidio (0,5 µg/ml) y observados en transiluminador de luz UV 

(300 nm). Los geles fueron digitalizados utilizando una cámara digital Kodak, modelo EKB 9040.  

 

Tabla 6: Plásmidos utilizados en este trabajo 

Plásmido Genotipo 
Referencia u 

orígen 

p-GEM-T-Easy 

Vector 

Ori (ColE1) Amp r Promega (EE.UU) 

p-TOPO XL Ori (ColE1) Kana r Invitrogen 

(EE.UU) 

pHPV6 pBr322 conteniendo el genoma entero de HPV6 donado por 

Dr.Venuti 

pHPV10  pUC19 conteniendo el genoma entero de HPV10 donado por 

Dr.Venuti 

pHPV11 pBr322 conteniendo el genoma entero de HPV11 donado por 

Dr.Venuti 

pW12 pBR322 conteniendo el genoma entero de HPV16. colección 

laboratorio 

pHPV18  pBR322 conteniendo el genoma completo de HPV18 donado por 

Dr.Venuti 

pHPV20 pBR322 conteniendo el genoma entero de HPV20 donado por Dra. 

de Villiers 

pHPV26  p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV26 

colección 

laboratorio 

pHPV31  p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV31. 

colección 

laboratorio 

pHPV33  pBr conteniendo el genoma entero de HPV33 donado por 

Dr.Venuti  

pHPV35  pBr322 conteniendo un fragmento de 3750pb de HPV35 donado por 

Dr.Venuti  

pHPV39  p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV39 

colección 

laboratorio 

pHPV45 pGEM4 conteniendo el genoma entero de HPV45  donado por Dra. 

de Villiers 

pHPV51  pUC13 conteniendo el genoma entero de HPV51  donado por Dra. 

de Villiers 

pHPV52  pUC19 conteniendo el genoma entero de HPV51  donado por Dr. 

Lancaster 

pHPV56  pT713 conteniendo un fragmento de 5100 pb de HPV56 donado por 

Dr.Venuti  

pHPV58  p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV58 

colección 

laboratorio 

pHPV59 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV59 

colección 

laboratorio 

pHPV68  p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 

amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV68 

colección 

laboratorio 
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3.7.2. Purificación de productos de PCR y ADN plasmídico.  

La purificación de productos de PCR se realizó con los equipos comerciales NucleoSpin Extract II 

(Macherey-Nagel, Alemania) y High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Alemania). Para la 

preparación de ADN plasmídico se utilizaron los siguientes equipos comerciales: NucleoSpin 

Plasmid (Macherey-Nagel, Alemania) y High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Alemania). En 

cada caso se siguieron las instrucciones del proveedor. El ADN plasmídico se resuspendió en H2O 

destilada estéril y se conservó a –20ºC hasta su utilización. 

 

3.7.3. Purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa.  

Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, los productos de PCR o las muestras de 

ADN digeridas con enzimas de restricción se separaron por electroforesis en geles de agarosa en las 

condiciones señaladas anteriormente. La zona del gel conteniendo el fragmento de ADN de interés 

se extrajo por corte con bisturí estéril y el ADN se purificó según el procedimiento planteado en el 

equipo comercial NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel, Alemania) y Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega, EE.UU).  

 

3.7.4. Estimación de la concentración de ADN.  

La cuantificación del ADN obtenido a partir de las preparaciones de ADN plasmídico se realizó por 

medidas espectrofotométricas a 260 nm y se calculó la concentración según el valor leído, teniendo 

en cuenta que 1 unidad de absorbancia (Abs.) a 260 nm corresponde a 50 μg/ml de ADN doble 

hebra. Para esto se utilizó una dilución adecuada del plásmido.  

 

3.7.5. Clonado.  

Se clonaron todos los productos de PCR provenientes de la amplificación con los cebadores CUT o 

FAP que indicaban tipos múltiples de HPV por presentar cromatogramas con picos solapados en el 

secuenciamiento directo del amplicón. Además, se clonaron todos los productos de PCR de 

fragmentos largos (4.000 pb aproximadamente) amplificados con la enzima Expand Long Range 

dNTPack (Roche, Buenos Aires, Argentina).  

Cada uno de los productos de PCR fue ligado en el vector pGEM-T-Easy (Promega, EE.UU.). Con 

el producto de ligación correspondiente se transformaron bacterias E.coli DH5α y se seleccionaron 

colonias blancas en medio LB-Ampicilina conteniendo IPTG y X-Gal.  

Por otro lado, una de las mitades genómicas de 2 de los tipos de HPV caracterizados en este trabajo 

(HPV EP02 y HPV EP03) fueron clonadas utilizando el kit TOPO XL PCR Cloning Kit y se 
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transformaron bacterias E.coli One Shot TOP10 Chemically Competent (Invitrogen, EE.UU). Las 

bacterias transformadas químicamente según indicaciones del proveedor se seleccionaron en medio 

LB-Kanamicina. El clonado de estos dos virus fue realizado en el Laboratorio de Microbiología 

Molecular y diagnóstico de Hepatitis y HIV/AIDS (HIV) del Instituto de Biología e Inmunología de 

la Universidad de Liubliana (Eslovenia).  

 

3.7.5.1. Ligación de moléculas de ADN.  

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo en tampón 2X para la ADN ligasa, 1 U de la enzima 

ADN ligasa del bacteriófago T4 y el vector pGEM®-T-Easy (Promega, EE.UU.). Se utilizó una 

relación molar de ADN inserto:vector de 10:1, en un volumen final de 10 µl. La mezcla de ligación 

se incubó a temperatura ambiente durante 14-16 hs.  

Las reacciones de ligación en las que se utilizó el vector TOPO XL (Invitrogen, EE.UU.), se 

realizaron en un volumen final de 6 μl usando 4 µl del producto de PCR purificado (inserto), 1 µl 

del vector y luego de incubar durante 30 min a temperatura ambiente, se agregó 1 µl de solución 6X 

de inhibición de la reacción.  

 

3.7.5.2. Transformación de células E. coli por electroporación.  

-Inducción del estado de competencia.  

Las células a transformar (bacterias E.coli DH5α) fueron crecidas en medio LB con agitación 

permanente a 37ºC hasta fase estacionaria. Se inocularon 500 ml de medio LB fresco con 5 ml del 

cultivo saturado y se creció a la misma temperatura hasta DO630 = 0,5-1. Dicho cultivo se enfrió en 

hielo durante 20 min y se centrifugó a 4°C durante 10 min a 6.500 rpm en la centrífuga Avanti J-25 

(Beckman Coulter, EE.UU.). El sedimento celular obtenido se lavó 3 veces con 1 volumen de H2O 

destilada estéril fría y 1 vez con 10 ml de glicerol 10% (v/v). Finalmente, el sedimento celular se 

resuspendió en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y se realizaron alícuotas en tubos estériles que fueron 

guardados a -70°C hasta el momento de su uso.  

- Transformación de células competentes con ADN plasmídico.  

Trabajando a 0ºC, alícuotas de 40 µl de células competentes, obtenidas como se detalló 

anteriormente, se colocaron en un celda de electroporación, se agregaron 1-5 μl del plásmido y se 

electroporaron utilizando un voltaje de 2.3 kV (BioRAD E. coli pulser, EE.UU.). Luego se agregó 1 

ml de medio LB sin antibiótico y se incubó 1 h a 37°C con agitación constante. Por último, las 

células se centrifugaron 5 min a 6.000 rpm y se sembraron 100 µl con espátula de Drigalsky en 

placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con ampicilina o kanamicina, según 
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corresponda, en concentración adecuada para seleccionar las bacterias transformadas. Las células se 

incubaron a 37°C durante una noche. 

 

3.7.5.3. Transformación química de células E. coli TOP10 (Invitrogen, EE.UU).  

Se agregaron 2 μl de la reacción de ligación con el vector TOPO XL (Invitrogen, EE.UU) en un 

tubo de células E. coli TOP10, y se mezcló vigorosamente. Luego de 30 min en hielo se realizó un 

shock térmico a 42°C por 30 seg e inmediatamente se transfirieron los tubos a hielo por 2 min. 

Luego se agregó 250 µl de medio S.O.C (Invitrogen, EE.UU) sin antibiótico y se incubó 1 h a 37°C 

con agitación constante. Se sembraron 50–150 μl con espátula de Drigalsky en placas de Petri 

conteniendo LB-agar suplementado con kanamicina en concentración adecuada para seleccionar las 

bacterias transformadas. Las células se incubaron a 37°C durante una noche. 

 

3.8. Análisis Estadístico 

En  el  análisis  de  muestras  cervicales  para  investigar  la  distribución  de  HPV mucosotrópicos, 

se  analizó  la  asociación  entre  la  presencia  de  infección  por  HPV  y características 

demográficas-culturales: edad y número de partos aplicando el test de Scores, tabaquismo y 

contacto con mucosa aplicando el test basado en la variable Chi-cuadrado, por último método 

anticonceptivo más usado, infecciones de transmisión sexual, infección por HIV-1 y enfermedad 

cervical (determinada por el resultado del Pap) aplicando el test de Fisher.  La conducta sexual fue  

analizada  mediante la variable edad de inicio de relaciones sexuales que fue analizada aplicando el 

test basado en la variable Chi-Cuadrado. 

En el estudio de muestras cutáneas, las prevalencias obtenidas en cada estación climática fueron 

comparadas a través de la estadística Q de Cochran. El análisis del grado de asociación según el 

estado de infección por HPV cutáneos se realizó comparando variables demográficas (edad y 

género) y de comportamiento (horas de exposición a UV/semana y uso de protector solar). La edad 

se analizó aplicando los test de Mann Whitney y Kruskal-Wallis mientras que el género aplicando 

el test basado en la variable Chi-cuadrado. La variable horas de exposición al sol/semana se analizó 

aplicando los test de Mann Whitney y Kruskal-Wallis mientras que el uso de protector solar 

aplicando el test de Correlaciones exacto y el test de Scores. 

La asociación del resultado general con las variables fue estudiada además mediante una regresión 

logística multivariada y una regresión logística multivariada con respuesta politómica ordinal 

(modelo de odds proporcionales).  

En todos los análisis, un valor de p < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 



 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

4. Resultados 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I 

Epidemiología de la infección  

por HPV en cérvix de mujeres 

con diagnóstico de patología 

cervical 

 
  



 Resultados-Capítulo I 

 
51 

4.I. Consideraciones generales.  

Conocer y caracterizar los HPV presentes en las infecciones persistentes de cérvix previamente a la 

vacunación masiva es una información relevante para poder evaluar a futuro el eventual reemplazo 

de tipos post-vacunación. Para ello es necesario disponer de herramientas moleculares que aseguren 

el diagnóstico de la infección y el tipo involucrado de manera certera y precisa.  

A continuación se describen las pruebas realizadas para mejorar la competencia del ensayo 

L1HPVPCR en el análisis y la tipificación de HPV mucosotrópicos (sección 4.I.1), y su aplicación, 

junto al sistema de cebadores CUT, para conocer la epidemiologia de la infección por HPV en 

cérvix en un grupo de mujeres no vacunadas con diagnóstico y/o antecedentes de patología cervical 

del sur de la provincia de Santa Fe (sección 4.I.2). 

 

4.I.1. Análisis de la competencia del sistema L1HPVPCR para detectar 15 tipos de HPV 

mucosotrópicos.  

El sistema L1HPVPCR versión 16.4 (Figura 12, Sección 3.3.1.1) en muestras clínicas ha permitido 

identificar un amplio rango de genotipos de HPV en mucosa cervical en estudios de prevalencia de 

mujeres sin lesiones cervicales que asistieron a diferentes hospitales públicos de la provincia de 

Santa Fe y C.A.B.A. por control ginecológico de rutina [99].  

Para controlar la calidad de los resultados arrojados por el sistema L1HPVPCR, nuestro laboratorio 

viene participando como laboratorio externo en los estudios de competencia organizados por la 

HPV Labnet (Proficiency Studies of HPV DNA Typing; años 2008, 2010, 2011, 2013, 2014) de la 

OMS. Uno de los objetivos de este programa es determinar la competencia y la sensibilidad de los 

métodos de genotipificación de HPV utilizados en distintos laboratorios del mundo para avanzar en 

la vigilancia de los programas de vacunación para HPV a través de la estandarización de los 

laboratorios y del control de calidad de los métodos de detección de HPV 

(http://www.who.int/biologicals/vaccines/hpv/en/index.html). Para alcanzar ese objetivo, los 

laboratorios participantes en los estudios de competencia reciben un panel de 43 muestras 

incógnitas que contienen plásmidos purificados de 16 tipos mucosotrópicos de HPV (2 tipos BR: 

HPV6, HPV11; 14 tipos AR: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, 

HPV52, HPV59, HPV56, HPV58, HPV66, HPV68a y HPV68b) diluidos en 1 ng/μl de ADN de 

placenta humana y 3 muestras como controles de extracción de ADN. La HPV Labnet estableció 

que un método es competente o apto para la genotipificación de HPV si es capaz de detectar 50 

Unidades Internaciones (UI) de los tipos HPV16 y HPV18 en infecciones simples y múltiples, y 

500 equivalentes de genoma (GE) de los demás 14 tipos.  

http://www.who.int/biologicals/vaccines/hpv/en/index.html
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Luego de analizar los resultados obtenidos para todos los genotipos de HPV incluidos en el panel 

del estudio correspondiente al año 2011 (2011 Proficiency Study of HPV DNA Typing), observamos 

que la especificidad y sensibilidad del sistema L1HPVPCR versión 16.4 para amplificar y detectar 

los tipos HPV18 y HPV45 en bajo número de copias eran sub-óptimas. Si bien los cebadores 

utilizados en el ensayo L1HPVPCR contienen bases degeneradas que amplificarían los dos tipos de 

forma eficiente, los resultados obtenidos demostraron lo contrario. Teniendo en cuenta que HPV18 

y HPV45 son tipos AR altamente prevalentes en carcinomas cervicales, al igual que el HPV16, nos 

propusimos mejorar el desempeño del sistema L1HPVPCR versión 16.4 para la identificación de 

ambos tipos.  

 

4.I.1.1 Mejora en el desempeño del sistema L1HPVPCR para la identificación de los tipos 

HPV18 y HPV45.  

En primer lugar nos diseñamos cebadores específicos para los tipos HPV18 y HPV45 con el 

objetivo de combinarlos con los cebadores MY11/09: 3 cebadores para los tipos HPV18 y HPV45: 

2 cebadores sentido específicos para HPV18 (MY18Fw) o HPV45 (MY45Fw), y un cebador anti-

sentido genérico para ambos tipos (MY1845Rv) (Tabla 4). 

Los nuevos cebadores diseñados se sumaron a los existentes en el ensayo L1HPVPCR versión 16.4, 

modificación que, en esta tesis, dio lugar al ensayo denominado L1HPVPCR versión 16.4.1 para 

facilitar el análisis. A continuación se describen la optimización de las nuevas condiciones de 

amplificación.  

 

4.I.1.2. Sistema L1HPVPCR versión 16.4.1: Optimización de las condiciones de amplificación 

y detección con los nuevos cebadores específicos para HPV18 y HPV45.  

Con el objetivo de lograr una adecuada optimización de la reacción de amplificación se tomaron 

como referencia las condiciones previamente utilizadas en el ensayo L1HPVPCR con los cebadores 

genéricos MY11/MY09/GC09, como descripto previamente [168]. Sucesivamente, se fueron 

realizando variaciones graduales en las concentraciones de todos los cebadores en forma paulatina.  

Como controles positivos se utilizaron diluciones seriadas de plásmidos conteniendo el genoma 

completo de los tipos HPV16, HPV18 y HPV45 (105, 104, 103 y 102 copias/reacción) disponibles en 

el laboratorio (Tabla 5). La selección de condiciones se realizó en base a la intensidad de las bandas 

obtenidas luego de electroforesis en geles de agarosa. Sin embargo, en todas las pruebas se tuvo en 

cuenta que las mejoras en las amplificaciones de HPV18 y HPV45 no fueran en detrimento de la 

amplificación de HPV16, el tipo más frecuentemente encontrado en carcinomas cervicales.  
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Luego de numerosos experimentos ensayando distintas concentraciones para la mezcla de 

cebadores se lograron 2 condiciones que permitían la amplificación de los 3 tipos analizados. En la 

Figura 15 se resumen los resultados obtenidos con 2 mezclas de cebadores que arrojaron las bandas 

más intensas y la mayor sensibilidad en la amplificación de cada tipo en estudio. Como puede 

observarse, la mezcla de cebadores de la condición 2 permitió obtener productos amplificados 

visibles en gel de agarosa a partir de 1.000 copias/reacción para el HPV45 y de 100 copias/reacción 

para los tipos HPV16 y HPV18 por lo que fue la condición seleccionada (Figura 15, condición 2).  

 

Figura 15: L1HPVPCR versión 16.4.1: Optimización de la concentración de la mezcla de cebadores  

 
 

 

Una vez establecida la composición de la mezcla de cebadores para asegurar la amplificación de 

HPV18 y HPV45, era necesario verificar si la incorporación de los nuevos cebadores mejoraba el 

desempeño del ensayo para los requerimientos de competencia establecidos por el HPV Labnet. En 

base a esto, se procedió a evaluar la sensibilidad del ensayo L1HPVPCR 16.4.1 para detectar los 

tipos en estudio en bajo número de copias en comparación al ensayo original (L1HPVPCR 16.4). 

Para ello se amplificaron en forma independiente distintas cantidades de los plásmidos conteniendo 

los genomas de HPV16, HPV18 y HPV45 derivados del panel HPV Labnet (año 2011) en las 

condiciones de cada versión del ensayo L1HPVPCR y los productos amplificados correspondientes 

se detectaron mediante revelado colorimétrico en formato EIA con sondas específicas, como 

descripto [99]. Los valores de corte se calcularon como 4 veces el promedio de los valores de 

absorbancia obtenidos en los CN con la sonda específica correspondiente, como definido 

previamente [168]. Por lo tanto, una muestra se consideró positiva para un dado tipo de HPV si su 

valor de absorbancia era mayor que este valor de corte. En la Tabla 7 se muestran los valores de 

absorbancia obtenidos para cada una de las muestras y los controles correspondientes.  
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Tabla 7: Análisis de la sensibilidad del sistema L1HPVPCR: versión 16.4 Vs. 16.4.1  

 

Muestras 

Analizadas * 

 

Sonda 

Específica 

L1HPVPCR (Absorbancias)** 

16.4  16.4.1 

CR 

HPV16 

0,054 0,057 

CN 0,06 0,123 

valor de corte 0,24 0,492 

HPV16 (50 UI) 0,622 1,002 

HPV16 (500 UI) 0,501 0,770 

CR 

HPV18 

0,071 0,082 

CN 0,092 0,088 

valor de corte 0,368 0,352 

HPV18 (50 UI) 0,101 0,126 

HPV18 (500 UI) 0,099 0,420 

CR 

HPV45 

0,078 0,102 

CN 0,101 0,056 

valor de corte 0,404 0,224 

HPV45 (50 GE) 0,094 0,169 

HPV45 (500 GE) 0,107 0,736 

*  Las concentraciones indicadas se refieren a UI/reacción o GE/reacción. 

**  Los resultados positivos de acuerdo al valor de corte se muestran en negrita. 

 

Los resultados obtenidos en las dos versiones del ensayo L1HPVPCR para detección de HPV16 

(Tabla 7) indican que la incorporación de los cebadores específicos para HPV18 y HPV45 en la 

versión 16.4.1 no afectó la sensibilidad en su detección, ya que 50 y 500 UI/reacción de HPV16 

fueron positivas en ambas condiciones. En contraste, la detección de HPV18 y HPV45 solo fue 

posible en la versión 16.4.1, confirmando que las modificaciones realizadas mejoraron el 

desempeño del ensayo L1HPVPCR para identificar estos genotipos. No obstante, el límite de 

detección obtenido para HPV18 y HPV45 fue de 500 UI o GE/reacción. El hecho de que el sistema 

no fue capaz de detectar 50 UI/reacción del HPV18 podría deberse a la caída del título del plásmido 

en el tiempo, ya que como dijimos, las muestras provenían del panel de 2011. Teniendo en cuenta 

esto, decidimos evaluar el desempeño del L1HPVPCR versión 16.4.1 en los sucesivos estudios de 

competencia realizados por la HPV Labnet.  

Como mencionado al inicio de la Sección, un método es considerado competente en tipificación 

para HPV si es capaz de detectar 50 IU/5 µl de los tipos HPV16 y HPV18 y 500 GE/5 µl de los 

otros tipos incluidos en los paneles, tanto en muestras que mimetizan infecciones únicas o 

múltiples. Además la especificidad de los tipos reportados debe ser mayor a 97% (no más de un 

falso positivo). Los resultados de los análisis de los paneles correspondientes a los estudios de los 

años 2013 y 2014 realizados en nuestro laboratorio demostraron que el sistema L1HPVPCR 16.4.1 

es competente para la detección de los tipos HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 

66, y 68b. En el Anexo II se adjuntan los resultados obtenidos y la certificación oficial de la 

competencia del sistema L1HPVPCR16.4.1 por la WHO HPV LabNet.  
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4.I.2. Análisis de la prevalencia y persistencia de la infección de HPV en cérvix de mujeres no 

vacunadas con diagnóstico de patología cervical de la provincia de Santa Fe.  

Habiendo determinado la competencia del L1HPVPCR versión 16.4.1 para la tipificación específica 

y sensible de 15 tipos mucosotrópicos nos propusimos conocer la epidemiología de HPV en cérvix 

en un grupo de mujeres no vacunadas contra HPV y con diagnóstico de patología cervical de 

nuestra región. Como antes mencionado, esta información es fundamental para determinar a futuro 

el eventual reemplazo de tipos como consecuencia de la aplicación masiva de las vacunas 

preventivas contra la infección por HPV. Teniendo en cuenta esto, y a fin de conocer 

exhaustivamente la epidemiología de HPV, el diagnóstico de la infección y la tipificación viral se 

realizó en forma combinada con los resultados arrojados por el ensayo L1HPVPCR versión 16.4.1 y 

por el sistema CUT (ver Sección 3.3.1.2), herramienta con demostrada capacidad de amplificar 

HPV musosotrópicos [138]. A continuación se detallan las actividades llevadas adelante para 

determinar la prevalencia y persistencia de HPV en este grupo de mujeres. 

 

4.I.2.1 Descripción de la población y diseño experimental 

El protocolo de reclutamiento de las mujeres y los procedimientos efectuados están detallados en las 

Secciones 3.1.1 y 3.1.3. Todas las mujeres que participaron en el estudio dieron su consentimiento 

escrito e informado (Anexo I) y completaron un cuestionario sobre información demográfica, 

conducta sexual y co-factores relacionados con la infección por HPV (Anexo I). En cada una de las 

visitas las mujeres recibieron un exámen ginecológico completo, que incluía toma de muestra para 

el análisis citológico (Pap) y para el análisis de la presencia de ADN de HPV, colposcopía y toma 

de biopsia (en caso de ser necesarias).  

El protocolo de reclutamiento y de seguimiento se detalla en la Figura 16. Brevemente, se 

reclutaron 126 mujeres no vacunadas contra HPV (edad media: 28 años, rango etario: 14-53 años) 

que concurrieron al HEEP entre los años 2005-2010 por presentar Pap alterados o lesiones 

cervicales previas. Once mujeres fueron excluidas del estudio debido a que la muestra de ingreso al 

protocolo fue inadecuada para el análisis de HPV (negativa para la amplificación de β-globina) o 

porque la información provista en el cuestionario era incompleta. Por lo tanto, el grupo para el 

estudio de prevalencia estuvo constituido por 115 mujeres en total (Figura 16).  

Luego de la primera visita, 68 mujeres (edad media: 29 años, rango etario: 14-50 años) aceptaron 

participar en un estudio de longitudinal durante un período promedio de 24 meses (rango: 6-52 

meses) a fin de analizar la persistencia de la infección por HPV. De acuerdo con el protocolo de 

atención de los pacientes del Servicio de Ginecología del HEEP, tanto las mujeres con Pap alterados 

como las mujeres HIV positivas son citadas cada 6 meses hasta que el ginecólogo decida extender 
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este tiempo. Sin embargo, las visitas ginecológicas no fueron regulares en el lapso de tiempo 

estipulado para el estudio. De esta manera, el 34% (23/68) de las pacientes realizaron 2 visitas, el 

26% (18/68) concurrieron 3 veces al control de rutina, el 21% (14/68) realizaron 4 visitas, el 8% 

(7/68) concurrieron 5 veces, mientras que solo el 6% (4/68) y el 3% (2/68) de las mujeres realizaron 

6 y 7 visitas respectivamente. Por lo tanto, se recolectaron y analizaron en total 229 muestras 

secuenciales de cepillado cervical de 68 mujeres: 23 mujeres (edad media: 31 años; rango etario: 

19-50 años) recibieron tratamiento quirúrgico (remoción de la lesión) y 45 mujeres (edad media: 27 

años; rango etario: 14-49 años) recibieron tratamiento expectante (observación de la evolución de la 

lesión) (Figura 16). 

 

Figura 16: Diseño experimental para el análisis de prevalencia y persistencia de HPV en mujeres no 

vacunadas con diagnóstico de patología cervical  

 

 

4. I.2.2. Prevalencia de la infección por HPV y distribución de tipos en mujeres no vacunadas 

con diagnóstico de patología cervical  

4. I.2.2.1. Análisis de los resultados obtenidos con el sistema de cebadores CUT y el ensayo 

L1HPVPCR versión 16.4.1 

Con el objetivo de conocer la epidemiología de HPV en este grupo de mujeres, la presencia de HPV 

y los tipos involucrados en la infección se determinó en las 115 mujeres con los sistemas 
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L1HPVPCR versión 16.4.1 y CUT (ver Figura 16). Los resultados de dicho análisis (Tabla 8) 

muestran que un 85% (98/115) de las mujeres estaban infectadas con HPV.  

El 43% (50/115) de las pacientes resultó positiva con ambos sistemas mientras que el 15% (17/115) 

fue HPV-negativa. Por lo tanto, la concordancia general entre ambas estrategias de tamizaje fue de 

58% (67/115) (Tabla 8).  

El 25% (29/115) fue HPV-positiva sólo con el sistema L1HPVPCR mientras que el 16% (19/115) 

sólo con el sistema CUT. El sistema de amplificación L1HPVPCR logró identificar la presencia de 

HPV con mayor frecuencia que el sistema CUT (69% vs 60%). 

 

Tabla 8: Presencia de HPV en cérvix de 115 mujeres con diagnóstico de patología cervical determinada con 

los sistemas L1HPVPCR 16.4.1 y CUT. 

 L1HPVPCR+ L1HPVPCR- Total 

CUT+ 50 19 69 

CUT- 29 17 46 

Total 79 36 115 

 

La capacidad de cada estrategia de tamizaje para detectar tipos de HPV de diferentes especies se 

resume en la Tabla 9. En total ambos ensayos detectaron 175 secuencias virales correspondientes a 

33 tipos de HPV. Entre ellos, la gran mayoría de los tipos encontrados pertenecían al género Alfa 

PV, con 17 tipos AR (especies 5, 6, 7 y 9) y 15 tipos BR (especies 2, 3, 8 y 10). Además, se detectó 

un tipo putativo del género Gama PV.  

Los tipos más prevalentes en esta población identificados con ambos sistemas fueron HPV16 

(43/175; 25%) y HPV31 (22/175; 13%). Con el sistema CUT se identificó una mayor variedad de 

especies ya que la estrategia de tipificación se basa en el secuenciamiento de los productos 

amplificados. En efecto fue posible identificar tipos mucosos de especies no incluidas en el ensayo 

L1HPVPCR y un tipo potencial de HPV: el GC12_03 de la especie Gama 10. Estos resultados 

demuestran que el uso de 2 métodos de tamizaje con diferentes especificidades es la mejor 

estrategia para conocer la epidemiología de HPV en cérvix. 
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Tabla 9: Tipos de HPV identificados con los sistemas L1HPVPCR y CUT en cérvix de mujeres con 

diagnóstico de patología cervical 

 
Tipos* 

Especies 

HPV 

L1HPVPCR 

16.4.1 
CUT Ambos** Total 

Alto 

Riesgo 

HPV26 
Alfa 5 

2 1 1 2 

HPV51 2 3 0 5 

HPV30 

Alfa 6 

0 3 0 3 

HPV53 0 2 0 2 

HPV56 7 1 1 7 

HPV66 0 4 0 4 

HPV18 

Alfa 7 

8 1 1 8 

HPV39 1 0 0 1 

HPV45 3 1 0 4 

HPV59 0 4 0 4 

HPV68 1 0 0 1 

HPV16 

Alfa 9 

37 22 16 43 

HPV31 22 3 3 22 

HPV33 12 3 2 13 

HPV35 4 1 1 4 

HPV52 3 4 1 6 

HPV58 5 3 1 7 

Bajo 

riesgo 

HPV10 
Alfa 2 

0 1 0 1 

HPV78 0 1 0 1 

HPV61 

Alfa 3 

0 1 0 1 

HPV62 0 0 0 0 

HPV81 0 1 0 1 

HPV83 0 1 0 1 

HPV86 0 1 0 1 

HPV87 0 3 0 3 

HPV89 0 3 0 3 

HPV43 
Alfa 8 

0 6 0 6 

HPV91 0 1 0 1 

HPV6 

Alfa 10 

7 7 4 10 

HPV11 5 1 1 5 

HPV13 0 2 0 2 

HPV74 0 2 0 2 

Otro GC12_03 Gama 10 0 1 0 1 

Total 33 10 119 88 29 175 

* Tipos de HPV detectados por el ensayo L1HPVPCR se muestran en negrita.  

** El mismo tipo de HPV fue encontrado en la misma muestra por ambos ensayos. 

 

 

4.I.2.2.2. Análisis de los indicadores de la población en estudio en relación a la infección por 

HPV. 

Sucesivamente se exploró la prevalencia de HPV en esta población utilizando las dos estrategias de 

detección de HPV (L1HPVPCR16.4.1 y CUT) de manera conjunta. Por lo tanto todos los resultados 

mostrados a continuación, tanto de prevalencia general de HPV como de tipos específicos, 

corresponden a los encontrados con ambos sistemas. En la Tabla 10 se resumen los indicadores 
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demográficos, de conducta sexual, clínicos y los co-factores relacionados con el desarrollo de 

cáncer cervical, respecto a la infección de HPV.  

Como se mencionó anteriormente (Tabla 8), la mayoría de las mujeres incluídas en la población en 

estudio (85%) estaban infectadas con HPV. La mayor frecuencia de infección por HPV se encontró 

en las mujeres de 14-19 años (91,7%) y de 20-24 años (92,3%), y la menor fue en la categoría de 

40-53 años (72,2%). De hecho, la frecuencia de infección disminuyó a medida que las categorías 

etarias iban aumentando, siendo estas diferencias, estadísticamente significativas (p = 0,034).  

En relación a los indicadores de conducta sexual (Tabla 10), la edad de inicio de relaciones sexuales 

no estuvo asociada a la infección por HPV (p=0,869), encontrándose una prevalencia de infección 

por HPV similar en ambas categorías etarias. 

Curiosamente, la mayor prevalencia de HPV se encontró en las mujeres que manifestaron usar 

métodos de barrera (preservativo) como el método anticonceptivo más usado (91,3%). Estas 

frecuencias no resultaron ser estadísticamente significativas respecto las demás categorías de 

métodos anticopceptivos analizados (p=0,716). Más aún, las mujeres que declararon tener sexo con 

contacto de mucosas más allá del método anticonceptivo utilizado tuvieron menor frecuencia de 

infección que aquellas que declararon usar preservativo (83,7% vs 91,3%), aunque esta diferencia 

no fue estadisticamente significativa (p=0,358). 

En relación a los co-factores analizados, se observó una proporción similar de infección por HPV 

tanto en mujeres que reportaron antecedentes de ITS como en las que no la hicieron (83,3% y 

85,6%, p=0,729). Esta misma tendencia se observó cuando se compararon las frecuencias de 

infección por HPV en las mujeres que estaban o no infectadas con HIV-1 (85,7% y 86,1%, 

p=0,966). Otro de los co-factores analizados fue el hábito de fumar, determinándose que las mujeres 

fumadoras tuvieron una mayor frecuencia de infección por HPV que las que declararon no fumar 

(87% vs 83,6%), aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0,605).  

El número de partos fue otra de las variables incluídas en el estudio. Interesantemente, las mujeres 

que no tuvieron ningún parto fueron las que presentaron mayor frecuencia de infección (92,7%) 

mientras que las que tuvieron de 3 a 4 partos fueron las de menor prevalencia (76,2%). Estas 

diferencias no resultaron ser estadísticamente significativas (p=0,096).  
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Tabla 10: Prevalencia de HPV según características demográficas, de conducta sexual y co-factores.  

  Tamaño muestra Prevalencia % [IC 95%] p 

Total (14-53 años) 115 85 [77,5-90,7]  

Edad, años    

14-19 24 91,7 [73,0-98,0]  

20-24 26 92,3 [75,1-100]  

25-29 24 87,5 [68,2-96,5] 0,034 

30-39 23 78,3 [57,7-90,8]  

40-53 18 72,2 [48,8-87,9]  

Edad Inicio de rel. Sexuales, años    

<16  63 85,7 [75,0-92,5] 
0,869 

≥16  52 84,6 [72,2-92,3] 

N° de Partos    

NINGUNO 41 92,7 [79,9-98,2] 

0,096 
1 a 2 43 83,7 [69,7-92,2] 

3 a 4 21 76,2 [54,5-89,8] 

≥5 10 80,0 [47,9-95,4] 

MAC más usado    

NINGUNO 10 90,0 [57,4-100] 

0,716 
BARRERA 23 91,3 [72,0-99,0] 

HORMONAL 67 83,6 [72,3-90,1] 

OTROS 15 80,0 [54,1-93,8] 

Sexo con Contacto de mucosas    

NO1  23 91,3 [72,0-98,7] 
0,358 

SI  92 83,7 [74,8-90,0] 

Tabaco    

NO  61 83,6 [72,3-91,0] 
0,605 

SI 54 87,0 [75,3-93,9] 

Infección por HIV-1    

NO  101 86,1 [77,9-91,7] 
0,966 

SI  14 85,7 [58,8-97,4] 

Antecedentes de ITS    

NO  97 85,6 [77,1-91,3] 
0,729 

SI  18 83,3 [60,0-95,0] 

Citología    

NEGATIVO 11 63,6 [35,2-85,0] 

0,047 
ASCUS 19 73,7 [50,9-88,6] 

L-SIL 53 90,6 [79,3-96,3] 

H-SIL 32 90,6 [75,0-97,5] 
MAC: Método Anticonceptivo; OTROS MAC: Coito Interruptus, Dispositivo intrauterino; ITS: infecciones de transmisión sexual 
1 Se incluyeron sólo mujeres que utilizaron preservativos como método anticonceptivo. 

 

Respecto a las variables clínicas, la única que se exploró fue la citología. En general, la prevalencia 

de HPV aumentó con el incremento de la severidad de la lesión. La mayor frecuencia de infección 

por HPV se observó en las mujeres con diagnóstico H-SIL y L-SIL, donde prácticamente todas las 

mujeres estaban infectadas (90,6% en ambas categorías citológicas), y la menor frecuencia de 

infección se observó en mujeres con citología normal (63,6%). Los análisis estadísticos 

determinaron que estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,047).  
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4.I.2.2.3. Distribución general de genotipos de HPV y de acuerdo a la citología/histología.  

La distribución de genotipos de HPV de acuerdo a la citología y a la histología de este grupo de 

mujeres se muestra en la Tabla 11. En general, los tipos AR predominaron en todas las categorías 

cito-histológicas, y teniendo en cuenta de que esta población de mujeres tenía o tuvo diagnóstico de 

patología cervical, este resultado fue el esperado. Por otro lado, los tipos BR se encontraron en 

todas las categorías cito-histológicas, siendo más frecuentes en las mujeres con citología L-SIL. 

Las mujeres con citología negativa (Pap negativo) presentaron mayormente tipos AR. Esto podría 

explicarse debido a que estas pacientes tuvieron antecedentes de patología cervical. Sin embargo, 

otros estudios también reportaron altas tasas de infección con tipos AR en mujeres con citología 

normal con o sin antecedentes de patología cervical [99,185].  

En cuanto a las mujeres con citología ASC-US, se identificaron mayormente tipos AR, en su 

mayoría de los más carcinogénicos. Es necesario considerar que la categoría citológica ASC-US 

incluye anormalidades en las células escamosas de significado indeterminado que pueden deberse a 

una amplia variedad de causas. En esta población, el GC12_03 fue identificado en esta categoría 

citológica; sin embargo las implicancias clínicas de la infección con este tipo potencial del género 

Gama-PV deben ser definidas. Los demás tipos fueron similares a los detectados en mujeres con 

citología normal.  

En cuanto a los tipos de HPV identificados en cada una de las categorías cito-histológicas pudimos 

determinar que el HPV16 fue el más prevalente en todas ellas. De hecho, y siguiendo la línea de los 

resultados hasta aquí expuestos, este tipo se identificó en el 50% de las mujeres con citología H-SIL 

y en el 27,3% de las mujeres con citología normal. El segundo tipo más prevalente fue el HPV31 en 

las categorías ASC-US (21,2%), L-SIL (22,6%) y H-SIL (15,6%), mientras que el HPV33 fue el 

tipo más frecuente en la categoría Negativo (27,3%).  

En relación a los tipos BR, la frecuencia fue más baja en esta población en estudio (28,7%) respecto 

a los AR (77,4%), siendo el HPV6 el tipo más prevalente (7,8%) y en particular, en las mujeres con 

citología ASC-US (10,5%), L-SIL (9,4%) y H-SIL (6,3%). El segundo en frecuencia fue el HPV43 

(5,2%), en particular en las mujeres con citología L-SIL (7,5%). En las mujeres con citología 

negativa la prevalencia de infección con tipos BR fue baja (18,2%), siendo HPV61 y HPV89 los 

únicos dos tipos identificados en esta categoría citológica.  
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Tabla 11: Distribución de genotipos de HPV en 115 mujeres con patología cervical respecto a la 

citología/histología 

  Todas, n (%) Negativo, n (%) ASC-US, n (%) L-SIL, n (%) H-SIL, n (%) 

N° Mujeres 115 (100) 11 (9,6) 19 (16,5) 53 (46,1) 32 (27,8) 

HPV+ 98 (85,2) 7 (63,6) 14 (73,7) 48 (90,6) 29 (90,6) 

HPV+ AR 89 (77,4) 7 (63,6) 13 (68,4) 42 (79,2) 27 (84,4) 

HPV+ BR 33 (28,7) 2 (18,2) 5 (26,3) 18 (34,0) 8 (25,0)  

Tipos Vacunales* 55 (47,8) 3 (27,3) 8 (42,1) 27 (50,9) 17 (53,1) 

Tipos más 

carcinogénicos**  
70 (60,9) 7 (63,6) 11 (57,9) 31 (58,5) 21 (65,6) 

Infecciones 

múltiples 
45 (39,1) 3 (27,3) 8 (42,1) 23 (43,4) 11 (34,4) 

Tipos AR           

HPV16 43 (37,4) 3 (27,3) 6 (31,6) 18 (34,0) 16 (50,0) 

HPV18 8 (7) 0 (0,0) 1 (5,3) 5 (9,4) 2 (6,3) 

HPV26 2 (1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 1 (3,1) 

HPV30 3 (2,6) 0 (0,0) 1 (5,3) 0 (0,0) 2 (6,3) 

HPV31 22 (19,1) 1 (9,1) 4 (21,2) 12 (22,6) 5 (15,6) 

HPV33 13 (11,3) 3 (27,3) 2 (10,5) 6 (11,3) 2 (6,3) 

HPV35 4 (3,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,8) 2 (6,3) 

HPV39 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV45 4 (3,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (5,7) 1 (3,1) 

HPV51 5 (4,3) 0 (0,0) 1 (5,3) 3 (5,7) 1 (3,1) 

HPV52 6 (5,2) 1 (9,1) 3 (15,8) 0 (0,0) 2 (6,3) 

HPV53 2 (1,7) 0 (0,0) 1 (5,3) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV56 7 (6,1) 0 (0,0) 1 (5,3) 3 (5,7) 3 (9,4) 

HPV58 6 (5,2) 0 (0,0) 1 (5,3) 3 (5,7) 2 (6,3) 

HPV59 4 (3,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (5,7) 1 (3,1) 

HPV66 4 (3,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (7,5) 0 (0,0) 

HPV68 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

Tipos BR           

HPV6 9 (7,8) 0 (0,0) 2 (10,5) 5 (9,4) 2 (6,3) 

HPV11 5 (4,3) 0 (0,0) 1 (5,3) 3 (5,7) 1 (3,1) 

HPV43 6 (5,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (7,5) 2 (6,3) 

HPV61 1 (0,9) 1 (9,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

HPV62 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV74 2 (1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 1 (3,1) 

HPV78 1 (0,9) 0 (0,0) 1 (5,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 

HPV81 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV83 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV86 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV87 3 (2,6) 0 (0,0) 1 (5,3) 1 (1,9) 1 (3,1) 

HPV89 3 (2,6) 1 (9,1) 1 (5,3) 1 (1,9) 0 (0,0) 

HPV91 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (3,1) 

Gama PV 1 (0,9) 0 (0,0) 1 (5,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 

 

*  Tipos incluidos en la vacuna tetravalente: HPV6, HPV11, HPV16, HPV18. 

** Tipos más carcinogénicos: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45. Son los 5 tipos más frecuentemente encontrados 

en biopsias de cáncer cervical a nivel mundial [63]. 

 

Las infecciones múltiples se identificaron más frecuentemente en las categorías ASC-US (42,1%) y 

L-SIL (43,4%) y con menor frecuencia en mujeres con citología normal (27,3%) o H-SIL (34,4%).  

En general pudimos determinar que la población en estudio presentó una mayor infección con tipos 

de AR oncogénico (77,4%), sobre todo con los 5 tipos de HPV de mayor riesgo oncogénico 
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(HPV16, 18, 31, 33 y 45). Esto pone de manifiesto la necesidad y la importancia de investigar la 

prevalencia pre-vacunal tipo-específica en mujeres con diagnóstico de patología cervical para 

evaluar qué vacunas serían más efectivas en cada región para la prevención de estas patologías. En 

ese sentido, los resultados de esta sección sientan las bases para la vigilancia epidemiológica de 

HPV post-vacunación en mujeres del sur de la provincia de Santa Fe a fin de determinar un 

eventual “reemplazo de tipos” en el futuro.  

 

4.I.2.3. Análisis de la evolución virológica y clínica en mujeres no vacunadas con diagnóstico 

de patología cervical.  

La aplicación masiva de la vacuna busca que disminuyan o idealmente se eliminen en el futuro las 

cepas más prevalentes en carcinomas de cuello de útero incluidas en la formulación vacunal 

(HPV16 y HPV18), y algunos tipos relacionados filogenéticamente (HPV31, HPV33, HPV45 

y HPV51) [186]. Si bien actualmente no hay indicios suficientes sobre el reemplazo de tipos, el 

consenso internacional recomienda la realización de estudios en poblaciones no vacunadas y 

vacunadas para observar la historia natural de las infecciones por HPV a fin de poder evaluar la 

factibilidad de estos fenómenos [93]. En base a esto se realizó un estudio longitudinal de tipo 

descriptivo en las mujeres con diagnóstico de patología cervical que dieron su consentimiento para 

ser estudiadas durante el seguimiento, como mencionado en la sección 4.I.2.1 y de acuerdo al 

esquema experimental esquematizado en la Figura 16.  

De acuerdo al protocolo de asistencia aplicado por el servicio de Ginecología del HEEP, a las 

pacientes se les administran dos esquemas de tratamiento en base al diagnóstico cito-histológico de 

la muestra de ingreso al protocolo:  

i) A las mujeres con lesiones de bajo grado (L-SIL/CIN I) se les administra el denominado 

“tratamiento expectante” que consiste en el seguimiento cada 6 meses durante un periodo de 2 años. 

Durante el seguimiento se evalúa la evolución de las lesiones mediante colposcopía, citología y 

eventualmente histología. Si luego de 2 años con seguimiento semestral se observa regresión 

citológica (Pap negativo), o se obtienen al menos 3 citologías negativas en un período mayor, se las 

considera de alta en cuanto a patología cervical. 

ii) A las mujeres con lesiones de alto grado (H-SIL/CIN II-III) se les administra un “tratamiento 

quirúrgico”, que consiste en la remoción de la lesión mediante conización cervical y re-evaluación 

histológica. Luego se aplica el mismo esquema de seguimiento que a las pacientes con lesiones de 

bajo grado. 

Tal como detallado previamente (Sección 4.I.2.1), 68 de las 115 mujeres reclutadas aceptaron 

participar en el estudio longitudinal. De acuerdo al protocolo de asistencia antes mencionado 
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(Figura 16), 23 recibieron tratamiento quirúrgico y 45 tratamiento expectante durante un período 

promedio de 24 meses. En cada visita las pacientes recibieron un exámen ginecológico completo 

con toma de muestra de cepillado cervical para el exámen citológico (Pap). Esa misma muestra fue 

posteriormente procesada (Sección 3.1.3.1) para ser analizada con los sistemas L1HPVPCR 16.4.1 

y CUT a fin de determinar la presencia y tipos de HPV en muestras secuenciales de este grupo de 

mujeres durante el período de seguimiento. En todos los casos, el diagnóstico y tipificación viral se 

realizó en forma combinada con los resultados arrojados por ambos sistemas, como descripto 

previamente (Sección 4.I.2).  

 

4.I.2.3.1 Análisis de la evolución de la infección por HPV según el tipo de tratamiento: 

Expectante Vs. Quirúrgico. 

La evolución de la infección por HPV fue clasificada en cuatro categorías de acuerdo a un criterio 

previamente reportado [72]:  

 Persistencia: si el tipo de HPV detectado al ingreso era identificado más de dos veces en 

diferentes muestras secuenciales durante el estudio;  

 Regresión: si al final del seguimiento la muestra resultaba negativa para HPV;  

 Reinfección, si se identificaban tipos de HPV diferentes en las muestras a lo largo del 

tratamiento respecto al tipo detectado en la muestra de ingreso al estudio;  

 Negativo, si las muestras resultaban HPV-negativas a lo largo del periodo de estudio.  

En la Tabla 12 se muestra la evolución de la infección por HPV en esta población en relación al tipo 

de tratamiento recibido y de acuerdo a la categoría citológica de la muestra de ingreso al estudio. En 

total, 35% (24/68) de las pacientes eliminaron la infección por HPV al final del seguimiento 

(regresión), 31% (21/68) de ellas se identificaron diferentes tipos de HPV en las sucesivas muestras 

a lo largo del estudio respecto a los hallados en la muestra de ingreso (reinfección) y 31% (21/68) 

no logró eliminar la infección inicial, detectándose el/los mismo/s tipo/s de HPV al final del estudio 

(persistencia). Por otro lado solo 2 mujeres tuvieron todas sus muestras negativas para ADN de 

HPV (negativo) (Tabla 12).  
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Tabla 12: Evolución de la infección por HPV en mujeres con patología cervical: Tratamiento Expectante vs 

Tratamiento Quirúrgico 

Tipo de 

tratamiento 

(edad media) 

Citología 

de ingreso 

Toda

s (n) 
Evolución de la infección por HPV, n 

 

Expectante 

(27 años) 

  
Negativo Regresión Reinfección Persistencia 

Tipos 

persistentes* 

(Especie Alfa-

PV) 

Negativo 8 0 3 3 2 HPV16, 33 (α-9) 

ASC-US 7 1 2 2 2 HPV16, 58 (α-9) 

L-SIL 30 1 8 8 13 

HPV56, 66 (α-6) 

HPV18, 45, 59 

(α-7) 

HPV16, 31, 33, 

58 (α-9) 

Subtotal n (%) 

Expectante 
 

45 

(100) 
2 (4) 13 (29) 13 (29) 17 (38)  

Quirúrgico n 

(%) 

(31 años) 

H-SIL 
23 

(100) 
0 (0) 11 (48) 8 (35) 4 (17) 

HPV62 (α-3) 

HPV53 (α-6) 

HPV16, 31, 33, 

58 (α-9) 

Total n (%)  
68 

(100) 
2 (3) 24 (35) 21 (31) 21 (31)  

* Los HPV BR se muestran en negrita. α: Alfa 

 

Por otro lado, alrededor de un tercio de las mujeres que recibieron tratamiento expectante (13/45, 

29%), logró eliminar el virus al final del seguimiento (regresión), siendo HPV negativas con ambos 

sistemas de detección en la última muestra secuencial recolectada cuando se finalizó o abandonó el 

seguimiento. En otro tercio (13/45, 29%) se identificaron tipos de HPV en las muestras secuenciales 

diferentes al identificado en la primera toma (reinfección). Por último, en el 38% (17/45) de las 

mujeres analizadas se identificaron los mismos tipos de HPV en al menos dos de las muestras 

analizadas a lo largo del periodo estudiado (persistencia). La mayor frecuencia de infecciones 

persistentes se observó en las mujeres que tenían citología L-SIL al principio de tratamiento 

expectante (13/30, 43%). Por otro lado, el 27% (8/30) de estas pacientes logró eliminar la infección 

al final de periodo estudiado (regresión), observándose la misma proporción de mujeres en donde se 

pudo identificar otro/s tipo/s de HPV (reinfección). En cuanto a las demás categorías citológicas 

(AS-CUS y Negativo al inicio de tratamiento expectante), se observó que hubo una proporción 
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similar de mujeres que logró eliminar la infección (regresión), que no pudo hacerlo (persistencia) y 

que se re infectaron con otro/s tipo/s de HPV a lo largo del periodo de seguimiento.  

Todos los tipos de HPV involucrados en infecciones persistentes en al menos dos muestras y al final 

del tratamiento expectante fueron tipos AR, agrupados en las especies que incluyen a los tipos 

mayormente asociados al desarrollo del cáncer cervical (α-7 y α-9). Entre ellos, los que se 

identificaron con mayor frecuencia fueron HPV16 (7/17) y HPV31 (5/17), dos de los 5 tipos AR 

considerados como los más carcinogénicos [63]. Además se identificaron tipos considerados como 

posibles carcinogénicos (HPV66) y carcinogénicos (HPV56) agrupados en la especie Alfa 6.  

En relación a las mujeres que recibieron tratamiento quirúrgico (Tabla 12), todas tenían citología H-

SIL en la muestra de ingreso al protocolo. Alrededor de la mitad de las pacientes (11/23, 48%) 

eliminó la infección al final del tratamiento (regresión), en el 35% (8/23) se detectaron tipos de 

HPV diferentes a los de la muestra de ingreso (reinfección) y en el 17% (4/23) se detectaron el/los 

mismo/s tipo/s de HPV al final del tratamiento (persistencia). El tipo que se identificó con mayor 

frecuencia fue el HPV16 (3/4), los demás tipos identificados corresponden a muestras de una 

paciente con infecciones múltiples. Todos los tipos detectados en infecciones persistentes de este 

grupo, excepto el HPV62, fueron tipos AR. 

 

4.I.2.3.2 Análisis de la evolución clínica de 68 mujeres con patología cervical 

Para analizar la evolución clínica de las pacientes incluidas en el estudio longitudinal se 

establecieron las siguientes categorías en base a los resultados obtenidos en la citología al inicio y al 

final del periodo estudiado:  

 NILM, negativo para lesión intraepitelial o malignidad, incluídas en el protocolo porque 

tenían antecedentes de patología cervical aunque al momento del ingreso ya presentaban 

citología negativa; 

 Persistencia, cuando la paciente presentaba la misma categoría citológica (lesión) al 

principio y al final del seguimiento;  

 Regresión, la categoría citológica establecida al final del seguimiento fue de menor grado a 

la del inicio del seguimiento; 

 Progresión, la categoría citológica establecida al final del seguimiento fue H-SIL. 

El análisis de la evolución clínica de la población en estudio se realizó por separado en la cohorte de 

mujeres que recibió tratamiento expectante o quirúrgico debido a que las citologías de ingreso y el 

criterio del ginecólogo para realizar una u otra práctica fueron diferentes.  
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4.I.2.3.2.1 Análisis de la evolución clínica (citología) en relación a la evolución de la infección 

por HPV en las mujeres recibieron Tratamiento Expectante.  

Como se observa en la Tabla 13, la mayoría de las mujeres que recibieron tratamiento expectante 

tuvieron citología negativa (regresión o NILM) al final del periodo de seguimiento (32/45, 71%). 

Además 25% (11/45) de estas pacientes no sufrió lesiones más severas al finalizar el estudio de las 

que se determinaron al inicio del tratamiento (persistencia). Es decir que el 96% (43/45) de las 

mujeres que recibieron tratamiento expectante tuvo una evolución clínica favorable al finalizar el 

tratamiento respecto a la citología inicial. Sólo 4% (2/45) de las mujeres incluidas en este grupo 

tuvieron una evolución clínica desfavorable (progresión), con el desarrollo de lesiones de alto grado 

(H-SIL) al final del periodo estudiado.  

 

Tabla 13: Evolución clínica Vs Evolución virológica en mujeres con Tratamiento Expectante 

Evolución Clínica 

 

Infección por HPV* 

NILM Persistencia Regresión  Progresión 
Total  

n (%)  

Negativo 0 1 1 0 2 (4) 

Regresión 2 4 7 0 13 (29) 

Reinfección 1 1 10 1 13 (29) 

Persistencia (tipos AR) 1 5 10 1 17 (38) 

Total n (%) 4 (9) 11 (25) 28 (62) 2 (4) 45 (100) 

*La evolución de la infección se categorizó de acuerdo al criterio definido en la sección 4.I.2.3.2 

 

La historia natural de la infección por HPV predice que alrededor de un 70–90% de las pacientes 

infectadas eliminarán el virus (DNA de HPV negativo) dentro de los 12 a 24 meses de contraída la 

infección y solo una pequeña proporción progresará a lesiones de alto grado y/o cáncer. [71,83]. En 

este estudio la evolución natural de infección se determinó en el grupo de mujeres que recibieron 

tratamiento expectante en donde se observó un mayor porcentaje de mujeres que logró una 

evolución clínica favorable (regresión) respecto a las que progresaron a lesiones cervicales de 

mayor grado (progresión) (62% vs 4%), coincidiendo con los datos aportados por otros estudios. 

Debido a que diversos estudios relacionan la persistencia de la infección por algún tipo HPV AR 

con el desarrollo de lesiones de alto grado [187,188], resultó interesante establecer una posible 

relación entre la evolución clínica y la evolución de la infección por HPV. Como se muestra en la 

Tabla 13, entre las 28 mujeres que tuvieron evolución clínica favorable (regresión clínica) hubo 10 

con infecciones persistentes (persistencia tipos AR), y 10 que se reinfectaron con algún otro/s tipo/s 

de HPV (reinfección). Finalmente, en 7 mujeres hubo concordancia entre una evolución clínica 

favorable (regresión clínica) y la eliminación de la infección por HPV (regresión virológica). Es 
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decir que, a pesar de la condición de la infección, la mayoría de las mujeres de este grupo logró 

evolucionar favorablemente a citologías negativas.  

 

4.I.2.3.2.2 Análisis de la evolución clínica (citología) en relación a la evolución de la infección 

por HPV en las mujeres recibieron Tratamiento Quirúrgico. 

En el grupo de mujeres que recibieron tratamiento quirúrgico, todas con citología H-SIL al ingreso 

al estudio (Tabla 12), se realizó un análisis similar al realizado en la sección anterior. Como se 

muestra en la Tabla 14, el 100% de las mujeres tuvo una evolución clínica favorable con regresión 

en la categoría citológica al final del seguimiento (regresión). La gran mayoría de ellas (21/23, 

91%) tuvo citología negativa, mientras que 2 de las pacientes tuvieron citología L-SIL al final del 

seguimiento. Por otro lado, no se observaron mujeres con persistencia citológica H-SIL o 

progresión a cáncer invasor.  

En relación a la evolución de la infección por HPV, la mayoría de las mujeres fueron negativas para 

ADN de HPV al final del tratamiento (11/23, 48%), en concordancia con la regresión clínica. Por 

otro lado, tanto las mujeres con infección residual con el mismo tipo (persistencia) como aquéllas 

que se infectaron con nuevos tipos durante el seguimiento (reinfección) tuvieron una evolución 

clínica favorable (regresión). 

 

Tabla 14: Evolución clínica Vs Evolución virológica en mujeres con Tratamiento Quirúrgico 

Evolución clínica 

 

Infección por HPV* 

Regresión  

n (%) 

Regresión 11 (48) 

Reinfección 8 (35) 

Persistencia (tipos AR) 4 (17) 

Total (%) 23 (100) 

 *La evolución de la infección se categorizó de acuerdo al criterio definido en la sección 4.I.2.3.2 

 

En general, la mayoría de las pacientes incluidas en el estudio longitudinal, tanto las que recibieron 

tratamiento expectante como las que recibieron tratamiento quirúrgico, lograron evolucionar 

clínicamente de manera favorable (citología negativa) a pesar de que los tipos identificados 

persistentemente fueron de AR y que los dos más persistentes fueron el HPV16 y el HPV31, 

considerados como más carcinogénicos.  

Particularmente, en el caso de las mujeres que recibieron tratamiento quirúrgico observamos la 

misma tendencia reportada por otros estudios, en donde la evolución clínica favorable (citología 
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negativa) se observa en pacientes que han eliminado la infección por HPV [72,106,189]. Este 

resultado confirma que la remoción de la lesión en pacientes lesiones de alto grado es el tratamiento 

adecuado y efectivo, a pesar de ser invasivo.  

Los resultados presentados en este capítulo nos permiten establecer varios puntos importantes 

acerca de la epidemiología de la infección por tipos de HPV mucosos en cérvix de mujeres con 

diagnóstico de patología cervical. En primer lugar, el análisis de las muestras se realizó con dos 

métodos de identificación de HPV, uno de ellos (L1HPVPCR 16.4.1) es considerado como 

competente por el WHO HPV LabNet, y el otro (CUT) ha demostrado tener alta eficiencia en 

amplificar tipos de HPV de diferentes géneros, cubriendo de esta manera el mayor espectro posible 

de tipos virales que puedan infectar a la población.  

Este tipo de análisis es el primero que se realiza en nuestra provincia, de esta manera los datos hasta 

aquí expuestos aportan información importante para sentar las bases de los virus y factores 

involucrados en las infecciones por HPV en mujeres no vacunadas con diagnóstico y/o antecedentes 

de patología cervical de la provincia de Santa Fe para evaluar a futuro el impacto de la vacuna en el 

reemplazo de tipos oncogénicos. 
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4.II. Consideraciones generales. 

Como expuesto en la Sección 1.3.5.1, la incidencia del CPNM ha aumentado globalmente en los 

últimos años como consecuencia del aumento del agujero de ozono [190]. Evidencias 

experimentales sugieren que la acción combinada entre la UV y la inhibición de los mecanismos 

reparadores celulares por parte de algunos tipos de HPV podrían favorecer la generación de un 

fenotipo maligno [118,122,191]. Teniendo en cuenta que Argentina, por su ubicación geográfica, es 

una de las zonas de alto riesgo de CPNM, nos propusimos avanzar en el conocimiento sobre las 

características de la infección por HPV en piel sana expuesta a la radiación solar en individuos 

inmunocompentes de nuestra región. De acuerdo a nuestra hipótesis, la información resultante 

permitiría conocer los tipos de HPV que circulan y persisten en epitelios cutáneos cuando el 

principal factor ambiental es la exposición a la radiación solar. 

 

4.II.1. Descripción de la población y diseño experimental 
Con el objetivo de identificar los HPV que circulan y persisten en piel sana expuesta al sol, se puso 

en marcha un protocolo de reclutamiento de individuos inmunocompetentes sanos que trabajan en 

laboratorios u oficinas administrativas del Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario 

(IBR-CONICET), de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmaceúticas (UNR) y de la Facultad 

de Ciencias Médicas (UNR).  

El estudio tuvo 1 año de duración, se realizó de acuerdo con los principios enunciados en la 

Declaración de Helsinki y sus enmiendas, y fue aprobado por los Comités de Ética de cada una de 

las instituciones involucradas (Anexo I). Todos los individuos que participaron en el estudio dieron 

su consentimiento escrito e informado y completaron un cuestionario sobre información 

demográfica, hábitos de exposición al sol y uso de protector solar (Anexo I).  

Durante el período 2013-2014, se reclutaron 114 voluntarios que aceptaron participar en el estudio. 

Para abordar los objetivos planteados, a cada voluntario se le tomó una muestra no invasiva de piel 

sana expuesta a la radiación solar (hisopado embebido en NaCl de la frente) en 3 estaciones 

climáticas diferentes (ver Sección 3.1.2). Por lo tanto, en total se tomaron 3 muestras/voluntario 

durante el curso del estudio. La primera muestra fue recolectada en primavera (octubre 2013), la 

segunda en verano (marzo 2014) y la tercera en invierno (agosto 2014).  

En la Figura 17 se representa gráficamente el diseño experimental llevado a cabo para cumplir con 

estos objetivos. Con el fin de comparar el desempeño de los dos sistemas de cebadores utilizados en 

esta sección (CUT y FAP) para identificar tipos de HPV en piel, se analizaron todas las muestras 

recolectadas que resultaron idóneas durante el estudio. Por lo tanto, para abordar este objetivo se 
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analizaron en total de 295 muestras (Figura 17): 102 muestras recolectadas en primavera, 94 

muestras tomadas en verano y 99 tomadas en invierno.  

Por otro lado, los estudios de prevalencia y persistencia de la infección por HPV en piel sana 

expuesta a radiación solar en 3 estaciones climáticas se realizaron en el grupo de 78 voluntarios que 

completaron el protocolo (Figura 17), es decir, de los cuales se obtuvieron las 3 muestras previstas 

en el estudio (total de muestras = 234) y que resultaron idóneas a la amplificación (β-globina 

positivas). Todas las muestras incluídas en los estudios de prevalencia y persistencia se analizaron 

en forma combinada con los dos sistemas de cebadores (CUT y FAP), en las condiciones detalladas 

en la Sección 3.3.2.  

 

Figura 17: Diseño experimental del estudio de prevalencia y persistencia de HPV en piel sana expuesta a la 

radiación solar 
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4.II.2. Comparación del desempeño de los sistemas de cebadores CUT y FAP para la 

identificación de HPV en muestras de piel sana expuesta a la radiación solar.  

En primer lugar se analizaron todas las muestras idóneas obtenidas en el estudio (n = 295) a fin de 

comparar las capacidades de los sistemas de cebadores CUT y FAP para identificar la infección por 

HPV y los tipos circulantes en epitelios cutáneos, de acuerdo al esquema experimental descripto en 

la Figura 17.  

Los resultados obtenidos (Tabla 15) indican una concordancia general entre ambos sistemas de 

cebadores del 56% (164/295). Si bien la identificación de secuencias de HPV fue más frecuente con 

los cebadores FAP que con los CUT (46% Vs. 10%, respectivamente), el mayor número de 

muestras HPV-positivas (165/295; 56%) se obtuvo cuando se consideraron los resultados de ambas 

metodologías en forma conjunta.  

 

Tabla 15: Presencia de HPV en epitelios cutáneos determinada con los sistemas de cebadores CUT y FAP. 

 CUT+ 

n (%) 

CUT- 

n (%) 

Total 

n (%) 

FAP+ 

 n (%) 
17 (6) 118 (40) 135 (46) 

FAP-  

n (%) 
13 (4) 147 (50) 160 (54) 

Total  

n (%) 
30 (10) 265 (90) 295 (100) 

 

Cuando se analizaron las secuencias obtenidas con cada uno de los sistemas de cebadores FAP y 

CUT, se encontraron en total 82 tipos/tipos putativos diferentes de HPV: 55 se identificaron con los 

cebadores FAP, 19 con los cebadores CUT y 8 con ambos pares de cebadores (Figura 18), en linea 

con los resultados expresados en la Tabla 15, donde el sistema FAP identificó mayor cantidad de 

muestras HPV-positivas. Por otro lado, de los 82 tipos/tipos putativos de HPV identificados (Figura 

18 y Tabla 16), 51/82 (62%) fueron tipos previamente caracterizados (se conoce todo su genoma) y 

31/82 (38%) fueron tipos putativos (se conoce la secuencia de un fragmento del genoma 

amplificado por PCR), de los cuales 28 fueron descriptos previamente (denominados tipos FA, 

FAIMVS, KC, SE, GC, etc) y 3 fueron tipos putativos nuevos identificados por primera vez en este 

trabajo (denominados “tipos EP”): EP01, EP04 y EP05. En relación a los tipos putativos nuevos, 1 

fue identificado con los cebadores FAP (EP01) y 2 con los cebadores CUT (EP04 y EP05).  
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Figura 18: Tipos/tipos putativos identificados en cebadores CUT y FAP en 295 muestras de piel sana 

expuesta a radiación solar 

 
 

Por otro lado, los tipos de HPV identificados con cada sistema de cebadores (CUT y FAP) 

coincidieron en apenas el 10% (8/82) de los tipos identificados (Figura 18). Además, sólo 4 

tipos/tipos putativos fueron identificados simultáneamente en la misma muestra con ambos sistemas 

(Figura 18). Estos resultados refuerzan la necesidad de utilizar los dos sistemas de amplificación 

con el fin de conocer exhaustivamente la epidemiología de la infección por HPV en piel. 

 

Tabla16: Tipos/tipos putativos de HPV identificados con los cebadores CUT y FAP. 

Género Especie Tipos/tipos 

putativo de HPV 

Tipo más 

relacionado (%)a 

FAP CUT FAP y CUT Total 

Alfa 

2 HPV3   0 1   1 

2 HPV28   0 2   2 

2 HPV78   0 1   1 

3 HPV87   0 1   1 

3 HPV89   0 1   1 

4 HPV2   0 7   7 

8 HPV40   0 1   1 

Beta 

1 HPV5   14 0   14 

1 HPV8   3 0   3 

1 HPV12   4 0   4 

1 HPV14D   3 0   3 

1 HPV19   11 0   11 

1 HPV20   11 0   11 

1 HPV21   10 1 1b 10 

1 HPV24   5 0   5 

1 HPV25   2 0   2 

1 HPV36   4 0   4 

1 HPV47   1 0   1 

1 HPV93   3 0   3 

1 HPV98   2 0   2 

1 HPV105   2 0   2 

1 HPV124   3 0   3 

1 FA25 HPV152 (81%) 1 0   1 

1 HPVRTRX7   3 0   3 

1 FA127 HPV152 (80%) 3 0   3 

51 

11 

36 

4 

31 

8 

19 

4 

82 

19 

55 

8 

CUT o FAP CUT FAP CUT y FAP

Tipos

Tipos putativos

Total
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Género Especie Tipos/tipos 

putativo de HPV 

Tipo más 

relacionado (%)a 

FAP CUT FAP y CUT Total 

2 HPV9   1 0   1 

2 HPV17   0 1   1 

2 HPV22   1 0   1 

2 HPV23   1 0   1 

2 HPV37   5 0   5 

2 HPV38b   2 0   2 

2 HPV80   2 0   2 

2 HPV107   4 0   4 

2 HPV110   1 0   1 

2 HPV111   6 0   6 

2 HPV120   8 0   8 

2 FA108 HPV107 (86%) 5 0   5 

2 FA114 HPV15 (83%) 3 0   3 

2 HPV174   2 1 1c 3 

2 SE125 HPV159 (86%) 3 1 1b 3 

2 GC17 HPV110 (81%) 1 0   1 

2 FA116 HPV104 (84%) 1 0   1 

3 HPV115   2 1 2c 3 

3 HPV49   3 0   3 

3 vs40-7 HPV49 (79%) 1 0   1 

3 HPV75   3 0   3 

5 FAIMVS16 HPV96 (82%) 2 0   2 

5 HPV96   3 0   3 

5 HPV150   1 0   1 

5 FA74 HPV150 (86%) 1 0   1 

5 FA42 HPV96 (86%) 1 0   1 

Gama 

1 EP01* HPV173 (85%) 2 0   2 

2 HPV48   0 1   1 

3 HPV50   4 2 2c 6 

7 FA142 HPV134 (87%) 1 0   1 

7 FA175 HPV170 (77%) 1 0   1 

7 HPV149   1 0   1 

7 HPV134   1 0   1 

8 FAIMVS9 HPV168 (73%) 0 3   3 

8 HPV119   1 0   1 

8 HPV147   1 0   1 

8 FA15 HPV147 (70%) 1 0   1 

10 FAIMVS7 HPV121 (84%) 1 1 1c 2 

10 EP05* HPV142 (85%) 0 1   1 

11 FA24.2 HPV141 (76%) 0 2   2 

12 FA10 HPV132 (82%) 1 2 1b, 1c 2 

12 GC08 HPV148 (79%) 0 1   1 

12 KC96 HPV165 (80%) 0 1   1 

12 HPV148   1 0   1 

12 FA97 HPV148 (84%) 2 0   2 

13 HPV153   0 1   1 

15 KC117 HPV135 (78%) 1 0   1 

19 HPV162   1 0   1 

19 FA38 HPV162 (78%) 0 1   1 

20 SE6 HPV163 (81%) 1 0   1 

20 HPV163   1 0   1 

21 HPV167   0 1   1 

22 GC13 HPV50 (70%) 0 1   1 

22 GC16 HPVCH2 (82%) 2 0   2 
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Género Especie Tipos/tipos 

putativo de HPV 

Tipo más 

relacionado (%)a 

FAP CUT FAP y CUT Total 

22 KC62 HPVFi864 (73%) 1 1 1b 1 

24 EP04* HPV197 (75%) 0 1   1 

24 FA34 HPV197 (77%) 1 0   1 

Total    174 38 11 209 
 

a Los tipos putativos de HPV se muestran con los tipos caracterizados que presentan mayor identidad nucleotídica. El 

porcentaje de identidad nucleotídica correspondiente se indica entre paréntesis. 
b El mismo tipo de HPV fue encontrado en la misma muestra. 
c El mismo tipo de HPV fue encontrado en muestras diferentes. 

*Tipos putativos nuevos de HPV identificados por primera vez en este trabajo. 
 

En total, se obtuvieron 209 secuencias a partir de las 295 muestras analizadas que correspondían a 

82 tipos/tipos putativos de HPV: 174 secuencias se obtuvieron con los cebadores FAP, 38 con los 

CUT y 11 con ambos pares de cebadores (Tabla 16). En relación a la clasificación taxonómica de 

los distintos tipos/tipos putativos de HPV identificados en este estudio, 44 tipos pertenecían al 

género Beta PV, 31 al Gama PV y 7 al género Alfa PV (Tabla 16). En relación a la frecuencia de 

detección dentro de cada género, el tipo más frecuentemente encontrado del género Alfa PV fue el 

HPV2 (7 muestras clínicas), del género Beta PV fue el HPV5 (14 muestras clínicas) y dentro del 

género Gama PV el tipo más frecuente fue el HPV50 (6 muestras clínicas). Entre los tipos putativos 

conocidos, el FAIMVS9 (género Gama PV) fue el más frecuentemente identificado (3 muestras 

clínicas), y entre los tipos putativos nuevos, el EP01 (género Gama PV) fue el más frecuentemente 

encontrado (2 muestras clínicas). 

El desempeño de cada sistema de cebadores para detectar tipos/tipos putativos de distintos géneros 

se muestra en la Tabla 17. A diferencia del sistema de cebadores FAP, el sistema CUT logró 

amplificar virus del género Alfa PV. Por su parte el sistema FAP fue más eficiente que el sistema 

CUT en amplificar virus de los géneros Beta PV y Gama PV (148 Vs. 5 y 26 Vs. 19, 

respectivamente). En relación a los 8 tipos/tipos putativos detectados por ambos sistemas de 

cebadores (Tabla 16, columna “FAP y CUT”), 4 pertenecían al género Beta PV (HPV21, SE125, 

HPV115 y HPV174) y 4 al Gama PV (HPV50, FAIMVS7, FA10 y KC62).  

 

Tabla 17: Desempeño de los cebadores CUT y FAP para amplificar tipos de HPV de distintos géneros 

Géneros Número de Virus 

CUT FAP 

Alfa 14 0 

Beta 5 148 

Gama 19 26 

Total 38 174 

 



 Resultados-Capítulo II 

 
76 

La Figura 19 muestra el desempeño de cada sistema de cebadores para detectar virus/virus putativos 

de diferentes géneros y especies dentro de la familia Papillomaviridae. Los cebadores FAP 

amplificaron principalmente tipos/tipos putativos de distintas especies dentro del género Beta PV 

(Beta 1, 2, 3 y 5) mientras que los cebadores CUT amplificaron por igual principalmente aquéllos 

pertenecientes a distintas especies de los géneros Gama PV (Gama 2, 3, 8, 10, 11, 12, 13, 19, 21, 22 

y 24) y Alfa PV (Alfa 2, 3, 4 y 8).  

 

Figura 19: Desempeño de los cebadores CUT y FAP para detectar tipos/tipos putativos de distintos géneros y 

especies 

 

 

Por su parte, el sistema FAP también logró identificar virus del genero Gama PV (Gama 1, 3, 7, 8, 

10, 12, 15, 19, 20, 22, 24) y el sistema CUT del género Beta PV (Beta 1, 2, 3). En total, el sistema 

FAP amplificó tipos/tipos putativos de HPV distribuidos en 15 especies diferentes de los géneros 

Beta (4 especies) y Gama PV (11 especies), mientras que el sistema CUT amplificó tipos/tipos 

putativos de HPV distribuidos en 18 especies diferentes de los géneros Alfa (4 especies), Beta (3 

especies) y Gama PV (11 especies). Por lo tanto, el uso combinado de los dos sistemas de cebadores 

permitió identificar tipos pertenecientes a 4/6 especies conocidas de Beta PV, 4/13 especies 

conocidas de Alfa PV y 15/27 especies conocidas de Gama PV.  

Los resultados obtenidos hasta aquí confirman la extraordinaria diversidad de los HPV circulantes 

en piel humana y que el uso combinado de ambos sistemas de cebadores constituye la mejor 

estrategia para identificar estos virus. Por un lado, los tipos de HPV identificados con los cebadores 

CUT complementan los no identificados por los cebadores FAP y viceversa. Además demostramos 
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que los cebadores CUT tienen mayor capacidad que los cebadores FAP para identificar tipos de 

HPV pertenecientes a diferentes especies y géneros.  

 

4.II.2.1 Análisis filogenético de los tipos/tipos putativos identificados en este trabajo. 

Como dicho anteriormente y como se observa en la Tabla 16, las secuencias obtenidas de todos los 

fragmentos amplificados a partir de las muestras de piel fueron analizadas y comparadas con todas 

las secuencias disponibles en el sitio http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Aquellas secuencias que 

presentaban identidades nucleotídicas mayores al 90% respecto a las secuencias contenidas en la 

base de datos del GenBank fueron clasificadas como “Tipos previamente caracterizados” y por lo 

tanto su clasificación filogenética era conocida. En contraste, la clasificación filogenética de los 

tipos putativos nuevos que fueron identificados por primera vez en este trabajo (tipos EP) se 

desconocía completamente.  

Si bien la clasificación actual de los PV está basada en el ORF L1 (región de aproximadamente 

1.500 pb) [18], es posible realizar una aproximación correcta utilizando fragmentos de 

amplificación, tales como los obtenidos con los cebadores CUT o FAP. Esta estrategia fue 

propuesta previamente para los fragmentos generados con los cebadores FAP [192] y 

sucesivamente aplicada por nuestro laboratorio para las secuencias derivadas de los cebadores CUT 

[17,138]. 

Para determinar las relaciones filogenéticas de los tipos EP con los tipos conocidos de HPV 

pertenecientes a diferentes géneros y especies, se realizó un alineamiento basado en codones 

utilizando el programa MEGA 6.0 [171]. Se utilizó además el programa jModel test [172] para la 

identificación del modelo de sustitución nucleotídica (GTR+I+G) y el paquete Beast 1.7.5 [173] 

para la construcción de los árboles filogenéticos basados en inferencia bayesiana.  

En la Figura 20 se muestra el árbol filogenético obtenido a partir de las secuencias parciales de los 

tipos putativos nuevos identificados en este trabajo, en relación a 181 tipos de HPV previamente 

caracterizados. Del total de tipos caracterizados, 174 han sido oficialmente reconocidos por el 

Centro de Referencia Internacional de Papillomavirus Humanos (International Human 

Papillomavirus Reference Center) y se encuentran disponibles en www.hpvcenter.se. Por otro lado, 

los 7 tipos caracterizados restantes han sido identificados por metagenómica, no tienen designación 

oficial hasta el momento y están disponibles en www.pave.org.  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.hpvcenter.se/
http://www.pave.org/
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Figura 20: Filogenia bayesiana de los 3 tipos putativos nuevos de HPV identificados en este trabajo respecto a 

181 tipos conocidos de HPV.  

Los tipos/tipos putativos de HPV se indican de la siguiente forma: nombre del virus, letra correspondiente al 

género (g: gama, Mu, Nu), el número de especie. Las ramas de los géneros Alfa y Beta PV están colapsadas. 

Las especies que agrupan los tipos putativos nuevos están sombreadas en color. Los tipos putativos nuevos 

están resaltados en rojo. Se indican los valores de la probabilidad posterior en cada uno de los nodos. 
 

Como puede observarse en el árbol filogenético (Figura 20), los valores de probabilidad posterior 

fueron generalmente altos (>70) para todos los nodos. La distribución en clusters de las secuencias 

de los tipos conocidos de HPV se correlacionó con las obtenidas por otros autores [21,30]. Los 3 

Beta PV

Alfa PV
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tipos putativos nuevos identificados en este trabajo fueron clasificados filogenéticamente dentro del 

género Gama PV (Figura 20). EP01, EP04 y EP05 demostraron estar filogenéticamente 

relacionados a distintas especies del género Gama PV (Tabla 18): EP01 se agrupó con la especie 

Gama 1, compartiendo un 84,8% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con el HPV173; EP04 que 

se agrupa en la especie Gama 10 compartiendo un 83,8% de identidad nucleotídica con el HPV142; 

EP05 comparte un 74,1% de identidad nucleotídica con el HPV197, perteneciendo de esta manera a 

la especie Gama 24 recientemente reconocida por el Centro Internacional de Referencia de 

Papillomavirus Humanos, aunque esta especie aún no ha sido oficialmente designada por el Comité 

Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses) 

[16].  

El hecho que los 3 tipos putativos nuevos identificados en este trabajo mostraron identidades 

nucleotídicas > 70% en el ORF L1 con virus relacionados dentro del género Gama PV (Tabla 18) 

indica que son nuevos miembros de las especies conocidas hasta el momento [16]. 

 

Tabla 18: Identidades nucleotídicas (%) de los tipos putativos nuevos con los HPV representativos dentro de 

los 5 géneros de HPV. 

Tipos HPV Especie HPV 
% identidad nucleotídica en L1 

EP01 EP04 EP05 

HPV173 Gama 1 84,8 65,7 64,5 

HPV142 Gama 10 62,7 83,8 65,8 

HPV197 Gama 24 60,7 62,1 74,1 

HPV5 Beta 1 60,8 63,9 63,9 

HPV16 Alfa 9 58,6 59,0 61,1 

HPV41 Nu 1 54,3 52,4 55,7 

HPV1 Mu 1 57,0 58,6 58,6 

 

4.II.3. Características de la infección por HPV en piel sana expuesta a la radiación solar de 

individuos inmunocompetentes  

En esta sección se analiza la prevalencia y la persistencia de infección por HPV en 234 muestras de 

piel sana expuesta a radiación solar de 78 voluntarios inmunocompetentes en 3 estaciones 

climáticas sucesivas a lo largo de un año (primavera, verano e invierno) (ver Figura 17). Este grupo 

de individuos estuvo constituido por 55 mujeres y 23 hombres, con edad media de 39 años (rango 

etario: 23-63 años). 

La prevalencia de infección se analizó para cada una de las estaciones climáticas. La persistencia de 

infección por HPV fue determinada como la presencia del mismo tipo de HPV en el mismo 

individuo en al menos 2 de las 3 estaciones climáticas estudiadas. Una infección se consideró 
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transitoria si al menos una de las muestras fue positiva para un tipo diferente de HPV y negativa 

cuando las 3 muestras resultaron negativas para ADN de HPV. 

Por último, exploramos la posible asociación de ciertos factores demográficos (edad, sexo) y de 

comportamiento (hs. de exposición solar/semana, uso de protector solar) de los voluntarios en 

relación al tipo de infección que presentaron durante el estudio (transitoria, persistente o negativa).  

 

4.II.3.1 Análisis de la prevalencia de la infección por HPV en 3 estaciones climáticas  

La prevalencia de la infección por HPV en piel se determinó en cada estación climática del año a 

los 78 voluntarios utilizando los resultados arrojados por los sistemas de amplificación FAP y CUT 

en forma conjunta (ver sección 4.II.1 y Figura 17). Como se muestra en la Tabla 19, la mayor 

prevalencia de infección por HPV se observó en la primavera (53.9%). Por otro lado, las 

frecuencias de infección en las otras dos estaciones climáticas estudiadas fueron menores y 

similares entre sí, con prevalencias de 44.9% en verano y de 47.4% en invierno. Los análisis 

estadísticos determinaron que estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (p= 0,43), 

sin embargo podemos observar una tendencia de mayor prevalencia de infección en primavera. 

Teniendo en cuenta que la mayor radiación UV en nuestro país ocurre entre los meses de 

Septiembre a Noviembre debido al paso del agujero de ozono [190,193], los resultados aquí 

expuestos ponen de manifiesto la posible influencia de la exposición solar sobre la mayor 

frecuencia de infección por HPV observada en primavera en esta población. 

 

Tabla 19: Prevalencia de la infección por HPV y factores asociados en piel sana expuesta al sol de 78 

individuos inmunocompetentes durante 3 estaciones de año. 

 
Primavera Verano Invierno 

Infección por HPV  

n (%) 
42 (53.9) 35 (44.9) 37 (47.4) 

Especie HPV más prevalente Beta 1 Beta 1 Beta 1 

Tipo(s) HPV más prevalente 
HPV5 

HPV19 
HPV19 HPV5 

Especies de HPV identificadas (n) 17 10 10 

Tipos/tipos putativos de HPV 

identificados totales (n) 
48 31 34 

Tipos putativos identificados, % (n/total) 
24 

(12/48) 

29 

(9/31) 

24 

(8/34) 

Tipos putativos nuevos EP01  EP05  EP04  

 

Como muestran la Figura 21 y la Tabla 19, se lograron identificar diferentes tipos/tipos putativos y 

especies de HPV en cada estación climática. En primavera se identificó el mayor número de tipos y 
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de especies de HPV respecto al verano y al invierno. Además ciertas especies (Alfa 3, Alfa 8, Gama 

1, Gama 12, Gama 13, Gama 19) se identificaron exclusivamente en primavera mientras que otras 

(Gama 15, Gama 21 y Gama 24) se identificaron solamente en verano. Por otro lado, las especies 

Alfa 4, Beta 1, Beta 2 y Beta 3 se identificaron en las 3 estaciones estudiadas (Figura 21). Al 

analizar los tipos de HPV más prevalentes en cada estación climática en estudio, se determinó que 

HPV5 y HPV19 fueron los más frecuentes en primavera (5/78), HPV19 en verano (4/78) y HPV5 

(5/78) en invierno. Ambos tipos pertenecen a la especie Beta 1 que, además, fue la más prevalente 

en los tres periodos (Tabla 19 y Figura 21). Por último, el porcentaje de tipos putativos identificados 

en muestras de piel sana en cada una de las 3 estaciones estudiadas fue similar, identificándose un 

tipo putativo EP distinto en cada estación climática (Tabla 19).  

 

Figura 21: Especies de HPV identificadas en piel sana expuesta a UV de 78 individuos sanos en 3 estaciones 

del año 

 

4.II.3.2 Análisis de la persistencia de la infección por HPV en piel sana expuesta a la radiación 

solar en 3 estaciones climáticas y de la posible asociación con factores demográficos y de 

comportamiento.  

Sucesivamente, analizamos el nivel de persistencia de la infección por HPV en los 78 voluntarios 

durante las 3 estaciones climáticas. Se observó infección por HPV en al menos una de las muestras 

en 79.5% (62/78) de ellos, mientras que el 20.5% de los voluntarios (16/78) fue HPV-negativo en 

las 3 muestras analizadas. Entre los individuos infectados, la presencia de infección se detectó en 
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1/3 muestras en el 40.3% (25/62), en 2/3 muestras en el 35.5% (22/62) y en 3/3 muestras en el 

24.2% (15/62).  

En la Tabla 20 se detallan los tipos/tipos putativos identificados con ambos sistemas de cebadores 

en las muestras incluidas en el estudio. Se identificaron en total 70 tipos/tipos putativos diferentes 

pertenecientes a 21 especies distintas dentro de los géneros Alfa, Beta y Gama PV. La mayoría de 

estas infecciones fueron transitorias, sin embargo nuestro interés se centró en aquellas que 

persistieron.  

 

Tabla 20: Tipos/tipos putativos de HPV identificados con los sistemas CUT y FAP 

Género HPV Especie HPV 

Primavera 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

Verano 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

Invierno 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

Alfa 

2 

HPV3 

HPV28 

HPV78 

HPV28 ND 

3 HPV89 ND ND 

8 HPV40 ND ND 

4 HPV2 HPV2 HPV2 

Beta 

1 

HPV5 

HPV8 

HPV14D 

HPV19 

HPV20 

HPV21 

HPV24 

HPV47 

HPV105 

FA127 

HPVRTRX7 

HPV5 

HPV8 

HPV19 

HPV20 

HPV21 

HPV24 

HPV25 

HPV36 

HPV93 

HPV124 

FA25 

HPVRTRX7 

HPV5 

HPV8 

HPV12 

HPV19 

HPV20 

HPV21 

HPV24 

HPV25 

HPV36 

HPV93 

HPV124 

HPVRTRX7 

2 

HPV9 

HPV12 

HPV17 

HPV22 

HPV37 

HPV38b 

HPV80 

HPV107 

HPV110 

HPV111 

HPV120 

HPV174 

SE125 

GC17 

FA108 

HPV80 

HPV111 

HPV120 

HPV174 

FA114 

FA108 

HPV12 

HPV37 

HPV38b  

HPV107 

HPV111 

HPV120  

HPV145 

FA114 

FA108 

3 

HPV49 

HPV75 

HPV115 

HPV49 

HPV75 
HPV75 

5 
FAIMVS16 

HPV150 

HPV96 

FA74  

FA42 

HPV96 

Gama 
1 EP01 ND ND 

3 HPV50 ND HPV50 
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Género HPV Especie HPV 

Primavera 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

Verano 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

Invierno 

Tipo/tipo 

putativo HPV 

7 FA142 ND 

FA175  

HPV134 

HPV149 

8 FAIMVS9 ND 

HPV119  

FA15  

FAIMVS9 

10 FAIMVS7 ND 
FAIMVS7 

 EP04 

12 

FA10 

ND ND GC08 

KC96 

13 HPV153 ND ND 

15 ND KC117 ND 

19 FA38 ND ND 

20 HPV163 ND SE6 

21 ND HPV167 ND 

22 KC62 GC16 ND 

24 ND 
FA34  

EP05 
ND 

ND: No detectado 

 

Como antes mencionado (Sección 4.II.3), la persistencia de la infección por HPV se definió como la 

presencia del mismo tipo en al menos 2 de las 3 estaciones climáticas analizadas en el mismo 

individuo. En base a esto, se determinó que 23/78 (29%) voluntarios presentaron infecciones 

persistentes con al menos un tipo/tipo putativo de HPV en común. De ellos, 5 individuos (6%) 

presentaron infecciones con el mismo tipo/tipo putativo en los 3 periodos estudiados.  

En la Tabla 21 se muestran los tipos/tipos putativos de HPV identificados en los 23 voluntarios con 

infecciones persistentes. La mayoría de los virus involucrados en las infecciones persistentes 

pertenecen al género Beta PV: 10 tipos/tipos putativos de la especie Beta 1 (HPV5, HPV19, 

HPV20, HPV21, HPV24, HPV25, HPV36, HPV93, HPV124 y HPVRTRX7), 5 de la especie Beta 

2 (HPV37, HPV111, HPV174, FA108, FA114), 1 en la especie Beta 3 (HPV75) y 1 pertenece a la 

especie Beta 5 (HPV96). Dos voluntarios presentaron infecciones persistentes con virus del género 

Gama PV: HPV50 (Gama 3) y el tipo putativo FAIMVS9 (Gama 8). Por último, un solo individuo 

presentó una infección persistente con un tipo del género Alfa PV (HPV28 de la especie Alfa 2).  

En relación a los tipos/tipos putativos individuales, el HPV5 (Beta 1) fue el más frecuentemente 

encontrado (3/23), seguido por HPV37 (Beta 2) (2/23) y HPV75 (Beta 3) (2/23). Interesantemente, 

todos los tipos identificados en los 5 voluntarios con las 3 muestras HPV-positivas pertenecían al 

género Beta PV y a la especie Beta 1 (HPV5, HPV19, HPV20, HPV21 y HPVRTRX7) (Tabla 21, 

negrita). 
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Tabla 21: Tipos/tipos putativos identificados en piel sana expuesta a radiación solar de 23 voluntarios 

inmunocompetentes con infección persistente de HPV 

Voluntario 
Edad 

(años) 
Sexo 

Primavera 

Tipo/s HPV 

Verano 

Tipo/s HPV 

Invierno 

Tipo/s HPV 

Tipo 

persistente 

(especie)* 

1 26 M Negativo HPV96 HPV96 
HPV96 

(Beta 5) 

2 28 F Negativo HPV124 HPV124 
HPV124 

(Beta 1) 

3 34 F HPV-5 HPV2 
HPV8  

HPV5 

HPV5 

(Beta 1) 

4* 33 F 
HPV20 

HPV2 

HPV20 

HPV36 
HPV20 

HPV20 

(Beta 1) 

5 51 F Negativo HPV111 

HPV111  

HPV93 

HPV21 

HPV111 

(Beta 2) 

6 52 F 
HPV75  

HPV111 
Negativo 

HPV75 

HPV5 

HPV75 

(Beta 3) 

7 55 M 
HPV75 

HPV8 

HPV75 

FA74 
Negativo 

HPV75 

(Beta 3) 

8* 33 F 

HPV21 

HPV78 

FAIMVS9 

HPV21  

HPV-167 
HPV21 

HPV21 

(Beta 1) 

9* 36 M HPV19 HPV19 HPV19 
HPV19 

(Beta 1) 

10 52 F HPV20 HPV36 
HPV124 

HPV36 

HPV36 

(Beta 1) 

11 35 M HPV174 HPV174 EP04 
HPV174 

(Beta 2) 

12* 35 M HPV5 HPV5 HPV5 
HPV5 

(Beta 1) 

13 52 F Negativo 

FA108 

HPV111 

EP05 

FA108 
FA108 

(Beta 2) 

14 51 F 

HPV14D 

FA108 

HPV120 

HPV17 

HPV25 HPV25 
HPV25 

(Beta 1) 
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Voluntario 
Edad 

(años) 
Sexo 

Primavera 

Tipo/s HPV 

Verano 

Tipo/s HPV 

Invierno 

Tipo/s HPV 

Tipo 

persistente 

(especie)* 

15 45 F HPV28 HPV28 Negativo 
HPV28 

(Alfa 2) 

16 56 F 
HPV163 

GC17 
FA114 FA114 

FA114 

(Beta 2) 

17* 53 F 
HPVRTRX7 

HPV50 
HPVRTRX7 HPVRTRX7 

HPVRTRX7 

(Beta 1) 

18 58 F SE125 HPV37 
HPV37  

HPV21 

HPV37 

(Beta 2) 

19 45 F 

HPV5 

FAIMVS9 

HPV3 

HPV20 

HPV5 

HPV21 
FAIMVS9 

HPV5 

(Beta 1) 

FAIMVS9 

(Gama 8) 

20 29 F HPV50 HPV20 HPV50 
HPV50 

(Gama 3) 

21 32 F HPV37 Negativo 
HPV37 

HPV119 

HPV37 

(Beta 2) 

22 39 F Negativo HPV24 
HPV24  

HPV12 

HPV24 

(Beta 1) 

23 52 F Negativo HPV93 HPV93 
HPV-93 

(Beta 1) 

* Los 5 voluntarios con tipos persistentes durante las 3 estaciones climáticas 

M: masculino F: femenino  

 

 

Los resultados hasta aquí expuestos ponen en evidencia, no solamente que los tipos/tipos putativos 

pertenecientes al género Beta PV son los más prevalentes, sino que también son los que se han 

asociado más frecuentemente a infecciones persistentes en muestras de piel sana expuesta al sol de 

individuos inmunocompetentes [140,144,194]. Como muestran las Figuras 19, 21 y Tabla 19, los 

tipos/tipos putativos de la especie Beta 1 son los que se identificaron más frecuentemente en las 3 

estaciones del año analizadas.  

 

4.II.3.2.1 Análisis de la posible asociación de factores demográficos y de comportamiento con el 

estado de la infección por HPV en piel sana expuesta a radiación solar 

Trabajos previos han demostrado que los HPV pueden establecer una infección en la piel sin inducir 

daño en el tejido, y que ciertos factores como la edad de las personas y el tiempo de exposición a 
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luz solar podrían estar asociados a una mayor susceptibilidad a dicha infección [137,139,195]. En 

base a esta consideración, nos pareció interesante conocer si los factores demográficos (edad y 

género) y de comportamiento (hs exposición al sol/semana y uso de protector solar) podrían 

influenciar el estado de la infección de los voluntarios incluidos en esta población. 

Con ese objetivo se compararon las variables en estudio entre los individuos con al menos una 

muestra positiva para HPV a lo largo del periodo estudiado (n: 62) (infecciones transitorias y 

persistentes) y los que fueron negativos para HPV en las tres estaciones climáticas (n: 16).  

Al analizar la edad de los voluntarios, se observó que los aquéllos con infecciones (transitorias o 

persistentes) eran significativamente mayores (edad media: 39 años) que los individuos que fueron 

negativos para HPV en las 3 estaciones (edad media: 33 años) (p=0,019). Este resultado nos permite 

inferir que la mayor edad sería un factor asociado a la infección por HPV en piel de individuos 

sanos. Respecto al género no se observaron diferencias entre ambos grupos por lo que esta variable 

no estaría relacionada a la adquisición de la infección por HPV (p=0,16).  

En cuanto a la comparación variables de comportamiento (hs de exposición solar/semana y uso de 

protector solar) entre los individuos con infecciones (62/78) respecto de los HPV-negativos (16/78), 

ninguna de ellas resultó ser significativamente diferente (p=0,322 y p=0,360, respectivamente). Sin 

embargo podemos observar que la exposición solar media en los individuos infectados fue de 6 

hs/semana a diferencia de las 4 hs/semana que declararon los individuos negativos para las 3 tomas. 

Por lo tanto el tiempo de exposición al sol, podría ser un factor que influya en la infección por HPV.  

La asociación de la infección por HPV con todas las variables fue analizada además mediante una 

regresión logística multivariada, determinando que la edad fue la única variable que influyó 

significativamente en la adquisición de la infección (p=0,0128). 

Con el fin de establecer si la persistencia de la infección estaba influenciada por alguno de los 

factores, analizamos y comparamos cada una de las variables en relación a cada uno de los estados 

de infección (persistencia, transitoria, negativa). Al igual que en el análisis previo el género 

(p=0,32), las hs de exposición al sol/semana (p=0,41) y el uso de protector solar (p=0,34) no 

difirieron significativamente entre los tres grupos. En cambio se logró determinar que la edad de los 

individuos con infecciones persistentes fue significativamente mayor (45 años) que la de los 

individuos no infectados (negativo) (33 años) (p=0,05). El análisis de asociación multivariado 

confirmó este resultado (p=0,0158). 

Estos resultados en conjunto, nos permiten establecer y determinar, por un lado, que los HPV 

pueden propagarse fácilmente entre los individuos y causar infecciones persistentes sin inducir 

ningún daño en el tejido, y por el otro, que pueden infectar persistentemente la piel de individuos 

sanos por un período de al menos un año. Además determinamos que la mayor edad estaría 
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relacionada tanto con la adquisición de la infección como también en la persistencia de las 

infecciones por HPV en piel sana expuesta al sol. 

Por otro lado pudimos observar que la prevalencia de infección en primavera fue mayor que en los 

otros dos periodos y que el tiempo medio de exposición al sol/semana en los individuos infectados 

(6 hs/semana) era mayor que el de los individuos que fueron negativos para HPV en las 3 estaciones 

(4 hs/semana). Si bien estas diferencias no resultaron ser estadísticamente significativas 

determinamos que existe una tendencia y que la radiación solar podría ser un factor que influya en 

la infección por HPV en piel de individuos inmunocompetentes.  
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4.III.1 Caracterización de nuevos tipos de HPV identificados en muestras de piel sana 

expuesta a radiación solar. 

En los últimos años se avanzó considerablemente en la identificación de genomas completos de 

nuevos tipos de HPV, en particular de virus aislados de epitelios cutáneos [16,30]. Como descripto 

en el Capítulo II, en las muestras de individuos inmunocompetentes se identificaron 31 tipos 

putativos de HPV (no se conoce su genoma completo), de los cuales 3 fueron detectados por 

primera vez en este trabajo. A continuación se describen las actividades llevadas a cabo para 

amplificar los genomas completos de tipos putativos de HPV detectados en piel sana expuesta a la 

radiación solar de individuos inmunocompetentes utilizando la técnica denominada “PCR altamente 

sensible para fragmentos largos” desarrollada en nuestro laboratorio [35]. Esta herramienta es 

aplicable a genomas circulares como el de los PV y permite la amplificación de fragmentos largos 

de ADN con mayor eficiencia que las técnicas convencionales para tal fin. Como dicho en la 

Sección 3.3.2.2, esta técnica permite amplificar dos fragmentos solapantes de alrededor de 4 kpb 

que corresponden a las mitades genómicas de los tipos putativos de HPV de interés mediante el uso 

de cebadores genéricos y/o específicos que hibridan en las regiones L1 y E1 del genoma viral 

(Figura 14, Sección 3.3.2.2). 

 

4.III.1.1 Amplificación de mitades genómicas de potenciales tipos nuevos con cebadores 

genéricos  

Para la amplificación de mitades genómicas de tipos potenciales de HPV se utilizaron 2 muestras de 

hisopado de piel obtenidas en el estudio longitudinal descripto en el capítulo II de este trabajo 

(muestras V48-1 y V77-1) y 6 muestras de piel sana expuesta a la radiación solar recolectadas 

previamente para poner a punto el protocolo de toma de muestra utilizado en nuestro laboratorio 

(muestras 06C, 27A, 43A, 08C, 22A, 47C). En todas las muestras seleccionadas se habían 

identificado previamente tipos putativos de los géneros Gama PV y Beta PV cuyos genomas 

completos eran desconocidos (Tabla 22).  

Los cebadores genéricos que hibridan en las regiones L1 y E1 de HPV utilizados para lograr la 

amplificación y caracterización de mitades genómicas de tipos potenciales de HPV fueron 

descriptos en trabajos anteriores (ver Sección 3.3.2 y Tabla 4). Los cebadores genéricos que 

hibridan en la región L1 disponibles en el laboratorio y que han demostrado tener gran capacidad de 

identificar tipos y tipos putativos de diferentes géneros de HPV son los cebadores FAP [28,133] y 

CUT [138]. Por otro lado, los cebadores genéricos que hibridan en el ORF E1 fueron diseñados en 

nuestro laboratorio para el desarrollo de la técnica de amplificación de fragmentos largos [35]. En 
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efecto, la aplicación de esta estrategia utilizando los cebadores genéricos que hibridan E1 y L1 en 

forma combinada permitió la completa caracterización del HPV156 [35].  

En base a lo expuesto, en primer lugar se alinearon todos los cebadores genéricos disponibles 

(Tabla 4) con las secuencias nucleotídicas correspondientes a los ORF L1 o E1 de los tipos de HPV 

de los géneros Gama-PV y Beta-PV filogenéticamente relacionados con los tipos putativos de HPV 

que se deseaban caracterizar y que están disponibles en www.hpvcenter.se y pave.niaid.nih.gov. De 

esta manera fue posible inferir qué cebadores tenían el menor número de bases desapareadas en las 

regiones E1 y L1, para su uso en la caracterización de genomas completos (Tabla 4, Sección 3.2.1). 

En base a este análisis, se seleccionaron los cebadores genéricos indicados en la Tabla 22. Las 

condiciones de la reacción de PCR y el perfil térmico se detallan en la Sección 3.3.2.2. En todos los 

casos, se ensayaron 3 TH (50°C, 52°C, 55°C) en la primera ronda de amplificación y 1 TH (50°C) 

en la segunda a fin de lograr bandas específicas y visibles luego de la amplificación para su 

posterior purificación y clonado.  

 

Tabla 22: Tamizaje de tipos putativos de HPV con cebadores genéricos y “PCR altamente sensible para 

fragmentos largos”. 

Código 

de 

Muestra 

Tipo 

putativo 

(especie) 

Tipo más 

relacionado (%)
a
 

Cebadores Genéricos 
Mitad genómica a 

amplificar 

Mitad 

genómica 

obtenida 

06C GC14 (ᵧ-12) HPV132 (73%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 
Ninguna 

27A EP01 (ᵧ-1) HPV173 (85%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 

L1parcial-L2-

E2-E1parcial 

43A FA91 (ᵧ-12) KC5 (78%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 

L1parcial-L2-

E2-E1parcial 

08C GC09 (ᵧ-12) HPV165 (75%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 
Ninguna 

22A FA10 (ᵧ-12) HPV132 (82%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 
Ninguna 

47C  FA91 (ᵧ-12) KC5 (78%) FAP64-Rv/E1ᵧ2-Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 

L1parcial-L2-

E2-E1parcial 

V48-1 FA10 (ᵧ-12) HPV132 (82%) FAP64-Rv/E1ᵧ2- Fw 
L1parcial-L2-E2-

E1parcial 

L1parcial-L2-

E2-E1parcial 

V77-1  FA108 (β-2) HPV107 (86%) FAP6085-Fw/E1β2-Rv 
L1parcial-LCR-E6-E7-

E1parcial 

L1parcial-LCR-

E6-E7-E1parcial 
aLos tipos putativos de HPV se muestran con los tipos previamente caracterizados que presentan mayor identidad 

nucleotídica. El porcentaje de identidad nucleotídica correspondiente se indica entre paréntesis. β: Beta, ᵧ: Gama 

 

Mediante esta estrategia se obtuvieron bandas de alrededor de 4 kpb en 5 (muestras 27A, 43A, 47C, 

V48-1, V77-1) de las 8 muestras en las distintas condiciones de TH aplicadas (Tabla 22). La Figura 

22 muestra los resultados obtenidos de algunas muestras en las condiciones ensayadas. Por ejemplo, 

se obtuvieron bandas con el tamaño deseado en la muestra 27A (TH: 50° y 55°C), y en las muestras 

http://www.hpvcenter.se/
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43A, V48-1 y V77-1 (todas las TH utilizadas). En contraste, no se logró amplificar las mitades 

genómicas correspondientes a la muestra 06C en ninguna de las TH utilizadas.  

Sucesivamente, se procedió a purificar todas las bandas de 4 kpb obtenidas por separado para luego 

ser clonadas en el vector p-Gem-T-easy (Promega). Los clones con el inserto correspondiente 

fueron identificados mediante amplificación por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv, como 

descripto en la sección 3.7.6, y se enviaron a secuenciar a un servicio especializado (Macrogen, 

EE.UU.). El análisis de sus secuencias permitió determinar que todas las bandas amplificadas a 

partir de la misma muestra contenían el mismo tipo putativo de HPV, no obstante haber sido 

generadas con diferentes TH. En la Tabla 22 se resumen las mitades genómicas obtenidas a partir 

de las muestras analizadas.  

 

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados (~4 kbp) en muestras 

seleccionadas con cebadores genéricos y “PCR altamente sensible para framentos largos”. 

 

 

Las secuencias resultantes fueron analizadas y comparadas con el gen L1 de los genomas de HPV 

disponibles (www.hpvcenter.se, pave.niaid.nih.gov) mediante herramientas bioinformáticas. Como 
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resultado de este análisis se determinó que la muestra 27A contenía un tipo putativo nuevo no 

identificado previamente, que denominamos EP01, que compartía 85% de identidad nucleotídica en 

el ORF L1 con el HPV173 (Gama 1). Por otro lado, las muestras 43A y 47C contenían ambas el 

FA91, un tipo putativo originalmente identificado en piel sana de un individuo inmunocompetente 

[196] que comparte 78% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con el virus KC5 (Gama 12) 

identificado por metagenómica y que no tiene designación oficial hasta el momento 

(pave.niaid.nih.gov).  

El análisis de la secuencia de la mitad genómica amplificada a partir de la muestra V48-1 determinó 

que contenía el tipo putativo FA10 identificado previamente en piel de un individuo 

inmunosuprimido y comparte 82% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con el HPV132 (Gama 

12). Asimismo, el fragmento de 4 Kpb amplificado a partir de la muestra V77-1 correspondía al tipo 

putativo FA108, identificado en piel de un individuo inmunocompetente y comparte 86% de 

identidad nucleotídica con el HPV107 (Beta 2) (Tabla 22). 

 

4.III.1.2 Amplificación de las mitades genómicas de los potenciales tipos nuevos identificados 

con cebadores específicos.  

En base a los resultados obtenidos en la sección 4.III.1.1, nos propusimos completar la 

caracterización de los genomas correspondientes a los tipos putativos EP01, FA91, FA10 y FA108. 

Con ese objetivo se diseñaron cebadores específicos en las regiones L1 y E1 en base a las 

secuencias obtenidas a partir de cada una de las mitades genómicas amplificadas previamente 

(Tabla 4, Sección 3.2.1). Para ello se utilizaron como molde las secuencias de 4 Kpb amplificadas 

con los cebadores genéricos (Tabla 22). Debido a que la secuencia obtenida de la muestra 47C no 

resultó adecuada por presentar cromatogramas superpuestos, se continuó con la identificación del 

genoma completo del tipo putativo FA91 con la muestra 43A.  

Como resultado de este análisis, se diseñaron 4 pares de cebadores específicos para completar los 

genomas y proceder a la caracterización de los nuevos tipos. La Tabla 23 muestra los cebadores 

específicos seleccionados para abordar este objetivo, cuyas secuencias se detallan en la sección 

3.2.1 (Tabla 4) para cada muestra en estudio. Los cebadores específicos se probaron a 3 TH 

diferentes en la MIX I (50°C, 52°C, 55°C) y a 50°C en la MIX II en las mismas condiciones de 

PCR que las utilizadas previamente con los cebadores genéricos. Como se observa en la Tabla 23, 

fue posible amplificar los fragmentos deseados de cada una de las 4 muestras analizadas ya sea en 

todas (tipos putativos EP01 y FA108) o en ciertas (tipos putativos FA10 y FA91) TH de la MIX I 

ensayadas.  

 

http://pave.niaid.nih.gov/
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Tabla 23: Cebadores específicos y TH utilizados para amplificar las mitades genómicas de 4 tipos putativos 

de HPV. 

Tipo putativo 
Cebadores 

Específicos 

TH de amplificación 

en MIX I (°C) 
Mitad genómica amplificada 

EP01 27A-Fw/27A-Rv 50-52-55 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial) 

FA10 V48-1Fw/V48-1Rv 50 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial) 

FA91 43A-Fw/43A-Rv 55 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial) 

FA108 V77-1Fw/V77-1Rv 50-52-55 E1 (parcial)-E2-L2-L1 (parcial) 

 

La mitad genómica correspondiente al tipo putativo EP1 fue clonada en el vector pGem-T-Easy 

(Promega) y las correspondientes a los tipos FA10 y FA108 fueron clonadas en el vector TOPO XL 

(Invitrogen); la mitad genómica correspondiente al tipo FA91 no se logró clonar al momento de 

finalizar este trabajo de tesis. Los clones con el inserto correspondiente fueron identificados 

mediante amplificación por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv. Las tres mitades genómicas 

clonadas fueron enviadas a secuenciar y todas las secuencias se solaparon con las mitades 

genómicas amplificadas con los cebadores genéricos. Así, utilizando las herramientas 

bioinformáticas, pudimos confirmar que las mitades amplificadas con cebadores específicos 

completaban las mitades genómicas obtenidas previamente con cebadores genéricos. Por lo tanto, 

podemos concluir que la estrategia abordada permitió obtener los genomas completos de 3 tipos 

nuevos de HPV a partir de muestras de piel de individuos de nuestra región. En la Figura 23 se 

esquematiza la estrategia utilizada para caracterizar los genomas completos de los 3 tipos nuevos 

utilizando como modelo el tipo FA10.  

Los clones y las secuencias correspondientes fueron enviadas al International Reference Centre for 

Papillomaviruses ubicado en el Karolinska Institute (Estocolmo, Suecia), donde los genomas 

completos de los tres nuevos virus fueron confirmados y oficialmente designados como HPV205 

(EP01) [197], HPV209 (FA108) y HPV210 (FA10) (www.hpvcenter.se). Todos los virus 

caracterizados fueron aislados de muestras de piel sana expuesta al sol de individuos 

inmunocompetentes. Los tipos HPV205, HPV209  y HPV210 fueron posteriormente identificados 

en muestras de hisopado de piel analizadas en el estudio longitudinal realizado en este trabajo de 

tesis. Particularmente, los tipos HPV205 y HPV210 fueron identificados por única vez en 2 

muestras pertenecientes a dos individuos diferentes. Por su parte, el HPV209 fue identificado en 5 

muestras clínicas tomadas de 4 individuos, uno de los cuales presentó una infección persistente con 

este tipo viral (Sección 4.II.4.2). Sin embargo, queda pendiente el analisis de la prevalencia de los 3 

nuevos virus caracterizados en muestras de distintos epitelios a fin de poder dilucidar el tropismo y 

significado clínico de sus infecciones. 
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Figura 23: Esquema de la estrategia utilizada para caracterizar genomas completos de tipos nuevos de HPV  

 
 

Par de cebadores genéricos utilizados para generar la mitad genómica de FA10 (sección 4.III.1.1): E1γ2Fw/FAP64-Rv 

Par de cebadores específicos para completar el genoma del nuevo virus (sección 4.III.1.2): V48-1 Fw/ V48-1 Rv 

 

4.III.1.3 Caracterización de los nuevos tipos HPV205, HPV209 y HPV210 

El análisis filogenético y la comparación de secuencias del ORF L1 con 181 HPV de referencia 

confirmaron al HPV205 y al HPV210 como miembros del género Gama PV, con identidades 

nucleotídicas de 84,8% y de 82,4% con respecto a HPV173 (Gama 1) y a HPV132 (Gama 12), 

respectivamente. Por su parte, el HPV209 es un nuevo miembro del género Beta PV y comparte 

88,1% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con HPV107 (Beta 2). En la Tabla 24 se muestran 

las identidades nucleotídicas de los 3 tipos nuevos con tipos representativos de especies conocidas 

de los géneros Beta PV y Gama PV cuyas secuencias están disponibles en www.hpvcenter.se.  
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http://www.hpvcenter.se/
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Tabla 24: Porcentaje de identidad nucleotídica en el ORF L1 de los 3 nuevos tipos de HPV con tipos 

representativos de las especies de los géneros Beta PV y Gama PV 

Tipo HPV 
Especie 

HPV 

% identidad nucleotídica en el ORF L1 

 

HPV209        HPV210          HPV205 

HPV5 Beta 1 68,6 58,4 60,7 

HPV107 Beta 2 88,1 57,5 57,8 

HPV49 Beta 3 71,5 58,8 61,4 

HPV92 Beta 4 69,5 57,8 61,6 

HPV96 Beta 5 68,2 58,1 58,9 

HPV173 Gama 1 58,8 61,9 84,8 

HPV200 Gama 2 60,5 65,0 63,9 

HPV50 Gama 3 59,7 63,7 63,6 

HPV175 Gama 4 58,8 62,1 61,4 

HPV88 Gama 5 59,2 62,8 63,8 

HPV108 Gama 6 58,7 58,8 60,6 

HPV109 Gama 7 60,6 60,4 64,1 

HPV112 Gama 8 59,1 62,7 63,3 

HPV116 Gama 9 59,3 57,3 60,7 

HPV121 Gama 10 61,4 61,1 63,5 

HPV126 Gama 11 60,2 60,7 61,8 

HPV132 Gama 12 59,2 82,4 62,0 

HPV128 Gama 13 58,7 61,6 61,1 

HPV131 Gama 14 60,2 65,8 63,1 

HPV135 Gama 15 60,4 62,5 63,9 

HPV137 Gama 16 58,2 60,3 60,7 

HPV144 Gama 17 60,5 63,3 64,0 

HPV156 Gama 18 60,6 61,5 63,5 

HPV161 Gama 19 61,0 60,7 62,3 

HPV163 Gama 20 61,4 63,2 67,5 

HPV172 Gama 22 57,5 58,8 59,2 

HPV178 Gama 24 61,2 62,4 62,7 

HPV184 Gama 25 58,3 63,1 61,0 

HPV201 Gama 27 60,3 61,6 66,2 

Se resaltan los porcentajes de identidad nucleotídica más (ocre) y menos relacionados (rosa) de los tipos nuevos con HPV 

de referencia del mismo género.  

 

El análisis filogenético de las secuencias del ORF L1 de los 3 nuevos tipos de HPV caracterizados 

en este trabajo y de 181 tipos de HPV de referencia se realizó con metodología bayesiana (Figura 

24).  

Las principales características genómicas de los tres nuevos virus se describen en la Tabla 25. El 

análisis de los ORF y de comparación de secuencias muestran que los tres virus tienen una 

organización genómica típica de los HPV y codifican al menos 6 genes: E6, E7, E1, E2, L2 y L1. 
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Figura 24: Análisis Filogenético de los nuevos HPV caracterizados en este trabajo en relación a 181 tipos de 

referencia 

 

Los tipos de HPV se indican de la siguiente forma: nombre del virus, letra correspondiente al género (g: gama, 

b: beta, Mu, Nu), el número de especie. Las ramas de género Alfa PV están colapsadas. Las especies que 

agrupan los tipos nuevos están sombreadas en color. Los tipos nuevos están resaltados en rojo. Se indican los 

valores de la probabilidad posterior en cada uno de los nodos. 

AlfaPV
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Como en otros miembros de los géneros Gama PV y Beta PV, la región intergénica entre los genes 

E2 y L2 es muy corta (HPV205: 20 bp, posiciones 3.632-3.652 nt; HPV EP02: 51 pb, posiciones 

3.854-3.940 nt; HPV EP03: 97 pb, posiciones 3.497-3.592 nt) y ninguno de los 3 virus nuevos 

codifican para el ORF E5. En el HPV EP02 se pudo identificar además un ORF que codifica para 

la proteína E4, característico de los virus del género Beta PV. Por su parte, tal como otros 

miembros del género Gama PV, ninguno de los 2 virus caracterizados (HPV205 y HPV210) 

codifican para la proteína E4. Sin embargo, se identificaron secuencias cortas de 87-118 

aminoácidos de longitud (HPV205: posición 3.036-3.392 nt; HPV210 posición: 3.037-3.292 nt) 

con remanentes de sitios ricos en prolina, característico de la proteína E4.  

Además de los ORF mencionados anteriormente, en los genomas de los 3 nuevos virus se observa 

una región regulatoria no codificante (LCR) en donde se identificaron sitios de unión a E2 

[ACC(N)6GGT], proteína viral que controla la replicación y la expresión de los virus (Tabla 25). 

En esta región, además, se identificaron secuencias típicas TATA box (TATAA), como así también 

múltiples sitios de unión para factores de transcripción como AP-1, NF-1 y SP-1. 

La habilidad de los HPV de inducir la proliferación de los keratinocitos se ha atribuído 

principalmente a las oncoproteínas E6 y E7 por su habilidad de unirse a proteínas celulares que 

regulan el ciclo celular, tales como p53 y pRB, respectivamente [49,52]. Una característica 

distintiva de los HPV oncogénicos es la presencia de sitios de unión a PDZ en el carboxilo terminal 

de la proteína E6 [198]. Como se observa en la Tabla 25, las proteínas E6 de los 3 virus 

caracterizados presentan un número variable de dominios putativos de unión a PDZ; sin embargo 

ninguno de ellos se encuentra en el extremo carboxilo terminal.  

Con respecto a las oncoproteínas E7 de los nuevos virus, se identificaron sitios putativos de unión a 

pRB en HPV209 y HPV210 pero no en HPV205, tal como reportado para los demás miembros de 

especie Gama 1 [197,199]. Por otro lado, tipos filogenéticamente relacionados al HPV210 

(HPV132, HPV148 y HPV157) también contienen sitios putativos de unión a pRB en sus 

secuencias [197,199].  

Por último, el análisis de las secuencias codificantes de la proteína E1 (helicasa ATP-dependiente 

viral) de los 3 tipos nuevos permitió la identificación de sitios putativos de unión a ATP en las 

secuencias nucleotídicas correspondientes [200].  
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Tabla 25: Características genómicas y proteínas putativas de los 3 nuevos HPV caracterizados 

Características del genoma HPV209 HPV210 HPV205 

Longitud del genoma (pb) 7.399 7.134 7.298 

Contenido de GC (%) 40,4 38 37,5 

Género y Especie Beta 2 Gama 12 Gama 1 

ORFs 

E6, E7, E1, E2, E4, 

L2, L1 
E6, E7, E1, E2, L2, L1 E6, E7, E1, E2, L2, L1 

URR 

Longitud (pb) 

 

Posición en el genoma 

400 

 

7.000-7.399 nt 

462 

 

6.671-7.134 nt 

500 

 

6.799-7.298 nt 

TATA box 2 2 2 

Sitio de unión a E2 

ACC(N)6GGT 
2 4 1 

E6 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

140 

 

1-423 nt 

139 

 

1-420 nt 

140 

 

1-423 nt 

Sitio de union a Zinc 

CXXC(X)29CXXC† 
2 separados por 36 aa 2 separados por 36 aa 2 separados por 36 aa 

Dominios de unión a 

PDZ 

X(T/S)X(L/V)# 
RTIL (6-10 aa) 

FTDV (20-23 aa) 

KSWL (31-34 aa) 

LSLL (47-50 aa) 

QTPL (90-93 aa) 

PTGL (6-9 aa) 

LSLV (47-50 aa) 

LSAL (66-69 aa) 

E7 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

102 

 

420-728 nt 

92 

 

417-695 nt 

97 

 

420-713 nt 

Sitio de unión a Zinc 

CXXC(X)29-30CXXC† 
CXXC(X)29CXXC CXXC(X)29CXXC CXXC(X)30CXXC 

Sitio de unión a pRB 

LXCXE‡ 

1 1 Ausente 

E1 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

607 

 

715-2538 nt 

599 

 

679-2478 nt 

603 

 

700-2511 nt 

Sitio de unión a ATP 

GXXXXGK(T/S)§ 
GPPDSGKS GPSDTGKS GPPDTGKS 

E2 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

457 

 

2,480-3,853 nt 

363 

 

2,405-3,496 nt 

392 

 

2,453-3,631 nt 

E4 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

202 

 

3,000-3608 nt 

Ausente Ausente 

L2 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

519 

 

3,905-5,464 nt 

513 

 

3,593-5,134 nt 

527 

 

3,653-5,236 nt 

L1 

Tamaño de la proteína 

(aa) 

Posición en el genoma 

507 

 

5,476-6,999 nt 

508 

 

5,145-6,671 nt 

515 

 

5,251-6,798 nt 

†Secuencia consenso de sitio de unión a Zinc [201]; # Secuencia consenso de dominio de unión a PDZ [198]; ‡Secuencia 

consenso de sitio de unión a pRB [202]; §Secuencia consenso de sitio de unión a ATP [200]. 

URR: Región regulatoria no codificante; aa: aminoácidos; nt: nucleótidos. 
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4.III.2. Análisis “in silico” de posibles eventos de recombinación en el género Gama PV  

Como dicho anteriormente, una de las posibles fuerzas evolutivas que podría haber influenciado en 

la diversidad genética de los PV es la recombinación [20]. Estudios in silico realizados en el género 

Alfa PV han identificado eventos de recombinación con significancia estadística en regiones 

codificantes de las proteínas tempranas y tardías del genoma viral [152,157]. Teniendo en cuenta 

que el Gama PV es uno de los géneros más diversos y en rápida expansión de la familia 

Papillomaviridae, nos propusimos explorar la recombinación como posible fuerza evolutiva en este 

género utilizando herramientas bioinformáticas y una base de datos actualizada de 74 tipos de HPV: 

73 virus previamente descriptos y el HPV205, uno de los nuevos Gama PV caracterizados en este 

trabajo. Es necesario aclarar que el HPV210 no fue incluido en la base de datos ya que la completa 

caracterización del genoma fue posterior a la realización del análisis de recombinación descripto a 

continuación. 

 

4.III.2.1. Búsqueda de posibles eventos de recombinación en el género Gama PV con el 

programa RDP4.1 

La búsqueda de posibles eventos de recombinación con el programa RDP4.1 [177] se realizó en dos 

etapas. El primer cribado se realizó en cada ORF individual por separado (E1, E2, L2, L1). En el 

segundo cribado, el análisis con RDP se realizó aumentando gradualmente el número de ORF y 

analizándolos en diferentes combinaciones (E1-E2, E1-E2-L2, E1-E2-L1 y E1-E1-L2-L1).  

Los potenciales eventos de recombinación identificados en este análisis y que cumplieron con el 

criterio de inclusión (p <0,05 en al menos 4 métodos de los incluidos en el programa RDP4.1) se 

muestran en la Tabla 26. En los ORFs individuales analizados, se encontraron posibles eventos que 

cumplían con el criterio de inclusión en ORF E2 y ORF L2. En contraste, no se detectó ningún 

evento en el ORF L1, mientras que en el ORF E1 se encontraron posibles eventos con soporte 

estadístico con menos de 4 métodos (datos no mostrados), y por lo tanto el ORF E1 no cumplió con 

el criterio de inclusión establecido.  

Con respecto al análisis realizado en los ORF combinados, de todos los eventos que si cumplieron 

con el criterio de inclusión, sólo 2 persistieron en las diferentes combinaciones de ORF analizadas 

(Tabla 26, en negrita). El primer evento putativo representa una recombinación inter-especie que se 

detectó en todos los tipos agrupados en la especie Gama 8, e involucra alrededor de 200 pb en el 

ORF E1 (región recombinante: 1.045 a 1.253 nt en el alineamiento E1-E2-L2-L1 con respecto al 

tipo de referencia HPV112). Los parentales menores y mayores serían virus ancestrales que 

pertenecen a la especie Gama 11 y Gama 24 respectivamente. El segundo evento putativo es una 

recombinación intra-especie entre miembros de la especie Gama 7. El HPV170 fue identificado 
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como el tipo recombinante y la región recombinante involucra alrededor de 420 pb en el ORF E1 

(1.422 a 1.846 nt en el alineamiento E1-E2-L2-L1); los tipos HPV109 y HPV149 fueron 

identificados como los virus parentales mayores y menores, respectivamente. Vale la pena aclarar 

que ambos eventos se indican en relación al alineamiento E1-E2-L2-L1 para facilitar el análisis. Sin 

embargo, como puede observarse en la Tabla 26, los tipos identificados como recombinantes, así 

como los parentales mayores y menores de las potenciales recombinaciones intra- e inter-especies, 

coinciden en las demás combinaciones de ORF, tales como E1-E2, E1-E2-L2 y E1-E2-L1. 

 

Tabla 26: Análisis de posibles eventos de recombinación en el género Gama-PV con el programa RDP4.1 

Posible virus 

recombinante  
Especies 

Localización sitio de 

recombinación 

(virus, N° acceso 

GenBank)# 

ORF 

Secuencias parentales 

 

Mayor   Menor 

Métodos p  

HPV155 γ-7 
3.253 – 3.460 nt 

(HPV155, JF906559) 
E2 

HPV149 

(γ-7) 

HPV109 

(γ-7) 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

3.9x10-2 

1.7x10-3 

2.6x10-5 

3.5x10-5 

2.0x10-9 

E
2
 O

R
F

 

HPV116 

HPV129 

mFD2* 

γ-9 

4.439 – 4.727 nt 

(HPV116, FJ804072) 
L2 

HPV199 

(γ-12) 

UN 

(γ-1) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

2.2x10-4 

1.0x10-3 

4.6x10-4 

4.1x10-3 

4.8x10-5 

L
2
 O

R
F

 

HPV136 

HPV168 

HPV171 

mKN3* 

HPV126 

γ-11 

HPV112 

HPV147 

HPV164 

HPV168 

HPV176 

γ-8 
1.045 – 1.244 nt 

(HPV112, EU541442) 
E1 

mFD1* 

(γ-24) 

HPV140 

(γ-11) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

8.4x10-4 

7.8x10-3 

3.9x10-3 

2.2x10-2 

1.1x10-2 

3.6x10-2 

E
1

-E
2
 O

R
F

 

HPV178 

HPV197 

mFD1* 

mKN1* 

γ-24 
746 - 929 nt 

(HPV178, KJ130020) 
E1 

HPV140 

(γ-11) 

mSD2* 

(γ-15) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

SiScan 

4.0x10-3 

2.6x10-2 

2.2x10-2 

1.5x10-4 

HPV170 γ-7 
1.430 – 1.846 nt 

(HPV170, JX413110) 
E1 

HPV109 

(γ-7) 

HPV149 

(γ-7) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

2.3x10-6 

1.6x10-4 

2.9x10-2 

3.3x10-2 

2.7x10-5 

HPV127 

HPV132 

HPV148 

HPV157 

HPV165 

HPV199 

mCG2* 

mCG3* 

γ-12 
2.442 – 2.589 nt 

(HPV127, HM011570) 
E1 

HPV141 

(γ-11) 

HPV119 

(γ-8) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

2.3x10-4 

1.7x10-2 

8.8x10-3 

2.8x10-2 

5.5x10-4 

HPV112 

HPV147 

HPV164 

HPV168 

HPV176 

γ-8 1.045 – 1.253 nt 

(HPV112, EU541442) 
E1 

mFD1* 

(γ-24) 

HPV140 

(γ-11) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

SiScan 

2.0x10-4 

4.5x10-3 

1.4x10-3 

2.2x10-2 

1.2x10-3 

E
1

-E
2

-L
2
 O

R
F

 HPV88 γ-5 
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Posible virus 

recombinante  
Especies 

Localización sitio de 

recombinación 

(virus, N° acceso 

GenBank)# 

ORF 

Secuencias parentales 

 

Mayor   Menor 

Métodos p  

HPV116 

HPV129 

mFD2* 

mKN3* 

γ-9 
4.447 – 4.656 nt 

(HPV116, FJ804072) 
L2 

HPV199 

(γ-12) 

UN 

(γ-10) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

SiScan 

5.8x10-3 

2.4x10-2 

7.3x10-3 

1.2x10-2 

HPV170 γ-7 
1.430 – 1.855 nt 

(HPV170, JX413110) 
E1 

HPV109 

(γ-7) 

HPV149 

(γ-7) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

1.3x10-6 

1.9x10-4 

4.5x10-2 

5.0x10-2 

2.1x10-5 

HPV155 γ-7 
3.253 – 3.460 nt 

(HPV155, JF906559) 
E2 

HPV149 

(γ-7) 

HPV109 

(γ-78) 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

3.7x10-2 

7.9x10-5 

1.0x10-4 

3.2x10-8 

HPV156 

HPV172 

HPV175 

mFi884 

γ-18 

γ-22 

γ-23 

γ-UN 

3.817 – 4.134 nt 

(HPV156, JX429973) 
L2 

HPV205 

(γ-1) 

UN 

(γ-7) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

4.5x10-5 

5.8x10-4 

1.7x10-5 

2.5x10-2 

5.8x10-3 

5.3x10-6 

HPV112 

HPV147 

HPV164 

HPV168 

HPV176 

γ-8 
1.045 – 1.238 nt 

(HPV112, EU541442) 
E1 

mFD1* 

(γ-24) 

HPV140 

(γ-11) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

SiScan 

1.1x10-3 

1.3x10-2 

3.3x10-4 

2.1x10-2 

6.8x10-3 E
1

-E
2

-L
1
 O

R
F

 

HPV112 

HPV147 

HPV164 

HPV168 

HPV176 

γ-8 
2.597 – 2.787 nt 

(HPV112, EU541442) 
E1/E2 

HPV141 

(γ-11) 

HPV119 

(γ-8) 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

3.2x10-5 

2.8x10-2 

2.3x10-2 

1.8x10-3 

2.4x10-4 

HPV170 γ-7 
1.420 – 1.848 nt 

(HPV170, JX413110) 
E1 

HPV109 

(γ-7) 

HPV149 

(γ-7) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

2.4x10-6 

2.7x10-4 

9.3x10-3 

4.9x10-2 

6.3x10-5 

HPV112 

HPV147 

HPV164 

HPV168 

HPV176 

γ-8 
1.045 – 1.253 nt 

(HPV112, EU541442) 
E1 

mFD1* 

(γ-24) 

HPV140 

(γ-11) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

SiScan 

3.8x10-4 

8.1x10-3 

1.6x10-3 

3.0x10-2 

1.3x10-2 

E
1

-E
2

-L
2

-L
1
 O

R
F

 

HPV109 

HPV123 

HPV134 

HPV138 

HPV139 

HPV149 

HPV155 

HPV170 

γ-7 
5.072 – 5.445 nt 

(HPV170, JX413110) 
L2 

HPV119 

(γ-8) 

HPV173 

(γ-1) 

RDP 

GENECONV 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

1.8x10-4 

1.5x10-3 

6.5x10-3 

3.8x10-3 

6.4x10-4 

9.5x10-6 

HPV170 γ-7 
1.422 – 1.846 nt 

(HPV170, JX413110) 
E1 

HPV109 

(γ-7) 

HPV149 

(γ-7) 

RDP 

BootScan 

MaxChi 

Chimaera 

SiScan 

1.5x10-6 

1.9x10-4 

1.7x10-2 

3.5x10-2 

1.2x10-4 

Se detallan los eventos de recombinación que cumplen con los criterios de inclusión (un mínimo de 4 métodos con 

p<0.05). Los eventos que persistieron en las diferentes combinaciones de ORF se resaltan en negrita.  
#Secuencias de referencia utilizadas para posicionar el sitio de recombinación. 
*Tipo putativo de HPV sin denominación oficial.  

nt: nucleótido 

UN: Tipo desconocido aunque filogenéticamente relacionado con la respectiva especie de HPV 
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4.III.2.2. Análisis de incongruencia filogenética.  

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en el tamizaje exploratorio realizado con el 

programa RDP4.1, se generaron árboles filogenéticos con diferentes partes del alineamiento E1-E2-

L2-L1 a fin de visualizar potenciales incongruencias filogenéticas. 

Para analizar el posible evento de recombinación inter-especie que daría origen a la especie Gama 

8, se construyeron árboles con metodología bayesiana utilizando la región recombinante de 200 pb 

(Figura 25, izquierda) y el resto del alineamiento (alineamiento concatenado E1-E2-L2-L1 sin la 

región recombinante) (Figura 25, derecha). Como se puede observar en el árbol de la izquierda, la 

especie recombinante Gama 8 se agrupa con la especie que contiene al parental menor (Gama 11), 

mientras que en el árbol de la derecha la especie Gama-8 se aproxima a la especie que contiene al 

parental mayor (Gama 24). 

Tal como esperado, se obtuvieron resultados similares cuando se realizó el mismo análisis para 

examinar el soporte filogenético en el potencial evento de recombinación intra-especie dentro de la 

especie Gama 7 (Figura 26). En el árbol construido con la región recombinante de 420 pb (Figura 

26, izquierda) se observa que el posible tipo recombinante (HPV170) se agrupa con el parental 

menor (HPV149), mientras que en el árbol construido con el resto del alineamiento (alineamiento 

concatenado E1-E2-L2-L1 sin la región recombinante) (Figura 26, derecha), el HPV170 se acerca al 

parental mayor (HPV109).  

Curiosamente, se identificó un interesante movimiento de ramas dentro de la especie Gama 9 que 

agrupa a los tipos de referencia HPV116 y HPV129 y al virus mFD2, caracterizado por 

metagenómica, (Figura 25). Esta especie forma un típico clado monofilético que se observa en los 

árboles construidos sin la región recombinante (Figura 25, derecha). Por el contrario, el HPV129 

cambia drásticamente su topología y se agrupa con el HPV175 (Gama 23) en el árbol construido 

con la región recombinante (Figura 25, izquierda). Sin embargo, este evento no fue detectado por 

ninguno de los métodos incluidos en el programa RDP4.1. 
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Figura 25: Análisis de incongruencia filogenética de un potencial evento de recombinación inter-especie en el 

género Gama-PV. 

Los árboles filogenéticos construidos con metodología bayesiana corresponden a la región recombinante (izquierda) y al 

resto del alineamiento (derecha).  

Se muestra la organización genómica de los HPV (arriba), y las regiones analizadas en cada árbol están sombreadas en 

violeta.  

Las especies que agrupan al parental mayor (γ-24) y menor (γ-11) están sombreados en verde y azul respectivamente. La 

posible especie recombinante γ-8 esta sombreada en rosa. El cambio topológico del HPV29 (Gama 9) se muestra con una 

flecha (derecha). Los valores de BPP < 0.50 no se muestran. 

 

Figura 26: Análisis de incongruencia filogenética de un potencial evento de recombinación intra-especie en la 

especie Gama 7 

 

Los árboles filogenéticos construidos con metodología bayesiana corresponden a la región recombinante (izquierda) y al 

resto del alineamiento (derecha). Se muestra la organización genómica de los HPV (arriba), y las regiones analizadas en 

cada árbol están sombreadas en violeta.  

El parental mayor (HPV109) y menor (HPV149) están sombreados en verde y azul respectivamente, mientras que el 

posible tipo recombinante (HPV170) está sombreado en rosa. Los valores de BPP < 0.50 no se muestran 
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Los resultados expuestos en este capítulo, por un lado, muestran la caracterización de 3 nuevos 

tipos de HPV identificados en piel sana expuesta al sol de individuos inmunocompetentes de 

nuestra región pertenecientes a diferentes géneros y especies: HPV205 (Gama 1), HPV210 (Gama 

12) y HPV209 (Beta 2). Por otro lado, se aportan evidencias sobre 2 posibles eventos de 

recombinación entre virus del género Gama PV: un evento inter-especie que podría haber dado 

origen a una especie (Gama 8), y un evento intra-especie que podría haber originado un tipo 

(HPV170). Estos aportes, en conjunto, contribuyen a completar la taxonomía de la familia 

Papillomaviridae y la filogenia, y proveen nuevas evidencias para comprender mejor la historia 

evolutiva del género Gama PV.  
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Los tipos de HPV mucosotrópicos asociados al desarrollo del cáncer anogenital y sus lesiones 

precursoras han sido definidos. La aplicación masiva de las vacunas contra HPV tiene como 

objetivo prevenir el desarrollo de patologías asociadas a la infección de ciertos tipos de HPV AR. 

Con la aprobación de la vacuna nonavalente el riesgo de adquirir la infección y posteriormente el 

desarrollo de lesiones producidas por estos virus en epitelios mucosos se reduciría un 90% [92]. En 

el enunciado emitido en 2014 sobre su posición acerca de la vacunación masiva contra HPV, la 

OMS recomienda que la vacuna debe introducirse como parte de una estrategia integral coordinada 

para prevenir el cáncer cérvico-uterino y otras enfermedades relacionadas con el virus, y que estas 

acciones no deben menoscabar ni desviar el financiamiento del desarrollo ni del mantenimiento de 

programas eficaces de tamizaje de cáncer cérvico-uterino [203]. Los métodos moleculares de 

identificación y detección de HPV son un componente esencial tanto en el desarrollo como en la 

evaluación de vacunas contra HPV y también en la implementación y monitoreo de los programas 

de vacunación masivos [103]. Los ensayos de genotipificación utilizados actualmente difieren en 

sus aptitudes analíticas con respecto a la sensibilidad tipo específica y la especificidad. Numerosos 

estudios han comparado diferentes ensayos de tipificación de HPV para evaluar su aptitudes en 

tamizajes y estudios epidemiológicos utilizando muestras clínicas [204-206]. Sin embargo, las 

evaluaciones de la aptitud de un ensayo en diferentes laboratorios necesitan ser realizados de 

manera estandarizada, así los resultados pueden ser comparados en el tiempo con un estándar 

conocido y aceptado [103]. Con este objetivo, la OMS a través del HPV LabNet provee paneles a 

los laboratorios externos con muestras conteniendo plásmidos de 16 tipos mucosos de HPV en 

diferentes concentraciones calibradas según estándares internacionales [207].  

Nuestro laboratorio viene participando de este estudio de competencia desde 2008 con el fin de 

evaluar la aptitud del ensayo L1HPVPCR 16.4. Este ensayo está basado en la amplificación con los 

cebadores MY11/09 [165], seguido de detección con sondas y revelado colorimétrico en formato de 

EIA. Los cebadores MY11/09 son ampliamente utilizados en todo el mundo para la amplificación 

de HPV mucosotrópicos y se han descripto distintos formatos de amplificación y detección, tales 

como PCR seguido de Enzima Inmuno Ensayo [168,208], PCR anidada [209] y PCR seguido de 

RFLP [210].  

Basándonos en el criterio establecido por la WHO HPV LabNet (detección de 50 UI de HPV16 y 

HPV 18 y 500 GE de los otros 13 tipos en muestras simples y múltiples) observamos que el 

desempeño del sistema L1HPVPCR 16.1 era sub-óptimo para amplificar e identificar los tipos 

HPV18 y HPV45. En base a esto optimizamos el sistema con el agregado de cebadores específicos 

para ambos tipos. La nueva versión del sistema (L1HPVPCR 16.4.1) logró detectar 5 UI de HPV16, 

5 UI de HPV18 y 50 GE de HPV45. Cabe destacar que el sistema L1HPVPCR 16.4.1 resultó ser 
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competente para la identificación de 15 tipos mucosos de HPV en los paneles de la WHO HPV 

LabNet de los años 2013 y 2014.  

Teniendo en cuenta que los ensayos de competencia son particularmente útiles para estimular un 

proceso de aprendizaje para mejorar los desempeños de los métodos de identificación de HPV en 

los laboratorios participantes [103], a través de los años en que nuestro laboratorio viene 

participando, hemos mejorado el sistema L1HPVPCR obteniendo una sensibilidad de hasta 5 

UI/5µl de los dos tipos más frecuentemente asociados a lesiones (HPV16 y HPV18) y 50 GE/5µl de 

otros 13 tipos mucosos altamente prevalentes. Por otro lado, este estudio fue diseñado para evaluar 

el desempeño de los métodos de tipificación de HPV utilizados en vacunología y programas de 

vigilancia virológica, en donde una alta sensibilidad analítica es requerida. En este sentido el ensayo 

L1HPVPCR 16.4.1 ha logrado cumplimentar con este tipo de exigencias siendo un método eficaz y 

competente para utilizarse en el análisis de muestras clínicas para estudios epidemiológicos.  

Los datos aportados por estos estudios en todo el mundo son los que han sido utilizados como base 

para el desarrollo de las 3 vacunas contra HPV y forman (o formarán en el caso de la vacuna 

nonavalente) parte de programas de vacunación masivos. Según estos estudios las prevalencias más 

altas de infección por HPV en la población general se encuentran en los países en vias de desarrollo. 

Particularmente, Sudamérica tiene una prevalencia del 13.2% y en Argentina, se han reportado 

prevalencias cercanas al 20% [95].  

Las estimaciones realizadas en nuestro país provienen de 2 estudios con prevalencias muy 

diferentes entre sí [98,211]. Basados en esta problemática y con el fin de aportar mayor información 

sobre la prevalencia de HPV en otras áreas de Argentina nuestro grupo de trabajo llevó a cabo un 

estudio transversal durante los años 2008 y 2010 para evaluar la prevalencia general y tipo-

específica de HPV en mujeres no vacunadas que concurrieron a 2 hospitales públicos situados en 

regiones altamente pobladas de la Argentina (Santa Fe y Buenos Aires) por control ginecológico de 

rutina [99]. Utilizando los sistemas L1HPVPCR 16.1 y CUT se encontró una mayor prevalencia de 

HPV en Buenos Aires (53,8%) en comparación con Santa Fe (41,2%). La misma tendencia se 

encontró en las prevalencias observadas de tipos AR y BR, e infecciones múltiples. Estos resultados 

confirman la heterogeneidad de las infecciones de HPV a través del país y son consistentes con las 

variaciones entre diferentes regiones reportadas en otras partes del mundo [212,213] por lo que es 

importante tener información sobre los tipos de HPV que circulan en poblaciones de diferentes 

regiones para evaluar el impacto de la vacuna. 

Por otro lado, los datos sobre los tipos de HPV más frecuentemente asociados al desarrollo de 

lesiones cervicales de alto grado dan idea acerca de los tipos asociados a este tipo de lesiones para 

evaluar el futuro impacto de la vacunación y de los programas de tamizaje, como asi también para 



 Discusión 

 
106 

establecer una adecuada vigilancia epidemiológica [97]. En nuestro país se han realizado estudios 

de prevalencia destinados a conocer los tipos de HPV asociados a lesiones de alto grado en 

diferentes provincias pero ninguno de ellos en la provincia de Santa Fe [101,102,214,215].  

Teniendo en cuenta esto, quisimos conocer las características de la infección por HPV en una 

población de mujeres con diagnóstico de patología cervical de nuestra región (Sección 4.I.2.1 y 

Figura 16). En primer lugar determinamos la prevalencia de infección por HPV en 115 mujeres y 

comparamos el desempeño de 2 sistemas de tipificación para analizar las muestras clínicas: 

L1HPVPCR 16.4.1 y CUT. El hecho de utilizar dos sistemas de tamizaje para identificar tipos de 

HPV en cérvix se basó en observaciones previas donde se pudo establecer que la epidemiología de 

HPV es compleja y requiere de varias estrategias de amplificación y de detección que permitan 

cubrir todos los tipos involucrados [99]. Como dicho anteriormente el sistema L1HPVPCR 16.4.1 

permite la tipificación de 15 tipos de HPV mucosotrópicos y fue considerado como competente por 

la WHO HPV LabNet. Por su parte el sistema CUT se basa en una técnica de amplificación 

altamente sensible llamada “PCR de la gota colgante” seguido de electroforesis en gel de agarosa y 

tinción con bromuro de etidio. La identificación de los tipos de HPV se realiza mediante 

secuenciación directa de los productos amplificados [138]. 

El análisis de las muestras de cepillado cervical de las mujeres incluidas en nuestro estudio con los 

dos sistemas de cebadores permitó obtener una prevalencia de infección del 85% (Tabla 8). Este 

resultado concuerda con los estimaciones realizadas en estudios de meta-análisis sobre la 

prevalencia de HPV en poblaciones de mujeres con lesiones cervicales en las cuales la mayoría de 

ellas estaba infectada con HPV [97,136]. El sistema L1HPVPCR 16.4.1 logró identificar la 

presencia de HPV con mayor frecuencia que el sistema CUT (69% vs 60%). La concordancia 

general entre ambos métodos fue del 58% y la concordancia tipo-específica en detectar al menos un 

tipo de HPV en común fue del 30% entre las mujeres positivas por ambos métodos (Tabla 8). Esto 

confirma los resultados previos respecto a que ambos sistemas se complementan entre sí, y gracias a 

la distinta especificidad es posible determinar con mayor precisión los tipos de HPV que infectan a 

la población en estudio (Tabla 9).  

En cuanto a la capacidad de detectar tipos de diferentes especies observamos que los cebadores 

CUT identificaron 30 tipos de HPV diferentes (17 tipos AR, 12 tipos BR y un Gama PV) 

distribuídos en 8 de las 13 especies conocidas de Alfa PV. En cambio el L1HPVPCR16.4.1 detectó 

los 15 tipos para los cuales se cuenta con sondas tipo-específicas (Tabla 9). Cabe destacar que el 

sistema CUT tuvo mejor desempeño en identificar mayor número de especies debido a que los 

productos de amplificación son secuenciados, permitiendo la identificación de cualquier tipo de 

HPV.  
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Respecto a la prevalencia tipo-específica determinamos que el tipo más prevalente en esta 

población fue el HPV16 (25%) seguido de los tipos HPV31 (13%) y HPV33 (7%) (Tabla 9). 

Estudios de meta-análisis han reportado que el HPV16 es el tipo más prevalente a nivel global tanto 

en mujeres con citología normal [213] que en mujeres con patologías cervicales [136]. 

Particularmente para nuestra región se ha estimado que los tipos más frecuentes de HPV asociados 

a lesiones de alto grado son el HPV16, HPV18, HPV58 y HPV31 [97] y en Argentina en particular, 

el HPV16 ha sido identificado con mayor frecuencia en las poblaciones estudiadas [101,102,215] 

por lo que nuestros resultados están en línea con estas observaciones. 

La mayoría de los tipos virales identificados en esta población de mujeres (Tabla 11) fueron tipos 

AR (77,4%), y dentro de ellos, los 5 tipos considerados como más carcinogénicos fueron los más 

prevalentes (60,9%). La prevalencia de infección y la distribución de tipos virales varió de acuerdo 

al grado de lesión de la mujer, en línea con otros estudios [96,136]. Cuando se analizó su presencia 

de acuerdo a las categorías citológicas observamos que los tipos AR estaban asociados más 

frecuentemente a lesiones H-SIL (84,4%), disminuyendo su prevalencia en las categorías L-SIL 

(79,2%), ASCUS (68,4%) y Negativo (63,6%). Al igual que para los tipos de AR la frecuencia 

general de infección por HPV aumentó significativamente con la severidad de la lesión (p=0,047) 

(H-SIL, L-SIL, ASCUS y Negativo) (Tabla 11), en linea con con otros estudios epidemiológicos en 

donde tanto la prevalencia de la infección general como la de tipos AR aumenta con el grado de las 

lesiones [136,216]. 

Los tipos HPV16 y HPV31 fueron los más frecuentemente identificados en las categorías ASC-US, 

L-SIL y H-SIL (Tabla 11). Los datos de prevalencia de tipos según el tipo de lesión reportados por 

la OMS son consistentes con nuestros resultados [78] donde se estimó que los dos tipos más 

frecuentemente identificados en lesiones H-SIL son HPV16 y HPV31.  

El riesgo de adquirir la infección por algún tipo de HPV esta relacionado con el comportamiento 

sexual en combinación con otros co-factores [217], sin embargo en nuestra población la edad de 

inicio de relaciones sexuales no estuvo relacionada con una mayor prevalencia de HPV. La mayor 

frecuencia de infección se observó en mujeres menores a 30 años y la menor prevalencia se 

determinó en la última categoría etaria (40-53 años) (Tabla 10), en linea con otros reportes que 

indican que la prevalencia de la infección disminuye a medida que aumenta la edad de las mujeres 

[78,217]. Las diferencias en la frecuencia de infección entre los estratos etarios fueron 

estadísticamente significativos (p=0,034). 

En cuanto a los co-factores relacionados al desarrollo de cáncer cervical (número de partos, 

métodos anticonceptivos hormonales, hábito de fumar y antecedentes de ITS) ninguno estuvo 

relacionado con la frecuencia de infección por HPV en este grupo de mujeres. El hábito de fumar 
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tabaco ha sido implicado como co-factor con el HPV en el desarrollo de lesiones CIN III y cáncer 

cervical [218,219], pero no se ha establecido claramente que represente un riesgo para la 

adquisición de la infección por HPV 

Los datos provenientes de la WHO/ICO y de estudios epidemiológicos indican que las mujeres que 

utilizan anticonceptivos hormonales son más propensas a adquirir una infección por HPV en 

comparación con aquellas que utilizan preservativos como método anticonceptivo [217]. En nuestro 

estudio, encontramos mayores prevalencias de HPV en mujeres que utilizaban preservativos 

respecto a aquéllas que utilizan anticonceptivos hormonales. Si bien este resultado fue inesperado, 

el grupo de mujeres que declararon usar preservativo en sus relaciones sexuales estaba también 

relacionado a edades jóvenes, donde la prevalencia de infección es mayor (datos no mostrados). Por 

otro lado, no está del todo claro que el uso de preservativos prevenga completamente la transmisión 

de la infección por HPV, y probablemente dependa de si es o no utilizado consistentemente 

[220,221]. En nuestro estudio no se indagó a las mujeres en cuanto a si los preservativos eran 

utilizados en todas las ocasiones, frecuentemente o en algunas ocasiones. 

Un estudio de meta-análisis en donde se analizaron 25 estudios epidemiológicos ha relacionado el 

número de partos con el riesgo de adquirir lesiones cervicales de alto grado [222]. Las mujeres con 

7 o más embarazos a término tendrían mayor riesgo a desarrollar cáncer cervical que aquellas que 

tuvieron 1 o 2 partos. Además el mismo estudio determinó que el riesgo de adquirir un tipo de HPV 

AR aumenta en mujeres que hayan tenido al menos un parto [222]. En nuestro estudio la tendencia 

fue contraria a lo reportado, es decir, mujeres con más de 5 partos tuvieron menor prevalencia de 

infección por HPV respecto a las que tuvieron menos paridad. Este resultado puede explicarse con 

el hecho que el menor número de partos esta relacionado a edades jóvenes, y al contrario, una 

mayor paridad esta relacionado con edades mayores (datos no mostrados).  

La asociación entre infecciones múltiples y el desarrollo de patologías cervicales ha sido reportada 

por algunos autores que sugieren que los virus presentes en este tipo de infecciones actúan de forma 

sinérgica en el desarrollo de cáncer cervical [223]. En contraste, otros autores postulan que un 

genotipo sería el responsable de esa lesión no obstante varios tipos HPV estén involucrados en la 

infección del mismo sitio anatómico [224,225]. En nuestro estudio observamos una menor 

proporción de infecciones múltiples en mujeres con citología H-SIL con respecto a que tenían 

citología L-SIL o ASC-US (34,4% vs. 43,4% y 42,1%, respectivamente) (Tabla 11), en línea con 

otros reportes [72]. Si bien las asociaciones que se establecen entre los distintos tipos de HPV que 

infectan un tejido al mismo tiempo es aún desconocida, éstos fenómenos podrían afectar el impacto 

de la vacuna en la población. En particular, el fenómeno de “asociación negativa” entre tipos podría 

producirse cuando la infección con un dado tipo de HPV inhibiera la adquisición o persistencia de 
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otro [226]. Este fenómeno podría implicar un “reemplazo de tipos”, trayendo como consecuencia el 

incremento de la prevalencia de los tipos no incluidos en la vacuna cuando los tipos incluidos se 

reduzcan o eliminen por su aplicación masiva [227]. Hay que tener en cuenta que, cualquier 

asociación entre tipos de HPV estaría afectada por la combinación de la exposición a HPV y de la 

distribución de tipos, y por lo tanto con las características inmunológicas y el comportamiento de 

los individuos [61,226,228]. En este punto, ciertos autores proponen que debido a la alta protección 

otorgada por la vacuna contra los virus blanco y contra otros tipos AR filogenéticamente 

relacionados con los incluidos en la vacuna [186] y la baja tasa de evolución de los HPV, es poco 

probable que ocurra un reemplazo de tipos a corto plazo [229,230]. Esto refuerza la necesidad de 

realizar estudios de vigilancia epidemiológica para comparar los tipos de HPV asociados a lesiones 

cervicales en poblaciones de mujeres no vacunadas y vacunadas para conocer a largo plazo el 

impacto de la vacuna en la población general. La información resultante permitirá definir si el 

reemplazo de tipos ocurrirá efectivamente y en ese contexto será necesario considerar nuevas 

formulaciones en las futuras vacunas multivalentes [229]. 

Teniendo en cuenta estas consideraciones, analizamos la persistencia de la infección por HPV en 68 

mujeres con diagnóstico de patología cervical con el fin de analizar la evolución clínica y virológica 

en esta población. De acuerdo al protocolo de tratamiento de mujeres con lesiones cervicales del 

Servicio de Ginecología del HEEP, aquellas con diagnóstico de L-SIL y AS-CUS reciben un 

tratamiento expectante (n: 45) y las mujeres con citología H-SIL reciben un tratamiento quirúrgico 

(n: 23). Es necesario considerar que las mujeres con citología normal con tratamiento expectante 

tenían antecedentes de patología cervical y al momento de ser incluidas en el estudio se encontraban 

en seguimiento ginecológico.  

Los estudios longitudinales que han analizado la historia natural de la infección por HPV reportan 

que alrededor de un 70-90% de las pacientes infectadas con HPV eliminarán el virus dentro de los 

12-24 meses de contraída la infección [71,83,231]. En nuestro estudio las pacientes que recibieron 

tratamiento expectante (n: 45) representan la evolución natural del virus. Este tipo de tratamiento 

evita agredir el cuello del útero y afectar la fertilidad por lo que está recomendado en mujeres con 

lesiones de bajo grado [82]. En este grupo de mujeres se pudo determinar (Tabla 13) que sólo el 

29% (13/45) fue negativa para ADN de HPV al final de seguimiento (regresión), lo cual es un 

porcentaje mucho menor al definido previamente [71,83,231]. Sin embargo, es necesario considerar 

que otro 29% (13/45) mostró infecciones con tipos diferentes a los identificados al ingreso del 

estudio (reinfección), por lo que se puede inferir que 58% (26/45) de las mujeres de este grupo pudo 

eliminar la infección inicial. Si bien nuestro estudio presenta limitaciones en cuanto a que fue 

realizado en un hospital público y tuvo una adherencia dispar de las participantes al protocolo que 
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redundó en sesgos de seguimiento, consideramos que esta información es relevante para el manejo 

de mujeres con lesiones cervicales de bajo grado de nuestra región.  

Si bien la proporción de mujeres con tratamiento expectante que tuvieron infecciones persistentes 

(Tabla 12) fue del 38% (17/45), la mayoría de las mujeres incluidas en este grupo tuvo una 

evolución clínica favorable [71% (32/45), Tabla 13: NILM + Regresión]. Por otro lado, sólo el 4% 

(2/45) progresó a lesiones H-SIL al final del estudio, en coincidencia con lo reportado por otros 

estudios que indican que una pequeña proporción de las mujeres con lesiones de bajo grado 

progresa a lesiones de alto grado [72,231]. Respecto a las mujeres que progresaron a lesiones de 

alto grado al final del estudio, una de ellas tenía una infección persistente con HPV16, coincidiendo 

con numerosos estudios donde se ha determinado que este tipo de infecciones están más asociadas 

al desarrollo de lesiones CIN III/H-SIL en comparación a otros tipos AR [72,96,116,189]. 

El análisis de la evolución clínica y virológica en las mujeres que recibieron tratamiento expectante 

no permitió establecer una relación concreta como observada en otros estudios, en donde la 

eliminación de la infección coincide con una evolución clínica favorable [69,189]. En efecto, 62% 

(28/45) de ellas tuvieron una evolución clínica favorable (Tabla 13), aunque sólo en 61% (17/28) no 

se detectó la presencia del mismo tipo de HPV que al inicio del seguimiento, ya sea por regresión 

de la infección o reinfección. 

 La remoción o escisión de la lesión está recomendada solamente en mujeres con lesiones de alto 

grado y que puedan progresar a cáncer cervical. El tratamiento quirúrgico fue aplicado en 23 de las 

68 mujeres incluidas en el estudio longitudinal por presentar estas características. Todas ellas 

lograron evolucionar clínicamente favorable y la categoría citológica al final del seguimiento fue de 

menor grado que la del inicio (Tabla 12). En relación a la evolución virológica, alrededor de la 

mitad de las mujeres fueron negativas para ADN de HPV al final del tratamiento (11/23, 48%), y 

35% (8/23) de ellas no fue posible identificar el mismo tipo de HPV que al inicio (reinfección). Por 

lo tanto, 83% (19/23) de estas pacientes logró eliminar la infección responsable del desarrollo de la 

lesión, coincidiendo con la evolución clínica (Tabla 14).  

Otros estudios han demostrado que un 5-25% de las mujeres que son tratadas quirúrgicamente 

pueden volver a desarrollar lesiones L-SIL o de mayor grado y que este riesgo está asociado a las 

infecciones con tipos de AR, sobre todo al HPV16 [116,232,233]. En nuestro estudio, un 17% 

(4/23) de las mujeres que recibieron tratamiento quirúrgico tuvieron infecciones persistentes con al 

menos un tipo de HPV AR. El análisis del seguimiento post-quirúrgico de estas mujeres determinó 

que una de ellas presentó una lesión de tipo L-SIL al final del mismo, coincidiendo con otros 

estudios [116]. En las otras 3 mujeres (13%) no se observó desarrollo de lesiones de ningún tipo y 

tuvieron citologías negativas al final del tiempo de seguimiento. Este resultado está en línea con 
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otros trabajos en donde se reportó que un 11-17% de las mujeres en las que se ha removido 

satisfactoriamente de la lesión no logran eliminar la infección persistente [116,234]. Esta condición 

ha sido propuesta como un factor predictivo positivo en la recurrencia de lesiones cervicales luego 

de una cirugía [234]. En este sentido el seguimiento post-quirúrgico mediante la identificación 

molecular de tipos de HPV AR es fundamental para controlar este tipo de pacientes  [116].  

El análisis de las muestras con los sistemas L1HPVPCR 16.4.1 y CUT determinó que los dos tipos 

de HPV que más prevalecen y persisten en mujeres con lesiones cervicales son el HPV16 y HPV31 

(Tabla 12). Este resultado era el esperado, ya que los tipos más persistentes tienden a ser los más 

comunes en una población [235]. Diversos estudios han demostrado que el HPV16 tiene mayor 

capacidad para persistir respecto a cualquier otro tipo de HPV [96,106,115,236], asociado o no a la 

progresión de lesiones malignas [72,116]. Por otro lado, un estudio de meta-análisis determinó que 

los tipos AR que tienen un tiempo medio de persistencia significativamente mayor respecto a otros 

tipos son HPV16, HPV31, HPV33, HPV52 [115]. Además los tipos HPV31, HPV33 y HPV58 

conferirían un riesgo significativamente mayor de desarrollar una lesion CIN III comparado con 

otros tipos AR, excepto HPV16 [96]. Todos estas observaciones coinciden con los datos aportados 

por nuestro estudio.  

El conocimiento acerca de los tipos de HPV que prevalecen y persisten en una población de mujeres 

no vacunadas con diagnóstico de patología cervical de la provincia de Santa Fe aporta datos 

importantes sobre el posible efecto que tendrá la vacunación masiva en nuestro país. Este tipo de 

estudio es el primero que se ha llevado a cabo en nuestra provincia y confirma las diferencias 

geográficas que existen en cuanto a los tipos de HPV que circulan en las poblaciones [213].  

Uno de los tipos más prevalentes y persistentes que se ha identificado en la población de estudio es 

el HPV16, el cual está incluido en la vacuna cuadrivalente actualmente utilizada en Argentina 

(Gardasil). Sin embargo, si bien se ha reportado protección cruzada de la vacuna cuadrivalente con 

tipos filogenéticamente relacionados con HPV16 y HPV18 (HPV31 y HPV45, respectivamente) no 

se ha observado una reducción significativa en lesiones cervicales asociadas a estos tipos virales 

[237]. En este sentido es importante continuar con la vigilancia epidemiológica a nivel molecular de 

las poblaciones de mujeres vacunadas y no vacunadas para evaluar qué tipos de HPV efectivamente 

son eliminados con la introducción de la vacuna y si este nicho ecológico eventualmente puede ser 

reemplazado por otros tipos AR no incluidos en la vacuna [229].  

Una de las características de las infecciones por HPV que aún no es del todo comprendida es el 

tropismo de los distintos tipos de HPV por epitelios mucosos y cutáneos. En general se pensaba que 

algunas especies del género Alfa PV eran los únicos capaces de infectar epitelios mucosos. Sin 

embargo, en la última década se ha evidenciado la presencia de tipos pertenecientes a los géneros 
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Gama y Beta PV en estos epitelios [31,147]. Estos hallazgos están relacionados en gran parte con el 

desarrollo de técnicas de identificación molecular genéricas y sensibles que permitieron explorar 

con mayor profundidad que tipo de relaciones establecen los HPV con los tejidos [130,149,238]. 

Como dicho anteriormente, las muestras de cepillado cervical de las mujeres incluidas en los 

estudios de prevalencia y persistencia fueron analizadas con el sistema CUT. Estos cebadores tienen 

gran sensibilidad para amplificar tipos de HPV de los géneros Alfa, Beta y Gama PV [138] por lo 

que resultó una herramienta interesante para evaluar la presencia de otros tipos de HPV en cérvix, 

además de los Alfa PV.  

Efectivamente el análisis de las muestras con los cebadores CUT permitió detectar un tipo putativo 

de la especie Gama 10 (GC12_03) que ha sido identificado previamente en epitelios cutáneos tanto 

en lesiones como formando parte de la flora normal de la piel [138]. En este estudio, el tipo 

GC12_03 fue identificado en una muestra de una paciente con citología ASC-US presentando 

además un co-infección con el HPV18. Interesantemente, este tipo putativo también había sido 

identificado previamente en una muestra de cepillado cervical de una mujer con citología normal 

incluida en un estudio de prevalencia realizado en nuestro laboratorio [99]. Otros estudios han 

reportado la presencia de tipos del género Gama PV en múltiples sitios anatómicos como cavidad 

oral y nasal [147,239], en piel sana o en lesiones cutáneas [135,196] y también en cérvix [31,32,41]. 

Sin embargo, hasta el momento no se ha logrado establecer una relación entre la presencia de estos 

tipos virales con el desarrollo de una lesión. En nuestro estudio, el tipo GC12_03 podría ser parte de 

la flora normal del tejido y probablemente el HPV18 fue el responsable del desarrollo de la lesión. 

Para profundizar en el tema, el genoma completo de este tipo putativo del género Gama PV debería 

ser completamente caracterizado, como así también determinar su implicancia clínica y conocer su 

prevalencia en muestras de diferentes sitios anatómicos para establecer su tropismo. 

A diferencia de los HPV mucosotrópicos, los HPV identificados en piel muestran una gran 

heterogeneidad genética que al momento los ubica en 5 géneros diferentes según la clasificación 

taxonómica actual [16]. Esta diversidad y su persistencia en la piel en bajo número de copias 

requieren de la aplicación de técnicas altamente sensibles combinadas con el uso de cebadores que 

permitan la amplificación de un amplio espectro de tipos. Por ello, para el análisis de los tipos de 

HPV presentes en epitelios cutáneos se utilizaron los sistemas de amplificación CUT [99,138] y 

FAP [133,139,141,196], que demostraron previamente su capacidad para identificar un amplio 

rango de HPV. Ambos sistemas de amplificación fueron aplicados sobre muestras de piel sana 

expuesta a la luz solar provenientes de individuos inmunocompetentes que trabajan en laboratorios 

y oficinas cercanas a nuestro laboratorio. Estos voluntarios participaron del estudio longitudinal 
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presentado en este trabajo de tesis diseñado para determinar la prevalencia y persistencia de la 

infección de HPV a lo largo de 3 estaciones climáticas (Figura 17). 

El análisis de 295 muestras de hisopados de piel determinó que el sistema FAP tuvo mayor 

capacidad para identificar secuencias de HPV (46%) en relación al sistema CUT (10%). Ambos 

sistemas tuvieron una concordancia general del 56% por lo que los cebadores CUT complementan a 

los FAP y viceversa, demostrando que el uso combinado de ambos sistemas de cebadores 

constituye la mejor estrategia para identificar los HPV circulantes en epitelios cutáneos (Tabla 15). 

Al analizar los tipos/tipos putativos identificados con cada sistema de cebadores, se observó la 

misma tendencia (Tabla 16, Figura 18), confirmando que el uso de dos sistemas de cebadores con 

diferentes especificidades permite conocer con mayor profundidad la epidemiología de la infección 

por HPV en piel. 

El análisis de las secuencias obtenidas con ambos sistemas de cebadores en forma conjunta permitió 

identificar 82 virus diferentes, de los cuales 51 (62%) eran tipos previamente caracterizados y 31 

(38%) eran tipos putativos. La mayoría de los tipos putativos fueron descriptos previamente en la 

literatura (“tipos FA, FAIM, GC”, etc.) y 3 fueron identificados por primera vez en este trabajo 

(“tipos EP”). Es necesario considerar que en todo el mundo se han descripto más de 200 tipos 

putativos [17] y con el avance en las técnicas moleculares muchos de ellos se han podido 

caracterizar completamente. En este trabajo se identificaron 3 tipos putativos nuevos (EP01, EP04 y 

EP05; Tabla 19) que se agrupan en especies conocidas de Gama PV evidenciando que en los 

últimos años se ha avanzado enormemente en la identificación de nuevos tipos de HPV en 

diferentes epitelios, sobre todo con el uso de las técnicas de secuenciamiento profundo [16,34]. Los 

tipos EP04 y EP05 fueron identificados con el sistema CUT, el cual además demostró tener mayor 

capacidad de identificar tipos putativos en relación al sistema FAP (42% vs 35%). El tipo EP05 se 

agrupa en la especie Gama 24 y tiene un 74,1% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con el 

HPV197 (Tabla 18), el cual ha sido identificado en alta prevalencia en diferentes tipos de tumores 

cutáneos [240]. Sin bien su significancia biológica aún debe determinarse, sería interesante 

caracterizar completamente el genoma completo de EP05 y determinar su prevalencia tanto en 

lesiones como en piel sana de otras poblaciones para establecer su eventual asociación con 

patologías cutáneas.  

Los cebadores CUT y los FAP mostraron buen desempeño para detectar tipos/tipos putativos de 

distintos géneros de HPV (Tabla 17). Los cebadores CUT fueron capaces de amplificar tipos de 

distintas especies de los géneros Alfa PV, Beta PV y Gama PV (Tabla 17, Figura 19). En cambio, 

los cebadores FAP fueron más específicos para la detección de tipos de distintas especies de los 

géneros Beta PV y Gama PV. El sistema de cebadores CUT logró identificar una mayor variedad de 
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especies que los cebadores FAP y fue capaz de detectar 3 tipos del género Alfa PV (HPV40, 

HPV87, HPV89) que infectan tanto epitelios mucosos como cutáneos pertenecientes a las especies 

Alfa 3 y Alfa 8 [241-243]. Estos resultados confirman que ambos sistemas de cebadores usados en 

forma conjunta permitieron identificar tipos de HPV pertenecientes a 23 de las 50 especies 

definidas en los 5 géneros que agrupan a los HPV de acuerdo a la taxonomía actual [16].  

La epidemiología y las implicancias clínicas de los HPV cutaneotrópicos no está del todo entendida. 

Se ha postulado que ciertos tipos del género Beta PV pueden tener un rol en la carcinogénesis 

cutánea pero hasta el momento no se ha podido discriminar los tipos específicos de HPV 

prevalentes en las lesiones malignas de la piel de los tipos presentes como flora normal [125]. Por 

otro lado, en los últimos años se han identificado ciertos tipos del género Gama PV que podrían 

estar implicados en el desarrollo de ciertas lesiones cutáneas. Sin embargo estas relaciones deben 

ser aún confirmadas [130,199,240].  

La exposición al sol es un factor que está asociado con el desarrollo de cáncer de piel [121] y 

diversos estudios han relacionado la prevalencia de infección por HPV con la mayor exposición al 

sol [139,142]. Argentina se encuentra en una zona de alto riesgo por el paso del agujero de ozono de 

Septiembre a Noviembre [244], por ello resulta interesante conocer que tipos de HPV circulan y 

persisten en piel sana expuesta al sol de individuos inmunocompetentes. 

Con el fin de conocer si la mayor exposición a UV debido al paso del agujero de ozono esta 

asociada a la infección por HPV en piel sana de individuos inmunocompetentes, diseñamos un 

estudio longitudinal de un año de duración. El análisis de prevalencia en cada uno de las estaciones 

climáticas permitió estimar que alrededor de la mitad de los individuos estaba infectado con al 

menos un tipo de HPV en cada una de ellas (Tabla 19), evidenciando que la propagación de estos 

virus es muy frecuente y que forman parte de la flora normal de la piel sin causar lesiones 

aparentes, tal como observado por otros autores [37,135,140]. La prevalencia en áreas de piel 

expuestas al sol fue determinada en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio en donde las 

muestras también se analizaron con los sistemas CUT y FAP. En este caso se determinó que el 71% 

de los individuos estaba infectado con HPV, diferencia que podría deberse a que la población en 

estudio fue diferente ya que se incluyeron individuos con lesiones cutáneas [138]. Sin embargo las 

prevalencias obtenidas en el estudio realizado para este trabajo de tesis están en línea con otras 

investigaciones [137,195].  

En primavera, la prevalencia de infección fue mayor respecto a verano e invierno (54% vs. 45% y 

47%). A pesar de que estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (p=0,43) 

observamos una tendencia de que la mayor prevalencia de infección coincidió con el paso del 

agujero de ozono en nuestro país [244]. Otros estudios han relacionado la mayor exposición a la 
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radiación solar con mayor frecuencia de infección por HPV [139,142,245]. Un estudio en donde se 

evaluaron dos grupos de individuos con diferentes hábitos de exposición al sol se demostró que 

cuanto mayor era el tiempo de exposición a la radiación solar, mayor era el riego de adquirir una 

infección por HPV en piel [142]. Cabe destacar que este estudio fue realizado en Australia, donde la 

radiación solar es alta y similar a la de Argentina por lo que también es un país de alto riesgo de 

CPNM por el paso del agujero de ozono.  

El análisis de los tipos y especies de HPV más prevalentes en las tres estaciones climáticas 

determinó que la especie Beta 1 fue la más prevalente en todas ellas (Tabla 19). El tipo HPV5 fue el 

más frecuente en primavera e invierno, y el HPV19 lo fue en primavera y verano. Una mayor 

frecuencia de infección con tipos agrupados en la especie Beta 1 ha sido reportada por otros 

estudios tanto en piel sana como en lesiones [145,196,246]. Por otro lado, se ha demostrado 

mediante experimentos realizados en queratinocitos primarios que el promotor del HPV5 es 

activado por la radiación UV [247].  

Otros estudios han demostrado que ciertos tipos del género Beta PV pueden inhibir los mecanismos 

de reparación del ADN y apoptosis después de una excesiva exposición a UV [248,249]. Como 

resultado de esto, la infección persistente en la piel por tipos del género Beta PV durante un largo 

período de tiempo podrían facilitar la acumulación de errores genéticos en la célula infectada, 

facilitando el desarrollo de lesiones precursoras del CPNM en sitios expuestos al sol, [250]. Un 

estudio que incluyó muestras de piel de individuos con CCE provenientes de varios países con 

diferentes grados de radiación solar determinó que la asociación entre la susceptibilidad a la 

radiación a UV y el desarrollo de CCE es mayor en individuos infectados con tipos de Beta PV 

[251]. Sin embargo, la alta prevalencia de tipos de Beta PV en piel de individuos sanos sugiere que 

sólo ciertos tipos estarían implicados en el desarrollo de patologías cutáneas [252].  

El análisis de los tipos de HPV que persisten en piel sana expuesta al sol en una población de 

individuos inmunocompetentes es importante para dilucidar la controversia que existe en cuanto al 

rol de estos virus en el desarrollo de patologías cutáneas. En nuestro estudio la persistencia de la 

infección por HPV se definió como la presencia del mismo tipo en al menos 2 de las 3 estaciones 

climáticas analizadas en el mismo individuo. Una infección se consideró como transitoria si se 

identificaban tipos de HPV diferentes en al menos 1 de las estaciones y negativa si no si 

identificaba ADN de HPV a lo largo de las 3 estaciones estudiadas. En el 79.5% (62/78) de los 

individuos se identificó la presencia de HPV en al menos unas de sus muestras, mientras que el 

20.5% de los voluntarios (16/78) fue HPV-negativo en las 3 muestras analizadas. Esto vuelve a 

reforzar las observaciones realizadas previamente en este trabajo y por otros estudios que 
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determinaron que la infección por HPV en piel es común entre los individuos y que se propagan 

fácilmente [135,140].  

Además determinamos que el 29% (23/78) de los voluntarios presentaron infecciones persistentes 

con al menos un tipo/tipo putativo de HPV y 6% (5/78) de ellos presentaron infecciones con el 

mismo tipo/tipo putativo en los 3 periodos estudiados (Tabla 21). Estudios previos realizados por 

periodos de más de 6 meses determinaron que alrededor de la mitad de los individuos tenían 

infecciones persistentes en piel por algún tipo de HPV [144,145]. La menor proporción de 

individuos con infecciones persistentes identificados en nuestro estudio podría deberse a que los 

tipos de HPV cutaneotrópicos se encuentran en bajo número de copias. Probablemente ciertos tipos 

no pudieron ser identificados debido a la competencia entre los diferentes genotipos y a la 

preferencia de los cebadores genéricos en amplificar uno u otro [253]. Este fenómeno es un 

problema común en las técnicas basadas en PCR donde se utilizan cebadores de amplio espectro y 

puede llevar a la subestimación del número de tipos de HPV presentes en una muestra [144]. 

Además en el análisis de infecciones múltiples, solo se analizaron 3 clones por muestra, lo que 

tendería a detectar las infecciones más abundantes y los tipos de HPV que podrían estar infectando 

persistentemente en bajo número de copias podrían no ser identificados [145]. De hecho, en 5 

individuos se pudo detectar el mismo tipo de HPV en primavera e invierno, pero no en verano 

(Tabla 21). Este resultado sugiere que ese tipo estaba presente en ese periodo pero que no pudo ser 

amplificado, tal vez debido a este fenómeno de competencia y a que se encontraba en bajo número 

de copias.  

Los tipos de HPV más persistentes pertenecían al género Beta PV, específicamente a la especie 

Beta 1. El tipo de HPV más frecuente durante 2/3 estaciones estudiadas fue el HPV5 (Beta 1) 

seguido por los tipos HPV37 (Beta 2) y HPV75 (Beta 3). Además los tipos que presentaron 

infecciones persistentes en 5 individuos durante las 3 estaciones pertenecían a la especie Beta 1 

(Tabla 21).  

En principio podría pensarse que el hecho de que las infecciones persistentes estén asociadas 

principalmente a tipos/tipos putativos del género Beta PV podría deberse a las especificidades de 

los cebadores utilizados, ya que a lo largo de este trabajo el sistema de cebadores FAP logró 

identificar una mayor cantidad de virus, y estos cebadores tienen probada eficiencia en amplificar 

tipos de HPV de este género [145,196]. Sin embargo, se identificaron tambien tipos/tipos putativos 

pertenecientes a los géneros Gama y Alfa PV, cuyas infecciones no fueron persistentes en nuestro 

grupo de voluntarios (Tabla 20). En ese sentido, otros estudios en donde se analizó la persistencia 

de HPV en piel sana o en lesiones de individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos también 
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observaron que los tipos del género Beta PV persisten con mayor frecuencia que los tipos de género 

Gama PV [145,194].  

Determinamos que el tipo más persistente en la población fue el HPV5 (Beta 1), uno de los tipos 

que se han asociado al desarrollo lesiones cutáneas en individuos con EV [118] e identificado 

frecuentemente en individuos con CPNM [246,254]. Si bien en nuestro estudio la relación de estos 

virus con el huésped parece ser de tipo comensálica no podemos excluir que las infecciones por 

tipos del género Beta PV no tengan un rol en la patogénesis cutánea. En efecto, la infección 

persistente por tipos del género Beta PV en piel expuesta a radiación solar ha sido propuesta como 

un factor de riesgo para el desarrollo de lesiones precursoras de CPNM como la queratosis actínica 

o la queratosis seborreica [250,255]. Además, el tiempo de seguimiento de los individuos fue 

relativamente corto (1 año) por lo que no fue posible determinar que la persistencia de la infección 

por alguno de estos tipos fuera un factor de riesgo. Sin embargo, otros autores han reportado la 

identificación y persistencia de múltiples tipos de Beta PV (incluido el HPV5) en piel sana por 

meses, e incluso años, sin inducir ningún daño [139,140,144,145,256], en línea con nuestros 

resultados.  

En cuanto a las variables demográficas y de comportamiento que podrían influenciar la infección 

por HPV en piel (Sección 4.II.4.2.1), analizamos en primer lugar si existían diferencias entre los 

individuos que fueron negativos para ADN de HPV en las 3 estaciones con los individuos que 

tuvieron algún tipo de infección (transitoria o persistente). Si bien el tiempo medio de exposición al 

sol del primer grupo (4 hs/semana) fue mayor a lo que declararon los individuos infectados (6 

hs/semana), esa diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0,322). Teniendo en cuenta que 

otros autores [138,139,142] han determinado que el tiempo de exposición al sol influye en la 

adquisición de la infección por algún tipo de HPV, profundizamos este análisis considerando el uso 

de protector solar y tipo de factor, hábito que podría asociarse a una menor infección por HPV. El 

análisis de estas variables entre ambos grupos (negativos e infectados) no arrojó diferencias 

estadísticamente significativas (p=0,36). Vale la pena considerar que en un estudio donde se 

evaluaron los métodos de protección solar (uso de protector solar, uso de ropa protectora y uso de 

sombrero) en individuos que pasaban muchas horas al sol no se encontró una asociación con la 

frecuencia de infección por HPV [142].   

Una posible explicación a la mayor frecuencia de infección por HPV en relación a mayor 

exposición a la radiación solar podría ser la inmunosupresión local [257] que facilitaría la infección 

por HPV. El estado inmune de un individuo también se ha relacionado con la edad, indicando que la 

respuesta inmune decaería a edades mayores [258] Cuando comparamos la edad de los individuos 

que fueron HPV-negativos en las 3 estaciones (16/78) respecto a los que fueron positivos en al 
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menos 1 de ellas (62/78) observamos que los individuos de éste último grupo eran 

significativamente mayores en edad (p=0,019). Este resultado está en línea con otros autores e 

indica que la prevalencia de la infección por HPV es más frecuente en edades mayores [195,255]. 

Otro factor demográfico analizado en este estudio fue el género, sin embargo no se encontraron 

diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,16), como reportado por otros [139].  

Sucesivamente, quisimos conocer si las variables estudiadas podrían relacionarse con la persistencia 

de la infección por HPV. Con ese objetivo se realizaron comparaciones entre los 3 estados de 

infección definidos durante el seguimiento: persistente (23/78), transitoria (39/78) y negativa 

(16/78). Nuevamente, no se observaron diferencias significativas en cuanto al tiempo de exposición 

al sol (p=0,41) y al uso de protector solar (p=0,34) entre los 3 grupos de individuos. Estos 

resultados sugieren que las horas y el uso de protección a UV no serían factores que influyen en la 

persistencia de la infección por HPV en piel, en línea con otros estudios que determinaron que la 

persistencia de HPV en piel ocurre tanto en países con altos (Australia) [142] y bajos (Suiza) [256] 

niveles de radiación UV. Debido a que la edad fue la única variable asociada significativamente 

como un factor que influiría en la adquisición de la infección por HPV en piel resultó interesante 

analizar esta variable en la relación al estado de la infección. La comparación de las edades entre los 

3 grupos de individuos determinó que la edad promedio de los voluntarios con infecciones 

persistentes fue significativamente mayor que la de los individuos no infectados (negativo) 

(p=0,05), tal como observado por otros [255]. Cabe destacar que los análisis de regresión 

multivariados confirmaron que la edad de los individuos fue la única variable asociada 

significativamente tanto a la frecuencia (p=0,0128) como a la persistencia (p=0,0158) de la 

infección por HPV en piel expuesta a radiación solar en esta población de individuos 

inmunocompetentes.  

Nuestros resultados aportan información relevante acerca de los tipos de HPV que circulan y 

persisten en una población de individuos inmunocompetentes y es el primero realizado en nuestro 

país. El hecho de haber determinado por un lado, que en primavera la prevalencia de infección fue 

mayor que en verano e invierno, y por el otro que los individuos infectados pasen más horas/semana 

al sol que los no infectados, es de suma importancia en Argentina teniendo en cuenta de que se 

encuentra en una zona de alto riesgo de exposición a UV por el paso del agujero de ozono durante 

esa estación climática [244].  

Debido a la alta heterogeneidad de los tipos de HPV cutaneotrópicos algunos autores sugieren que 

los tipos realmente asociados al desarrollo del CPNM aún no han sido identificados [259]. Por lo 

que resulta importante realizar esfuerzos para conocer y caracterizar los tipos de HPV que infectan 

la piel.  
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Recientemente, la aplicación de la técnica de secuenciación profundo ha permitido la identificación 

de un mayor número de tipos de HPV respecto a las estrategias convencionales [39,135], aunque 

estas nuevas tecnologías siguen dependiendo de la capacidad de los cebadores en amplificar todos 

los HPV presentes en una muestra. Este tipo de estrategias y el análisis de muestras con cebadores 

genéricos han permitido identificar más de 200 tipos putativos, en su mayoría en piel, que aún no 

han sido caracterizados completamente [17].  

La aplicación de la técnica “PCR altamente sensible para fragmentos largos” ha permitido la 

caracterización de 4 nuevos tipos de HPV de individuos de nuestra región: 1 tipo de Beta PV 

(HPV115) [138] y 3 tipos de Gama PV (HPV156, HPV157 y HPV158) [35,197]. En este trabajo de 

tesis, esta metodología permitió obtener los genomas completos de 3 tipos nuevos de HPV a partir 

de muestras de hisopados de piel sana expuesta a radiación solar en las cuales se habían identificado 

previamente tipos putativos de los géneros Gama PV y Beta PV: HPV205 (Gama 1) [197], HPV 

210 (Gama 12) y HPV 209 (Beta 2).  

El análisis filogenético y la comparación de secuencias del ORF L1 (Figura 24) confirmaron al 

HPV205 como un nuevo miembro de la especie Gama 1 con una identidad nucleotídica del 84.8% 

con respecto al HPV173. El tipo HPV 210 es miembro de la especie Gama 12 y comparte 82.4% de 

identidad nucleotidica en el ORF L1 con el HPV132. Por su parte el HPV 209 se agrupa en la 

especie Beta 2 y comparte 88.1% de identidad nucleotídica en el ORF L1 con el HPV107 (Figura 

24).  

El análisis in sílico de los genomas de los 3 tipos nuevos (Tabla 25) demostró la presencia de al 

menos 6 ORF putativos que potencialmente codifican para 4 proteínas tempranas (E6, E7, E1, E2) y 

2 proteínas tardías (L2 y L1) (Tabla 25). La ausencia del ORF E5, está en línea con otros miembros 

de los géneros Beta y Gama PV [32,199]. Por otro lado en el genoma del HPV 209 se pudo 

identificar un ORF que codifica para la proteína E4, presente en todos los miembros del género 

Beta PV [44]. En ninguno de los tipos nuevos del género Gama PV se identificó un ORF que 

codifique para la proteína E4, sin embargo sus secuencias presentaron sitios ricos en prolina, 

característico de esta proteína. La presencia variable de la proteína E4 es una característica de 

algunos miembros del género Gama PV. Por ejemplo, en la especie Gama 1 (HPV205), 3 de los 6 

miembros (HPV4, HPV65 y HPV95) tienen el ORF E4 [197,260-262], mientras que en la especie 

Gama 12 (HPV 210), ninguno de los 8 virus que la componen codifican para la proteína E4 

[149,197,199].  

Las proteínas putativas de los 3 tipos nuevos mostraron aspectos comunes de los demás HPV 

cutaneotrópicos [45,263]. Las proteínas E6 de HPV205, HPV210 y HPV209 contienen 3, 4 y 1 

dominios putativos de unión a PDZ respectivamente [198]. Una característica específica de los tipos 
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mucosos AR es la presencia de un dominio de unión a PDZ en el carboxilo terminal de la proteína 

E6, lo que es importante en la proliferación, polaridad y transformación celular [264]. Ninguno de 

los dominios de unión a PDZ en los 3 tipos nuevos fue identificado en el carboxilo terminal. Sin 

embargo se demostró que las proteínas E6 de algunos tipos oncogénicos del género Beta PV (HPV5 

y HPV8, Beta 1) codifican para un domino conservado (YXDM) en el carboxilo terminal que está 

relacionado con el incremento de la migración celular y por lo tanto con una mayor patogenicidad 

[265]. Si bien este dominio no fue identificado en el HPV209, sería interesante profundizar sobre 

los patrones de unión y posibles funciones de los diferentes dominios conservados de las proteínas 

E6 de ciertos tipos de la especie Beta 2. Por otro lado, la proteína E7 de HPV209 contiene un sitio 

putativo de unión a pRB al igual que los otros miembros de su especie [266]. Esta característica 

resulta interesante para investigar el rol que cumplen estos virus en el desarrollo de lesiones 

cutáneas teniendo en cuenta que se han identificado altas prevalencias de tipos de la especie Beta 2 

en CCE [245] y queratosis actínica [266].  

La presencia del sitio de unión a pRB en las proteínas putativas E7 de los virus del género Gama 

PV es variable. En este sentido, no se lo identificó en la proteína E7 del HPV205, al igual que otros 

miembros de la especie Gama 1 [199], pero si fue posible identificar un sitio putativo de unión a 

pRB en el HPV210. Un estudio reciente propone que este sitio putativo de unión a pRB se habría 

perdido en algún ancestro de los virus de la especie Gama 12, lo cual habría llevado a que aquellos 

tipos sin sitio de unión a pBR tengan relaciones evolutivas más cercanas, y viceversa [149]. De esta 

manera, el HPV210 se agrupó con aquellos tipos pertenecientes a la especie Gama 12 en los que 

este sitio de unión estaba presente (HPV132 y HPV148; Figura 24) [199]. En particular, el HPV148 

fue caracterizado de una biopsia de queratosis actínica proveniente de un paciente inmunosuprimido 

[199], y dado que se trata de una lesión precursora del CPNM, sería interesante investigar los 

potenciales oncogénicos de los demás tipos agrupados en la especie Gama 12.  

Recientemente se identificaron tipos del género Gama PV que podrían estar relacionados con el 

desarrollo de lesiones cutáneas. Particularmente el HPV197 (Gama 24) y los tipos de la especie 

Gama 1, donde se agrupa el HPV205, se han asociado con el desarrollo de CCB [136,240].  

Los estudios que han aplicado metagenómica para explorar los tipos de HPV presentes en distintas 

muestras sugieren que ya se habrían identificado la mayoría de los tipos de Alfa PV [267]. En 

cambio, el género Gama PV es altamente divergente y en los últimos años se han identificado 

numerosos virus agrupados en al menos 27 especies [16]. Además, la mayoría de los tipos que aún 

quedan por caracterizar pertenecen a este género [39,135]. Esto se refleja en la evolución del 

número de secuencias de HPV depositadas en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) en donde se 

observa que el descubrimiento de nuevos tipos del género Gama PV se ha disparado en los últimos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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años [16]. Estos resultados sugieren que este género ha continuado diversificándose y colonizando 

otros sitios anatómicos [20].  

Numerosos autores proponen que los PV han evolucionado con sus huéspedes a lo largo de cientos 

de años lo que los ha llevado a tener bajas tasas de evolución [15,19]. Si bien aún no se ha aislado 

ningún tipo recombinante, existen ciertas evidencias que sugieren que la recombinación sería una 

fuerza evolutiva que pudo haber moldeado la filogenia de la familia Papillomaviridae. Las 

evidencias de incongruencias filogenéticas en los géneros Alfa PV, [42,156] Ípsilon PV y Ómicron 

PV [153], sumados a los estudios realizados in silico que sugieren la presencia de eventos de 

recombinación ancestral en el género Alfa PV [152,157], refuerzan esta teoría. Considerando que 

los reportes sobre recombinación en el género Gama PV son escasos, exploramos si esta fuerza 

evolutiva podría haber influenciado la diversidad genética de este género utilizando una base de 

datos actualizada e incluyendo uno de los tipos de Gama PV identificados en este trabajo, el 

HPV205.  

El uso de un método basado en distancia como el programa RDP4.1 [268] para la identificación de 

eventos de recombinación requiere que el alineamiento sea confiable, ya que esta herramienta es 

extremadamente sensible a los alineamientos erróneos y posiblemente se identificarán las regiones 

desalineadas de las secuencias como un evento de recombinación. Teniendo en cuenta esta 

limitación y considerando que el género Gama PV es altamente divergente [16], se alineó cada ORF 

por separado y se los combinó en una secuencia concatenada. Otros estudios han demostrado que la 

combinación de los ORF E1-E2-L1 es adecuada para realizar inferencias filogenéticas cuando se 

utiliza una gran cantidad de secuencias de PV de diferentes niveles taxonómicos [150,151]. Por otro 

lado, la incorporación del ORF L2 en el análisis solo estaría justificada cuando la reconstrucción de 

la filogenia de los PV es llevada a cabo en niveles taxonómicos más bajos [150].  

En base a estas consideraciones, exploramos los potenciales eventos de recombinación en el género 

Gama PV (nivel taxonómico bajo) en todas las combinaciones de ORF (E1-E2-L1, E1-E2-L2 y E1-

E2-L2-L1) para reforzar nuestros resultados. De acuerdo al análisis realizado, se detectaron 

numerosas señales de recombinación en los ORF por separado y en sus combinaciones (Tabla 26). 

Sin embargo, solo dos señales estuvieron presentes en todas las combinaciones de ORFs: un evento 

putativo intra-especie en la especie Gama 7 y un potencial evento inter-especie entre virus 

ancestrales de la especie Gama 24 y Gama 11 que habría dado origen a los tipos actualmente 

agrupados en la especie Gama 8. Ambos eventos fueron identificados cuando se realizó el análisis 

con los ORFs concatenados, pero no se detectaron cuando se utilizaron los ORF por separado. Esto 

podría explicarse por el hecho de que hay menos información filogenética en un solo ORF respecto 

a la contenida en las secuencias concatenadas.  
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Con el fin de confirmar estos resultados, se construyeron árboles filogenéticos utilizando las 

regiones de las secuencias parentales menores y mayores por separado para evaluar posibles 

incongruencias topológicas (Figuras 25 y 26). Este tipo de incongruencias fueron observadas en las 

filogenias realizadas con genes tempranos y tardíos en los géneros Alfa PV [156], Gama PV [199], 

Ípsilon PV y Omicron PV [153], y han sido explicadas como potenciales eventos de recombinación 

[150]. En este trabajo, se utilizaron las regiones entre los sitios de recombinación detectados por el 

programa RDP4.1 para realizar la filogenia en lugar de los genes tempranos y tardíos. Esta 

separación contendría información más precisa acerca del posible evento de recombinación. 

Algunos de los nodos más recientes del árbol construido con la región recombinante del evento 

inter-especie tuvieron valores de BPP bajos probablemente debido a que las secuencias utilizadas en 

el alineamiento eran cortas. Por lo tanto, se construyó un árbol filogenético utilizando Maximum 

Likelihood con el programa RAxML [269] confirmando la misma topología obtenida anteriormente 

y con valores de soporte aceptables (> 0.5) en los nodos (datos no mostrados). Los árboles 

filogenéticos realizados para el analizar el evento de recombinación intra-especie en la especie 

Gama PV tuvieron valores de BPP altos (Figura 26). Estudios previos realizados por Kohler y cols. 

demostraron que el HPV149 era el tipo filogenéticamente más relacionado al HPV109 analizando 

los genes tempranos [199]. En este trabajo de tesis se realizó un análisis similar con una base de 

datos actualizada que permitió identificar al HPV170 como un posible virus recombinante cuyos 

parentales menor y mayor serían los tipos HPV109 y HPV149, respectivamente (Tabla 26).  

Un hallazgo interesante fue la posible recombinación ancestral que habría originado al HPV129 

identificada en el análisis topológico del evento intra-especie (Figura 25). El HPV129 fue 

identificado previamente por Kohler y cols., quienes no lograron detectar ningún posible evento de 

recombinación en este tipo [199]. El hecho de que en la base de datos utilizada para realizar el 

análisis en este trabajo se haya incluido al HPV175 (parental menor), no disponible cuando el 

HPV129 fue caracterizado, hizo posible la identificación de este evento putativo de recombinación. 

Sin embargo, estos resultados merecen ser investigados profundamente para comprender si son una 

evidencia real de recombinación, una prueba de que los diferentes genes tienen historias evolutivas 

distintas o si son un artefacto debido a errores en el alineamiento de las secuencias. Este hecho 

expresa la problemática que existe en la detección de eventos de recombinación en los PV. A pesar 

de que hay varias evidencias que sugieren que la recombinación es una fuerza evolutiva importante 

en la evolución de los PV [20,152,159,270] aún no se ha encontrado un método confiable que logre 

diferenciar entre verdaderas señales de recombinación y artefactos producidos por los 

alineamientos. En cualquiera de los casos, la información filogenética del género Gama PV tiende a 

incrementar cada año y aún es incompleta [16,20]. En este sentido existen más de 150 tipos 
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putativos del género Gama PV que aún no han sido caracterizados [17] y más de 30 tipos putativos 

identificados en primates [199] que se agrupan en este. Estos datos sugieren que los HPV podrían 

ser polifiléticos si nuevos virus se incorporaran para el análisis filogenético del género Gama PV 

[199]. Por lo tanto, deben realizarse mayores esfuerzos para identificar nuevos tipos de PV en 

huéspedes de otras especies para tener un panorama completo de este género altamente divergente y 

de esta manera entender la evolución de los Gama PV y sus interacciones con los huéspedes.  
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En la primera parte de este trabajo de tesis se optimizó el sistema de detección de HPV L1HPVPCR 

16.4 diseñado previamente en nuestro laboratorio y que, según el criterio de competencia de la 

WHO HPV LabNet, tenía sensibilidades sub-óptimas para identificar dos de los tipos de HPV más 

prevalentes en carcinomas cervicales, HPV18 y HPV45.  

En los años 2013 y 2014 nuestro laboratorio participó en el estudio de competencia de la WHO 

HPV LabNet, utilizando el sistema optimizado L1HPVPCR 16.4.1 que resultó ser competente para 

la identificación de 15 tipos de HPV mucosotrópicos (HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 

58, 59, 66, 68). Estos estudios permiten disponer de una herramienta apta para el análisis de la 

infección por HPV en epitelios mucosos para su aplicación en la vigilancia epidemiológica a nivel 

molecular en la era de la vacunación masiva. 

La versión L1HPVPCR 16.4.1 junto con los cebadores CUT se utilizaron para conocer la 

epidemiología de HPV en cérvix en un grupo de mujeres no vacunadas contra HPV y con 

diagnóstico de patología cervical de nuestra región. Utilizando ambas estrategias metodológicas 

determinamos la prevalencia general de HPV y tipo específica pre-vacunal en 115 mujeres que 

concurrieron al Servicio de Ginecología del HEEP. Este análisis determinó que el 85% de las 

mujeres estaba infectada con al menos un tipo de HPV y que los tipos de HPV más prevalentes en 

esta población fueron el HPV16 (25%) y HPV31 (13%). En total ambos sistemas identificaron 33 

tipos diferentes de HPV (17 tipos AR y 15 tipos BR) agrupados en 8 especies del género Alfa PV y 

un tipo putativo de Gama PV (GC12_03). De acuerdo al análisis de los tipos presentes en cada una 

de las categorías citológicas, se observó que la prevalencia de HPV aumentó significativamente con 

el incremento de la severidad de la lesión y que los tipos AR estaban mayormente asociados a 

lesiones H-SIL. Por otro lado, determinamos que la prevalencia de HPV disminuye 

significativamente al aumentar la edad. No obstante, las frecuencias de infección fueron 

relativamente altas en todas las categorías etarias por lo que no fue posible establecer una relación 

con los demás factores y co-factores estudiados.  

El análisis de persistencia de la infección por HPV en 68 mujeres determinó que los tratamientos 

recibidos en cada uno de los subgrupos fue el adecuado ya que la mayoría de ellas logró una 

evolución clínica favorable en un tiempo promedio de 24 meses. Solo dos mujeres que recibieron 

tratamiento expectante desarrollaron lesiones de mayor gravedad (H-SIL) y 2 mujeres que 

recibieron tratamiento quirúrgico tuvieron lesiones de tipo L-SIL al final del periodo estudiado. Por 

otro lado, identificamos a los tipos HPV16 y HPV31 como los tipos más persistentes y mayormente 

asociados al desarrollo de lesiones cervicales en esta población.  

Los resultados de esta sección aportan nueva información sobre la prevalencia y persistencia de 

tipos de HPV en mujeres no vacunadas con diagnóstico de patología cervical que residen en la 
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provincia de Santa Fe. Este análisis descriptivo sienta las bases para la vigilancia epidemiológica 

post-vacunación en nuestra región de manera de poder evaluar el impacto del programa de 

vacunación implementado en nuestro país y la posible incorporación de vacunas multivalentes a 

futuro.  

En la segunda parte del trabajo utilizamos el sistema CUT para analizar los HPV cutaneotrópicos 

circulantes en nuestra región, comparando los resultados obtenidos con el sistema de cebadores 

FAP, como ensayo de referencia. El análisis de 295 muestras de piel sana expuesta a radiación solar 

determinó que los cebadores FAP tenían mayor capacidad para amplificar tipos de HPV, pero que 

ambos tenían especificidades diferentes para amplificar tipos de distintos géneros. Por lo tanto, el 

uso combinado de ambos sistemas de cebadores constituye la mejor estrategia para analizar los 

HPV circulantes en epitelios cutáneos. 

Utilizando ambas estrategias de amplificación se identificaron en total 82 tipos/tipos putativos en 

las muestras analizadas: 51 (62%) fueron tipos previamente caracterizados, 31 (38%) fueron tipos 

putativos de los cuales 28 habían sido descriptos previamente y 3 fueron tipos putativos nuevos 

identificados por primera vez en este trabajo (denominados “tipos EP”): EP01, EP04 y EP05. En 

total se identificaron tipos pertenecientes a 4/6 especies conocidas de Beta PV, 4/13 especies 

conocidas de Alfa PV y 15/27 especies conocidas de Gama PV confirmando la gran diversidad de 

tipos de HPV que infectan la piel. 

Seguidamente analizamos la prevalencia de infección por HPV en piel sana expuesta a radiación 

solar de individuos inmunocompetentes en 3 estaciones climáticas diferentes. Determinamos que en 

primavera la prevalencia fue mayor, aunque no significativamente, respecto a las observadas en 

verano e invierno (53.9% vs 44.9% y 47.4%, respectivamente), coincidiendo con el paso del 

agujero de ozono por Argentina en esa época del año. Los tipos más prevalentes en general fueron 

HPV5 y HPV19, ambos de la especie Beta 1. Además observamos que los individuos infectados 

pasaban más tiempo al sol (6 hs/semana) que los individuos que fueron negativos a lo largo del 

estudio (4 hs/semana), sin embargo esta diferencia no fue estadísticamente significativa. Ambos 

resultados sugieren que existe una posible relación entre la exposición a la luz solar y la infección 

por HPV.  

El estudio de la persistencia de los tipos virales que infectan la piel a largo de las 3 estaciones 

climáticas determinó que el 29% de los voluntarios tuvieron infecciones persistentes y que los tipos 

del género Beta PV fueron los que se identificaron más frecuentemente asociados a este tipo de 

infecciones. No se logró establecer una asociación entre el estado de la persistencia de la infección 

y el tiempo de exposición al sol. Sin embargo, observamos que la edad de las personas es una 

variable que influye significativamente en la adquisición y en la persistencia de la infección de HPV 
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en piel. Estos resultados, nos permiten determinar que los HPV pueden propagarse fácilmente entre 

los individuos y causar infecciones persistentes sin inducir ningún daño en el tejido por un período 

de al menos un año.  

El análisis de las muestras de hisopado de piel sana con una metodología genérica y sensible para la 

amplificación de fragmentos largos permitió la completa caracterización de 3 tipos nuevos virus. 

Dos de ellos (HPV 210 y HPV205) pertenecen a las especies Gama 12 y Gama 1, respectivamente 

mientras que el HPV EP02 pertenece a la especie Beta 1. Los genomas de HPV205, HPV 209 y 

HPV 210 tienen 7.298, 7.399 y 7.134 pb, respectivamente, con una organización genómica típica de 

los HPV. El análisis de los genomas de los 3 virus permitió identificar al menos 6 genes que 

potencialmente codifican para 4 proteínas tempranas (E1, E2, E6 y E7) y dos proteínas tardías (L1 y 

L2). Al igual que los demás miembros del género Beta PV, el genoma de HPV 209 posee además 

un ORF que codifica para la proteína E4.  

Por último, exploramos los posibles eventos putativos de recombinación que podrían haber tenido 

lugar en la historia evolutiva de los Gama PV utilizando una base de datos actualizada y realizando 

dos tipos de análisis. En primer lugar se realizó un análisis exploratorio con el programa RDP4.1 

con el cual se identificaron 2 eventos putativos de recombinación con significancia estadística en al 

menos 4 métodos. Uno de los eventos sería una recombinación inter-especie entre virus ancestrales 

de la especie Gama 11 y Gama 24 que habría dado origen a todos los tipos agrupados en la especie 

Gama 8. El otro evento putativo sería una recombinación intra-especie entre el HPV109 (parental 

mayor) y HPV 149 (parental menor) que habría dado origen al HPV170 (Gama 7). El segundo lugar 

se realizó un análisis confirmatorio mediante la construcción de árboles filogenéticos con diferentes 

partes del alineamiento de los genes concatenados E1-E2-L2-L1 y permitió visualizar las 

incongruencias filogenéticas que confirmaron los potenciales eventos de recombinación 

identificados con el programa RDP4.1. El análisis de incongruencia topológica permitió además 

identificar una posible recombinación ancestral que pudo haber originado al HPV129 (Gama 9) y 

que no fue detectado por el programa RDP4.1. Este evento habría ocurrido entre alguno de los virus 

de la especie Gama 9 (parental mayor) y el HPV175, un miembro de especie Gama 23 (parental 

menor).  

En conclusión hemos contribuido al conocimiento acerca de la epidemiología de las infecciones por 

HPV en epitelios mucosos y cutáneos utilizando herramientas de identificación sensibles y 

genéricas desarrolladas por nuestro grupo y que permiten abarcar un amplio espectro de tipos de 

distintos géneros y especies. En conjunto estos hallazgos contribuyen a expandir el conocimiento 

sobre la diversidad, la filogenia y la historia evolutiva de la familia Papillomaviridae, información 

esencial para dilucidar el rol que cumplen las infecciones por estos virus en distintos epitelios. 
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Código Paciente:……………..                  Domicilio:…………………………………… 

 

Fecha Ingreso …/…../….                              HC……………….. 

 

Edad……….           Alfabeta  S   N               Años de Escolaridad…………. 

 

Trabaja    S  N          Dentro de la casa?   S   N             Con Recibo     S  N 

 

Gestas.......Partos......Abortos......Cesáreas........         Edad Gestacional  ……..    semanas  

 

Fecha de la última menstruación  ...../...../.....           

 

Fecha del último parto  …./…../…..    

 

Menarca  …….años        Tabaquismo    S   N      Tiempo ….. 

 

Inicio R. S.  ……años             Nº de parejas sexuales en los últimos 3 años  …….           

 

Nueva pareja sexual en el último año  S   N 

 

MAC mas usado…………………..    Tiempo  …………… 

 

MAC actual ………………………     Tiempo…………….                                              

 

Antecedentes Quirúrgicos 

 

 

Antecedentes Clínicos 

 

 

Antecedentes de ITS 

 

Retrovirus    Positivo    Negativo 

 

Estado Vacunación HPV 

 

Nº de PAPs realizados  …………….       Tiempo desde último PAP negativo  ………... 

 

PAP ingreso al protocolo ………….. 

 

 

Médico responsable de ingreso al protocolo: 

ESTUDIO DE PREVALENCIA DE INFECCION POR HPV 

EN MUJERES DEL SUR DE LA PROVINCIA DE SANTA FE 

Area Virología. Fac. Cs.Bqcas. y F. 

I.B.R. Univ. Nac. de Rosario 

Hospital Escuela Eva Perón. G. B. 

Departamento de Patología Cervical 
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CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO 

(Expte. Nº 6060/050 - Expte. Nº 5858/1) 

 

Se la invita a participar en un estudio encaminado a determinar la presencia de 

papillomavirus humanos en mucosa de cuello de útero. 

Los papillomavirus humanos son virus que se transmiten por contacto sexual y producen 

lesiones (tipo verruga) en las mucosas que infectan. Si bien la mayoría de estos microbios 

no producen enfermedad, existen algunos tipos que sí lo hacen aumentando la probabilidad 

de desarrollar tumores. Por lo tanto es importante identificar el tipo de papillomavirus que 

afecta la lesión para aplicar tratamientos terapéuticos adecuados. 

Usted ha sido seleccionada como candidata a participar de esta investigación en razón que 

Ud. ha presentado o presenta lesiones asociadas a papillomavirus. Si Ud. decide participar 

en este estudio, la muestra que se le tomará para el Papanicolaou o para análisis histológico 

será también utilizada para el análisis que permite determinar la presencia de 

papillomavirus humanos en mucosa de cuello de útero. Todos sus datos serán guardados en 

forma confidencial y su nombre no será revelado. Tanto su decisión de participar o no en 

este estudio como su renuncia al mismo en cualquier momento no afectarán su derechos 

como paciente a ser tratada y controlada.  

Cabe aclarar que Ud. no recibirá remuneración alguna por participar en este estudio. 

 

Yo,.............................................., manifiesto que he sido informada de lo expresado más 

arriba y otorgo mi consentimiento de participar voluntariamente en la investigación titulada 

“Importancia de las infecciones por papillomavirus humanos en los procesos de 

transformación maligna”. 

 

Fecha:  

 

 

Firma y Aclaración del Paciente 

 

 

Firma y Aclaración del Testigo 

 

 

.................................................................       ................................................................ 

Firma del Investigador Responsable   Firma del Ginecólogo Responsable 

Dra. Adriana Giri     Dr. Rubén Mamprín D’Andrea 

Profesora Adjunta      Ginecólogo 

Area Virología       Servicio de Patología Cervical 

IBR-Facultad de Cs. Bioquímicas y Farmacéuticas  Hospital Escuela “Eva Perón” 

Universidad Nacional de Rosario     San Martín 2146 

Suipacha 531, 2000 Rosario      Granadero Baigorria 

TE: +54-0341-435 6369 Interno 134    TE:  +54-0341-471 0940 

Fax: +54-0341-439 0465     Fax: +54-0341-471 3815   

agiri@fbioyf.unr.edu.ar     rmamprin@yahoo.com.ar 

 

mailto:agiri@fbioyf.unr.edu.ar
mailto:rmamprin@yahoo.com.ar
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Cuestionario 

 

“Epidemiología molecular de las infecciones causadas por papillomavirus humanos en diferentes 

epitelios para la identificación y caracterización de nuevos virus” 

 

Nombre del Voluntario:       

Código del Voluntario:       

Género:       

Edad:       

E-mail:       

Lugar de Nacimiento:       

¿Recibe tratamiento inmunosupresor? SI  NO    

Si respondió SI, indique la causa Otro  
Transplante 

Renal  
Enfermedad 
Autoinmune  

Tiempo con tratamiento inmunosupresor       

¿Se expone regularmente al sol o luz artificial? Sol  luz artificial  Ninguno   

¿Cuantas horas por semana? Hs  Primavera   Verano    

   Otoño  Invierno   

¿Utiliza protector solar? SI  NO  Factor?   
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CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO 

 

Se invita a Ud. a participar en un estudio encaminado a determinar la presencia y permanencia de 

papillomavirus humanos en piel. 

Los papillomavirus humanos que infectan la piel son virus altamente prevalentes en la piel sana, 

donde establecen infecciones que en su mayoría no producen enfermedad.  

Si Ud. decide participar en este estudio, se le tomarán muestras con un hisopo húmedo de una zona 

de la piel expuesta al sol (frente). Para poder determinar la permanencia de los papillomavirus 

humanos se tomará una muestra cada 3 meses por un período de 1 año (4 muestras totales).  

Todos sus datos serán guardados en forma confidencial y su nombre no será revelado en caso de 

inspección. Tanto su decisión de participar o no en este estudio como su renuncia en cualquier 

momento no afectarán sus derechos de confidencialidad.  

 

Yo,.........................................................................., manifiesto que he sido informado/a de lo 

expresado más arriba y otorgo mi consentimiento de participar voluntariamente en la investigación 

titulada “Epidemiología molecular de las infecciones causadas por papillomavirus humanos en 

diferentes epitelios para la identificación y caracterización de nuevos virus”. 

 

 

 

Fecha: 

 

 

Firma del participante 

 

 

Aclaración del participante 

 

 

 

 

 

 

................................................................. 

Firma del Investigador Responsable 
Dra. Adriana Giri 

Profesora Adjunta 

Area Virología 

IBR-Facultad de Cs. Bioquímicas y Farmacéuticas 

Universidad Nacional de Rosario 

Suipacha 531, 2000 Rosario 

TE: +54-0341-435 0661 Interno 134 

Fax: +54-0341-439 0465 

giri@ibr-conicet.gov.ar 

 

 

 

 

mailto:giri@ibr-conicet.gov.ar
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WHO HPV Laboratory Network (LabNet)  

HPV DNA Proficiency Study 2013 

 

Dr Adriana Giri 

IBR-Conicet / School of Biochemistry and Pharmaceutical Sciences 

Rosario National University, Suipacha 531 

2000 Rosario 

Argentina 

 

We appreciate your participation in the WHO HPV LabNet Proficiency Study. 

 

Herewith, we enclose the results of your laboratory in the testing of the 2013 WHO HPV LabNet 

HPV DNA proficiency panel. 

 

A test is regarded as proficient in typing if it can detect 50 International Units (IU) / 5 l of HPV 16 

and HPV 18 DNA, and 500 genome equivalents (GE) / 5 l of the other HPV types included in the 

panel both in samples with single and multiple plasmids. 

In addition, the specificity of the reported types should be  >97 % (i.e. at most 1 false positive 

result). 

 

Accordingly, your data set using the L1HPVPCR 16.4 assay is proficient for detection of HPV 6, 

11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 66, 68b 

 

Should you have any technical questions, please contact Dr Joakim Dillner at joakim.dillner@ki.se.  

 

An overall summary report of this proficiency study will be prepared and sent to you in due course. 

 

Sincerely Yours 

 
Joakim Dillner 

 

International HPV Reference Center, Karolinska Institutet, Department of Laboratory Medicine, 

 Karolinska University Hospital Huddinge, 141 86 Stockholm, Sweden 

Visiting address Division of Pathology, F56 

Phone +46 8 58581168  Fax +46 8 58587730 E-mail Joakim.Dillner@ki.se 

Reg. nr.: SE202100297301 

WHO HPV LabNet 
International HPV Reference Center 

Sweden  
 

Professor Joakim Dillner 

mailto:joakim.dillner@ki.se
mailto:Joakim.Dillner@ki.se
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Annex 1: Your results in relation to the contents of the proficiency panel. 
 

Panel ID HPV type(s) in the panel Content 

(IU or GE per 5 l) 

Your results 

L1HPVPCR 16.4 

5 l input volume 

1 58 50 58 

2 18 50 18 

3 39, 45, 52, 56, 68b 500 39, 45, 52, 56, 68 

4 33 50 33 

5 52 500 52 

6 68b 500 68 

7 6 500 6 

8 39 50 Negative 

9 66 500 66 

10 35, 59, 66, 68a 500 35, 66 

11 16 50 16 

12 31 50 31 

13 52 50 52 

14 68a 500 Negative 

15 negative 0 Negative 

16 51 500 Negative 

17 31 500                       31 

18 11, 31, 33, 58 500 11, 31, 33, 58 

19 56 50 56 

20 68b 50 68 

21 35, 59, 66, 68a 50 35, 66 

22 6 50 6 

23 45 50 45 

24 59 50 Negative 

25 39, 45, 52, 56, 68b 50 39, 45, 52, 56, 68 

26 18 50 18 

27 35 50 35  

28 59 500 Negative 

29 6, 16, 18, 51 500 6, 16, 18 

30 16 5 16 

31 35 500 35 

32 58 500 58 

33 11, 31, 33, 58 50 11, 31, 33, 58 

34 11 50 11 

35 45 500 45 

36 66 50 66 

37 6, 16, 18, 51 50 6, 16, 18 

38 11 500 11 

39 33 500 33 

40 39 500 39 

41 56 500 56 

42 68a 50 Negative 

43 51 50 Negative 

A none 0 Negative 

B 16 2500 16 

C 16 25 Negative 
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WHO HPV Laboratory Network (LabNet)  

HPV DNA Proficiency Study 2014 

 

ADRIANA A. GIRI 

VIROLOGY AREA/MICROBIOLOGY 

SUIPACHA 590 

2000 ROSARIO 

ARGENTINA 

 

We appreciate your participation in the WHO HPV LabNet Proficiency Study. 

 

Herewith, we enclose the results of your laboratory in the testing of the 2014 HPV LabNet HPV 

DNA proficiency panel. 

 

A test is regarded as proficient in typing if it can detect 50 International Units (IU) / 5 l of HPV 16 

and HPV 18 DNA, and 500 genome equivalents (GE) / 5 l of the other HPV types included in the 

panel both in samples with single and multiple plasmids. 

In addition, the specificity of the reported types should be  >97 % (i.e. at most 1 false positive 

result). 

 

Accordingly, your data set using the L1.HPV PCR 16.4 assay is proficient for detection of HPV 6, 

11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, and 68b. 

 

Should you have any technical questions, please contact Dr Joakim Dillner at joakim.dillner@ki.se.  

 

An overall summary report of this proficiency study will be prepared and sent to you in due course. 

 

Sincerely Yours 

 
Joakim Dillner 

 
 

International HPV Reference Center, Karolinska Institutet, Department of Laboratory Medicine, 
 Karolinska University Hospital Huddinge, 141 86 Stockholm, Sweden 

Visiting address Division of Pathology, F56 
Phone +46 8 58581168  Fax +46 8 58587730 E-mail Joakim.Dillner@ki.se 

Reg. nr.: SE202100297301 

WHO HPV LabNet 
International HPV Reference Center 

Sweden  
 

Professor Joakim Dillner 

mailto:joakim.dillner@ki.se
mailto:Joakim.Dillner@ki.se
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Annex 1: Your results in relation to the contents of the proficiency panel. 
 

Panel ID HPV type(s) in the 

panel 
Content 

(IU or GE per 5 l) 

Your results 

L1 HPV PCR 16.4 

5 l input volume 

1 16, 33, 45, 51 500 16-33-45  
2 negative 0 Negative  
3 51 50 Negative 
4 16 50 16 
5 39 500 39 
6 58 500 58 
7 35, 39, 59, 66, 68b 500 35-39-59-66-68  
8 68a 500 Negative 
9 51 500 Negative 
10 31 500 31 
11 16 5 16 
12 35 50 35 
13 66 50 66 
14 6, 56, 58, 68a 50 56-58-6  
15 11 50 11 
16 45 50 45 
17 58 50 58 
18 68b 50 Negative 
19 6 500 6 
20 39 50 39 
21 66 500 66 
22 11, 18, 31, 52 50 11-18-31-52  
23 31 50 31 
24 56 500 56 
25 68b 500 68 
26 33 50 33 
27 6, 56, 58, 68a 500 6-56-58  
28 11 500 11 
29 52 500 52 
30 11, 18, 31, 52 500 11-18-31-52  
31 18 5 Negative 
33 59 50 Negative 
34 35, 39, 59, 66, 68b 50 35-39-66-68  
35 18 50 18 
36 56 50 56 
37 68a 50 Negative 
38 6 50 6 
39 59 500 59 
41 16, 33, 45, 51 50 16-33-45 
42 33 500 33 
43 35 500 35 
A 16 2500 16 
B 16 25 16 
C none 0 NEGATIVE  
    

 


