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I. RESUMEN  

Las infecciones por Virus del Papiloma Humano (HPV) se han identificado 

Epidemiológicamente como el mayor factor de riesgo asociado al desarrollo de 

cáncer de cérvix,  el cual es comúnmente trasmitido por vía sexual. El cáncer 

cervical es la 2ª causa mas frecuente de muertes por cáncer en las mujeres de 

todo el mundo. Actualmente se han identificado más de 100 tipos de HPV. El 

HPV infecta las membranas epiteliales y mucosas. Es clasificado en diferentes 

tipos dependiendo de las homologías en su material genético. El método de la 

PCR punto final es el más comúnmente utilizado para su detección. 

 
Tenemos como objetivo desarrollar una metodología rápida y sensible basada 

en la PCR tiempo-real para la detección y tipificación de HPV de alto riesgo a  

partir de muestras clínicas de mujeres con diferentes grados de lesiones 

cervicales (n=100), se extrajo el DNA por el método de columnas de silica-gel, 

se cuantificó el DNA por espectrofotometría y se diseñó un protocolo utilizando 

los oligos MY09/11 para PCR en tiempo real.   Se analizaron 100 muestras de 

cepillados cervicales. Se emplearon como controles positivos: un vector 

plasmídico con el genoma del HPV16 y el DNA de la línea celular Hela como 

control positivo para HPV18. Los resultados mostraron una alta eficiencia para 

la genotipificación de las muestras HPV positivas para los tipos 16/18. 

 

Se demostró que la técnica de amplificación del gen L1 del HPV utilizando los 

oligos MY09 y MY11 en la plataforma de PCR tiempo-real  es un método 

sensible y muy rápido para la detección de los genotipos de alto riesgo (HPV 

16/18). Este método garantiza una prueba de detección de 1 hora para la 

genotipificación de los HPV de alto riesgo 16/18, la cual podría implementarse 

en la clínica como un método rápido de monitoreo.  
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II. ABSTRACT 

 

The infections by Human Papillomavirus (HPV) the have been identified 

Epidemically as the bigger factor of risk associated to the development of 

cervical cancer, which is commonly transmitted for via sexual. The cervical 

cancer is the 2nd cause but it frequents of deaths for cancer in the women from 

all over the world. At the moment they have been identified more than 100 types 

of HPV. The HPV infects the epithelial and mucous membranes. They are 

classified in different types depending on homologies in their genetic material. 

The method of the final point PCR is the most commonly used for HPV 

detection.   

   

We have as objective to develop a quick and sensitive methodology based on 

the real time PCR for the detection and type-specific of HPV of high risk starting 

from women's clinical samples (n=100) with different grades of cervical lesions, 

the DNA was extracted by silica-gel columns method. The DNA was quantified 

by spectrophotometry and a protocol was designed using the primers MY09 and 

MY11 for real time PCR.  100 samples of cervical brushings were analyzed. 

They were used like positive controls: a plasmid vector with the genome of the 

HPV16 and the DNA of the cellular line HeLa like positive control for HPV18. 

The results shown a high efficiency for the type-specific genome of the samples 

positive HPV for the types 16/18.   

   

It was demonstrated that the amplification technique of gene L1 of the HPV 

using the primers MY09/11 in the platform of real time PCR is a sensitive and 

very quick method for the detection of the high risk genotypes (HPV 16/18). 

This method guarantees a detection test of 1 hour for the type-specific genome 

of the HPV of high risk 16/18, which could be implemented at the clinic as a 

quick method of monitoring.    
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III. ANTECEDENTES 

 

GENERALIDADES 

Los virus del papiloma (HPV) son partículas pequeñas, carentes de 

envoltura, poseen cápsides icosahédricas de aproximadamente 5 nm de 

diámetro y su genoma es DNA de doble cadena. Los virus del papiloma se 

distribuyen ampliamente en el reino animal y presentan una gran especificidad 

de especie. Infectan tejidos epiteliales, provocando la aparición de condilomas. 

1 

 

Figura 1. Muestra la imagen del Papilomavirus Humano, vista mediante Microscopia 
electrónica. 

Los HPV’s son agentes infecciosos comúnmente transmitidos por vía sexual, 

generalmente provocan infecciones transitorias y asintomáticas. 

En la actualidad han sido identificados más de 100 tipos de virus del papiloma 

humano, los cuales han sido clasificados  en dos grupos: 1) los que infectan 

piel; y 2) los que infectan epitelios mucosos. Dentro de cada uno de estos 

grupos encontramos virus de bajo y de alto riesgo, de acuerdo al daño que 

puedan causar, induciendo la proliferación de tumores malignos.2 

Entre los tipos cutáneos están el, HPV-5 y  el HPV-8 clasificados de alto riesgo, 

debido a que se asocian con el desarrollo de las epidermodisplasias 
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verruciformes. Estos se han detectado en  gran porcentaje de canceres de piel 

del melanoma, principalmente en pacientes inmuno-suprimidos. El HPV-6 y el 

HPV-11 de bajo riesgo, asociados a epitelios mucosos, causan verrugas 

genitales, mientras que las lesiones intraepiteliales escamosas las causan los 

HPV de alto riesgo que pueden progresar a un carcinoma invasor escamoso de 

la célula.  

 

EL HPV Y  EL CÁNCER 

 

En la actualidad se conoce con claridad la relación causal entre las infecciones 

persistentes por los genotipos de HPV de alto riesgo y el desarrollo del cáncer 

cérvico uterino. 3 

 

De los mas de 100 genotipos de HPV conocidos, los siguientes son 

considerados de alto riesgo: 16, 18, 31, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 

68 y 70, y de estos, los tipos 16, 18, 31 y 45 son considerados mas 

importantes, debido a que están relacionados con aproximadamente el 80 % de 

todos los casos de cáncer cérvico uterino. 4 El HPV 16 es responsable de 

aproximadamente 50% de los carcinomas de las células escamosas, mientras 

que el HPV 18 es el causante de alrededor del 50% de los casos de 

adenocarcinomas. 1 

 

El riesgo de cáncer cervical depende del tipo de HPV, de la población. Siendo 

necesarios, tanto factores virales, como aspectos inmunológicos y genéticos  
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del hospedero, para el desarrollo de lesiones precancerosas y finalmente del 

cáncer cervical. 5,6,7,8 

 

Los virus del papiloma humano inician su ciclo vital infectando células básales 

del epitelio, una vez en el interior de estas células, el genoma vírico se replica, 

utilizando para ello la maquinaría de replicación celular, y se mantiene en 

estado episomal e improductivo, mientras continúa la diferenciación de las 

células básales. Durante la diferenciación de las células básales la proteína E2 

del VPH participa en la replicación del genoma vírico y reprime la trascripción 

de los genes virales E6 y E7, implicados en el mecanismo de la carcinogénesis 

cervical 2 (Fig.2). 

 

Figura 2. Mecanismos involucrados en la carcinogénesis del Papilomavirus Humano 
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PERÍODO DE INCUBACIÓN:  

El periodo de incubación es variable, por lo general de dos a tres meses, 

aunque puede ser de años. La mayoría de las infecciones transcurren sin 

lesiones aparentes y desaparecen sin dejar evidencias de la infección. Un 

porcentaje pequeño (5-15%) de las infecciones persisten al cabo del tiempo 

provocando lesiones que podrían evolucionar a lesiones precancerosas 

neoplasia intraepitelial cervical grado 3  (NIC 3) o cáncer en un periodo de los 

10 a 12 años. 4,9  

En el caso de los HPV’s de bajo riesgo la duración de la infección puede 

prolongarse hasta 4 meses y hasta  de 8 meses en el caso de los HPV de alto 

riesgo, como el tipo 18. La infección con el HPV 16 puede durar más tiempo. 2   

 

BIOLOGIA MOLECULAR DEL HPV 

 

El genoma del virus del papiloma humano puede ser dividido en tres regiones 

(E,L y RLC): la región E (E= early), representa el 45% del genoma, que 

contiene 7 genes nombrados sucesivamente E1 a E7, están implicados en la 

replicación, la maduración, escape de los viriones y en la carcinogénesis 

celular; la región L (L= late), corresponde al 40% del genoma,  contiene dos 

genes los cuales codifican dos tipos de capsómeros: el gen L1 produce una 

proteína de 54 kd que se produce en mayor cantidad y la cual se encuentra 

muy conservada entre los diversos tipos de HPV , y el gen  L2 que produce una 

menor cantidad de proteína, esta es especifica para cada tipo viral; y una  

tercera región llamada región de regulación corriente arriba (RLC) carente de 
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genes, pero rica en zonas de regulación; la cual corresponde al 15% del 

genoma viral, la cual contiene los promotores que inician la replicación y 

controlan la trascripción (ver figura 3). 

 

 
Figura 3. En la figura se muestra el  Mapa genético del Papilomavirus tipo 16 con las 

posiciones de los genes. 

 

Un evento importante en la carcinogénesis mediada por los HPV’s de alto 

riesgo es la integración del genoma vírico en uno de los cromosomas celulares, 

la cual tiene como consecuencia la pérdida del gen E2.  Circunstancia que 

permite que los oncogenes virales E6 y E7 se sobreexpresen. Las actividades 

de las proteínas E6 y E7, crean un ambiente celular capaz de sostener la 

replicación del DNA vírico y celular en queratinocitos diferenciados, provocando 

inestabilidad genética. 2,10  
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La proteína E7 inactiva, promueve la degradación de la proteína supresora de 

tumor pRb, en ausencia de pRb, la proteína E2F un factor transcripcional 

implicado en la regulación del ciclo celular, promueve la síntesis del DNA. E7 

también inhibe la función de la proteína p21CAF, una proteína que inhibe el 

crecimiento celular, generando  condiciones favorables para la proliferación 

celular en ausencia de estímulos mitógenicos externos.   

Estas señales son percibidas como contradictorias por las células, lo cual 

activa a la proteína p53, como mecanismo de defensa.  Esto no ocurre así en 

presencia de la proteína oncogénica E6, cuya función consiste en promover la 

degradación de p53, impidiendo su actividad. La degradación de la proteína 

p53 no solo permite la supervivencia de las células alteradas sino que también 

contribuye a la inestabilidad genética de las células, ya que p53 es también una 

proteína encargada de vigilar la integridad del genoma.  

Otra función importante de la proteína E6 es la activación transcripcional del 

gen de la telomerasa, enzima indispensable en el mantenimiento de los 

telomeros y por lo tanto de la capacidad proliferativa de las células. Los 

cambios celulares producidos por las actividades de las proteínas E6 y E7 en 

conjunto con cambios genéticos, pueden dar como  resultado el desarrollo de 

cáncer cérvico uterino. 2,10  
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 Dentro del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), localizado en el 

cromosoma 6 se encuentra el HLA (human leukocyte antigens), comprende 

una familia de genes que controlan la respuesta inmune hacia agentes 

patógenos, aceptación o rechazo de trasplantes (de ahí el término 

histocompatibilidad) y vigilancia de tumores. La expresión de las moléculas de 

HLA se ve alterada de muchas maneras en las células cervicales cancerosas, 

varios alelos y haplotipos de clase II han sido descritos y asociados a 

susceptibilidad de cáncer cervical e infección por HPV. 5  

Se ha postulado que la respuesta inmunológica controla la infección por HPV 

en la mayoría de las mujeres, siendo así estas infecciones transitorias. Sin 

embargo, en algunos casos la infección puede ser persistente y llevar al 

desarrollo de lesiones precancerosas. 11,12  

 

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL HPV Y EL DESARROLLO DE 

CÁNCER CERVICOUTERINO 

Solo una pequeña parte de las infecciones crónicas por HPV evolucionan de 

neoplasia intraepitelial cervical I (NIC I) a NIC II o NIC III y/o cáncer 

cervicouterino. Algunos factores importantes asociados con esta evolución 

hacia el cáncer son: conducta sexual, consumo de tabaco, mujeres con alto 

número de embarazos, sistema inmunológico deprimido, uso prolongado de 

anticonceptivos, desnutrición etc. 13  
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MÉTODOS DE DETECCIÓN DEL HPV 

 

Existen distintos métodos para la detección y tipificación del virus del HPV, la 

mayoría  basados en la identificación del DNA viral y otras en RNA, como 

son: 

 

� Captura de Híbridos 

El método de captura de híbridos se fundamenta en el empleo de una 

mezcla de RNAs complementarios al DNA  de la muestra, dirigidos para 

detectar distintos tipos de HPV, los filamentos del RNA y del DNA se enlazan 

y forman híbridos RNA:DNA.  Si en la muestra sometida a prueba se 

encuentra alguna secuencia complementaria a la de los RNAs utilizados en 

la hibridación, la cual es medida en unidades relativas de luz (RLU), se 

tendrá un resultado positivo. La técnica presenta algunas limitaciones, como 

la detección de algunos tipos de HPV debido a hibridaciones inespecíficas; 

este es un problema común en muchas metodologías que utilizan RNAs en 

hibridaciones. 14  

 

� Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

A través de esta metodología se obtienen un número de copias elevado a 

partir de un segmento de ácido nucleico a estudiar. Utilizando este método 

es posible generar millones de copias de un segmento de DNA específico, 

las cuales se obtienen por medio de una repetición cíclica de tres etapas: 

-Desnaturalización: este proceso se obtiene separando las cadenas de DNA 

con temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple. 
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-Alineamiento: en esta etapa ocurre una hibridación o unión de iniciadores a 

sus secuencias homólogas al DNA sustrato. Se unirán solamente a 

secuencias complementarias bajo condiciones específicas de temperatura. 

-Polimerización o elongación: es la extensión en sentido 5’-3’ del complejo 

iniciador-sustrato. Esto se obtiene con la utilización de la enzima Taq 

polimerasa la cual va incorporando los nucleótidos (dNTPs). 

Las cadenas recién formadas son separadas de nuevo por el calor y 

comienza otro nuevo ciclo de copias. Estos ciclos se repiten hasta que se 

obtiene el número de copias deseado. 15,16 

 

La técnica de amplificación por PCR también se utiliza en la detección del 

HPV. Mediante la utilización de oligonucleótidos dirigidos contra secuencias 

variables, la detección e identificación de genotipos de HPV individuales en 

un solo paso. En algunas técnicas de PCR se prefiere la utilización de 

oligonucleótidos específicos para regiones conservadas como por ejemplo  

para el gen L1, esto permite detectar en una primera etapa la presencia de 

cualquier tipo de HPV en las muestras estudiadas. Si resulta positivo, para 

identificar a los genotipos presentes el DNA amplificado puede secuenciarse 

o ser identificado en hibridaciones de tipo Dot- Blot. 14  
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� MassARRAY 

La técnica de MassARRAY permite la detección del HPV en pacientes con 

cáncer cérvico uterino, a partir de sangre periférica o suero sanguíneo. Es 

muy sensible y detecta la presencia de un número extremadamente pequeño 

de moléculas de DNA vírico.  

La técnica de MassArray implica un proceso de tres pasos como sigue: PCR 

competitivo en tiempo real, extensión de primers, y separación de productos 

en una matriz-cargada en un chip de sílice para detectar moléculas iniciales 

(MALDI-TOF MS). 17  

 

� Microarreglos de DNA (MICROARRAYS) 

Los microarreglos de DNA del HPV tienen un alto grado de especificidad y 

reproducibilidad. Para superar las limitaciones existentes de la detección de 

HPV y de las metodologías de geno-tipificación disponibles, se propuso una 

técnica  mejorada basada en la PCR y el microarreglo de HPV en la práctica 

clínica. Aunque se sabe que el método de PCR es más sensible para la 

detección de infección por HPV, tiene algunas desventajas, como la 

obtención de falsos-positivos. En la hibridación de DNA de HPV en 

microarreglos esto no es observado. Los microarreglos son una tecnología 

adaptada para la geno-tipificación de HPV, siendo una herramienta para el 

diagnostico clínico y grandes estudios epidemiológicos. 18,19  
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� CITOLOGIA 

La citología vaginal o Papanicolau es una prueba en la que se analizan células mediante 

un estudio anatomopatológico. Consiste en la toma de una muestra de células 

epiteliales que recubren el cuello del útero para su posterior estudio con 

microscopio, y así poder observar tempranamente cambios en la forma de 

las células.  

La citología cervical o cérvico vaginal ha contribuido de una manera eficaz a 

la erradicación parcial del cáncer cervical y todavía es considerado como el 

mejor sistema de detección temprana de cáncer de todos los métodos 

existentes.  Los resultados de esta prueba pueden mejorarse notablemente 

con la incorporación de nuevos métodos basados en biología molecular o 

inmunocitoquímica. 11,20 

 

� COLPOSCOPIA 

La colposcopia es un método diagnóstico que se realiza en Ginecología. El 

colposcopio está constituido esquemáticamente por una lupa de distancia 

focal larga y una fuente luminosa. Antes de iniciar el estudio, es necesaria la 

aplicación de ácido acético al 3 ó 5% para ayudar a discriminar el epitelio 

normal del anormal. El ácido acético es aplicado directamente en el cérvix 

con torundas de algodón. En los epitelios dañados hay un aumento de la 

permeabilidad de la membrana celular, lo que permite que el ácido penetre y 

cause aglutinación de proteínas, fenómeno responsable del color blanco que 

toma el epitelio enfermo. El uso del colposcopio permite el estudio del tracto 

genital femenino inferior, no solo de lesiones de cuello uterino (benignas, 

precancerosas o cancerosas), se introduce el colposcopio por la vagina de la 



QFB.  CINTHIA  PEREA  MONTOYA  
UNIVERSIDAD  DEL  VALLE  DE  MEXICO       

 
 

  

mujer y permite visualizar su aspecto interior, alguna anomalía macroscópica 

(a simple vista) y la toma de muestras para posterior análisis mediante el 

microscopio. Se introduce una torunda de algodón o una pequeña espátula a 

través del espéculo para la toma de muestra ya sea de secreciones, de 

células de la vagina o del cuello uterino, también se pueden estudiar los 

genitales masculinos. 11,20  

 

TRATAMIENTO DEL CANCER CERVICO-UTERINO  

 

El tratamiento aplicado a una mujer enferma con cáncer de cérvix depende de 

las características histológicas, del tamaño y de la etapa en la que se 

encuentre el tumor, también se consideran otros factores de riesgo, durante los 

procedimientos quirúrgicos o de irradiación. Un punto importante, es que 

algunos tratamientos pueden  provocar infertilidad. 21  

 

-Procedimientos quirúrgicos: los canceres microinvasivos de menos de 3 mm 

suelen retirarse mediante biopsias. Los canceres invasivos en estadios 

tempranos son eliminados mediante histerectomía radical, radiaciones de alta 

energía (18 mV) o colocando implantes llenos de 192Ir. 

 

Actualmente se estudia la utilización de agentes antivirales y se intenta 

desarrollar vacunas profilácticas y terapéuticas para controlar y prevenir el 

cáncer cérvico-uterino. 10,22  

Peng y colaboradores, en el 2004 diseñaron una vacuna de DNA que codifica 

la calreticulina (CRT) unida a la proteína E6 (CRT/ E6) y la utilizaron para 

inmunizar ratones. Estos animales desarrollaron fuertes respuestas 
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inmunológicas de tipo celular, y resultaron protegidos contra la línea tumoral 

TC1, que expresa la proteína E6. 10,23  

Por su parte, Yuan y colaboradores en el 2005 desarrollaron una vacuna 

producida en Escherichia coli, formada por la fusión de la proteína L1 de HPV  

y la proteína GST. Esta vacuna protegió a un modelo canino contra dosis altas 

del virus oral del papiloma canino. 24  

 
 
PCR EN TIEMPO REAL  
 
 
 También denominada PCR cuantitativa, se basa en detectar la fluorescencia 

emitida cuando se genera el fragmento específico durante la amplificación. 

Durante la amplificación se puede medir la cantidad de DNA sintetizado en 

cada momento, ya que la emisión de fluorescencia producida en la reacción es 

proporcional a la cantidad de DNA copiado en cada ciclo.  

 

En cambio la PCR de punto final utiliza geles de agarosa para medir el 

producto final de la reacción, limitando así la medición de la amplificación a un 

tiempo determinado (2-3hrs) hasta que termine dicho proceso, basándose los 

resultados en una discriminación por tamaños (pares de bases) en los geles, 

que es inexacta en la cantidad, mostrando una baja sensibilidad.  

FASES DE LA PCR 

Es importante conocer el funcionamiento de una reacción de PCR, ya que esto 

nos permitirá entender lo que sucede durante la reacción y entender sus 

limitantes. 

Su funcionamiento básico se divide en 3 fases: 



QFB.  CINTHIA  PEREA  MONTOYA  
UNIVERSIDAD  DEL  VALLE  DE  MEXICO       

 
 

  

 

1) Exponencial: es donde el producto se esta acumulando (amplificando) en 

una forma exponencial en cada ciclo transcurrido, donde se asume que hay 

una eficacia del 100% en la reacción. 

2) Lineal: donde se están consumiendo los componentes de la reacción, 

presentando una alta variabilidad. 

3) Meseta o punto final: la reacción ha terminado, concluye la fabricación de los 

productos los cuales pueden llegar a degradarse si transcurre mas tiempo. Este 

es el resultado que se detecta mediante los geles de azarosa (figura 4) 

(7,8,11,23). 

 

Fig. 4. Fases de la PCR 

El instrumento de LightCycler de Roche Diagnostics utiliza varios canales de  

detección para supervisar la amplificación de los productos de PCR en  tiempo 

real.  El sistema es tan flexible que tiene varios formatos de análisis de 

fluorescencia y utiliza una amplia gama de moléculas fluorescentes que pueden 

ser: agentes intercalantes y sondas especificas como son: SYBR Green 

Área de Detección 
del Tiempo real 

Detección de la 
PCR tradicional. 

FASES DE LA PCR 
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(medida en 530nm), sondas de hibridación, sondas de hidrólisis, molecular 

beacons, sondas FRET. 15,27,28  

 

La molécula mas utilizada en PCR a tiempo real es el SYBR Green I. El 

incremento de DNA en cada ciclo se refleja en el aumento de la fluorescencia 

emitida, esta molécula fluorescente se intercala en la doble cadena de DNA, 

emitiendo su fluorescencia al desnaturalizarse el DNA. 

El inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a 

que se unen de manera indistinta a productos generados inespecíficamente o a 

dímeros de cebadores. Para esto es recomendable iniciar la reacción de 

síntesis de DNA a temperaturas elevadas (más de 95°) lo cual disminuye de 

forma notable el riesgo de amplificaciones inespecíficas. 15,28  

 

Opciones de Programas del Equipo: 

- Amplificación y detección de DNA o RNA diana en la muestra 

- PCR múltiple 

- Cuantificación del DNA o RNA diana en la muestra. 

- Análisis de Curvas de disociación (curvas-melting) 

CURVA  DE DESNATURALIZACIÓN (MELTING) 

 
El análisis de las curvas-melting es una herramienta apropiada para discriminar 

entre productos específicos y los no específicos, por eso deben ser incluidos 

siempre en el programa. Se basa en la aplicación de un gradiente de 

temperaturas creciente después de la PCR para monitorizar la cinética de 

disociación de los fragmentos amplificados. Se determina la temperatura de 
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desnaturalización (Tm) de los amplicones para comprobar su especificidad. 

Cada producto de DNA (doble cadena) tiene una Tm específica. La Tm es 

aquella en la cual el 50% del DNA esta en forma sencilla (cadena sencilla). 

También es posible el análisis de mutaciones puntuales (Fig.5). 

 
                         Cuantificación                      Curva Melting 

Fig. 5. Análisis de Curvas Melting 

La PCR a tiempo real combinada con los nuevos sistemas automáticos para la 

purificación de ácidos nucleicos, ofrece una plataforma ideal para el desarrollo 

de una gran variedad de pruebas moleculares para la identificación y 

cuantificación de los agentes infecciosos de interés clínico.  Debido a sus 

indudables ventajas, como la facilidad de empleo, la mayor rapidez o el menor 

riesgo de contaminación, la PCR a tiempo real, irá reemplazando la PCR 

convencional y se extenderá a un amplio abanico de aplicaciones.15,29 
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IMPORTANCIA EN EL DIAGNOSTICO CLINICO 

 

En los últimos años se han desarrollado innumerables aplicaciones de la PCR 

en tiempo real en el diagnostico clínico.  

 

La plataforma es ideal para el desarrollo de una gran variedad de pruebas 

moleculares para identificar agentes infecciosos como es el caso de muchos 

virus (familia de los Herpesvirus, virus respiratorios, enterovirus, virus JC, virus 

BK, virus del SARS etc.),  de bacterias que no crecen en medios de cultivo  

como Tropheryma wippelli, Bordetella petussis, Bartonella o muy lentamente 

como Mycobacterium tuberculosis. También, de micosis invasivas 

especialmente por Aspergillus ssp, de infecciones parasitarias como las 

ocasionadas por Toxoplasma gondii (11,44). Existen Kits para el diagnóstico de 

los agentes infecciosos de mayor interés clínico mediante esta técnica como 

son: VIH, VHB, VHC, citomegalovirus. 15,29  

Otro campo potencial de aplicación de la PCR a tiempo real es la identificación 

de organismos fácilmente cultivables, por ejemplo, Streptococcus del grupo B 

(S. agalactiae) en frotis vaginales (riesgo de infección neonatal), ya que su 

aislamiento mediante cultivo es de 1-2 días mientras que con la PCR en  

tiempo real se puede llevar a cabo en 30 minutos. Detección y Tipificación de 

HPV en raspados cervicales, biopsias, asociación con otro tipo de canceres, 

marcadores para cáncer de próstata, etc. 10,31  

 

En otros casos, como la sepsis, la supervivencia del enfermo puede depender 

de un diagnóstico a tiempo del agente causal, que permita establecer el 
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tratamiento antibiótico específico en etapas tempranas del proceso. La PCR en 

tiempo real no reemplaza al hemocultivo, ya que la sepsis puede estar 

ocasionada por una variedad de microorganismos. 15,31  
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

En la actualidad se conoce con claridad la relación causal entre las infecciones 

persistentes por los genotipos de HPV de alto riesgo (HPV 16/18) y el 

desarrollo del cáncer cérvico uterino, siendo este la 2ª causa de muerte. 

Debido a que los HPV son los agentes infecciosos comúnmente transmitidos 

por vía sexual. Se hace conveniente y útil implementar una metodología de 

detección y tipificación del HPV de alto riesgo que sea rápida y sensible 

mediante la aplicación de instrumentos y tecnologías modernas como la PCR 

en tiempo real. 

 

 

 

 

 

V. HIPOTESIS 

 
 
La implementación de la PCR en tiempo real en la detección y tipificación del 

HPV, nos permitirá determinar de forma rápida y con alta sensibilidad, los 

genotipos de alto riesgo (HPV 16/18) presentes en la muestras. 
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VI. OBJETIVOS GENERALES 

 

 Desarrollar un protocolo  rápido y preciso basado en la PCR en tiempo 

real para la detección y tipificación de HPV de alto riesgo (HPV 16/18) a partir 

de biopsias de cepillados cervicales. 

 

 

 

 

 

 

 

VII. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Obtención de muestras clínicas de cepillado cervical de mujeres con 

diferentes lesiones cervicales. 

2. Extracción, purificación y valoración del DNA de las muestras clínicas 

de cepillado cervical.  

3. Purificar DNA de líneas celulares infectadas con HPV (Hela y Caski) 

como controles positivos. 

4. Diseñar y Estandarizar el método a seguir  utilizando los oligos GP+ y 

MY09/11 para PCR en tiempo real. 
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VIII. MATERIAL Y METODOS 

 
 
 
DIAGRAMA DE FLUJO  
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

MUESTRAS CLINICAS DE       
LESIONES CERVICALES 

EXTRACCIÓN DE DNA 
POR COLUMNA DE SILICA-GEL 

 

CUANTIFICACIÒN DE DNA POR 
ESPECTROFOTOMETRIA 

AMPLIFICACIÓN MEDIANTE  PCR-
EN TIEMPO REAL, CON OLIGOS 

GP+ Y MY09/11 

ANALISIS DE CURVAS 
CON EL PROGRAMA 
DEL EQUIPO. 

ELECTROFORESIS Y 
VISUALIZACIÓN CON 
BROMURO DE ETIDIO 
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OBTENCIÒN DE MUESTRA 
 

1. Eliminar el moco sobrante del orificio cervical y endocervix circundante 

utilizando una torunda de algodón. Desechar  la torunda.  

2. Insertar el cepillo en el orificio cervical a una profundidad de 1 a 1.5 cm 

hasta que las cerdas externas mas largas del cepillo toquen el 

ectocervix.  

3. No debe insertarse el cepillo completo en el canal cervical.  

4. Girar el cepillo tres veces en sentido contrario del reloj.  

5. Obtener la muestra para DNA antes de aplicar ácido acético o iodo si es 

que  se va a realizar una colposcopia  

6. Colocar el cepillo dentro del  tubo de transporte que contiene la solución  

DNAlater. Sostenga el mango del cepillo y córtelo en la zona 

premarcada.  

7. Rotular el tubo con los datos necesarios. 

 
EXTRACCIÓN DE DNA 
 

1. Tomar 100µL de la muestra en un tubo, centrifugar durante 5min a 1000 

rpm y resuspender en  200 µL de PBS. 

2. Adicionar 4 µL de RNase A e incubar 2 min a temperatura ambiente. 

3. Adicionar 20 µL de Proteinaza K y 200 µL del Buffer AL, mezclar la 

muestra durante 5 a10seg. Incubar 10min a 70º 

4. Agregar 200 µL de etanol absoluto y mezclar.  
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5. Pipetear la mezcla  por la columna de silica-gel y colectar en un tubo de 

2mL. Centrifugar  a 8000 rpm durante 1 min. 

6. Lavar la columna con 500 µL de Buffer AW1 y centrifugar  durante 1min 

a 8000 rpm. 

7. Cambiar la columna a un tubo colector nuevo y adicionar 500 µL del 

Buffer AW2 y centrifugar por  3 min a 8000 rpm. 

8. Poner la columna de silica-gel en un tubo 1.5mL de microcentrifuga y 

adicional 100 µL de Agua libre de sales,  directamente a la membrana 

DNeasy. Incubar 1Hrs a 4º y centrifugar  3 min a 8000 rpm. 

9. Guardar la muestra a -4°C. 

 

CUANTIFICACIÒN DEL DNA 
 

1. Descongelar la muestra de extracción a temperatura ambiente 

2. Mezclar por 10 segundos. 

3. Realizar la dilución 1:50 de cada muestra con agua inyectable. 

4. Calibrar el equipo con muestra blanco. 

5. Leer las diluciones en el Espectrofotómetro. 

 

 

PCR EN TIEMPO  REAL 
 

1. Limpiar la campana e irradiar con luz UV durante 5min 

2. Preparar la mezcla de reacción con un volumen final de 10 µl 

3. Vaciar a cada capilar 

4. Tapar el capilar control 
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5. Sacar  del refrigerador el DNA problema y aplicar a cada capilar 

6. Tapar los capilares 

7. Centrifugar  5-10 seg los capilares 

8. Poner los capilares en el Termociclador de PCR-tiempo real y programar 

el equipo (LightCycler de Roche Diagnostics 1.2) 

 

 

 

DISEÑO DE LOS INICIADORES 
 

 
Primers                Long     GC(%)   Tm(°C) 
                                                                                    en pb     

 
GP5+          GATCCAGAAGGTACCGACGGGAGG 24           47.3          48 
GP6+          CCACTTCAGTAAGCAAACAATC  20           50.0          44                    

 
 

MY09          CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC 20 
MY11          GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG  20 

 
 
 
TIPOS DE HPV QUE IDENTIFICAN LOS OLIGOS 
 
 
Oligos GP´s: HPV 6b, 11, 12, 16,18, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 45, 
51, 52, 53, 56, 58, 61, 66.  
 

Oligos MY: HPV  6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 52, 53, 55, 56, 58, 
59. 
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IX. RESULTADOS 
 

CUANTIFICACIÒN DE MUESTRAS 
 

MUESTRA Abs 260 Abs280 ng/ µl Rel 260/280 
H1 0.100 0.066 250 1.021 
H2 0.120 0.02 30 1.024 
H4 0.250 0.227 645 1.018 
H5 0.107 0.087 267 1.320 
H7 0.047 0.031 117.5 1.410 
H8 0.021 0.007 52.5 1.024 
H9 0.193 0.168 482.5 1.020 

H10 0.040 0.030 100 1.023 
H12 0.010 0.006 45 1.025 
H13 0.130 0.117 345 1.210 
H14 0.184 0.139 460 1.120 
H15 0.055 0.025 137 1.028 
H16 0.173 0.143 482.5 1.015 
H18 0.404 0.283 1010.0 1.421 
H19 0.032 0.021 80 1.210 
H20 0.022 0.016 55 1.203 
H21 0.462 0.321 1155.0 1.305 
H22 0.079 0.053 197.50 1.181 
H23 0.032 0.023 80 1.770 
H24 0.054 0.046 135 1.302 

        H25 0.186 0.119 465 1.021 
H26 0.720 0.462 1800 1.024 
H27 0.088 0.058 220 1.018 
H28 1.331 1.178 1800 1.022 
H29 1.442 1.221 3605.0 1.024 
H30 1.884 1.505 4710.0 1.020 
H31 1.164 1.163 2910.0 0.942 
H32 0.738 0.819 1845 0.977 
H33 0.785 0.810 1962.5 1.003 
H34 0.506 0.301 1265.0 1.022 
H36 0.101 0.067 232.5 1.154 
H37 0.265 0.173 662.5 1.587 
H38 0.371 0.302 927.5 1.663 
H39 0.347 0.197 867.5 1.324 
H40 0.549 0.374 1365.0 1.298 
H41 0.105 0.072 262.5 1.055 
H42 0.247 0.209 617.5 1.061 
H43 0.064 0.045 160 1.001 
H44 0.149 0.086 232.5 1.312 
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MUESTRA Abs 260 Abs280 ng/ µl Rel 260/280 
H45 0.105 0.084 262.5 1.288 
H46 0.74 0.589 1850.0 1.421 
H47 0.362 0.273 905 1.022 
H48 0.520 0.310 1300.0 1.035 
H49 0.396 0.238 990.0 1.011 
H50 0.191 0.114 477.5 1.079 
H51 0.043 0.008 107.5 1.084 
H56 0.914 0.589 2285.0 1.066 
H57 0.197 0.109 492.5 1.045 
H60 0.668 0.666 1670.0 1.247 
H63 0.445 0.262 1112.5 1.611 
H71 0.152 0.066 380 1.314 
H74 1.189 0.630 2972.5 1.044 
H75 0.256 0.137 640 1.510 
H76 0.359 0.153 897.5 1.052 
H80 0.222 0.133 555 1.154 
H86 1.041 0.699 2602.5 1.011 

 
Tabla 5. Cuantificación de Muestras. 

 
 
Se obtuvieron 100 muestras de cepillado cervical, de las cuales 86 se ocuparon 

para trabajar en este protocolo y 14 restantes presentaron el  DNA degradado, por 

lo cual no fueron incluidas en el estudio.  
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MEZCLA DE REACCION PARA PCR-TIEMPO REAL PARA ESTANDARIZAR 

LA METODOLOGÍA 

 

Tabla 1. Curva de MgCl2 
 

REACTIVO 1mM 2mM 3mM 4mM 5mM C (-) 
H2O 6 µl 5.6 µl 5.2 µl 4.8 µl 4.4 µl 8 µl 

MgCl2 ----------- 0.4 µl 0.8 µl 1.2 µl 1.6 µl -------- 
Primer 1 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 
Primer 2 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

Mix Syber 1µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
DNA prob 250ng 250ng 250ng 250ng 250ng --------- 

 
Condiciones y concentraciones de MgCl2 que contiene cada capilar. Con esta 

prueba se  determinó la concentración ideal de MgCl2  para la metodología. 

Marcadas con negrillas la variación en las concentraciones. 

 
Curva de MgCl2 
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Fig. 6,7,8. Curva de estandarización de MgCl2. 
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La figura 6 nos muestra el proceso de amplificación de la muestra de DNA 

(control), en cada ciclo transcurrido. La figura 7 muestra el resultado de la curva de 

desnaturalización (curva-melting) que nos proporciona la Tm específica para dicho 

producto.   

Las curvas son pruebas de estandarización del método, mediante las cuales se 

determina la concentración optima de MgCl2, primers y  DNA  a la cual el producto 

tiene un mejor comportamiento durante el proceso. Ocupándose un control (+) de 

HPV 16 y 18 respectivamente,  para estandarizar el método. 

 
M      (-)     1      2      3      4      5 

           

M = Marcador 
1 = 1mM MgCl2
2 = 2mM MgCl2
3 = 3mM MgCl2
4 = 4mM MgCl2
5 = 5mM MgCl2

450pb 

Fig. 9. Amplificación del producto de 450pb  
 
 

Se corrió un gel de agarosa al 2%, para comprobar que los productos  de reacción 

amplificados y  observados en las curvas emitidas por el equipo, sean los 

esperados.  El producto esperado es de 450pb, usando un marcador de 100pb. 
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Tabla 2. Curva de Primers GP’s 
 
 

REACTIVO Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 C (-) 
H2O 4.4 µl 4.6 µl 4.8 µl 5 µl 5.2 µl 6.4 µl 

MgCl2 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 
Primer 1 0.5 µl 0.4 µl 0.3 µl 0.2 µl 0.1 µl 0.5 µl 
Primer 2 0.5 µl 0.4 µl 0.3 µl 0.2 µl 0.1 µl 0.5 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
DNA prob 200ng 200ng 200ng 200ng 200ng --------- 

 
 
Curva de concentraciones de primer, mediante la cual se determinó la 

concentración  ideal para la metodología que  se quiere implementar. 

 
 
Curva de Primers GP’s 
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Fig. 10 y 11. Curva de Estandarización de primers 

 
 
 

 
 
Tabla 3. Curva de DNA 

 
REACTIVO Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 C (-) 

H2O 6 µl 5.6µl 5.2 µl 4.8 µl 4.4 µl 8 µl 
MgCl2 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 

Primer 1 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 
Primer 2 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
DNA prob 10ng 25ng 50ng 100ng 250ng --------- 

 
 
Concentraciones de DNA  con las que se realizó la curva de estandarización para 

la metodología que se  seleccionara para la plataforma de PCR-tiempo real.  

 

  
 



QFB.  CINTHIA  PEREA  MONTOYA  
UNIVERSIDAD  DEL  VALLE  DE  MEXICO       

 
 

Curva de DNA 
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Fig. 12,13,14. Curva de Estandarización de DNA 

 
 

Las figuras anteriores muestran los resultados de las pruebas de estandarización 

que se realizaron para determinar la concentración óptima de primers y DNA para 

dicha metodología. 
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Tabla 4. Curva de Primers MY09/11 
 
 

REACTIVO Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 C (-) 
H2O 6  µl 5.6 µl 5.2 µl 4.8 µl 4.4 µl 8 µl 

MgCl2 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 
Primer 1 0.15 µl 0.25 µl 0.2 µl 0.1 µl 0.2 µl 0.15 µl 
Primer 2 0.25 µl 0.15 µl 0.1 µl 0.2 µl 0.2 µl 0.25 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
DNA prob 10ng 10ng 10ng 10ng 10ng --------- 

 
Curva de concentraciones de primer, mediante la cual determinamos la 

concentración ideal para la metodología que  se quiere implementar.  

 

CURVA DE PRIMERS MY09/11 

 
 

Fig. 13. Curva de primers 
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VALORES DEL METODO ESTANDARIZADO DE PCR-TIEMPO REAL 

OLIGOS MY09/11 

REACTIVOS CONTROL (-) CONTROL (+) MUESTRA 
PROBLEMA 

H2O cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

MgCl2 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 

Primer MY09 0.1 µl 0.1 µl 0.1 µl 

PrimerMY11 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 

DNA prob -------------- 200ng 200ng 

 
 
 
OLIGOS GP’S 
 

REACTIVOS CONTROL (-) CONTROL (+) MUESTRA 
PROBLEMA 

H2O cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

MgCl2 1.2 µl 1.2 µl 1.2 µl 

Primer 1 0.3 µl 0.3 µl 0.3 µl 

Primer 2 0.3 µl 0.3 µl 0.3 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 

DNA prob -------------- 200ng 200ng 

 
 
Con la metodología estandarizada y establecidos los valores óptimos para el 

protocolo de detección y tipificación del virus del papiloma humano mediante la 

PCR en tiempo real. Se analizan las muestras problemas, con los valores 

establecidos. 
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DETECCIÓN Y TIPIFICACIÓN DE MUESTRAS PROBLEMA 

 
 

 
Fig. 14. Ejemplo de muestras problemas con oligos MY09/11. 

 
 
 

Ya estandarizado el método y con la obtención de los resultados, se realizó  la 

detección y tipificación con muestras problema, para determinar la presencia de 

HPV y el tipo viral presente. Estas graficas muestran la Tm  de 82 °C para HPV 16 

y algunas de las muestras positivas para dicho tipo viral. Para el tipo viral HPV-18 

se encontró una Tm de 85°C. Utilizando el juego de oligos MY 09/11. 
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1mta 
2mta 
3mta 
4mta 
5Hela 
6HPV16 
7C(-) 

 
Fig. 15. Amplificación de muestras problema con oligos GP+ 

 
 
Se probaron los oligos GP’s  para la detección y tipificación del HPV con las 

muestras problemas (figura 15), donde se observa una Tm especifica para cada 

tipo viral, de 79°C para HPV 16 y de 80°C para HPV 18. Comprobando el 

resultado mediante un gel de agarosa. 

 

De las 86 muestras,  20 fueron positivas para HPV-16 y  8 fueron positivas para 

HPV-18.  Representando así el 23% y el 9.5% respectivamente. 
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X. DISCUSIÓN 

 

 
El cáncer cérvico uterino (CaCu) es un problema de salud pública en países en 

vías de desarrollo. Se diagnostican 500 000 casos nuevos por todo el mundo. 

Se conocen más de 100 tipos de HPV y se sabe actualmente que por lo menos 

70 de ellos pueden infectar la zona anogenital. 

 

 Desafortunadamente, es difícil establecer los métodos de detección o de 

caracterización de infecciones por HPV, así como determinar  cada tipo viral.  

 

Ciertas regiones específicas de HPV se utilizan para construir los 

oligonucleótidos  que pueden amplificar diversos tipos de HPV. Se han 

diseñado diversos oligonucleótidos universales complementarios a la región L1 

de HPV. 

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método altamente 

sensible que ha demostrado  ser una herramienta eficaz y el método más 

sensible para la detección de varios tipos de HPV. Sin embargo, el análisis de 

los productos de PCR es ambiguo.  Los métodos convencionales de análisis de 

los productos de PCR, tales como geles de agarosa y bromuro de étidio 

demuestran bandas múltiples, haciendo difícil la interpretación de los datos. Por 

lo tanto la tarea de diseñar un análisis que detecte e identifique la infección por 

HPV y por el tipo, ha sido indispensable. 32       
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Este estudio se centró básicamente en detectar los tipos virales 16 y 18, 

probando 2 tipos de oligonucleótidos  que son MY09/11 y GP’s, utilizando el 

método de PCR en tiempo real. Realizando el análisis de curvas melting y 

determinando las Tm especificas para cada tipo viral.  

 

Primero se utilizaron los “primers” My09/11, que amplifican la región común L1 

del HPV, estos generan un amplificado de aproximadamente 450pb y tiene 

ciertos inconvenientes como es el no permitir la detección del HPV-35, también 

su sensibilidad esta limitada ya que son primers que no son idénticos a la 

secuencia  o “primers degenerados”. 

 

En algunos casos donde el DNA es de mala calidad y la amplificación con 

dichos primers se ve muy limitada, ya sea por el tamaño de amplificación tan 

grande de los primers o por contaminación, que afecta los resultados por la 

sensibilidad del equipo, dando falsos positivos o curvas-melting inespecíficas.  

 

Por tal motivo se utilizaron otros primers que también están basados en 

amplificar la región común L1 del HPV, como son los GP5+/GP6+, que 

amplifican un fragmento de 150pb. 

 

Con este juego de primers (GP5+/GP6+) observamos una mayor precisión en 

la detección de los tipos virales HPV16/18, mostrando un curvas-melting con 

mayor definición y con un pico de fluorescencia mas alto que los MY, el 

inconveniente de dichos primers es que detectan menos tipos virales de HPV 

en comparación con los  oligos MY. 
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El análisis de las curvas melting obtenidas, nos permitió determinar el tipo viral 

(HPV 16/18) presente en las muestras, ya que cada fragmento de DNA 

amplificado tiene una Tm especifica, haciendo del análisis una herramienta útil 

para la tipificación del HPV. 

 

Con los resultados que obtuvimos se observa que cada juego de primers (GP´s 

y MY) nos proporciona diferentes temperaturas melting (Tm) para cada tipo 

viral (HPV-16/18), esto se debe al diseño de su secuencia y el fragmento de 

DNA que identifica cada oligo. Esta diferencia en las Tm  no indica que no se 

identifiquen los productos específicos. 

 

 Su comportamiento y  las curvas de cada juego de oligonucleotidos, nos da la 

opción de determinar que primers son los más convenientes de usar, para 

disminuir la posibilidad de falsos positivos. 

 

Otra condición de uso es también el número y los tipos virales que identifica 

cada par de oligos. 

 

 

 

Con respecto al equipo de PCR en tiempo real,  es un equipo que con su 

aplicación simplifica el análisis, cuantificación y detección de agentes 

infecciosos como es el caso del HPV, este equipo se ha perfeccionado para la 

aplicación de PCR rápidas, las cuales toman de 30-50 minutos, el análisis de 
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los resultados es sencillo y pueden ser monitoreados durante el proceso de 

reacción. Quizás una desventaja radica en  su relativo costo elevado del 

equipo, en que se tiene que disponer de un área adecuada y de personal 

especializado, ya que su extremada sensibilidad puede plantear problemas de 

contaminación e incluso de interpretación diagnostica equivocada. 

Debido a sus ventajas, la facilidad de empleo y la rapidez, la PCR en tiempo 

real ira reemplazando a la PCR convencional y ampliando el abanico de 

aplicaciones. 

 

Analizando los resultados obtenidos y haciendo una recopilación de las 

condiciones de estandarización obtenidas con cada juego de oligonucleotidos, 

determinamos la metodología y/o el protocolo a seguir para la detección y 

tipificación del HPV (16/18) utilizando la plataforma de PCR tiempo-real.              

(ver anexo 1) 

 

De las 86 muestras,  20 fueron positivas para HPV-16 y  8 fueron positivas para 

HPV-18.  Representando así el 23% y el 9.5% respectivamente. Con ambos 

juegos de oligonucleotidos. 
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XI. CONCLUSIONES 

 

 
Se propone y/o presenta un protocolo (anexo 1) rápido y preciso  basado en 

PCR en tiempo real, que detecta HPV 16/18 a partir de cepillados cervicales y 

que da resultados en no más de una hora. 

 
El desarrollo de nuevos métodos de detección y con los resultados obtenidos 

se demostró que la técnica de amplificación del gen L1 del HPV utilizando los 

oligos GP+ y My09/11 en la plataforma de PCR tiempo-real es un método 

sensible, y rápido para la detección de genotipos de alto riesgo (HPV 16/18). 

Garantizando una prueba de detección de 1 hora. La cual  queda 

implementada en el laboratorio de Oncología  Molécular y podría 

implementarse en la clínica como un método rápido de monitoreo. 

 

Sin embargo, se deben de analizar y tomar en cuenta diversas condiciones  

para decidir, en que momento se usa uno u otro par de oligonucleotidos para la 

detección óptima del HPV o los métodos menos costosos y/o más fáciles. 

 

De las lesiones cervicales estudiadas, 20 / 86 fueron positivas para HPV-16 y  

8/86 resultaron positivas para HPV-18 – con ambos juegos de oligonucleotidos. 

–   Representando así el 23% y el 9.5% respectivamente  (y señalando en 

conjunto que el 32.5% de las lesiones estudiadas están asociadas a virus 

inductores de carcinoma cérvico uterino). 
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XIII. GLOSARIO 

 

DNA  Ácido Desoxirribonucleico 

HLA Human Leukocyte antigens o Antígenos de Histocompatibilidad 

humanos 

HPV  Virus de papiloma humano 

IHQ  Inmunohistoquímica 

MHC Major histocompatibility complex o Sistema mayor de 

histocompatibilidad 

µl  Microlitro 

ng Nanogramos 

PCR  Reacción en cadena de la Polimerasa 

Primer  Oligonucleótido 

pb  Pares de bases 

pRb  Proteína de retinoblastoma 

p21  Proteína de 21 KDaltones o Quinasa p21 
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XV. ANEXOS 

PROTOCOLO DE PCR-TIEMPO REAL 

OLIGOS MY09/11 

1. Limpiar la campana e irradiar con luz UV durante 5 min 

2. Prepara la mezcla de reacción con volumen final de 10 µL 

REACTIVOS CONTROL (-) CONTROL (+) MUESTRA 
PROBLEMA 

H2O cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

MgCl2 1.6 µl 1.6 µl 1.6 µl 

Primer MY09 0.1 µl 0.1 µl 0.1 µl 

PrimerMY11 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 

DNA prob -------------- 200ng 200ng 

 

3. Poner la mezcla de reacción en cada capilar 

4. Tapar el capilar control, para evitar la contaminación  

5. Sacar DNA problema y aplicar a cada capilar 

6. Tapar los capilares 

7. Centrifugar  5-10 seg los capilares 

8. Poner los capilares en el Termociclador de PCR-tiempo real y 

programar el equipo. 
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OLIGOS GP’s 

1. Limpiar la campana e irradiar con luz UV durante 5min 

2. Prepara la mezcla de reacción con volumen final de 10 µL 

REACTIVOS CONTROL (-) CONTROL (+) MUESTRA 
PROBLEMA 

H2O cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

cbp 10µl de 
vol.final 

MgCl2 1.2 µl 1.2 µl 1.2 µl 

Primer 1 0.3 µl 0.3 µl 0.3 µl 

Primer 2 0.3 µl 0.3 µl 0.3 µl 

Mix Syber 1 µl 1 µl 1 µl 

DNA prob -------------- 200ng 200ng 

 

3. Poner la mezcla de reacción en cada capilar 

4. Tapar el capilar control para evitar la contaminación  

5. Sacar DNA problema y aplicar a cada capilar 

6. Tapar los capilares 

7. Centrifugar  5-10 seg los capilares 

8. Poner los capilares en el Termociclador de PCR-tiempo real y 

programar el equipo. 
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CARTA DE ACEPTACIÓN 
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CONSTANCIA 
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CARTEL 

ValidaciValidacióón y Estandarizacin y Estandarizacióón de un protocolo de Deteccin de un protocolo de Deteccióón y tipificacin y tipificacióón del Virus del Papiloma n del Virus del Papiloma 
Humano de Alto riesgo (HPV 16/18) a partir de muestras de lesionHumano de Alto riesgo (HPV 16/18) a partir de muestras de lesiones cervicales mediante el uso de es cervicales mediante el uso de 

la PCR en tiempo real.la PCR en tiempo real.
Perea-Montoya C*, Ruiz-López A*, Zamora-Pérez P*, Solórzano-Barcenas O**, Chi-Rodríguez RM**, Tena-Suck M***, 

Castillo-Medina S****, Silva-Alejandro J*****, Astudillo-de la Vega HΨ*. 
*Unidad de Investigación Médica en Enfermedades Oncológicas (UIMEO). Hospital de Oncología (HO) CMN Siglo XXI. **Departamento de Ginecología y Colposcopía 

Hospital de Gineco-Obstetricia de Tlatelolco del IMSS. ***Departamento de Patología, Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, SSA, ****Laboratorio de 
Histología y Microscopia Electrónica UIMEO, HO, CMN SXXI, IMSS, ***** Departamento de Oncología Médica, Hospital de Oncología, CMN SXXI, IMSS. 

ΨAv. Cuauhtemoc 330 Col. Doctores CP 07420, México, D.F. México.  e-mail: hastud2@aol.com

Antecedentes. Epidemiológicamentese han identificado a las infecciones por 
Virus  del Papiloma Humano (HPV) como el mayor factor de riesgo asociado al 
desarrollo de cáncer de cérvix,  el cual es comúnmente trasmitido por vía sexual. El 
cáncer cervical es la 2ª causa mas frecuente de muertes por cáncer en las mujeres 
de todo el mundo(1). Actualmente se han identificado más de 100 tipos de HPV 
clínicamente. El HPV infecta las membranas epiteliales y mucosas. Son 
clasificados en diferentes tipos dependiendo a homologías en su material genético. 
El método de la PCR punto final es el más comúnmente utilizado para su 
detección.

Objetivos. Desarrollar una metodología rápida, económica y sensible basada 
en la PCR tiempo-real para la detección y tipificación de HPV de alto riesgo a partir 
de biopsias de cepillados cervicales.

Material y Métodos. A partir de muestras clínicas de mujeres con diferentes 
grados de lesiones cervicales (n=100), se extrajo el DNA por el método de 
columnas de silica-gel (www.qiagen.com), se cuantificó el DNA por 
espectrofotometría y se diseñó un protocolo utilizando los oligos GP+ y MY09/11 
(2,3) para PCR en tiempo real. 
Se utilizó el sistema de amplificación de PCR en tiempo real de la marca 
LightCycler (ROCHE) para amplificar en capilares de policarbonato. Se purificó
DNA de líneas celulares infectadas con HPV conocidos como HeLa y Caski para 
obtener material de referencia para la amplificación del gen L1 del HPV. Se 
muestran las condiciones de amplificación logradas para dicha amplificación:

Primers Lenght GC(%)     Tm(°C)

GP5+          GATCCAGAAGGTACCGACGGGAGG 24                  47.3         48
GP6+          CCACTTCAGTAAGCAAACAATC 20                  50.0         44
GenBank Accession # 74479

MY09          CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC 20
MY11          GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 20

Mezcla de Reacción Volumen [uL]      [Final]

10X 35.5mM MgCl2 reaction buffer 1                            3.5mM
dNTPs 1                            2mM
GP5+ o MY09 (primer forward) 0.1                         0.25uM
GP6+ ó MY11 (primer reverse) 0.1                         0.25uM

DNA control positivo (plásmido) 1                    1-10ng
DNA problema 1                    50-250ng
Agua Ajustar a volumen final de 10uL

Programa de Amplificación

Ciclos  60 (GP+) y 75 (MY)

Segmento 1                Segmento 2                Segmento 3

Target Temperature [°C] 95                                40(GP+) ó 47(MY)      72
Incubation Time [s] 10                                5 10
Temperature transition rate 20                                20 20 
[°C/s]

Curva de Disociación

Ciclos 1

Segmento 1                 Segmento 2              Segmento 3

Target Temperature [°C] 95                                 50(GP+) ó 42(MY)    95
Incubation Time [s] 0                                   15 0
Temperature transition rate 20                                 20 0.1 
[°C/s]

Resultados. Se analizaron 100 muestras de cepillados cervicales, se 
emplearon como controles positivos: un vector plasmídico con el genoma del 
HPV16 y el DNA de la línea celular Caski y HeLa como control positivo para 
HPV16 y 18. Los resultados mostraron una alta eficiencia para la genotipificación
de las muestras HPV positivas para los tipos 16/18 (Figura A y B). Los picos 
“melting” obtenidos para la genotipificación del HPV 16 y 18 fueron reproducibles 
especialmente con el uso de los oligos GP+ (Figuras E, F, G, H e I). No se 
demostró una eficiente amplificación con el uso de los oligos MY09/11 para el 
genotipaje del HPV (Figura C y D). Las secuencias de los fragmentos de 
amplificación para los genotipos virales 16 y 18 fueron evaluados por el programa 
de análisis de amplimeros TM Utility v1.5. El análisis de los amplificados determinó
un valor de Tm (°C) específico para cada tipo viral, incluyendo los otros tipos 
virales que pueden amplificar ambos juegos de primers (MY y GP+).   

Conclusiones. Con los resultados obtenidos se demostró que la técnica de 
amplificación del gen L1 del HPV utilizando los oligos GP+ y MY09/11 en la 
plataforma de PCR tiempo-real  es un método sensible, económico y muy rápido 
para la detección de los genotipos de alto riesgo (HPV 16/18). Los resultados 
indican que la mejor amplificación se obtiene amplificando con los oligos GP+
(como se demuestra en las figuras E, F, G, H e I). Este método garantiza una 
prueba de detección de 1 hora para la genotipificación de los HPV de alto riesgo 
(16/18), la cual podría implementarse en la clínica como un método rápido de 
monitoreo (Figura J). 
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