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RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano (HPV) es el agente causal del cancer endocervical en mujeres
sexualmente activas. El objetivo de este trabajo consistié en la detecciéon de genotipos de alto y
bajo riesgo del HPV circulantes en la comunidad.

Para ésto se procesaron 522 muestras endocervicales de mujeres sin sintomatologia, no
embarazadas, no histerectomizadas, a las cuales se les realizé la extraccion de acidos nucleicos,
amplificaciéon simultanea (multiplex) por PCR para 24 genotipos de HPV, seguido de un
microarray para la determinacion del/los genotipo/s.

El 14% de las muestras resultaron positivas para HPV, de las cuales el 20% correspondieron al
genotipo 16, seguido por los genotipos de alto riesgo 51, 53 y 56 pertenecientes a las especies 5
(para el primero) y 6 (para los dos ultimos). Estas especies se encuentran filogenéticamente
distantes de la especie 9 (genotipos 16, 31, 33, 35) y la especie 7 (18, 39, 45, 59, 70). Dentro de
los genotipos de bajo riesgo los mas frecuentes resultaron el 42, 44 y 45. La mayoria de las
pacientes (80%) presenta un solo genotipo pero las restantes mostraron de 2 a 4 genotipos de
HPV concomitantes.

La amplificacidon genérica de secuencias de HPV por PCR en las muestras negativas mostré que
una de ellas presentaba HPV genotipo 81, no incuido en el ensayo anterior. Esta cepa pertenece a
la especie 3 (genotipos 61, 72, 83, 89), raramente relacionadas al cancer de cuello uterino.

Existe una diferencia significativa en la proporcion de las cepas que circulan en la comunidad y las
que se encuentran en los canceres de cuello uterino, dando cuenta de la mejor adaptacién de las
cepas 16, 18, 45 y 33 para lograr la persistencia de la infeccion.

Se cumplieron con todos los objetivos planteados en esta pasantia.
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1. INTRODUCCION
1.1  Importancia

El Cancer de Cuello uterino (CCU) es la tercera neoplasia mas frecuente para las mujeres
uruguayas (1). La tendencia de mortalidad ajustada por la edad muestra una leve tendencia
ascendente en el periodo 1988 a 2006 (2). El Virus del Papiloma Humano (HPV) es la causa del
CCU en casi el 100% de los casos. 340 mujeres uruguayas son diagnosticadas con CCU cada afio y
133 mueren por esta causa prevenible. El cientifico aleman Harald Zur Hausen recibié el Premio
Nobel de Medicina del ano 2008 por probar esta asociacién lesional, siendo el primer cancer
causado practicamente en un 100% de los casos por un virus. La infeccion por el HPV es
altamente prevalente, de modo tal que un 70% de las personas sexualmente activas sufriran una o
varias infecciones por este agente (3). La infeccién genital por el HPV es la enfermedad de
transmision sexual mas frecuente y la ausencia de sintomatologia en muchos casos favorece su
dispersion en la comunidad. En los menores de 30 afios la infeccion asintomatica por HPV es la
regla y no la excepcién por lo que no se estudia en este rango etario.

El comportamiento sexual es el factor de predicciéon mas constante en la adquisicion de la
infeccion y el numero de parejas sexuales se relaciona proporcionalmente con el riesgo de tener
una infecciéon por el HPV (4). Aproximadamente el 70% de las mujeres con infecciones por el
HPV resuelven la infeccién en un afio y hasta el 91% de ellas la resuelven a los dos afios (5-6). Las
infecciones por el HPV 16 tienden a persistir mas tiempo que las infecciones por otros tipos de
HPV, pero en su mayoria son indetectables a los 2 afios (7). El desarrollo gradual de una respuesta
inmunitaria eficaz es el mecanismo mas probable para el aclaramiento del ADN del HPV (8).

El HPV no es un virus nuevo. La asociacion de verrugas humanas con agentes virales (HPV) fue
descripta por primera vez en 1907, y el primer papiloma virus fue aislado en conejos e
identificado por Richard Shoppe en 1983 (9).

1.2 Estructura del Virus del Papiloma Humano (HPV).

El HPV (Figura 1) pertenece a la Familia Papillomaviridae, no presenta envuelta y su genoma es
una hebra doble de ADN circular de 8 kb. Los HPV replican y ensamblan su ADN a nivel nuclear.
Infectan la lamina basal de los queratinocitos de un epitelio estratificado escamoso. La expresion
y replicacion génica del virus se encuentra regulada por la diferenciacion del queratinocito.
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Figura 1. A) Representacion del HPV. B) Micrografia electrénica del HPV.

Aunque éste mecanismo aun no se conoce detalladamente, existe un comun acuerdo que la
expresion génica conduce a la expresidon de seis proteinas reguladoras no estructurales desde
una region temprana del genoma viral. A su vez, desde una regidn tardia del genoma se expresan
dos proteinas estructurales de la capside del virus.

Para la replicacién correcta y eficaz (especialmente para la sintesis de proteinas y ensamblaje del
virion) el HPV requiere células epiteliales escamosas bien diferenciadas (un epitelio escamoso
poliestratificado maduro), con algunas excepciones. El genoma esta presente en las células de la
capa basal. Los distintos tipos virales tienen tropismo especifico de especie y tipo celular. No
pueden ser cultivados in vitro bajo condiciones estandar, y necesitan complejos requerimientos
(10).

Los genes que codifican proteinas se localizan en una de las dos cadenas, s6lo en una hay
transcripcién. El genoma viral puede dividirse en tres zonas: a) Regidn early, con varios genes
(E)es codificada en la etapa temprana de la infeccion, representa el 45 % del genoma y
corresponde a los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Estos genes codifican para proteinas no
estructurales cuya funcién es controlar la replicacién del ADN e inducir la transformacién maligna
de la célula huésped, este segmento produce proteinas que intervienen en la maduracion de las
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Tabla 1. Regiones codificantes del genoma de HPV.

Funciones principales de los genes

E1 | Modulador de fa replicacion del ADN
E2 | Regulacidn de la transcripcidn viral

E3 | Desconocida
E4 | Disnmpeidn de i ciinquerating an las calulas escamosas

ES Ligada a la ransformacion celular y los
receptores de factores de crecimiento

E6 | Proliferacion y transformacion celular, bgada a p53

Proliferacian y transformacion celular, activacion
de la transcripcion, ligada al gen Rb

L1 | Mantenimiento de las proteinas de la capside mayor
L2 | Manteniméento de las proteinas de la cdpside menor

E7

Figura 2. Genoma del HPV.

particulas virales y se cree que inicia los cambios coilociticos en las células epiteliales. b) Regiéon
late: corresponde a genes L (L1 y L2), que codifican las proteinas de la capside viral en etapas
tardias del ciclo de replicacion del virus y corresponde al 40 % del genoma. La regién L1 se utiliza
para la tipificaciéon viral. ¢) LCR (long control region o URR), no contiene genes, pero si
importantes elementos de regulacién transcripcionales y replicacionales y donde se localizan los
promotores que inician la replicacién, corresponde al 15 % del genoma viral (Figura 2, Tabla 1)
(10,11,12).

1.3 Ciclo vital del HPV

El ciclo vital del HPV estd estrechamente ligado al crecimiento y diferenciaciéon de las células
epiteliales hospederas. La iniciacién de su ciclo productivo se da en las células poco diferenciadas
de las capas basales del epitelio, dando inicio a la transcripcién de sus genes.

El HPV alcanza las células de los estratos bajos del epitelio a través de lesiones, micro-heridas y
desgastes del tejido (13). El virus se une a su célula blanco a través de un receptor de membrana,
la molécula a6-Integrina. Una vez ocurrida la infeccion el virus se establece dentro del nucleo de
las células basales. E1 DNA viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los
cromosomas del hospedero, replicindose a niveles muy bajos en coordinacién con la division
celular.



Tesina de grado Octubre 2013

Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato espinoso
del epitelio, la replicacién viral se estimula, produciendo la acumulacién de viriones dentro del
nucleo. El analisis de las moléculas de ARN mensajero viral durante las diferentes etapas de
diferenciacion de las células infectadas demuestra que la expresion de los genes tempranos
ocurre a lo largo de todos los estratos epiteliales, sin embargo la expresion de los genes tardios se
observa uUnicamente en los queratinocitos totalmente diferenciados de los estratos mas
superficiales, donde también ocurre el ensamblado de las capsidas virales que dan lugar a la
formacion de viriones (14).

Su genoma se mantiene dentro del ntcleo de las células infectadas, ya que no cuenta con la
actividad ADN polimerasa encargada de la replicacion del genoma viral, por lo que requiere de la
magquinaria de replicacién del hospedero para la perpetuacion de la infeccién. Esto permite que el
ciclo de vida viral sea controlado por diferenciacién celular del hospedero (15). La etapa tardia
del ciclo ocurre en las capas superiores del epitelio donde los viriones son liberados desde la capa
cornificada, cerrdndose de esta manera el ciclo en cuestiéon (15).

El sistema inmune combate la infeccion pero en algunas pacientes la infeccidon sera persistente
causando primero lesiones precancerosas y luego cancer (16-17). De las 200.000 mujeres que se
estima que estén infectadas en nuestro pais en este momento, unas 45.000 desarrollaran lesiones
de bajo grado (20%) y unas 6800 tendra lesiones de alto grado (3%).

Por otro lado se desconoce si las infecciones persistentes por el HPV se caracterizan por una
deteccion continua del virus, o por un estado de latencia viral durante el cual el virus no se
detecta, para luego reaparecer mas tarde (18). No existe auin evidencia de competencia entre los
tipos de HPV, pero frecuentemente muestran un riesgo aumentado de adquisicién de nuevos tipos
de HPV las pacientes ya infectadas, comparadas con aquellas que habian sido HPV-negativas (19).

Se ha planteado que hay especificidad de los tipos virales por las diferentes partes del cuello
uterino, lo que podria contribuir a las diferencias en el potencial carcinogénico, asi como también
hay diferente distribucién de los tipos virales en diferentes regiones del mundo (20).

1.4  Factores de riesgo

Los factores de riesgo principales para la adquisicién de la infecciéon por HPV estan vinculados al
comportamiento sexual. A partir de la infeccion, existen otros condicionantes que posibilitaran el
desarrollo del cancer de cérvix como la actividad sexual temprana, el embarazo adolescente, el
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tabaquismo, el uso de anticonceptivos orales, el tener multiples parejas sexuales, la
inmunosupresidn, las terapias de reemplazo hormonal y otros varios factores desconocidos (11).

1.5 Taxonomia y clasificacién

Los Papillomavirus estan formados por un genoma DNA doble hebra que evoluciona muy
lentamente. Si analizamos el arbol filogenético de todos los genomas conocidos de Papilomavirus
(humanos y animales), nos recuerda la evolucién de sus hospederos. El HPV pertenece al género
Alpha-papillomavirus de la familia Papillomaviridae. Los géneros de esta familia se diferencian en
el 40-50% de su secuencia nucleotidica. El género Alpha-papillomavirus esta formado por 15
especies, que provocan infecciones genitales (Figura 7). Las especies presentan una diversidad en
su secuencia nucleotidica del 30-40%. Las especies 7 y 9 retnen los tipos de HPV que con mayor
frecuencia se asocian a los canceres de cuello uterino. Cada tipo de HPV se diferencia al menos un
10% de los otros HPV. La especie 9 estd formada por los tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58 y 67 y la
especie 7 esta formada por los tipos 18, 39, 45, 59, 68 y 70. (21). Dado que no se ha detectado
recombinacién en estos virus, no es necesaria la secuencia completa de su genoma para
establecer el genotipo (21) sino que una secuencia parcial del mismo (gen L1, E2, etc.) pueden
brindar la misma informacion.

En base a su asociacién con cancer de cuello uterino, los tipos de HPV pueden clasificarse en: de
alto riesgo (como HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 56) y de bajo riego (como HPV 6, 11). Los de bajo
riesgo se asocian fundamentalmente a la presencia de condilomas acuminados y verrugas. Cepas
oncogénicas del HPV se han detectado en el 95% de los canceres de cuello uterino por lo que la
deteccién de una infeccién endocervical por estas cepas implica un riesgo mayor de padecer un
CCU en los afios siguientes. Sin embargo, la infeccion viral precede en afios al CCU lo cual brinda
una ventaja significativa para la prevencion de este cancer. Los genotipos 16 y 18 son los mas
agresivos pero también existen otros genotipos como el 31 y 33 que se han relacionado
fuertemente con el CCU en nuestro pais (4, 40) y los genotipos 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59 y 68 que
han sido relacionados con CCU por autores de otros paises.

1.6  Patogenia

La persistencia de la infeccién provoca la apariciéon de lesiones de cuello precancerosas que
pueden progresar a cancer. Los determinantes conocidos de la progresién neoplasica son el tipo

6
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viral, la persistencia de la infeccién en examenes repetidos y probablemente la carga viral por
unidad celular. Ademas, si bien la infeccién persistente por los HPV de alto riesgo oncogénico es
el primer requisito para la carcinoénesis cervical, otros factores pueden modular o ser
responsables de la persistencia y de la progresion neoplasica.

En las lesiones invasoras, el ADN viral estd frecuentemente integrado en los cromosomas de

células neoplasicas, a diferencia de las lesiones intraepiteliales de bajo grado (cambios por HPV y
displasia leve), en las que se encuentra a menudo en forma de episoma extracromosdémico.
Excepcionalmente, puede ocurrir en la vecindad de oncogenes conocidos, lo que puede derivar en
una rapida activacion del proceso oncogénico.

El lugar por donde se rompe la estructura circular del genoma virico para que éste pueda
insertarse en el cromosoma huésped es constante. Se ha observado que la disrupcion tiene lugar
anivel de E1 y E2, lo que alterara su expresion y funcion. E2 codifica en HPV 16 y 18 una proteina
que actia a nivel del promotor localizado en LCR, regulando en sentido represor la actividad
transcriptora de E6 y E7, genes que a su vez codifican proteinas (pE6, pE7) que tienen que ver con
la proliferacion continuada de las células en el cancer de cuello de Utero y lesiones displasicas. Se
sabe que es necesaria la expresion continuada de E6/E7 (principalmente en HPV 16 y 18) para la
inmortalizacién-proliferacién celular. La disrupcién a nivel de E1/E2 implica que dejara de
producirse la regulaciéon negativa sobre E6/E7, lo que conduce a la sobreexpresion continua de
E6/E7, favoreciendo primero la proliferacion y despues, la transformacion neoplasica (12, 14).

E4 se expresa en una infeccion y se asocia con el colapso de los filamentos de citoqueratina. E5,
E6 y E7 son oncogenes virales y su expresion induce la inmortializaciéon y transformacién de la
célula. Particularmente E6 y E7 interactuan sobre distintas proteinas celulares reguladoras: de las
que p53 y pRB (producto del gen supresor del tumor retinoblastoma) son las mas conocidas y
estudiadas. Algunas oncoproteinas virales de otros virus oncogénicos conocidos interactiian de
manera similar sobre éstas mismas proteinas. Las proteinas E1 y E2 actian a éste nivel,
impidiendo su activacion. La funciéon de E1 es menos conocida, pero parece ser similar a E2.
E6/E7 permanecen con frecuencia sin sobreexpresarse en HPV de bajo riesgo, en los que a
menudo el cromosoma se encuentra en forma circular, no insertado en el genoma huésped.
Ademas las proteinas transformadoras pE6/pE7 codificadas por tipos de HPV de bajo riesgo son
funcionalmente menos activas que las codificadas por HPV 16y 18 (12, 22, 23).

1.7 Vacunas

Hasta el momento se han desarrollado dos vacunas profilacticas usando tecnologia recombinante.
Gardasil, es una vacuna cuadrivalente que actia sobre dos de los genotipos de HPV
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carcinogénicos que son el 16 y el 18 y sobre dos tipos responsables de mas de 90% de las
verrugas anogenitales (HPV6 y HPV11), y Cervarix, una vacuna bivalente que previene la
infeccién solo sobre HPV16 y 18 (11). A su vez, ambas vacunas parecen tener eficacia parcial
contra la infeccién causada por HPVs tipo 31 y 45, los cuales estan genéticamente relacionados a
los tipo 16 y 18. Ninguna de estas vacunas contiene producto biolégico viable o ADN viral, por eso
es que no son infecciosas. Estas vacunas estan designadas sélo para uso profilactico, no erradican
una infeccion por HPV preexistente ni tratan enfermedad relacionada (11, 24, 25).

1.8 Deteccién de la infecciéon por HPV

La deteccion de la infeccion por HPV puede hacerse mediante técnicas que buscan revelar
lesiones provocadas por el virus o la deteccion directa de proteinas o dcidos nucleicos virales.

1.8.1 Deteccidn de lesiones virales.

Se puede realizar por la exploracion ginecolégica observando lesiones o anormalidades que
pueden ser asociadas a la infeccidon productiva del HPV. Estas se realizan fudamentalmente con el
Test de Papanicolaou como pueba de tamizaje poblacional, seguida de la colposcopia con o si
biopsia.

Test de Papanicolaou: es util para la deteccidon de cambios cancerosos y precancerosos del cuello
uterino. Fue desarrollada en la década de los 40 por el Dr. George Papanicolaou. Desde su
introduccidn la probabilidad de que las mujeres mueran por cancer cervical ha disminuido en un
75 %. A pesar de que es una prueba para la deteccidon de cancer cervical, se pueden detectar otras
patologias. Antes de que se desarrolle el cancer, existen diferentes estadios de células anormales
llamados displasia o neoplasia intraepitelial (CIN). Los cambios CIN llevan varios afios para
desarrollarse por lo que el Papanicolaou es muy efectivo en su deteccion (26).

De acuerdo al diagnoéstico citolégico las muestras pueden ser agrupadas en siete categorias: 1)
cuando no posee particularidades, 2) células escamosas atipicas de significado incierto (ASCUS),
3) lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL), 4) células escamosas atipicas
sugestivas de HSIL (ASCH), 5) lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL), 6) células
glandulares atipicas de significado indeterminado (AGUS) y 7) carcinoma de células escamosas
(SCOy)(27).

Las lesiones de tipo HSIL son objeto de screening, debido a que mas de un tercio de éstas
progresara a cancer invasivo de cérvix dentro de 10-20 afos (16).
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Colposcopia: Se considera la técnica mas sensible para la deteccion de enfermedad cérvico
uterina preinvasiva e invasiva. La infeccidn por el HPV afecta el epitelio metaplasico de la zona de
transformacion y el epitelio escamoso original del ectocérvix. El epitelio infectado aparece en la
imagen colposcopica como areas blancas brillantes, de superficie irregular y patrén vascular no
caracteristico.

Las infecciones producidas por el HPV 6 y 11 (de bajo riego) se observan como lesiones blancas,
con bordes bien definidos, mientras que los tipos 16, 18, 31, 33 y 45 (de alto riesgo) aparecen
como lesiones de color gris - blancas, con bordes difusos y puntuacién gruesa, la mayoria de las
lesiones muestran caracteristicas comunes y puede ser dificil distinguirlas por colposcopia (28).
Durante la exploracién sistematica, se utiliza una cdmara especial para tomar una imagen del
cuello después de aplicar acido acético al 3 6 5 %. Por lo general, se toman dos imagenes a color y
a cada una se asigna un nimero para identificacién adecuada. Después del revelado, la imagen se
proyecta y un experto colposcopista la lee. Las lesiones clasificadas como atipicas dentro de la
zona de transformacion son compatibles con neoplasia intraepitelial cérvico uterina demostrada
histolégicamente en 30 % de los casos (29).

1.8.2 Deteccion de proteinas o acidos nucleicos virales

Deteccién de proteinas

Los antigenos del HPV se encuentran en el nucleo de los coilocitos y disqueratocitos. Estos
antigenos pueden ser demostrados en frotes y secciones de tejido por la técnica de
inmunoperoxidasa (ELISA), usando un antisuero de reaccion cruzada preparado con viriones del
HPV obtenidos de verrugas plantares, agregandoles a estos ultimos dodecil sulfato de sodio para
romperlos. Una reaccion positiva resulta en una coloracion café-oro oscuro del nucleo de la célula
infectada. Aunque una reaccién de inmunoperoxidasa positiva indica la presencia del HPV, una
negativa no descarta la infeccién, ya que la produccién de antigenos puede ser encontrada en un
50 por ciento de los casos. No todos los coilocitos contienen particulas virales del HPV. Con la
técnica de inmunoperoxidasa se incrementa la deteccion pero ésta no excede el 50 por ciento.
Tanto la técnica de inmunoperoxidasa como la microscopia electréonica necesitan viriones
completos, incluyendo su cubierta proteica para demostrar la presencia del HPV. Ha sido
demostrado que soélo las células escamosas maduras permiten la replicacién completa de los
viriones. En las células no permisivas el ADN viral se halla en el ntcleo, en un filamento circular
libre (episoma) o integrado dentro del ADN de la célula huésped y no puede demostrarse ni por
inmunoperoxidasa ni por microscopia electrénica (14).

Las proteinas del HPV recombinantes y los péptidos sintéticos derivados de regiones seroactivas
de las proteinas individuales se utilizaron como antigenos en ELISA y técnica de Western. Estos
andlisis se basan en la inmovilizacién del antigeno (en una membrana o en la superficie de
plastico de un recipiente de microtitulaciéon) que después se expone a los anticuerpos. La unién se
detecta utilizando un segundo anticuerpo que esta marcado de manera especifica (una enzima) y



Tesina de grado Octubre 2013

por tanto puede detectarse facilmente. Se ha comunicado un maximo de 27 seropositividad de
anticuerpos secretores IgA contra el HPV, en mujeres con citologia normal de 25 a 32 afios de
edad. Los anticuerpos parecen declinar después de la desaparicion de las verrugas y reaparecen y
persisten durante mas tiempo en mujeres que en varones (14).

Deteccion de acidos nucleicos

a. Southern blot: es la mas sensible y especifica de estas técnicas, se generan fragmentos de ADN
por digestion con enzimas de restriccion separandose por electroforésis en gel, siendo
transferidos a un filtro inerte. De acuerdo al tamafio del fragmento de ADN se reconoce el HPV
especifico siguiendo la hibridizacién con sondas marcadas radioactivamente o con enzimas (28).
b. Dot blot: el ADN es inmovilizado sobre un soporte inerte, su principal desventaja es que se
analiza el total de ADN y no los fragmentos como en la técnica de Southern blot, por lo que no se
puede hacer distincion entre la hibridizacién cruzada de la prueba a otros acidos nucleicos
presentes en la muestra (28).

c. Hibridizacién in situ en filtro: se puede hacer sobre un soporte inerte, como un filtro de
nitrocelulosa, a excepcién de las células enteras obtenidas por raspado de cérvix que deben ser
inmovilizadas en el filtro en lugar de usar ADN total, en este método la sonda de ADN es acoplada
a un radioisétopo y detectada por autoradiografia (28).

d. Hibridizacién in situ en tejido embebido en parafina: es el método de eleccion cuando la
morfologia tisular debe correlacionarse con la presencia del virus, ademas es el inico método
aplicable a estudios retrospectivos en tejido embebido en parafina. Es mas sensible en lesiones en
las que pocas células pueden contener gran cantidad de ADN, que cualquier otro método que
promedia la cantidad de ADN encontrado en un tejido. Es util y aplicable cuando la muestra es
pequefia, ademas puede utilizarse 28 para detectar ARN mensajero. La desventaja que posee es
que es menos sensible que el Southern blot (29).

Aqui se mencionan algunos de los métodos mas reconocidos para la deteccion de acidos nucleicos
de HPV.

e) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): consiste en extraer el ADN viral. Se utilizan los
cebadores de HPV MY09 y MY11, los cuales se amplifican por PCR. Posteriormente, los filtros se
hibridizan con sondas de ADN - HPV marcados para la deteccién de genotipos especificos (11, 16,
30).

f)Captura Hibrida: En esta técnica se utilizan sondas de RNA capaces de detectar varios tipos de
HPV. Cuando la muestra presenta infecciéon virica se produce un hibrido RNA-DNA que es
capturado por un anticuerpo especifico contra hibridos y detectado mediante una reaccién tipo
ELISA por quimioluminiscencia y que proporciona incluso informacién sobre la cantidad de DNA
viral presente en la muestra, que parece tener relacién con la presencia de lesiones de alto grado.
La técnica dispone de dos sondas, una para virus de bajo riesgo y otra para virus de alto riesgo
(3D).
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g) Arrays: es un método muy utilizado actualmente, en el cual se hibrida el producto de PCR sobre
la superficie de un chip que se encuentra unido a una lamina de vidrio. Cada chip contiene sitios
de union a sondas especificas. Actalemente el test comercial Pappilocheck de Greiner Bio-one es
catalogado como el método que provee mayor proporcion de resultados validos (31,32)

h) Linear Array: es un método cualitativo que identifica genotipos de HPV en citologia liquida,

destinado a infecciones persistentes. El test consiste en cuatro fases: preparacion de la muestra,
amplificacién en la PCR, hibridacién del producto con sondas especificas y revelado colorimétrico
del amplificado (32).

2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo propuesto

El objetivo de estudio fue realizar la deteccion de genotipos de HPV en muestras endocervicales
de mujeres uruguayas sin sintomatologia.

2.2 Objetivos formativos para la estudiante

La estudiante obtuvo experiencia en las técnicas propuestas, determiné la prevalencia de 18
genotipos oncogénicos y 6 de bajo riesgo de HPV que circulan en la comunidad, determiné el
porcentaje correspondiente a los genotipos 16, 18, 6 y 11 en la etapa prevacunal, pudo detectar
un genotipo circulante fuera de los 24 genotipos detectados en la rutina asistencial y determiné
su relacion filogenética con cepas circulantes mas prevalentes.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Coleccion de la muestra

Se procesaron 522 muestras del proyecto “Investigacion del Virus del Papiloma Humano en el
diagnostico precoz y su aplicacion en el Programa Nacional de Prevencion de Cancer de Cuello de
Utero” que se desarrolla en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Hospitalario Pereira
Rossell. Las muestras se obtuvieron en 9 policlinicas de la Red de Atencién Primaria de ASSE y se
enviaron para su analisis con el consentimiento correspondiente. Se realiz6 una toma
endocervical con hisopo y se concervo en medio de transporte viral. Los criterios de inclusion
fueron: mujeres mayores de 30 afios, no embarazadas, no histerectomizadas sin sintomatologia.

11



Tesina de grado Octubre 2013

3.2 Extraccion de ADN

El ADN fue extraido mediante kit comercial (O-Check® DNA Extraction Kit, Greiner Bio-One),
amplificado y analizado usando el método de microarrays (PapilloCheck® Greiner Bio-One),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

A un tubo estéril de 1,5 mL conteniendo 20uL de proteinasa K se le agregan 250uL. de muestra y
se le mezclan 82,4 uL de RNA Carrier diluido en buffer de lisis. Se vortea brevemente y se incuba
al menos 30 minutos a 56°C. Tras sucesivos agregados de agentes lisantes, retencion del material
de interés sobre membrana y varios lavados para eliminar las impurezas, 100uL de eluido de ADN
son recuperados y almacenados a -20°C.

3.3  Ensayo de microarrays para tipificacién de HPV (PapilloCheck®)

Papillocheck es un kit de diagnoéstico, usado para la deteccion y genotipificacion de un fragmento
del gen E1 de HPV. Esto permite determinar 24 tipos de papilomavirus en preparaciones de ADN
extraidos de muestras cervicales. HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82, de los cuales 18 son oncogénicos y 6 no oncogénicos. Los pasos
envolucrados en el procedimiento se muestran en la Figura 3.

Luego de la extracciéon del DNA genémico humano y viral de un especimen cervical, un fragmento
de 350 pb del gen viral E1 es amplificado por PCR en presencia de un set de primers especificos.
Brevemente, se alicuotan 21puL de mix para cada reaccion de PCR en un tubo de 200 pL, el cual
contiene PCR MasterMix, HotStarTag® Polimerasa (Qiagen) y Uracilo-N-Glicosilasa (Fermentas).
Se adiciona 5 pL de extracto de ADN para cada reacciéon de PCR. El MasterMix utilizado para la
PCR contiene deoxiuridilatos (dUTPs) los cuales son incorporados para la amplificacién durante
la PCR, dejando a los productos de PCR susceptibles a la degradacion por UNG. Esta cliva los
productos de PCR en sitios donde ha sido incorporado un residuo de dUTP, entonces los
productos de PCR clivados no seran amplificados en una reaccién subsecuente por lo que se hace
un tratamiento con UNG para eliminar posibles contaminaciones de reacciones previas de PCR.

El programa de ciclos de amplificacion involucra uno a 37°C 20 minutos, otro igual a 95°C, luego
40 ciclos a 95, 55y 72°C, 30, 25 y 45 segundos, respectivamente, finaliza con 15 ciclos a 95y 72°C
durante 30 y 45 segundos y se mantiene a 23°C.
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Figura 3. Esquema de los pasos que componen la deteccién y tipificacién por Papillocheck. Se
realiza una extracciéon de los acidos nucleicos, seguida de una amplificacién por PCR de 24
genotipos y controles de la reaccion. Luego se desnaturalizan las dobles cadenas de DNA del
producto de PCR y se hibridan con sondas especificas de tipo en un array y se realiza la lectura en
un lector de arrays.

Los productos de PCR son luego hibridados con sondas especificas de ADN sobre chips. Cada chip
contiene 12 microarreglos de DNA, permitiendo el andlisis de 12 muestras cervicales en
simultaneo. Durante la hibridacién, el DNA unido esta marcado fluorescentemente y el no unido
se remueve en los subsecuentes lavados. La eficiencia de hibridaciéon es monitoreada a través de
un control de hibridacion.
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Finalmente, el chip Papillocheck es automaticamente escaneado, analizado y evaluado usando un
CheckScanner y el software CheckReport respectivamente.

El CheckScanner es un scanner con dos colores de laser (longitudes de onda de excitacién de 532
nm y 635nm), los cuales permiten la deteccidn de la sefial de fluorescencia por la presencia de los
productos amplificados especificos de HPV asi como tambien de los controles. El software
CheckReport permite la visualizacion, analisis y evaluacién de los resultados y muestra
automaticamente los valores correspondientes de los HHPVs detectados y los respectivos
controles, brindando un reporte detallado.

El reporte indica claramente la presencia o ausencia de uno o mas de los 24 tipos de HPV
detectables asi como tambien la presencia de los controles. Para el control de rendimiento del
ensayo (muestra y control de PCR), se usa el laser rojo (635nm), mientras que para controlar
calidad de hibridacién (controles de hibridacion, de orientaciéon y de impresion) se usa el laser
verde (532 nm) (Figura 4).

Control de muestra.

En caso de que la amplificacion de ADAT 1 no ocurra o sea insuficiente, el Software
CheckReport™ indicara que el control de muestra fallé y que el anélisis debe ser repetido.

Control de PCR.

PapilloCheck® también monitorea la calidad de la reacciéon de PCR. La amplificacién de un
control interno presente en el PCR MasterMix del PapilloCheck® genera una sefial en el sitio de
control de PCR en el chip. Si el rendimiento de la PCR es por debajo del necesario el Software
CheckReport™ lo indicara y el andlisis debera ser repetido.

Control de Hibridacion

PapilloCheck® monitorea la eficiencia de la hibridacién a través del uso de una sonda marcada
fluorescente en el buffer de hibridacién PapilloCheck®, la cual hibrida con una secuencia
especifica en el chip. Si la eficiencia de hibridacién fue adecuada, aparece una sefial en el sitio de
control de hibridaciéon en el chip, lo cual serd indicado por el Software CheckReport™.
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Figura 4: Diseno del chip de PapilloCheck®.a) Figura esquematica del chip de PapilloCheck®. b) y
c) imagenes brindadas por el CheckReport™ Software para las dos longitudes de onda de
excitacion usadas. (b) canal rojo: 635 nm; c) cana verde: 532nm). Los controles estan indicados.

Control de Orientacién y de Impresién

Las sefales de fluorescencia generada en los sitios de éstos controles es independiente de la
eficiencia del proceso de hibridacién. Estos sitios son usados por el Software CheckReport™
como guia, lo cual es un requisito para el analisis adecuado de las sefiales. Ademas, la calidad del
proceso de impresidon es monitoreado por la presencia de una sefal de fluorescencia verde en su
sitio correspondiente en el chip.
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3.4  Amplificaciéon genérica de HPV por PCR

Todas las muestras de pacientes HPV negativas se sometieron a amplificaciéon por PCR genérica
para analizar la posible presencia de genotipos diferentes de HPV de los estudiados. Cada
reaccion se preparo de la siguiente forma: 34 pL de agua, 5 uL de buffer, 3 uL. de MgCI2 (50mM), 1
uL de dNTPs (10mM), 0,4 pL de Taq Polimerasa (5U/ul), 1 uL de de los primers genéricos para
Papillomavirus MY09 y MY11 (10pM) (33) y 5 uL de ADN extraido por oCheck® DNA Extraction
Kit, Greiner Bio-One. El programa de amplificacion fue: 15 minutos a 95°C, 42 ciclos a 95°C, 50°C
y 72°C, 1 minuto, 1 minuto y 2 minutos, respectivamente, seguido de un ciclo a 72°C durante 10
minutos y finaliza manteniendo la temperatura a 23°C.

La presencia del producto de PCR fue confirmado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
en buffer TAE a 145 Volts durante 35 minutos. El prducto de PCR esperado es de 450 pares de
bses.

Toda muestra que al ser visualizada mediante luz UV en el documentador de geles (BioRad)
revelara la presencia de una tnica banda, clara y sin interferentes a la altura del control positivo
se envid a secuenciar (Macrogen- Corea) con el fin de genotipificar las cepas.

3.5  Genotipificacién y filogenia

Se analizaron los dendogramas mediante el programa Chromas. Se descartaron las secuencias con
dos lecturas superpuestas. La genotipificacion de las secuencias obtenidas se llevd a cabo
mediante el estudio filogenético. El andlisis filogenético estima la relacion de los genes o
fragmentos de genes mediante la hipétesis de un ancestro comun. Para eso se alinearon las
secuencias con las cepas patron de HPV (Tabla 2) a fin de comparar los sitios homdlogos. La
alineacién de las secuencias se realiz6 mediante el programa Clustal Omega. La reconstrucciéon
filogenética es reconocida como un problema de inferencia estadistica. Debido a que las
inferencias estadisticas no pueden estimarse en ausencia de un modelo de probabilidad, el uso de
un modelo de sustitucion de nucleétidos o aminoacidos (modelo evolutivo), se hace necesario
cuando se usan secuencias nucleotidicas o aminoacidicas para estimar las relaciones filogenéticas
entre los genomas virales. Los modelos evolutivos estan formados por un conjunto de asunciones
acerca del proceso en el que se producen los cambios nucleotidos o aminoacidicos en un genoma.
Estos modelos determinan la probabilidad de que un nucleétido o un aminoacido cambie por
otro, incluso teniendo en cuenta los cambios que podrian haber pasado desapercibidos.
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Estas asunciones pueden ser implicitas como en los métodos de parsimonia o explicitas como en
los métodos de distancia o Maxima Probabilidad (Maximum Likelihood). La ventaja de un modelo
explicito es que los parametros pueden ser estimados. A su vez, los métodos de distancia pueden
estimar sélo un pardmetro: el nimero de sustituciones por sitio, mientras que el método de
Maxima Probabilidad (Maximum Likelihood) puede estimar todos los parametros revelantes de
un modelo de sustitucidn (37). Los arboles filogenéticos se contruyeron mediante el programa
Mega5, utilizando el algortimo de Maxima Probabilidad y el modelo de Kimura 2-parametros. Las
cepas de referencia se listan en la tabla 2.

Para estimar el error estadistico de los arboles filogenéticos se realizd el andlisis de “bootstrap”.
El analisis de bootstrap es una técnica efectiva para testear la estabilidad de los grupos ordenados
en ramas dentro del arbol filogenético. El andlisis realiza nuevos alineamientos a partir de las
secuencias originales, tomando cada columna del alineamiento al azar. Se confecciona un arbol
por cada réplica del analisis y se computa para cada rama del arbol la proporcion de veces que
estuvo representado en el total del analisis (37). Un nivel de confianza considerable se obtiene
cuando el valor de bootstrap es superior a 70, mientras que las ramas con valores de bootstrap
menores a 70 deberan analizarse con precaucién (36).

4 RESULTADOS
4.1  Ensayo de microarrays para tipificacion de HPV (PapilloCheck®)

Se procesaron un total de 522 muestras endocervicales de mujeres asintomaticas, no
embarazadas, no histerectomizadas, mayores de 30 afios. El promedio de edad fue de 44.5 afios
con una desviacion standard de 8.7 afos. Del total de muestras procesadas por PapilloChecke se
obtuvieron 450 (86%) HPV negativo, 72 (14%) HPV positivo (Figura 5). Los genotipos
encontrados se listan en la tabla 3. El genotipo 16 fue el mas prevalente (21%), seguido de los
genotipos 56 (13.9%), 53 (9.7%), 51 (8.3%), 33 (8.3%), 31 (5.5%) y 59 (5.5%).

El 83% de las pacientes presentaron un genotipo, mientras que el 13% mostraron dos genotipos
concomitantes, seguido del 3% con tres genotipos y el 1% con 4 genotipos de HPV detectados en
la misma muestra.
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4.2 PCR genérica

Para todas las muestras con resultado negativo (n= 450) por PapilloCheck®, se realiz6 PCR
genérica (Figura 6). 4 muestras, pertenecientes a las pacientes 701, 711, 712 y 713, presentaron
una unica banda del tamafio esperadoy se enviaron a secuenciar. El analisis de las secuencias
mostré que tres de ellas presentaban mas de una secuencia de HPV, por lo que la genotipificacion
no podra realizarse por filogenia.

Se analiz6 la secuencia de la muestra 712. Se aline6 con las cepas patrén de los genotipos de HPV
(Tabla 2) y se realizé un arbol filogenético que se muestra en la figura 7. La cepa 712 es la ultima
del arbol. Las diferentes especies en que se clasifica el género Alpha-papillomavirus estan
indicadas con llaves. Se observa que la cepa 712 pertenece a la especie 3, genotipo 81. Este
genotipo no es detectado por el ensayo de Papillocheck. Esta especie de HPV tiene una baja
asociacidn con cancer de cuello uterino y se encuentra distante filogenéticamente a las especies 7
y 9 a las cuales pertenecen las cepas mas oncogénicas (18 y 16, respectivamente). La paciente 712
no presentaba alteraciones en su Test de Papanicolaou.

PorPapillocheck® PorPCR genérica  Secuenciadas

Megativas

4 muestras 4 4 muestras

- | (450)- 86 | —*

Total de muestras -

S22 (1009
) ’ Pozitivas

(72]- 14%

Figura 5. Se detalla el algoritmo de trabajo y los resultados obtenidos.
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Tabla 2. Proporciones de genotipos obtenidos por PapilloCheck®. Se detallan los genotipos
oncogénicos (fondo amarillo) y los genotipos no oncogénicos (fondo naranja).

Genotipo Proporcion (%)
16 21
18 0
31 5,5
33 8,3
35 1,4
39 4,2
45 1,4
51 8,3
52 4,2
53 9,7
56 13,9
58 0
59 5,5
66 4,2
68 1,4
70 2,8
73 1,4
82 0

6 1,4
11 2,8
40 2,8
42 9,7
43 0

44/45 8,3
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Figura 6. Muestras que presentaron una Unica banda y se secuenciaron (711, 712, 713y 701). Los
numeros indican la identificaciéon de la muestra. A la izquierda: marcador de peso molecular de
100 pares de bases.

Tabla 3. Cepas de referencia utilizadas en el analisis filogenético

Genotipo N° Genbank Genotipo N° Genbank Genotipo N° Genbank
2 NC_001352 42 M73236 73 X94165

3 X74462 43 A]620205 74 AF436130
6 X00203 44 U31788 81 A]620209
7 NC_001595 45 X74479 82 AB027021
10 NC_ 001576 51 M62877 83 AF151983
11 M14119 52 X74481 84 AF293960
13 X62843 53 NC_ 001593 85 AF131950
16 K02718 54 NC 001676 87 AJ400628
18 X05015 56 X74483 89 AF436128
26 NC_001583 57 X55965 90 NC_004104
27 X74473 58 D90400 91 AF419318
28 U31783 59 X77858 94 A]620211
29 U31784 61 NC_001694 97 EF202168
30 X74479 62 AY395706 102 DQ080083
31 104353 66 U31794 106 DQ080082
32 NC_ 001586 67 D21208 117 €Q246950
33 PPH33CG 68 DQO080079 125 FN547152
34 NC_001587 69 AB027020 PTPV1 NC_001355
35 X74477 70 U21941 PPPV1 X62844

39 PPH539 71 NC_ 004104

40 X74478 72 X94764
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5. DISCUSION

La prevalencia de las cepas oncogénicas en mujeres mayores de 30 afios (14%) es la esperada y
concuerda con los datos que el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Hospitalario Pereira
Rossel ha obtenido en los ultimos tres afios (datos sin publicar). La prevalencia de estas pacientes
asintomaticas es menor que la observada en las pacientes con sintomatologia (14% vs 20%).

La mayoria de las pacientes que presentaron cepas oncogénicas de HPV resolveran la infeccién
mediante sus sistema inmune en un plazo de 2 afios. La persistencia de la infeccién determinara
en las restantes, lesiones cervicales de bajo grado (L-SIL) que regresan espontaneamente en un
alto porcentaje. El 14% progresaran a lesiones de alto grado y cancer en el 0.7%. En las pacientes
inmunocompetentes este proceso se completa en unos diez afios, mientras que en pacientes
inmunosuprimidas se acelera significativamente, llevando meses a pocos afios. La mayor
prevalencia (42%) encontrada por otros autores en mujeres uruguayas asintomaticas (38) se
debe a que la edad de las pacientes era menor (desde 17afios). La prevalencia de las menores de
30 anos puede llegar al 60% para la presencia de cepas oncogénicas de HPV como hemos podido
observar en nuestra poblaciéon hospitalaria, por lo cual, siguiendo las indicaciones
internacionalmente aceptadas, no realizamos la busqueda de HPV en este rango etario.

Se obtuvo que los genotipos oncogénicos HPV 16, 56, 53, 33 y 51 son los mas prevalentes (en
orden descendente respectivamente), asi como el caso de los genotipos no oncogénicos HPV 42,
44 y 45. Los genotipos oncogénicos encontrados se repiten en otros estudios (38) de poblaciones
similares y en otras poblaciones (pacientes sintomaticas, pacientes con lesiones actuales o
tratadas de cuelo uterino, datos no publicados), por lo que podemos conckuir que esta es la
distribucién de los genotipos en nuestra poblacion. El genotipo 16 es el mas prevalente en todos
los grupos. El genotipo 18 es poco prevalente en pacientes sin cancer de cuello.

Casi un 20% de las pacientes tiene dos o mas genotipos de HPV concomitantes. Este porcentaje
concuerda con otros trabajos realizados (38) y con nuestro propio analisis de muestras. La
aparicién de dos o mas secuencias de HPV en la secuenciacion de los productos de PCR genéricos
es de esperar para este tipo de muestras. Para estos casos es posible realizar corte con enzimas de
restriccién para obtener un patrén diferencial de bandas, clonar las cepas, amplificar con primers
especificos o realizar hibridacién con sondas especificas, pero esto excede los objetivos de esta
Tesis de Grado.
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La cepa de genotipo 81 hallada en un paciente no reviste gravedad dado que este genotipo no se
asocia fecuentemente a cancer de cuello uterino, al igual que los otros miembros de la especie 3
de HPV. Publicaciones nacionales acerca de los genotipos de HPV que se detectan en las lesiones
cancerosas de cuello uterino sefialan la presencia del genotipo 16 (67.6%), 18 (8.5%), 45 (6.8%)
y 33 (3.4%) (39). La diferencia que encontramos en cuanto a las proporciones de los genotipos
circulando en la comunidad es significativa. La suma de los genotipos 16, 18, 45 y 33 en los
canceres asciende al 86,3%, mientras que la sumatoria de los mismos genotipos circulando en la
comunidad es del 30,7%. Esto indicaria que estos genotipos poseen una ventaja en lograr la
persistencia de la infeccion, dando lugar inicialmente a lesiones precancerosas y luego, cancer de
cuello uterino.

Una de las mayores problematicas en la deteccién de infecciones por HPV son los falsos negativos
dado que podrian indicar erréneamente diferir los controles de las pacientes. Esto ha llevado a
que los fabricantes de reactivos para deteccion de HPV coloquen en sus insertos la advertencia de
que no se recomienda usar solos sino con la citologia. El kit de Papillocheck es confiable en sus
resultados negativos dado que sélo se identificaron 4 cepas discordantes, que corresponde al
0.88%. Ninguna de estas pacientes mostré alteraciones en el Test de Papanicolaou.

6. CONCLUSIONES

» El genotipo de HPV 16 es el mas prevalente en la comunidad, asi como también en
pacientes asintomaticas, sintomaticas y con lesiones actuales o tratadas de cuello uterino,
seguido de los genotipos 56 (13.9%), 53 (9.7%), 51 (8.3%), 33 (8.3%), 31 (5.5%) y 59
(5.5%).

« Existe una diferencia significativa en la proporciéon de las cepas que circulan en la
comunidad y las que se encuentran en los canceres de cuello uterino, dando cuenta de la
mejor adaptacion de las cepas 16, 18, 45 y 33 para lograr la persistencia de la infeccion.

« La mayoria de las pacientes (80%) presenta un solo genotipo pero las restantes mostraron
de 2 a 4 genotipos de HPV concomitantes.

» Se hall6 una paciente que presentaba un genotipo no incluido en el Papillocheck (genotipo
81), perteneciente a la especie 3, de baja asociacién con cancer de cuello uterino.
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ANEXO 1

GI|9627305|LCL|HPV26REF.1|HPV2
GI|6970418|LCL|HPV6IOREF.1|HPV6
GI|333087|LCL|HPV51REF.1|HPV51
GI|6970427|LCL|HPV82REF.1|HPVS
GI|397053|LCL|HPV56REF.1|HPV56
GI|1020290|LCL|HPV66REF.1|HPV6
GI|9627377|LCL|HPV53REF.1[HPVS
GI|396973|LCL|HPV30REF.1|HPV30
GI|397022|LCL|HPV45REF.1|HPV45
GI|717266|LCL|HPVIOT7REF.1|HPV
GI|60975|LCL|HPV18REF.1|HPV18R
GI|71726685|LCL|HPV6SREF.1|HPV
GI|333245|LCL|HPV39REF.1|HPV39
GI|1173493|LCL|HPV70REF.1|HPV7
GI|4574720|LCL|HPV85REF.1|HPVS
GI|557236|LCL|HPV59REF.1|HPV59
GI|9627334|LCL|HPV34REF.1|HPV3
GI|1491692|LCL|HPV73REF.1|HPV7
GI|397038|LCL|HPV52REF.1|HPV52
GI|222386|LCL|HPV58REF.1|HPV58
GI|333049|LCL|HPV33REF.1|HPV33
GI|3228267|LCL|HPV6TREF.1|HPV6
GI|333031|LCL|HPV16REF.1|HPV16
GI|396997|LCL|HPV35REF.1|HPV35
GI|333048|LCL|HPV31REF.1|HPV31
GI|22023568|LCL|HPVI1REF.1|HPV
GI|40804474|LCL|HPV43REF.1|HPV
GI| 9627389 |LCL|HPV7REF.1|HPV7R
GI|397014|LCL|HPV40OREF.1|HPV40
GI|333211|LCL|HPV42REF.1|HPV42
GI|9627327|LCL|HPV32REF.1|HPV3
GI|9629720|LCL|PTPVIREF.1|PTPV
GI|61010|LCL|PPPVIREF.1|PPPVIR
GI|60295|LCL|HPVI3REF.1|HPV13R
GI|27462483|LCL|HPV74REF.1|HPV
GI|1020242|LCL|HPV44REF.1|HPV4
GI|60955|LCL|HPV6OREF.1|HPV6REF
GI|333026|LCL|HPV11IREF.1|HPVI11
GI|9628437|LCL|HPV54REF.1|HPVS
GI|9626032|LCL|HPV2REF.1|HPV2R
GI|396964|LCL|HPV27REF.1|HPV27
GI| 60882 |LCL|HPVS57REF.1|HPV57R
GI|12084981|LCL|HPV71REF.1|HPV
GI|71726710|LCL|HPV1I06REF.1|HP
GI|22138122|LCL|HPVOOREF.1|HPV
GI|320526310|LCL|CGPVIREF.1|CG
GI|15741127|LCL|HPV86REF.1|HPV
GI|14475578|LCL|HPV87REF.2|HPV
GI|2187589|LCL|HPV114REF.1|H
GI|12958167|LCL|HPV84REF.1|HPV
GI|71726718|LCL|HPV102REF.1|HP
GI|5059324 |LCL|HPV83REF.1|HPVS
GI| 9628574 |LCL|HPV61REF.1|HPV6
GI|1491683|LCL|HPV72REF.1|HPV7
GI|40804509|LCL|HPV81REF.1|HPV
GI|39932599|LCL|HPV62REF.1|HPV
712

GI 22095322 |LCL|HPV89REF.1|HPV
GI|397005|LCL|HPV3REF.1|HPV3RE
GI|339639364|LCL|HPV125REF.2|H
GI|1020202|LCL|HPV28REF.1|HPV2
GI|40804528|LCL|HPV94REF.1|HPV
GI|256807724|LCL|HPV117REF.1|H
GI|9627257|LCL|HPV1IOREF.1|HPV1
GI|2911558|LCL|HPV77REF.1|HPV7
GI|1020210|LCL|HPV29REF.1|HPV2

AGTACTAACCTTACCATTAGTA---CATTATCTGCAGCATCTGCA
AGTACCAACCTCACTATTAGTA---CTGTATCTGCACAATCTGCA
AGTACAAATTTAACTATTAGCA---CTGCC---ACTGCTGCGGTT
AGTACCAATTTAACCATTAGCA---CTGCTGTTACTCCATCTGTT
AGTACTAACATGACTATTAGTA---CTGCT---ACAGAACAG---
AGCACCAACATGACTATTAATG---CAGCT---AAAAGCACA---
AATACAAACATGACTCTTTCCG---CAACC---ACACAGTCT---
AACACAAACATGACTATATCTG---CAACC---ACACAAACG---
AGTACTAATTTAACATTATGTG---CCTCTACACAAAATCCTGTG
AGTACTAATTTAACACTGTGTG---CTTCTACACAAAATGGCGTA
AGTACCAATTTAACAATATGTG---CTTCTACACAGTCTCCTGTA
AGTACTAATTTTACATTGTCCA---CTACTACAGACTCTACTGTA
AGTACCAACTTTACATTATCTA---CCTCTATAGAGTCTTCCATA
AGTACTAATTTTACATTGTCTG---CCTGCACCGAAACGGCCATA
AGTACCAATCTTACCTTATCTA---CTGCAACTACTAATCCAGTT
AGCACCAATCTTTCTGTGTGTG---CTTCTACTACTTCTTCTATT
AGCACAAACTTTTCAGTTTGTGTAGGTACACAATCCACAAGTACA
AGCACTAATTTTTCTGTATGTGTAGGTACACAGGCTAGTAGCTCT

AGCACTAACATGACTTTATG-—-—---- TGCTGAGGTTAAAAAG---
AGCACTAATATGACATTATG-—----— CACTGAAGTAACTAAG---
AGTACTAATATGACTTTATG-—----— CACACAAGTAACTAGT---
AGTACCAACATGACTTTATG-—----— TTCTGAGGAAAAATCA---
AGTACAAATATGTCATTATG-—----— TGCTGCCATATCTACTTCA
AGTACAAATATGTCTGTGTG-—-—-—--- TTCTGCTGTGTCTTCTAGT
AGTACCAATATGTCTGTTTG------ TGCTGCAATTGCAAACAGT

AGCACTAACTTAACCTTGTGTG---CATCCACTGAGTCTGTGCTA
AGTACAAACTTAACGTTATGTG---CCTCTACTGACCCTACTGTG
AGCACAAATTTAACATTATGTG---CTGCTACACAATCGCCCACA
AGCACTAATTTAACCTTATGTG---CTGCCACACAGTCCCCCACA
AGTACTAACATGACTTTGTG-—----— TGCCACTGCAACATCT---
AGTACTAACATGACTGTGTG-—----— TGCTACTGTAACAACT---
AGTACTAACATGACTGTTTGTGCTTCCACAACATCGTCACCTTCT
AGTACAAACATGACTGTTTGTGCTTCCACAACATCGTCGCCTTCT
AGTACTAACATGACTGTGTGTGCAGCCACTACATCATCTCTTTCA
AGTACTAACATGACAGTGTGTGCGCCTACTACACAATCCCCTCCT
AGTACAAACATGACAATATGTGCTGCCACTACACAGTCCCCTCCG
AGTACCAACATGACATTATGTGCATCCGTAACTACATCTT--—---
AGTACAAATATGACACTATGTGCATCTGTGTCTAAATCTG-————-—
AGTACTAACCTAACATTGTG-—----— TGCTACAGCATCCACG—---
AGCACTAATGTATCTCTGTGTG---CCACTGAGGCGTCTG———--—
AGTACCAATGTCTCTCTGTGTG---CAGCTGAGGTGTCTGATA-~-
AGCACAAATGTCTCTTTGTGTG---CCACTGTAACCACAG-———--—
AGTACAAATATGTCCATCTGTG---CTACCAAAACTGTTG-——---
AGCACCAATATGACTATTTGTG---CCACGCAAACAGAAA-————
AGCACCAATATGACTATTTGTG---CCACACAAACACCCT-——---
AGCACCAACCTCACTGTGTGTG---CAACTGCCACGTCTG-—-—--—
AGTACTAATTTTACTATTAGTG---CCGCTACCCAGAAGGCCT--
AGTACCAATTTTACTATTAGTG---CTGCCACTCAAACAACCA--

AGTACCAATTTTACTATTAGTG---CTGCTACCCAGGCCTCCGCTACCCA

AGCACCAATTTTACTATTAGTG---CTGCTACCAA---CACCG--
AGCACCAATATTACTATTTCTG---CAGCCACATCACAGTCCG--
AGTACCAATATTACTATTTCAG---CTGCTGCTACACAGGCTA--
AGTACTAATTTAACCATTTGTA---CTGCTACATCCCCCCCTGT-
AGTACTAATGTAACTATTTGTA---CTGCCACAGCGTCCTCTGT-
AGCACCAATTTTACTATTTGCA---CAGCTACATCTGCTGCTG--
AGTACTAATTTTACTATTTGTA---CCGCCTCCACTGCTGCAG--
AGCACCAATTTTACTATTTGCA---CAGATACCACTGCTGCAG--
AGTACCAACCTTACCATTTGTG---CTGCTTCCCAGTCTGGCA--
AGTACTAATATGACATTGTGTG---TTTCTACTGAAACCTCGG--
AGTACTAACATGACGTTGTGTG---TTAACACTGAGACCTCAG--
AGTACAAACATGACGTTGTGTG---TTTCTACTGACTCTTCAG--
AGCACAAATTTGTCCCTGTGCG---TCCCTTCTGATGCCTCCACC
AACACAAATATGTCTTTGTGTG---TTCCTACTGATACCCCCACT
AGTACCAATATGTGCTTGTGTG---TTCCTTCTGAGGCCTCCCCT
AGCACAAATATGTCTCTCAGTG---CCTCCACTGAGTCTCAAACC
AGCACCAATATGTCGTTGTGTG---CTACCACAGAGTCTCAACCG
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GI|9627305|LCL|HPV26REF.1|HPV2
GI|6970418|LCL|HPV6IOREF.1|HPV6
GI|333087|LCL|HPV51REF.1|HPV51
GI|6970427|LCL|HPV82REF.1|HPVS
GI|397053|LCL|HPV56REF.1|HPV56
GI|1020290|LCL|HPV66REF.1|HPVE
GI|9627377|LCL|HPV53REF.1|HPV5
GI|396973|LCL|HPV30REF.1|HPV30
GI|397022|LCL|HPV45REF.1|HPV45
GI|717266|LCL|HPVY97REF.1|HPV
GI|60975|LCL|HPVISREF.1|HPV18R
GI|71726685|LCL|HPV68REF.1|HPV
GI|333245|LCL|HPV39REF.1|HPV39
GI|1173493|LCL|HPV70REF.1|HPV7
GI|4574720|LCL|HPV85REF.1|HPVS
GI|557236|LCL|HPV59REF.1|HPV59
GI|9627334|LCL|HPV34REF.1|HPV3
GI|1491692|LCL|HPV73REF.1|HPV7
GI|397038|LCL|HPV52REF.1|HPV52
GI|222386|LCL|HPV58REF.1|HPV58
GI|333049|LCL|HPV33REF.1|HPV33
GI|3228267|LCL|HPV67REF.1|HPV6
GI|333031|LCL|HPV16REF.1|HPV16
GI|396997|LCL|HPV35REF.1|HPV35
GI|333048|LCL|HPV31IREF.1|HPV31
GI|22023568|LCL|HPVI91REF.1|HPV
GI|40804474|LCL|HPV43REF.1|HPV
GI|9627389|LCL|HPV7REF.1|HPV7R
GI|397014|LCL|HPV40REF.1|HPV40
GI|333211|LCL|HPV42REF.1|HPV42
GI|9627327|LCL|HPV32REF.1|HPV3
GI|9629720|LCL| PTPVIREF.1| PTPV
GI|61010|LCL|PPPVIREF.1|PPPVIR
GI|60295|LCL|HPVI3REF.1|HPVI3R
GI|27462483| LCL|HPV74REF.1|HPV
GI|1020242|LCL|HPV44REF.1|HPV4
GI|60955|LCL|HPV6REF.1| HPV6REF
GI|333026|LCL|HPV1IIREF.1|HPVI11
GI|9628437|LCL|HPV54REF.1|HPV5
GI|9626032| LCL|HPVZ2REF.1|HPVZR
GI|396964|LCL|HPV27REF.1|HPV27
GI|60882|LCL|HPV57REF.1|HPV57R
GI|12084981|LCL|HPV71REF.1|HPV
GI|71726710|LCL|HPVI06REF.1|HP
GI|22138122|LCL|HPVI0REF.1|HPV
GI|320526310|LCL|CGPVIREF.1|CG
GI|15741127|LCL|HPV86REF.1|HPV
GI|14475578|LCL|HPV87REF.2|HPV
GI|2187589|LCL|HPV114REF.1|H
GI|12958167|LCL|HPV84REF.1|HPV
GI|71726718|LCL|HPVI0O2REF.1|HP
GI|5059324| LCL|HPV83REF.1|HPV8
GI| 9628574 | LCL|HPV61REF.1|HPV6E
GI|1491683|LCL|HPV/72REF.1|HPV7
GI|40804509|LCL|HPV8IREF.1|HPV
GI|39932599| LCL|HPV62REF.1|HPV
712

GI| 22095322 | LCL|HPV89REF.1|HPV
GI|397005|LCL|HPV3REF.1| HPV3RE
GI|339639364|LCL|HPV125REF.2|H
GI|1020202|LCL|HPV28REF.1|HPV2
GI| 40804528 | LCL|HPV94REF.1|HPV
GI|256807724|LCL|HPV1I17REF.1|H
GI|9627257|LCL|HPVIOREF.1|HPV1
GI|2911558|LCL|HPV77REF.1|HPV7
GI|1020210|LCL|HPV29REF.1|HPV2

—----TCCACTCCATTTAAACCATCTGATTATAAACAATTTATAAGACATG
-—---TCTGCCACTTTTAAACCATCAGATTATAAGCAGTTTATAAGGCATG
—-——-TCCCCAACATTTACTCCAAGTAACTTTAAGCAATATATTAGGCATG
—-———-GCACAAACATTTACTCCAGCAAACTTTAAGCAGTACATTAGGCATG
———-—-TTAAGTAAATATGATGCACGAAAAATTAATCAGTACCTTAGACATG
———-—-TTAACTAAATATGATGCCCGTGAAATCAATCAATACCTTCGCCATG
————ATGTCTACATATAATTCAAAGCAAATTAAACAGTATGTTAGACATG
————TTATCCACATATAATTCAAGCCAAATTAAACAGTATGTAAGACATG
————-CCAAGTACATATGACCCTACTAAGTTTAAGCAGTATAGTAGACATG
————-GCTACCACATATGACCCTACAAAATATAAACAGTATAGTAGACATG
—-——--CCTGGGCAATATGATGCTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGACATG
—-——--CCAGCTGTGTATGATTCTAATAAATTTAAGGAATATGTTAGGCATG
————CCTTCTACATATGATCCTTCTAAGTTTAAGGAATATACCAGGCACG
————CCTGCTGTATATAGCCCTACAAAGTTTAAGGAATATACTAGGCATG
———-—-CCATCTATATATGAACCTTCTAAATTTAAGGAATACACACGCCATG
—-—-—-—-CCTAATGTATACACACCTACCAGTTTTAAAGAATATGCCAGACATG
————ACTGCACCATATGCAAACAGTAATTTTAAGGAATACCTCAGACATG
————ACTACAACGTATGCCAACTCTAATTTTAAGGAATATTTAAGACATG
———-—-GAAAGCACATATAAAAATGAAAATTTTAAGGAATACCTTCGTCATG
————-GAAGGTACATATAAAAATGATAATTTTAAGGAATATGTACGTCATG
————GACAGTACATATAAAAATGAAAATTTTAAAGAATATATAAGACATG
———-—-GAGGCTACATACAAAAATGAAAACTTTAAGGAATACCTTAGACATG
————GAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCTACGACATG
————GACAGTACATATAAAAATGACAATTTTAAGGAATATTTAAGGCATG
———-—-GATACTACATTTAAAAGTAGTAATTTTAAAGAGTATTTAAGACATG
———-—-CCTACTACATATGACAACACAAAGTTCAAAGAATATTTAAGGCATG
————CCCAGTACATATGACAATGCAAAGTTTAAGGAATACCTGCGGCATG
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————— ATACTAATTATAAAGCTACGAATTTTAAGGAATACCTCAGGCATA
————— AAACTAATTATAAAGCCTCCAATTATAAGGAATACCTTAGGCATA
————— AGTCTACATATAAAGCCTCTAGTTTCATGGAATATTTGAGACATG
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GCGAAGAATATGAATTACAATTTATATTTCAGTTGTGTAAAATAACA-CT
GTGAGGAATATGAATTACAGTTTATATTTCAATTGTGTAAAATTACT-CT
GGGAAGAGTATGAATTGCAATTTATTTTTCAATTATGTAAAATTACT-TT
GGGAAGAATATGAATTGCAATTTATATTTCAATTGTGTAAAATCACT-TT
TGGAGGAATATGAATTACAATTTGTTTTTCAATTATGCAAAATTACT-TT
TGGAGGAATATGAACTACAGTTTGTGTTTCAACTTTGTAAAATAACC-TT
CAGAGGAATATGAATTACAATTTGTGTTTCAACTATGTAAAATATCC-CT
TAGAGGAATATGAATTACAGTTTGTGTTTCAACTGTGTAAAATTTCA-CT
TGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTCAGTTGTGCACTATTACT-TT
TGGAAGAGTATGATTTACAGTTTATTTTTCAATTGTGTACTATTACT-TT
TTGAGGAATATGATTTGCAGTTTATTTTTCAGTTGTGTACTATTACT-TT
TTGAGGAATATGATTTGCAGTTTATATTTCAGTTGTGTACTATAACA-TT
TGGAGGAGTATGATTTACAATTTATATTTCAACTGTGTACTGTCACA-TT
TGGAGGAATATGATTTACAATTTATATTTCAATTGTGTACTATCACA-TT
TAGAGGAATATGATTTACAATTTATATTTCAATTGTGTAAAATTACA-CT
TGGAGGAATTTGATTTGCAGTTTATATTTCAACTGTGTAAAATAACA-TT
CAGAAGAGTATGACCTGCAGTTTGTGTTTCAGTTATGCAAAATCAAT-TT
CAGAAGAGTTTGATTTACAGTTTGTTTTTCAGTTATGTAAAATTAGT-TT
GCGAGGAATTTGATTTACAATTTATTTTTCAATTGTGCAAAATTACA-TT
TTGAAGAATATGACTTACAGTTTGTTTTTCAGCTTTGCAAAATTACA-CT
TTGAAGAATATGATCTACAGTTTGTTTTTCAACTATGCAAAGTTACC-TT
TGGAAGAATATGATTTGCAGTTTATATTTCAGCTGTGCAAAATATCC-CT
GGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACC-TT
GTGAAGAATATGATTTACAGTTTATTTTTCAGTTATGTAAAATAACA-CT
GTGAGGAATTTGATTTACAATTTATATTTCAGTTATGCAAAATAACA-TT
CAGAAGAATTTGATTTACAGTTTATATTTCAATTATGCATTATAACA-CT
TGGAAGAATATGATCTGCAGTTTATATTTCAATTATGCATAATAACG-CT
GGGAAGAGTTTGATTTACAGTTTATTTTTCAGTTATGTGTTATTACA-TT
GGGAGGAGTTTGATTTGCAGTTTATTTTTCAGTTATGTGTAATTACC-TT
CTGAAGAATATGATGTGCAATTTATATTTCAATTGTGTAAAATAACA-TT
CAGAGGAATATGATATACAGTTTATATTTCAATTGTGCAAAATTACA-TT
TAGAGGAATTTGATCTGCAATTTATTTTTCAGTTATGCACTATTAAA-TT
TGGAAGAATTTGATTTGCAATTTATTTTTCAATTATGCAGTATTAAA-TT
TAGAAGAATTTGATTTACAATTTATTTTTCAATTGTGCACTATTAAA-TT
TGGAGGAATTTGATTTGCAATTTATTTTTCAGTTATGTAGTATTAAA-TT
TTGAGGAGTTTGACTTACAATTTATGTTTCAATTATGTAGTATTACC-TT
TGGAAGAGTATGATTTACAATTTATTTTTCAATTATGTAGCATTACA-TT
TGGAGGAGTTTGATTTACAGTTTATTTTTCAATTGTGTAGCATTACA-TT
TGGAGGAATATGATTTACAGTTTATATTTCAGTTATGTACCATAACC-CT
TGGAGGAATATGATTTGCAGTTCATCTTCCAACTGTGCAAGATAACC-CT
TGGAGGAGTATGATTTGCAGTTCATTTTCCAACTGTGCAAAATAACC-CT
TGGAGGAATATGATTTGCAGTTCATTTTTCAACTGTGCAAAATAACA-CT
GAGAAGAATTTGATTTGCAATTTATATTTCAACTATGTGTTATTAAT-TT
GAGAGGAATTTGATTTGCAATTTATTTTTCAGCTATGTGTTATTAAT-TT
GCGAGGAATTTGATTTGCAGTTTATTTTCCAGTTATGTGTTATTAAT-TT
GAGAGGAATTTGATCTGCAGTTTATTTTTCAGCTATGTGTTGTAAAC-CT
CAGAGGAATATGATTTGCAATTTATTTTTCAATTGTGTAAGGTCCGT-CT
TGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTCAATTGTGTAAGGTCCGT-CT
TGGAGGAATATGATTTGCAATTTATATTTCAGTTATGTAAAATTCGT-CT
TGGAGGAATATGATTTGCAGTTTATATTCCAGTTGTGTAAGGTCCGT-CT
CAGAAGAATATGATTTACAATTTATCTTTCAGCTGTGCAAAATACGT-AT
CAGAGGAATATGACTTACAGGTTATATTGCAACTTTGCAAAATACAT-CT
CAGAGGAGTTTGATTTGCAATTTATTTTTCAGTTATGTAAAATACAT-TT
CTGAGGAATTTGATTTGCAGTTTATATTTCAACTGTGTAAAATTCAC-TT
CAGAGGAATATGATTTGCAGTTTATTTTCCAATTATGTAAAATACAG-TT
CGGAGGAATTTGATTTGCAATTTATATTTCAATTGTGCAAAATACAG-TT
CAGAGGAATATGATTTGCAGTTTATTTTCCAATTATGTAAAATACAG-TT
CTGAGGAATATGACCTACAGTTTATATTCCAACTATGTAAGATACAC-CT
GGGAGGAATATGATTTACAGTTTATATTCCAGTTGTGCAAAGTTACA-TT
GAGAGGAGTATGATTTGCAGTTTATCTTTCAGTTGTGTAAGGTTACC-TT
GGGAGGAGTACGATTTGCAGTTTATATTCCAGTTGTGTAAAGTAACC-TT
GAGAAGAGTATGACTTGCAGTTTATTTTTCAGCTGTGTAAAGTGACT-TT
GGGAGGAGTATGACTTGCAGTTTATTTTTCAGTTGTGTAAGGTTACA-TT
GAGAGGAATATGATTTGCAGTTCATTTTTCAGTTGTGTAAGGTAACA-TT
GGGAGGAATATGATTTGCAGTTTATCTTTCAGTTGTGTAAAGTAACA-TT
GGGAGGAATATGATTTGCAGTTTATTTTCCAGTTGTGTAAAGTTACA-TT
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TACAACAGATGTTATGGCTTACATACATTTAATGAATGCCTCCATATTGG
TACCACTGATGTAATGGCCTATATCCATACAATGAATTCTACTATTTTGG
AACTACAGAGGTAATGGCTTATTTACACACAATGGATCCTACCATTCTTG
AACTACTGAAATTATGGCTTACCTGCACACCATGGATTCTACAATTTTAG
GTCTGCAGAGGTTATGGCATATTTACATAATATGAATGCTAACCTACTGG
AACTGCAGAAGTTATGGCATATTTGCATAATATGAATAATACTTTATTAG
GTCTGCTGAGGTTATGGCCTATTTACATACTATGAATTCTACCTTACTGG
GTCTGCAGAAACTATGGCCTATTTACATACTATGAACTCCACTTTACTTG
AACTGCAGAGGTTATGTCATATATCCATAGTATGAATAGTAGTATATTAG
ATCTGCAGATGTAATGTCTTATATACATAGTATGAATAGCAGTATTTTGG
AACTGCAGATGTTATGTCCTATATTCATAGTATGAATAGCAGTATTTTAG
ATCCACTGATGTAATGTCATATATACATACTATGAATCCTGCTATTTTGG
AACAACTGATGTTATGTCTTATATTCACACTATGAATTCCTCTATATTGG
AACTGCTGACGTTATGGCCTACATCCATACTATGAATCCTGCAATTTTGG
TACTACTGATGTTATGTCTTATATACATAACATGGATCCTACTATTTTAG
AACTACAGAGGTAATGTCATACATTCATAATATGAATACCACTATTTTGG
AACTACAGATGTAATGACATATATACATTCTATGAGTTCTAGTATATTGG
AACTACTGAGGTAATGACATATATACATTCTATGAATTCTACTATATTGG
AACAGCTGATGTTATGACATACATTCATAAGATGGATGCCACTATTTTAG
AACTGCAGAGATAATGACATATATACATACTATGGATTCCAATATTTTGG
AACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCAGATATTTTAG
TACTGCAAATGTTATGCAATACATACACACCATGAATCCAGATATATTAG
AACTGCAGACGTTATGACATACATACATTCTATGAATTCCACTATTTTGG
AACAGCAGATGTTATGACATATATTCATAGTATGAACCCGTCCATTTTAG
ATCTGCAGACATAATGACATATATTCACAGTATGAATCCTGCTATTTTGG
TAATCCAGAGGTAATGACATACATCCACACTATGGATGCATCATTATTAG
AAACCCAGAGGTTATGACATATATTCATACTATGGATCCCACATTATTAG
AAATGCAGAGGTTATGACATATATACATGCTATGGATTCTTCCTTATTAG
AAATGCAGAGGTTATGACATATATTCATGCAATGGATCCTACGTTGTTGG
AACTGTTGAAGTTATGTCATATATACACAATATGAATCCTAACATATTAG
ATCTGTAGAGGTTATGTCATATATCCACACCATGAATCCTGACATACTAG
AACTGCAGAACTTATGGCATATATTCATACTATGAATCCTACAGTTTTAG
AACTGCTGAAGTAATGGCATATATTCATACTATGAATCCTACAGTTTTAG
AACTGCAGAGGTTATGTCATATATTCATACTATGAATCCTACAATTCTAG
AACTGCTGAGGTTATGGCCTATATTCATACTATGAATCCTACAGTTTTAG
AACGGCGGAGGTAATGGCCTATCTTCATACTATGAATGCTGGTATTTTAG
GTCTGCTGAAGTAATGGCCTATATTCACACAATGAATCCCTCTGTTTTGG
ATCTGCAGAAGTCATGGCCTATATACACACAATGAATCCTTCTGTTTTGG
TACAGCAGATGTTATGGCCTATATTCATGGAATGAATCCCACTATTCTAG
TACTCCTGAAATTATGGCCTATATACATAATATGGATCCCCAGTTGTTAG
CACTCCTGAGATAATGGCCTACATACATAATATGGATCCCCAGTTGTTGG
CACCCCCGAGATAATGGCATACATACATAACATGGATGCGCGGTTGCTAG
AACAGCTGAAATTATGGCCTACTTACATGGCATGGATGCTACATTACTGG
AACTGCCGAGGTTATGGCCTACCTACATAGTATGAATGCTGCTTTACTAG
AACTACAGAGGTTATGGCCTATCTGCATGGTATGAATGCTACGTTACTGG
TACTGCAGAGGTCATGACATACATACATGGCATGGACCCCTCTCTGCTAG
TACCCCAGAGATAATGTCCTATTTACATTCTATGAATGAGTCCCTTTTGG
GACCCCTGAAGTAATGGCCTATTTACATACTATGAATGAATCCCTTTTGG
AACTCCTGAGATAATGTCCTATTTACATACCATGAATGAGTCTTTGCTTG
GACTCCAGAGGTCATGTCCTATTTACATACTATGAATGACTCCTTATTAG
TACACCCGAAATTATGGCCTACCTCCATGGTATGAATGAATCTTTGCTAG
GACCCCTGAAATTATGGCATACCTACATAGTATGAATGAACATTTATTAG
AACCCCTGAAATTATGGCCTACCTACATAATATGAATAAGGCCTTGTTGG
AACTCCTGAAATTATGGCCTACTTGCACAATATGAATAAGGCCTTATTGG
AACACCAGAAATTATGGCCTACTTACATAATATGAACAAGGCACTGTTGG
AACCCCCGAAATCATGGCCTACCTGCATAATATGAACAAGGACCTTTTGG
AACACCAGAAATTATGGCCTACTTACATAATATGAACAAGGCACTGTTGG
AACGCCTGAGATAATGTCCTATTTACACAATATGAATGACACATTGTTAG
AACTCCTGAAATTATGGCCTATTTACACACAATGAACAGTACTTTGTTGG
GACCCCCGAAATTATGGCCTATTTACACACTATGAACAGTAGTTTGCTGG
GACCCCTGATATTATGGCATATTTACATACCATGAACAATAGTTTATTGG
AACCCCCGAAATTATGGCCTATTTACACACCATGAACAGTAGTTTACTAG
AACCCCCGAAATTATGGCCTATTTACACACCATGAATAGTAGTTTACTGG
GACCCCGGATATTATGGCCTATTTGCACACCATGAATAGTAGTTTATTGG
AACACCTGAAATTATGGCCTATATTCACACTATGAACACTGCTTTATTGG
GACACCTGAAATTATGGCTTACCTTCATACTATGAACAGTGCCTTACTTG
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GI|397005|LCL|HPV3REF.1| HPV3RE
GI|339639364|LCL|HPV125REF.2|H
GI|1020202|LCL|HPV28REF.1|HPV2
GI| 40804528 | LCL|HPV94REF.1|HPV
GI|256807724|LCL|HPV1I17REF.1|H
GI|9627257|LCL|HPVIOREF.1|HPV1
GI|2911558|LCL|HPV77REF.1|HPV7
GI|1020210|LCL|HPV29REF.1|HPV2

AGGATTGGAATTTTGGACTAACCTTACCTCCCACTGCTAGTTTGGAAGAT
AAAATTGGAATTTTGGCCTTACCTTGCCTCCTACTGCTAGTTTGGAAGAT
AACAGTGGAATTTTGGATTAACATTACCTCCGTCTGCTAGTTTGGAGGAT
AACAGTGGAATTTTGGATTAACATTGCCCCCCTCCGCTAGTTTGGAGGAT
AGGACTGGAATATTGGGTTATCCCCGCCAGTGGCCACCAGCCTAGAAGAT
ACGATTGGAATATTGGCTTATCCCCACCAGTTGCAACTAGCTTAGAGGAT
AAGACTGGAATATAGGTTTGTCGCCTCCTGTTGCCACTAGCTTAGAGGAC
AGGGCTGGAATATTGGATTGTCACCCCCAGCTGCCACAAGCTTAGAGGAC
AAAATTGGAATTTTGGTGTCCCTCCACCACCTACTACAAGTTTGGTGGAT
AAAACTGGAATTTTGGTGTCCCACCGCCACCCACTACCAGTTTAGTAGAT
AGGATTGGAACTTTGGTGTTCCCCCCCCGCCAACTACTAGTTTGGTGGAT
ATGATTGGAATTTTGGTGTTGCCCCTCCACCATCTGCTAGTCTTGTAGAT
ACAATTGGAATTTTGCTGTAGCTCCTCCACCATCTGCCAGTTTGGTAGAC
ACAATTGGAATATAGGAGTTACCCCTCCACCATCTGCAAGCTTGGTGGAC
ATAGTTGGAATTTTGGTGTTAGTCCTCCCCCATCTGCTAGCTTAGTAGAT
AGGATTGGAATTTTGGTGTTACACCACCTCCTACTGCTAGTTTAGTTGAC
AACAGTGGAATTTTGGTCTTACACCACCGCCTTCAGGTACTTTAGAAGAA
AAGAGTGGAATTTTGGTCTTACCCCACCACCGTCAGGTACTTTAGAGGAA
AGGACTGGCAATTTGGCCTTACCCCACCACCGTCTGCATCTTTGGAGGAC
AGGACTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCGTCTGCCAGTTTACAGGAC
AAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGAT
AGGACTGGCAATTTGGCCTTACACCACCTCCTTCAGGTAATTTACAGGAC
AGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGAT
AGGATTGGAATTTTGGCCTTACACCACCGCCTTCTGGTACCTTAGAGGAC
AAGATTGGAATTTTGGATTGACCACACCTCCCTCAGGTTCTTTGGAGGAT
AAGACTGGAACTTTGGGGTATCCCCTCCAGCCACGGCATCACTAGAGGAT
AGGACTGGAATTTTGGTGTGTCCCCACCTGCCTCTGCTTCTTTGGAAGAT
ATGATTGGAATTTTAAAATTGGTCCTCCAGCGTCTGCAACCTTGGAAGAT
AGGATTGGAACTTTAAAATTGCTCCTCCAGCCTCTGCATCCTTAGAGGAT
AGGAGTGGAATGTTGGTGTTGCACCACCACCTTCAGGAACTTTAGAAGAT
ACGATTGGAATGTTGGTGTAGCTCCACCGCCCTCTGGTACTTTAGAAGAT
AAGAATGGAACTTTGGATTATCTCCCCCTCCTAATGGAACATTAGAAGAC
AAGAATGGAACTTTGGATTATCTCCCCCTCCCAATGGAACATTAGAAGAC
AAGACTGGAACTTTGGGCTATCTCCCCCTCCTAATGGAACATTAGAAGAC
AAGACTGGAACTTTGGCCTAACACCTCCCCCCAATGGTACTTTAGAAGAC
AACAGTGGAACTTTGGGTTGTCGCCGCCCCCAAATGGTACCTTAGAGGAC
AAGACTGGAACTTTGGGTTATCGCCTCCCCCAAATGGTACATTAGAAGAT
AGGACTGGAACTTTGGTTTATCGCCTCCACCAAATGGTACACTGGAGGAT
AGGACTGGAACTTTGGTATAACCCCCCCAGCTACAAGTAGTTTGGAGGAC
AGGATTGGAACTTCGGTGTACCCCCTCCGCCGTCTGCCAGTTTACAGGAT
AGGACTGGAACTTCGGTGTACCCCCCCCGCCGTCTGCCAGTTTGCAGGAC
AGGACTGGAACTTTGGTGTCCCCCCACCCCCGTCCGCCAGCCTGCAGGAC
AGGACTGGAATTTTGGTTCCTTACCACCTCCTACTGCTAGTCTTGGTGAT
AGGACTGGAATTTTGGGTCGTTGCCCCCCCCTACCGCCAGTCTTGGCGAT
AAGACTGGAATTTCGGTTCCTTGCCCCCTCCCACTGCTAGTTTGGGCGAT
AGGACTGGAACTTTGGTACCTTGCCTCCGCCGTCTGCTAGTTTGGGGGAC
ATGAGTGGAATTTTGGGGTTGTGCCCCCTCCCTCCACAAGTTTGGAGGAT
ATGAGTGGAATTTTGGGGTTGTGCCCCCTCCTTCCACTAGTTTAGATGAT
ATGAGTGGAATTTTGGTGTTGTGCCCCCTCCCTCCACAAGTTTGGATGAC
ATGAGTGGAATTTTGGTGTTGTGCCCCCTCCCTCCACAAGTTTAGATGAT
ATGACTGGAATTTTGGTGTATTGCCCCCTCCTTCCACCAGCCTTGATGAT
ATGAGTGGAATTTTGGCGTGTTACCGCCTCCCTCCACCAGCCTTGATGAT
ATGACTGGAACTTTGGTGTGGTACCACCACCCTCTACCAGTTTAGAAGAC
ATGACTGGAATTTTGGTGTGGTGCCTCCTCCTTCTACCAGTTTGGATGAT
ATGATTGGAATTTTGGTGTGTTGCCACCTCCTTCCACCAGTTTAGATGAC
ATGACTGGAACTTTGGGGTTTTACCTCCCCCTTCCACTAGTTTAGATGAG
ATGATTGGAATTTTGGTGTGTTGCCACCTCCTTCCACCAGTTTAGATGAC
ATGAATGGAACTTTGGTGTCATTCCCCCTCCCTCCACTAGTTTGGATGAT
AGGATTGGAACTTTGGGTTAACCTTGCCACCGTCCACTAGCTTGGAGGAC
AGGATTGGAACTTTGGGTTGACCTTGCCACCGTCCACTAGCTTGGAGGAC
AGGACTGGAACTTTGGGTTGACTTTACCACCATCCACTAGCTTGGAGGAC
AAGATTGGAACTTTGGGTTGACTCTGCCGCCGTCCACTAGCTTGGAGGAC
AAGATTGGAACTTTGGGTTAACTTTGCCACCGTCTACTAGCTTGGAGGAC
AGGATTGGAACTTTGGGTTAACTTTGCCACCGTCCACTAGCTTGGAGGAC
AGGATTGGAATTTTGGACTGACATTGCCACCTTCTACTAGTCTGGAAGAC
AAGACTGGAATTTTGGATTGACATTGCCACCTTCCACTAGCTTGGAAGAC
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Tesina de grado

GI|9627305|LCL|HPV26REF.1|HPVZ2
GI|6970418|LCL|HPV6I9REF.1|HPVE
GI|333087|LCL|HPV5IREF.1|HPV51
GI|6970427|LCL|HPV82REF.1|HPV8
GI|397053|LCL|HPV56REF.1|HPV56
GI|1020290|LCL|HPV66REF.1|HPVE
GI|9627377|LCL|HPV53REF.1|HPV5
GI|396973|LCL|HPV30REF.1|HPV30
GI|397022|LCL|HPV45REF.1|HPV45
GI|717266|LCL|HPVY97REF.1|HPV
GI|60975|LCL|HPVISREF.1|HPV18R
GI|71726685|LCL|HPV68REF.1|HPV
GI|333245|LCL|HPV39REF.1|HPV39
GI|1173493|LCL|HPV70REF.1|HPV7
GI|4574720|LCL|HPV85REF.1|HPVS
GI|557236|LCL|HPV59REF.1|HPV59
GI|9627334|LCL|HPV34REF.1|HPV3
GI|1491692|LCL|HPV73REF.1|HPV7
GI|397038|LCL|HPV52REF.1|HPV52
GI|222386|LCL|HPV58REF.1|HPV58
GI|333049|LCL|HPV33REF.1|HPV33
GI|3228267|LCL|HPV67REF.1|HPV6
GI|333031|LCL|HPV16REF.1|HPV16
GI|396997|LCL|HPV35REF.1|HPV35
GI|333048|LCL|HPV31IREF.1|HPV31
GI|22023568|LCL|HPVI91REF.1|HPV
GI|40804474|LCL|HPV43REF.1|HPV
GI|9627389|LCL|HPV7REF.1|HPV7R
GI|397014|LCL|HPV40REF.1|HPV40
GI|333211|LCL|HPV42REF.1|HPV42
GI|9627327|LCL|HPV32REF.1|HPV3
GI|9629720|LCL| PTPVIREF.1| PTPV
GI|61010|LCL|PPPVIREF.1|PPPVIR
GI|60295|LCL|HPVI3REF.1|HPVI3R
GI|27462483| LCL|HPV74REF.1|HPV
GI|1020242|LCL|HPV44REF.1|HPV4
GI|60955|LCL|HPV6REF.1| HPV6REF
GI|333026|LCL|HPV1IIREF.1|HPVI11
GI|9628437|LCL|HPV54REF.1|HPV5
GI|9626032| LCL|HPVZ2REF.1|HPVZR
GI|396964|LCL|HPV27REF.1|HPV27
GI|60882|LCL|HPV57REF.1|HPV57R
GI|12084981|LCL|HPV71REF.1|HPV
GI|71726710|LCL|HPVI06REF.1|HP
GI|22138122|LCL|HPVI0REF.1|HPV
GI|320526310|LCL|CGPVIREF.1|CG
GI|15741127|LCL|HPV86REF.1|HPV
GI|14475578|LCL|HPV87REF.2|HPV
GI|2187589|LCL|HPV114REF.1|H
GI|12958167|LCL|HPV84REF.1|HPV
GI|71726718|LCL|HPVI0O2REF.1|HP
GI|5059324| LCL|HPV83REF.1|HPV8
GI| 9628574 | LCL|HPV61REF.1|HPV6E
GI|1491683|LCL|HPV/72REF.1|HPV7
GI|40804509|LCL|HPV8IREF.1|HPV
GI|39932599| LCL|HPV62REF.1|HPV
712

GI| 22095322 | LCL|HPV89REF.1|HPV
GI|397005|LCL|HPV3REF.1| HPV3RE
GI|339639364|LCL|HPV125REF.2|H
GI|1020202|LCL|HPV28REF.1|HPV2
GI| 40804528 | LCL|HPV94REF.1|HPV
GI|256807724|LCL|HPV1I17REF.1|H
GI|9627257|LCL|HPVIOREF.1|HPV1
GI|2911558|LCL|HPV77REF.1|HPV7
GI|1020210|LCL|HPV29REF.1|HPV2

GCCTATAGGTTTATTAAAAACTCTGCTACTACCTGTCAGCG---TAACGC
GCATATAGGTTTATTAAAAATTCAGCTACTACATGTCAACG---CGATGC
GCATATAGGTTTGTTAGAAATGCAGCTACTAGCTGTCAAAA---GGACAC
GCCTATCGATTTGTAAAAAATGCAGCAACATCCTGTCACAA---GGACAG
AAATATAGATATGTTAGAAGCACAGCTATAACATGTCAACG---GGAACA
AAATATAGGTATATTAAAAGCACAGCTATTACATGTCAGAG---GGAACA
AAATACAGATATGTGAAAAGTGCAGCTATAACCTGTCAAAA---GGATCA
AAATACAGATATGTTAAAAGCCTTGCTATAACCTGTCAAAA---GGATCA
ACATATCGTTTTGTGCAATCAGTTGCTGTTACCTGTCAAAA---GGATAC
ACATATCGCTTTGTACAGTCTGTTGCTATAACCTGTCAAAA---GGATAC
ACATATCGTTTTGTACAATCTGTTGCTATTACCTGTCAAAA---GGATGC
ACATACCGCTACCTACAATCAGCAGCAATTACATGTCAAAA---GGACGC
ACTTACAGATACCTACAGTCTGCAGCCATTACATGTCAAAA---GGATGC
ACGTATAGGTATTTACAATCAGCAGCTATAGCATGTCAAAA---GGATGC
ACATATAGGTTTTTACAGTCATCTGCCATTACATGTCAGAA---GGATGT
ACATACCGTTTTGTTCAATCTGCTGCTGTAACTTGTCAAAA---GGACAC
ACATATAGATATGTTACTTCACAGGCCATTACATGTCAGCG---TCCGCA
ACATATAGATATGTAACATCACAGGCTATTAGTTGCCAACG---TCCTCA
ACATACAGATTTGTCACTTCTACTGCTATAACTTGTCAAAA---AAACAC
ACATATAGATTTGTTACCTCCCAGGCTATTACTTGCCAAAA---AACAGC
ACCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAA---AACAGT
ACATATAGATTTGTTACCTCGCAGGCTATTACCTGTCAAAA-—-AACATC
ACTTATAGGTTTGTAACATCCCAGGCAATTGCTTGTCAAAA---ACATAC
ACATATCGCTATGTAACATCACAGGCTGTAACTTGTCAAAA---ACCCAG
ACCTATAGGTTTGTCACCTCACAGGCCATTACATGTCAAAA---AACTGC
ACTTATCGCTTTTTGGCTAATAAGGCAATTGCCTGTCAAAA---AAATGT
ACTTATCGCTTTTTGTCTAACAAGGCCATTGCATGTCAAAA---AAATGC
ACTTATAGGTTTCTTACCAATAAAGCCATAGCATGTCAGCG---TGATGC
ACATATAGGTTCCTTACCAACAAGGCTATTGCCTGTCAGCG---CGATGC
AGTTATAGGTATGTACAATCAGAAGCTATTCGCTGTCAGGC---TAAGGT
AGTTATAGATTTGTGCAGTCTCAGGCCATACGATGTCAAGC---TAAGGT
ACATATAGATATGTTCAGTCTCAGGCCATAACGTGTCAAAA---ACCTAC
ACATATAGATATGTTCAGTCTCAGGCTATAACATGTCAAAA---ACCTAC
ACATATAGATATGTACAATCTCAGGCCATAACGTGTCAAAA---GCCTAC
ACCTACAGATATGTGCAGTCTCAGGCTATTGCATGTCAAAA---GCCTAC
AAATACAGATATGTGCAGTCCCAGGCCATTACATGTCAAAA---GCCACC
ACCTATAGGTATGTGCAGTCACAGGCCATTACCTGTCAAAA---GCCCAC
ACTTATAGATATGTACAGTCACAGGCCATTACCTGTCAGAA---ACCCAC
ACATATAGGTTTGTACAGTCACAGGCCATTGCATGTCAAAAGAATAATGC
ACCTATAGATATTTGCAGTCCCAGGCTATTACATGTCAAAAACCTACA--
ACTTATAGATATTTGCAGTCCCAGGCTATTACGTGTCAGAAACCTACG-—
ACCTACAGGTATTTGCAATCCCAAGCGATAACATGTCAGAAGCCCACA--
ACCTACCGCTTTTTACAGTCTCAGGCCATAACCTGTCAGAAAAACAGTCC
ACCTATAGGTTTTTACAGTCCCAGGCCATAACATGTCAAAAGCCCTCCGC
ACCTACCGGTTCCTACAGTCCCAGGCTATTTCCTGTCAAAAACCTTCTGC
ACCTACAGGTTCCTGCAGTCCCAGGCCATAACATGCCAACGCCCCCCAGC
ACCTACCGTTTCCTGCAGTCCCGTGCCATTACGTGCCAAAAAGGGGCTAC
ACATACCGATACCTTCAGTCCCGTGCCATTACATGTCAAAAGGGGTCTGC
ACCTACAGGTATCTACAGTCCCGCGCCATTTCCTGCCAGAAGGGGGCTGC
ACCTATAGGTACTTGCAGTCTCGCGCCATTACTTGCCAAAAGGGGGCCGC
ACATATAGGTATTTGCAGTCCCGTGCTATTACCTGCCAAAAGGGGGTTTC
ACCTATCGCTATCTGCAGTCCCGTGCTATTACCTGCCAAAAGGGTCCTTC
ACATATAGGTTTTTGCAGTCCAGAGCTATTACATGTCAGAAGGGTGCTGC
ACCTATAGGTTTTTGCAGTCTCGTGCCATTACCTGTCAAAAGGGGGCTGC
ACATATCGCTTTTTACAGTCTCGGGCCATTACCTGTCAAAAGGGTGCTGC
ACATATCACTATTTGCAGTCTCGGGCTATTACATGTCAAAAGGGGGCTGC
ACATATCGCTTTTTACAGTCTCGGGCCATTACCTGTCAAAAGGGTGCTGC
ACCTATCGCTTTCTTACCTCTCGGGCCATTACATGTCAAAAGGGCACTGC
ACCTATAGATTTTTAACTTCCTCTGCCATTACCTGCCAGAAAG--—-ATGC
ACTTACCGATTTTTAACATCCTCGGCCATTACCTGCCAAAAAG--—-AGAC
ACGTATAGGTTCATATCTTCCTCTGCCATTACCTGTCAAAAGG-—--ATGC
ACTTATAGGTTCTTGTCGTCCTCCGCAATAACTTGTCAGAAGG-—--AGGC
ACGTATAGATTTTTGTCCTCCTCTGCCATAACTTGTCAGAAGG-—--ATGC
ACATATAGATTTTTGTCCTCTTCAGCCATTACTTGTCAGAAAG-—--ATAC
ACATATAGGTTTGTAACGTCCTCTGCCATTACATGTCAAAAGG-——-ATGT
ACGTATAGGTTTGTAACATCCTCTGCCATAACTTGTCAAAAAG-—--ATTT
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