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ADN = Ácido desoxirribonucleico 
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ANF = Aspirado nasofaríngeo 

BrEt = Bromuro de etidio 

CPPA = Célula presentadora de antígeno 

dNTPs = desoxirribonucléotido trifosfatos 
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MgCl2 = Cloruro de magnesio 

min = minuto 

ng = nanogramo 

ºC = grado Celsius 

p = Proteína 

pb = Pares de bases 

PCR = Reacción en cadena de la polimerasa 

pRb = Proteína retinoblastoma 

s = segundo 

SDS = Dodecil sulfato de sodio 

TBE = Tris-borato EDTA 

Tris-HCl = Tris-Borato / ácido clorhídrico 

ul = microlitro 

uM = microMolar 

URR = Unidad regulatoria no codificante 

USA = Estados Unidos de América 

V = Voltios 

VLP`s = Partículas similares a virus 
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VP = Virus papiloma 

VPH = Virus papiloma Humano 

VPH-AR = Virus papiloma humano de alto riesgo oncogénico 

VPH-BR = Virus papiloma humano de bajo riesgo oncogénico 

VRS = Virus respiratorio sincicial 
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RESUMEN 
 
 
 
Introducción: La infección por el virus papiloma humano (VPH) es una de las 
infecciones de transmisión sexual más prevalentes en el mundo, se ha asociado con 
lesiones epiteliales benignas hiperplásicas, papilomatosas, verrucosa y a 
carcinomas, siendo el agente etiológico del cáncer cervicouterino. La única 
localización no genital para la cual se ha evidenciado una asociación igualmente 
sólida a favor de un papel etiológico del VPH corresponde a un grupo de cánceres de 
cabeza y cuello,  especialmente en la orofaringe. En niños existen estudios que han 
confirmado la detección de VPH en piel y mucosas, pero su mecanismo de 
transmisión es controversial. Las lesiones  más típicas en niños son las verrugas de 
piel y las infecciones por VPH en la laringe como la papilomatosis laríngea 
recurrente. Hay pocos estudios en el mundo relacionados con la infección oral por 
VPH en niños, por lo que la prevalencia certera de dicha infección no es conocida. 
En recién nacidos sin lesiones orofaríngeas, se ha encontrado una prevalencia desde 
4% hasta 87% de VPH en hisopados orales. En Chile no existen estudios de 
portación de VPH en cavidad orofaríngea en niños ni en adultos. Objetivos: El 
propósito de este trabajo fue determinar la portación del VPH en cavidad faríngea de 
una población de lactantes menores de dos años en Chile. Materiales y Métodos: 
se usaron muestras de aspirados nasofaríngeos de 291 lactantes, con infección 
respiratoria aguda, de 5 días a 24 meses de vida, de Santiago, Chile, recolectadas 
previamente para estudios de infecciones virales (Laboratorio de Virología, Facultad 
de Medicina, Universidad de Chile). En estas muestras se determinó la presencia de 
VPH mediante PCR convencional con partidores GP5+/GP6+. Las muestras VPH 
positivas se genotipificaron mediante el ensayo de Linear Arrays. La calidad de la 
muestra y la presencia de inhibidores de PCR se evaluaron mediante la detección del 
gen celular TLR4 por PCR. Resultados: debido a la degradación del ADN de las 
muestras, se incluyeron sólo 160 muestras en este estudio, de las cuales se obtuvo 
una prevalencia de VPH en faringe de estos lactantes de 30,6%  mediante PCR 
convencional. De las 49 muestras positivas sólo 8 (16,3%) pudieron ser 
genotipificadas. Los genotipos detectados fueron: VPH-58 (2 muestras), VPH-16 (4 
muestras), VPH-18 (una muestra), VPH-11(una muestra) y una muestra con 
infección múltiple para genotipos VPH-16 y 18. Conclusiones: La prevalencia de 
VPH que obtuvimos en cavidad faríngea en esta población de niños chilenos, está 
dentro de lo descrito internacionalmente, siendo una prevalencia alta. Sin embargo, 
nuestro estudio tuvo limitaciones en cuanto a la calidad de las muestras y a la 
población analizada, lactantes hospitalizados, por lo cual se requieren otros estudios 
que nos permitan corroborar si esta prevalencia es representativa de la infección por 
VPH en cavidad faríngea de lactantes chilenos. A pesar de ello, este es el primer 
estudio que detecta genoma viral en faringe de lactantes chilenos. 
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ABSTRACT 
 
 
 
Introduction: Infection with human papillomavirus (HPV) is the most prevalent 
sexually transmitted infection in the world. It has been associated with benign 
epithelial hyperplastic, papillomatous, verrucous lesions and carcinomas, and is the 
etiologic agent of cervical cancer. The only non-genital location for which there has 
been an equally strong association in favor of an etiological role of HPV is a group of 
head and neck cancers, especially in the oropharynx. In children, studies have 
confirmed the detection of HPV in skin and mucous membranes, but its mechanism of 
transmission is controversial. The typical lesions in children are skin warts and HPV 
infection in the larynx such as recurrent laryngeal papillomatosis. There are few 
studies in the world related to oral HPV infection in children, so the accurate 
prevalence of HPV infection is not known. In infants without oropharyngeal lesions, 
there have been found a prevalence of 4-87% of HPV in oral swabs. In Chile there 
are no studies bearing of HPV in oropharyngeal cavity in children and adults. 
Objectives: The purpose of this study was to determine the carrying HPV pharyngeal 
cavity of a population of infants under two years in Chile. Materials and Methods: 
We used samples from nasopharyngeal aspirates from 291 infants with acute 
respiratory infection, aged 5 days to 24 months of life, Santiago, Chile, previously 
collected for studies of viral infections (Laboratory of Virology, Faculty of Medicine, 
University of Chile). These samples were tested for HPV by conventional PCR with 
primers GP5 + / GP6 +. HPV-positive samples were genotyped by testing Linear 
Arrays. The quality of the sample and the presence of PCR inhibitors were assessed 
by TLR4 cell gene detection by PCR. Results: Due to the degradation of DNA 
samples, only 160 samples were included in this study, in which we obtained a 
prevalence of 30.6% of HPV in the pharynx of these infants by conventional PCR. Of 
the 49 positive samples only 8 (16.3%) could be genotyped. The genotypes detected 
were HPV-58 (2 samples), HPV-16 (4 samples), HPV-18 (one sample), HPV-11 (one 
sample) and a sample with multiple infections to genotypes HPV-16 and 18. 
Conclusions: The prevalence of HPV found from pharyngeal cavity in this population 
of chilean children, is within that described internationally, with a high prevalence. 
However, our study had limitations regarding the quality of the samples and the 
population sampled, hospitalized infants, that´s why other studies are required to 
confirm whether this prevalence is representative of HPV infection in Chilean infants 
pharyngeal cavity . However, this is the first study to detect viral genome in the 
pharynx of chilean infants. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
La infección por el virus papiloma humano (VPH) es una de las infecciones de 

transmisión sexual más prevalentes en el mundo. Se describen en USA cerca de 5,5 

millones de casos nuevos anuales, con una prevalencia estimada de 20 millones  y 

se presume que 20-40% de las mujeres sexualmente activas estarían infectadas con 

VPH1. Cabe destacar que la prevalencia es probablemente mucho mayor que la 

documentada, debido a las infecciones subclínicas2. 

Se ha asociado con lesiones epiteliales benignas hiperplásicas, papilomatosas, 

verrucosa y a carcinomas, siendo el agente etiológico del cáncer cervicouterino3,4. El 

VPH está distribuido ampliamente en el ambiente, presenta un tropismo epitelial, 

tanto cutáneo como mucoso, e infecta a ambos géneros y a todo grupo etario. La 

relación hombre:mujer sería de 1,4:15. 

 

Aspectos generales del virus papiloma humano 

 El virus papiloma (VP) ha sido encontrado en más de 20 especies diferentes 

de mamíferos, aves y reptiles, sin embargo, debido a su importancia clínica los VP 

que infectan a los humanos (VPH) han sido los más extensamente estudiados (7). 

Los VP pertenecen a la familia Papillomaviridae, presentan ADN de doble hebra 

circular, son virus pequeños de 52-55 nm de diámetro, sin envoltura y con cápside 

icosahédrica3.  

  

 La clasificación vigente del VPH se basa en forma exclusiva en la 

caracterización del genoma; se considera que se trata de un nuevo genotipo si la 

región L1, la parte menos variable del genoma del VPH  que codifica para una 

proteína de la cápside viral, presenta una homología menor de 90% con otros 

genotipos conocidos de VPH. Cuando la homología se sitúa en el rango de 90 a 98% 

indica un subtipo, y cuando es mayor de 98%, se considera que es una variante. Los 

genotipos son designados por números y los subtipos con letras, siguiendo un orden 

cronológico con respecto a su descripción6. De esta manera han sido identificados 

más de 200 genotipos4, siendo los más importantes aquellos que infectan las 
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mucosas (α-papillomavirus) y los que infectan la piel asociados a la 

epidermodisplasia verruciforme (β-papillomavirus)7. Aproximadamente 70 de ellos 

infectan las mucosas.  

 

 De acuerdo al potencial oncogénico de VPH asociado a cáncer cérvico 

uterino, se han clasificado en genotipos de VPH de alto riesgo (VPH-AR) u 

oncogénicos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, VPH de probable alto 

riesgo o indeterminados: 26, 53, 66, 68, 73, 82, y en VPH de bajo riesgo (VPH-BR): 

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108, asociados a lesiones benignas 

como los condilomas, y otras como las verrugas en pacientes 

inmunocomprometidos8,9. 

 

Genoma viral y ciclo replicativo 

 Su genoma de ADN de doble hebra circular, presenta un tamaño molecular  

aproximado de 8.000 pares de bases (pb). Esta organizado en tres regiones (ver 

figura 1): Una región regulatoria no codificante (URR) donde se encuentran el origen 

de replicación viral y sitios para la regulación de los genes involucrados en la 

replicación viral; otra región que codifica para 6 genes “E” denominados tempranos 

(Early: tempranos) E1, E2, E4, E5, E6 y E7 cuya transcripción está bajo el control del 

promotor temprano p97 en VPH-16 y que participan en la replicación viral, y una 

tercera región “L” que codifica para las 2 proteínas estructurales tardías (Late: tardía) 

L1 y L2, que son transcritas a partir del promotor tardío p742 (VPH-16)3. 

        

Figura 1. Organización del genoma del VPH. Se indican las 3 regiones del genoma viral (basado en 

VPH-16). Una región de genes tempranos (E), una región de genes tardíos (L) y una región regulatoria 

no transcripcional (URR)
8
. 

VPH 
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 El VPH infecta a los queratinocitos que se encuentran en la capa basal del 

epitelio escamoso estratificado. Su ciclo replicativo está directamente relacionado 

con la diferenciación del epitelio que infecta, tanto temporal como espacialmente, y 

puede inducir infecciones persistentes y transformantes. La infección ocurre a través 

de microtraumas en el epitelio, que expone la capa celular basal a la entrada del 

virus. Se cree que esta entrada es iniciada por la unión  de las partículas virales a 

receptores tanto de la matriz extracelular como de la superficie de la célula, 

probablemente proteoglicanos con heparán Sulfato o alfa-6-integrinas. Una vez 

dentro de la célula basal, se genera una población viral no productiva, con un número 

bajo de copias de ADN viral (30-50 copias por célula infectada), donde el genoma 

viral se mantiene en forma extracromosómica o episomal en el núcleo de las células 

infectadas. Después de la división celular, las células hijas infectadas abandonan la 

capa basal, migran hacia las regiones suprabasales y se diferencian, donde se activa 

la expresión de genes virales tempranos para la replicación del genoma viral, 

conocida como fase productiva o vegetativa del ciclo viral (figura 2). Las proteínas 

codificadas por los genes tempranos, E1 y E2 están involucradas en la replicación 

actuando como factores  que reconocen el origen de replicación viral. La proteína E2 

actúa como modulador de la transcripción regulando la expresión de otros genes 

tempranos y favoreciendo el reclutamiento de E1 (que presenta una actividad 

helicasa) al origen de replicación. La formación del complejo de iniciación E1/E2 

permitiría la replicación viral. El gen E5 codificaría para una proteína con actividad 

transformante no bien definida para todos los VPH-AR10. 

 

Las proteínas codificadas por los genes tempranos E6 y E7, han sido las más 

estudiadas por su actividad oncogénica. Durante la infección, ambas proteínas 

tendrían una interacción con proteínas celulares relacionadas con la proliferación 

celular como p53 y la del retinoblastoma (Rb), interfiriendo en el control del ciclo 

celular, apoptosis y senescencia para favorecer la proliferación celular más que la 

diferenciación terminal del queratinocito. Así, el VPH es capaz de controlar los 

procesos celulares impidiendo que los queratinocitos entren en una fase terminal de 

diferenciación promoviendo la entrada a la fase S del ciclo celular 11,12. 
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          A    B  

                                  

 

Figura 2. Patrón normal de expresión durante una infección viral con VPH. En la parte A, se 

esquematiza un epitelio escamoso estratificado que presenta una micro lesión por la cual ingresaría el 

virus al estrato basal. Las células con puntos azules son células no infectadas, las células con puntos 

rojos corresponden a células infectadas con VPH que expresan genes tempranos necesarios para la 

mantención del genoma viral. En los estratos superiores comienza la expresión de los genes 

involucrados en la liberación de la partícula viral (verde) y los genes necesarios para que ocurra el 

ensamblaje de la cápside viral (naranjo). La parte B de la figura indica la línea temporal y espacial de 

eventos moleculares durante la infección con VPH
11

. 

 

La proteína E4 actuaría en etapas tardías del ciclo viral interactuando con moléculas 

del citoesqueleto celular y permitiendo la liberación de la partícula viral en el epitelio 

cornificado. Junto con la expresión de E4 en los estratos superiores del epitelio 

ocurre la expresión de los genes virales tardíos L1 y L2 necesarios para la formación 

de la cápside viral. Esta cápside está organizada en 72 capsómeros pentaméricos 

compuestos por 360 copias de la proteína L1, que es la proteína mayor de la cápside 

con un tamaño de 55 kDa y corresponde aproximadamente a un 80% del total de las 

proteínas virales, y 12 copias de L2, la proteína menor de la cápside, de 70 kDa, se 

ubica al centro del vértice del capsómero pentavalente y sería la responsable de la 

adsorción y penetración de la partícula viral, interactuando con moléculas de la 

matriz extracelular inicialmente y luego con receptores celulares13. Una vez que se 

produce el ensamblaje viral, los viriones son liberados en conjunto con las células de 

Estrato basal 

Estrato 
suprabasal 

Estrato 
cornificado 
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las capas más superficiales del epitelio, que se desprenden y se desintegran en su 

ciclo de vida habitual8.  

 

Infección por VPH mucoso  

 Se han definido tres etapas en la historia natural de la infección por VPH: 

1) clínica, la cual se caracteriza por signos reconocibles, como condilomas 

acuminados, papilomas invertidos, leucoplasia, papilomatosis laríngea recurrente o 

cánceres9, sin procedimientos auxiliares de ayuda diagnostica; 2) Subclínica, ésta se 

detecta sólo con la ayuda del colposcopio o microscopio, y 3) latente, que no tiene 

lesiones visibles y solo puede ser detectada por procedimientos de identificación del 

ADN viral14. 

 

 Las manifestaciones clínicas del virus varían dependiendo del sitio de 

infección, del huésped y genotipo del virus, pudiendo encontrarse infección en más 

de un sitio y con más de un genotipo viral. Cabe destacar que pueden pasar años 

antes de evidenciar algún tipo de lesión15. En las infecciones latentes, el epitelio oral 

y faríngeo se puede observar clínica e histológicamente normal, dado que la 

expresión de genes virales está restringida a E1 y E2, en un bajo número de copias 

en estado episomal, y puede permanecer en este estado por un período largo de 

tiempo, puede ser removido por el sistema inmune, o bien la infección puede 

activarse e iniciar su etapa productiva10.  

 

 La infección genital es frecuente en los adultos, se adquiere principalmente 

por contacto sexual. Se estima que 2/3 de las personas que han tenido contacto 

sexual con una  persona infectada, se infectarán con VPH10. 

 

 Mediante técnicas de hibridización molecular de alta sensibilidad, como la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR por su sigla en inglés), puede 

considerarse una aproximación a la prevalencia genital de VPH ligeramente inferior 

al 10% en mujeres de países desarrollados y alrededor del 15% en los países en 
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vías de desarrollo. Se estima que el volumen de mujeres infectadas por el VPH es de 

alrededor de 300 millones y unas 490 mil tienen un cáncer de cuello uterino16,17.   

 

 La prevalencia de la infección genital por VPH es muy elevada en varones y 

mujeres jóvenes sexualmente activos, evolucionando en forma natural hacia la 

curación espontánea, la cual se observa en el 85-90% de los casos. En la segunda 

década de la vida se estima una prevalencia del 20-25% (pero en algunos grupos de 

adolescentes la infección puede llegar a afectar hasta un 70% de los individuos). En 

la tercera década la prevalencia disminuye considerablemente y a partir de los 35 

años se mantiene estable estimándose en alrededor de 5%18. 

 

 En algunos estudios se ha observado un peak de prevalencia en mujeres post-

menopáusicas, a partir de los 55 años de edad, curva bimodal18, que ha sido 

atribuido a la reactivación de una infección latente no detectada en las edades 

intermedias de la vida o debido al incremento de la susceptibilidad a la infección por 

el virus, que puede asociarse a la reducción fisiológica de la inmunidad natural en 

estas mujeres16, cambios hormonales ocurridos después de la menopausia, 

principalmente la reducción significativa de la producción de la hormona esteroide y 

los cambios fisiológicos del cérvix como atrofias del epitelio19. 

 

 El nivel de infección genital en mujeres Chilenas entre los 20 y 65 años, 

bordea el 14%, cifra muy similar a lo descrito en otros países latinoamericanos como 

México (14,5%), Costa Rica (16%) y Colombia (14,8%)20. 

 

 En los últimos años, se ha comenzado a estudiar la prevalencia de la infección 

por VPH en zonas extragenitales. En la cavidad oral de adultos asintomáticos con 

mucosa oral sana al examen físico, se ha encontrado entre 10-67% de portación de 

VPH dependiendo del lugar de toma de muestra (en criptas amigdalinas habría 

mayor concentración viral), el tipo de muestra y el método diagnóstico utilizado21,22. 

Por lo que su prevalencia es controversial, y no se conoce con exactitud22. 
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 El modo de transmisión de este virus a la cavidad oral y faríngea no es del 

todo claro. Se han sugerido distintas vías de transmisión, incluyendo el paso por el 

canal vaginal durante el parto de mujeres infectadas, autoinoculación, contacto boca-

boca y sexo oral. Los lugares mas frecuentemente afectados en la boca son los 

labios, paladar, lengua, úvula,  amígdalas palatinas y el piso de la boca. Se cree que 

la saliva tendría un rol protector contra la infección por VPH, dada la  presencia de 

agentes antimicrobianos en ella, como lactoferrina, lisozimas, IgA y citoquinas, pero 

es controversial, ya que también sucede que esta se acumula en el piso de la boca y 

los agentes cancerígenos como el tabaco y el alcohol se disuelven en ella, y se cree 

que de este modo proveería un ambiente más propicio para el desarrollo de lesiones 

por VPH en el epitelio23.  

 

 El VPH 6 y 11 son los genotipos más comunes encontrados en la cavidad oral, 

genotipos considerados de bajo riesgo4. 

 

Infección por VPH en niños 

 Existen estudios que han confirmado la detección de VPH en piel y mucosas 

en niños, pero su mecanismo de transmisión es controversial. Se han sugerido 

distintas vías de transmisión vertical, transmisión horizontal postparto desde los 

padres u otros miembros de la familia o personas cercanas al niño, por 

autoinoculación, abuso sexual, y posiblemente vía indirecta a través de fomites3.  

 

 Hay pocos estudios en el mundo relacionados con la infección oral por VPH en 

niños, por lo que la prevalencia certera de dicha infección no es conocida3,24. En 

recién nacidos sin lesiones orofaríngeas, se ha encontrado una prevalencia entre 4-

87% de VPH en hisopados orales, incluso en recién nacidos de madres no infectadas 

(ADN VPH genital negativo)25 

 

En el estudio de Rintala y cols (2005)26, las tasas de detección de VPH en aspirados 

nasofaríngeos de niños asintomáticos, varía entre 0% a 67%, mientras que, en Smith 

y cols (2007)27, la prevalencia total de la infección por VPH en la cavidad orofaríngea 
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de niños estadounidenses fue de 1,9%, con una distribución bimodal según edad, en 

los menores  de un año y los adolescentes entre 16 y 20 años presentaron las tasas 

de prevalencia más altas, 2,5% y 3,3% respectivamente. Además, se observó que 

las cargas virales disminuían al aumentar la edad del niño, y volvían a incrementarse 

en asociación al debut sexual en la adolescencia27. 

 

 La transmisión vertical puede ser dividida en 3 categorias según el momento 

en el que se asuma que ocurrió la transmisión de VPH:  

 

- Transmisión peri-conceptual (cercano a la fertilización): teóricamente podría 

ocurrir por infección del oocito o espermatozoides. ADN del VPH ha sido detectado 

en un amplio rango de 8% a 64% en muestras de semen en hombres asintomáticos, 

tanto en fluido seminal como en los espermatozoides y en biopsias de conductos 

deferentes. En las mujeres, se ha demostrado presencia de VPH tanto en genitales 

como en ovarios y endometrio, pero el significado de estos hallazgos es incierto. En 

consecuencia, la infección por VPH podría ocurrir desde la formación del embrión. 

 

- Transmisión prenatal (durante el embarazo): Algunos autores han descrito la 

presencia de ADN de VPH en líquido amniótico, en sangre de cordón umbilical, en 

fetos con malformaciones y en fetos de abortos espontáneos de primer trimestre, lo 

que no implica necesariamente que haya una infección viral en estas muestras, pero 

podría demostrar el mecanismo a través del cual el VPH pudiera transmitirse de 

madre a hijo durante el período perinatal. Además hay evidencias que muestran 

infección por VPH en niños nacidos por cesárea, o de madres sin infección por VPH 

a nivel genital. Se especula  que la infección también podría ocurrir por ascenso del 

virus por el canal del parto, favorecido por  ruptura prematura de membranas28. 

 

 La detección de ADN de VPH en muestras de placenta varía de 0 a 42,5%, en 

líquido amniótico va de 15 a 65%, y en sangre de cordón de 0 a 13.5%28. 
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- Transmisión perinatal (durante el parto y en etapas posteriores): Las tasas de 

detección de VPH en cavidad oral en los primeros días de vida varián entre 4% y 

72% en aquellos niños nacidos de madre infectadas por VPH genital durante el 

embarazo, y entre 0,6% y 20% en aquellos niños con madres sin VPH genital 

detectado durante el embarazo. En los seguimientos, las tasas de infección a las 6 

semanas postparto, también varían ampliamente y no se ha visto mayor diferencia 

entre niños nacidos de madres VPH positivas o negativas29.  

 

 Existen estudios que han asociado el tipo de parto con la transmisión vertical 

de VPH, en donde se ha visto que en los partos vaginales de mujeres infectadas, 

habría una mayor tasa de transmisión, aunque en cesáreas se han observado tasas 

de hasta un 8%, por lo que no sería un modo de evitar la transmisión de VPH en los 

hijos de mujeres infectadas21. Sin embargo, el debate acerca de la detección de VPH 

en cavidad oral de niños es continuo, dado que existe la posibilidad de que refleje 

sólo una contaminación pasiva y no una verdadera infección30. 

 

 Dentro de los factores que podrián aumentar el riesgo de transmisión de VPH 

desde la madre al hijo, están el número de parejas sexuales de la madre y el 

tabaquismo, a mayor número de parejas sexuales y mayor consumo de tabaco, 

aumenta el riesgo de infección por VPH en la madre y como consecuencia 

aumentaría el riesgo de transmisión al hijo31,32. 

 

 Las lesiones  más típicas en niños causadas por VPH son las verrugas de piel, 

y dentro de las lesiones en tracto aerodigestivo,  las infecciones por VPH en la 

laringe como la  papilomatosis laríngea recurrente24,31. De hecho, los papilomas 

orales son las lesiones epiteliales más frecuentes (7,5%) en la mucosa oral de los 

niños30. Estas lesiones aparecen en niños cuyas edades están comprendidas entre 

cinco y once años con predominio en el sexo femenino13. En distintos estudios, se ha 

detectado ADN de VPH hasta en un 40% en cavidad oral de niños estudiados por 

lesiones orofaríngeas. Los genotipos más frecuentemente encontrados en cavidad 
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oral y faríngea, tanto en niños asintomáticos como en aquellos que presentan 

lesiones, son VPH 6, 11, 16 y 1830. 

 

VPH y Cáncer 

 El papel etiológico de las infecciones por VPH para el desarrollo del cáncer del 

tracto genital inferior tanto femenino como masculino está bien establecido9. Las 

infecciones por VPH son responsables de todos los casos de carcinoma escamoso 

celular y de adenocarcinoma de cuello uterino, así como de subgrupos de cánceres 

de vulva, vagina, ano y de pene. Los genotipos 16, 18, 31 y 45 son los 

predominantes encontrados en cánceres de cuello uterino, alcanzando en conjunto el 

90% de los casos, y siendo el VPH 16 el que está presente en más de la mitad de 

todos los casos mundiales33. 

 

 Se han establecido diversos factores y cofactores de riesgo involucrados en el 

desarrollo de cáncer por VPH. En relación al virus, se encuentran el tipo viral, la 

persistencia de la infección inicial y la infección mixta con varios tipos de VPH. Los 

factores ambientales del huésped incluyen el nivel de esteroides (relacionado a la 

ingesta prolongada de anticonceptivos hormonales, el número de embarazos y la 

edad, en el desarrollo de cáncer cervicouterino), el efecto mutagénico de las 

sustancias carcinogénicas del tabaco, la conducta sexual de la población (incluyendo 

la edad de la primera relación sexual, el número de parejas y la higiene), el estado 

socioeconómico y nivel de escolaridad (que pudieran relacionarse a la nutrición, los 

niveles de antioxidantes y el acceso a los sistemas de cribado), el estado 

inmunológico (que disminuye con la edad, en personas VIH positivas o con trasplante 

de órganos y varía debido a polimorfismos del complejo mayor de 

histocompatibilidad), la susceptibilidad genética y la coinfección con otros patógenos. 

En este punto resalta Chlamydia trachomati en las patologías de cuello uterino19.  

Hasta la fecha, la única localización no genital para la cual se ha evidenciado una 

asociación igualmente sólida a favor de un papel etiológico del VPH corresponde a 

un grupo de cánceres de cabeza y cuello.  
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 En 1983 Syrjanen y cols.34 fueron los  primeros en describir la relación entre el 

VPH y el cáncer de cabeza y cuello, basados en la evidencia de que este virus es 

epiteliotrópico, en la similitud entre el epitelio genital y el aerodigestivo,  y que en 

estudios previos se había demostrado que el VPH podía inmortalizar queratinocitos 

orales5. Actualmente, los cánceres de cabeza y cuello constituyen la sexta causa de 

cáncer a nivel mundial5. 

 

 La asociación del VPH con el carcinoma de células escamosas de cabeza y 

cuello se ha reportado en la literatura según la localización, siendo la orofaringe la de 

mayor importancia con 21 %-100 % de positividad, cavidad oral con 12 %-71 % y 

laringe 4 %-24 %. Además se ha encontrado una fuerte asociación del VPH con 

respecto a la localización: los tumores de orofaringe, sobre todo de amígdala y base 

de lengua, presentan una mayor positividad para VPH con respecto a otras regiones 

anatómicas. Se ha descrito que el epitelio escamoso que reviste el anillo de 

Waldeyer puede ser particularmente susceptible a la infección por VPH debido a la 

facilidad que posee el virus de acceder a las células basales de la mucosa en las 

criptas de la amígdala35. 

 

 Se han reportado tasas de detección de ADN de VPH en lesiones 

precancerosas y cancerosas de cabeza y cuello entre 0% y 100%. Esta variación 

extrema se piensa que se debe a las diferencias de las poblaciones estudiadas, 

etnia, localización geográfica, tamaño muestral estudiado y los distintos métodos 

utilizados en la detección de VPH10.  

 

 La alta prevalencia de la infección por este virus en caso de lesiones bucales 

premalignas indica que la infección podría ser un evento temprano en el proceso de 

transformación maligna de las células epiteliales de la cavidad bucal14, y que la 

presencia de VPH-AR constituiría un factor de riesgo en alrededor del 26% de los 

carcinomas escamosos de cabeza y cuello, independiente de otros factores de 

riesgos conocidos como el tabaquismo  y el consumo de alcohol. El genotipo 16 se 

ha detectado en más del 90% de los cánceres de orofaringe positivos para VPH36,37. 
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 Sin embargo, pese a que no se sabe el mecanismo, se ha evidenciado que el 

tener  infección por VPH sería uno de los factores pronósticos positivos más 

significativos en la evolución de los pacientes con cáncer orofaríngeo, con un 60% a 

80% de reducción en el riesgo de morir por esta causa5. Esto estaría asociado a 

pacientes con una enfermedad de menor agresividad, con tumores bien 

diferenciados, en estadios menores, que responden mejor a radioterapia (mayor 

radiosensibilidad), lo que generearía mejores tasas de supervivencia general y libre 

de enfermedad38. Es por esto que, en las últimas décadas ha habido un interés 

progresivo en establecer la portación de VPH en cavidad orofaríngea a distintas 

edades, detectar los genotipos de VPH presentes y su potencial rol en la patogénesis 

de carcinoma de células escamosas en la cavidad oral y faríngea39. 

  

Mecanismo oncogénico  

El mecanismo oncogénico de VPH implica alteraciones moleculares causadas por la 

sobreexpresión de las oncoproteínas virales E6 y E7. La proteína E6 a través de la 

interacción con E6-AP se une a p53, induciendo una rápida degradación de éste. La 

inactivación de p53 bloquearía los mecanismos de reparación del ADN frente a un 

daño leve y los mecanismos de la apoptosis cuando el daño al ADN es mayor40,41. La 

oncoproteína viral E7 complementaría el rol de E6, a través de la interacción con 

proteínas de la familia del retinoblastoma (pRb, p107 y p130) que están 

interactuando con el factor de transcripción E2F. El complejo pRb/E2F controla la 

progresión de ciclo celular, cuando E7 se une a pRb, se liberaría E2F permitiendo la 

entrada en la fase S del ciclo celular y activando la proliferación celular13. En la 

infección persistente transformante, los eventos normales del ciclo replicativo viral se 

ven alterados, se produce una desregulación en la expresión de E6 y E7, las 

proteínas oncogénicas virales, y una pérdida de las proteínas reguladoras de la 

replicación viral, específicamente E2. Se postula que esta desregulación se 

produciría por la integración del genoma viral al de la célula infectada, aunque aún 

existen antecedentes contradictorios de este proceso13. 
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VPH e inmunidad  

 A nivel inmunológico, la inmunidad celular y la inmunidad innata son 

probablemente los factores más importantes en la resistencia del huésped, así como 

la participación de las células presentadores de antígenos y la secreción de 

citoquinas pro-inflamatorias6.  

   

Los VPH son inmunógenos naturales débiles debido a que su propio patrón de 

composición molecular no es reconocido por los receptores de las células de la 

respuesta innata (receptores similares a Toll como TLR3 y TLR9); al estar 

constituidos por una doble cadena de ADN son menos inmunogénicos que los virus 

constituidos por ARN, no contienen señales intramoleculares de peligro virales (p. ej., 

CpG en su ADN) y su expresión se presenta en escasa cantidad (comparada con la 

expresión de proteínas inmunogénicas de otros virus), provocando una respuesta 

inmune innata local mínima. La infección por VPH en los queratinocitos o en las 

lesiones preinvasoras epiteliales está limitada a las células superficiales y no penetra 

por debajo de la membrana basal. Los VPH mantienen un ciclo de vida sin salir del 

queratinocito infectado, inducen proliferación celular más que histolisis, no provocan 

lisis celular, por ello no inducen una respuesta inflamatoria potente; no se liberan 

citoquinas ni mediadores solubles del complemento y con esto se impide la 

activación y el sinergismo entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune 

adaptativa. Además, en general los queratinocitos y particularmente las células 

epiteliales escamosas diferenciadas tienen naturalmente limitada capacidad de 

procesar y presentar antígenos. Por otra parte, la infección por VPH no provoca fase 

virémica y por lo tanto cursa sin presentación sistémica del antígeno, ya que su 

replicación está insertada en el programa de diferenciación del queratinocito. Por 

todo esto, frecuentemente el huésped queda inmunológicamente ignorante de la 

infección19. Se ha demostrado que la persistencia de VPH en niños varía de 2 días a 

3 años aproximadamente, y que los individuos que generan una infección persistente 

y aquellos que son inmunodeficientes tienen mayor riesgo de desarrollar infecciones 

más agresivas, incluso cáncer a futuro10,42.  
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Vacunas 

 Como se mencionó anteriormente, los genotipos virales encontrados con 

mayor frecuencia (70%) en lesiones malignas y premalignas son 16 y 18, mientras 

que en condilomas y papilomas se detectan generalmente los tipos 6 y 11 (90%); de 

allí que estos cuatro genotipos de VPH sean blancos en el desarrollo de modelos 

experimentales y en la evaluación de procedimientos terapéuticos y profilácticos19. 

 

 La infección por VPH podría prevenirse usando vacunas específicas contra el 

virus. En los últimos años, se ha presenciado el desarrollo de 2 vacunas para VPH 

que consisten en proteínas L1 auto-ensambladas en cápsides vacías o Partículas 

Similares al Virus (Virus Like Particles: VLP´s) que desde el punto de vista 

inmunológico son casi idénticas a los viriones originales16.  

 

 Se han reportado cifras de 86% a 100% de protección contra la infección por 

VPH a nivel genital, en el corto período de prueba que llevan estas vacunas, pero 

aún faltan muchos temas por evaluar en torno a esta infección y el uso de estas 

vacunas, como lo es la edad certera de inicio de la vacunación, la extensión a 

vacunar a hombres que son los portadores principales de VPH, ver que pasa con las 

cifras de cánceres no genitales, y la de lesiones benignas en el caso de la vacuna 

Gardasil que cubre los genotipos 6 y 115.  

 

 Dado que en Chile, no existen estudios sobre la prevalencia de VPH en 

faringe en ningún grupo etario, que la incidencia y prevalencia de la infección es cada 

vez más alta a nivel mundial, y se ve cada vez más asociada al desarrollo de 

distintos tipos de cánceres, existe la necesidad de resaltar la importancia de realizar 

un diagnóstico precoz en niños portadores asintomáticos, lo que permitiría una 

monitorización de la evolución y un tratamiento preventivo adecuado si aparece una 

lesión, evitando su transformación y progresión a lesiones premalignas y/o malignas. 

Por esto, y también por el impacto que puede significar implementar las distintas 

medidas de prevención a nivel de salud pública, como es la vacunación, nuestro 

interés es determinar si existe infección por VPH en cavidad faríngea de una 
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población de lactantes Chilenos del área norte de Santiago, y determinar los 

genotipos de VPH presentes en los infectados.  
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

 La prevalencia de la  infección por VPH en faringe de lactantes del área norte 

de Santiago es mayor a la prevalencia reportada en lactantes estadounidenses.  

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

 Detectar si existe infección por VPH en cavidad faríngea de una población de 

lactantes Chilenos del área norte de Santiago, hospitalizados por infección 

respiratoria aguda (IRA), y determinar los genotipos de VPH en los infectados. 

 

Objetivos Específicos:  

 

1. Estandarización de la PCR convencional y detección del gen de β-globina 

humana y del gen TLR4 humano en muestras de ANF para determinar la calidad de 

las muestras. 

 

2. Establecer la prevalencia de VPH genérico en cavidad faríngea de los 

lactantes en estudio. 

 

3. Genotipificación y detección de la frecuencia de los genotipos de VPH, en 

muestras de ANF positivas para VPH por PCR convencional, mediante la técnica de 

Linear Array. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cálculo estadístico del tamaño muestral 

 Para una prevalencia estimada de 2.5% de portación de VPH en cavidad 

orofaríngea en niños menores de dos años (según Smith et al.22), con un nivel de 

confianza de 95% y un error de estimación de un 2%, se necesitan  235 muestras. 

Esto fue calculado en base a la fórmula: n>=(z/d)^2*p*(1-p) donde z=1.96 (percentil 

de la distribución normal) d=error de estimación p=prevalencia esperada. 

 

Muestras clínicas y recopilación de datos 

 Para realizar este estudio, se analizaron muestras de aspirados nasofaríngeos 

de 291 lactantes de entre 0 y 24 meses de edad, con IRA por virus respiratorio 

sincicial (VRS) o  Adenovirus (ADV), hospitalizados en el área norte de Santiago. 

Estas muestras habían sido recolectadas previamente para 2 estudios: Fondecyt 

regular 2005 – 1050513, y 2002 – 1020544, almacenadas en medio Hanks a -80ºC 

hasta su utilización, y su uso para este proyecto, fue aprobado por el comité de ética 

de la Universidad de Chile (anexos). 

Se contaba con una base de datos incompleta de antecedentes personales y clínicos 

de los niños incluidos en estos estudios previos, por lo que se revisaron las fichas 

clínicas en busca de datos relevantes que se pudieran asociar a la infección de VPH 

en cavidad faríngea, como son: el número de hermanos, número de parejas sexuales 

de la madre, infección genital por VPH en la madre, tabaquismo en los padres, tipo 

de parto, nivel socioeconómico y comorbilidades inmunosupresoras de cada lactante. 

 

Obtención del material genético 

 Cada muestra (20µL) se trató con buffer de digestión: 150ul de TNE 1X (1M 

Tris-HCl pH8.0, 5M NaCl, 0,5M EDTA pH 8.0), 20ul de dodecil sulfato de sodio 10% 

(SDS) y 10ul de Proteinasa K [10µg/µL] (Merck). La digestión se realizó a 56ºC 

durante 30 minutos en baño termorregulado. 
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 La extracción de ADN para todas las muestras se realizó mediante  

fenol:cloroformo:alcohol-isoamílico (Winkler). Posterior a la digestión con Proteinasa 

K, se adicionaron 200ul de fenol básico a cada muestra, se mezcló por 2 min, y se 

centrifugó a 13.000 rpm a 4ºC por 3 min. Se aspiraron 150ul de la fase superior y se 

le adicionaron 150ul de fenol-cloroformo básico, se mezcló por 2 min, y se centrifugó 

a 13.000 rpm a 4ºC por 3 min. Se tomaron 100ul de la fase superior y se le 

adicionaron 100ul de cloroformo:alcohol-isoamílico 24:1, se  mezcló por 2 min y se 

volvió a centrifugar a la misma velocidad y tiempos anteriores. Se tomaron 40 ul de 

esta fase superior, evitando aspirar el cloroformo de la fase inferior. Esta muestra 

stock fue  mantenida a -20ºC. 

 La concentración de ADN presente en cada muestra fue cuantificada mediante 

espectrofotometría en el equipo Biomate3, Termo Spectronic. Posteriormente, se 

prepararon  alícuotas (200ul) de 50ng/ul de ADN para normalizar la carga en la PCR. 

Estas alícuotas fueron mantenidas a -20ºC. 

 

Detección del gen de la β-globina humana mediante PCR convencional 

 Para determinar la calidad del ADN de cada muestra y la presencia de 

posibles inhibidores de la PCR, se realizó una PCR convencional para el gen de β-

globina utilizando los partidores pC03 y B3 descritos previamente en la literatura y 

que delimitan una región de 106 pb43,44,45. La reacción se realizó en un volumen final 

de 50µL que contenía 6 µL de muestra, 1X de Buffer libre de MgCl2 (10X), 1,5 U Taq 

ADN polimerasa (Biotools), 4 mM MgCl2, 0,6 µM de cada partidor, 0,2 mM de dNTP 

(Omega Bio-Tek) y agua libre de nucleasas para completar el volumen de 50 μl. La 

amplificación se realizó en el termociclador Thermal Cycler PXE0,2 (Thermo Electrón 

USA), bajo las siguientes condiciones: una etapa preliminar de denaturación a 96ºC 

por 7min, luego 35 ciclos de 95ºC por 1min, 56ºC por 45s y 72ºC por 45s, y una 

etapa final de elongación a 72ºC por 5min. La secuencia de los partidores se muestra 

en la tabla 1.  
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 En todas las reacciones de amplificación, se incluyó como control positivo el 

ADN purificado de células de sangre periférica de donantes de banco de sangre, y 

como control negativo agua libre de nucleasas. 

Los productos de amplificación fueron sometidos a electroforesis en geles de 

agarosa (LAFKEN, Fermelo Biotec) al 2% teñidos con bromuro de etidio y se utilizó 

como marcador de tamaño molecular un estándar de 100pb (Winkler Ltda). La 

electroforesis se realizó a 120V durante 25 min en buffer TBE 0,5X (45mM 

Tris/Borato, 1mM EDTA pH 8.0). Se consideraron positivas, aquellas muestras en las 

que se visualizó una banda de aproximadamente 106pb. 

 

Reextracción de material genómico y nueva PCR para las muestras con β-

globina negativa por PCR convencional 

 A aquellas muestras que resultaron negativas para β-globina por PCR 

convencional en la primera instancia (n=35), se les realizó una segunda extracción 

de ADN utilizando el mismo método descrito anteriormente (fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico), se midieron las concentraciones de DNA por espectrofotometría, se 

normalizaron a 50ng/ul, y se les repitió la PCR para β-globina descrita en el punto 

anterior. 

 

Detección del gen TLR4 humano mediante PCR convencional 

A modo de verificar la calidad de la muestra considerando que el fragmento de VPH 

amplificado es mayor que el fragmento de β-globina amplificado, se realizó una PCR 

convencional para amplificar un fragmento del gen TLR4 humano en todas las 

muestras. El fragmento amplificado presenta un tamaño de 167 pb que es mayor que 

el fragmento de VPH que se amplificará. 

 Los partidores habían sido diseñados anteriormente en el laboratorio de 

Virología, ICBM, Universidad de Chile (Dra. Sandra Ampuero). 

La reacción se realizó en un volumen final de 50µL que contenía 6 µL de muestra, 1X 

de Buffer libre de MgCl2 (10X), 1,5 U Taq ADN polimerasa (Biotools), 4 mM MgCl2, 
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0,6 µM de cada partidor, 0,2 mM de cada dNTP (Omega Bio-Tek) y agua libre de 

nucleasas hasta completar el volumen de 50 μl. La amplificación se realizó en el 

equipo Thermal Cycler PXE0,2 (Thermo Electrón USA), con una etapa preliminar de 

denaturación a 95ºC por 5min, luego 30 ciclos de 95ºC por 45s, 58ºC por 45s y 72ºC 

por 45s, y finalmente una etapa de elongación a 72ºC por 10min, que se mantuvo a 

4ºC hasta su retiro. La secuencia de los partidores se muestra en la tabla 1. 

 En todas las reacciones de amplificación, se incluyó como control positivo el 

ADN humano extraído de células de sangre periférica de donantes de banco de 

sangre, y como control negativo agua libre de nucleasas. 

 

Los productos de amplificación se visualizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 2% y fueron teñidos con bromuro de etidio. Se utilizó como marcador de 

tamaño molecular un estándar de 50bp (Invitrogen). La electroforesis se realizó a 

120V durante 25 min en buffer TBE 0,5X. Se consideraron positivas aquellas 

muestras en las que se visualizó una  banda de aproximadamente167pb. 

 

Detección de VPH mediante PCR convencional 

 Para la detección de VPH, se realizó una PCR convencional con partidores 

universales GP5+/GP6+, que amplifican un segmento de 150pb ubicado dentro de la 

región L1 del genoma viral.  

 La reacción se realizó en un volumen final de 50µL que contenía 6µL de 

muestra, 1X de Buffer libre de MgCl2 (10X), 1,5 U Taq ADN polimerasa (Biotools), 2 

mM MgCl2, 0,5 µM de cada partidor y 0,2 mM de dNTP (Omega Bio-Tek) y agua libre 

de nucleasas hasta completar un volumen de 50 μl. La amplificación se realizó de 

acuerdo a un protocolo ya descrito46, bajo las siguientes condiciones: una etapa de 

denaturación a 95ºC por 5min, luego 40 ciclos de 95ºC por 1min, 40ºC por 2min y 

72ºC por 1,5min, una etapa final de elongación a 72ºC por 10min, y se mantuvo a 

4ºC hasta su retiro. Esta amplificación se realizó en el equipo Thermal Cycler PXE0,2 

(Thermo Electrón USA).  
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 En todas las reacciones de amplificación, se incluyó como control positivo el 

ADN purificado de células HeLa, que contienen ADN de VPH-18, y como control 

negativo agua libre de nucleasas. 

 

 La secuencia de los partidores se muestra en la tabla 1.  

 Previamente, se estandarizó la reacción variando las concentraciones de 

magnesio (2mM, 3mM, 4mM) y de cada partidor (0,2uM, 0,3uM, 0,4uM) (figura 3). 

 Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en geles 

de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio. Se utilizó como marcador de 

tamaño molecular un estándar de 50pb (Invitrogen). La electroforesis se realizó a 

120V durante 25 minutos en buffer TBE 0,5X. Se consideraron positivas para VPH 

aquellas muestras en las que se visualizó una banda de aproximadamente 150 pb.  

A aquellas muestras en las que se observó una banda positiva débil, de baja 

intensidad para VPH en el gel, se les realizó una segunda PCR para VPH con los 

mismos partidores y protocolo descrito anteriormente, a modo de confirmación. 

 

                      

Figura 3. Prueba de concentraciones de magnesio (2mM, 3mM, 4mM) y de partidores (0,2uM, 

0,3uM, 0,4uM) para la detección de VPH mediante PCR utilizando plasmidio VPH 16, en gel de 

agarosa al 2% tenido con Bromuro de etidio.  Se cargaron los productos de amplificación de las 

reacciones obtenidas con la concentración de 2mM de MgCl2 en los carriles del 1 al 4, con 3mM de 

MgCl2 en los carriles del 6 al 9, y con 4mM de MgCl2 en los carriles 11 al 14. Los carriles 1, 6 y 11 

corresponden a los productos con 0,2uM de partidores; los carriles 2, 7 y 12 a los productos con 

0,3uM de partidor, y los carriles 3, 8 y 14 a concentración de 0,4uM de partidor. En los carriles 4,9 y 14 

se colocaron los controles negativos respectivos.  Los carriles 5 y 10 no contienen muestras. 

              

 

         1        2        3       4         5       6         7       8       9       10       11      12       13       14      
         0,2uM   0,3uM   0,4um   Cneg                 0,2uM   0,3uM    0,4um   Cneg                0,2uM   0,3uM     0,4um     Cneg 

150pb 

   1              2               3              4      
100pb     
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Sensibilidad de la detección de VPH mediante PCR convencional con 

partidores genéricos GP5+/GP6+
 

 Para probar la sensibilidad de detección de VPH mediante este protocolo, se 

realizaron diluciones seriadas de células HeLa (5000, 500, 50, 25 y 5 copias VPH/ul), 

con las que se realizó una PCR convencional con partidores genéricos GP5+/GP6+. 

Las diluciones se realizaron con una muestra negativa para VPH, probada por una 

PCR anterior con los mismos partidores. Esta misma muestra VPH negativa (G1) se 

incluyó como segundo control negativo, además del control negativo interno 

realizado con agua libre de nucleasas. Como control positivo, se incluyó una muestra 

conocida positiva para VPH (G53). Se detectó hasta 5 copias VPH/ul. Los resultados 

se visualizaron en geles de agarosa al 2%, la electroforesis se realizó igual que en 

puntos anteriores. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (figura 4). 

 

 También se realizó una curva con plasmidio de VPH-16, con concentraciones 

de 5000, 500 y 50 copias, usando el mismo protocolo anterior.  

 

 

                                

Figura 4. Detección de la sensibilidad de la PCR convencional para VPH con partidores 

genéricos GP5
+
/GP6

+
, en gel de agarosa al 2% teñido con BrEt. Se colocó un marcador de 50pb 

en el primer carril. En los demás carriles fueron cargados los productos de amplificación de la muestra 

de ANF G1 (VPH negativa) mezclada  con distintas concentraciones de ADN proveniente de células 

HeLa (VPH-18), como se muestra en la figura. El control positivo fue cargado en el segundo carril, y el 

control negativo en el carril 10.       

 

   1       2       3       4       5       6      7       8       9      10 

50pb   C+    G1    5000   500     50     25      5      G53   Cneg 

 

           C+   G1 5000  500    50  25   5    G53   

Cneg 

 

           C+   G1 5000  500    50  25   5    G53   

Cneg 

 

           C+   G1 5000  500    50  25   5    G53   

Cneg 

 

           C+   G1 5000  500    50  25   5    G53   

Cneg 

 

150pb 
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificación del gen de la β-globina humana, gen TLR4 humano y 
VPH genérico. 

 
 
Sensibilidad del método Fenol cloroformo:alcohol-isoamílico para la extracción 
de ADN 

 A modo de medir la sensibilidad del método de extracción de ADN de las 

muestras, se tomó una muestra VPH negativa por PCR (G1), la cual se mezcló en 

tubos independientes con 5000, 500 y 50 copias de VPH-16 respectivamente. Se 

utilizó como control positivo de extracción la misma muestra (G1), y como control 

negativo TNE. Se sometieron al proceso de extracción de ADN con el mismo 

protocolo descrito en “Obtención del material genético”. Luego se les realizó la 

detección del gen de la β-globina humana. En esta PCR se usó como control positivo 

ADN humano extraído de células de sangre periférica de donantes de banco de 

sangre, y como control negativo agua libre de nucleasas, además del control 

negativo de la extracción con TNE. También se les realizó detección de VPH con 

PCR convencional con partidores GP5+/GP6+, usando como control positivo 50.000 

copias de VPH-16, y como control negativo agua libre de nucleasas. Se detectaron 

hasta 50 copias de VPH-16. 

 Los amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 2%, la electroforesis 

se realizó en las mismas condiciones que en puntos anteriores. Los geles fueron 

teñidos con bromuro de etidio (no se muestran los resultados). 

Gen Primer  Secuencia (5´- 3´) 
Amplicón  
(pb) 

Gen β-globina 
humana 

Primer 
PC03 F 

ACACAACTGTGTTCACTAGC 

161 Primer 
PB3 R 

 

  

Gen TLR4 

Primer 
TLR4 F 

 
CAAATCTCTCAAAAGGCTTAC 
 167 

 Primer 
 TLR4 R 

GATCTAAATACTTTAGGCCG 

GP5+/GP6+ 

Primer  
GP5+F 

TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 

151 
Primer  
GP6+R 

GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C 
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Genotipificación de VPH mediante ensayo de Linear Array 

 Todas las muestras positivas para VPH por PCR convencional utilizando los 

partidores GP5+/GP6+ se genotipificaron usando el kit Linear Array (LINEAR ARRAY 

HPV Genotyping Test, Roche). Este ensayo detecta  treinta y siete genotipos de 

VPH: 6,11,16,18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 

64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), IS39 y 

CP6108, mediante sondas específicas e incluye un control interno para β-globina. 

Este kit incluye cuatro procesos: extracción de ADN de las muestras, amplificación 

por PCR de VPH y β-globina, hibridación y detección, que fueron llevadas a cabo 

según las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizó la extracción de ADN 

celular y de VPH de las muestras a través denaturación con proteinasa K a elevadas 

temperaturas, y su purificación se obtuvo a través de columnas con membranas de 

sílica usando vacío. La PCR se realizó en 100ul de volumen final, que consistían en 

50ul de la extracción de ADN de la muestra, más 50ul de Mix que contenía MgCl2, 

KCl, amplitaq Gold ADN polimerasa, uracil-N-glicosilasa, dNTPs y partidores PGMY 

biotinilados junto a partidores de β-globina. La amplificación se realizó con el 

protocolo recomendado por el fabricante, bajo las siguientes condiciones: una etapa 

de denaturación a 50ºC por 2min, seguidas de 95ºC por 9min, luego 40 ciclos de 

95ºC por 30seg, 55ºC por 1min y 72ºC por 1min, una etapa final de elongación a 

72ºC por 5min, y se mantuvo 72ºC hasta su retiro. Esta amplificación se realizó en el 

equipo Thermal Cycler PXE0,2 (Thermo Electrón USA). Se incluyó un control positivo 

incluído en el kit, y un control negativo de TNE desde el proceso de extracción. 

 Los productos de PCR se mezclaron con 100ul de solución denaturante 

provista por el kit, de los cuales se tomaron 150ul para hibridizarlos con las tiras que 

contenían las sondas específicas para 37 genotipos distintos de VPH y para β-

globina. Estas se sometieron a varios lavados astringentes consecutivos, hasta la 

visualización colorimétrica de bandas sobre las tiras. Se consideraron válidas 

aquellas reacciones en las que se visualizaron las 2 bandas para  β-globina (de alto y 

bajo tamaño molecular), y se consideraron positivas a aquellas tiras en las que 

apareció una banda azul en alguno de los genotipos. Estas fueron interpretadas 

usando la guía de referencia provista por el fabricante. 
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 Todas las reacciones de detección se llevaron a cabo en un recipiente 

especial que contenía 24 canaletas para posicionar las tiras reactivas. Para evitar 

contaminaciones cruzadas, se realizaron 10 reacciones cada vez, con un espaciado 

mínimo de 2 canaletas entre cada tira.  

 

Detección de VPH mediante PCR convencional a partir de extracciones de ADN 

realizadas por Linear Array 

 A todas las muestras que se analizaron por Linear Array, se les realizó una 

nueva PCR convencional utilizando los partidores GP5+/GP6+, pero utilizando el ADN 

extraído mediante el kit de Linear Array. El ADN de estas extracciones se cuantificó a 

través del espectrofotómetro Thermo Scientific NanoDrop 1000, que utiliza el 

software V3.71 para visualizar los resultados. Posterior a esto, las muestras se 

diluyeron a concentración de 50ng/ul con agua. Se ultilizaron como templado 6ul de 

cada muestra, con el mismo protocolo de PCR GP5+/GP6+, descrito anteriormente. 

Los resultados fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% 

teñidos con bromuro de etidio y se utilizó como marcador de tamaño molecular un 

estándar de 100pb, en las mismas condiciones descritas en puntos anteriores. Se 

consideraron positivas para VPH aquellas muestras en las que se visualizó una 

banda de 150 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

RESULTADOS 

 
Datos Epidemiológicos de la población en estudio 

 Según la base de datos obtenida de los estudios originales en donde se 

recolectaron estas muestras, y de la revisión de fichas clínicas, de un total de 291  

niños  ingresados a este estudio, la edad promedio fue de 4,5 meses (rango: 5días a 

24 meses). Sólo en un subgrupo de 120 lactantes se logró obtener datos acerca del 

género y el tiempo de lactancia materna, con un total de 63 (53%) hombres y 57 

(47%) mujeres, y una lactancia materna exclusiva promedio de 1,8 meses (rango: 0 a 

6  meses) en 69 de ellos (64,1%). Los diagnósticos de ingreso y egreso para toda la 

población en estudio, fueron bronquiolitis o bronconeumonía. No se pudieron obtener 

datos acerca del número de hermanos, número de parejas sexuales de la madre, 

tabaquismo en padres, infección genital por VPH en la madre, tipo de parto, nivel 

socioeconómico y comorbilidades inmunosupresoras de cada lactante. 

 

Determinación de Calidad de las muestras de ANF  

 Se extrajo ADN de las 291 muestras de ANF. Todas obtuvieron 

concentraciones medibles de ADN mediante espectrofotometría.  

 Para determinar la calidad de las muestras, a todas ellas se les realizó la PCR 

para β-globina. Los resultados se observan en la Tabla 2. Los geles de los productos 

amplificados se muestran en la figura 5.  

 

 

 

 

 

Tabla 2. Resultados obtenidos en la detección de β-globina en las muestras de ANF mediante 

PCR. 

 

 

         
 

Muestras ANF Positivas Negativas TOTAL 

PCR β-globina 284 7 291 
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Figura 5. Detección del gen de β-globina (106pb) en muestras ANF en gel de agarosa al 2% 

teñido con BrEt. Se colocó un marcador de tamaño molecular de 100pb como se indica en la figura. 

En los otros carriles se cargaron los amplificados de las muestras de ANF (G1 a G14). El control 

positivo se cargó en el último carril. 

 

 Considerando la detección de β-globina como gen de referencia en cuanto a 

calidad de la muestra, sólo el 2,5% de las muestras se deberían excluir del presente 

estudio. Sin embargo, al reanalizar el tamaño del fragmento de β-globina que se 

amplifica (106pb), y compararlo con el amplificado que se debe obtener para VPH 

utilizando los partidores GP5+/GP6+, de 151pb, se decidió realizar otro PCR de un 

gen celular humano pero que su producto amplificado presenta un tamaño igual o 

mayor al detectado para VPH. Con este nuevo amplificado se evitaría estar 

evaluando muestras que tengan un grado de degradación tal, que permite amplificar 

el fragmento de  β-globina, pero no fragmentos de mayor tamaño, con lo que no 

podríamos asegurar que un resultado negativo para VPH estuviera dado por la 

degradación de la muestra y no porque no existe genoma de VPH presente. Por tal 

motivo se realizó una PCR a todas las muestras de ANF para el gen celular TLR4, 

cuyo amplificado presenta un tamaño de 167pb (mayor al del VPH).  Los resultados 

de esta amplificación se muestran en la Tabla 3 y el gel representativo en la figura 6. 

  

Muestras ANF Positivas Negativas TOTAL 

PCR TLR4 160 131 291 

 

Tabla 3. Resultados obtenidos en la detección del gen TLR4 en las muestras de ANF mediante 

PCR. 

 

106 pb 

   1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12   13    14   15   16   17 
100pb  G1   G2     G3     G4    G5    G6     G7     G8    G9    G10   G11   G12   G13   G14  G15    C+                                           
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Figura 6. Detección del gen TLR4 (167pb) en muestras ANF en gel de agarosa al 2% teñido con 

BrEt. Se colocó un marcador de tamaño molecular de 50pb como se indica en la figura. En los otros 

carriles se cargaron los amplificados de la PCR de TLR4 (muestras A3-A9). El control positivo se 

cargó en el segundo carril y el negativo en el último carril. 

 

Obtenidos estos resultados, 55% de las muestras de ANF (160/291) presenta una 

calidad adecuada para realizar el estudio de prevalencia de VPH. 

 

Detección de VPH por PCR convencional 

 Posteriormente a la estandarización de la técnica, se realizó la detección de 

VPH utilizando los partidores universales GP5+/GP6+, de todas aquellas muestras 

que resultaron TLR4 positiva (n=160). Estos resultados se muestran en la tabla 4 y 

figuras 7 y 8. Cabe destacar además que todas aquellas muestras que resultaron 

VPH positivas tienen una PCR positiva para β-globina. 

Si se consideran las muestras TLR4 positivas, la prevalencia de VPH en los ANF es 

de 31% (49/160), cifra mucho mayor a la reportada por Smith et al. (2007) en una 

población similar de lactantes estadounidenses. 

 

 
 

 

 

Tabla 4. Resultados obtenidos en la detección de VPH utilizando los partidores universales 

GP5
+
/GP6

+
 en las muestras TLR4 positivas mediante PCR. 

 

 
 

Muestras ANF Positivas Negativas TOTAL 

PCR GP5+/GP6+ 49 (31%) 111 (69%) 160 

167 pb 

   1        2         3          4          5         6          7         8         9        10 

50pb   C+       A3       A4       A5       A6       A7      A8       A9     Cneg 
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Figura 7. Detección de VPH (150p) en muestras ANF en gel de agarosa al 2% teñido con BrEt. 

Se colocó un marcador de tamaño molecular de 100pb como se indica en la figura. En los otros 

carriles se cargaron los amplificados de la PCR de VPH con partidores GP5
+
/GP6

+ de muestras TLR4 

positivas (G50, G51, G52, A149, A150, A151, A153, P29 y P30). El control positivo se cargó en el 

segundo carril y el negativo en el último carril. 

 
 

                
 
 

Figura 8. Detección del gen TLR4 (167pb) de aquellas muestras VPH positivas mediante PCR 

convencional, en gel de agarosa al 2% teñido con BrEt. Se colocó un marcador de tamaño 

molecular de 100pb como se indica en la figura. En los otros carriles se cargaron los amplificados de 

la PCR de TLR4 de algunas muestras positivas para VPH (A14 a A117). El control positivo se cargó 

en el segundo carril y el negativo en el último carril. 

 
 

Determinación de genotipos de VPH mediante el ensayo de Linear Array   

 Se genotipificaron las 49 muestras VPH positivas obtenidas con el PCR- 

GP5+/GP6+ mediante el Kit Linear Array. Sólo en ocho muestras se obtuvieron 

genotipos detectables de VPH (16,3%) (tabla 5). Dos (25%) de ellas fueron positivas 

sólo para el genotipo VPH-58, tres (37,5%) positivas sólo para genotipo VPH-16,  

una positiva sólo para genotipo VPH-18, una (12,5%) sólo positiva para genotipo 

VPH-11 y una (12,5%) muestra con infección múltiple para genotipos VPH-16 y 18 

(tabla 6).  

150 pb 

   1      2      3       4      5      6      7     8      9     10     11     12    13    14  
100pb   C+     G50     G51    G52            A149  A150    A151 A153                P29    P30   Cneg                                                              
C neg 

    1        2         3         4         5        6        7        8         9       10         11      12       13       14      15        16     17 
100pb     C+      A14      A15      A17     A19     A21     A23      A27      A31       A34     A36      A52      A57     A116    A117   Cneg                                                                                                                                            

167 pb 
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Todas las muestras analizadas mediante Linear Array obtuvieron una banda visible 

de β-globina positiva (control interno del kit), lo que confirma un buen proceso de 

extracción de ADN de las muestras (figura 9). 

 

Muestras con PCR GP5+/GP6+ 
Positivas 

VPH Positivas VPH Negativas TOTAL 

Linear Array 8 42 49 

 

Tabla 5. Detección de VPH mediante ensayo de Linear Array. Se realizó este ensayo a las 49 

muestras VPH positivas obtenidas en la PCR convencional con partidores GP5
+
/GP6

+
.  

 
 
 
 
 
 
 
 
      
 

 

Tabla 6. Genotipos de VPH encontrados en las muestras analizadas  por Linear Array. Se 

genotipificaron las 49 muestras VPH positivas obtenidas con el PCR GP5
+
/GP6

+ 
mediante el kit Linear 

Array. 

 

Muestras Genotipo de VPH 

G53 58 

G87 11 

G59 58 

A19 16 

A21 16 

A23 16 

A27 16,18 

A213 18 
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Figura 9. Tiras reactivas obtenidas mediante el ensayo de Linear Array. Se aprecian las tiras con 

bandas positivas para VPH y sus genotipos según el marcaje a ambos lados, entregado por el kit.Sólo 

la tira G64 es negativa para estos genotipos de VPH.  

 

Detección de VPH por PCR convencional a partir de extracciones de ADN 

realizadas con el ensayo de Linear Array 

 Se realizó la detección de VPH mediante PCR con partidores universales 

GP5+/GP6+, utilizando el ADN extraído de las muestras de ANF que se sometieron al 

ensayo de Linear Array. Se obtuvieron 46 muestras positivas y 3 muestras negativas 

(G2, G64 y G65) para VPH como se observa en la tabla 7 y figura 10. 

Muestras ANF Positivas Negativas TOTAL 

PCR GP5+/GP6+ 46 3 49 

 

Tabla 7. Detección de VPH por PCR convencional con partidores GP5
+
/GP6

+
, en muestras ANF 

sometidas al ensayo de Linear array. 
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Figura 10. Detección de VPH (150pb) por PCR convencional con partidores GP5
+
/GP6

+
 de las 49 

muestras de ANF sometidas al ensayo de Linear array, en gel de agarosa al 2% teñido con BrEt. 

Se colocó un marcador de tamaño molecular de 100pb en los carriles 1, 19, 37 y 56 como se indica en 

la figura. Entre los carriles 3 y 16, 20  y 34, 38 y 55, y entre el 57 y 60 se cargaron los amplificados de 

PCR del material genético extraído mediante kit de linear array. El control positivo se cargó en el 

segundo carril. Controles negativos se colocaron en los carriles 18, 36, 46 y 57 . Los carriles 17, 35 no 

contienen muestra. Se aprecia que las muestras G2, G64 y G65, en los carriles 3, 11 y 12 

respectivamente, fueron negativas para VPH. 

 

 

   1       2      3      4     5      6      7      8     9     10       11     12     13     14     15    16     17     18 
 100pb   C+      G2     G3    G4     G53    G59   G60   G61   G63       G64     G65     G66    G79     G81    G82                Cneg 

 
  

150 pb 

 19     20    21    22    23    24    25    26     27    28      29     30      31     32      33     34    35    36  
100pb G83    G85    G87   G90    G95   A14    A15     A17    A19      A21      A23     A27     A31       A34     A36             Cneg 

 
  

150 pb 

150 pb 

 37    38     39   40     41    42    43    44    45    46       47    48    49    50    51    52    53   54    55 
100pb A52    A57   A116  A117  A119  A128  A130 A131  Cneg     A132  A145  A146  A148 A149  A150  A152 A213  P24     

  
 

150 pb 

 56         57         58        59        60 
100pb      Cneg         P26         P29         P30 
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DISCUSIÓN 

 

 La infección por VPH está asociada a papilomatosis laríngea recurrente en 

niños y adolescentes, a cáncer cervical, y a otros cánceres anogenitales y de cabeza 

y cuello en adultos. En los últimos años, sobre todo las infecciones latentes, 

asintomáticas en cavidad oral y faríngea en infantes, su significancia clínica y las vías 

de transmisión han sido tema de debate e investigación internacional, por la 

preocupación acerca del posible desarrollo de una neoplasia intraepitelial en cavidad 

orofaríngea a largo plazo, pero especialmente por la emergencia de las vacunas 

contra VPH, que han demostrado eficacia en prevenir esta infección a nivel genital en 

mujeres jóvenes30. Por lo que determinar la prevalencia de la infección por VPH a 

distintas edades podría permitir dilucidar cual es el mejor momento de la vida para la 

vacunación y si se debe ampliar al género masculino, que también son portadores y 

transmisores importantes de este virus30.  

 

 Si bien existen estudios que han confirmado la detección de VPH en piel y 

mucosas en niños, su mecanismo de transmisión es controversial pudiendo ser vía 

transmisión vertical, transmisión horizontal postparto desde los padres u otros 

miembros de la familia o personas cercanas al niño, por autoinoculación, abuso 

sexual, o vía indirecta a través de fomites3. Su prevalencia en cavidad oral y farínge 

también es controversial e incierta, tanto en adultos como en niños, ya que existen 

pocos estudios de este tipo, que han demostrado resultados heterogéneos, con una 

amplia diferencia entre ellos, que va de 0% a 84% de detección de VPH oral. Así por 

ejemplo, en el estudio de Rintala y cols (2005)26, las tasas de detección de VPH en 

aspirados nasofaríngeos de niños asintomáticos, varía entre 0% a 67%, mientras 

que, en Smith y cols (2007)27, la prevalencia total de la infección por VPH en la 

cavidad orofaríngea de niños estadounidenses fue de 1,9%, con una distribución 

bimodal según edad, en los menores  de un año y los adolescentes entre 16 y 20 

años presentaron las tasas de prevalencia más altas, 2,5% y 3,3% 

respectivamente27, y Cason y cols (2005)25 encontraron una prevalencia de hasta 

87% de VPH en hisopados orales de recién nacidos sin lesiones orofaríngeas.  
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Tomando en consideración los resultados obtenidos por la detección del gen TLR4 

como control de calidad de las muestras, de un total de 160 niños enrolados en este 

estudio, la prevalencia de la infección por VPH en los ANF detectada con la PCR 

genérica con partidores GP5+/GP6+ fue de 30,6%, una cifra mucho mayor a la 

reportada por Smith y cols. (2007)27 en una población de lactantes estadounidenses, 

que se tomó como referencia, con lo que se verifica nuestra hipótesis. Incluso, es 

concordante con los otros reportes de prevalencia hasta de 87% de infección por  

VPH en orofaringe de recién nacidos sanos, por lo que nuestro resultado es 

perfectamente esperable. En conjunto con esto, podemos además apoyarnos en el 

hecho de que en Estados Unidos la portación de VPH genital de las mujeres en edad 

fértil (10%) es inferior a la que tenemos reportada en mujeres Chilenas (15%), por lo 

que podemos presumir que quizás la transmisión vertical madre-hijo de VPH, por 

ende, es mayor en Chile, aumentando así la prevalencia en niños. Cabe destacar 

que al año 2010, basado en un metanálisis reciente, la transmisión vertical global de 

VPH se presume que ocurre en aproximadamente un 20% de los casos. La tasa de 

detección de VPH en aspirados nasofaríngeos tomados inmediatamente posterior al 

parto, es amplia, de 1,5% a 37%30, aunque la concordancia entre los genotipos de 

VPH encontrados en la madre y el hijo varía de 57% a 69%, indicando que el niño no 

sólo puede adquirir la infección a través de la madre, sino también desde el 

ambiente3,12.   

 

A pesar de que el estudio de Smith y cols.27 es un estudio donde se utilizó el mismo 

tipo de muestras en el mismo rango etario del presente estudio, existen algunas 

diferencias entre ellos. El estudio de Smith y cols.27 se realizó en forma prospectiva, 

donde se preguntaron datos de cada paciente enrolado, con lo que se contaba con 

una buena base de datos. En cambio en nuestro estudio, por ser un estudio en el 

que se usaron muestras y datos recopilados para otro tipo de estudios, no 

contábamos con una base de datos propia de los niños, que habrían sido relevantes 

en la asociación con infección por VPH, como por ejemplo: el número de hermanos, 

número de parejas sexuales de la madre, infección genital por VPH en la madre, tipo 

de parto, nivel socioeconómico o comorbilidades inmunosupresoras en los niños. La 
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única asociación parcial que se obtuvo en un subgrupo de lactantes, fue la lactancia 

materna exclusiva. Dentro de este grupo, se aprecia que un 70% (16/23) de los niños 

que tuvieron lactancia materna registrada fueron positivos para VPH en sus ANF. 

Esto se correlacionaría con lo descrito en la literatura, ya que al tener un contacto 

más estrecho con la piel de la madre aumentaría la posibilidad de infección por VPH 

en cavidad oral en el hijo. Sin embargo, este es un grupo muy acotado dentro del 

estudio, con un número muestral pequeño, que no representa al total de la población 

estudiada. 

 

 En segundo lugar, en el estudio de Smith y cols.27 se conoce que los lactantes 

estudiados son sanos, sin lesiones orofaríngeas al examen físico, a diferencia de los 

pacientes de nuestro estudio que tenían enfermedades respiratorias virales por las 

que fueron hospitalizados, pero no se cuenta con la información de si a estos 

lactantes se les realizó un examen físico para verificar presencia o ausencia de 

lesiones en boca. En la literatura no existen estudios de infección por VPH en 

cavidad oral o faríngea en niños con morbilidades concomitantes parecidas a las de 

los niños incluidos en este estudio (cursando infección por VRS o ADV), por lo que 

no tenemos parámetro de comparación ni sabemos si esto tiene alguna relevancia en 

la coinfección con VPH y en su prevalencia encontrada. Quizás estos niños en 

particular, tienen algún grado de falla en su inmunidad que los hace ser más 

susceptibles de tener cuadros de mayor gravedad y por lo que requirieron 

hospitalización por ADV o VRS; por lo mismo, podrían tener  mayor susceptibilidad 

de infectarse con otros virus como el VPH. Para confirmarlo, a estos niños habría 

que hacerles estudio de inmunidad y además compararlos con la inmunidad e 

infección por VPH en lactantes sanos, idealmente dentro de una misma población y 

bajo las mismas condiciones. 

 

Por otra parte, aunque al iniciar nuestro estudio se realizó el cálculo estadístico para 

el tamaño muestral, la prevalencia utilizada en ese calculo se basó en la reportada 

por Smith y cols27  necesitándose 235 muestras, pero sólo se pudo obtener un 

número de 160 muestras. A pesar de esta falencia, este es un estudio de prevalencia 
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que no se había realizado anteriormente en Chile, no habían datos que reflejarán de 

alguna forma la realidad nacional, y aunque el n muestral puede ser insuficiente, la 

prevalencia detectada tiene gran relevancia y sirve como un estudio preliminar para 

estudios futuros, los cuales se deberían realizar con una cohorte más grande de 

lactantes y en condiciones óptimas que permitan corroborar esta alta prevalencia de 

infección de VPH en lactantes chilenos. 

 

Con respecto a los genotipos más frecuentemente encontrados en cavidad oral y 

faríngea, tanto en niños asintomáticos como en aquellos que presentan lesiones, son 

VPH 6, 11, 16 y 1830, lo que es concondante con nuestros resultados, ya que 

obtuvimos en su mayoría VPH 16 y 18 y una muestra positiva para VPH 11. Si bien 

no obtuvimos ninguna muestra positiva para VPH 6, esto puede ser debido al bajo n 

(8/49) que se logró genotipificar que mediante Linear array, y nó porque no esté 

presente. El VPH 58, que obtuvimos en 2/8 muestras, no es uno de los más 

frecuentemente encontrados en niños, pero está descrito como uno de los más 

frecuentes encontrados en lesiones orales y faríngeas producidas por VPH en 

adultos48. En Chile, al no contar con estudios al respecto, no se puede aventurar que 

tengamos los mismos genotipos circulantes de VPH, por lo que perfectamente 

podrían ser estos que obtuvimos los más prevalentes. Habría que realizarles otros 

estudios más acabados de genotipificación, como secuenciación, a aquellas 

muestras que no se lograron genotipificar mediante el ensayo de linear array, para 

poder saber con exactitud los genotipos presentes en ellas, y así, su prevalencia en 

esta población. 

 

Para la detección de VPH en mucosa oral y faríngea, se puede usar la citología e 

histología de tejidos. De esta forma, se pueden apreciar cambios en el epitelio, 

característicos de esta infección, como lo es la coilocitosis, halos citoplasmáticos 

perinucleares, displasia nuclear, metaplasia atípica y binucleación. Sin embargo, son 

métodos de baja sensibilidad, que no permiten definir genotipos virales presentes en 

las muestras, y no pesquisan infecciones latentes por VPH. Se han sugeridos otros 

tipos de muestras, como los enjuages o cepillados bucales y los aspirados, que 
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conllevan una toma de muestra de una superficie más amplia de la mucosa 

orofaríngea comparada con las biopsias, además son menos invasivas, fáciles de 

tomar y almacenar, y generalmente recolectan células de toda la cavidad oral 

mediante las cuales se obtienen cantidades de ADN suficientes para realizar técnicas 

moleculares que permitan determinar si existe infección por VPH y los genotipos 

presentes. Sin embargo, la desventaja es que no se localiza la infección31. 

  

El VPH, a diferencia de otros virus, no crece en cultivos celulares convencionales de 

laboratorio, debido al requerimiento de un epitelio pluriestratificado6. Sin embargo, la 

infección puede ser diagnosticada mediante la presencia del ADN viral usando 

técnicas de hibridización como el Southern blot, dot -blot, hibridización in situ y 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta última permite detectar VPH con 

partidores universales o genotipificar usando partidores específicos para cada 

genotipo. La detección del genoma viral mediante PCR es el método usado en la 

mayoría de los estudios epidemiológicos4. Sin embargo, existe una variación en la 

sensibilidad de los diferentes métodos dependiendo del tejido utilizado, tejido en 

parafina vs tejido fresco, que han complicado la interpretación y comparación de los 

datos existentes. 

 

Al momento de hacer la detección de ADN de VPH en muestras orales o faríngeas, 

hay que tener en consideración que se ha demostrado mediante PCR que estas 

infecciones son menos productivas que aquellas infecciones  a nivel genital, dando 

amplificados más débiles en la PCR, tanto en presencia como ausencia de lesión 

orofaríngea visible. Basados en esto, es de suma importancia la calidad de la 

muestra y la metodología que se emplea para la detección de VPH. Además, el VPH 

es ubicuo en el ambiente, y minúsculas cantidades de ADN viral podrían acarrearse 

ya sea en guantes, en la piel del manipulador, en los instrumentos utilizados para los 

distintos procesos a los que son sometidos las muestras a estudiar, o incluso de 

forma aerosolizada, lo que podría generar una contaminación de las muestras con 

VPH y por consiguiente dar falsos positivos en los resultados, tendiendo a aumentar 

la prevalencia de la infección. En este estudio se puso especial atención a la 
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prevención y detección de contaminación en el proceso de PCR. Se tomaron 

medidas estrictas en el laboratorio para disminuir el riesgo de contaminación: se 

trabajó bajo campana, no hubo contacto de los reactivos del PCR ni de las muestras 

con los guantes del manipulador puesto que los tubos se abrían con trozos de 

parafilm, se utilizaron controles negativos tanto fuera como adentro de la sala donde 

se realizaba la mezcla de reactivos (a modo de probar contaminación ambiental) y 

ninguno de ellos resultó positivo para VPH en cada PCR realizada, por lo que parece 

poco probable que haya habido contaminación de las muestras de este estudio con 

VPH externo. 

 

 Existe una serie de otras variables que pudieran afectar la detección de ADN 

viral, como por ejemplo el método de extracción de material genético utilizado y el 

tipo de partidores. En la mayoría de los estudios de detección de VPH, se intenta 

amplificar por PCR una amplia gama de genotipos virales mediante partidores 

universales o de  “consenso” que amplifican una región del gen L1 del VPH, muy 

conservada dentro de los genotipos mucosos, y luego se pueden utilizar sondas 

específicas dirigidas a cada genotipo. Estos partidores pueden ser degenerados 

como los MY09/11,  o sobrepuestos como en los sistemas Amplicor (PGMY), o que 

contengan secuencias que permitan uniones erradas en condiciones de baja 

exigencia de PCR como los GP5+/GP6+, o que contengan residuos de inosina en 

posiciones ambiguas como los partidores SPF5,7,47. 

 

Los partidores MY09/MY11, amplifican un fragmento de 450pb y son los que se usan 

principalmente en estudios con muestras cervicales. Sin embargo, en nuestro estudio 

se utilizaron los partidores GP5+/GP6+, que amplifican un fragmento de 150pb48, y 

que se ha reportado que son más sensibles que los MY09/MY11 en la detección de 

ADN de VPH en muestras orales45. 

Otra diferencia importante con respecto a otros estudios dentro del ámbito, es que 

generalmente utilizan muestras frescas para realizar sus análisis, en cambio las 

muestras que se utilizaron en este estudio fueron tomadas hace varios años y no se 
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sabe exactamente cual fue el manejo de ellas previamente. Esto puede influir en la 

calidad de las muestras. Si comparamos los resultados obtenidos en la PCR de b-

globina con los de la PCR del gen TLR4, se hace evidente, que independiente de la 

morbilidad de los niños y si tienen lesiones en orofarínge o no, el tiempo transcurrido 

desde la toma de las muestras y nuestros análisis, y el desconocimiento de como se 

manipularon en este tiempo, puede haber influido directamente en la calidad de estas 

muestras y  por ende en nuestros resultados, pues se podría estar subestimando su 

prevalencia en esta población, ya que se asume que hay degradación del ADN 

presente en ellas. El grado de degradación permitió amplificar fragmentos pequeños 

como los de b-globina (106pb) y VPH con partidores genéricos (150pb), pero permitió 

amplificar fragmentos un poco más grandes como los de TLR4 (167pb)  en 45% de 

las muestras iniciales. Bajo esta misma premisa, en el ensayo de linear array 

realizado, que usa partidores PGMY, los cuales amplifican un fragmento de 450pb, y 

en el cual se obtuvieron sólo 8 muestras positivas para VPH (con lo cúal se obtiene 

una prevalencia de 5%), se podría especular nuevamente que si algunas muestras 

presentaban un grado de degradación tal que no permitieron amplificar fragmentos 

grandes como el del VPH (450pb) pero sí permitieron amplificar fragmentos más 

pequeños como el de su control interno β-globina (268 pb), se podría estar 

subestimando la prevalencia de la infección con esta metodología, dado que 

probablemente no se pesquisó VPH por el grado de degradación de la muestra, y no 

porque no haya habido VPH presente en ellas. Estos antecedentes también 

ayudarían a explicar la diferencia encontrada entre los resultados obtenidos entra la  

PCR con partidores GP5+/GP6+ y los del Linear Array en las mismas muestras (49 

muestras VPH positivas v/s 8 VPH positivas respectivamente). Cabe destacar que 

todas las muestras analizadas mediante Linear Array obtuvieron una banda visible de 

β-globina positiva, lo que confirma un buen proceso de extracción de ADN. Además, 

hay que tomar en consideración que este kit fue creado para la detección de VPH en 

muestras anogenitales, y nosotros utilizamos muestras de ANF, lo cual también 

podría generar diferencias en la sensibilidad de este ensayo en la detección de VPH, 

pese a que se siguió estrictamente el mismo protocolo del fabricante. 
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Basándonos en un principio en la detección del gen de β-globina (97,5% de muestras 

positivas) podíamos asumir una prevalencia de 17,25% de la infección de VPH en 

nuestro estudio. Sin embargo, asumiendo que el amplificado obtenido con β-globina 

no era el más adecuado como control de degradación de las muestras, y realizando 

la detección de un fragmento mayor (PCR del gen TLR4) obtuvimos una prevalencia 

de 30,6%. Estos resultados divergentes nos confirma que resultados de prevalencia 

heterogéneos obtenidos en distintas poblaciones y grupos etarios deben asumirse 

con precaución, especialmente al momento de realizar comparaciones, pues detalles 

como condiciones homogéneas para establecer la calidad de la muestra y los 

productos que se amplifican pueden dar resultados totalmente contradictorios. 

 

Otra alternativa para la discordancia obtenida entre PCR con GP5+/GP6+ y en el 

ensayo de linear array es que existan otros genotipos de VPH presentes en las 

muestras, que sean distintos a los que detectan las 37 sondas específicas del kit. 

Esta alternativa parece ser menos probable, dado que los 37 genotipos mucosos 

detectados por Linear Array son considerados los más prevalentes en las 

poblaciones estudiadas en la literatura extranjera. Sin embargo, por un lado, la 

mayoría de estos estudios se ha realizado en muestras anogenitales y no en 

muestras de cavidad orofaríngea; por otro lado, hay estudios como el de Castro y 

cols.48, donde se ha reportado que los genotipos de VPH 1, 2, 3, 4, 7, 10, 13, 32, 41, 

43, 44, 45 y 46, que no son detectados por el kit de Linear array, estarían dentro de 

los más prevalentes encontrados en lesiones de cavidad oral y faríngea, y por último, 

en Chile no existe ningún estudio al respecto tampoco, por lo que no podemos 

comparar ni asegurar que sean estos mismos genotipos los prevalentes en cavidad 

faríngea de niños Chilenos. 

 

 Dado que la incidencia y prevalencia de la infección es cada vez más alta a 

nivel mundial, y se ve cada vez más asociada al desarrollo de distintos tipos de 

cánceres, existe la necesidad de realizar un diagnóstico precoz en niños portadores 

asintomáticos de VPH, lo que permitiría una monitorización de la evolución y un 

tratamiento preventivo adecuado si aparece una lesión, pudiendo evitar su 
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transformación y progresión a lesiones premalignas y/o malignas. También, por el 

impacto que puede significar implementar las distintas medidas de prevención a nivel 

de salud pública, como es la vacunación, nuestro estudio cobra mucha importancia 

para la realidad nacional, donde no se tenía ningún dato al respecto, y sirve como un 

estudio preliminar para estudios futuros. 
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CONCLUSIONES 

 

 La prevalencia de VPH que obtuvimos en cavidad faríngea (30,6%) en esta 

población de niños Chilenos, está dentro de lo descrito internacionalmente,  y fue una 

cifra superior a la descrita por Smith y cols. (2,5%) en Estados Unidos. Nuestro 

estudio se realizó con muestras congeladas de estudios previos realizados en 

nuestro laboratorio, lo que limita las posibilidades de extrapolar nuestros resultados a 

todos los lactantes chilenos. Sin embargo, es el primer estudio de este tipo que se 

realiza en Chile, y servirá como referencia para estudios futuros en el mismo ámbito.  

 

 Los procesos de congelación/descongelación que sufrieron las muestras 

incluídas en este estudio y la consiguiente degradación de algunas de ellas,  pueden 

explicar que la técnica de Linear Array no sea la más adecuada para genotipificar 

VPH en estas muestras. Habría que hacerles un estudio más acabado a aquellas 

muestras que no se pudieron genotipificar mediante este ensayo, como 

secuenciación, y ver si efectivamente se encuentran otros genotipos de VPH. 

 

 Se requiere de un estudio prospectivo, que incluya un tamaño muestral mayor, 

con un protocolo de toma y manejo adecuado de las muestras, las que idealmente 

deben ser frescas, y además, debería incluirse un cuestionario dirigido a datos 

relevantes del niño y de sus padres. Esto permitiría ver si existen asociaciones 

importantes a determinadas condiciones, que favorezcan el desarrollo de esta 

infección en la etapa infantil, y así poder responder cual es la prevalencia de 

infección por VPH en cavidad oral y faríngea de niños en Chile y si existen 

condiciones específicas que aumente el riesgo de tenerla. Considerando estas 

limitaciones, este es el primer estudio que muestra que hay genoma de VPH 

detectable en faringe de lactantes chilenos. Estudios de seguimiento podrán 

discriminar infecciones persistentes que favorecerían el desarrollo de lesiones 

benignas o malignas a edades más tardías. 
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