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Resumen

RESUMEN

El VPH es considerado uno de los patdgenos mas comunes transmitidos sexualmente y el
principal agente causal de neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y céancer cervical.
Aproximadamente 40 de los genotipos conocidos han sido detectados en la mucosa anogenital y
clasificados como VPH de alto y bajo riesgo. La mayoria de las pruebas para deteccion por PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa) del ADN viral utiliza como blanco el gen L1. Sin embargo el
efecto oncogénico depende de la expresién continua de los genes E6 y E7 para la persistencia y
transformacion de fenotipos malignos de las células. El objetivo de esta investigacion consistié en
disefiar un sistema de PCR-SSCP del gen E6 para detectar y tipificar la presencia del virus en
muestras del area genital. Se disefiaron los oligonucle6tidos degenerados DAM_E6F/R1 que
permitieron la amplificacibn mediante PCR de un fragmento de 214 pb del gen E6 de 25 tipos de
VPH. Amplificados de los tipos virales 6, 11, 16 y 18 se sometieron a SSCP (Polimorfismo de
Conformacion de Cadena Sencilla) con la finalidad de determinar un patron de movilidad
electroforética por tipo de VPH obteniéndose patrones distintos para un mismo tipo de VPH. La SSCP
resulta tan sensible para detectar diferencias de tan sélo un nucleétido que revela patrones de
movilidad electroforética que nos permiten sugerir la existencia de variacion nucleotidica intratipo en
la regién amplificada del ORF del gen E6.

Palabras Clave: Virus del papiloma humano (VPH), oligonucleétidos, oncogén, intratipo.

Xl



Introduccién

INTRODUCCION

Los virus que inducen cancer en animales han desempefiado una funcion importante en la
busqueda del conocimiento sobre la genética del cancer en humanos (Klug et al., 2006). La actividad
transformadora de estos virus reside en algunos de sus genes, por lo que estos virus oncogeénicos se
han convertido en potentes herramientas moleculares para el estudio del cancer y otras
enfermedades, asi como en la investigacion y aplicacion de terapias génicas (Sanchez, 2004). El
virus del papiloma humano (VPH) es un virus cuyo ADN es circular de cadena doble perteneciente a
la familia papilomaviridae; ésta originalmente considerada como el género papilomavirus junto con el
polyomavirus dentro de la familia papovaviridae; fueron separados en dos familias por el comité
internacional de taxonomia de virus ICTV (del inglés International Committee on the Taxonomy of
Viruses) (de Villiers et al., 2004).

Los papilomavirus son capaces de infectar y ocasionar lesiones epiteliales mejor conocidas
como verrugas en mas de 20 especies de mamiferos, aves y reptiles; en humanos se han encontrado
cientos de papilomavirus relacionados con neoplasias malignas y benignas en piel y las membranas
mucosas; aproximadamente 40 de los genotipos conocidos han sido detectados en la mucosa
anogenital siendo clasificados como VPH de alto y bajo riesgo, asociados a la progresién de lesiones

cervicales y verrugas genitales respectivamente (Doorbar, 2005).

Actualmente, el cancer cervical es la principal causa de muerte por cancer en mujeres a nivel
mundial (Mark et al. 2009). Cada afio se diagnostican mas de 500.000 nuevos casos en el mundo con
una mortalidad superior a 275.000 individuos (Schiffman et al. 2007). Segun el Anuario de Mortalidad
del Ministerio del Poder Popular para la Salud del afio 2006, en nuestro pais el cancer de cuello

uterino se ubica como la segunda causa de muerte por cancer en la mujer venezolana.

El método convencional para el diagnostico del cancer cervical continda siendo la citologia
cérvico-vaginal, su sensibilidad se encuentra entre el 40-80% (Reid et al., 1991; Cox et al., 1995;
Cruzick et al., 1995 citado por Cruzick et al., 2000). Este método tiene limitaciones entre las que se
encuentra el impedimento de una automatizacion completa de la técnica, variaciones constantes para
mejorar su sensibilidad, ademéas de que Unicamente permite sugerir la presencia de una infeccion por
VPH, debido a esto, técnicas para la deteccion del ADN de VPH como el PCR resulta una

herramienta sensible para el diagnostico (Cruzick et al., 2000).
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Virus del papiloma humano (VPH).

En el siglo pasado, gran parte de los papilomavirus identificados y secuenciados completamente
se asociaron a una de las principales causas del cancer de cuello uterino debido a la presencia de
ADN del virus en biopsias de tumores cervicales, la expresion de oncogenes virales E6 y E7 en el
material tumoral, la identificacién de las propiedades transformantes de los oncogenes virales, la
expresion continua de los genes E6 y E7 responsables de mantener del fenotipo maligno en células
de carcinoma cervical, la interaccibn de oncoproteinas virales con proteinas reguladoras del
crecimiento celular, asi como por todos los estudios epidemiol6gicos que apuntan a la infeccion por

VPH como el principal factor de riesgo de desarrollar cancer cervical (zur Hausen, 2000).

Clasificacion.

En la actualidad se encuentran descritos 118 tipos de papilomavirus cuyos genomas han sido
secuenciados completamente. Las propiedades gendmicas de estos virus son el punto de partida
para su clasificacion, siendo los genes L1, E6 y E7 los mas estudiados. EI ORF (del inglés Open
Reading Frame) L1 es la region mas conservada dentro del genoma del virus por lo cual ha sido
utilizada para la identificacion y clasificacion de estos virus: si al comparar la secuencia del gen L1
esta difiere en mas de un 10% se podria considerar un nuevo tipo viral, si la secuencia difiere entre
un 2y 10% se define un subtipo y si la diferencia es menor al 2% entonces se considera como una
variante (de Villiers et al., 2004).

de Villiers et al, (2004) realizaron un andlisis del gen L1 de 118 tipos de VPH estableciendo los

siguientes criterios de clasificacion:

1. Los géneros denominados anteriormente supergrupos deben compartir menos del 60%
de identidad del gen L1, mientras que deben tener mas del 23% pero menos del 43% de

identidad en la secuencia nucleotidica del genoma.

2. Los grupos ahora llamados especies deben compartir entre el 60% - 70% de identidad

nucleotidica.

3. Dentro de las especies los distintos tipos de papilomavirus deben compartir entre el 71%

- 89% de la identidad nucleotidica del gen L1.

Estos criterios permitieron la construccién del arbol filogenético que se muestra a continuacién

en la Figura 1.
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Figura 1. Arbol filogenético de 118 tipos de VPH; clasificados en géneros, especies, tipos, subtipos y variantes. Los
nameros al final de cada rama definen un tipo de VPH, la letra c seguida de de un ndmero hace referencia a un candidato
para tipo de papilomavirus, las otras abreviaturas hacen referencia a tipos de papilomavirus animales.

(de Villiers et al, 2004).
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De acuerdo a su tropismo los papilomavirus se han clasificado en cutdneos y mucosos
(Morales et al.,, 1997 citado por Guerrero et al., 1999). Los VPH mucosos que infectan el tracto
anogenital a su vez se agrupan en virus de alto, intermedio y bajo riesgo (Ver Tabla 1). Segun esta
clasificaciéon se consideran virus de alto riesgo aquellos que estan relacionados con lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (LIE AG) y con ciertos carcinomas anogenitales. Los virus de
riesgo intermedio o riesgo desconocido aun no se han asociado con el desarrollo de de lesiones
malignhas. Mientras que los virus de bajo riesgo se encuentran asociados a lesiones proliferativas
benignas y/o lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIE BG) (Mufioz et al., 2003 citado

por Fernandez, 2009).

Tabla 1. Clasificacién de los papilomavirus de acuerdo a su tropismo y lesiones asociadas al subtipo
viral (Marquez, 2005 modificado por Caceres, 2009).

Clasificacion Sub-tipo Viral Lesion Asociada
1,4 Verruca plantaris
2,4 Verruca vulgaris
3,10 Verruga plana
Cutaneos 58,9, 12,14, 1517, 19, 20, 21 Epidermodisplasia verruciformis
7 Verrugas del camicero
41 Carcinoma de células
escamosas cutaneas
Mucosos 13, 32 Hiperplasia epitelial focal
55 Papulosis Bowenoide
Bajo Riesgo 6, 11,32, 34, 40,42, 43, 44, 53, 57, Condiloma acuminado
81
Riesgo 30, 35, 39, 45, 50, 51, 52, 58, 60,
Intermedio 83
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, Carcinoma de cérvix
Alto Riesgo 54, 56, 59, 68

Estructura del virién y organizacion genética.

El virion de los papilomavirus es de aproximadamente 55 nm de diametro, no encapsulado y
con capside icosaédrica (Figura. 2); se replica en el nucleo de la célula hospedera infectada y posee
un tamafio de 8Kb. Su ADN se encuentra asociado a histonas celulares formando complejos

parecidos a la cromatina (Howley, 1996 citado por Longworth & Laimins, 2004). Su genoma viral esta

4
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dividido en tres regiones principales: temprana, tardia y region larga de control LCR (del inglés Long
Control Region) o region no codificante NCR (del inglés Region No Coding) organizadas en 8 ORF
que se transcriben en ARN mensajeros policistrénicos desde una de las cadenas de ADN (Longworth
& Laimins, 2004). La regién temprana E (del inglés Early) ocupa mas del 50% del genoma viral y
posee 6 ORF. La region tardia L (del inglés Late) abarca casi un 40% del genoma, se localiza aguas
abajo de la region temprana y alberga 2 ORF, mientras que la region reguladora LCR se ubica entre
el ORF L1y el ORF E6 con una extension de 850 pb, lo cual constituye un 10% del genoma del virus
(Bernard, 2002 citado por Zheng & Baker, 2006). En esta regidén se encuentra el origen de replicacion
y multiples sitios de enlace para los factores de transcripcion importantes en la regulacion de los
promotores virales tempranos (Figura. 3) (Meyers et al., 1995 citado por Dell & Gaston, 2001).

Figura 2. Estructura del virion de papilomavirus. A la izquierda recreacion artistica del VPH no encapsulado y con capside
icosadrica. A la derecha microscopia electrénica de transmision de particulas virales de VPH (Modificado de Spinoso &
Muniesca, 2008).

E7| El ] E5 Lz
Py Psro
A . A
1 T I__' [_>I T T T 1 T T T
7.9/0 1 2 3 <} 5 6 7
I_[__I
LCR
Py
A @ EEEIED [~
4 3 S21T
Enhancer Promoter

Figura 3. Organizacion genémica del VPH 16. Los ORF E6, E7, E1, E2, E4, E5 L1 y L2 se muestran ocupando 7.9 Kb. A:
sefial de poliadenilacién. P97: promotor temprano. Pe70: promotor tardio. La expansion de la regién LCR muestra la caja
TATA, los sitios 1, 2, 3 y 4 para el enlazamiento de E2 y sitios de unién Sp-1 indicados con Sy T (Dell & Gaston, 2001).
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Proteinas virales.

El producto de los genes del virus del papiloma humano da origen a la estructura de proteinas
tempranas y tardias respectivamente con las propiedades resumidas en la tabla 2:

Tabla 2. Propiedades de los productos génicos del VPH (Modificada de Boulet et al., 2007).

Producto génico Propiedades
El Funcion helicasa; esencial para la replicacion viral y control de la transcripcion.
E2 Factor de transcripcion viral; esencial para la replicacion viral y control de la

transcripcion.

E4 Interacciéon con proteinas del citoesqueleto, ensamblamiento viral.

E5 Estimulacion del crecimiento por interaccion con receptores de factores de
crecimiento celular.

E6 Inmortalizacion celular, degradacién de p53; efecto antiapoptético, induccién
de inestabilidad gendmica.

E7 Inmortalizaciéon celular, interaccion con pRB, transactivacion del factor de
transcripcion E2F, inestabilidad genémica.

L1 Proteina mayor de la capside.

L2 Proteina menor de la capside, recluta genoma viral por encapsidacion y esta

involucrada en el transporte de ADN viral al nucleo.

Las proteinas tardias L1 y L2 constituyen la cépside icosaédrica; organizada en 72
capsomeros conformados por 360 copias de la proteina L1 y 12 copias de la proteina L2 (Trus et al.,
1997 citado por Doorbar, 2006). L2 se expresa primero y es especifica de cada tipo viral mientras que
L1 es un gen bien conservado dentro del genoma (de Villiers et al., 2004). Debido a sefales
localizadas en los extremos N-terminal y C-terminal, L2 se une al nlcleo asociandose con cuerpos
PML (del inglés Promyelocytic leukaemia) (Doorbar, 2006), aunque algunos papilomavirus asocian L2
directamente al ADN (Fay et al., 2004 citado por Doorbar, 2006). L1 ensambla en capsémeros en el
citoplasma y se ubica en el nicleo asociado a los cuerpos PML solo después que L2 une y desplaza
el cuerpo PML (Florin et al., 2002 citado por Doorbar, 2006), no obstante, algunos viriones se

ensamblan sin proteina L2, pero la eficiencia en el ensamblaje disminuye (Doorbar, 2006).
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E1 es una proteina de 68 KDa con actividad helicasa dependiente de ATP (Hughes &
Romanos, 1993) que reconoce secuencias ricas en Adenina y Timina en el origen de replicacion, sin
embargo, en ausencia de la proteina E2 el reconocimiento no se lleva a cabo o es defectuoso, E2 se
une a sitios cercanos de la secuencia de reconocimiento de E1 y por interacciones proteina-proteina
E1 aumenta su afinidad por el ADN, formando complejos de hexdmeros que desenrollan el ADN con
ayuda de proteinas chaperonas (Frattini & Laimins, 1994). E2 es esencial tanto para la replicacion
viral como para el control de la transcripcion (Laimins, 1998 citado por Longworth & Laimins, 2004);
posee un peso de 50 KDa, forma dimeros y presenta dos dominios; el dominio C terminal promueve
la unién a secuencias especificas de ADN y el dominio N terminal interviene en la activacion de la
transcripcién y replicacién viral (Hegde et al., 1992). En general la region larga de control (LCR) de los
VPH de alto riesgo posee una zona conservada con 4 sitios de enlazamiento para la proteina E2
(Figura 3), asi como numerosos sitios de union para una variedad de factores de transcripcion celular
(Dell & Gaston, 2001). Tres de estos sitios flanquean la secuencia de reconocimiento de E1 en el
origen de replicacion , por consiguiente, la cantidad de proteina E2 dentro de la célula asi como su
afinidad por estos sitios influye en la activacion o represion del promotor viral (Longworth & Laimins,
2004).

El producto del ORF E4 se expresa en estado tardio de la infecciéon cuando los viriones son
ensamblados, desempefia un papel importante en la maduracién y replicacion del virus (Brown et al.,
1994 citado por Motoyama et al., 2004) induciendo colapso en el citoesqueleto; situacién que
explicaria la liberacion de los viriones desde la células infectadas (Doorbar et al., 1991). EIl ORF E4
carece del codon de iniciacion AUG por lo que utiliza una parte de la secuencia de E1; el transcripto
de los primeros 5 aminoacidos que genera una proteina de fusion E1-E4 para el inicio de la

traducciéon (Howley, 1996 citado por Longworth & Laimins, 2004).

E5 es una proteina dimérica de aproximadamente 80 aminoacidos (Halbert & Galloway, 1988)
con naturaleza hidrofébica que se localiza en la membrana endosomal, en el aparato de Golgi y en
ocasiones en membranas celulares (Burkhardt et al., 1989 citado por zur Hausen, 2000). Esta
proteina se expresa durante la fase tardia del ciclo de vida en las células diferenciadas del epitelio
(Fehrmann et al., 2003 citado por Longworth & Laimins, 2004), la perdida de la expresion de E5
producto de la integracion viral sugiere que no esta involucrada en la tumorogénesis, no obstante, se
expresa en algunos canceres que poseen ADN de VPH episomal (Chang et al., 2001 citado por Dell
& Gaston, 2001).
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El ORF E6 codifica para una proteina pequefia de aproximadamente 150 amino&cidos con un
peso molecular de 18 kDa (Androphy et al., 1987). E6 contiene motivos Cys-X-X-Cys (Cole & Danos,
1987; Barbosa et al., 1989) (Figura 4) con funcion importante en la activacién transcripcional,
transformacion, inmortalizacién y asociacién con proteinas celulares entre las que se encuentra p53
(Boulet et al., 2007). En los VPH de alto riesgo la region C-terminal posee un domino de
reconocimiento PDZ involucrado en la interaccion con varias proteinas responsables de la regulacion
de la proliferacion celular, las cuales presentan dominios PDZ (Doyle et al., 1996; Songyang et al.,
1997 citado por Mantovani & Banks, 2001).

Transformation Protein dimerization
E6 Transformation E7 pRb-binding & degradation Transformation
Immortalization Transformation \ |
| | p—
LxCxE  CKll CxxC Xap90 CxxC
COC  Kyy CHC  COC Xy  O0C mﬁmf —
| [ 17T —

Transformation  Phosphorylation
pRb-degradation site

Transformation Protein dimerization

Figura 4. Representacion esquemética las oncoproteinas E6 y E7. La proteina E6 representada en azul es de
aproximadamente 150 aminoéacidos posee 4 motivos CxxC importantes para activacion transcripcional, transformacion,
inmortalizacion y asociacion con proteinas celulares, en su extremo C-terminal (en verde) posee un dominio de
enlazamiento PDZ involucrado en la en la interaccién con proteinas celulares que poseen motivo PDZ. E7, un polipéptido
predominantemente nuclear de 100 aminoacidos aproximadamente muestra tres regiones conservadas; la primera, el
dominio N-terminal (en gris) necesario para la transformacion celular y degradacion de pRb. La segunda region conservada
(en fucsia) posee el dominio de enlazamiento y degradacion de pRb (LXxCXE y sitio de fosforilacién para la Kinasa Il). En azul
se muestra el dominio C-terminal (que posee 2 copias CxxC) involucrado en la asociacion con pRb y otras proteinas,

dimerizacion y union a zinc (Boulet et al., 2007).

El gen E7 codifica para una proteina predominantemente nuclear de aproximadamente 100
aminodacidos (Smotkin & Wettstein, 1986), presenta 3 regiones conservadas (Figura 4); el dominio N-
terminal necesario para la transformacion y degradacién de la proteina retinoblastoma (pRb), la
region conservada que contiene el sitio de union de pRb de secuencia LXCXE junto con el sitio de
fosforilacion para CKIl,y finalmente, el dominio C-terminal que posee 2 copias del motivo C-x-x-C
relacionado con E6, que en union con metales se encuentra implicado en la dimerizacion (Phelps et
al., 1992; Boulet et al., 2007). La union de E7 a pRb (Banks et al., 1990) causa la liberacion, por
fosforilacion, del factor de transcripcion E2F que promueve el ciclo celular, a su vez E7 unida a pRb

media la degradacion por protedlisis de retinoblastoma (Dell & Gaston, 2001).
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Propiedades transformantes de los oncogenes virales.

Las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo son las principales mediadoras de la
carcinogénesis debido a su interaccion con varios blancos celulares (zur Hausen, 2000). E6 activa
telomerasas y kinasas SRC e inhibe p53 y BAK; actuando como represor de la apoptosis y mediador
de la supervivencia de las células que poseen dafios significativos, mientras que E7, inhibe pRb y
estimula ciclinas promoviendo la replicacion y el crecimiento celular (Figura 5)
(Boulet et al., 2007). Independientemente ambas proteinas inmortalizan células humanas, pero su
funcién conjunta genera un interesante sinergismo que incrementa la actividad transformante (zur
Hausen, 2000).
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Figura 5. Interacciones celulares de las oncoproteinas E6 y E7 e induccién de a la inmortalizacion de las células.

La proteina E6 incrementa la vida celular por sobreactivacion de telomerasas y kinasas SRC al mismo tiempo que inhibe
la funcién de p53 y la proteina proapoptotica Bak. E7 inhibe la proteina pRb y los inhibidores de kinasas dependientes de
ciclinas p21 y p27 al mismo tiempo que estimula la actividad kinasa de las ciclinas Ay E asi como la amplificacion del
centriolo. La unién de E7 a pRb promueve la liberacion del factor de la transcripcion E2F y la sobreexpresion de pl6,
el cual es inactivado por E7 mientras que E6 impide la apoptosis inducida por los altos niveles de E2F. Juntas
E6 y E7 incrementan la actividad transformante (Boulet et al., 2007).

La primera evidencia de que E6 es una oncoproteina viral viene de los estudios en tumores
cervicales y lineas celulares derivadas donde se encontré que lograba ser retenida y expresada afios
después del evento inicial de transformacion (Schwarz et al., 1985; Androphy et al., 1987; Banks et
al., 1987 citado por Mantovani & Banks, 2001), éstos, junto con el andlisis de los blancos celulares de
E6 demostr6 su contribucion en la transformacién; teniendo como primer blanco identificado y

probablemente todavia el mas importante la proteina p53 (Mantovani & Banks, 2001).
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p53 es una proteina supresora de tumores que protege al ADN de mutaciones (Klug et al.,
2006) Desde su descubrimiento en 1979 por los estudios de Lane & Crawford (1979) esta proteina se
convirtié en el centro de atencidon de muchos estudios dado que su funcién principal es controlar la
progresion del ciclo celular. Cuando el ADN celular sufre algin dafio p53 activa la transcripcién de los
genes que codifican p21 6 GADD45, retardando la entrada en fase S del ciclo celular hasta que se
produzca la reparacion del ADN, alternativamente, p53 puede inducir la apoptosis mediante la
activacion de los genes Bax y represion del gen Bcl2 (Spitkovsky et al., 1996 citado por Motoyama et
al., 2004). Cuando los genes supresores de tumores estdn mutados o inactivos, las células no
pueden responder normalmente a los puntos de control del ciclo celular y son incapaces de realizar
muerte celular programada si el dafio en el ADN es significativo, esto, conduce a un incremento en
las mutaciones y a la incapacidad de la célula de dejar el ciclo celular (Klug et al., 2006). La apoptosis
y la mitosis estan estrechamente interrelacionadas, existe evidencia de mecanismos multifactoriales
complejos de control, tales como la expresion de los genes que codifican para p53, c-myc, c-fos, bax
y bcl2 que determinan si las células progresan hacia mitosis o apoptosis tanto en tejidos normales
como neoplasicos (Tjalma et al., 2005).

La proteina E6 de los VPH de alto riesgo une p53 en conjuncién con ubiquitin-ligasa E6-AP
(Huibnegtse et al., 1991), la ubiquitinacion de p53 resultado de la formacién del complejo E6-AP-p53
reduce significativamente la vida media de p53 (Scheffner et al., 1990) y gracias a la degradacion
mediada por proteosoma, disminuyen los niveles de p53 permitiendo la replicacion viral (Lepik et al.,
1998; Lepik & Ustav, 2000 citado por Dell & Gaston, 2001) (Figura 6). Se ha demostrado que una vez
que E6 une el complejo E6-AP puede unir proteinas celulares y mediar su degradacion
(Tungteakkhun & Duerksen-Hughes, 2008).

p53

DNA damage,
Cell stress, —_— m <
Viral Infection...

+ E6AP

E6 &
R 7

Proteolysis

Cell cycle arrest

Apoptosis

Figura 6. Proteina E6 une p53 en conjuncion con E6-AP. Cuando las células estan sometidas a cualquier tipo de estrés;
bien sea producto de dafios en el ADN y/o de la infeccion por VPH si p53 se encuentra activa induce la apoptosis o detiene

el ciclo celular, la proteina E6 junto con la ubiquitin ligasa E6-AP une p53 y promueve su degradacion (Dell & Gaston, 2001).
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Los patrones de unién en las interacciones de la oncoproteina E6 con proteinas celulares han
sido identificados por sobreexpresion in vivo de estas proteinas. Las proteinas que son blanco de E6
intervienen en la apoptosis, regulacion de la transcripcion, estabilidad cromosémica, diferenciacion y
organizacion epitelial, adherencia célula-célula, polaridad y en el control de la proliferacién de células
infectadas (Tabla 3) (Mantovani & Banks, 2001). E6 afecta a dichas proteinas a nivel de la

transcripcién asi como por formacién de complejos (Tungteakkhun & Duerksen-Hughes, 2008).

Tabla 3. Funcion celular de los blancos de E6 segun tipo de riesgo asociado a VPH (Modificada de Mantovani &
Banks, 2001).

Elrgr:?:g]a E6-AR E6-BR  Degradacién  Funcién celular

053 i Si Si Supres.or | d.e tumores, I.:actor de
transcripcion, induce la apoptosis.

E6AP Si No Si Ubiquitin-ligasa.

hMcm7 Si Si Si Inicia la replicacion de ADN.

E6TP1 Si Si Si Proteina GAP putativa.

Bak Si Si Si Induce apoptosis.

c-Myc Si No Si Factor de transcripcion.

P300/CBP Si Si No Coactivador transcripcional.

AMF-1/Gps2 Si Si Si Coactivador transcripcional.

IRF-3 Si (VPH16) | No No Factor de transcripcion.

E6BP/ERC-55 | Si No No Proteina de unién Ca”*

Paxilina Si No No Transduccion de sefiales.

hDIg Si No Si Transduccion.

MAGI-1 Si No Si Control de polaridad y crecimiento celular.

MUPP-1 Si No Si Sefial de transduccién putativa.

hScrib Si No Si Control de polaridad y crecimiento celular.

AR: alto riesgo; BR: bajo riesgo
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Virus del papiloma humano y cancer cervical.

Durante la progresion a cancer, se generan cambios importantes en la expresién de los genes
virales; estos cambios en el patron de expresion son diferentes dependiendo del tipo viral (alto o bajo
riesgo). Los VPH que infectan el epitelio cervical atacan la capa basal y junto con el proceso de
diferenciacién de las células pueden migrar hacia las diferentes capas del epitelio para sufrir
replicacion viral (Dell & Gaston, 2001). Normalmente, durante la infeccion con VPH el genoma viral se
mantiene en bajo nimero de copias como episoma y durante la diferenciacion del epitelio se
incrementa la expresion de las proteinas E1, E2, E4 y E5 asi como L1 y L2 produciendo el
ensamblamiento y la liberacién de los viriones. En la progresién a cancer cervical, la produccion de
viriones se restringe a pequefias areas en la superficie del epitelio y la integracién del genoma del
virus en el genoma de la células va acompafiado de la perdida de la regulacion de la expresion de E6
y E7, asi como la pérdida de los genes E2, E1 y L1 (Figura 7) (Doorbar, 2005; Doorbar, 2006). Debido
a la interrupcion del ORF de E1 y E2 se genera sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7 que
favorece la transformacion maligna (Yu et al., 2005; Cricca et al., 2007). La integracion viral genera la
reorganizacion no solo del genoma del VPH sino también de la region que rodea el sitio de
integracion dentro del genoma humano, el VPH se integra en varios lugares del genoma humano por
lo que muchos investigadores concluyen que la integracion es un evento aleatorio, no obstante, s6lo

algunas integraciones sitio especificas contribuyen a la transformacion maligna (Yu et al., 2005).

La zona de transformacion cervical (Figura 8) punto donde cambia la naturaleza del epitelio
del cérvix y de la pared uterina, es una zona de transformacion dindmica gradual donde el epitelio
glandular es reemplazado por epitelio escamoso estratificado, es en este lugar donde con mayor
frecuencia se originan los carcinomas; desarrollo que suele ir precedido por alteraciones histologicas
de las células epiteliales escamosas; generando células anormales que presentan un patrén
estratificado irregular, un indice nucleo-citoplasma elevado, variaciones de tamafio y forma junto con
un aumento de la actividad mitética (Schiffman et al. 2007; Stevens & Lowe, 2006).
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Figura 7. Expresioén de los genes de VPH durante la progresién a cancer cervical. Durante la infeccién productiva el
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genoma viral se mantiene en bajo nimero de copias como episoma y durante la diferenciacion del epitelio se incrementa la
expresion de las proteinas E1, E2, E4 y E5 asi como L1 y L2 produciendo el ensamblamiento y la liberacion de los viriones.
En la progresién a cancer, un NIC | generalmente presenta los mismos eventos de una infeccion productiva. En los NIC Il y
NIC III la produccion de viriones se restringe a pequefias areas en la superficie del epitelio, la integracion del genoma del
virus en el genoma de las células va acompafiada de la perdida de la regulacion de la expresién de E6 y E7, asi como la
pérdida de los genes E2, E1 y L1. En un cancer cervical no se mantienen los estados productivos del ciclo de vida y la
infeccion la forma episomal se pierde (Modificada de Doorbar, 2005; Doorbar, 2006).
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Figura 8. Zona de transformacion cervical. La flecha indica la zona de unién del epitelio columnar de la endocervix
con el epitelio escamoso estratificado de la exocervix. Esta zona es especialmente suceptible a la carcinogénesis causada
por la infeccion persistente con VPH (Schiffman et al. 2007).

Las infecciones por papilomavirus suelen presentarse en forma clinica, subclinica y latente. La
fase clinica se presenta con diferentes formaciones condilomatosas; las cuales cominmente se
observan en la vulva o en el epitelio escamoso, las lesiones de la fase subclinica con frecuencia se
localizan en el cérvix y Unicamente se detectan por colposcopia, en la fase latente; en la que no
existen lesiones, la prioridad es determinar la presencia del ADN de VPH utilizando técnicas
moleculares. La infeccién clinica como la subclinica se asocian a cambios morfoldgicos que conducen
a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (Trejo-Sol6rzano et al., 2007). La neoplasia intraepitelial
cervical es el conjunto de alteraciones progresivas de la maduracion y la diferenciacion celular del
epitelio escamoso que van desde la minima alteracién estructural (displasia leve) al carcinoma in situ
(Richart, 1967). En términos histopatoldgicos, un NCI | afecta la maduracion de 2/3 de la superficie
del epitelio, presentando atipias nucleares en 1/3 basal con mitosis anormales escasas. Un NCI I,
presenta maduracion de las capas superficiales con atipias nucleares préximas a la superficie y
mitosis anormales mas frecuentes, mientras que en un NCI Il existe escasa maduracion, las atipias
nucleares se evidencian en todas las capas celulares (en el caso de displasias severas hay mayor
variacion en la forma y tamafio de los ndcleos que en un carcinoma in situ, donde tienden a ser
ovoides e hipercromaticos) y la mitosis se encuentra en todos los niveles variando en cantidad y en

su mayoria son atipicas (Figura 9) (Grases et al. 2006).
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Figura 9. Cambios en la maduracion y la diferenciacion celular del epitelio escamoso. Un NCI | afecta la maduracion
de 2/3 de la superficie del epitelio. Un NCI Il presenta maduracion de las capas superficiales con atipias nucleares proximas
a la superficie y mitosis anormales en NCI Il existe escasa maduracion, las atipias nucleares se evidencian en todas las

capas celulares y la mitosis se encuentra en todos los niveles (Talaat, S. & Tadros, MD., 2008)

Diagnéstico convencional del virus del papiloma humano.

Desde hace mas de 50 afios la citologia cérvico-vaginal realizada por el método de
Papanicolaou ha sido el procedimiento de rutina para el monitoreo y diagnostico del cancer de cuello
uterino (Brestovac et al., 2005). Esta metodologia permite sugerir la presencia de infecciéon por VPH
mediante la evaluacion de los cambios que sufren las células de las capas superficiales del epitelio
escamoso, las cuales poseen caracteristicas morfolégicas y de tincion bien definida. Un cambio
citolégico diagnostico de VPH es la célula coilocitica o coilocito, cuyas caracteristicas morfolégicas
completas se consideran patognomonicas de la infeccion. Estas células superficiales presentan un
halo perinuclear amplio e irregular, condensacion citoplasmatica periférica, hipercromacia y
angulaciones nucleares con o sin multinucleacion. Otras células asociadas a la infeccion por VPH son
los disqueratocitos y las células parabasales, células con nudcleos picnéticos y nucleos atipicos sin

angulaciones respectivamente (Torres, 1998).
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La colposcopia, es la técnica o procedimiento que permite visualizar mediante un aparato
binocular (colposcopio) areas especificas de células infectadas por el virus; gracias a la reaccion
producida por la aplicacion de acido acético diluido y/o lugol sobre el tejido, generando zonas
blanguecinas temporales para identificar cambios sutiles del epitelio inapreciables a simple vista. El
estudio colposcapico tiene la finalidad de confirmar la lesion, determinar sus caracteristicas y
seleccionar la conducta terapéutica o tratamiento a seguir (De Palo, 1996). Otro tipo de diagnostico
es el histopatologico, que permite determinar el grado de extension de la lesion; se analizan
fragmentos de tejido obtenidos a partir de una biopsia bajo el microscopio, logrando diferenciar los

estratos del epitelio infectado y el area de invasion (Garcia, 2005; Marquez, 2005).

Diagnostico de VPH por métodos moleculares.

El desarrollo de la tecnologia para verificar la presencia de ADN de VPH en especimenes
celulares, asi como la capacidad de discriminar entre los grupos de alto/intermedio y bajo riesgo, tuvo
sus inicios a principios de los afios 80. Segun Bosch et al. (2002) la evolucion en las técnicas de
investigacion para detectar e identificar el virus del papiloma humano en cancer cervical incluyen:
entre 1980-1990; Southern blot, Hibridacion in situ (HI) y PCR-tipo especifica y para los afios 1990-
2000; Captura de hibridos (HC) y PCR-primer general.

El Southern blot se basa en la digestion del ADN viral con enzimas de restriccion, los
fragmentos generados se separan por electroforesis y el patron de bandas es transferido a una
membrana de nylon e hibridado con sondas especificas, posteriormente, se compara con patrones
controles (Klug et al., 2006). La HI se basa en la utilizacion de sondas de ADN o ARN marcadas
capaces de hibridar con el ADN de VPH intracelular, ésta técnica permite localizar la infeccion en las
muestras facilitando la correlacion entre la presencia del virus y el estado morfoldgico del tejido
(Molijn et al., 2005). Estos métodos poseen baja sensibilidad debido a que se requieren grandes
cantidades de ADN viral aunado a su alto costo y laboriosidad para ser aplicados en monitoreos

masivos de la poblacion asi como en investigacion (Marquez, 2005; Fernandez, 2009).

La Captura de Hibridos (HC) es un método que utiliza sondas que tienen la capacidad de
hibridar con el ADN viral en solucién (Lorincz, 1996; Bozzetti et al., 2000 citado por Molijn et al.,
2005). La HC 1l (Hc2) detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59y 68) y 5 tipos de VPH de bajo riesgo oncogénico (6, 11, 42, 43 y 44), est4 estandarizada y es

sumamente reproducible.
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Esta técnica es reconocida por la FDA estadounidense (Foods and Drugs Administration)
como Unico método de diagnostico in vitro del VPH. La HC Il genera sefales de luz proporcionales a
la cantidad de ADN del VPH presente en la muestra; el principio de la técnica es la formacion de
hibridos ADN-ARN que se exponen al reconocimiento de anticuerpos que estan acoplados a
moléculas quimioluminiscentes (Molijn et al., 2005). La HC proporciona una sensibilidad cercana a la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), no obstante, muestra desventajas: solo puede realizarse
sobre muestras cervicales extendidas en base liquida y no en tejido incluido en parafina, la tipificacion
no es exacta; ya que no especifica el tipo viral que esta produciendo la infeccion (Smits et al., 1995;
Cope et al., 1997 citado por Molijn et al., 2005).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es el método de amplificacion de ADN mas
utilizado para obtener multiples copias a partir de un Unico fragmento de ADN (Molijn et al., 2005). La
amplificacién de un fragmento especifico de ADN se lleva a cabo mediante el uso de oligonucledtidos
sintéticos; conocidos como primers, capaces de hibridar con la secuencia a amplificar y delimitar la
region de amplificacién, son necesarios ademas dNTPs (desoxirribonucleotidos), asi como una ADN
polimerasa termoresistente encargada de adicionar los dNTPs para generar multiples copias del
fragmento de ADN; esto ocurre en ciclos repetidos de tres reacciones con cambios en la temperatura
gue implican desnaturalizacién, alineacién y extensién en un aparato termociclador. En teoria la
cantidad de ADN amplificado esta limitada por el niumero de repeticion de ciclos (Garcia, 2005;
Marquez, 2005; Klug et al., 2006).

Las ventajas de el PCR incluyen la sensibilidad, rapidez y especificidad en la deteccion de
secuencias de ADN en muestras con escaso material genético, ademas de que este Ultimo no
requiere estar purificado ni clonado (Marquez, 2005). Schiffman et al. (1991) compararon el Southern
blot y el PCR como métodos para la deteccién de ADN de VPH, validaron el PCR como un método
sensible para verificar posibles infecciones mixtas en mujeres. Afios mas tarde se alcanzaron

acuerdos de diagnostico que condujeron al uso amplio de esta técnica.

Dos métodos de PCR son relevantes para la deteccion de ADN de VPH: el PCR tipo
especifico y el PCR general o de amplio espectro (Figura 10), el primero implica la realizacion de
multiples reacciones por separado para detectar la presencia de ADN de VPH en una sola muestra, lo
cual requiere de una labor intensa, mientras que, el PCR general utiliza oligonucledtidos que permiten
detectar un gran nimero de genotipos de VPH, tales oligonucle6tidos tienen como blanco una regién

conservada en los diferentes genotipos de papilomavirus (Molijn et al., 2005).
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Introduccién
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Figura 10. Regiones para la deteccién de VPH mediante PCR tipo especifica y PCR general o de amplio espectro.
Se muestra una representacion esquematica de las regiones del genoma del virus que son importantes para el analisis por
PCR. En la regioén L1 los oligonucleétidos consenso SPF, GP5+/GP6+ y MY09/11 tienen como blanco diferentes regiones
conservadas dentro del Gen L1 permitiendo la amplificacién de muchos tipos de VPH en una sola reaccion. Para la region
EG6/E7 el disefio de oligonucledtidos tipo especificos permite la amplificacién de sélo un tipo de VPH, lo que implica
multiples reacciones. El PCR Tiempo Real permite establecer la presencia del virus, su genotipo y la carga vira; la
cuantificacion de el gen E2 permite determinar el estado de integracion del virus (Boulet et al., 2008).
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Introduccién

El método de PCR general mas popular es el que amplifica el gen L1 utilizando los
oligonucleétidos MY09/MY11, GP5+/GP6+, entre otros. La desventaja de este sistema de PCR, es
gue el ORF del gen gue se usa como blanco para la amplificacion puede perderse cuando el virus se
integra en el genoma de la célula hospedera, por lo que se ha empleado el sistema PCR tipo
especifica; que utiliza oligonucleétidos para los genes E6 y E7 (Figura 10), los cuales se mantienen
intactos y nunca se pierden durante la integracion viral y ademas poseen secuencias nucleotidicas
ligeramente variables, del mismo modo, estos genes admiten el empleo de sistemas de PCR como el
PCR cuantitativo (PCR tiempo real), que permite determinar carga viral (Boulet et al., 2008; Morris,
2005).

Park et al. (1993) evaluaron la eficiencia de los oligonucledtidos MY09/MY11l y de
oligonucleétidos especificos para E6 en la deteccién de VPH, reportaron una tasa de deteccion
significativamente alta con los oligonucleétidos E6 de 54% en comparacién con un 26% para los
oligonucleétidos L1, no obstante, a pesar de los resultados obtenidos, apoyan el uso de los
oligonucleétidos consenso L1 por su capacidad para detectar simultaneamente varios tipos de VPH.
Resnick et al. (1990) asi como también Yoshikawa et al. (1991) disefian sistemas para la deteccién
de VPH que emplean oligonucledtidos consenso EB6, tipificando por Southern Blot y RFLP
respectivamente, diez afios mas tarde, Sasagawa et al. (2000) amplifican todo el gen E6 y parte N-
terminal del gen E7 de mas de 34 papilomavirus, estos amplificados, son analizados mediante RFLP
para tipificacion. De igual modo, Sotlar et al. (2004) disefian un sistema PCR nested multiplex del gen

E6 que permite tipificar por diferencias en el tamafio de los amplificados.

El producto de la amplificacion por PCR general o de amplio espectro puede ser analizado
mediante varios métodos, como lo son: la hibridacibn en placas de microvaloraciéon, el
secuenciamiento directo, el analisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion, la
hibridacion con sondas especificas (hibridacion reversa), el polimorfismo de conformacion de cadena
sencilla, entre otros (Boulet et al., 2008).

Polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP).

La técnica de SSCP es una técnica que permite detectar variaciones en secuencias
nucleotidicas, mutaciones y polimorfismos; ésta se basa en la movilidad electroforética de una hebra
de ADN en funcion de su estructura conformacional y peso molecular (Orita et al., 1989). Cualquier
cambio incluso de una sola base en los fragmentos que se amplifican, pueden detectarse en relacion

directa con los cambios en los patrones de movilidad electroforética (Cruz, 2003; Marquez, 2005).
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Introduccién

La PCR-SSCP se ha utilizado para la tipificacion del virus del papiloma humano permitiendo
identificar en una sola reaccién varios tipos de VPH (Alonio et al., 2000; Gomez et al. 2001). En
Suecia Zehbe et al. (1996) detectaron vy tipificaron 12 tipos de VPH mediante PCR-SSCP empleando
los oligonucleotidos consenso GP5+/GP6+, mientras que Alonio et al. (2000) en México del mismo
modo que Gbémez et al. (2001) en argentina disefian sistemas de PCR-SSCP para diagnostico y
tipificacion de 6 y 7 tipos de VPH respectivamente, empleando los oligonucleétidos MY09/MY11 vy

GP5+/GP6+ demostrando que esta metodologia es eficiente y altamente reproducible.
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Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial la mayoria de las pruebas para la deteccion del ADN viral por PCR tienen
como blanco la region L1. Esta metodologia ha demostrado ser eficiente y altamente reproducible, sin
embargo, el efecto oncogénico del virus es dependiente de la expresion continua de los genes E6 y
E7; necesaria para la persistencia y transformacion de los fenotipos malignos de las células, por lo
cual se puede incurrir en diagnésticos falso-negativos a causa de la integracion del virus en el

genoma de las células.

Estrategias dirigidas a la regiébn E6/E7 del genoma del virus, son prometedoras para el
diagnostico del VPH, ya que, entre los tipos de alto y bajo riesgo estas secuencias difieren y su
uniformidad en cada tipo de papilomavirus significa menor probabilidad de alineamientos no
especificos durante la PCR (Morris, 2005).

La cantidad de tipos virales infectantes detectados en la poblacién meridefia es considerable.
Estudios realizados por Quintero et al. (2008), reportan como tipos virales mas frecuentes para la
poblacién meridefa: 6, 16, 31, 53, 59, 61 y 68. A nivel mundial, los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18 son
los mas frecuentes, siendo 16 y 18 de alto riesgo oncogénico, el VPH tipo 18 es el segundo tipo mas

comun en mujeres infectadas (de Sanjosé et al., 2007).

Actualmente, el Laboratorio de Biologia y Medicina Experimental (LABIOMEX) realiza la
deteccion vy tipificacion del VPH en muestras de pacientes que asisten a consulta publica y privada,
provenientes de la poblacion meridefia y de otras regiones del pais mediante la técnica PCR-RFLP
del gen L1. Por lo tanto, resulta necesario disefiar y estandarizar un sistema de PCR que permita
detectar un amplio espectro de tipos de VPH en una sola reaccion utilizando como blanco la region
E6, con miras a disminuir la realizacion de posteriores ensayos de confirmacion y mejorar el

diagndstico y seguimiento de los procesos malignos asociados al virus.
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Hipétesis

HIPOTESIS

La variabilidad de la secuencia del gen E6 entre los distintos tipos de VPH permitiria disefar
un sistema de PCR-SSCP capaz de detectar vy tipificar el virus a partir de muestras del &rea genital
incluso en aquellos casos donde se sospecha de integracion viral.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Disefiar un sistema de PCR-SSCP del gen E6 de VPH que permita detectar y tipificar la

presencia del virus en muestras del area genital.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Disefiar un par de oligonucleétidos iniciadores consenso-degenerados para amplificar un

fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH incluyendo tipos de alto y bajo riesgo.

v' Realizar una revision retrospectiva y seleccionar las muestras que resultaron positivas para

los 25 tipos de VPH durante el periodo de diagnostico Junio 2007-Enero 2009.

v' Cuantificar la cantidad de ADN de muestras ya purificadas y tipificadas mediante PCR-RFLP
del gen L1 por métodos espectrofotométricos.

v Estandarizar un sistema de PCR que permita amplificar un segmento del gen E6, utilizando
los oligonucleétidos disefiados, a partir de las muestras de ADN ya tipificadas por PCR-RFLP
del gen L1.

v' Evaluar la sensibilidad de los oligonucleétidos disefiados comparandolos con el sistema
MY09/MY11.

v' Examinar casos en los cuales las muestras resultaron negativas para VPH por el sistema
MYO09/11.

v" Optimizar la técnica SSCP para determinar los patrones de movilidad electroforética de los
VPH tipo 6, 11,16 y 18.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

Disefio de oligonucledtidos consenso degenerados.

Mediante un estudio paralelo llevado a cabo en el Laboratorio de Biologia y Medicina
Experimental LABIOMEX-ULA, en el cual se realiza la deteccién y tipificacién del VPH en muestras
de pacientes que asisten a consulta publica y privada, provenientes de la poblacién meridefia y de
otras regiones del pais mediante la técnica PCR-RFLP del gen L1, 25 tipos de papilomavirus fueron
detectados vy tipificados (45, 83, 33, 31, 11, 58, 39, 56, 35, 52, 54, 66, 62, 59, 80, 26, 70, 44, 67, 51,
61, 6, 53, 16 y 18) en el periodo de diagnéstico comprendido entre Junio 2007-Mayo 2008. Se
ubicaron las secuencias del gen E6 de estos 25 tipos de VPH en la base de datos del NCBI
(Tabla 4) (National Center for Biotechnology Information). Seguido a esto, se realizd el alineamiento
de las 25 secuencias en el programa Mult Alin version 5.4.1. Una vez obtenida la secuencia
consenso, se seleccion6 de forma manual la region que mediante el uso de los programas Oligo
Analyzer 1.1.2 y el programa BLAST del NCBI cumpliera con las condiciones del disefio de
oligonucleétidos: una longitud entre 20-24 pb, entre 40-60% de contenido GC (Guanina-Citosina),
temperatura de alineamiento similar, evitar regiones con potencialidad para formar estructuras

secundarias internas y la formacion de dimeros de oligonucleo6tidos.

Tabla 4. Numeros de acceso en el Gen Bank de las secuencias codificantes del gen E6 por tipo de VPH.

Tipo de VPH N2 de acceso Tipo de VPH N2 de acceso
45 Y13218 59 X77858
83 AF151983 80 Y15176
33 M12732 26 X74472
31 J04353 70 U21941
11 M14119 44 U31788
58 D90400 67 D21208
39 M62849 51 Determinada mediante alineamiento*
56 X74483 61 U31793
35 M74117 6 AF092932
52 X74481 53 X74482
54 U37488 16 K02718
66 U31794 18 X05015
62 AY395706

*Ver apéndice
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Muestras bioldgicas.

Para la estandarizacion del sistema PCR-SSCP del gen E6 de VPH se utilizaron muestras de
ADN de cepillados y biopsias del &rea genitales de pacientes que asistieron a consulta publica y
privada a los cuales se les practicd, previo consentimiento, un examen de tipificacion de VPH por
bilogia molecular el cual se realiza en las instalaciones del Laboratorio de Biologia y Medicina
Experimental (LABIOMEX) mediante protocolo propuesto por Quintero et al. (2008). Para la seleccion
de las muestras se realiz6 una revision retrospectiva de las muestras que resultaron positivas para

VPH durante el periodo de diagnostico Junio 2007-Enero 2009; las muestras seleccionadas incluyen:

o 25 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para un solo
tipo de VPH por el sistema PCR-RFLP del gen L1.

e 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 6.
¢ 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 11.

¢ 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 16.

2 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 18.
En la tabla 5 se observa la identificacion que poseen las muestras seleccionadas.

Tabla 5. Numero de muestra seleccionada por tipo de VPH para la estandarizacion.

Tipo de VPH N2 de muestra Tipo de VPH N2 de acceso
45 2182 59 01046
83 2065 80 1191
33 2229 26 06307
31 06318 70 1190
11 07464,07778,1921,2568 44 07189
58 1903 67 1859
39 2099 51 06229
56 06224 61 07374
35 04086 6 2027,06509,07950,2801,2628
52 06243 53 1829
54 07024 16 2030,06513,07953,2572,2640
66 2323 18 04083,07622,ADN de células Hela
62 1536

Una vez seleccionadas las muestras se procedié a determinar la cantidad de ADN.
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Cuantificacion del ADN por espectrofotometria.

Para determinar la cantidad de ADN total contenida en las muestras se realizaron diluciones
1/50 (volumen final 50 yl) de cada una y seguidamente se realizaron mediciones de densidad Optica
(D.O.) a 260 nm y 280 nm (para la estimacion de la concentracion de ADN y de proteinas
respectivamente) en un espectrofotdbmetro Spectroscopy System Agilent 8453, empleando el software
UV-Visible Chem-Station.

La concentracion de ADN se calculé empleando los valores de la D.O. a 260 nm, basandose
en que una D.O. de 1 a 260 nm equivale a 50 ng/ul de ADN, asi:

[ADN ng/pL]= (D.O. 260 nm) x (Factor de Dilucioén) x 50 ng/pL

La pureza del ADN se determind mediante la relacion D.O. 260 nm/280 nm teniendo en cuenta
que un rango Optimo de pureza se encuentra entre 1,5 - 2, valores inferiores son indicativos de
contaminacién con proteinas y un valor superior a 2 indica contaminacion con ARN (Sambrook et al.,
1989).

Cabe destacar que las muestras seleccionadas para este estudio fueron previamente
sometidas a tipificacion de VPH por bilogia molecular mediante protocolo propuesto por Quintero et
al. (2008). Esta metodologia incluye una evaluacion de la calidad e integridad del ADN purificado
mediante la amplificacion de un fragmento del gen humano B-globina por medio de los
oligonucleétidos PC04 y GH20 (Saiky et al., 1996 citado por Marquez, 2005). Los oligonucledtidos
empleados, los componentes de la mezcla de reaccién y el programa de amplificaciéon de este
sistema se resumen en las tablas 6, 7 y 8 respectivamente. Las muestras fueron positivas para VPH
por el sistema de PCR MYO09/11 y posteriormente sometidas a la técnica RFLP utilizando las
endonucleasas de restriccion Ddel y Rsal. Los oligonucle6tidos empleados, los componentes de la
mezcla de reaccion, y el programa de amplificacién del sistema de PCR MY09/11 se muestran en las

tablas 9, 10 y 11 respectivamente.

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados para amplificar mediante PCR un fragmento del gen humano 3-globina.

Oligonucledtido Secuencia Tama_m_o ol Referencia
amplificado
PCO04 5'CAACTTCATCCACGTTCACC 3' Saiky et al.,
1996 citado por
268 pb Marquez, 2005

GH20 5 ' GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3
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Tabla 7. Componentes de la mezcla de reaccién del sistema de PCR -globina.

Componentes Concentracion Final
MgCl2 1,5 mM
Oligonucleétido PC04 25 pmol

ADN pollmerasa (Tag*)

ADN molde Entre 50 y 100 ng

*Ver apéndice

Tabla 8. Programa de amplificacién del sistema PCR B-globina.

Paso Temperatura °C Tiempo (min)

Tabla 9. Oligonucledtidos empleados para amplificar mediante PCR un fragmento del gen L1 de VPH.

Tamafio del
amplificado

Oligonucleodtido Secuencia Referencia

5' GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3'
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Tabla 10. Componentes de la mezcla de reaccion del sistema de PCR MY09/11.

Componentes Concentracion Final

MgClI2 5,5 mM

Oligonucleétido PC04 50 pmol

ADN polimerasa (Taq*) 25U

ADN molde Entre 50 y 100 ng

!

*Ver apéndice

Tabla 11. Programa de amplificacion del sistema de PCR MY09/11.

Paso Temperatura °C Tiempo

2 94 30 seg

4 72 30 seg

6 72 2 min
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Sistema PCR general del gen E6 de VPH.

Con la finalidad de amplificar un segmento del gen E6 de los 25 tipos de VPH incluyendo tipos
de alto y bajo riesgo se disefiaron oligonucledtidos iniciadores consenso de tipo degenerados
denominados DAM_E6F y DAM_E6R1/R2 (Tabla 12). Los componentes de la mezcla de reaccion se
resumen en la tabla 13 y las condiciones del programa de amplificacion se pueden observar en la
tabla 14. Se utiliz6 un termociclador Eppendorf Mastercycler ep gradient S°.

Tabla 12. Oligonucledétidos iniciadores consenso-degenerados DAM_EG6F y DAM_E6R1/R2 disefiados para
amplificar mediante PCR un fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH.

Oligonucleétido Secuencia
DAM_EG6F 5'GAGGTATATGANTTTGCATT 3'
DAM_EG6R1 5' GGACACAANGGTTTTTGACA 3

DAM_E6R2 STTTTCTTCTGGACACAANGGTTT 3'

N=A, C, G 6 T; de acuerdo al codigo IUB (ver apéndice)

Tabla 13. Componentes de la mezcla de reaccion del sistema PCR general del gen E6.

Componentes Concentracién Final
Tampén de PCR* 1X
MgCl2 3 mM
dNTPs 25 mM
Oligonucleétido DAM-E6F 25 pmol
Oligonucleétido DAM-E6R1/R2 25 pmol
ADN polimerasa (Tag*) 05U
Agua m.p.e c.s.p. 25 ul
ADN molde Entre 50 y 100 ng
Volumen final 25 pl

*Ver apéndice

29



Materiales y Métodos

Tabla 14. Programa de amplificacion del sistema PCR general del gen E6.

Paso Temperatura °C Tiempo (min)
1 94 3
2 94 1
3 56 1
4 72 1
5 Ir al paso 2, 35 por 35 ciclos

6 72 1

Se realiz6 un estudio para evaluar la sensibilidad de los oligonucle6tidos iniciadores consenso-
degenerados DAM_E6F/R1 disefiados, comparandolos con el sistema MY09/MY11 (Ver tablas 7 y
10). Para ello se realizaron diluciones seriadas de una de las muestras de estudio (n° 07464) positiva
para VPH 11 mediante el sistema PCR_RFLP del gen L1, siguiendo los parametros ya establecidos
para cada una de las reacciones (Tablas 11y 14).

Ademés de la prueba de sensibilidad se examinaron 16 casos donde las muestras resultaron
negativas para VPH por el sistema MYQ09/11 (estudio paralelo realizado en LABIOMEX), para ello se
sometieron dichas muestras al sistema de PCR con los oligonucleétidos iniciadores degenerados

disefiados DAM_EG6F/R1 bajo las condiciones ya establecidas.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Los amplificados obtenidos fueron corridos en geles de poliacrilamida al 6% preparados de
acuerdo al protocolo propuesto por Cruz J (Comunicacién Personal). Inicialmente se prepard una
mezcla de acrilamida-bisacrilamida (29:1) al 30%. Para preparar los geles se tomaron 17,5 ml de
agua m.p., 2,5 ml de tampon TBE 0,5X, 5 ml de poliacrialimida 30%, 80 yl de TEMED (N, N, N’, N ’-
Tetrametil-etilendiamina -Sigma-) y 750 pl de persulfato de amonio 10%. Esta mezcla fue vertida en
una lamina soporte a la cual se le inserté un peine para la formacién de los pozos donde
posteriormente se colocaron las muestras. Una vez polimerizado el gel, se sumergié en una camara
electroforética modelo Termo EC, Minicell Primo 330 y se retir6 el peine. Seguidamente las muestras
fueron cargadas en los pozos. La cantidad de muestra por pozo fue de 3 ul del amplificado mezclado

con 2 ul de tampdn de carga (ver Apéndice).
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Las muestras fueron sometidas a un campo eléctrico de 120 V, 300 mA, 30 W, en una fuente
de poder modelo EC 4000P series 90 por 40 minutos. Luego de transcurrido el tiempo de corrida, los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio 0,0006% (Promega) durante 15 min y fueron observados

en un trans-iluminador bajo luz ultravioleta para observar las bandas.

Sistema SSCP del gen EG6.

Para determinar los patrones de movilidad electroforética de los VPH tipo 6, 11, 16 y 18 se
optimizé la técnica SSCP cuyo protocolo original de Orita et al. (1989) fue adaptado por Cruz (2003) y
Marquez (2005). Se procedio a la preparacion de las 2 placas de vidrio donde se vierte la mezcla para
el gel. En un primer paso las placas fueron lavadas con agua y detergente liquido, luego se
introdujeron en una estufa hasta que se secaran completamente. Posteriormente los vidrios, los
separadores y el peine fueron limpiados con etanol absoluto para eliminar cualquier residuo que
pudiera afectar la corrida de las muestras. Una vez limpios, se procedio a preparar la solucion para
pegar el gel a uno de los vidrios, ésta consistié de 300 ul de etanol absoluto, 1.5 pl de acido acético
glacial y 1.5 pl de Blind Silane (Sigma). Esta mezcla fue vertida sobre el vidrio frotandola

uniformemente con papel para lente hasta que estuviera completamente seca.

El vidrio que despega del gel fue tratado con 300 ul de solucién de silicdn Sigmacotte (Sigma),
ésta fue agregada al vidrio frotandolo uniformemente con papel para lente hasta que estuviera
completamente seco. Los vidrios se juntaron colocando entre ellos los separadores, se fijaron con
cinta adhesiva y se colocaron en un soporte. Seguidamente se preparé el gel de poliacrilamida 12%;
la mezcla fue realizada con 6 ml de acrilamida - bisacrilamida (29:1) al 30% (preparada con
anterioridad), 1.5 ml de tampén TBE 5X, 1.5 ml de glicerol 10%, 25 yl de TEMED, 180 pl de persulfato
de amonio 10% y agua destilada c.s.p. 15 ml. Esta mezcla fue agregada inmediatamente entre las

dos placas de vidrio, se insert6 el peine para formar los pozos y se dejé polimerizar.

Una vez polimerizado el gel, se retird el peine y los pozos fueron lavados cuidadosamente con
agua destilada para eliminar los residuos de poliacrilamida sin polimerizar. Los vidrios tiene una

medida de 18 x 16 cm, el grosor del gel es de 0.4 mm.
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Las placas de vidrio junto con el gel fueron introducidos en la camara de electroforesis de
marca Hoffer SE 660 Amersham Bioscience, acoplada a un refrigerante Poly Science Moldel 90, se
empled como tampon de corrida TBE 0.5X con glicerol 1%, y se realizé una pre-corrida de 2 h a 1285
V, 300 mA, 30 W en una fuente de poder modelo EC 4000P series 90. Antes de ser cargados a los
pozos del gel, los amplificados fueron desnaturalizados, empleando para ello tampo6n de carga para
SSCP (ver Apéndice), se sometieron a 95°C durante 10 min y se colocaron inmediatamente en hielo
por 10 min. Seguidamente se cargaron en el gel. Las muestras fueron sometidas a un campo

eléctrico bajo las mismas condiciones de la pre-corrida, durante un tiempo de 4 h.

Transcurrido el tiempo de la corrida electroforética, las placas de vidrio se separaron usando
una paleta plastica, y el gel, adherido a uno de los vidrios, fue tefiido con nitrato de plata cuyo

protocolo se describe a continuacion.

Tincion con Nitrato de Plata (segun BIORAD).

El vidrio que posee el gel adherido fue sumergido en &cido acético glacial al 10% (solucién
fijadora), durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, el gel se lavé con abundante agua
destilada 5 veces. Luego se transfiri6 a la solucion de tincion durante 30 min en agitacion, esta
solucion estd compuesta por 0,250 g de nitrato de plata, 375 pl de formaldehido 37% y agua m.p.

para 250 ml.

Pasado los 30 min, el gel se enjuag6 durante 10 seg con agua m.p. y y fue sumergido en la
solucion de desarrollo; ésta incluye 8 g de Carbonato de Sodio, 750 ul de formaldehido 37% y 100 pl
de Tiosulfato de Sodio 10% y agua m.p. hasta completar 400 ml (esta solucion de desarrollo es
previamente enfriada a 0 °C antes de sumergir el gel). Cuando comenzaron a visualizarse las bandas
en el gel, la reaccion se detuvo agregando acido acético glacial al 10%. Por dltimo se tomé la

fotografia del gel.
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RESULTADOS

Disefio de Oligonucledtidos consenso degenerados.

Las secuencias codificantes del gen E6 para los 25 tipos de VPH que poseen los nimeros de
acceso en el Gen Bank que se resumen en la tabla 7 de la seccion Materiales y Métodos se alinearon
utilizando el programa Mult Alin version 5.4.1. (Figuras 11ay 11b).

Obtenida la secuencia consenso; la regién que presentd la mayor homologia para el caso del
oligonucleétido sentido fue la region que se encuentra entre los 142-161 pb (Figura 11a) Para el caso
del oligonucledtido antisentido se seleccionaron 2 regiones, la primera (oligonucledtido antisentido 1)
entre 340-359 pb (Ver Figura 11b) y la segunda (oligonucle6tido antisentido 2) entre 346-368 pb (Ver
Figura 11b).

Con la finalidad de determinar el tamafio de los fragmentos amplificados para cada tipo de
VPH se realizaron los alineamientos de cada juego de oligonucledtidos con cada una de las
secuencias del gen E6 de los 25 tipos VPH (Ver Apéndice), resultando en su mayoria una longitud de
214 pb para el amplificado del juego DAM_E6F/R1 y 223 pb para el amplificado del juego
DAM_EGF/R2 (Tabla 15)
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1
16 ATGCACCARAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGT TACCACAGT TATGCACAGAGCTGCAARACAARCTATACATGATATAARTATTAGARTGTGTGTACTGCARGCARCAGT
35 ATGTTTCAGGACCCAGCTGAARCGACCTTACARACTGCATGATTTGTGCAARCGAGGTAGARGARAGCATCCATGARATTTGTTTGARTTGTGTATACTGCAARACARGAART
31 ATGTTCAARRARATCCTGCAGARAGACCTCGGARAT TGCATGAARCTAAGCTCGGCATTGGAARATACCCTACGATGAARCTAAGAT TGAARTTGTGTCTACTGCARAGGTCAGT
33 ATGTTTCARGACACTGAGGARARACCACGAACATTGCATGATTTGTGCCARGCATTGGAGACAACTATACACAACAT TGARCTACAGTGCGTGGAATGCAARAARARACCTT
58 ATGTTCCAGGACGCAGAGGAGAARACCACGGACATTGCATGATTTIGTGTCAGGCGTTGGAGACATCTGTGCATGARATCGAART TGARARTGCGTTGARTGCAARAARAGACTT
67 ATGTTTCAGGACACAGACGARARACCACGCARCCTGCACGAAT TGTGTGAAGCT TTGGARACCACGGTGCATGAARATAARGTTTGCCCTGCGTGCAGTGCARARRARCTT
52 ATGTTTGAGGATCCAGCARCACGACCCCGGACCCTGCACGARTTGTGTGAGGTGCTGGAARGARTCGGTGCATGARATARGGCTGCAGTGTGTGCAGTGCARARARGAGC
26 ATGTTCGAGGATCCTAGAGAARCGACCCAGAACGCTACATGAGCTATGTGARAGCTTGAATACTACTTTGCARAATTTGCAGGTACAGTGTGTATAT TGCARGGAARARCCT
51= ATGTTCGARGACARGAGGGARAGACCACGAACGCTGCATGARTTATGTGARGCTTTGAACGTTTCTATGCACAATATACAGGTAGTGTGTGTGTATTGTARARAGGART
18 ATGGCGCGCTTTGAGGATCCARCACGGCGACCCTACAARGCTACCTGATCTGTGCACGGAACTGAACACTTCACTGCARGACATAGAARATARCCTGTGTATATTGCAAGACAGTAT
45 ATGGCGCGCTTTGACGATCCARCGCARCGACCCTACARGCTACCAGATCTGTGCACAGARTTGAATACATCACTACARGACGTATCTATTGCCTGTGTATAT TGCARAGCARCAT
39 ATGGCGCGATTTCACAARTCCTGCAGAARCGGCCATACARAT TGCCAGACCTGTGCACARCGCTGGACACCACCT TGCAGGACATTACARTAGCCTGTGTCTAT IGCAGACGACCAC
70 ATGGCGCGATTTCCCARTCCTGCAGARCGGCCATACAARATTGCCTGACCTGTGCACGGCGCTGGACACTACATTGCACGACATTACAARTAGACTGTGTCTATTGTARAARCACAGC
59 ATGGCACGCTTTGAGGATCCTACACARCGACCATACARACTGCCTGATTTGAGCACARCATTGAATATTCCTCTGCATGATATTCGCATCARTTGTGTGTTTTGCARAGGGGAARC
53 ATGGATCGTCAGTTATTTGARAATACAGARGAGCGACCACGTACATTGCACCAGCTATGTGAARGTTGTGAATARACCATTGCTGGAGCTGCAARCTTGGCTGTGTGTTCTGCAARGARGGCAT
56 ATGGAGCCACA---ATTCARCAATCCACAGGARCGTCCACGAAGCCTGCACCACT TGAGTGAGGTATTAGAARATACCTTTARTTGATCTTAGATTATCATGTGTATAT TGCARARAARGAARC
66 ATGGATTCCAT---ATTCAGCAARTACACAGGAARCGTCCACGAAGCCTGCACCATCTGAGCGAGGTATTACARATACCTTTACTTGATCTTAGATTATCATGTGTATACTGCARARAGGAARC
54 ATGTCTGCTACTGAARCCCCACACGGACCAGCCGCGTACTCTAGCTGATTTGTGCARGGTATGCAATATTCCTATGCATAGTTTGCAARCTTCCTIGTGCCTTTTGCARGARGACGG
6 ATGGAARARGTGCARATGCCTCCACGTCTGCARCGACCA---TAGACCAGT TGTGCAAGACGTTTAATCTATCTATGCATACGT TGCARATTAARTTGTGTGTTTTGCAARGAARTGCAC
11 ATGGAARARGTARAGATGCCTCCACGTCTGCARCATCTA---TAGACCAGT TGTGCAAGACGTTTAATCTTTCTTTGCACACTCTGCARATTCAGTGCGTGTTTTGCAGGARTGCAC
q4q ATGGARAGTGCARATGCCTCCACGTCTGCACARAGTA---TAGACCAGT TGTGCAARGGAGTGCAARCATTCCTATGCACAATCTGCARATTTTATGCGTGTTTTGCAGARRAARCGT
61 ATGGGACCGTGCAATCCARCTAATATTTTCCTGCTCTGCARGGACTACGAGGTGGACT TTGAGGATTTARGGCTGACATGTGTATTTTGCARARATGAART
62 ATGACTGCAGGGCCAGCAARGGCCCACGARCCTGTTTTTGCTGTGTAARGGAGTATGATGTGGACCTGGACGACCTGCACCTARCCTGCATATTTIGCARARCAGACC
83 ATGTCAGGAGTGCGGTACCCCACCARCATATTTCTGCTGTGCARAGACTGCGAGGTGGATTTGGAARGACT TACGACTGATTTGCATTTATTGCACAARATGAART
80 ATGGATAGGCCARAGCCTTCTTCTGTGCAGGAGCTTGCAGACACTCTTTGTATACCTTTAGTAGATATTTTATTIGCCGTGTAGGTTTTIGTCAAAGATTTT
Consensus esesssssssssssstl. a.ga. .c..cggaacgalla.g.A. .. Tgca.ga.tTgtGecaagg. . .tbg.A.at. . ct.Tgca.ga.. T...a.T....TGtgT . tatTGcRaaaaag.at
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

16 TACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTIGCTTINCGGGATTTATGCATAGTATATA---GAGATGGGAARTCCATATGCTGTATGTGATARATGTTTARAGTTTTATTCTARAARTTAGTGAGTATAGACATTA
35 TACAGCGGAGTGAGGTATATGACTTTGCATGCTATGATTTIGTGTATAGTATATA---GAGAARGGCCAGCCATATGGAGTATGCATGARATGTTTARAATTTTATTCAAARATAAGTGAATATAGATGGTA
31 TAACAGAARCAGAGGTATTAGATTTTGCATTNACAGATT TARCARTAGTATATA---GGGACGACACACCACACGGAGTGTGTACARAARTGTTTARGATTTTATTCAAAARGTAARGTGAARTTTAGATGGTA
33 TGCAACGATOTIGAGGTATATGATTTTGCATTNGCAGATTTARCAGTTGTATATA---GAGAGGGARATCCATTTGGAARTATGTARACTGTGTTTIGCGGTTCTTATCTAAARATTAGTGAARTATAGACATTA
58 TGCAGCGATOTGAGGTATATGACTTTGTATTNGCAGATTTARGARTAGTGTATA---GAGATGGAARATCCATTTGCAGTATGTAARAGTGTGCTTACGATTGCTATCTARAATAARGTGAGTATAGACATTA
67 TGGACAGAARACGAGGTATATGACTTTTTATTINACTGATTTIGAARATAGTATACA---GATGTGGGAATCCGTATGGGGTATGTAARGCAATGCCTAARGACTGTTATCAAAAGTTAGTGARTATAGATATTT
52 TACAACGAARGAGAGGTATACARGTTTCTATTNACAGATT TACGARTAGTATATA---GAGACARTARTCCATATGGCGTGTGTATTATGTGCCTACGCTTTTTATCTARGATAARGTGARTATAGGCATTA
26 TACAATGGGC TGTGACCTARGAGTAGTATATA---GAGATAGGAGTCCGTATGCTGCATGCARARGATGTGTAATATTTTATTCAAARAARTAARCAGAGTATAGACGCTA
51= TATGTAGAGCH ACTGAARATTAAGATTGTATATA---GGGATAARTARTCCATATGCAGTATGCARACAARTGTTTACTGTTTTATTCAAAAAT TAGAGAGTATAGACGTTA
18 TGGAARCTTACH ARRGATTTATTTGTGGTGTATA---GAGACAGTATACCCCATGCTGCATGCCATARATGTATAGATTTTTATTCTAGAART TAGAGAARTTAARGACATTA
45 TGGAARCGCACH ARAGATTTATTTATAGTGTATA---GAGACTGTATAGCATATGCTGCATGCCATARATGTATAGACTTTTATTCCAGAAT TAGAGAATTAARGATATTA
39 TACAGCAARAC AGTGATTTATATGTAGTATATA---GGGACGGGGARCCACTAGCTGCATGCCAATCATGTATARAATTTTATGCTARAATACGGGAGCTACGATATTA
70 TACAGCARACH AGTGATTTATTTATAGTATATA---GARACGGGGAGCCATATGCTGCATGCCARARATGTATTARATTTCATGCTAARAGTAAGGGARCTACGGCATTA
59 TGCAAGAAAGH ARTGACTTATTTATAGTGTATA---GAGACTGTACACCGTATGCAGCGTGTCTGARATGCATTTCATTTTATGCAAGAGTAARGAGAATTARGATATTA
53 TGACAGCGTCH ATACAGATCTARGAGTAGTGTATA---GAGACGGGTATCCGTATGGAGTGTGCARATTCTGTTTIGCTATTTTATAGTAAGGTCCGARARTTAAGATATTA
56 TAACACGTGC ACTGAARTTARAATTAGTGTATA---GGGATGATTTTCCTTATGCAGTGTGCAGAGTATGTTTATTGTTTTATAGTAAAGT TAGARAATATAGGTATTA
66 TTACAAGTTTA ATTGAGT TARAACTAGTATATA---GARACARTTGGCCATATGCAGTATGTAGGGTATGTTTATTGTTTTATAGTAARGGT TAGARAATATAGGTACTA
54 TGTGTACAGCH ATARGGACCTATTTGTGGTGTGGA---GACACGGCTTTCCACATGCTGCATGTGCACTGTGCCTAGAACTGCACGGGCARATAARATTATAGAAGGCATCG
6 TGACCACTGOH ATARACAGCTARAGGTCCTGTTTC---GAGGCGGCTATCCATATGCAGCCTGCGCGTGCTGCCTAGAATTTCATGGAARAARATTARCCAATATAGACACTT
11 TGACCACCGOCH ATARGAACCTAARAGGT TGTGTGGC—---GAGACARCTTTCCCTTTGCAGCGTGTGCCTGT TGCTTAGAACTGCARGGGAAARATTARCCAATATAGACACTT
44 TAAGTACTGCH ATARACAGT TATATGTAGTGTACC-~--GAGGAARRCTTTCCATTTGCAGCCTGTGCCATTTIGTTTAGAARCTACARGGTAARGGTCARTCARTTTAGGCATTT
61 TAACAACAGAA AAAGGAGCTARGCATTGTGTGGA---GACATARCTGGCCATTTGGAGTATGCGCACCATGCT TIGGCACGTGARGTAAAAGTGAGGGAGCTGCGACATTG
62 TGTCCGCCGG ACGGGAGCTACACGTGGTGCGGC---GARAGGACTGGCCATTTGGAGTATGCGCAGCATGCCTATTGAGAGAGAT TARAGTAARGAGAGCTACGGCGGTG
83 TAACARCAGCH AAGGAGCTGTGTATTAAGTGGG---ACCACGARCTGCCCTACGGAGCGTGTGCACAGTGTCTACGTARAGCAGCAAAGG TGCGAGAGCTACGGCACTG
80 TAACTTATATAGAGTTAGTAAGTTTTGATCGLCARATGTTTGCAGTTGATTTGGACTGAAGAARGACTTTGTCTTTGCTTGTTIGTAGCAGTIGTGCTTTTGCTACTGCACAATTTGARTTTTCTACATTTTA
Consensus Ta.....a.caGAgglTatatga.TTTgcattba,. . gAttTa,... . TagTglata Gagacgg...tCCatatGeatGtalGL, .a. . aTGt . Ta, .attttat .c . Aaaal . ag.glat .taGacatTa

*ver apéndice

Figura 11a. Alineamiento multiple de las secuencias del gen E6 para 25 tipos de VPH de la region comprendida entre el nucleétido 1 al 260. El recuadro indica la region
seleccionada de forma manual para el oligonucleétido sentido DAM_E6F.
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370 380 390

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
16 TTGTTATAGTTTGTATGGAACAACAT TAGARCAGCAATACAARCARACCGTIGTGTGATTIGTTAATTAGGTGTATTAR AAGCCACTGTGTCCYGARGAARAGCAARAGACATCTGGACARARAG
35 TAGATATAGTGTGTATGGAGARACGT TAGARRAACAATGCARCARACAGTTATGTCATTTATTAATTAGGTGTATTAC ARACCGCTGTGTCCAGTTGAARAGCARAGACAT TTAGAAGARAAR
31 TAGATATAGTGTGTATGGAACAACAT TAGARARAATTGACAAACAARAGGTATATGTGATTTIGTTAATTAGGTGTATAAC AGACCGTTGTGTCCRGAARGAAARACARAGACAT TTGGATARARAG
33 TAATTATTCTGTATATGGAAATACAT TAGAARCAARCAGT TARAARACCTTTAARATGARATATTAATTAGGTGTATTAT AGACCTTTGTGTCCCARGAARARAARARACGACATGTGGATTTAARAC
58 TAATTATTCGCTATATGGAGACACAT TAGARCARACACTAARAARAGTGTTTARATGARATATTAATTAGATGTATTAT) AGACCATTGTGTCCACARGAAARARAARAAGGCATGTGGATTTARAC
67 TAACTATTCAGTATATGGAAATACTT TAGAARGAAATTGTGCATAARACCAT TARATGAARATTACAATACGATGTATAAC AGACCATTGTGTCCRACARGAAAAGCARAGGCATGTTGATCGCAAR
52 TCAATATTCACTGTATGGGAARAACAT TAGAARGAGAGGGTAARARAARARACCATTAARGTGARATAARCTATTAGATGTATAAT ACGCCATTATGTCCYGARGAAAAAGARAGACATGTTAATGCARAC
26 TACATGTTCTGTGTATGGTGCAACAT TAGAARGCCTTAARCTARARAAAGTTTATGTAATTIGTTAATAARGGTGTCATAG) ATGCCATTGGGGCCAGARGAAAARACARAGART TGTGGATGARAAG
51= TAGCAGGTCTGTGTATGGTACTACATTAGAGGCAARTTACTARAARAARGCTTATATGATTTATCGATARGGTGTCATAI AGACCACTTGGGCC GARGAAAAGCARAAAT TGGTGGACGARAAR
18 TTCAGACTCTGTGTATGGAGACACAT IGGAARRARCTAACTAARCACTGGGTTATACAATTTATTAATARGGTGCCTGCG AARARCCGT TGARTCCAGCAGAAAARACTTAGACACCTTAARTGAARAAR
45 TTCARACTCTGTATATGGAGAGACACTGGARAAAATAACTARTACAGAGT TGTATAATTIGTTAATAARGGTGCCTGLG ARACCAT TGARCCCAGCAGAAARACGTAGACACCT TARGGACAAR
39 CTCGGACTCGGTGTATGCAARCTACAT TAGARRATATARCTAARTACARAGT TATATAATTTATTAATAARGGTGCATGTG ARACCGCTGTGTCCAGCAGAARRATTARGACACCTARATAGCAAR
70 TTCGAACTCGGTGTATGCAARCAACTTTGGARARGCATARCTAATACCARGT TATATAATTTATCAATAARGGTGCATGAG ARACCATTGTGTCCAGCAGAAAAATTAARGGCATGTTAARTACCAAR
59 TAGAGATTCCGTGTATGGAGAARACAT TAGAGGCTGAARACCAARGACACCGTTACATGAGCTGCTGATACGCTGTTATAG ARACCTCTATGTCCAACAGATAARATTARAGCATATAACTGAARARAR
53 CAATTGTTCAGTGTACGGGGCTAGCCTGGAARGCACTAARCTARARARAARGT TATCTGATTTATCAATAARGGTGCTACAG) CATCCGTTGACACCAGAGGAAAARACAGT TACACTGTGACTATAAG
56 TGACTATTCAGTGTATGGAGCTACACTAGAARAGTATARCTARARARACAGT TATGTGATTTATTAATARGGTGCTACA AGTCCGTTAACTCCHRGAGGAAAAGCAARTTGCATTGTGACAGARAR
66 TAAATATTCAGTGTATGGGGCAACAT TAGAARARGTATAARCTARAARARACAGTTATCTGATTTATCAATARGGTGCTACCG TGTCCGTTAACACCHGAGGAARAARACAATTGCACTGTGAARCATAAR
54 CGACCGTGCGTGCCTGTGGGARACAGTGGAACARGAGTGTGGARAGCCAT TGGARGARATATTTATARGGTGCTGGCT ARACCTTTGTGCAREGTGGAAAAGCAARCGGCACGTAGATTACAAC
6 TGATTATGCTGGATATGCAACAACTGT TGARGAAGAARACTARACAARGACATTTTAGACGTGCTAATTCGGTGCTACCT ARACCGCTGTGTGARGTAGAAAAGGTARAARCATATACTAACCAAG
11 TAATTATGCTGCATATGCACCTACAGTAGAAGAARGAARACCAATGAARGATATTTTARARGTGTTAATTCGTTIGTTACCT ARGCCGTTGTGTGARATAGAARARACTARAGCACATATTGGGARAG
44 TAACTACGCGGGATATGCAGTAACAGTGGAARGAARGAARARCARATAAGTCAATTCTGGACGTGCTGATACGCTGCTATTT) ARACCATTGTGCCALGTGGAAAAGGTGCGCCACATATTGGACAAG
61 GGACCATTCCTGTTACGGACCCACTGTGGAARCAGACAARCAGGACGGTCATTAGCTGARCTATATATACGGTGCCATGL ARACCGTTAAGTATRCAGGAAAAGGAGCATCAGGTACAGGCATAC
62 GCAGCACTCATGCTTTGGAATAACAGTAGAAGAGGAAACAGGCAGTCCGCTTGCACARATATATATTAGATGCCATGL ATGCCATTARCCTG CAGGAAAAGGAGTATCAGGTAGAGAGGGGA
83 GAGCCACTCAAGCTACGGGGCAACAGTAGAAGARGAARACARAAACACCACTGGCACAGCTGTATATACGATGCCATAT AAGCCGTTGAGTAG) CARGAAARARAGAATATTTGGTGCARACAGGT
80 TGAACAGTCAGTGTGTGGTTGGGAGATTGAGGTAGT TGAGCGARAAGCTGT TGGAGACATTACTATTCGTTGCAAATT AARGAARAT TAGATTTRATAGAAAAGTTARATATTTGTTACAACCAG
taa.tattc.gtglatGga.cafCatTaGRa,.aa. .aac.aaaaaa...tTat tgh, . TattaATaaGglGe. . a . a. AaaCC.tTgtgtcchgaaGARAAacaaag.cat . .t .ga. .aaaf,
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 501

16 CRRRGRITCCRTﬂﬂTHTRﬂGGGGTCGGTGGRCCGGTCGRYGTBTGTCTTGTTGCRGRTCRTCﬂﬂGﬁﬂCRC
35 ARAACGATTCCATAACATCGGTGGACGGTGGACAGGTCGGTGTATGTCCTGTTGGARACCAH ACAC

1
GTAGAGARACCCAGCTGTAA

GTAGAGARACCGAGGTGTAA

31 AAACGATTCCACAACATAGGAGGAAGGTGGACAGGACGT TGCATAGCATGT TGGAGA==—=—~| AGACCTC GTACTGAAARCCCAAGTGTAA
33 ARACGATTTCATAATATTTCGGGTCGT TGGGCAGGGCGCTGTGCGGCGTGTTGGAGGTCC CGAC: GTAGAGAARACTGCACTGTGA
58 AAAAGGTTTCATAATATTTCGGGTCGTTGGACAGGGCGCTGTGCAGTGTGTTGGAGACCC CGAC GTAGACARACACAAGTGTAA
67 ARGCGATTTCATAATATTTCCARTCGT IGGACAGGACGGTGTTCAGTGTGTTGGAGACCT CAAC: GAACGCAGACCCAGGTATAA
52 AARGCGATTTCATAATATTATGGGTCGT IGGACAGGGCGCTGTTCAGAGTGTTGGAGACCC CGAC: CT---GTGACCCAARGTGTAA
26 CGACGATTTCACGARATAGCAGGGCAGTGGAARAGGGTTGTGTACAAAT TGTTGGAGACCAARGGCGCCAR: ACAGARACACAAGTGTAA
51= AAAAGGT TCCATGARATAGCGGGACGT IGGACGGGGCAARTGCGCTAAT IGCTGGCARCGTACACGACAAC: GTARCGARACCCAARGTGTAA
18 CGACGATTTCACAACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTGCARCCGAGCACGACAGGARCGACTCCARCGAC-~~-~~-GCAGAGARACACARGTATAAR
45 CGARGATTCCACAGCATAGCTGGACAGTACCGAGGGCAGTGTARTACATGTTGTGACCAGGCACGGCAARGARAGACT TCGCAGAC--~~-~-~GTAGGGAARACACAARGTATAG
39 CGAAGATTTCATAARRATAGCAGGARGCTATACAGGACAGTGTCGACGGTGCTGGACCACARARCGGGAGGACCGCAGACTARCAC—————~ GAARGAGARACCCAAGTATAA
70 AGAAGATTTCACCARATAGCAGGAAGCTATACAGGACAGTGCCGACACTGCTGGACCAGCARCCGGGAGGACCGCAGACGTATAC—————~ GAARGAGARACACAARGTATAA

59 AGAAGATTCCATAATATAGCTGGAATATATACAGGACAGTGTCGTGGGTGTCGGACCCGAGCARGACACCTARGACAGCARCGACAARGCGCGTAGTGAARACACTGGTGTAR

53 AAACGGTTTCACAARATTTCACATATGTGGACCGGGTCGTGCCTGACATGCTGGAGACACACAAC

CAARCTGAATCAGCAGTATAA

AG
56 AGACGATTTCATCTAATAGCACATGGT IGGACCGGGTCATGTTTGGGGTGCTGGAGACARACATCTAGAGAAC

CTAGAGAATCTACAGTA

66 AGACGATTTCATTATATAGCATATGCATGGACCGGGTCATGTTTGCAGTGT TGGAGACATACGAGTAGACARG
54 AGGCGATTCCACTGTGTTAGAGGCTATTGGAAGGGTAGGTGTCTACAT IGCTGGARGCCATAR
6 GCACGGTTCATARAGCTARATTGTACGTGGAAGGGTCGCTGCCTACACTGCTGGACARCATGCATGGAARGACATGTTACCCTAR
11 GCACGCTTCATARARCTAAATAARCCAGTGGAAGGGTCGTTGCTTACACTGCTGGACARCATGCATGGAARGACTTGTTACCCTAA
44 GCGCGATTCATTAAAT TACARGATACCTGGAAGGGTCGCTGCTTCCATTIGTTGGACATCATGCATGGARACTATACTACCTTAA
61 ATCCACTTCCACTATATAGCTGGACAGTGGACGGGARGGTGTTGCCAGTGTAGAGGGCCATGCACGGCCAGGTGGCAARCCATAAR
62 GTGCACTTCCACARAATAGCAGGAGTGTGGACAGGACGGTACCGCAART TGTAGAGGAGTATGCACGGCCAGGCAGCAARCTATAA
83 GATAGACTTCATAATATAGCAGGACAGTGGACAGGACGGTGCTGCCATTGTAGGGCACCATGCACGGCCATACAGCARCARTAG
80 CAGCAATTCCATAAGGTAARGGCGCAATTGGARAGGATTGTGTAGACATTGTGGGTCGATAGARTGA

Consensus a.acgallccataa.aTagc.gg.c..TggAcaGb.cgglGt.. .. .a. TGLLGRA.ACCA e ceccceBeccocsccccccccsne

*Ver Apéndice

CTACAGAATCTACAGTATAA

«+d..gaaac,..agt .Laa

Figura 11b. Alineamiento multiple de las secuencias del gen E6 para 25 tipos de VPH de la regiéon comprendida entre el nucle6tido 261 al 501. El recuadro color verde

indica la regién seleccionada de forma manual para el oligonucleétido antisentido DAM_E6R1 y el recuadro color naranja indica la region seleccionada de forma manual

para el oligonucleétido antisentido DAM_EG6R?2.
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Tabla 15. Tamafio de los fragmentos amplificados por juego de oligonucleétidos y tipo de VPH.

Tipo de VPH

83

31

58

56

52

66

59

26

44

51

16

Tamafio del amplificado por
DAM_EG6F/R1

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb

214 pb
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Tamafo del amplificado por
DAM_E6F/DAM_E6R2

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb

223 pb




Resultados

Muestras bioldgicas.

Todas las muestras seleccionadas para este estudio fueron utilizadas para estandarizar el
sistema de PCR general del gen E6 con los oligonucledtidos disefiados DAM_E6F/R1. Estas
muestras tal y como se describe en la seccién Materiales y Métodos fueron previamente sometidas a
evaluacién de la calidad e integridad del ADN por medio de la amplificacién de un fragmento del gen
humano B-globina, resultaron positivas para VPH por el sistema de PCR MY09/11 y mediante la

técnica RFLP presentaron el patron caracteristico para un solo tipo de VPH.

Cuantificacion del ADN por espectrofotometria.

Las muestras seleccionadas presentaron una concentracion de ADN total minima de 24,17
ng/ul y maxima de 740,69 ng/ul. La pureza minima fue de 1,32 y la maxima de 2,20.

Sistema PCR general del gen E6 de VPH.

Se realizd la estandarizacion del sistema de PCR bajo los parametros de amplificacion que se

muestran en la tabla 14 (seccién Materiales y Métodos).

Los oligonucleétidos diseflados permitieron amplificar un fragmento del gen E6 en todas las

muestras.
Oligonucletdtidos DAM_E6F/R1 Vs. oligonucleétidos DAM_E6F/R2:

Se realizé una prueba exploratoria con la finalidad de evaluar la sensibilidad de cada juego de
oligonucledtidos. Esta se realiz6 con diez muestras correspondientes a los tipos de VPH que se
indican en la Figura 12, cada muestra se amplific6 con ambos juegos de oligonucle6tidos; resulté mas

sensible el par de oligonucleétidos DAM_E6F/R1.
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DAM E6F/R1 DAM E6F/R2
70 3318 35 16 58 31 67 6 53 _ M 70 33 18 35 16 58 31 67 6 53 _ M(pb)

766

500

Figura 12. Amplificados del fragmento del gen E6 para los tipos de VPH 70, 33, 18, 35, 16, 58, 31, 67, 6, 53 con los
oligonucleétidos DAM_E6F/R1 y DAM_E6F/R2. M: marcador de peso molecular BioLabs.

En base a esta prueba exploratoria, donde resulté ser mas sensible el juego de
oligonucledtidos DAM_E6F/R1, el sistema de PCR general del gen E6 de VPH utiliza estos
oligonucledtidos iniciadores consenso-degenerados para amplificar un fragmento del gen E6 de 25

tipos de VPH incluyendo tipos de alto y bajo riesgo

Amplificados del fragmento del gen E6 por el sistema PCR general DAM_EG6F/R1.

Al someter las 25 muestras de los diferentes tipos de VPH al sistema de PCR general del gen
E6 (Figura 13) se obtuvo para todas ellas una banda que se encuentra entre los 200-250 pb.

4583 3331115839 563552 5466 M 625980267044 675161 6 531618 M

Figura 13. Amplificados del fragmento del gen E6 para los 25 tipos de VPH con los oligonucleétidos DAM_E6F/R1. M:
marcador de peso molecular BioLabs.
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Las muestras seleccionadas para VPH 6 permitieron la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 214 pb mediante el sistema de PCR general del gen E6 de VPH (Figura 14).

A B C D M (pb)

Figura 14. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 6. A: muestra n°® 06509. B:
muestra n® 07950. C: muestra n°® 2801. D: muestra n°® 2628. M: marcador de peso molecular BioLabs.

En la figura 15 se pueden observar los amplificados de aproximadamente 214 pb
correspondientes al fragmento del gen E6 obtenidos para las 4 muestras de VPH 11.

A B C D M(ph)

Figura 15. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 11. A: muestra n° 07778. B:
muestra n® 07464. C: muestra n°® J921. D: muestra n°® 2568. M: marcador de peso molecular BioLabs.
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De igual modo las 4 muestras seleccionadas para VPH 16 permitieron la amplificacion de un

fragmento de aproximadamente 214 pb mediante el sistema de PCR general del gen E6 de VPH

(Figura 16).

>

C

D M(pb)

Figura 16. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16. A: muestra n® 06513. B:

muestra n® 07953. C: muestra n°® 2572. D: muestra n°® 2640. M: marcador de peso molecular BioLabs.

Finalmente para las 3 muestras de VPH 18 las bandas obtenidas correspondientes a un

amplificado de aproximadamente 214 pb se observan en la figura 17.

A

B
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M (pb)

766
500
250
300
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200
150

100
75

50

Figura 17. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 18. A: muestra n® 04083. B: ADN

de Hela. C: muestra n® 07622 M: marcador de peso molecular BioLabs.
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Prueba de sensibilidad comparada.

Se realiz6é una prueba de sensibilidad que compara el sistema PCR del gen E6 que utiliza los
oligonuclettidos DAM_E6F/R1 con el sistema de PCR del gen L1 que emplea los oligonucle6tidos
MY09_MY11. Se realizaron diluciones seriadas de la muestra n° 07464 positiva para VPH 11 por
PCR_RFLP del gen L1, estas diluciones fueron probadas bajo los parametros de reaccion ya
estandarizados para DAM_E6F/R1, asi como también bajo los pardmetros ya establecidos para la
reaccion MY09_MY11. En la figura 18 se pueden observar los amplificados correspondientes a cada
dilucién para ambos casos.

DAM_E6F/R1 MY09_MY11
SD 10'10210°10%10°10°107 10® _ M(pb) SD 10"10%10°10%10°10°10" 10® _

Figura 18. Prueba de sensibilidad comparada de los sistemas de PCR DAM_E6F/R1y PCR MY09_MY11 SD: muestra sin
diluir con una concentracion de ADN total de 196,78 ng/ul. Diluciones seriadas: 10%10%10%10*10°10°107 10® Mm:
marcador de peso molecular BioLabs.

Al someter 15 muestras negativas para VPH por el sistema MY09/11 (seleccionadas de un
estudio paralelo levado a cabo en LABIOMEX) al sistema de PCR general del gen E6 bajo las
condiciones establecidas, 9 de ellas presentaron la banda de 214 pb (Figura 19) correspondiente al
tamafio del amplificado esperado con los oligonucle6tidos disefiados DAM_E6F/R1.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

Figura 19. Amplificados por el sistema PCR general del gen E6 utilizando los oligonucleétidos DAM_EG6F/R1 de 15 muestras
negativas para VPH por el sistema PCR MY09/11. Nueve de estas muestras presentaron la banda de 214 pb.

Sistema SSCP del gen E6.

Los amplificados fueron sometidos a la técnica SSCP tal como se describe en materiales y

métodos.
SSCP para VPH 6.

Los patrones de movilidad electroforética encontrados para el fragmento del gen E6 en las 4
muestras de VPH 6 se muestra en la figura 20.

Figura 20. Patron de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 6. A: muestra
n° 06509 con 2 bandas (2 y 4). B: muestra n° 07950 con 4 bandas (1, 2,3 y4). C: muestra n® 2801 con 3 bandas (2,3 y4). D:
muestra n® 2628 con 2 bandas (2 y 4).
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SSCP de VPH 11.

Los patrones de movilidad electroforética encontrados mediante la SSCP para los
amplificados de VPH 11 se muestran en la figura 21.
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Figura 21. Patron de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 11. A: muestra
n° 07778 con 10 bandas (1, 2, 3, 4,5, 9, 10, 11,12 y 13). B: muestra n® 07464 con 8 bandas (3, 4, 5, 6, 7, 8,9 y11). C:
muestra n® J921 con 9 bandas (3, 4, 5, 7, 9,11, 13, 14 y 15). D: muestra n°® 2568 con 7 bandas (3, 4, 5, 6, 7, 8, y 11).

SSCP de VPH 16.

Los amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16 se
sometieron a SSCP, los patrones obtenidos se muestran en la figura 22.

W N

[2 08 )]

Figura 22. Patron de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16. A: muestra
n® 06513 con 2 bandas (1,y 5). B: muestra n® 07953 con 4 bandas (1, 2, 5y 6). C: muestra n® 2572 con 4 bandas (1, 3,4y
5). D: muestra n°® 2640 con 3 bandas (1, 3y 5).
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SSCP de VPH 18.

Los amplificados del fragmento del gen E6 de dos muestras de ADN positivas para VPH 18 y
de ADN de células Hela se les sometié a la técnica SSCP encontrando los patrones de movilidad

electroforética que se observan en la figura 23.
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Figura 23. Patron de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 2 muestras de VPH 18 y del ADN
de células hela. A: muestra n° 04083 con 6 bandas (1, 3, 6, 7,8 y 12). B: ADN de células hela con 6 bandas (1, 2, 4, 5,8y
11). C: muestra n°® 07622 con 4 bandas (2, 8,9 y 10).
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Discusién

DISCUSION

Debido a que numerosos estudios epidemiologicos y moleculares han demostrado la
asociacion del VPH con el desarrollo de lesiones preneoplasicas y neoplasicas del tracto anogenital,
las infecciones localizadas en el cuello uterino constituyen el principal foco de atencion por presentar
mayor susceptibilidad a la transformacién maligna (Alonio et al., 2000).Estudios epidemiolégicos
realizados en Brasil, Colombia, México, Per( y Costa Rica, entre otros paises, ratifican la importancia
del cancer del cuello uterino en Latinoamérica. En Venezuela, desde la década de los afios cuarenta,
el cancer del cuello uterino es una de las principales causas de muerte por cancer en la mujer. El
cancer cervical es responsable aproximadamente del 20% del total de las muertes por cancer en
Venezuela; los Estados Trujillo, Guérico, Yaracuy, Zulia, Lara, Aragua, Mérida, Tachira, Bolivar y
Falcon son las entidades mas afectadas por esta patologia, con tasas de mortalidad superiores al

promedio nacional (Molina et al.,2005)

El gran namero de tipos, subtipos y variantes del VPH descritos hasta el momento, solo
admite el desarrollo de técnicas moleculares que permitan el estudio de tal diversidad genética.
Considerando la importancia clinica que posee el conocimiento del tipo viral presente para el
seguimiento de mujeres con tratamiento de las lesiones y posterior al mismo, asi como el desarrollo
de estudios epidemioldgicos detallados; generar nuevas metodologias que aborden dicho asunto

reviste de gran importancia (Gomez et al., 2001; Sotlar et al., 2004).

Disefio de Oligonucleo6tidos consenso degenerados.

Mediante el alineamiento de las secuencias codificantes del gen E6 de los 25 tipos de VPH
seleccionados para este estudio (Figura 11a y 11b) se logré determinar las regiones consenso que
permitieron el disefio de los oligonucle6tidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 y
DAM_EG6F/R2. Actualmente en nuestro pais no existe una metodologia de diagnéstico y deteccion
que utilice la region E6 como blanco; con el disefio de estos oligonucleétidos iniciadores consenso
degenerados se pretende iniciar una linea de investigacion que apunte a la estandarizacion de una
técnica que detecte un amplio espectro de tipos de VPH y mejore el diagnostico y seguimiento de los
pacientes, disminuyendo la posibilidad latente de diagnosticar falsos negativos cuando se utiliza la

region L1.

45



Discusién

El tamafio de los productos de PCR esperado segun los alineamientos de cada juego de
oligonucleétidos con la secuencia de cada tipo de VPH correspondieron con el tamafio de la banda
observada luego de la amplificacién en la mayoria de los casos, el tamafio de dicha banda se
encuentra entre los 200-250 pb del marcador de peso molecular BioLabs (Figura 13). Para el caso de
los papilomavirus tipo 61, 62 y 80 el tamafio del amplificado obtenido no se corresponde con el
tamafio que se determiné mediante los alineamientos, no obstante podria decirse que de igual modo
como en estudio realizado por Marquez, (2009) estos VPH hayan sido tipificados errobneamente por
confusién de patrones de digestion similares en la RFLP, asi como también, hay que tener en cuenta
que a pesar de que la bioinformatica es una poderosa herramienta que ayuda a simular condiciones
en los sistemas biolégicos, sélo es un instrumento de prediccién y las condiciones reales pueden ser
diferentes. También resultaria interesante realizar el secuenciamiento automatico del amplificado de
cada tipo de VPH para determinar con mayor exactitud el tamafio de cada amplificado dado que el

gen E6 y su secuencia.

Procesamiento de las muestras bioldgicas.

En la aplicacion de los sistemas de PCR la calidad y cantidad del ADN son factores que
determinan la obtencién de resultados confiables (Caceres, 2009). Las muestras seleccionadas para
cada tipo de VPH (Tabla 5 Materiales y Métodos) fueron utilizadas en la estandarizacion del sistema
PCR general del gen E6, éstas poseen una concentracién promedio de ADN total minima de 24,17
ng/ul y maxima de 740,69 ng/ul, la pureza minima fue de 1,32 y la maxima de 2,20. Fue necesario
evaluar la concentracion y pureza de mas de una muestra por tipo de VPH a pesar que previamente
habian resultado positivas para el sistema de PCR B-globina y sistema de PCR MYQ9/MY11. Un
estudio realizado por Smith et al. (2005) (citado por Fernandez, 2009) determind que el ADN se
preserva mejor seco a temperatura ambiente o en presencia de trealosa a -80°C y que la calidad de
éste disminuye significativamente a 4°C y -20°C. Por lo tanto, las condiciones de almacenamiento
juegan un rol fundamental en el proceso de conservacion; las condiciones de almacenamiento
utilizadas en el laboratorio son 4 °C y -20 °C en tampon TE, probablemente estas condiciones estén
favoreciendo la degradacion del ADN viral presente en las muestras (Fernandez, 2009) e impidiendo

la reproducibilidad del resultado anterior.
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Sistema PCR general del gen E6 de VPH.

Para la estandarizacion del sistema PCR general se ensayaron distintas condiciones que
permitieron establecer las concentraciones 6ptimas de los componentes asi como los parametros del
sistema de amplificacion. La mayor eficiencia del par de oligonucleétidos DAM_E6F/R1 sobre el par
DAM_EG6F/R2 fue determinada mediante la prueba exploratoria que se realiz6 para ambos juegos de
oligonucleétidos (Figura 12) bajo los mismos pardmetros de amplificacién, por consiguiente, el
sistema de PCR general del gen EG6 utiliza estos oligonucledtidos iniciadores consenso degenerados.
Otra prueba realizada (datos no mostrados) fue un intento por estandarizar una PCR multiplex
utilizando ambos oligonucledtidos antisentido, esta no fue factible por la formaciéon de dimeros de

oligonucleétidos, los cuales hibridan a causa de su complementariedad.

Los oligonucledtidos disefiados hibridan con pequefias regiones consenso dentro del gen E6
en 25 papilomavirus permitiendo la amplificacion de tipos de alto y bajo riesgo como se puede
observar en la figura 13; estos resultados se corresponden con el estudio realizado por Resnick et al.
(1990) en California donde dos regiones conservadas en la regién E6 identificadas por medio de
alineamientos permiten el disefio de oligonucleétidos consenso que amplifican un fragmento de 240-
250 pb para los VPH 6, 11, 16, 18, 31 y 33. Afios mas tarde la reproducibilidad con respecto al disefio
de oligonucledtidos consenso degenerados para la region E6/E7 sigue en aceptacién gracias a

estudios como los de Sasagawa et al. (2000) en Japon y Sotlar et al. (2004) en Alemania.

La prueba de sensibilidad que compara el sistema de PCR general del gen E6 disefiado en
este estudio con el sistema de PCR general del gen L1 MY09/MY11 (Figura 18), muestra que a partir
de una concentraciéon de 1,9678 ng/ul (correspondiente a la dilucién 10?) el sistema de PCR que
emplea los oligonucleétidos disefiados DAM_E6F/R1 no es capaz de amplificar un fragmento del gen
E6, mientras que para el sistema PCR MY09/11 del gen L1 se observa amplificado hasta la dilucién
10 (correspondiente a una concentracién de 0,19678 ng/ul), estos resultados contradicen los
resultados obtenidos por Sasagawa et al. (2000) en Japdn donde un sistema PCR LCR-E7 en el cual
amplifican todo el gen E6 y parte N-terminal de E7, resulta mas sensible que la PCR MY09/11;
reportando una sensibilidad equivalente a 0,01 copias de genoma de VPH por célula y en donde los
resultados de su tipificacion por ambos sistemas concuerdan en un 96%. A pesar de que nuestro
sistema de PCR general del gen E6 no resulte tan sensible en comparaciéon con el sistema MY09/11

del gen L1, es de resaltar la amplitud de tipos de VPH que logra amplificar.
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Se sometieron al sistema de PCR general del gen E6 16 muestras que resultaron negativas
para VPH por el sistema MY09/11 (escogidas al azar y sin distinciones de ningun tipo) de un estudio
paralelo realizado en LABIOMEX. Nueve de estas muestras presentan la banda de 214 pb
correspondiente al amplificado del fragmento del gen E6 mediante los oligonucleotidos disefiados
(Figura 19). De las nueve muestras positivas para E6, 6 presentan LIEBG y 3 no presentan lesiones
por lo que se apoya el hecho de que la amplificacién de regiones del gen E6 permiten la deteccién del
virus en estado integrado donde la region L1 podria perderse (Park et al., 1993). Sin embargo, ésta
es s6lo una pequefia prueba exploratoria de la eficiencia de los oligonucle6tidos disefiados. Para
comprobar el argumento referido en la literatura por muchos autores y que se ha expuesto
previamente en este trabajo; donde la eleccién del gen E6 resulta ventajosa para el diagnostico como
sitio blanco para el disefio de oligonucledétidos iniciadores consenso degenerados porque este gen no
se pierde a consecuencia de la integracion del genoma viral en el genoma de las células y su
expresion continua ha demostrado ser necesaria para la transformacién de las células hospederas
(Resnick et al., 1990) es necesario un estudio estadisticamente significativo en nuestra poblacién que

permita evidenciarlo.

En vista de la necesidad de que en nuestro pais se desarrolle una metodologia de diagnédstico
qgue utilice la regibn E6 como blanco, resulta importante determinar los patrones de movilidad
electroforética, con el propdsito de establecer un protocolo de deteccidn y tipificacién viral, para ello,

en este estudio se aplicé la técnica SSCP a los amplificados de los VPH tipo 6, 11, 16 y 18.

Sistema SSCP del gen E6 para VPH 6, 11, 16 y 18.

Gracias a que la SSCP permite detectar sustituciones de nucleétidos en varias posicion¢ -
un mismo fragmento (Orita et al., 1989), esta técnica es empleada frecuentemente para realizar
andlisis de mutaciones puntuales y resulta una herramienta poderosa para determinar variabilidad
genética. La eficiencia en la resolucién electroforética esté relacionada con el tamafio del fragmento
amplificado; para fragmentos menores de 200 pb existe un 90% de eficiencia, mientras que para un
fragmento de 200 a 400 pb se encuentra entre 70-80% (Cruz, 2003). Los amplificados de 214 pb
correspondientes a las 4 muestras de VPH 6, 11 y 16 y de las 3 muestras de VPH 18 (figuras 66-69)
fueron sometidos a la técnica SSCP; la informacion que se obtuvo de esta es que los productos de

PCR no son idénticos.
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Se encontrd para todos los casos (figuras 20-23), patrones de movilidad electroforética que
difieren para un mismo tipo de VPH; para VPH 6 las bandas 2 y 4 son comunes en todas las
muestras, la banda 1 solo aparece en una de las muestras mientras que la banda 3 es comun para 2
muestras (figura 20), en el caso de VPH11 s6lo 4 bandas son comunes (3, 4, 5, 11 ver figura 21). El
VPH 16 presenta 2 bandas comunes (1 y 5 ver figura 22) mientras que VPH 18 so6lo muestra en el
patrén de movilidad electroforética de las tres muestras evaluadas una banda en comun (banda 8 ver
figura 23). Estos resultados se corresponden con los encontrados por Marquez, (2009) donde la
técnica SSCP para la region L1C1, revel6 patrones de migracion distintos en muestras tipificadas con
el mismo tipo viral; sugiriendo variacion nucleotidica intratipo.de esta region, contradictoriamente,
afos atras los estudios realizados por Zehbe et al., (1996), Alonio et al., (2000) y Gomez et al,. (2001)
en los que disefiaron sistemas de PCR-SSCP, se establecieron patrones de bandas especificos por
tipo viral para el diagnostico vy tipificacion de VPH empleando los oligonucleétidos MY09/MY11 vy
GP5+/GP6+, afirmando que esta metodologia es eficiente y altamente reproducible por ser L1 un gen

bien conservado dentro del genoma viral.

En un principio se planteo realizar la tipificacion por PCR-SSCP para los tipos de VPH 6, 11,
16 y 18 utilizando los oligonucleétidos disefiados, dado que la técnica SSCP resulta tan sensible y
permite detectar diferencias de un solo nucleétido, la variacién intra tipo existente en nuestra
poblacion no pasa desapercibida, es por ello que se requiere un estudio detallado de variacién
intratipo con analisis de secuenciamiento que permitan corroborar la variabilidad del ORF E6 tal y

como lo realizé Moreno et al. (2008) en VPH 16 presente en la poblacién colombiana.

El fundamento para la identificacion de las variantes intratipo es la comparacién con la
respectiva secuencia de un clon referencial, estas secuencias referenciales se emplean a nivel
mundial como base para el establecimiento de protocolos de diagnostico vy tipificacion; asi como
también, el desarrollo de vacunas (Marquez, 2009). En vista de que no se contaba con un clon
referencial puesto a que los objetivos iniciales no fueron determinar variabilidad y aunado al limitado
namero de muestras analizadas, no es posible estimar ningun indice de variabilidad del ORF E6 ni la

frecuencia de posibles variantes en nuestra poblacion.

No obstante, resulta interesante determinar variantes del ORF E6 de los papilome 68
presentes en nuestra poblacion, con la finalidad de determinar las diferencias entre las variantes y los
prototipos utilizados como referencia a nivel mundial ya que al momento de decidir si un protocolo de

diagnostico se ajusta a las variantes presentes en esta poblacion es relevante.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El alineamiento de las secuencias codificantes del gen E6 para los 25 tipos de VPH
seleccionados en este estudio permitié determinar las regiones consenso que hicieron posible
el disefio de los oligonucleotidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 vy
DAM_EG6F/R2.

Los alineamientos de cada juego de oligonucle6tidos con cada una de las secuencias del gen
E6 de los 25 tipos de VPH, permiti6 determinar la longitud del fragmento amplificado,
resultando en su mayoria una longitud de 214 pb para el amplificado del juego DAM_E6F/R1y
223 pb para el amplificado del juego DAM_EG6F/R2.

Se logré la estandarizacién del sistema de PCR general del gen E6 que utiliza los
oligonucledtidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 permitiendo la amplificacion

de un fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH.

Se consiguid la optimizacion de la técnica SSCP para determinar los patrones de movilidad

electroforética del fragmento del gen E6 amplificado en los tipos de VPH 6, 11, 16y 18.
La técnica SSCP resulta tan sensible para detectar diferencias de un solo nucleétido que

permitio revelar patrones de movilidad electroforética diferentes en un mismo tipo de VPH, lo

gue sugiere variacion nucleotidica intratipo en esta region del ORF del gen EG6.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

Con respecto al disefio de oligonucleétidos consenso degenerados para la region E6 ampliar
el nUmero de muestras analizadas para afianzar la reproducibilidad de utilizar esta region

como blanco para la deteccién de ADN de VPH.
Para disefiar un protocolo de diagnostico es importante primero determinar las variantes
intratipo que presenta un mismo tipo de VPH, con la finalidad de ajustar dicha metodologia a

la poblacién en estudio.

Para futuros andlisis de variabilidad del ORF de gen E6 comparar con la respectiva secuencia

de un clon referencial.

Realizar analisis de secuenciamiento que permitan corroborar variabilidad en el ORF del gen
ES6.
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Apéndice

APENDICE

Secuencia E6 para VPH 51.

La secuencia codificante del gen E6 de VPH 51 no se encuentra reportada en la base de
datos, por ello, se propuso una secuencia determinada mediante el alineamiento de la suecuencia
parcial del genoma completo de VPH 51 que se encuentra reportada en el Gen Bank con la
secuencia codificante del gen E6 de VPH 26 dado que ambos se encuentran estrechamente
relacionados; pertenecen a la misma especie segun clasificacion por de Villiers et al., (2004) (Figura
1). A continuacién se muestra dicho alineamiento (se muestra solo la primera parte, dado que la

homologia de ambas se encuentra entre los primeros 500 nucle6tidos como se esperaba)

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130

1 1

partial AACARTTATCTTGTARARACTAGGGTGTARCCGAAARGGGT TATGACCGARAACGGTGCATATARAAGTGCAGTGGTARAAGTATAGARGAACACCATGTTCGAAGACARGAGGEARAGACCACGARCGL
26 ATGTTCGAGGATCCTAGAGARCGACCCAGAACGC
CONSENSUS  vvrirvrsrarssssssasssrsssrsssssssssssasssssssssssrsssrssssssssssrssssssssssssrsssrsssssssesssessll0NTCGAaGAcaagAGaGARaGACCaaGAACGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

partial TGCATGARTTATGTGARGCTTTGARCGTTTCTATGCACAATATACAGGTAGTGTGTGTGTATTGTAARAAGGART TATGTAGAGCAGATGTATATAATGTAGCATTTACTGARATTAAGATTGTATATAG
26 TACATGAGCTATGTGAAAGCTTGARTACTACTTTGCARAATTTGCAGGTACAGTGTGTATATTGCAAGGARACCT TACARTGGGCTGATGTATATAATTTTGCAATTTGTGACCTARGAGTAGTATATAG
Consensus TaCATGAacTATGTGAAaccTTGAAcacTaCTaTGCAaAATaTaCAGGTAcaGTGTGTaTATTGecAAaaRaaaaT TAcaaaGaGCaGATGTATATAATgTaGCAaTTacTGAaaTaRaaaTaGTATATAG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I 1

partial GGATARTAATCCATATGCAGTATGCARACAATGTTTACTGTTTTATTCARAAATTAGAGAGTATAGACGTTATAGCAGGTCTGTGTATGGTACTACATTAGAGGCAAT TACTAARARAAGCTTATATGAT
26 AGATAGGAGTCCGTATGCTGCATGCARARGATGTGTARTATTTTATTCARRAATARCAGAGTATAGACGCTATACATGTTCTGTGTATGGTGCARCATTAGARGCCTTAACTAARARARGTTTATGTAART
Consensus aGATRagAaTCCaTATGCaGeATGCARAaaRTGTgTAaTaTTTTATTCARAAAT aACAGAGTATAGACGeTATAcaaGg TCTGTGTATGGTaCaACATTAGAaGCaaTaACTAARAARARGETTATaTaAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

1 1

partial TTATCGATARGGTGTCATAGATGTCAAAGACCACTTGGGCCTGARGARAAGCAAARAT TGGTGGACGAAAARARAAGGT TCCATGARATAGCGGGACGT TGGACGGGECAATGCGCTAATTGCTGGCAAL
26 TTGTTARTAAGGTGTCATAGATGTCAAATGCCATTGGGGCCAGAAGAAAAACAAAGAATTGTGGATGARAARGCGACGATTTCACGARATAGCAGGGCAGTGGARAGGGTTGTGTACAAAT TGT TGGAGAC
Consensus TTaTcaATAARGGTGTCATAGATGTCAAAgaCCAcTgGGGCCaGAAGAAARACAAAaRaTgGTGGACGAAAAaaafaGaT TcCAcGAAATAGC aGGaCag TGGAaabGGcaal GealaAATTGeTGGaaAC

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650

1 1

partial GTACACGACAACGTARCGAAACCCARGTGTAATAAAGCCATGCGTGGTARTGTACCACAATTARARGATGTAGTATTGCATT TAACACCACAGACTGAAATTGACTTGCARTGCTACGAGCAATTTGACA
26 CARGGCGCCAR---ACAGAAACACAAGTGTAR

Consensus caflcaCGaCAA, , \AaaGAAACACAAGTGTAR. o, yussssssssassssssssasssssssssssossssssstossssssstostssssstratssssstsntssssstsnttssssssnsssssss

651 660 670 680 630 700 o 720 730 740 750 760 770 780

partial éﬁTCHEHEEHEEHEEHTGHHETHGHTHHTHTECETEHCCHECTHCCHGHHHEHCEEECTEGHCHEECTHCETETTHCHEHHTTEHHECTCCETETTECHEETETTCHHETETHGTHCHHCTEECHETEEA
Consensﬁg .
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 1
partial AAGCAGTGGAGACACCCTTCGCGTTGTACAGCAGATGTTAATGGGCGAACTARGCCTGGTTTGCCCGTGTTGTGCGARCAACTAGCAACGGCGATGGACTGTGARGGTACAGAGGATGAGGGGGLGGGGT
26

COMSEMSUS  rvrirrsrarssasssasssrsssrssesssssssssssssssssssstsssssssssssssssesssssssssssstssssssssssssssssssstsssssssrssssssssssssrsssrsssssss
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Alineamientos que permitieron determinar la longitud de los fragmentos amplificados:

Par de oligonucle6tidos DAM_E6F/R1:

VPH 45
1 10 20 30 i) bl B n 80 90 100 110 120 130
| |
}39:102-578 ATGGCGCGCTTTGRCGATCCARCGCAACGACCCTACARGCTACCAGATCTGTGCACAGART TGARTACATCACTACARGACGTATCTATTGCCTGTGTATATTGCARAGCARCATTGGARCGCACAGAGG
Forward GRGG

Reverse

L0 Y- 2
131 140 160 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

139:102-579

| |
TATATCRAATTTGCTTTTARRGATTTATTTATAGTGTATAGAGACTGTATAGCATATGCTGCATGCCATARRTGTATAGACTTTTATTCCAGAATTAGAGARTTARGATATTATTCARACTCTGTATATGG

Forward TATATGANTTTGCATT
Reverse
LI o TR T
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
}39:102-578 RAGAGACACTGGAAARAATARCTARTACAGAGTTGTATARTTTGTTAATARGGTGCCTGCGGTGCCAGARACCATTGARCCCAGCAGRAARACGTAGACACCT TAAGGACAAACGARGATTCCACAGCATA
Forward
Reverse TGTCARRRACCHTTGTGTCC
LI - =T 30 - -
01 A (1] 410 420 430 4d0 4h0 460 47 477
| |
}39:102-578 GCTGGACAGTACCGAGGGCAGTGTARTACATGTTGTGACCAGGCACGGCARGRARGACTTCECAGACGTAGGGARACACARGTATAG
Forward
Reverse
COMSENSUS 4 yssasanssnssssssssssssssssosenssssssssssssssssssstsssssisesstssssssssssssssssssssssins
VPH 83
1 10 20 30 40 L1]] 60 0 80 90 100 110 120 130
| |
h9324:1-444 ATGTCAGGAGTGCGGTACCCCACCARCATATTTCTGCTGTGCARAGAC TGCGAGGTGGATTTGGARGACTTACGACTGATTTGCATTTATTGCACARATGAATTARCARCAGCAGAAGTGCTGTCCTTTG
Reverse
Forward GAGETATATGANTTTG
COMSENSUS  4uussssssnsssssssssrosssssssessssssssssssssssssssssssssesssssstessssssssssssssssssssssststssssssstssssssssssssssss T TR L AN (1177
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 2n0 260
| |
h9324:1-444 CRATGGARGGAGCTGTGTATTAAGTGGGACCACGAACTGCCCTACGGAGCGTGTGCACAGTGTCTACGTARAGCAGCARRGGT GCGAGAGC TACGGCAC TGGAGCCACTCARGCTACGGGGCARCAGTAGA
Reverse
Forward CATT
CONSENSUS  LaLuuuussassarssssesssesssrsssrsessssssessessesssessesssstesssssssssssssessssssssssstesssrsssssssssessssssssssstessersssssesresses
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
h9324:1-444 AGAAGARACARARACACCACTGGCACAGCTGTATATACGATGCCATATGTGCC TGAAGCCGTTGAGTAGTCARGARARRGAATATTTGETGCARACAGGTGATAGACTTCATARTATAGCAGGACAGTGG
Reverse TGTCAARARCCHTTGTGTCC
Forward
CONSENSUS  4usssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnnnss (2T T T R A -0 N
391 400 410 420 430 4di dddq
|
h9324:1-444 ACAGGACGGTGCTGCCATTGTAGGGCACCATGCACGGCCATACAGCARCARTAG
Reverse
Forward

Conzensus

......................................................



VPH 33

049:103-558
Forward
Reversze

Consensus

049:103-558
Forward
Reversze

Consensus

049:103-558
Forward
Reversze

Consensus

049:103-558
Forward
Reversze

Consensus

VPH 31

048:108-557
Reverse
Forward

Consensus

048:108-557
Reverse
Forward

Consensus

048:108-057
Reverse
Forward

Consensus

048:108-557
Reverse
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
éTETTTEHHEHEHETEHEEHHHHHEEHEEHHEHTTEEHTEHTTTETEEEHHEEHTTEEHEHEHHETHTHEHEHHEHTTEHHETHEHETEEETEEHHTEEHHHHHHEETTTEEHHEEHTETEHEETHTHTé

GAGGTATATG
PPN 7L 1
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATTTTGCATTTGCAGATTTARCAGTTGTATATAGAGAGGGAAATCCATTTGGARTATGTARACTGTGTTTGCGGTTCTTATCTARARTTAGTGAATATAGRCATTATAATTATTCTGTATATGGARATAC
ANTTTGCATT

L L g

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| |
ATTAGARCAAARCAGTTARRAARCCTTTRAATGARATATTART TAGGTGTATTATATGTCARAGACCTTTGTGTCCTCAAGRARARARACGACATGTGGATTTARACRAACGATTTCATARTATTTCGGGT

TGTCARAARCCHTTGTGTCC

R .- . = I < 0 - .- Y

391 400 410 420 430 440 450

| |
CGTTGAGCAGGGCGCTRTGCGRCGTGT TGEAGGTCCCGACGTAGAGARACTGCACTGTGA

P T Ty

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

ATETTEHHHHHTEETEEHEHHHEHEETEEEHHHTTEEHTEHHETHHEETEEEEHTTEEHHHTHEEETHEEHTEHHETHHEHTTEHHTTETETETHETEEHHHEETEHETTHHEHEHHHEHEHEETHTTHé
GAGGTATATG

S -1 AL N

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

ATTTTEEHTTTHEHEHTTTHHEHHTHETHTHTHEEEHEEHEHEHEEHEHEEEHETGTETHEHHHHTETTTHHGHTTTTHTTEHHHHETHHETEHHTTTHEHTEETHTHEHTHTHETETETHTEEHHEHH&

ANTTTGCATT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

ATTHGHHHHHTTEHEHHHEHHHEGTHTHTGTGHTTTGTTHHTTHGGTGIHTHHEEIETEHHHEHEEETTGTGTECHGHHGHHHHHEHHHGHEHTTTEGHTHHHHHGHHHEEHTTEEHEHHEHTHGGHGEA

TGTCAARARCCHTTGTGTCC
391 400 410 420 430 440 450

| |
AGGTGGACAGGACGTTGCATAGCATGTTGGAGARGACCTCGTACTGARACCCARGTGTAR

B T N e I O L L Ty



VPH 11

126 :102-554
Reverse
Forward

Consensus

126 :102-554
Reverse
Forward

Consensus

126 :102-554
Reverse
Forward

Consensus

¥26:102-554
Reverse
Forward
Conzensus

VPH 58

'386:110-059
Forward
Reverse

Consensus

'3863110-559
Forward
Reverse

Consensus

'3863110-559
Forward
Reverse

Conzenzus

'3863110-H59
Forward
Reverze

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 [H1] 10 80 90 100 110 120 130
ATﬁEHHHETHHHEHTEECTEEHEETCTEEHHEHTETHTHGHCEHETTETEEHHEHEﬁTTTHHTETTTETTTECHCHCTETﬁCHHHTTCHETﬁEETETTTTEEHGEHHTEEHETEHEEHECEEHEHGHTH}
GAGGTAT
.
131 1do 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
ATﬁEHTHTECETHTHHEHHEETHHHﬁETTETETﬁEEEHEHCHHETTTECETTTEEHﬁEETGTEECTETTEETTHEHHETECHHEﬁEHHHHTTHHECHHTHTHEHEHETTTHHTTHTEETECHTHTEEHC&
ATGANTTTGCATT
L T N
261 270 280 230 300 310 320 130 340 150 360 370 380 390
}HCHETHEHHEHHGHHHCEHHTEHHﬁHTHTTTTHHHHETETTHHTTEETTETTHEETETETEHEHHEECETTﬁTETﬁHHHTHEHHHHHCTHHHEEHEHTHTTEGEHHHEEEHCECTTEHTHHHHETHHH}
TGTCAARRACCHTTGTGTCC
N L T I L N
391 400 410 420 430 4d0) 450453
AHEEHﬁTEEHHEEﬁTEGTTEETTHEHETEETEGHEHHEHTEEHTEﬁHHEHETTETTHEEETHA
1 10 20 30 40 50 411 70 80 90 100 110 120 130
ATGTTtCHGGHEGtHGHGGHEHHHCEHCEGHCHTTGEHTGHTTTETGTCHGGCETTGEHGHEHTCTGTGEHTGHHHTtEHHTTGHHHTGCGTTEHHTGCHHHHHGHCTTTEEHGCGHTCTGHGGTHTHTé
GAGGTATATG
RS . 1L A L
131 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260

| |
ACTTTGTATTTGCAGATTTARGARTAGTGTATAGAGATGGAAATCCATTTGCAGTATGTAARGTGTGCTTACGATTGCTATC TARRATARGTGAGTATAGACATTATRATTATTCGCTATATGGAGACAC
ANTTTGCATT

T L RN
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
ATTHEHHEHHHEHETHHHHHHETETTTHHHTEHHHTHTTHHTTHEHTETHTTHTTTETEHHHEHEEHTTETETEEHEHHEHHHHHHHHHEEEHTETEEHTTTHHHEHHHHEETTTEHTHHTHTTTEEEE}

TGTCAARAACCHTTGTGTCC
RN | 11T T T T N
391 400 410 420 430 440 450

| |
CGTTGGACAGGGCGCTRTGCAGTGTGTTGGAGACCCCGRCGTAGACARACACARGTGTAR

B Ty e L I e



Apéndice

VPH 39
1 10 20 30 L1 L] B0 Fl] 80 90 100 110 120 130
| |
245:107-583 ATGGCGCGATTTCACAATCCTGCAGAACGGCCATACARAT TGCCAGACCTGTGCACAACGC TGGACACCACCTTGCAGGACATTACAATAGCCTGTGTCTAT TGCAGACGACCAC TACAGCARACCGAGG
Foruard GAGG

Reverse

COMSENSUS  suuuuesrsosssnsesssssssssosssssssssssssstsssssssssssssssstssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssassssssssssfEE
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

[ |
245:107-b83 TRATATGAATTTGCATTTAGTGATTTATATGTAGTATATAGGGACGGGGARCCACTAGC TGCATGCCARTCATGTATARRAT TTTATGC TARARTACGGGAGC TACGATATTACTCGGACTCGGTGTATGE
Forward TATATGANTTTGCATT

Reverze
Consensus Lababga,BEERCabl . ..errrssiiiassrarrrassssssssrrrressssssssssresssssssssstttrsssssssssttsrssssssssttstsssssssssssstesssssssssstns
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
24h:107-h83 aHETHEHTTHEHHHHTHTHHETHHTHEHHHETTHTHTHHTTTHTTHHTHHEETﬁEHTﬁTETTETETEHHHECEETETETEEHﬁEHEHHHHHTTHHEHEHECTHHHTHEEHHHEEHHEHTTTCHTHHHHT;
Eg:::;g TGTCARARACCHTTGTGRTCC
CONSENSUS . .ivvvvsrrrnsrsssssssrnrrrssssssssrrrrassssssssrrrresssssssrssbBEC, B0000, LEEEEEC, corirrriiiiiissrarrrasssssssssrrrsrsssssssssrnes
¥l 4w 410 420 430 440 450 L 171] 470 477
245:107-h83 éEHEﬁHHEETHTHEHEEHEHETﬁTEﬁHEEﬁTEETﬁﬁHEEHEHHHHEEEEHﬁﬁHEEﬁEHEHETHHEHEEHHEHEHHHEEEHHGTHTHA
Reverse
COMSENSUS 4 aussussssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstssssssssssssstsstsstsssss
VPH 56
1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
153:102-566 ATﬁGHGCCHCHHTTtHHCHHTCtHtHﬁEHHtGTEtHCEHHGEtTGEHCtHCTTEHﬁTGHEGTHTTHGHHHTHttTTTHHTTGHTETTHGHTTHTDHTETGTHTHTTGCHHHHHHGHHCTHHCHCGTGCTé
Reverce ‘

COMSENSUS  uussvsnssossesssssssssssssssssssssssssssssssssssstosssssssssstossssssssssssssssssssssssstssssssssssssstosssssssssssossssssssssssl

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
53;102-566 AGGTATATAATTTTGCATGCACTGAATTAARATTAGTGTATAGGGATGATTTTCCTTATGCAGTGTGCAGAGTATGTTTATTGTTTTATAGTARAGTTAGRARATATAGGTATTATGACTATTCAGTGTA
Forward AGGTATATGANTTTGCATT
Reverze

Consensus Agpbabab,a,BEhal, oot irrrrrrsrrrrtsssssmsttrrtssttstsettsrt bttt ttrsssrt bttt stsssssttbttsssssttttbbsbttsttststtbbbsstrsssets

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
53:102-566 TGGAGCTACACTAGAAAGTATAAC TARAAAACAGTTATGTGATTTATTARTARGRTGC TACAGATGTCARRGTCCGTTARCTCCGGAGGARAAGCARTTGCATTGTGACAGARAAAGACGATTTCATCTA
Forward
Reverse TGTCARARACCHTTGTGTCC

LT 11T T < 1 L P

9 400 410 420 430 440 450 460 465
|

|
©3:102-566 ATAGCACATGGTTGGACCGGETCATGTTTGGGGTGCTRGAGACAAACATC TAGAGAACC TAGAGAATC TACAGTA
Forward
Reverse

CONSENSUS  4uussvsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssstosssssssssssanssssssssss



Apéndice

VPH 35
1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| |
190:110-059 ATGTTTCAGGACCCAGC TGAACGACC TTACARACTGCATGATTTGTGCARCGAGGETAGAAGARAGCATCCATGARATTTGTTTGAATTGTGTATACTGCARACARGAATTACAGCGGAGTGAGETATATE
Forward GAGGTATATG

Reversze

CONSENSUS  sussssrssssssssossossssssassssssssssssssssstsssssssssssssssssssstossssssssssssssssssssssssssssssrsastssssansssssssssssssfapgtataby
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

150:110-559
Forward
Reverse

Conzensus

| |
ACTTTGCATGCTATGATTTGTGTATAGTATATAGAGARGGCCAGCCATATGGAGTATGCATGARRTATTTARAATTTTATTCARARRTAAGTGARTATAGRTGGTATAGATATAGTGTATATGGAGRAAC
ANTTTGCATT

B LEEEOAE s s e s enrsnrrsnrsnssssssnssasnsassransassrasesssrassstsrastststsssststsststsssstsstsssststsssststsssststsssssstssssssrsnns

261 270 2680 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
GTTAGAARAACAATGCARCARACAGTTATGTCATTTATTARTTAGGTGTATTACATGTCARAARCCGCTGTGTCCAGTTGAAARGCARAGRCATTTAGARGAARAARARCGATTCCATARCATCGGTGGA

1503110-559
Forvard
Reverse

Consensus

391

TGTCAARAACCHTTGTGTCC

R oF - 1 T . T T - A .- - o 1Y

400 410 420 430 440 450

1503110-559
Forvard
Reverse

Consensus

VPH 52

'038:102-548
Reverse
Forvard

Consenszus

'038:102-548
Reverse
Forward

Consensus

'038;102-548
Reverse
Forvard

Congsensus

'038:102-548
Reverse
Foruard

Consensus

| |
CGGTGGACAGGTCGGTGTATGTCCTGTTGGARACCARCACGTAGAGARACCGAGGTGTAR

o

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
ATGTTTGHGGHTCCHGCHHCHCGHCCECGEHCCCTGEHCGHHTTGTGTGHGETGCTGGHHGHHTCGGTGCHTGHHHTHHEGCTGCHGTGTGTECHﬁTGCHHHHHHGHGCTHEHHCGHHGHEHGGTHTHCA
GAGGTATATG
Y 111 L 1 I
131 140 150 160 110 180 190 200 210 220 230 240 250 260
AETTTCTHTTTHtHEHTTTHEEHHTHETHTHTHEHEHtHHTHHTCCHTHTEEEETETETHTTHTETEEETHCECTTTTTHTETHHEHTHHETEHHTHTHEEEHTTHTCHHTHTTCHCTETHTﬁEEHHHHé
ANTTTGCATT
T P L L PN
261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 30 380 390
ATTHEHHEHEHEEETHHHHHHHEEHTTHHETEHHHTHHETHTTHGHTETHTHHTTTETEHHHEﬁEEHTTHTETEETEHHEHHHHHGHHHEHEHTETTHHTEEHHHEHHEEEHTTTEHTHHTHTTHTEEE}
TGTCARAAACCHTTGTGTCL
RPN o - 17 T T 2 L A A -1 SN
3| 400 410 420 430 440 447

| |
CGTTGGACAGGGCGCTGTTCAGRGTGT TGGAGACCCCGACCTGTGACCCARGTGTAR

P R R N RN R TSR NS RN R RIS SRR SR ISR RS IRLITIRLY)



Apéndice

VPH 54

1 10 20 30 40 L1 B0 0 80 90 100 110 120 130

| |

'782:102-536 ATGTCTGCTACTGAACCCCACACGGACCAGCCGCGTACTCTAGCTGATTTGTGCARGGTATGCARTATTCCTATGCATAGTTTGCARCTTCCTTGTGCCTTTTGCARGARGACGGTGTGTACAGCAGAGA
Reverse

Forward GAGG

DOMSENSUS 44 uisirssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstssssstsssssssssssssssssssssssssssstssssssssssssttssssssssssssssssssssfdls

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

| |
'782:102-536 TTTATGCATTTCARTATARGGACCTATTTGTRGTGTGGABACACGGCTTTCCACATGC TGCATATGCACTGTGCC TAGAAC TGCACGEGCARATARAT TATAGAAGGCATCGCGACCGTGCGTGCCTATG
Reverse
Forward TRTATGANTTTGCATT

DONZENZUE b LAl EEE LB s vs s rssssmnsrssssnesrssssnssnssesnessnssesnsssssessssnsstenssnsstenssnestsnssnsstsnssnsstsnsensstsnsensstensensss

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
'782:102-536 GGAAACAGTGGAACARGAGTGTGGARAGCCATTGGARGARATATTTATARGGTGCTGGCTGTGCCATARACCTTTRTGCAACGTGGAAARGCARCGGCACGTAGAT TACARCAGGCGATTCCACTGTGTT
Reverse TGTCARARACCHTTGTGTCC
Forward
CONSENSUS  4uevssrrssssssssssssssrssssssssssssnsssssanssssssssssssssssssbBill@B00 LEELE, i vvarririrrressrsrsssssssrossssssssssssrssasssnnss
391 400 410 420 430 435
| |
'782:102-536 AGAGGCTATTGGARGGGTAGGTGTCTACATTGC TGGAAGCCATAR
Reverse
Forward
CONSENSUS  ,, vvsrrsssrsrrssssssrrssssrrsssssrssssssnnes
VPH 66

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

90:102-569 ATEEHTTCCHTHTTEHEEHHTHEHCHEEHHEETCCHCﬁHHECCTECHCCHTCTGHECEHEﬁTHTTHCHHHTHCCTTTHCTTEHTCTTHEHTTHTCHTETETHTHCTECHHHHHEEHHCTTHCHHETTTHE
Revere ’
CONSENSUS  savrrvsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssstbsssbssssssssssssssssssssssnsttsssssssssssssssssnsld
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
190:102-669 AGCTATATAGGTTTGCATGTATTGAGT TARAACTAGTATATAGAAACAAT TGGCCATATGCAGTATGTAGGGTATGTTTATTGTTTTATAGTARGGT TAGARAATATAGGTACTATARATATTCAGTGTA
Forward AGGTATATGANTTTGCATT
Reverze

CONZENSUS AR LALAL,  EEEECAE . 4 s vvsas s s ssnssrsnssnssrssssnsstssssnsstssssnsstssssnssrsstsnssrsstsnssrsstsnssrsstsstsrsstsrtsrssssnssrsssens

261 2N 280 230 300 o 320 330 340 350 360 I 380 390
| |
90;102-569 TGGGGCAACATTAGAAAGTATARCTAARRRRCAGT TATCTGATTTATCAATARGGTGCTACCGATGTCARTGTCCGT TAACACCGGAGGAAARACART TGCACTGTGARCATARAAGACGATTTCATTAT
Foruard
Reverze TGTCARRAACCHTTGTGTCC

LI 1.1 TN 10 3 S

33 400 410 420 430 440 450 460 468

| |

190:102-569 ATAGCATATGCATGGACCGEGTCATGTTTGCAGTGTTGGAGACATACGAGTAGACAARGC TACAGARTCTACAGTATAR
Foruard
Reverze

CONSENSUS  4urvvanscssssssssssssossssssssssssssssssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssss



VPH 62

32599;1-447
Reverse
Forward

Consensus

32599;1-447
Reverse
Forward

Consensus

32599;1-447
Reverse
Forward

Consensus

32599;1-447
Reverse
Forward

Consensus

VPH 59

'236;55-537
Forward
Reverse

Consensus

'236;55-037
Forward
Reverze

Consensus

'236355-h37
Foruard
Reversze

Conzensus

'236;55-537
Foruard
Reverse

Conzensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 [} 70 80 90 100 110 120 130
| |
ATGACTGCAGGGCCAGCAAGGCCCACGRAACCTGTTTTTGCTGTGTARGGAGTATGATGTGGACCTGGACGACC TGCACCTARCCTGCATATTTTGCARAACAGACCTRTCCGCCGGTGARCTRCTGTCCT
TGTCARARACCHTTGTGTCC
GAGGTATATGANTTTGCATT

[OTTOT TR 16 ¢ TN - T i 4 - TN PPN AN AT L LIS £
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TTGCAATACGGGAGC TACACGTGRTGCGGCGARRGGACTGGCCATT TGGAGTATGCGCAGCATGCC TATTGAGAGAGAT TAARGTARGAGAGC TACGGCGGTGGCAGCACTCATGCTTTGGARTAACAGT
261 270 2680 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
AGARGAGGARACAGGCAGTCCGCTTGCACARATATATAT TAGATGCCATGCATGCTGTATGCCATTARCCTGTCAGGAAAAGGAGTATCAGGTAGAGAGGGGAGTGCACTTCCACARARTAGCAGGAGTG
391 400 410 420 430 440 447

| |

TGGACAGGACGGTACCGCART TGTAGAGGAGTATGCACGGCCAGGCAGCARCTATAR

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

|
ATGGCACGCTTTGAGGATCCTACACARCGACCATACARRCTGCCTGATTTGAGCACARCATTGAATATTCCTCTGCATGATATTCGCATCARTTGTGTGTTTTGCARAGGGGARCTGCARGAARGAGAGG
GAGG

B T L T T T T T T T L L L T T T T T TY T TRy L 1143

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
!
TATTTGARTTTGCTTTTRATGACTTATTTATAGTGTATAGAGACTGTACACCGTATGCAGCGTGTCTGARATGCATTTCATTT TATGCARGAGTARGAGAAT TRARGATATTATAGAGAT TCCGTGTATGG
TRATATGANTTTGCATT

L2 P 2 T T T
261 270 280 290 300 310 320 330 340 150 360 I 380 390
AEHHHEHTTHEHEﬁETEHHHEEHHEHEHEEETTHEHTEHEETEETﬁHTHEEETETTHTHﬁHTEEETHHHHEETETHTETEEHHEHEHTHHHTTHHHEEHTHTHHETEHHHHHHEHHEHTTEEHTHHTHT#

TGTCARRRACCHTTGTGTCC
P £ N . 1 1T s A o1 Y
3/ 400 410 420 430 440 450 460 470

480483
| |
GCTGGARTATATACAGGRACAGTGTCGTRGETGTCRGACCCGAGCARGACACCTARGACAGCARCGACARGCGCGTAGTGARACACTGGTGTAR

L L L T T T T Ty T T T T



VPH 80

h653200-625
Forward
Reverse
Consensus

5653200-625
Forward
Reverse

Consensus

5653 200-625
Forward
Reverse

Consensus

565 3200-625
Forward
Reverse

Consensus

VPH 26

£956:97-549
Forward
Reverse
Consensus

£956:97-549
Forward
Reverse
Consensus

956:97-549
Forward
Reverse

Consensus

£956:97-549
Forward
Reverse
Consensus

Apéndice

TR T) 20 % a0 50 60 70 80 % 130
| : : : : : : : : : : : |
RTGGATAGECCARRGCC TTCTTCTGTGCAGEAGC TTGCAGRCACTCTTTGTATACC TTTRGTAGATATT TTATTGCCGTRTAGGTTTTGTCARRGATTTTTRRCTTATRTAGAGTTAGTRAAGTTTTGATC

100 110 120

TGTCRARAACCHTTGTGTCC
PPN SR I N o1 1 £ -1 A Y
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
GCARATRTTTGCAGTTGATTTGGAC TGARGARGACTTTGTCTTTGCTTGTTRTAGCAGTTRTGCTTTTGCTACTGCACARTTTGRAATTTTCTACATTTTATGAACAGTCAGTGTGTGGTTGEEAGATTGA

GAGGTATATGANTTTGCATT
(PR 1O A - o 1 o 30 Y
261 210 280 290 300 Eall] 320 330 30 300 360 30 380 390

| |
GGTAGTTGAGCGARRAGCTGT TGGAGACAT TACTATTCGT TGCARATTTTGTTTARAGAARAT TAGATTTAATAGAAARGTTARATATTTGTTACARCCAGCAGCAATTCCATARGGTARGGCGCARTTGG

B P T T PP

391 400 410 420 426

| |
ARRGGATTGTGTAGACATTGTGGGTCGATAGARTGA

P Y Y Y I I I e

1 10 20 30 40 L] 60 i 80 90 100 110 120 130
| |
ATGTTCGAGGATCCTAGAGARCGACCCAGARCGCTACATGAGC TATGTGARRGCTTGAATACTACTTTGCARAATTTGCAGGTACAGTGTGTATATTGCARGGAAACCTTACARTGGGCTGATRTATATA

GAGGTATATG
........................................................................................................................ ga,gtatat,
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATTTTGCAATTTGTGACCTARGAGTAGTATATAGAGATAGGAGTCCGTATGCTGCATGCARRAGATGTGTARTATTTTATTCARARATARCAGAGTATAGACGC TATACATGT TCTGTGTATGGTGCARC
ANTTTGCATT

o T N

261 390
| + + + + + + + + + + + + |
ATTAGARGCCTTARCTARRRRRRGTTTATGTARTTTGT TAATARGGTGTCATAGRTGTCARRTGCCAT TGGGGCCAGAAGARARRCARAGARTTGTGGATGARARGCGACGATTTCACGARATAGCAGGE

270 280 290 300 310 320 30 340 350 360 in 380

TGTCARRRACCHTTGTGTCC

A OOUPUUODUOPPTPPTTTTTRTTRN 7 -~ 7. . TON - 1 A 73N - N

331 400 410 420 430 440 450453
| |

CAGTGGARAGGGTTGTGTACARATTGT TGGAGACCARGGCGCCARACAGARACRCARGTGTRA

T T T T I I IS ITIe s T



VPH 70

493:107-583
Forward
Reverse

Consensus

493:107-583
Forvard
Reverse

Consenzus

193:107-583
Forward
Reversze

Consensus

493;107-583
Forward
Reverse

Consenzus

VPH 44

242 +105-657
Reverse
Forward

Consensus

242 1105-657
Reverse
Forward

Consensus

242 1105=h57
Reverse
Forward

Conzensus

242 :105-057
Reversze
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
ATGGCGCGATTTCCCARTCCTGCAGARCGGCCATACARATTGCCTGACCTGTGCACGRCGCTRGACACTACATTGCACGACATTACAATAGACTGTGTC TATTGTARAACACAGCTACAGCARACAGAGE
GAGE

BT T T T T L T T T T LT T T Ty L T T T T T TTT TR TP PO L. -

131 140 150 160 170 180 1390 200 210 220 230 240 250 260
| |
TATATGARTTTGCATTTAGTGATTTATTTATAGTATATAGAARCGGGGAGCCATATGC TGCATGCCARARATGTATTARATTTCATGC TARAGTARGGGAACTACGGCATTATTCGAACTCGRTGTATGL
TRATATGANTTTGCATT

Bl Al A L CAEE s et ssserssnssasssrosrssosronssssossssersonssesssssssssssssssssssestsssssssssttsstsssssssstsssstsssrssnssseasssss

261 270 2680 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| |

ARCARCTTTGGARAGCATAACTARTACCRAAGTTATATARTTTATCAATARGGTGCATGAGT TGCCTGARRCCATTGTGTCCAGCAGAARAATTARGGCATGT TRAATACCARARGARGAT TTCACCARATA
TGTCAARAACCHTTGTGTCC

PP o 31 IO - T. 11 R A - 2L Y

3/ 400 410 420 430 440 450 460 470 477

| |
GCAGGARGC TATACAGGACAGTGCCGACACTGCTGRACCAGCAACCGGGAGGACCGCAGACGTATACGARGAGAARCACARGTATAR

P L T T T T T T T T T T T T T T T T TTT T T T

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
ATﬁﬁHHHETEEHHHTEEETEEHEﬁTETEEHEHHHETHTHEHEEHETTETEEHHEﬁHETEEHHEHTTEETHTEEHEHHTETEEHHHTTTTHTEEETETTTTEEHEHHHHHEETTHHETHETEEHEHEETT}

GAGGTAT
P -1 -1 A
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATTCATTCGCATATARACAGTTATATGTAGTGTACCGAGGARACTTTCCATTTGCAGCCTRTGCCATTTATTTAGARCTACARGGTARGGTCARTCARTTTAGGCATTTTAACTACGCGGGATATGCAGT

ATGANTTTGCATT

L . 1 Y
261 270 280 290 300 1o 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
AACAGTGGAAGARGARACARATARGTCART TCTGGACGTGCTGATACGCTGCTATTTGTGCCACARACCATTGTGCCACGTGGARAAGGTGCGCCACATAT TGEACARGGCGCGATTCATTARATTACAR

TGTCAARAACCHTTGTGTCC

R o 0 o A 1 1: 1 L 8- -
39 L1 410 420 430 440 450453

| |
GATACCTGGAAGGRTCGLTGCTTCCATTGTTGGACATCATGCATGGARACTATACTACCTTAR

T



Apéndice

VPH 67
1 10 20 3 40 L1 60 F 80 a0 100 110 120 130
| |
267:102-h51 ATGTTTCAGGACACAGACGARARACCACGCAACCTGCACGAATTGTGTGARGCTTTGGAAACCACGGTGCATGARATARGT TTGCCCTGCGTGCAGTGCARRARAACTTTGGACAGARACGAGGTATATG
Reverse
Foruard GAGGTATATG
CONSBNSUS  4ussnrssssssssssssosssssssssssssssasssssssssssssssasssrssssssssssttsssstsssssssssssasssssssssssssssassasssssssssssssssssfopgtataby
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
267:102=551 ACTTTTTATTTACTGATTTGAARATAGTATACAGATGTGGGAATCCGTATGGGGTATGTARGCAATGCCTARGACTGT TATCARAAGT TAGTGARTATAGATATTTTAACTATTCAGTATATGGARATAC
Reversze
Forward ANTTTGCATT
CONSENSUS  G,BEE,  GLL, ot rrsrriirsrarsrsssssrrarsnssssssssssssanrersssssssssssstsesrssssssssssstttsssssssssssssttssttessssssssssssssteesesssss
261 2 280 290 300 31 320 330 340 350 360 37 380 390
| |
267:102-551 TTTAGARGAAATTGTGCATARACCATTARATGAAATTACAATACGATGTATARCATGTCARAGACCATTGTGTCCACAAGAARRGCARRGGCATGTTGATCGCARRARGCGATTTCATAATATTTCCAAT
Reverse TGTCARRRACCHTTGTGTCC
Foruard
[T P & . A I: T - |11 A 1 1| i
381 4w 410 420 430 4di 450
| |
267:102-h51 CGTTGGACAGGACGGTGTTCAGTGTGT TGGAGACC TCARCGARCGCAGACCCAGGTATAA
Reverse
Foruard
CONSBNSUS  uvvnrssssssssssssssssrosssssssssssssssssssssssnsssssnsssses
VPH 51
1 1 20 30 di L] Gib H 80 90 100 110 120 130
| |
gecuencia ATGTTCGAAGACAAGAGEGARAGACCACGARCGCTGCATGARTTATGTGAAGCTTTGAACGTTTCTATGCACARTATACAGGTAGTGTGTGTATATTGTARARRGGAAT TATGTAGAGCAGATGTATATA
Forward GAGGTATATG
Reverse
COMSENSUS 4 4uuuatsstasssssss s stssstttstttttsstssssssssssssstttttttttstsssssssssssssssssdbtttbbossssssssssssssssssnrsrsssssssssfdaptatat,
131 140 150 160 170 180 190 200 20 220 230 240 250 260

secuencia
Forward
Reverse
Consensus

secuencia
Forward
Reverse
Consensus

secuencia
Forward
Reverse
Consensus

| |
ATGTAGCATTTACTGAART TARGATTGTATATAGGGATARTAATCCATATGCAGTATGCARRCAATGTTTACTGTTTTATTCAAARATTAGAGAGTATAGACGT TATAGCAGGTCTGTATATGGTACTAC
ANTTTGCATT

T P 1 Y
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
éTTHEHEECHHTTHCTHHHHHHHECTTHTHTEHTTTHTCEHTHHGGTETCHTHEHTETCHHHGHCEHCTTGEEEETEHHGHHHHECHHHHHTTGGTGEHEEHHHHHHHHHGGTTCEHTEHHHTHECEGGA

TGTCARAAACCHTTGTGTCC
PP o - oo, T T T A A - 0 o
391 A0 410 420 430 440 d5  dbb

| |
CGTTGGACGGGECARTGCGC TAATTGC TGGCARCGTACACGACARCGTARCGARACCCARGTGTAR

S R Y



VPH 61

82:102-h42
Forward
Reverse
Consensus

82:102-042
Forward
Reverse

Consensus

82:102=hd2
Forward
Reverse
Conzensus

82:102-h42
Foruard
Reverse
Consensus

VPH 6

612:103-555
Reverse
Forward

Consensus

6123103=555
Reverse
Foruard
Consensus

612;103-555
Reverse
Forward

Consensus

612:103-555
Reverse
Forward

Conzensus

Apéndice

1 10 20 20 a 50 6 0 8 9 10 10 120 130
TGO GC T CCACT AT T CETGETCYGCMBGACTRCANGoTGR TG MV G TET T T TG AeTGRAT A CACAGGAT TRCTCoCRT TOENE
GAGGTATATGANTTTGCATT
P PR .. JON 2. 15 7. TN A1 O | S S SN
1 40 15 160 1 180 19 200 20 20 230 20 20 260
AR GEAG ARG TGT T CEAGACA AT CeCCAT Y TGaRGTATGL SR A TG GGG G TAAAAG CAGGAGCTCLGACATTCCGACATTCCTE TACGHICCCACT BTG
1 270 280 20 30 30 0 30 30 J/  JO W0 W0 3%
AR ACET AT TRGL A AT MG T AT GV T TG AT RSP GLAT A ReoEA AT TG TR GLTE A TRGACS
TGTCARRRACCNTTGTGTC
. . a1

| |
GGARGGTGTTGCCAGTGTAGAGGGCCATGCACGGCCAGGTGGCARCCATAR

P T N

1 10 20 3 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
ATEEHHHETECHHHTECCTCEHCETETEtHHCEHEEHTHEHttHETTETECHHEHCETTTHHTCTHTCTHTECHTHCETTEEHHHTTHHTTGTETETTTTECHHEHHTECHETEHCCHETECHEHEHTT}
GAGGTAT
Y - - <0 199
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
ATTEHTHTEEHTHTHHHEHEETHHHEETEtTﬁTTTEEHEEtﬁﬁCTHTEEHTHTEEHﬁEETﬁEEEETﬁtTEEETHEHHTTTCHTEEHHHHHTTHHEEHHTHTHEHEHETTTEHTTHTEETEEHTHTEEHHé
ATGANTTTGCATT
L N 1 | U
261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
AHETETTEHﬁEHHEHHHETﬁHHEHHEHEHiTTTHEHEETéETHHTTEEEiEETHEEIETéTEHEHHHEEéETETETEHHﬁTHEHHHHEE%HHHHEHTHTﬁETHHEEHHE&EHEEETTEH%HHHEETHHH}
TGTCAARAACCHTTGTGTCC
391 400 410 420 430 440 450453

| |
TGTACGTGGAAGGGTCGCTGCCTACACTGCTGGACAACATGCATGGARGACATGTTACCCTAR

L P P E Y Y



Apéndice

VPH 53
1 10 20 30 40 50 [11] FL 80 a0 100 110 120 130
| |
d6:102-566 ATGEATCGTCAGTTATTTGARAATACAGARGAGCGACCACGTACATTGCACCAGC TATGTGAAGTTGTGAATARACCATTGCTGGEAGE TGCARCTTRGCTATGTGTTCTGCARGARGGCATTGACAGCGT
Forward
Reverse
DONSENSUS  4uusuiinnnesssossnesssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssassssssssns
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
46:102-566 CAGAGGTATATARTTTTGCATATACAGATCTARGAGTAGTGTATAGAGACGEGTATCCGTATGGAGTGTGCARATTCTGTTTGCTATTTTATAGTARGGTCCGARAATTARGATATTACARTTGTTCAGT
Forward  GAGGTATATGANTTTGCATT
Reverse
Consensus . gagEbabal @ bhbECab. s ouuissaiisrisitssssssssssssnisisssssssssssistssissssssssssssstssstsssstssssssstssstsssstssssssstssstsssstss
261 2N 280 290 300 310 320 330 340 350 360 30 380 330
| |
46:102-566 GTACGGGGC TAGCCTGGAAGCACTAACTARAARAAAGTTATCTGATTTATCAATARGGTGCTACAGATGTCARCATCCGT TGACACCAGAGGARRAACAGT TACACTGTGACTATAAGAARCGGTTTCAC
Foruard
Reverse TGTCARAARCCHTTGTGTCC
CONSENSUS  4yvssssssssssssssrrrrrrssssssssssssssssssssssssssssssssstrrrrrrssnsbB088,8,00,008, 000 iiiiisssssssssssssssssssittitiistssssns
31 I 1] q10 420 430 ddi 450 d60 465
| |
1d6:102-666 AAARTTTCACATATGTGGACCGGGTCGTGCCTGACATGL TGGAGACACACARCAGCARCTGAATCAGCAGTATAR
Foruard
Reverse
COMSENSUS  oivvvvrnnnrrrrrrrrrrrrressssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssrrrraes
VPH 16

13031;83-559
Forward
Reverse

Consensus

13031;83-559
Forward
Reverse

Consensus

13031;83-559
Forward
Reverse

Consensus

13031;83-559
Forward
Reverse

Consensus

1 10 20 30 40 ] 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
ATGCACCARAAGAGARCTGCARTGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGARRGT TACCACAGTTATGCACAGAGCTGCARACARCTATACATGATATARTATTAGARTGTGTGTACTGCARGCARCAGT

T

131 1o 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

}HCTECEHEETEHEETHTHTEHCTTTECTTTTEEEEHTTTHTECHTHETHTHTHEHEHTEEEHHTECHTHTEETETHTETEHTHHHTETTTHHHETTTTHTTCTHHHHTTHETEHETHTHEHEHTTHTTE
GAGGTATATGANTTTGCATT

61 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TTATAGTTTGTATGGARCARCAT TAGARCAGCARTACARCARACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATTARCTGTCARARGCCACTGTGTCCTGARGARRAGCARAGACATC TGGACARRARGCAR
TGTCARARACCHTTGTGTCC

PR -1 T T P L L - Y

391 400 410 420 430 440 450 460 47

| |
AGATTCCATARTATARGGGGTCGGTGGACCGRTCGATRTATGTCTTGTTGCAGATCATCARGAACACGTAGAGARACCCAGCTGTAR

T



Apéndice

VPH 18

1 10 20 30 LI 50 1] FL i) 90 100 110 120 130

| |

975;105-581 ATGGCGCGCTTTGAGGATCCAACACGGCGACCCTACARGCTACCTGATCTGTGCACGGARCTGAACACTTCACTGCARGACATAGAAATARCCTGTGTATATTGCARGACAGTAT TGGAAC TTACAGAGG
Foruard GAGG
Reverse

LI - -

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
975:105-681 TATTTGARTTTGCATTTAARGATTTATTTGTGGTGTATAGAGACAGTATACCCCATGCTGCATGCCATARATGTATAGATTTTTATTCTAGAAT TAGAGARTTARGACATTATTCAGACTCTRTGTATGE
Forward TATATGANTTTGCATT
Reverse

CONZENZUS LAk, hpa, EEERratl o ssrsrsnssnssssssrssrssrsstssmesnesssssssnssssssessesstsstsstsstessssssssssnssssssssntsstsstsstsstsstesnsens

261 270 280 290 300 o 320 330 40 350 360 370 180 390
975:105-581 AGHCHCHTTEEHHHHHCTHHETHHCHCTGGGTTHTHCHHTTTHTTHHTHHEETECETEEEETECCHEHHHCCGTTGHHTCCHGCHGHHHHHCTTHEHCHCCTTHHTEHHHHHCGHCGHTTTCHCHHCHT;
Eg::?;g TGTCARARACCHTTGTGTCC
K TS N L 1
39 doo 410 420 430 440 450 460 @ 477
975:105-581 éCTﬁﬁﬁCHCTHTHEHEEEEHETEEEHTTEETEETﬁCHHCCﬁHGEHEEHCHEEHHEEHETEEHHEEHEEEHEHEHHHCHEHHETHTHA
Reverse

CONSENSUS  4uusssssssssrsrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssstsn

Par de oligonucledtidos DAM_E6F/R2:

VPH 45

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |

1839:102-578 ATGGCGCGCTTTGACGATCCARCGCAACGACCCTACARGCTACCAGATCTGTGCACAGARTTGARTACATCACTACARGACGTATCTATTGCCTGTGTATATTGCARAGCARCATTGGAACGCACAGAGG
Reverze

Foruard GAGG

COMBENSUS 4 ovrssrorrrssssssssssssssrssrsssesssssssssssssstsstsstestssssssssstssstsstsstestsssssssssssstsstsstsstssssssssssssssstsstssress gagg

| |
3839:102-578 TATATCAATTTGCTTTTARAGATTTATTTATAGTGTATAGAGACTGTATAGCATATGCTGCATGCCATARATGTATAGACTTTTATTCCAGAATTAGAGART TARGATATTATTCARACTCTGTATATGG
Reverse
Forward TATATGANTTTGCATT

CONSENSUS  Labal @ LLEECEE s ssrssrrssrrsrsssssssssssstssssrssssessssssssstssstsssstssssstsssstssstsssstssssstsssssssstsssstssstrssspessss

261 2 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
3839:102-578 AGAGACACTGGARRARATARCTARTACAGAGT TGTATAATTTGTTAATAAGGTGCCTGCGGTGCCAGARACCAT TGAACCCAGCAGARAARCGTAGACACCT TAAGGACARACGAAGAT TCCACAGCATA
Reverse RRACCHTTGTGTCCAGAAGARRRA
Forward
CONSENSUS  41vvsrrrvnrsssnsssssssssssrrsssrssssrssssssssstssssrsrsrrssssssssssB8CC,LLE,  COAY,AB8888, 1 vsrrrsrrrrrrrrsrsrsssssrssstrrrrresnss
m 400 410 420 430 440 dh0) 460 L[] 477

| |

3839:102-578 GCTGGACAGTACCGAGGGCAGTGTARTACATGTTGTGACCAGGCACGGCARGAAAGACTTCGCAGACGTAGGGARACACARGTATAG
Reverse
Forward

COMSENSUS  4uvvesrosnssssnsesssssssostosnssssssessssssssstsontssossosnsstossssssstsssstosnsstonnes



VPH 83

B932411-444
Reverse
Forward

Conszensus

59324:1-444
Reverse
Forward

Consensus

59324:1-444
Reverse
Forward

Consensus

H932411-444
Reverse
Forward

Consensus

VPH 33

049:109-h58
Forward
Reverse
Consensus

049:109-h58
Forward
Reverse
Consensus

049:109-h58
Forward
Reverse
Consensus

049:109-h58
Forward
Reverse
Consensus

Apéndice

1 10 20 30 di) 1] 1] 0 80 90 100 110 120 130
ATGTCHGGHﬁTGCGETHCCCCHCEHHCHTHTTTCTGCTGTGCHHHGHCTGCGHEGTGGHTTTGEHHGHCTTHDEHCTﬁHTTTECHTTTHTTGDHCHHHTGHHTTHHCHHCHECHGHHGTGCTGTCCTTTé
GAGGTATATGANTTTG
e 1. 18 - SN 2
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
éHTEEHHEﬁHGETETETHTTHHETEEEHCCHCERHCTECCETHCEEHECETETEEHCHGTETCTHCGTHHHECHECHHHEETECEHﬁHECTHCEECHCTEEHECCHCTEHHECTHCGEEECHHCHETHEA
CATT
BB s sa s vrsrssarsrsrasasssssssassssessrssssssssssassssssssstssssssstssssssssssessssesststssesstrsrstsstssrstesssssssrsssssssrsrssses
270 280 290 300 o 320 130 340 350 360 370 380

RGARGARACARRAACACCACTGGCACAGCTGTATATACGATGCCATATGTGCCTGARGCCGTTGAGTAGTCARGARARAGAATATTTGETGCARACAGGTGATAGACTTCATAATATAGCAGGACAGTGG

ARACCHTTGTGTCCAGAAGARAR
. I L L L
391 400 410 420 430 440 444
ACHGGHCGGTﬁCTGDCHTTGTHGEECHCCHTGCHDGGCCHTHCHECHHCHHTHE
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
aTETTTEHHEHEHETEHGGHHHHHEEHEEHHEHTTEEHTEHTTTETEEEHHEEHTTEEHEHEHHETHTHEHEHHEHTTEHHETHEHETEEETEEHHTEEHHHHHHEETTTEEHHEEHTETEHEETHTHTE

GAGGTATATG
RN 3 . 2
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATTTTGCATTTGCAGATTTAACAGTTGTATATAGAGAGGGRARTCCATTTGGARTATGTARACTGTGTTTGCGGTTCTTATCTARART TRAGTGARTATAGACATTATARTTATTCTGTATATGGARATAC
ANTTTGCATT

TP
261 270 280 290 300 3o 320 130 340 350 360 30 380 390
éTTHEHHEHHHCHETTHHHHHHEETTTHHHTEHHHTHTTHHTTHEETETHTTHTHTETEHHHEHCETTTETﬁTEETEHHEHHHHHHHHEﬁHEHTETEEHTTTHHHEHHHEEHTTTEHTHHTHTTTEEEE}

AARCCHTTGTGTCCAGAAGAAAR
e DR 1o A £ 1 TR 7. . T 1.
[ 400 410 420 430 440 450

| |
CGTTGGGCAGGECGCTGTGCGGCGTGTTGGAGGTCCCGACGTAGAGARACTGCACTGTGA

T L L L T T T T T T T T T P



VPH 31

1048;108-557
Reverse
Forward

Consensus

1048:108-557
Reverze
Forward

Consensus

3048:108-557
Reversze
Forward

Consensus

0d8:108-557
Reverse
Forward
Congzensus

VPH 11

0263102-h54
Reverse
Forward
Consensus

0263 102-554
Reverse
Forward

Consensus

0263 102-554
Reverse
Forward

Consensus

0263 102-554
Reverse
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 0 40 50 60 10 80 90 100 110 120 130
aTETTCHHHHHTCCTEEHﬁHHHﬁHECTEEﬁHHHTTﬁEHTﬁHHCTHHﬁCTEﬁﬁEHTTﬁEHHHTHCCETHCEHTﬁHHCTHHGHTTGHHTTﬁTETCTHETﬁCHHHﬁETCHETTHHEHGHHHCHEHGETHTTHE
GAGGTATATG
RPN - 1. 14 L | AN
131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
aTTTTEEHTTTHCHEHTTTHHCHHTHETHTHTHﬁﬁEHEﬁHEHCHEEHCHEﬁﬁHETﬁTETHCHHHHTETTTHHﬁHTTTTHTTCHHHHETHHETﬁHHTTTHEHTEETHTHEHTHTHGTETGTHTGEHHCHH&
ANTTTGCATT
L 2
261 270 280 230 300 L] 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
ATTAGARRRRTTGACARACARRGGTATATGTGATTTGTTAATTAGGTGTATARCGTGTCARAGACCGTTGTGTCCAGARGARARACARRGACATTTGGATARRARGARRCGATTCCACAACATAGGAGGA

ARACCHTTGTGTCCAGAAGARAR

T L NN 8 T L L L T

391 400 410 420 430 440 450

éGGTGGHEHﬁGHCETTﬁCHTHGCHTGTTEGHGHHﬁHEETCGTHCTEHHHECCHHGTGTHA

1 10 20 30 40 50 1] FLI 80 90 100 110 120 130

ATEEHHHﬁTHHHﬁHTEEETEEHEETETEEHHEHTETHTHEHEEHETTﬁTEEHHEHEETTTHHTETTTETTTEEHEHETETﬁEHHHTTEHETﬁEETETTTTEEHEEHHTEEHETEHEEHEEEEHEHEHTH}
GAGGTAT

g 1T L. 4

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

ATﬁCHTHTﬁtETHTHHEHHCCTHHHﬁETTﬁTETEGCﬁHEHCHHETTTCCETTTﬁEHECﬁTETGCCTETTﬁCTTHEHHETﬁEHHEGﬁHHHHTTHHEEHHTHTHﬁHEHCTTTHHTTHTEETGCHTHTEEHEé

ATGANTTTGCATT

L T

261 2M0 280 290 30 o 320 330 340 3450 360 kTl 380 390

| |
TRCAGTAGAAGARGARRCCAATGARGATATTTTARRAGTGTTAATTCGTTGTTACCTGTATCACARGCCGTTRTGTGARATAGARRARCTRRRGCACATATTGGGARRGGCACGCTTCATARRACTARRT
ARRCCHTTGTGTCCAGARGARAR

PP & I A1 R T 7 . -

9 doo 410 420 430 440 450453
|

|
ARCCAGTGGARGEGTCATTGCTTACACTGCTGGACAACATGCATGGARGACTTGTTACCCTAR

B T L I L T L I T T T T Ty



VPH 58

'3863110-559
Reverse
Forward

Conzensus

'3863110-559
Reverse
Forward

Conzensus

'386;110-559
Reverse
Forward

Conzensus

'386;110-559
Reverse
Forward

Conzensus

VPH 39

j2dh:107-583
Reverse
Forward
Consensus

J24h:107-583
Reverse
Forward

Consensus

J24h:107-583
Reversze
Forward

Consensus

J2dh:107-583
Reversze
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
ATETTEEHEEHEEEHEHEﬁHEHHHEEHEﬁﬁHEHTTEEHTﬁHTTTETﬁTEHﬁﬁEETTﬁﬁHGHEHTETﬁTEEHTEHHHTEEHHTTEHHHTEEGTTEHHTGEHHHHHEHCTTTEEHEEEHTETEHEETHTHTE
GAGGTATATG
PPN 7 LI oL
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
AETTTETHTTTﬁEHGHTTTHHEHHTHETﬁTHTHEHEHTﬁﬁHHHTEEHTTTEEHETHTﬁTHHHETETﬁETTHEEHTTEETHTETHHHHTHHGTEHﬁTHTHEHEHTTHTHHTTHTTEEETHTHTEEHGHEHé
ANTTTGCATT
B g Bl s es s aanarsnssesnssessosassesossosnesrsrestorssssessesessessssossesnsststostetoststsststssesessesessnstsstossstossatontes
261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 37 380 390

| |
RTTAGARCAARCACTARRARAGTGTTTARATGARATATTAATTAGRTGTATTATTTGTCARRGACCATTGTGTCCACARGARRRRAAARGGCATGTGGATTTARACARARGGTTTCATARTATTTCGGGT

ARACCHTTGTGTCCAGAAGARAR
g I 11 L 1o TR -1 2T T s
391 400 410 420 430 440 450
éﬁTTEEHBHEEEBECTETECHETGTETTGEHEHECCCEHCETHEHCHHHCHBHHETGTHA
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
ATEEEEEEHTTTEHEHHTEETEEHEHHEEEEEHTHEHHHTTEEEHEHEETETEEHEHHEEETﬁEHEHEEHEETTEEHEEHEHTTHEHHTHEEETETETETHTTEEHEHEEHEEHETHEHEEHHHEEEHEE

GGG
B Y L L4
11 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
}HTHTEHHTTTECHTTTHGTEHTTTHTHTGTHETHTHTHGGEHEEGGEHHCCHETHGCTEEHTEEEHHTCHTETHTHHHHTTTTHTEETHHHHTHCGEEHECTHEEHTHTTHCTEGEHCTEGETGTHTG&
TATATGANTTTGCATT
bababga, LEEEEAtE . caasina i e b e R s b b a b
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
ARCTACATTAGRAAATATARCTAATACRARGTTATATART TTATTARTARGGTGCATGTGTTGTCTGAAACCGCTGTGTCCAGCAGARARAT TARGACACCTARATAGCARRCGARGATTTCATARRARTA
ARACCHTTGTGTCCAGAAGARAR

P RPN 1. .|~ I A= L 2o 1 T . T Y

391 400 410 420 430 440 450 460 a0 477
| |
GCAGGARGCTATACAGGACAGTGTCGACGGTGCTGEACCACARARCGGGAGGACCECAGAC TAACACGRAAGRGARACCCARGTATAR

B R T Py T P TN



VPH 56

053:102-566
Forward
Reverse

Consensus

053:102-566
Forward
Reverse

Conzenszus

053;102-566
Forward
Reverse

Conzenzus

053:102-566
Forward
Reverse

Conzenszus

VPH 35

0503110-559
Reverse
Forward

Conzenszus

050;110-559
Reverze
Forward

Conzensus

050;110-559
Reverse
Forward

Conzensus

0503110-559
Reverse
Forward

Conzensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| |
ATGGAGCCACART TCAACARTCCACAGGRRCGTCCACGRAAGCCTGCACCACTTGAGTGAGGTATTAGARATACCTTTARTTGATCTTAGRTTATCATGTGTATATTGCARRRRAGARCTARCACGTGCTG

G

T T T T L L T T T T T T T TP

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| |
AGGTATATARTTTTGCATGCACTGARTTARRRTTAGTGTATAGGGATGATTTTCCTTATGCAGTGTGCAGRGTATGTTTATTGTTTTATAGTAAAGTTAGARAATATAGGTATTATGACTATTCAGTGTA
AGGTATATGANTTTGCATT

AELALAL A, Ll Oat s s e ssasnaasasassasssnsasa st st sttt sasasseststsososisssstsotosssssstsstosssisstsssotssisststsosssisststsosssiss
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
}EEHECTHCHETHEHHHGTHTHHCTHHHHHHCHGTTHTGTGHTTTHTTHHTHHGGTGCTHCHEHTETEHHHETEEETTHHETEEEEHEEHHHHEEHHTTEEHTTETEHCHEHHHHHEHCEHTTTCHTCTA

ARACCHTTGTGTCCAGAAGAARA
PP Ppppe  J N A SN A1 3R -1 18 T L -
391 d00 410 qz20 430 4d0 450 460 465

| |
ATAGCACATGGTTGGACCGGGTCATGTTTGGGGTGE TRGAGACARACATCTAGAGARCC TAGAGARTCTACAGTA

P T TR T R R R I I I T Y

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
ATETTTCHGGHECCHGCTGHHCGHCCTTHCHHHETGEHTGHTTTGTGCHHCEHEETHEHHGHHHGCHTCCHTEHHHTTTETTTGHHIIGTGTHTHCTECHHHEHHEHHIIHCHGCGGHGTGHEETHTHTE
GAGGTATATG
PPN 1+ ok 1
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
ACTTTGCHIEETHTﬁHTTTGTGTHTHGTHTHTHEHﬁHHGGCCHﬁCCHTHTGGHGTHTGEHTGHHHTGTTTHHHHTTTTHTTCHHHHHIHHﬁTﬁHHTHTHGHTEGTHTHEHTHTHGTGTGTHTGGHGHHHé
ANTTTGCATT
T A g
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
GTTAGAAAARCARTGCARCARACAGT TATGTCATTTATTAAT TAGGTGTATTACATGTCARRARCCGCTGTGTCCAGT TGARRRGCAARGACAT T TAGAAGAARAARARRCGATTCCATAACATCGGTGGA
ARACCHTTRTGTCCAGAAGARAR

Rt 1< L1 U - L 11 - . |

391 400 410 420 430 440 450

| |
CGGTGGACAGGTCGGTGTATGTCCTGTTGGARACCARCRCGTAGAGARACCGAGGTGTAR

I T T T T T T T T T T T T TP



Apéndice

VPH 52
1 10 20 0 40 50 B0 n 80 90 100 110 120 130
| |
f)38:102-548 ATGTTTGAGGATCCAGCARCACGACCCCGGACCCTGCACGAATTGTGTGAGETGC TRGAAGAATCGGTGCATGAAATARGGC TGCAGTGTGTECAGTGCARAARAGAGC TACARCGARGAGAGETATACA
Reverse
Foruard GAGGTATATG

LT R 1 -1 .| - T

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
f)38:102-548 AGTTTCTATTTACAGATTTACGAATAGTATATAGAGACARTARTCCATATGECGTGTGTATTATGTGCCTACGCTTTTTATCTARGATARGTGARTATAGGCATTATCARTATTCACTGTATGEGAARAC
Reverse
Forward ANTTTGCATT

CONSENSUS  AiLLE, s8EE it stasssssnssssssanssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssttssssssssssssssssssssstsssssssssssssstssssssssrssssss

261 270 280 230 300 3o 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
70038 102-548 ATTAGARGAGAGGGTAARAAARCCAT TARGTGARATAACTATTAGATGTATAATTTGTCARACGCCATTATGTCCTGARGARRAAGARAGACATGT TAATGCARACARGCGATTTCATARTATTATGGET
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGARGAAAR
Forward
CONSENSUS  sussssssssssrrrrrssssssssssssssssssssssssssssrsrrtrrrssssssdeiC0 L LObCC, PAA0AAAA s st rartsttttisssassssssssssssssssssrrtttans
331 400 410 420 430 440 447
| |
f38:102-548 CGTTGGACAGGGCGCTGTTCAGAGTGTTGGAGACCCCGACCTRTGACCCARGTGTAR
Reverse
Forward
CONSENSUS  1urvvisnsnesssssrossssssssssssasssssssssssssssanssssssnse
VPH 54
1 10 20 30 40 a0 B0 H 80 90 100 110 120 130
| |
"782:102-536 ATGTCTGCTACTGAACCCCACACGGACCAGCCGCGTACTCTAGCTGATTTGTGCARGGTATGCARTATTCCTATGCATAGTTTGCARCTTCCTTRTGCCTTTTGCARGAAGACGGTGTGTACAGCAGAGA
Reverse
Forward GAGG
COMSENSUS  suvsussssnsssssssssssssssssssssssssssssstssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssttsssstsssssssssssanssssarssssnsssssselfs
11 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
782:102-536 TTTATGCATTTCAATATARGGACCTATTTGTGGTGTGGAGACACGGCTTTCCACATGCTGCATGTGCACTGTGCCTAGARCTGCACGGGCARATARATTATAGAAGGCATCGCGACCGTRCGTGCCTGTG
Reverse
Forward TATATGANTTTGCATT

D1 T AR LT A R | SN

21 2N 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 190
| |
782:102-536 GGARACAGTGGAACARGAGTGTGGARRGCCATTGGARGARATATTTATARGETGCTGGC TGTGCCATARRCCTTTGTGCARCGTGGARARGCAACGGCACGTAGAT TACARCAGGCGATTCCACTGTGTT
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGRAAGAAAR
Forward
0T R 1 1 1 30 4 -1 N - - - .
3/ 400 q10 420 430 435

| |

‘782:102-536 AGAGGCTATTGGAAGGGTAGGTGTCTACATTGCTGGARGCCATAR
Reverse
Foruard

CONSENSUS  suvivesssrssssssssssssssssssssssssrssssssssss



Apéndice

VPH 66
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
'290;102-669 ATGGATTCCATATTCAGCARTACACAGGAACGTCCACGAAGCCTGCACCATCTGAGCGAGETATTACAAATACCTTTACTTGATCTTAGATTATCATGTGTATACTGCARAAAGGAACTTACARGTTTAG
Forward G
Reverse
CONSENSUS  4auuesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssstsssssssssnsses g

|
1290:102-569 AGCTATATAGGTTTGCATGTATTGAGT TARRACTAGTATATAGARACARTTGGCCATATGCAGTATGTAGGGTATGTTTATTGTTTTATAGTARGGT TAGAARATATAGGTACTATARATATTCAGTGTA
Forward AGGTATATGANTTTGCATT

Reverse
[T T
%1 270 280 290 300 3o 320 330 340 380 360 370 380 330
| |
1290:102-569 TGGGGCARCATTAGARRGTATARCTARARAACAGTTATCTGATTTATCARTARGGTGCTACCGATGTCARTGTCCGTTARCACCGGAGGARAARACAAT TRCACTGTGARCATAARAGACGATTTCATTAT
Foruard
Reverse AAACCHTTGTGTCCAGAAGAAAA
(I RN - L o SN - 3% 711 .. A
¥ 400 410 420 430 LL 450 460 468
| |
1290;102-569 ATAGCATATGCATGGACCGGGTCATGTTTGCAGTGTTGGAGACATACGAGTAGACAAGCTACAGAATCTACAGTATAA
Forward
Reverse
CONSENSUS  suvressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses
VPH 62

1 10 20 30 4 50 60 10 80 30 100 110 120 130
| + + + + + + + + + + + + |
32599:1-447 ATGACTGCAGGGCCAGCARGGCCCACGAACCTGTTTTTGCTGTRTAAGGRGTATGATGTGGACCTRGACGACCTRCACCTARCCTGCATATTTTGCARAACAGACCTGTCCGCCGRTGARCTGCTRTCCT
Reverse ARRCCHTTGTGTCCAGAAGAARA
Foruard GAGGTATATGANTTTGCATT

(1112 T PPN X 8- JO TN 14 1. Y -1:|- SO X A - ON T~ S

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

32599:1-447 TTGCARTACGGGAGCTACACGTGGTGCGGCGARRGGACTGGCCATTTGGAGTATGCGCAGCATGCCTATTGAGAGAGAT TARAGTARGAGAGC TACGGCGGTGGCAGCACTCATGCTTTGGARTAACAGT
Reverse
Forward

DOMEEIMSUS 44 uusannsisssnssnssssnsnssssssrsssssssssissssssssssssssssssssssssssstsssssstssisssssssssssstsssssssssssssstsssssstssissssssssssss

261 270 260 290 300 kil 320 330 0 350 360 370 380 390

| + + + + + + + + + + + + |

32599:1-447 RGAAGAGGARACAGGCAGTCCGCTTGCACARATATATATTAGATGCCATGCATGCTGTATGCCATTARCCTGTCAGGAAAAGGRGTATCAGGTAGAGAGGGEAGTGCACTTCCACAAAATAGCAGGAGTG
Reverse
Forward

CONSENSUS 4 uuursssnrssnrsssnrssnrsssnssssrsssssssssssssssssssssssstssssssstossssssstossssssstsssbsssstsssssssstssstosssrssstossssssstosses

391 400 410 420 430 a0 447

| + + + + + |

32599:1-447 TGGACAGGACGGTACCGCARTTGTAGAGGAGTATECACGGCCAGGCAGCARCTATAR
Reverse
Forward

CONSENSUS  4uvrrsssarssnrsssarssnrsssarsssrsssnssssrsssnsnssrsssnnss



Apéndice

VPH 59

1 10 20 30 4i) a0 1] il 80 90 100 110 120 130

| |

i7236:55-037 ATGGCACGCTTTGAGGATCCTACACARCGACCATACARACTGCCTGATTTGAGCACAACATTGARTATTCCTCTGCATGATATTCGCATCARTTGTGTGTTTTGCARAGGGGAAC TGCARGAARGAGAGG

Forward GAGG
Reverse

COMSENSUS o ossssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss P08

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| |

i7236:55-537 TATTTGAATTTGCTTTTAATGACTTATTTATAGTGTATAGAGACTGTACACCGTATGCAGCGTGTCTGARATGCATTTCATTTTATGCARGAGTARGAGAAT TARGATATTATAGAGATTCCGTGTATGG
Forward TATATGANTTTGCATT
Reverse

[T T T T TN T Y

261 2N 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
17236 55-637 aﬁHHHEHTTHﬁHﬁﬁETﬁHHHECHHﬁHCHCCﬁTTHCHTﬁHﬁCTECTﬁHTHCﬁtTﬁTTHTHﬁHTﬁCCTHHHHEETETHTETEEHHEHEHTHHHTTHHHEEHTHTHHETEHHHHHHEHHEHTTEEHTHHTHTA
E::::;: ARACCHTTGTGTCCAGARGARAR
L PP L 1 Lo N A 10,7 TR 1. . . T P PSP
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480483
17236:55-537 éCTGGHHTHTHTHCHGGHCHGTGTCGTGGGIGTCGGHCCCGHGCHHGHCHCCIHHGHCHGCHHCGHCHHGEGEGTHGTGHHHEHEIGGIGTHA
Roveree
COMBENSUS 4y sssvusssnsrnrssssssssnsssssssssssssssssssstssssssstttssssssstttsssssssttssssssssttssssssss
VPH 80

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

| |

565:200-625 ATGGATAGGCCARAGCCTTCTTCTGTGCAGGAGCTTGCAGACACTCTTTGTATACCTTTAGTAGATATTTTATTGCCGTGTAGGTTTTGTCARAGATTTTTARCTTATATAGAGTTAGTARGTTTTGATC
Forward
Reverse

DONSENSUS  44svssrnrsrrrnnssssrrmssssarsssssssssrmsssssssssssssssstsssssssssssssssssttssssssstssssssssssssssssttsssssssttsssssssssrsssssstsons

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 200 260
| + + + + + + + + + + + + |
h6h:200-625 GCARATGTTTGCAGTTGATTTGEACTGARGARGACTTTGTCTTTGCTTGTTGTAGCAGTTGTGCTTTTGCTACTGCACART TTGARTTTTCTACATTTTATGAACAGTCAGTGTGTGGT TGGGAGATTGA
Foruard GAGGTATATGANTTTGCATT
Reverse

(17 e 1 T L - 1 1

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
565:200-625 GGTAGTTGAGCGARAAGCTGTTGGAGACATTACTATTCGTTGCARATTTTGTTTAAAGAAATTAGATTTARTAGARRAGT TARATATTTGTTACARCCAGCAGCARTTCCATAAGGTARGECGCARTTGE
Forward
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGARGARAR

[T 1 TN o - A ST T

91 40 410 420 426

| |

h65:200-625 AAAGGATTGTGTAGACATTGTGEGTCGATAGARTGA
Foruard
Reverse

CONSENSUS  4svvsssssnssssssassssssssssssssssnns



Apéndice

VPH 26
1 10 20 30 a0 50 B0 70 80 90 100 110 120 130
| |
16956:97-b43  ATGTTCGAGGATCCTAGAGAACGACCCAGARCGCTACATGAGCTATGTGARRGC TTGARTACTACTTTGCARAATTTGCAGGTACAGTGTGTATATTGCARGGARACCTTACAATGGGCTGATGTATATA
Reverse
Forward GAGGTATATG

CONSENSUS  4ussnssnsssssssssssnnsmmsssssssssssiisssssssssssiissssssssstsissssssssrstiossssssssstisnsasssssssrsrssssssnsssssesssiid glatat,

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

| + + + + + + + + + + + + |
16956:97-043 ATTTTGCARTTTGTGACCTARGAGTAGTATATAGAGATAGGAGTCCGTATGC TGCATGCARARGATGTGTAATATTTTATTCARARATARCAGAGTATAGACGCTATACATGTTCTGTGTATGGTGCARC
Reverse
Forward ANTTTGCATT

DONSENSUS B b LECAL L s sussassmssssrssssssnssssssssssssssssssssssssssssstsssssssstssssstsssssssttssssstssssssttssssstssbssssstbssssstbsssssss

261 270 200 290 300 o 320 330 30 350 360 370 380 390
| |
16956:97-b49  ATTAGAAGCCTTARC TARARAAAGTTTATGTAATTTGTTARTARGGTGTCATAGATGTCAAATGCCAT TGGGGCCAGARGARAAACARRGARTTGTGGATGARRRGCGACGATTTCACGARATAGCAGGE
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGAAGARRR
Forward

(1T T T PP O - -0 3 T8 .1 - . . N

91 400 410 420 430 440 450453
| |
I6956:97-543 CRAGTGGARAGGGTTGTGTACAARTTGTTGGAGACCARGGCGCCARACAGRARCACARGTGTAA

Reverse
Forward
CONSENSUS . .isuvrsrssrssrrssssrssrssrsssssrsssrtrssssbssssrtsssstssssnss
VPH 70
1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| |
493:107-593 RATGECGCGATTTCCCARTCCTGCAGARCGGCCATACARATTGCCTGACCTGTGCACGGCGCTGGACACTACATTGCACGACATTACAATAGACTGTGTCTATTGTARAACACAGCTACAGCARACAGAGG
Reverse
Forward GAGG

CONSENSUS  sasuesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssttssssssssttsssssssttssssssssttssssssssssssssssssrsssssssssnrsssssssesssssssPEE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
493:107-683 TATATGARTTTGCATTTAGTGATTTATTTATAGTATATAGAAAC GRGGAGCCATATGC TGCATGCCARARATGTATTARATTTCATGC TARRGTAAGRGARC TACGRCATTATTCGAAC TCRGTGTATGL
Reverse
Forward TATATGANTTTGCATT

CONSENSUS  LAbaEEA.EELECAEE 4 s s sy sassnssssssasnssssssrrssssssssnssssssssssssssssssstsssssssssttssssssttssssssssttbesssssttbbssssssttssssssss

261 270 280 290 300 kil 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
493;107-583 ARCARCTTTGGARAGCATARCTARTACCARGTTATATAATTTATCAATARGGTGCATGAGT TGCCTGARACCATTGTGTCCAGCAGARAAAT TAAGGCATGTTAATACCARAAGARGATTTCACCAAATA
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGRAGARRA
Forward

CONSENSUS  suvsesssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssasssssssssssssssss38CC, LLELELOCAR, a2A800, s iiiirirrrisssssrrssssssssssssssssses

391 400 410 420 430 440 450 460 70 477

| |

493:107-h83 GCAGGARGCTATACAGGACAGTGCCGACACTGCTGGACCAGCARCCGGGAGGACCGCAGACGTATACGARGAGAARCACARGTATAR
Reverse
Forward

CONSBNSUS 4 osssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss



VPH 44

12423105-557
Reverze
Forward

Conzensus

1242 :105-557
Reverse
Forward

Conzensus

1242 ;105-557
Reverze
Forward

Conzensus

1242 ;105-557
Reverse
Forward

Consensus

VPH 67

}267:102-h51
Reverse
Forward

Consensus

1267;102-551
Reverse
Forward

Conzenzus

}267:102-h51
Reverse
Forward

Conzenzus

}267:102-h51
Reverse
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

| |
ATGGARAGTGCARATGCCTCCACGTCTGCACARAGTATAGACCAGT TGTGCARGGAGTGCARCATTCCTATGCACAATCTGCARATTTTATGCGTGTTTTGCAGAARARCGTTAAGTACTGCAGAGGTTT
GAGGTAT

Y 1. 1L

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATTCATTCGCATATAARCAGT TATATGTAGTGTACCGAGGARACT TTCCATTTGCAGCCTGTGCCATTTGTTTAGARCTACARGGTARGGTCAATCARTTTAGGCATTTTAACTACGCGGGATATGCAGT
ATGANTTTGCATT

L P o - |

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
ARCAGTGGARGARGARACARATARGT CARTTCTGGACGTGCTGATACGCTGCTATTTGTGCCACARACCATTGTRCCACGTRGARRAGGT GCGCCACATATTGGACARGGCGCGATTCATTARATTACAR
ARACCHTTGTGTCCAGAAGARAR

P PP 1. T | 0 A 1 -{ 0 - DO 1. . 1. . O N

/L 400 410 420 430 440 450453
|

|
GATACCTGGARGGGTCGCTGCTTCCATTGTTGGACATCATGCATGGARACTATACTACCTTAR

T T T T T T T T T T T Py TP

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
ATGTTTCAGGACACAGACGARRRRCCACGCARCCTGCACGARTTGTGTGARGCT TTGGARACCACGETGCATGARATARGTTTGCCCTGCGTGCAGTGCARRRRRRCTTTGGACAGARACGAGGTATATG
GAGGTATATG

P L g | 1

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| |
ACTTTTTATTTACTGATTTGAAAATAGTATACAGATGTGGGARTCCGTATGEGGTATGTARGCAATGCC TARGAC TRTTATCARARGT TRGTGARTATAGATATTTTARCTATTCAGTATATGGAAATAC

ANTTTGCATT

T R

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TTTAGAAGAAATTGTGCATARACCATTARATGARATTACAATACGATGTATARCATGTCARAGRCCATTGTGTCCACARGARARGCARAGGCATGTTGATCGCARRRAGCGATTTCATARTATTTCCART
ARACCHTTGTGTCCAGARGARRR

P T A 1 T

391 400 410 420 430 440 450
| |

CGTTGGACAGGACGGTGTTCAGTGTGTTGGAGACCTCARCGARCGCAGACCCAGGTATAR

T T I L T T T T T T T T T T T T



Apéndice

VPH 51

1 10 20 30 40 b0 60 70 80 90 100 110 120 130

secuencia aTGTTCGHHEHCHHEHEEEHHHEHCEHEGHHCGCTGCHTGHHTTHTETEHHECTTTEHHCETTTEIHTGCHCHHTHTHCHGGTHETETETETETHTTETHHHHHGGHHTTHTGTHGHGCHEHTETHTHTA
Eﬁ:ﬁgis GAGGTATATG
COMSENSUS . .uiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssrrrrrnnnnnnsreessessesrsrttetttesssssssssressssssssssssssssssssssssssssssssssssgd gatat,
131 140 150 160 170 180 190 200 2o 220 230 240 250 260

| 1
secuencia ATGTAGCATTTACTGARATTARGATTGTATATAGGGATARTAATCCATATGCAGTATGCARACAATGTTTACTGTTTTATTCAAAAAT TAGAGAGTATAGACGT TATAGCAGGTCTGTGTATGGTACTAC
Reverse
Forward ANTTTGCATT

[T T O

21 270 280 290 300 o 320 330 340 350 360 kTl 380 330
| |
zecuencia ATTAGAGGCAATTACTARARAARGCTTATATGATTTATCGATAAGGTGTCATAGATGTCARAGACCACTTGGGCC TGAAGAARAGCAAARAT TGGTGGACGARARARAARGGT TCCATGAAATAGCGGGA
Reverse ARACCHTTGTGTCCAGAAGAAAA
Forward
CONSENSUS  suvssssssssssrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssBellls b, g 00, BAAPARAA. cssrrssssssssrsssssssssrssssssssrssssssssssss
¥ 400 q10 420 430 440 450 456
| |
secuencia CGTTGGACGGGGCAATGCGCTARTTGCTGGCARCGTACACGACAACGTARCGARACCCARGTGTAR
Reverse
Forward
CONSENSUS  suvrsssssssssrrssssssssssssssssssassssssssssssrssssssssasssssssses
VPH 61
1 10 20 k1] L. LI 50 111 FL i) 0 100 110 120 130
| |
1282+102-h42 ATGGGACCGTGCARTCCARCTARTATTTTCCTGCTCTGCARGGACTACGAGGTGGACT TTGAGGATT TARGGC TGACATGTGTATTTTGCAAAAATGAAT TARCARCAGAAGAAT TGCTGGCGTTTGCAC
Reverse
Forward GAGGTATATGANTTTGCATT
CONSENSUS  sevvssssssssssssssssssssssssssssssssssssfffasbBufluibofaiblonnnniiiiiiiiiiiiiiiiitiiiitittittrtstsssssssssssssssssssssssssssnes
131 140 150 160 170 180 190 200 o 220 230 240 250 260
| |
1282+102-h42 TAARAGGAGCTARGCATTGTGTGGAGACATARC TGGCCATTTGGAGTATGCGCACCATGLTTGGCACGTGAAGTARAAGTGAGGGAGL TRCGACATTGEGACCATTCCTGT TACGGACCCACTGTGGAACA
Reverse
Foruard
CONSENSUS  suuuessssssssssssosssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssttsssssssstssssssssttssssssssttsssssssttssssssssssssssssssssssssssssns
%1 2N 280 290 300 o 320 130 340 350 360 370 380 330
| |
1282+102-h42 GACARCAGGACGGTCATTAGCTGARCTATATATACGGTGCCATGCATGCAGCARACCGTTAAGTATACAGGARAAGGAGCATCAGETACAGECATACATCCACTTCCACTATATAGCTRGACAGT GGACG
Reverse AARCCHTTGTGTCCAGAAGAARARA
Foruard
[ TR - - | vt 3 A O | R O T - I - T Y
¥ 400 410 420 430 ddl

| |

1282:102-b42 GGAAGGTGTTGCCAGTGTAGAGGGCCATGCACGGCCAGGTGGCARCCATAR
Reverse
Foruard

CONSENSUS  suvresssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssses



VPH 6

'6123103-555
Reverse
Forward

Conzenszus

'6121103-555
Reverse
Forward

Consensus

'6123103-b55
Reverse
Foruard

Conzenzus

'6123103-555
Reverse
Forward

Conzenszus

VPH 53

'0463102-566
Forward
Reverse

Consensus

'046:102-566
Forward
Reverse

Consensus

'0463102-566
Forward
Reverse

Consensus

'046:102-566
Forward
Reverse

Conzensus

Apéndice

1 10 20 0 40 50 B0 L 1] 90 100 110 120 130
éTGEHHHGIGEHHHTECCTECHCGIETECHHEEHCEHTHGHEEHETTETECHHGHCGTTTHHTETHTCTHTEEHTHCETTECHHHTTHHITETETETTTTGCHHGHHTECHETEHCEHCIGEHEHEHTT}
GAGGTAT
g AR 7. - P
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
éTTEHTHTGEHTHTHHHEHECTHHHEETEETETTTEﬁHﬁﬁEEEETHTEEHTHTﬁCHEEETEEEEETﬁCTﬁCETHEHHTTTEHTﬁGHHHHHTTHHEEHHTHTHﬁHEHETTTEHTTHTGCTEEHTHTEEHHE
ATGANTTTGCATT
L O
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
ARCTGTTGARGARGARACTAARCRAGACATTTTAGACGTGCTARTTCGGTGCTACCTGTGTCACARACCGC TGTGTGARGTAGARARGG TARRRCATATAC TRRCCARGGCACGGT TCATRAARGCTARAT

AARCCHTTGTGTCCAGAAGAARR
R - 1 - AN 1 o - R 1- - ' . 1 . Y
[ 400 410 420 430 440 450453
| |
TGTACGTGGARGGETCRCTRCC TACACTGCTGGACAACATGCATGGAAGACATGTTACCCTAR
1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

| |
ATGGATCGTCAGTTATTTGARARTACAGARGAGCGACCACGTACATTGCACCAGC TATGTGARGTTGTGARTARACCAT TGCTGGAGCTGCARC TTGGCTRTGTATTCTGCARGARGGCATTGACAGCGT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CAGRGGTRTATARTTTTGCATATACAGATCTARGAGTAGTGTATAGAGRCGGRTATCCGTATGGAGTGTGCARATTCTGTTTGCTATTTTATAGTARGGTCCGARARTTRAGATATTACAATTGTTCAGT

GRGGTATATGANTTTGCATT
P L TR o Y
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 In 380 390
éTHtﬁﬁﬁﬁtTHGtCTGEHHGCHCTHHtTHHHHHHHHGTTHTCTGHTTTHTtHHTHHGGTGCTHtHﬁHTGTCHHCHTttﬁTTGHCHCCHGHﬁﬁHHHHHCHGTTHtHtTGTGHCTHTHHGHHHEGGTTTtHé
ARACCHTTGTGTCCAGARGARAR
PP I - L
391 400 410 420 430 440 450 460 465

| |
ARRATTTCACATRTGTGEACCGEGTCATGCC TGACATECTGGAGACACACARCAGCARCTGARTCAGCRGTATAA

B T T



VPH 16

33031;83-553
Reverse
Forward

Consensus

33031:83-559
Reverse
Forward

Consensus

33031:83-559
Reverze
Forward

Consensus

33031183-5653
Reverse
Forward

Consensus

VPH 18

1975:105-581
Reverse
Forward

Consensus

1975:105-581
Reverse
Forward

Consensus

1975:105-581
Reverse
Forward

Consensus

1975:105-581
Reverse
Forward

Consensus

Apéndice

1 10 20 30 40 L] 1] 0 1] 90 100 110 120 130

ATECHCCHHHHGHﬁHHETEEHHTETTTCHEEHECEHtHEEHEEﬁHCEEHEHHHﬁTTHEEHEHETTHTECHEHEHﬁCTEEHHHEHHETHTHEHTEHTHTHHTHTTHﬁHHTETETETHCTEEHRGCHHEHE}

131 140 150 160 170 180 130 200 20 220 230 240 250 260

}HETﬁCGHCETGHGGTHTHTEHETTTECTTTTEGﬁﬁHTTTHTGCHTHGTHTHTHGHGHTEEGHHTCCHTHTEETGTHTETEHTHHHTGTTTHHHGTTTTHTTETHHHHTTHETGHGTHTHEHEHTTHTTE
GAGGTATATGANTTTGCATT

261 2 280 230 30 no 320 330 30 350 360 370 380 330

| |
TTATAGTTTGTATGGARCARCATTAGAACAGCARTACAARCARACCGT TGTGTGATTTGTTARTTRGGTGTATTRACTGTCAARRGCCACTGTGTCC TGARGARRRGCARAGACATCTGGACARRRAGCAR

ARACCNTTGTGTCCAGARGARRR
P 1 Y L 2L T -
91 400 a10 420 430 440 450 460 a0 41
AEHTTttHTHHTHTHHEEEETEEﬁTﬁEHCEEETCEHTETHTETCTTETTEDHEHTtHTCHHEHHCHCETHEHEHHHCCEHECTETHA
1 10 20 Ell 40 50 60 Fll 80 90 100 110 120 130
éTGEEGEGETTTGHEEHTEEHHCHCGGEEHEEETHEHHEETHEETGHTETGTEEHEEEHHETGHHEHETTEHETECHHEHEHTHGHHHTHHEETGTETHTHTTGCHHGHEHETHTTEEHHETTHEHGHGE

GAGG
PPN 1 -1
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
}HTTTGHHTTTGEHTTTHHHEHTTIHTTTETEETETHTHGHEHEHGTHTHEEEEHTEETEEHIGEEHTHHHTETHTHEHTTTTTHTTETHGHHTTHEHEHHTTHHGHEHTTHTTEHEHETETGTETHTGE
TATATGANTTTGCATT
L L T T2 1
261 270 280 290 300 1O 320 130 340 350 360 30 380 390

| |
AGACACATTGGARARACTAACTARCACTGGGTTATACAATTTATTAATAAGGTGCCTGCGGTGCCAGARACCGTTGARTCCAGCAGARRRRCTTRGRCACCT TRARTGRARRRCGACGATTTCACAACATA
ARACCHTTGTGTCCAGARGAAAR

PR 1. 1. o: N /= 0 1. 1« Y

391 400 410 420 430 440 450 460 470 47

| |
GCTGEGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTGCARCCGAGCACGACAGGAACGACTCCARCGACGCAGAGARACACARGTATAR

T I I T I T T O T I O L L N N T T TSI T TN YY)



Apéndice

Consentimiento informado.

Mediante la presente yo, , Cl. , domiciliada

en , de anos de edad, de oficio , luego de ser informada por el

médico a cargo de la existencia de un Plan pilotode Despistaje de Cancer Cervical y VPH, doy mi
consentimiento para que se me realice una toma de muestra para Prueba Molecular por PCR con el
fin de determinar si hay infeccién por VPH y, se me informe del resultado.

Firma del Participante Firma del Representante Legal Firma del Médico
Si es menor de edad

Cédigo de la Union Internacional de Bioquimica (IUB).

Utilizado para la elaboracién de oligonucleétidos degenerados:

R:AoG. Y: ToC. W:AoT
S:GoC. M:AoC. KiGoT
H: A, ToC. B:G,CoT. V:G,AoC
D:G,Ao0T. N:G,A ToC.

Tampén TE 1X (Tris-EDTA).
-Tris-HCI pH 8,0 10 mM
-Na2EDTA 1mM
Tampén de PCR (Invitrogen).
-Tris-HCI pH 8,4 200 mM

-KCl 500 mM



Apéndice

Tampon TBE 10X (Tris-Borato-EDTA).
-Tris-HCI pH 8,0 108 g
-Acido Boérico 55 g
-EDTA 764

Tampon de carga para geles de poliacrilamida.

-Azul de bromofenol 0,1%
-EDTA 1 mM
-Sacarosa 40%

Tampon de carga SSCP 2X.

-Formamida 95%
-EDTA 20 mM
-Azul de bromofenol 0,05%

Platinium® Tag ADN polimerasa (Invitrogen).

Enzima recombinante que posee la propiedad de bloquear su actividad polimerasa a

temperatura ambiente. Concentraciéon 5U/pL.



