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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue examinar la caracterizacion del Virus del Papiloma
Humano mediante técnicas moleculares PCR en tiempo real, inmunoldgicas ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas y citologicas citocervico vaginal. Estudio de nivel
descriptivo el cual uso diferentes literaturas, disefio documental-bibliogréafica en base a
estudios previos y publicados, secuencia temporal con cohorte transversal que abarcé los
afios 2016 al 2020, la cronologia de los hechos fue retrospectivo con datos anterior al afio
realizado. La poblacidn constituy6 51 documentos en bases cientificas. La muestra se utilizé
en su totalidad, los criterios de inclusion fueron articulos al afilo mencionado relacionados al
tema en idioma inglés y espafiol, criterios de exclusion articulos de afios inferiores al 2016
no relacionados al tema. La técnica fue la observacion y los procedimientos la recoleccién y
revision de informacién. Los instrumentos fueron guias, revistas y libros. EI PCR en tiempo
real detecto varios genotipos del Virus del Papiloma Humano a la vez por la replicacion de
fragmentos de ADN con fluorescencia en muestras cérvico vaginal o biopsias como método
de prevencién y control, los resultados fueron interpretados por la amplificaciébn como
positivos o0 negativos. El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas provoc6 una sefial
proporcional a la cantidad de anticuerpos IgG anti-VPH de manera precoz, se utilizo suero
o0 plasma, los resultados fueron en base a la densidad Optica como positivos 0 negativos y en
citologia se recolecto células cervicovaginales para la observacion de cambios morfoldgicos

con un reporte en base a Bethesda.

Palabras claves: Virus del Papiloma Humano, verrugas, PCR en tiempo real, ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas y citocervico vaginal.



ABSTRACT

The aim of the research is to examine the description of the Human Papilloma Virus using
real-time PCR molecular and immunological techniques, enzyme-linked immunosorbent
assay, and cytological cytocervic vaginal. This descriptive level study used different
literature, documentary-bibliographic design based on previous and published studies, a
temporal sequence with a cross-sectional cohort that will cover the years 2016 to 2020. The
chronology of the events was retrospective with data prior to the year it carried out. The
population constituted 51 documents on a scientific basis. The sample worked on in its
entirety, the inclusion criteria were articles updated to the years mentioned related to the
subject in English and Spanish, and exclusion criteria were articles from years lower than
2016 not related to the subject. The technique was the observation, and the procedures were
the collection and review of information. The instruments were guides, magazines, and
books. The real-time PCR detected several genotypes of the Human Papilloma Virus at the
same time by the replication of DNA fragments with fluorescence in cervicovaginal samples
or biopsies, as a prevention and control method, the results interpreted by the amplification
as positive or negative. The enzyme-linked immunosorbent assay elicited a signal
proportional to the amount of anti-HPV IgG antibodies early. It used serum or plasma and
interpreted the results based on optical density as positive or negative, and the cervicovaginal
cells collected in the pap smear for the observation of morphological changes with a report

based on Bethesda.

Keywords: Human Papilloma Virus, warts, real-time PCR, enzyme-linked immunosorbent

assay, and cytocervic vaginal.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) esté dada por las relaciones sexuales
que hoy en dia son mas tempranas y la mayoria pasan desapercibidas durante mucho tiempo
1. Su transmision se da por relaciones sexuales vaginales, anales u orales con una persona
infectada que puede o no presentar sintomas de la enfermedad como verrugas y papilomas.
El virus estd relacionado con lesiones benignas, premalignas y malignas del tracto
orofaringeo, anogenital, piel y otras ubicaciones 2. Por lo cual se han desarrollado varias
técnicas que muestran una gran variabilidad en los métodos aplicados para las pruebas
diagnosticas del virus. Su uso dependera del método en si, teniendo en cuenta las
caracteristicas de la poblacion/muestra evaluada, tipo de lesiones, cantidad y calidad del
material bioldgico. El incremento de técnicas de diagndstico mejora la eficiencia, precision
y efectividad de la deteccion oportuna de cancer L.

A nivel mundial los cinco tipos mas comunes fueron Virus del Papiloma Humano 16 (3,2
%), 18 (1,4 %), 52 (0,9 %), 31 (0,8 %) y 58 (0,7 %). El Virus del Papiloma Humano 16
siendo el tipo méas comun en todas las regiones geograficas indica una alta prevalencia tanto
en infecciones simples como multiples. No obstante, se observa pequefias variaciones entre
regiones geograficas y paises de una misma region: América del norte y Europa son areas
con baja prevalencia del virus, pero su frecuencia de Virus del Papiloma Humano 16 fue
alta. Los paises de Europa del este, con respecto al resto del continente, presentaron las

mayores frecuencias por el tipo 16 3.

El Virus del Papiloma Humano 18 mostrd ser el segundo tipo mas frecuente a nivel mundial.
Sin embargo, puede observarse diferencias como en Europa, donde ocupo el segundo lugar
el Virus del Papiloma Humano tipo 31. En América Latina y el Caribe presentaron
frecuencias similares los tipos 18 y 31. El tipo 52 resultd ser el tercero mas frecuente a nivel
global, pero en los paises del este africano, Japon y Taiwan, ocupa el primer lugar entre las
infecciones por estos virus. El Virus del Papiloma Humano de bajo riesgo fue el tipo 6,

frecuentes en los continentes americanos y europeos .

En América Latina la génesis del cancer cérvico uterino es la infeccion constante por el Virus
del Papiloma Humano de alto riesgo para los tipos virales 16 y 18, esta se presenta como la
tercera causa de muerte por cancer en las mujeres de la region, siendo superado por el cancer

de pulmén y de glandula mamaria, en algunos paises como El Salvador, Nicaragua, Bolivia,



Honduras, Paraguay y Ecuador que aun contintia encabezando la mortalidad por cancer en

mujeres 4.

En mujeres de nacionalidades indigenas del sur del Ecuador presentaron genotipos de alto
riesgo oncogénico con un 9,94 % referente al genotipo 58;9,36 % genotipo 59; 8,77 %
genotipo 39; 5,85 % genotipos 16 y 31; 5,26 % genotipos 66 y 68; 4,68 % genotipo 53; 3,51
% genotipo 52; 2,92 % genotipo 51y 82; 1,75 % genotipos 18, 45y 69; 1,17 % genotipos
26 y 56; 0,58 % genotipos 33 y 35; seguido de genotipos de bajo riesgo oncogénico, en las
cuales se evidencid: 6,43 % genotipo 42; 5,26 % genotipo 54; 3,51 % genotipo 61y 6; 2,92
% genotipo 70; 2,34 % genotipo 43; 1,17 % genotipo 44 y un 0,58 % del genotipo 40 °.Se
pretende analizar la técnica que brinde resultados veridicos para el diagnéstico de virus de
papiloma humano ya que algunos presentas una sensibilidad y especificidad intermedias las

cuales no dan una seguridad en su totalidad.

En el capitulo | se encontrard el estado del arte relacionado a la temética sobre los conceptos,
definiciones, epidemiologia, sintomas, morfologia del Virus del Papiloma Humano, sus
factores de riesgo en base al virus se describira tipo de muestra, materiales, equipos, reactivo,
examenes necesarios entre los que se encuentran: técnicas moleculares PCR en tiempo real,
inmunoldgicas ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas y citoldgicas citocervico
vaginal.

En el capitulo Il se encontrara la metodologia donde se explicara el nivel de la investigacion
su disefio, secuencia temporal, poblacion, muestra, técnicas, procedimientos Yy
procedimientos estadisticos.

En el capitulo 111 se mostrara el desarrollo donde se dara a conocer los resultados con su

analisis y discusion en base a la investigacion.

El Virus del Papiloma Humano se manifiesta con alteraciones que ocasionan lesiones
verrugosas siendo observadas como masas suaves y himedas, una o varias, pequefias o
grandes, del color de la piel o rosadas, tanto benignas o malignas, visibles o no con forma
de coliflor. Aparecen en zonas humedas y de alta friccion durante el acto sexual como: vulva,
vagina, cuello uterino y ano en la mujer, mientras que en el hombre se presenta en el ingle o
muslo, pene, la punta del pene y escroto?. EI hombre presenta un papel de alta relevancia en
la transmision de este virus ya que es considerado un vector silencioso, sélo el 1% presenta
algun signo o sintoma clinico relacionado a lesiones tipo verrugas. En el caso de las mujeres

es todo lo contrario pues esta infeccion se presenta en un mayor porcentaje con el 99,7% de

2



los casos siendo el agente causal del cancer cervicouterino (CCU). Las clases de VPH que

pueden causar cancer son distintos de los que producen verrugas genitales °.

La infeccion genital por el Virus del Papiloma Humano es una de las infecciones de
transmision sexual (ITS) muy frecuentes donde el 80% de los individuos sexualmente
activos se veran perjudicados por esta infeccion a lo largo de su vida. Un 50% de las mujeres
adquieren el VPH en los 4-5 primeros afios tras iniciar su vida sexual ’. El elevado
intercambio de parejas sexuales es uno de los factores de riesgo mas importantes para la
transmision directa del virus & lo que da como resultado que el genoma viral se incorpora al
genoma de la célula hospedera provocando dafio en el mismo °Existe varios tipos virales
gue son causas necesarias, pero no lo suficientes para la produccién de cancer, requiriendo
cofactores como: relaciones sexuales a edad temprana, varias parejas sexuales, compafiero
con multiples comparieras sexuales pasadas o presentes, consumo de anticonceptivos orales
por més de 5 afios, multiparidad, tabaquismo, otras infecciones de transmision sexual,
tamizaje insuficiente, inhalar producto que contenga sustancias cancerigenas y alteraciones

inmunologicas °.

En gran parte el virus se elimina de forma natural, pero al mantenerse la infeccion se produce
un dafio genético en la célula hospedera produciéndose o desarrollandose lesiones
precursoras o lesiones intraepiteliales (LIE) y el cancer . Las infecciones de transmision
sexual representan una de las causas crucial de morbilidad y mortalidad. Un aproximado de
6.000 personas con edades mayores a los 15 afios se infectan diariamente de alguna infeccion
de trasmision sexual y de este grupo el 41% tiene edades inferiores a 24 afios. El Virus del
Papiloma Humano se ha considerado como un problema de salud publica, ya que afecta
significativamente a nivel social, econémico, psicolégico y biologico a millones de personas

en todo el mundo *2.

Estos virus han mutado junto a su hospedero natural siendo especificos en cada una de las
especies que infectan, de estos se han aislados més de 120 genotipos 3. Los Virus del
Papiloma Humano transmitidos por via sexual son aproximadamente 40 tipos en VPH de
bajo riesgo y alto riesgo oncogenico. Los VPH de bajo riesgo (BR / VPH-BR) rara vez se
convierten en cancer causando verrugas (papilomas) en hombres como en mujeres los cuales
incluyen los tipos 6, 11, 42, 43 y 44 siendo los mas recurrentes el 6 y 11. Aquellos que si

pueden causar cancer tanto en hombres como en mujeres son llamados de alto riesgo (AR /



VPH-AR) incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 70
siendo los recurrentes 16 y 18 °.

El diagnostico temprano es una medida importante para el control de la carga de la
enfermedad. Al ser detectada la enfermedad en fases tempranas junto con el acceso a
tratamientos efectivos mejora el prondstico y supervivencia de los pacientes 4
proponiéndose asi el siguiente problema: ¢Es de utilidad examinar la caracterizacion del

Virus del Papiloma Humano mediante técnicas moleculares, inmunoldgicas y citolégicas?

Se da importancia al virus debido a que son los responsables de las verrugas genitales,
cutdneas y el 99.7 % de los casos de cancer cervicouterino son dados por el HPV
especialmente el tipo 16 y 18 que también puede causar cancer en las partes vaginal, anal,
orofaringea y vulva, este virus se contagia a traves de relaciones sexuales con una persona
infectada, el uso del preservativo reduce el riesgo de 65% al 85% de transmisién, pero no lo
reduce por completo *°.

Morfologia

El Virus del Papiloma Humano tiene un genoma de DNA bicatenario, circular, icosaédrico,
sin envoltura, 55 nm de diametro, 8 kbp, PM 5 millones con una composicion de DNA
(10%), proteinas (90%), ® sus serotipos se clasifican segtin su potencial oncogénico: las
cepas 6 y 11 tiene un DNA viral que no se integra al genoma de la célula infectada, causan
verrugas genitales considerandose de bajo riesgo (VPH-BR), las cepas 16 y 18 son de alto
riesgo (VPHAR), relacionada a lesiones displésicas y su potencial oncogénico realiza una
integracion en el genoma de la célula del huésped, producen las oncoproteinas E6 y E7 que

dan la inmortalizacion de las células infectadas ’.

E6 se une a p53 intracelular para provocar su degradacion. EI p53 es una proteina supresora
de tumores ya que promueve la apoptosis es decir la muerte celular programada de células
dafados o infectadas. E7 activa el ciclo celular permitiendo la replicacién. En las células no
patoldgicas el ciclo celular se detiene en G1 con la union de Rb (retinoblastoma es una
proteina supresora de tumores que actua como un freno al progreso de la célula desde la fase
G1 de crecimiento a la fase S de sintesis del ciclo celular'®) a E2F. E2F es una proteina que
actia como activador transcripcional para que la célula avance a la fase S, pero no puede

cuando esta unida a Rb. Las cepas de alto riesgo de VPH E7 se une a Rb, provocando la

4



liberacion de E2F. Con E2F libre de Rb, se activa e indica a las células infectadas que

comiencen la fase S para el periodo de sintesis o replicacion .

Datos clinicos

En la mujer es importante la presencia de sangrado entre periodos, cambios en el ciclo
menstrual, dispareunia, dolor pélvico, disuria®®, sangrado vaginal después de la menopausia,
flujo vaginal acuoso con sangre abundante y un olor fétido'®, cambios en las deposiciones,

pérdida de peso involuntaria y hematuria .

En los hombres la mucosa del glande y del prepucio se vuelve mas fragil, causando que se
irrite con frecuencia tras las relaciones sexuales, observandose pequefias manchas rojizas en
el pene casi siempre en las mismas zonas, estas manchas no dolorosas vienen y se van 2.
También tienen hasta cuatro veces mas probabilidades de desarrollar canceres relacionados
con el HPV debido al sexo oral el cual abarca zonas como la garganta, detras de la boca, las
amigdalas, el paladar blando e incluye el tercio posterior de la lengua, presentando Ulceras
bucales dolorosas que no muestran mejoria en varias semanas, bultos en la boca y en el
cuello que no desaparecen, aflojamiento de los dientes o alvéolos que no sanan despues de
las extracciones, entumecimiento en el labio o la lengua, manchas blancas o rojas en el

revestimiento de la boca o la lengua 2.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo para el cancer se relacionan con los habitos y estilo de vida frecuente
como: Se transmite de una persona a otra durante el contacto directo con la piel, uso de
anticonceptivos orales por mas de 5 afios, al igual que ser multipara con mas de 5 embarazos
a término, una mala alimentacion no es de ayuda en la produccion de anticuerpos para hacer
frente al VPH, el alcoholismo causa mayor progresion de infeccion VPH hacia cancer
invasor cervical y de vagina, la inmunosupresién limita la capacidad del cuerpo para la
produccion de anticuerpos, conductas de inicio temprano en las relaciones sexuales,
compafiero sexual promiscuo, asi como multiples compafieros sexuales y tabaquismo los
cuales se han encontrado sustancias carcindgenas en la mucosa cervical y se cree que estas
sustancias dafian el ADN (acido desoxirribonucleico) de las células del cuello uterino

involucrandose con el desarrollo del cancer .



Los examenes de deteccion del cancer son importantes para el cuidado médico regular, la
identificacion de lesiones precancerosas causadas por el VPH puede ser removidas con el
fin de impedir que se hagan canceres invasores 0 para encontrar canceres en un estadio inicial

que pueden ser tratados con éxito 24,

Técnicas moleculares - PCR en tiempo real

En el combate contra las enfermedades infecciosas se ha visto necesario la optimizacion de
la especificidad, sensibilidad y rapidez de técnicas de diagnostico tradicional, han emergido
técnicas de laboratorio con fundamento en biologia molecular para la prevencion, control y

tratamiento 2.

La técnica de PCR en tiempo real esta basada en la replicacién celular para obtener varias
copias de un pequefio fragmento del ADN mediante la amplificacién. EI ADN blanco que
se amplifica se detecta de forma simultanea segin se vayan generando con el uso de
moléculas con fluorescencia que absorben radiacion de una longitud de onda determinada y
emite la energia absorbida llamados fluor6foros que poseen una emision proporcional al

numero de moléculas producidas siendo asi una prueba cuantitativa 2.

La cantidad de ADN esta medida por el valor Ct (Ciclo umbral) en cada ciclo de
amplificacion en el cual la fluorescencia es detectada y esta correlacionada con la
concentracion del producto de ADN amplificado. El valor Ct es inversamente proporcional
a la cantidad de ADN presente en la muestra es decir que una alta concentracion de ADN
tendré un valor Ct menor en la sefial de fluorescencia. Para obtener valores de Ct producto
de amplificaciones especificas se realiza la temperatura de disociacion (Tm) de los
amplificados. Una reaccién de PCR inespecifica muestras varias temperaturas y un valor de
Ct es correcto con una sola temperatura de separacion en cada reaccion de PCR en tiempo

real %/,

La cuantificacion de ADN por PCR en tiempo real puede ser absoluta o relativa. La
cuantificacion absoluta utiliza la curva de calibracion para determinar la concentracion de
ADN en una muestra segun el valor de Ct. La cuantificacion relativa utiliza un gen o grupo
de referencia segun la concentracion de ADN de un gen o de un microorganismo que se

desea analizar #'.



Recogida de la muestra para PCR en tiempo real

Se recogio la muestra dependiendo de la localizacion con el cepillado o una biopsia, en
medio liquido en recipientes estériles de cierre hermético. Los cepillos son estériles y de
material inerte evitando el de algoddén debido a que son materiales naturales que inhiben la
PCR. Se rechazan muestras con mas de un 2% v/v de sangre ya que la hemoglobina inhibe
la PCR. Para el cepillado cérvico vaginal se introdujo el citobrush las dos terceras partes del
canal endocervical y rotando de manera suave entre 90 y 180 grados o 5 veces segun las
agujas del reloj para colocarlo en un medio de transporte liquido, si se desprende el cabezal
se dejara en su interior o en el caso contrario se frotara 10 veces en el fondo del vial con el

medio de transporte y se desechara 2.

Para el cepillado anal en mujeres como en hombres se los toma de varias zonas al azar. Para
la toma de muestra genitourinaria en el varén se pueden utilizar cepillados, orina, semen o
la triple toma en glande en el surco coronario es decir la hendidura después del glande y
uretra distal que corresponde a la mitad de la uretra colocando los tres cepillos en un mismo
vial. Se pueden realizar cepillados de las amigdalas, interior de la boca y bordes de la lengua
para infeccion oral, pero para un cribado de céncer orofaringeo se realiza una biopsia
evitando el formol ya que inhibe la PCR 2,

Extraccion del ADN

Se realiz6 un tratamiento previo agitando con un vértex el tubo que contiene el citobrush,
para desprender las células que pudieran quedar en el mismo. Se retir el citobrush y la
solucion restante fue trasvasada a un tubo de 1,5 mL. Se concentré la muestra por
centrifugacion a 12 000 rpm por 5 minutos, luego se elimind todo el sobrenadante y se afiadid

el tubo blanco de extraccion.

Para la extraccion y purificacion, se adiciond a la muestra 360 puL de buffer de lisis para
destruir la membrana nuclear y liberar el ADN puro y 3 pL de f-mercaptoetanol para la
desnaturalizacion de estructuras ricas en GC. Se incubd durante 1 hora en bafio maria a 65°C,
agitando en vortex cada 10 minutos. Se adiciond 90 uL de acetato de potasio 8 M para
precipitar las proteinas y se centrifugd a 12 000 rpm por 5 minutos, posterior a esto se
recuper el sobrenadante en otro tubo de 1,5 mL (se repitio este paso dos veces) .



En la precipitacion, se anadié 450 uL. de isopropanol el cual precipita el DNA porque
compite con este por el agua, deshidratandolo y llevandolo al fondo del tubo y se centrifugd
a 12 000 rpm por 5 minutos, se elimino el sobrenadante. Se lavo con 450 pL de etanol para
precipitar al 70% y se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos. Luego se dejo secar hasta
eliminar la humedad. Se resuspendi6 en 25 uL. de H20 ultra pura. La diferencia entre etanol
y el isopropanol es que el isopropanol posee una mayor capacidad y por lo tanto es posible

usar menor volumen 2°,

Célculos de los reactivos para PCR en tiempo real

PCR en tiempo real requiere los siguientes reactivos:

1.Cadena de ADN que contenga la region diana a ser amplificada es decir la muestra 2.
2.Dos primers o cebadores que sean complementarios a la region 5”0 3"terminales del ADN
lo cuales son oligonucledtidos con una secuencia corta de ADN disefiados especificamente
para el fragmento génico que se necesita amplificar *°.

3. Tag ADN polimerasa que es una enzima termoestable capaz de replicar &cidos nucleicos
proviene de una bacteria llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de altas
temperaturas dandole al ADN polimerasa esta cualidad 2°.

4. Trifosfatos desoxinucleosidos (ANTPs) esta compuesto de bases nitrogenadas (citocina,
adenina, guanina y timina) el cual sirve para que el ADN polimerasa sintetice la cadena
nueva de ADN %,

5.Soluccion buffer es la solucion amortiguadora con una dilucion de Tris-HCI con cloruro
potasico que proporciona un ambiente quimico adecuado para la actividad y estabilidad de
la ADN polimerasa manteniendo un pH estable 2°.

6.Cationes divalentes, iones de magnesio 0 manganeso (Mg?*) es un cofactor es decir una
molécula que depende de su concentracion la eficiencia de la reaccion de la polimerasa?.
7.Sondas son fragmentos de ADN o ARN que son marcados para emitir fluorescencia al
incorporarse en el surco mayor el cual es méas profundo y amplio en el ADN 26,

8. El agua destilada o ultrapura libre de nucleasas y enzimas que degraden a los &cidos

nucleicos la cual acttia como disolvente %8,

Tabla 1. Concentraciones y volimenes MY09-11 Taq Platinum-Invitrogen para HPV %,

Reactivos Concentracién | Concentraciéon | Volumen inicial

inicial final




Buffer 10X 10 X 1X 1,28 ul
Cebador de avance 10 mM | 10 mM 0,2 mM 0,25 ul
Cebador de regresion 10 mM | 10 mM 0,2 mM 0,25 ul
dNTPs 5 mM/C 5mM/C 0,2 mM/C 0,5 ul
MgCL2 50 mM 50 mM 2,75 mM 0,6875 ul
Taq Platinum 5 U/ul 50/ul 0,625 U/ul 0,125 ul
Sonda 5 uM 5uM 50 uM 0.25 ul
ADN >100 ng 5ul
Agua 4,4075 ul
Volumen final 12,75 pl

Iglesias S, Serquén L. Virus papiloma humano y factores asociados en pacientes con
citologia desconocida atendidas en el norte de Perd. Rev Peru Ginecol Obstet. [Internet].
2020  [citado 2021 Mar 16] 66 (1); 2.0Obtenido
de:http://www.scielo.org.pe/pdf/rgo/v66n3/2304-5132-rgo-66-03-00009.pdf

Primers y sondas disefiadas Tagman para VPH16 y VPH18

VPH16

Primer de avance: E6-Fw AGAATGTGTGTACTGCAAGCAACA

Primer de regresion: E6-Rv ATAAATCCCGAAAAGCAAAGTCAT

Sonda: 6FAM-TTACTGCGACGTGAGGTA-MGB/NFQ

VPH18

Primer de avance: E7-Fw CCGACGAGCCGAACCA

Primer de regresion: E7-Rv TGGCTTCACACTTACAACACATACA

Sonda: VIC-AACGTCACACAATGTT-MGB/NFQ 3.

Los primers de avance sintetiza la cadena 5' a 3' y los primers de regresion sintetizan la

cadena 3'a 5.

Condiciones del equipo PCR en tiempo real

La reaccion es un proceso de 3 etapas: desnaturalizacion, hibridacion de los cebadores y
extension. Desnaturalizacion: Es necesario que el ADN molde se encuentren en forma de
cadena simple para que se produzca la reaccion. Se lo obtiene con altas temperaturas de 90
a 95°C que producen la rotura de los enlaces de puentes de hidrégeno intercatenarios

provocando asi la separacion de ambas cadenas y se asegura su separacion al mantener la



temperatura durante unos segundos 0 minutos ya que al desnaturalizarse parcialmente se

volvera a renaturalizar muy rapido provocando errores en la hibridacion y extension 3L,

Hibridacion: Al estar el ADN desnaturalizado se disminuye la temperatura de la reaccién
entre los 40 y los 60°C para que se produzca la hibridacion de los cebadores a las secuencias
especificas del fragmento que se amplificara. La temperatura se establece para cada reaccion
de acuerdo con la longitud de los cebadores y su secuencia 3!, Extension: La ADN polimerasa
agrega nucledtidos en el extremo 3’ del cebador utilizando como molde la cadena de ADN

desnaturalizada con una temperatura de 72°C asi alcanza su maxima actividad 2,

Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador en tiempo real RotorGene 3000, las
diferentes etapas de la amplificacion consisten en una fase de desnaturalizacién hibridacion
y extension, las condiciones fueron: 95°C 15 min; 5 ciclos x (95°C 5 seg, 60°C 20 seg, 72°C
15 seq); 40 ciclos x (95°C 5 seg, 60°C 20 seg (deteccion de fluorescencia), 72°C 15 seg). Los
resultados fueron analizados con el software Rotor-Gene Q Series Software 3.

Resultados del PCR en tiempo real

Como paso final esta el analisis de la reaccion para precisar la cuantificacion genética
mediante un PC con un software en el termociclador que genera graficas con todos los datos
necesarios para identificar si la reaccion fue exitosa llamadas amplificacion que muestra el
progreso de la reaccion. En el eje X sefiala los ciclos de la reaccién y en el eje Y sefiala la

cantidad de fluorescencia (Anexo 1)

Técnicas inmunolégicas-ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

Toma de muestra para microelisa

La sangre se extrajo por venopuncion pueden ser con un tubo tapa roja, citrato, EDTA o
heparina para obtener suero o plasma ya que no se ha observado influencia en la preparacion
de la muestra las cuales deben estar rotuladas. Las muestras hemolizadas e hiperlipémicas

se descartan ya que generaran resultados falsos **.

Las microplacas estan recubiertas con VLP (particulas similares al virus) recombinantes

derivados del VVPH tipo 6, 11, 16 y 18. En la incubacion, la fase sélida se trata con muestras
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diluidas y se capturan IgG anti-VPH, si estan presentes por los antigenos. Después de lavar
todos los deméas componentes de la muestra, en la 2a incubacion se uni6 el anti-VPH. Las
IgG se detectan mediante la adicién de un anticuerpo anti higG, marcado con peroxidasa
(HRP). La enzima capturada en la fase sélida actta sobre la mezcla sustrato / cromogeno,
provocando una sefial que es proporcional a la cantidad de anticuerpos IgG anti-VPH
presentes en la muestra. Un valor de corte convierte las densidades dpticas medidas en
resultados positivos o negativos (Anexo 2)*.

Procedimiento del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

Dilucion de las muestras 1:101 en un tubo (ejemplo: 1000 L de diluyente de muestra + 10
uL muestra) y agitarlos en el vortex. EI pozo Al fue vacio para el deblanking y se dispenso
100 pL de control negativo y de control positivo por duplicado. Luego, se dispenso 100 pL
de muestras diluidas en cada pocillo identificado. Se incubo la microplaca durante 60 min a
+ 37 ° C. Se lavo la microplaca con un lavador automatico que realiza 4-5 ciclos de lavado
los cuales constan de aspiracion + dispensacion de 350 pL / pocillo de lavado solucion = 1

ciclo con un remojo de 20 a 30 segundos entre ciclos 3,

Se pipeted 100 ulL de conjugado enzimatico en cada pocillo, a excepcion del pocillo Al, y
se cubrio6 con el sellador. Contiene anticuerpos policlonales conjugados con peroxidasa de
rabano picante a 1gG humana, 5% BSA que es albumina de suero bovino como agente
bloqueante, 10 mM Tris tampon ( trisaminometano) pH 6,8 Kathon GC al 0,1% el cual es
combinacion de dos metil-cloro-isotiazolinona y metil-isotiazolinona utilizado como un
conservantes y sulfato de gentamicina al 0,02% como conservantes. Se incubo la microplaca

60 min a + 37 ° C. Se lavo los micropocillos como se explicé anteriormente 3.

Se pipeted 100 uLL de mezcla de cromogeno / sustrato en cada pocillo y el pocillo del blanco,
el cromdgeno / sustrato contiene tampdn de citrato-fosfato 50 mM pH 3,5-3,8, 4% de
dimetilsulféxido, 0,03% de tetrametilbencidina (0 TMB) y perdxido de hidrogeno al 0,02%
(0 H202) para después incubar la microplaca a temperatura ambiente (18-24 ° C) durante
20 minutos. Se pipeted 100 puL de acido sulfarico en todos los pocillos y el pocillo del blanco,
aqui se mostré un cambio de color en las muestras positivas de azul a amarillo. Se midio la
intensidad del color a 450 nm *,

Control de calidad interno: Pocillo blanco A1 < 0,100 DO 450 nm, control negativo < 0,150
DO 450 nm después del blanco, control positivo > 0.500 DO 450 nm después del control

11



negativo. Se utilizé el valor medio de DO 450 nm del control negativo y luego se aplica la
siguiente férmula para calcular el valor de corte: NC + 0.250 = Corte. En la interpretacion
de resultados las muestras con una DO 450 nm inferior al valor de corte son consideradas no
reactivas para la 1gG de los antigenos del HPV. Las muestras con una DO 450nm superior

al valor de corte son consideradas positivas para IgG del HPV de los antigenos 3,

Técnicas citologicas-citocervico vaginal

Es una prueba diagndstica que consiste en recoger una muestra de células del cérvix, cuello
del atero, canal cervical o zona afectada para la observacion de la morfologia celular
mediante microscopia con el uso de tinciones que permitan diferentes contrastes en las

células %.

Toma de muestra citocervico vaginal

Se realizd una toma cérvico vaginal con la paciente en posicion ginecoldgica en una camilla
colocando el especulo con las valvas cerradas en disposicion paralela al eje longitudinal del
paciente y se lo introdujo, se giro el espéculo hasta que las valvas queden en disposicion
perpendicular al eje longitudinal del paciente, se fijo las valvas centrandolo en el cérvix. Con
la espatula Ayre se tom6 muestra del exocérvix y endocérvix con un giro de 360°. Con el
citobrush se introdujo en el canal endocervical con un giro de 90°, una sobre rotacion puede
distorsionar las células y provocar sangrados. El portaobjetos se divide en dos
longitudinalmente por un lado del exocérvix y endocérvix de la espéatula y del endocérvix
con el citobrush rodando sobre la superficie se fija de inmediato con citocell a una distancia

de 20 cm por 5 segundos. Se cierra el espéculo lentamente y se retira en una posicion de 45°
36

Principio de la técnica de coloracion modificada de Papanicolaou

El portaobjetos pas6é a un bafio de alcohol de 96% para eliminar el excedente de resina
fijadora. Se realiz6 la coloracion modificada de Papanicolaou el cual reduce y elimina
reactivos toxicos y cancerigenos. Para la coloracion del nlcleo se utilizé hematoxilina
progresiva de Harris (coloracion violeta azulado) permite la coloracion en un solo punto y
no necesita un diferenciador tradicional para remover el exceso de hematoxilina. Para la

coloracion del citoplasma se utilizo la solucion policromética Orange G (coloracion naranja)
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y EA con eosina (coloracion rosada), verde claro (verde azulado) y pardo de Bismarck
(coloracion pardo amarillento) en un solo paso, reduciendo la cantidad de alcoholes entre las
fases. Para terminar en la fase de aclaramiento se uso resina de montaje entellan ya que los

acrilatos mixtos de la resina confieren el aclaramiento completo ¥'.

Procedimiento de coloracién modificada de Papanicolaou

El esquema de coloracion es el siguiente:

e Fase de hidratacién: Agua de grifo con 10 inmersiones.

e Fase de coloracion nuclear: Hematoxilina (colorante basico afinidad por estructuras
acidas - nacleo) eosina de Harris (colorante acido afinidad por estructuras basicas como el
citoplasma) de 1 a 3 minutos, agua de grifo 10 inmersiones y alcohol 96 % 1 minuto.

e Fase de coloracion citoplasmatica: solucién policromatica (colorante acido afinidad por
estructuras bésicas - citoplasma, células escamosas inmaduras y mucina que produce la
secrecion mucosa) 30 a 60 segundos y alcohol al 96% durante 1 minuto.

e Fase de aclaramiento y montaje: alcohol al 96 % 1 minuto y la resina entellan .

La secrecidn vaginal, la sangre y los lubricantes pueden interferir con la interpretacion de
las pruebas de papanicolaou. Al realizar una prueba de papanicolaou, muchos profesionales
usan agua o una pequefia cantidad de lubricante a base de agua para minimizar la
incomodidad del paciente 3. Los cambios morfoldgicos en las células anormales incluyen
multinucleacion, hipercromasia, vacuolizacion citoplasmica perinuclear, ndcleos grandes
alrededor de tres veces méas que el nacleo celular normal, niveles mas altos de
queratinizacion, pero ausencia de nucléolos. Estos cambios que sufren las células escamosas

se clasifican como coilocitos (Anexo 3)*.
Los virus de mucosa de alto riesgo poseen un tropismo por los queratinocitos lo cuales se
encuentran en las células de la capa basal del cuello uterino y de la mucosa oral pueden llegar

a provocar una progresion de la infeccion viral en el cuello uterino®.

Cuadro 1. Cuadro de los diferentes sistemas de reporte en citologia.

Sistema de Papanicolaou | Sistema de Richart Sistema Bethesda

Negativa (1) Negativa Negativa
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] Atipia escamosa reactiva o | ASCUS-ASCH

imposible de clasificar

Infeccion por VPH

Il Neoplasia intraepitelial | Lesiones intraepiteliales de

cervical Grado I (NIC 1) bajo grado de malignidad

i Neoplasia  intraepitelial | Lesiones intraepiteliales de
cervical Grado Il (NIC Il) | alto grado de malignidad

Il Neoplasia intraepitelial
cervical Grado I11 (NIC 111)

v Carcinoma in situ

V Cancer escamoso invasor del cuello uterino

Fuente: Zamora R, Ybaseta J, Palomino A. Relacidon entre citologia, biopsia y colposcopia
en céncer cérvico uterino. Rev méd panacea [Internet]. 2019 [citado 2021 Ene 19]; 8(1
):37.0btenido de: https://doi.org/10.35563/rmp.v8i1.13

Otros métodos de diagnostico

Captura Hibrida 11

Es la Unica prueba aprobada por la FDA para detectar el ADN de HPV de alto riego con una
sensibilidad de 100% y especificidad de 96% donde se observa células cervicouterinas
exfoliadas con un cepillo disefiado especial el cual se coloca en un medio liquido o en el
fluido residual que sobra de las muestras de citologia de base liquida, disefiada para detectar
HPV AR tipo 16, 18, 31, 33,35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68, esta prueba detecta la
presencia de uno o de varios tipos de VPH en el mismo momento. Su utilidad principal es
detectar las cepas de alto riesgo que presenta las pacientes y tratar que estas lesiones no
progresen a un cancer invasivo, también es utilizada a manera de prevencion siendo una

recomendacion ir incorporando este tipo de prueba “°.

Citologia base liquida: capa fina

La muestra se recolecta mediante un cepillo especial el cual es sumergido en un liquido
conservador celular, se transporta en ese medio y el proceso de extension y tincion se realiza
mediante un proceso automatizado que acorta el tiempo y el nimero de muestras por

procesar, se obtiene una muestra limpia de artefactos facilitando su interpretacion®.
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Colposcopia
Vista aumentada del cuello uterino para detectar cambios celulares que pueden convertirse

en cancer, tiene una especificidad 82% y una sensibilidad 95% “°.

Inspeccion visual con acido acético (IVAA)

Se realiza una exploracion vaginal con espéculo para aplicar &cido acético (vinagre) diluido
de 3 a 5% en el cuello uterino con una torunda de algodon durante 1 minuto. También se
puede realizar un tacto rectal cuando hay sospecha de VVPH de alto riesgo o cancer si existe
una lesion visible en la region anal o perianal y realizar la respectiva citologia, tiene una
sensibilidad de 96% y una especificidad de 98%.

Categoria de los resultados de IVAA

Prueba negativa: Sin lesiones acetoblancas palidas, pdlipos, cervicitis, inflamaciones o
quistes de Naboth.

Prueba positiva: &reas acetoblancas densas de color blanco opaco o blanco oster, nitidas,
precisas, bien definidas, con o sin margenes elevados que estdn en unién con las células
escamosas cilindricas, leucoplasias y verrugas.

Sospecha de cancer: Lesion ulcerosa o en coliflor, visible clinicamente y sangrado al tacto

de color acetoblanco **.

Inspeccion visual con solucion yodurada de Lugol (VILI)

También conocidas como la prueba de Schiller utiliza lugol para su coloracién con una
sensibilidad de 98% vy especificidad de 91%.

Categoria de los resultados VILI

Negativo: Epitelio escamosos de color caoba o marron oscuro y el epitelio cilindrico no
cambia de color o areas irregulares con captacion parcial de yodo o sin captacion.

Positivo: Areas bien definidas sin captacion de yodo de color amarillo brillante: Amarillo
mostaza, amarillo azafran alrededor de la zona de transformacion o cerca del orificio
cervical.

Sospecha de cancer: Tumor exofitico, endofitico, ulcerosos, visibles clinicamente, sangrado

al tacto, sin captacion de yodo, color amarillo mostaza o azafran 4.

Telecolposcopia
Uso de tecnologia y equipos para realizar un diagnéstico a distancia y tratamiento adecuado
con una interaccion del personal en un sitio diferente al que se esta realizando la practica en

tiempo real 4.
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Cervicografia
Fotografia de alta resolucion del cuello uterino para su interpretacion, para el tratamiento se
realiza la remocion quirdrgica con bisturi o tijera, cauterizacion, criocirugia, electrocirugia

y destruccion por laser 4.,
El objetivo de la investigacion es examinar la caracterizacion del Virus del Papiloma

Humano mediante técnicas moleculares PCR en tiempo real, inmunoldgicas ensayo por

inmunoabsorcidn ligado a enzimas y citolégicas citocervico vaginal.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

Nivel: La presente investigacion es de nivel descriptivo debido a la busqueda de diferentes
literaturas acordes al tema investigado técnicas moleculares como PCR en tiempo real,
inmunolégicas como el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas y citolégicas como el

citocervico vaginal.

Disefio: De disefio documental-bibliografica ya que se realizd una revision para la
investigacion en base a estudios previos y publicados en revistas cientificas con una literatura
actualizada, con un tipo de disefio cualitativo debido a que se establece una relacion entre

los datos recopilados.

Secuencia temporal: Cohorte transversal ya que se efectian en un momento o tiempo Unico

tomando en cuenta los afios 2016 al 2020.

Cronologia de los hechos: Es retrospectivo porgue los datos utilizados fueron tomados con
un espacio de tiempo anterior al afio realizado de los articulos cientificos y de literatura
actualizada acerca de las técnicas moleculares, inmunoldgicas y citoldgicas en el Virus del

Papiloma Humano.

Poblacion: La poblacion de estudio esta constituida por 51 documentos actualizados
validados, verificados e investigados que estas relacionadas con las técnicas moleculares,
inmunoldgicas y citoldgicas en el Virus del Papiloma Humano, siendo publicados en revistas
con bases de datos regionales y de impacto mundial como: Scielo, Redalyc, PubMed,
ProQuest, Medigraphic, Libros e Informacion en congresos publicados durante el periodo

comprendido entre Enero 2016 y Febrero 2020.

Muestra: Se trabajé con su totalidad, se escogieron 51 publicaciones tomadas de las
siguientes bases de datos con la distribucion que se detalla a continuacion: Scielo, Redalyc,
PubMed, ProQuest, Medigraphic, Libros e Informacion en congresos. Criterios de
inclusion: Articulos cientificos pertenecientes al afio 2016 al 2020 relacionados con técnicas
moleculares, inmunoldgicas y citoldgicas en el Virus del Papiloma Humano en el idioma
(inglés y espafiol) debido a que la mayoria de los resultados cientificos en el area de las

ciencias de la salud se publican en dichos idiomas en revistas de impacto mundial. Criterios
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de exclusion: Articulos cientificos de afios inferiores al 2016 que no traten sobre el Virus
del Papiloma Humano y sus técnicas.

Técnicas y procedimientos: Se utilizd la recoleccion y revision de informacion junto con
el andlisis de literatura actualizada sobre la caracterizacion del Virus del Papiloma Humano
mediante técnicas moleculares como el PCR en tiempo real, inmunologicas como el ensayo

por inmunoabsorcidon ligado a enzimas y citoldgicas como el citocervico vaginal.

Técnicas: Observacion

Instrumentos: Se utilizé guias como fuente de informacion en la recoleccion junto con
revistas y libros que sea de aporte a la investigacion que cumplan con el tiempo sefialado

anteriormente.

Procedimiento: Al ser aprobada la matricula, el tema de investigacion y la asignacion de
tutor por la comision de carrera de titulacion se realizdé una reunion por teams para las
indicaciones de la estructura y formato del proyecto de investigacion por la docente a cargo
y asi proceder a realizar la busqueda de articulos y libros que cumplan con el tiempo
establecido y que sea acorde al tema de investigacion las cuales son: técnicas moleculares
como el PCR en tiempo real, inmunoldgicas como el ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas y citolégicas como citocervico vaginal.
Procesamiento estadistico: Se realizo mediante la aplicacion de hojas de calculo

pertenecientes al sistema operativo Microsoft Office 2019, empleando la estadistica

descriptiva.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

examinar la
Virus del
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del
Humano

(Es de
caracterizacion
Papiloma mediante
técnicas moleculares,
inmunoldgicas y citologicas?

-

Examinar la caracterizacion del Virus del
Papiloma Humano mediante técnicas
moleculares PCR en tiempo real,
inmunoldgicas ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas y
citoldgicas citocervico vaginal.

Busqueda de fuentes de

Identificacion de conceptos: Virus del
Papiloma Humano, verrugas, PCR en
tiempo real, ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas y citocervico vaginal.

informacién

A

Eleccion del idioma: Espafiol e ingles.

Base de datos cientificas:

Scielo, Redalyc, PubMed, ProQuest,
Medigraphic, Libros e Informacion
congresos.

\ 4

REVISADAS: 76

Scielo (36), Redalyc (25), PubMed (4),
ProQuest (6) Medigraphic (1) Libros(2)
Informacion congresos (2)

Cumple con los criterios de

inclusion: 51

Contiene informacién atil para el
desarrollo de la investigacion de los
altimos 4 afos en articulos cientificos
y Gltimos 10 afios para libros.

Articulos seleccionados:51
Scielo (24)
Redalyc (14)
PubMed (3)
ProQuest (5)
Medigraphic (1)
Libros (2)

Informacion congresos (2)

Anélisis parafraseo de la informacion
y citas con normas Vancouver 51
articulos.

Aplicar conceptos de inclusion
y exclusion para la seleccion de
articulos y libros.

No cumple con los criterios de
inclusion:25

No contiene informacion atil para el
desarrollo de la investigacion, mas de
4 afios en articulos cientificos y mas de
10 afios para libros, la base de datos no
es reconocidas.

A 4

Articulos Articulos
excluidos descartados: 25
Scielo (14)

Redalyc (9)

ProQuest (2)
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CAPITULO IIl. DESARROLLO

El Virus del Papiloma Humano ha incrementado su transmision en la poblacién humana
debido a que cada vez son mas frecuentes las relaciones sexuales sin ningun tipo de
proteccion o la promiscuidad siendo necesario técnicas que brinden resultados de deteccion

antes, durante y después de adquirir el virus.

En la investigacion se muestra los resultados encontrados en los distintos estudios
seleccionados sobre los diferentes métodos de diagnostico mediante la recopilacion de
técnicas, el tipo de muestra a analizar para un procesamiento oportuno y los diferentes
sistemas de reporte para un formato con una terminologia uniforme en base a técnicas para
el analisis del Virus del Papiloma Humano como la técnica molecular PCR en tiempo real,
técnica inmunoldgica la que fue investigada ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
y técnica citoldgica aplicado al citocervico vaginal, no se detallara en esta seccion los temas
de diagndstico siguientes ya que fueron mencionados como referencia: captura hibrida I,
citologia base liquida: capa fina, colposcopia, inspeccién visual con acido acético (IVAA) ,

inspeccion visual con solucion yodurada de lugol ( VILI), telecolposcopia y cervicografia.

Cada informacion recolectada esta distribuida en 6 bases de datos de articulos del afio 2016
al 2020 que muestren afinidad por el tema tratado, las bases cientificas utilizadas fueron:
Scielo, Redalyc, PubMed, ProQuest, Medigraphic, Libros e Informacion de congresos. Esta
informacion fue analizada y discutida de acuerdo con los resultados en los articulos y segun
el punto de vista de cada investigador las cuales fueron descritas de forma tabular acogidas
a normas metodoldgicas aprobadas internacionalmente para este tipo de tabulacion, las
cuales constan de la identificacion, titulo, cuerpo de la tabla, notas explicativas o aclaratorias
y la fuente de dato secundaria ya que se utiliz6 datos ya existentes independientemente del

estudio.

Se realizaron 5 tabulaciones donde se menciona datos de relevancia como lo son: titulo,
autor, afio, tipo de estudio, poblacion, objetivo y resultados siendo esencial esta informacion
para la interpretacion de los resultados, su analisis es en base a informacion veridica con su
respectiva discusion, contrastando el marco teorico en donde los autores pueden coincidir o

no en sus investigaciones dando una explicacién a esta resolucion.
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Tabla 2. Método de diagndstico en base a una técnica de analisis molecular mediante la recopilacién de las mismas para el analisis del Virus

del Papiloma Humano.

oncogénicos

Calizaya, 2020.

genitales  en

Titulo Autor Tipo de estudio | Poblacion Objetivo Resultados

Identificacion Diego Bonifaz | Estudio Se trabajo con | Determinar la | En 151 muestras 41 casos positivos
molecular de los | Pérez 'y Omar | transversal 151 muestras | infeccion por VPH vy | para VPH-AR con prevalencia de
VPH Rocabado descriptivo. de hisopados | los  genotipos  en | 30,6% en mujeres.

muestras genitales de

De las 41 muestras positivas,

autotoma en un
grupo de
universitarias

peruanas.

Sullcahuaman
Allende, Roa Ysis,
Juarez Patricia et
al,2018.

mediante PCR en 134 mujeres y | varones 'y mujeres | resultaron 10 casos positivos para
tiempo real con 17 varones. mediante PCR en | VPH16, 8 para VPH18y 5 casos con
sondas tagman Tiempo Real con | coinfeccion por ambos VPH

Sondas TagMan. oncogeénicos Yy los no reportados son

otro tipo de VPH-AR.

Deteccién  del | Manrique Javier, | Estudio Se trabajo con | Determinar la | La frecuencia del VPH-AR fue de
HPV  mediante | NUfiez Maria, | transversal. 221 frecuencia y genotipos | 43,4 %. Se mostro el genotipo 16 en
técnica de | Pretel Lizetth, estudiantes. del VPH-AR mediante | el 15,6%, el 18 en el 4,2%, y otros

la técnica de autotoma
en universitarias de

Lima.

genotipos del VPH-AR (31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68)
con un 80,2 %, infeccion mixta por
el VPH 16 con otros genotipos del
VPHAR en el 13,9 % y por el VPH
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18 con otros genotipos del VPH-AR
enel 2,1%.

Deteccion y | Maria Liz | Estudio Se trabajo con | Investigar  aspectos | Se identificaron 19 tipos virales
tipificacion  del | Bobadilla et al, | transversal. 495  mujeres | epidemioldgicos de la | once de alto riesgo
HPV en tamizaje | 2019 atendidas  en | infeccion genital por | (16,18,31,33,39,45,51,52,56,58,59);
virologico en tres hospitales | el VPH-AR en | tres de probable alto riesgo
lesiones del del sistema de | mujeres de 25 a 64 | (26,66,68) y cinco de bajo riesgo
cuello  uterino salud pablica. | afios. (6,43,53,55,70).

Paraguay.

Tipificacion  de | Maria Pacheco, | Estudio descriptivo | Se trabajo con | Determinar los tipos de | Se mostro positivo para VPH un total
Virus de | Hugo Calderas, | transversal, no| 42 pacientes de | HPV con la técnica de | de 24 pacientes y para negativo VPH
Papiloma Indalecio  Rivero, |experimental y de | consulta de|cadena polimerasa en|en 18 pacientes indicando que la
Humano lesiones|Ana Bricefio Yy |campo. Patologia lesiones preneoplasicas | técnica obtuvo una sensibilidad de
preneoplésicas y|Norelis Tineoet al, cervical. y neoplasica. 57,1% y especificidad de un 42,9 %.

neoplasicas  del | 2016.

Cervix.

Prevalencia  de| Cristhiam Sanchez, |Estudio de corte|Se trabajo con|Establecer la|Se encontrd que 10/32 (31,2 %) de
infeccién por | Ménica Guerrero, | transversal. pacientes entre | prevalencia de | las mujeres positivas para VPH-AR
VPH-AR y | Jorge Rubio, Edith 30y 65 afios con | infeccion anal por HPV | manifestaron genotipos 16 o 18,
citologia anormal | Miiller,  Gustavo diagnéstico de|de alto riesgo y|mientras que en 22/32 (68,8 %)
en zona de citologia anal anormal
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transformacion
anal mujeres con
displasia cervical

Colombia.

Rey y Luz Diaz ,
2020.

displasia

cervical.

en mujeres con
displasia cervical
confirmada.

mostraron otros genotipos de alto
riesgo diferentes a 16 o 18.

Tabla 3. Método de diagndstico en base a una técnica de analisis inmunoldgica mediante la recopilacion de las mismas para el anélisis del Virus

del Papiloma Humano.

mujeres mayores
de 20 afos. Sector
“Gary Esparza”,
Babahoyo,
Ecuador.

2017.

afos del sector

Gary Esparza.

Titulo Autor Tipo de estudio | Poblacion Objetivo Resultados

Deteccion Edgar Rodas, | Estudio Se trabajo con | Determinar el cribado | De las 23 mujeres edades entre 20
serologica  del | Betty Pazmifio | descriptivo, 97  pacientes | de deteccion de | a 25 afios, 1 caso positivo. De las
Virus Papiloma | Gomez y Roberto | prospectivo y | mujeres, anticuerpos IgG contra | 24 mujeres edades de 26 a 30 afios,
Humano en | Coello Peralta, | transversal. mayores de 20 | los genotipos 6, 11, 16 | 3 casos positivos. De las 18

y 18 del Virus del

Papiloma Humano
mediante la técnica
seroldgica de
Microelisa.

mujeres edades entre 31 a 40 afios,
2 casos positivos. De 13 mujeres
edades entre 41 a 50, 1 caso
positivo. De 19 mujeres mayores
de 50 afios, 1 caso positivo.
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de

anticuerpos IgG e

Deteccion

IgM  especificos

del HPV 16,
indicador
potencial del
factor de riesgo
del COCE.

Jesinda Kerishnan
Subash CB
Gopinath, Sia Bik
Kai, Thean Hock
Tang, Helen Lee-
Ching Ng et al.
2016.

Se trabajo con
un total de 206
de
de
carcinoma oral
de

escamaosas.

muestras

SUeros

células

Determinar la presencia
de anticuerpos IgG e
IgM de HPV como un
indicador de riesgo de
de

carcinoma  oral

células escamosas.

De los 197/206 pacientes con
de

escamosas y el control 89/134

carcinoma  oral células
fueron positivos para HPV IgG,
mientras que solo 42/206 de los
pacientes con carcinoma oral de
células escamosas dieron positivo

para HPV 16 IgM.

Tabla 4. Método de diagnostico en base a la técnica de analisis citologica mediante la recopilacion de las mismas para el andlisis del Virus del

Papiloma Humano.

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Poblacion

Objetivo

Resultados

Diagndstico  del
HPV en mujeres

Johanna Paulina

Estrada Cherres y

Estudio

prospectivo, tipo

Se trabajo con
117 mujeres.

Identificar la presencia

del HPV en mujeres

Las pacientes dieron un resultado
de 13.7 % ASC-US, un 7.7 %

alteraciones

citologicas

Sonia Montenegro,

Sandra Liempi,

182

sexualmente

mujeres

cuello uterino, presencia

del VPH y conductas

fértiles del &rea | Adriana Ulloa | analitico y fértiles, demostrar la | LIE-AGy un 6.8 % LIE-BG.

de salud No. 1 de | Castro, 2018. transversal. existencia y

Azogues, disponibilidad de la

Ecuador. técnica de PCR.

Frecuencia  de | Angélica Melo, | - Se trabajo con | Analizar el estado del | EI 53,1% (94/177) Pap normal y

alteraciones
29,4%

46,9%  (83/177)

citologicas cervicales:
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cervicalesy HPV
en  estudiantes
universitarias en

Temuco, Chile.

Sergio Moreno,
Tiare de La Barra,
Pablo Guzman et al,

2019.

activas,
menores de 25
alos 'y no
vacunadas para
el VPH.

sexuales en mujeres

menores de 25 afos.

inflamacion
inespecifica’lhemorragico,
2,3% Candida/VHS, 3,4%
signos de VPH, 10,2% frotis
atipicoy 1,7% NIE 1.

con

Tamizaje del | Guillermo Estudio Se trabajo con | Analizar los resultados | El test de HPV fue positivo en
cancer de cuello | Rodriguez,  Laura | transversal 1.010 mujeres | con la aplicacion del test | 126/1.010 mujeres (12,5%) y el
uterino con test | Garcia, Andrea asintomaticas | de HPV captura hibrida | PAP anormal en 167/1.010
de HVP. | Beracochea, Rafael entre 30 y 64 | HC2 (Qiagen®) como | (16,5%). El test de HPV fue
Primeros Alonso, Benedicta afos. test de tamizaje primario | positivo en todos los casos CIN2+
resultados en el | Caserta y Natalia del céancer de cuello | 13/13 (100%) mientras que el
sistema publico | Pérez, 2019. uterino en una zona del | PAP fue anormal (ASCUS+) en
de Uruguay departamento de | 7/13 (54%) para CIN2+ por
Canelones. biopsia.

Infeccion por el | Rodrigues Bianca, | Estudio Se trabajoé con | Verificar la prevalencia | Se encontraron lesiones de VPH
Virus del | Holzmann Ana, | documental, 113 pacientes | del VPH en mujeres con | en (15,6%) de las mujeres, siendo
Papiloma Santos Amanda, | exploratorio, de Montes | VIH/SIDA, conocer | clasificada como LSIL bajo grado
Humano (VPH) | Lima Cassio, | descriptivo Claros y otras | caracteristicas (60%) de estas.

en mujeres con
VIH/SIDA

Goncalves Renata y
Santos Paiva, 2016.

cuantitativo.

ciudades del
Norte de Minas

Gerais.

sociodemograficas,
clinicas y

comportamentales.

25




Tabla 5. Especificacion el tipo de muestra a analizar segun la técnicas moleculares, inmunolégicas y citoldgicas para el procesamiento oportuno.

Titulo

Autor

Tipo de estudio

Poblacion

Resultados

Genotipificacion,
niveles de
expresion y
estado fisico del
HPV en pacientes
con COCE.

Alveiro Erira, Leidy

Motta, Andrés
Chala, Andrey
Moreno, Fredy
Gamboa, Dabeiba
Garcia, 2016.

Estudio
multicéntrico,
descriptivo y de

corte transversal

Se trabajo con
46

con carcinoma

pacientes

de células
escamosas en

la cavidad oral.

Objetivo
Identificar los tipos del
Virus del Papiloma

Humano mas frecuentes
en el cancer de la
cavidad bucal, niveles de
expresion y estado fisico

del genoma viral.

La determinacion de los niveles
de expresion estuvo presentes en
seis de las nueve muestras con un
(66,7 %) para el genotipo HPV-
16, las copias por debajo de 1 se
consideraron como inactivas en la

transcripcion.

Prevalencia de los
genotipos de
HPV en lesiones
pre invasoras de
alto grado de
malignidad y
cancer de cuello

uterino Uruguay

Natalia Pérez Pérez,
Sofia
Fernando Gonzalez,

Tedesco,

Juan M Lopez Jordi
y Grazzia
2020.

Rey,

Estudio
transversal,
observacional,

descriptivo.

Se trabajo con
81

que

pacientes

consultaron en
el Hospital de
Clinicas.

Conocer la prevalencia
de los diferentes
genotipos de HPV en
mujeres con lesiones pre
invasoras de alto grado
de malignidad y cancer

de cuello uterino.

El HPV 16 estaba presente en
60% (45/79) del total de las
muestras. ElI HPV 18,
encontrado en 4% (3/75). El HPV
31, 33, y 45 ocuparon un 12%
(9/75), 10,6% (8/75) y 5,3%
(4/75) en el total de las muestras.

fue
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Prevalencia del | Gina Pennacchiotti, | Estudio de corte | Se trabajo con | Determinar la | Se busc6 VPH-16 a través de PCR
HPV en pacientes | Raul Sdez, Maria J. | transversal. 22 pacientes. prevalencia del VPH en | en tiempo real y genérico para
con carcinoma | Martinez, Marcela pacientes con COCE en | VPH-16 se confirmd su ausencia
escamoso de la | Carcamo y Rodrigo el Instituto nacional del | en la totalidad de las muestras.
cavidad oral. Montes. Céncer (INCANCER).

Deteccion Edgar Rodas, Betty | Estudio Se trabajo con | Determinar el cribado de | De las 23 mujeres edades entre 20
seroldgica del | Pazmifio Gémez y | descriptivo, 97  pacientes | deteccion de anticuerpos | a 25 afios, 1 caso positivo. De las
HPV en mujeres | Roberto Coello | prospectivo vy | mujeres, IgG contra los genotipos | 24 mujeres edades de 26 a 30

mayores de 20

afos. Sector

Peralta, 2017.

transversal.

mayores de 20

afos del sector

6, 11, 16 y 18 del Virus
del Papiloma Humano

afos, 3 casos positivos. De las 18

mujeres edades entre 31 a 40

“Gary Esparza”, Gary Esparza. | mediante la  técnica | afios, 2 casos positivos. De 13

Babahoyo, seroldgica de | mujeres edades entre 41 a 50, 1

Ecuador. Microelisa. caso positivo. De 19 mujeres
mayores de 50 afios, 1 caso
positivo.

Deteccion de | Jesinda Kerishnan, | - Se trabajo con | Determinar la presencia | De los 197/206 pacientes con

anticuerpos 1gG e

IgM  especificos
del HPV 16,
indicador

potencial del

Subash CB
Gopinath, Sia Bik
Kai ,Thean Hock

Tang, Helen Lee-

un total de 206
muestras de
sueros de

carcinoma oral

de anticuerpos 1gG e
IgM de HPV como
indicador de riesgo de
carcinoma oral de

células escamosas.

carcinoma oral de células
escamosas y el control 89/134
fueron positivos para HPV 1gG,
mientras que solo 42/206 de los

pacientes con carcinoma oral de
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factor de riesgo
del COCE.

Ching Ng et al,
2016.

de células

escamaosas.

celulas escamosas dieron positivo
para HPV 16 IgM.

Diagnostico  del

Johanna Estrada y

Estudio

Se trabaj6é con

Identificar la presencia

Las pacientes dieron un resultado

HPV en mujeres | Adriana Ulloa, | prospectivo, tipo | 117 mujeres. del HPV en mujeres | de 13.7 % ASC-US, un 7.7 %
fértiles del rea de | 2018. analitico y fértiles, demostrar la | LIE-AGy un 6.8 % LIE-BG.
salud No. 1 de transversal. disponibilidad de la
Azogues, técnica de PCR para la
Ecuador. genotipificacion del

HPV.
Frecuencia  de | Angélica Melo, | - Se trabajo con | Analizar el estado del | EI 53,1% Pap normaly 46,9%

alteraciones
citoldgicas
cervicales y HPV
en estudiantes
universitarias en

Temuco, Chile.

Sonia Montenegro,
Sandra Liempi,
Sergio Moreno,
Tiare de La Barra 'y
Pablo Guzman et al,

2019.

177

sexualmente

mujeres

activas
menores de 25
alos 'y no
vacunadas para
el VPH.

cuello uterino, presencia
del VPH y conductas
sexuales en mujeres

menores de 25 anos.

alteraciones citoldgicas

cervicales: 29,4% inflamacion
inespecifica’hemorragico,
2,3% candida/VHS, 3,4%
signos de VPH, 10,2% frotis

atipicoy 1,7% NIE I.

con
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Deteccion y
tipificacion  del
HPV  tamizaje
virologico para la
deteccion de
lesiones del

cuello uterino en

Maria  Bobadilla,
Veronica Villagra,
Maria Zorrilla,
Gladys  Olmedo,
Maria Riveros y
Francisco Franco et

al, 2019

Estudio

transversal

Se trabaj6é con

495  mujeres
atendidas  en
servicios  de
patologia

cervical de tres

hospitales.

Investigar los aspectos
epidemioldgicos de la
infeccion genital por el
(VPH-AR) en mujeres
de 25 a 64 afios que
los

consultan en

servicios de Patologia

El 93,1% (461/495) no tenian
lesion intraepitelial escamosa (N-
SIL). El VPH-AR con 11,9% de
los pacientes con N-SIL y la
frecuencia de deteccion de VPH-
AR aumento en las pacientes con
de

anormalidades citologicas

Paraguay. Cervical. mayor grado.

Tabla 6. Sistemas de reporte para un formato con una terminologia uniforme.
Titulo Autor Tipo de estudio | Poblacién Objetivo Resultados
Tamizaje del | Guillermo Estudio Se trabajo con | Analizar los resultados | El test de HPV fue positivo en
cancer de cuello | Rodriguez, Laura | transversal 1.010 mujeres | piloto con la aplicacion | 126 con un 12,5% y el PAP
uterino con test | Garcia, Andrea asintomaticas | del test de HPV captura | anormal en 167 con un 16,5%.

de HVP en el
sistema puablico

de Uruguay.

Beracochea, Rafael
Alonso, Benedicta
Caserta y Natalia

Pérez, 2019.

entre 30 y 64
aflos en el
departamento

de Canelones.

hibrida HC2 (Qiagen®)
como test de tamizaje
primario del céancer de

cuello uterino.

El test de HPV fue positivo en
todos los casos CIN2+ 13/13
(100%) mientras que el PAP fue
(ASCUS+) en 7/13
(54%) para CIN2+ por biopsia.

anormal
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Infeccion por el
VPH en mujeres

Rodrigues Bianca,

Erira Ana, Santos

Estudio

documental,

Se trabaj6é con
113 mujeres

Verificar la prevalencia

del VPH en mujeres

Se encontraron lesiones de VPH
en (15,6%) de las mujeres,

con VIH/SIDA. | Amanda, Lima | exploratorio, VIH/SIDA, caracteristicas | siendo clasificada como LSIL

Céssio, Gongalves | descriptivo y sociodemograficas, bajo grado (60%).

Renata. cuantitativo. clinicas y

comportamentales.

Deteccion y | Maria  Bobadilla, | Estudio Se trabajo con | Investigar los aspectos | EI 93,1% (461/495) no tenian
tipificacion  del | Verénica Villagra, | transversal. 495 mujeres de | epidemioldgicos de la | lesion intraepitelial escamosa
HPV  tamizaje | Maria Zorrilla, patologia infeccién genital por el | (N-SIL). Se detectdo VPH-AR en
virologico para la | Gladys Olmedo, cervical de tres | VPH-AR en mujeres de | 11,9% con N-SIL y la frecuencia

deteccidén de
del

cuello uterino en

lesiones

Paraguay.

Maria Riveros vy
Francisco Franco, et
al, 20109.

hospitales.

25 a 64 afos en los
servicios de Patologia
Cervical.

de deteccion de VPH-AR
aumento en las pacientes con

anormalidades citoldgicas de

mayor grado.
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Prevalencia de
los genotipos de
HPV en lesiones
pre invasoras de
alto grado de
malignidad y
cancer de cuello

uterino Uruguay.

Natalia Pérez, Sofia
Tedesco, Fernando
Gonzélez, Juan
Lopez y Grazzia

Rey, 2020.

Estudio
transversal,
observacional,

descriptivo.

Se trabaj6é con
81

que

pacientes

consultaron en
el Hospital de
Clinicas.

Conocer la prevalencia de
los diferentes genotipos
de HPV en mujeres con
lesiones pre invasoras de
alto grado de malignidad y
cancer de cuello uterino

del Hospital de Clinicas.

El HPV 16 estaba presente en
60% (45/79) del total de las
HPV 18,
encontrado en 4% (3/75). El
HPV 31, 33, y 45 ocuparon un
12% (9/75), 10,6% (8/75) y
5,3% (4/75) en el total de las

muestras.

muestras. El fue

Deteccion
del

HPV en mujeres

serologica

mayores de 20
anos. Sector
“Gary Esparza”,
Babahoyo,

Ecuador.

Edgar Rodas, Betty
Pazmifio y Roberto
Coello, 2017.

Estudio
descriptivo,
prospectivo

transversal.

y

Se trabaj6é con
97

mujeres,

pacientes

mayores de 20
afios del sector

Gary Esparza.

Determinar el cribado de
deteccion de anticuerpos
IgG contra los genotipos
6,11, 16 y 18 del Virus del
Papiloma Humano
mediante  la  técnica

seroldgica de Microelisa.

De las 23 mujeres edades entre
20 a 25 afios, 1 caso positivo. De
las 24 mujeres edades de 26 a 30
afios, 3 casos positivos. De las
18 mujeres edades entre 31 a 40
afnos, 2 casos positivos. De 13
mujeres edades entre 41 a 50, 1
caso positivo. De 19 mujeres
mayores de 50 afios, 1 caso

positivo.
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Analisis y discusion

En la tabla 2 se destaca el método de diagndstico PCR en tiempo real mediante la
recopilacién de técnicas para el andlisis del Virus del Papiloma. En los articulos revisados
el PCR en tiempo real es catalogado como una técnica con una alta especificidad ya que es
capaz de detectar el tipo de HPV presente en la muestra como menciona Diego Bonifaz y
Omar Rocabado®!, que actualmente se estan desarrollando técnicas méas novedosas para
determinar genotipos de alto riesgo con el uso de reactivos y equipos mas sofisticados que
permita una identificacion con méas exactitud al igual que Cristhiam Sanchez, Ménica
Guerrero, Jorge Rubio, Edith Miiller, Gustavo Rey y Luz Diaz*? refieren que las mujeres con
displasia cervical confirmada presentaron una prevalencia en PCR en tiempo real un VPH

de alto riesgo positiva anal del 32 % siendo mas especifica que la citologia.

Javier Manrique, Nufiez Maria del Carmen, Pretel Lizetth, Sullcahuaman Allende, Roa Ysis,
Juérez Patricia et al*®, mencionaron en sus resultados que mediante esta técnica se puede
identificar en la muestra varios genotipos e incluso méas de uno a la vez tanto de los genotipos
de HPV de alto riesgo como los genotipos de HPV de bajo riesgo. Maria Bobadilla ** y Maria
Pacheco * recalcan la importancia de la implementacion y la utilizacion apropiada de las
pruebas moleculares para la prevencién y control del CCU ya que pueden proporcionar

informacion valiosa para la seleccion de pacientes.

En la tabla 3 se destaca el método de diagndstico ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas mediante la recopilacion de técnicas para el analisis del Virus del Papiloma. Edgar
Rodas, Betty Pazmifio Gomez y Roberto Coello Peralta ** mencionaron que este tipo de
investigacion permitio identificar tempranamente la presencia del virus por lo cual se deberia
realizar como rutina para detectar de forma precoz el Virus del Papiloma Humano, los
autores Jesinda Kerishnan, Subash Gopinath, Sia Bik Kai, Thean Hock Tang, Helen Lee-
Ching Ng et al 6, manifiestan la misma opinion en su investigacion de identificacion de la
infeccién por VPH mediante los anticuerpos IgG e IgM que podria ayudar a una deteccién

temprana de canceres derivados del VPH.

En la tabla 4 se destaca el método de diagnostico citocervico vaginal mediante la
recopilacion de técnicas para el analisis del Virus del Papiloma Johanna Estrada y Adriana

Ulloa® mencionan que en otras bibliografias se cataloga con una baja sensibilidad el

32



papanicolaou siendo una de sus desventajas la especificidad que esta se vera incrementa con
la edad generando una necesidad de nuevas técnicas de prevencion siendo también un
inconveniente como dan a conocer Angélica Melo, Sonia Montenegro, Sandra Liempi,
Sergio Moreno, Tiare de La Barra, Pablo Guzman et al*’ en la técnica de papanicolau se
rechazan frotis sin células endocervicales o metaplasicas, con fijacion deficiente o0 muestra

escasa siendo inadecuados para examen citoldgico.

Guillermo Rodriguez, Laura Garcia, Andrea Beracochea, Rafael Alonso, Benedicta Caserta
y Natalia Pérez “® indicaron que el papanicolau posee una baja sensibilidad para la detencion
de lesiones siendo asi necesario repetirse con frecuencia para cubrir de cierta manera esa
deficiencia al igual que opinan Rodrigues Bianca, Holzmann Ana, Santos Amanda, Lima
Céssio, Gongalves Renata y Santos Silvania “° concuerdan en que el examen es un método
accesible y rapido que sin embargo debido a elevados falsos negativos con una variacién en

los resultados se ve en la necesidad de métodos complementarios para el diagndéstico.

En la tabla 5 se menciona el tipo de muestra a analizar segun la técnica PCR en tiempo real,
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas y papanicolau para el procesamiento
oportuno. Entre las muestras obtenidas para PCR en tiempo real segin Alveiro Erira, Leidy
Motta, Andrés Chala, Andrey Moreno, Fredy Gamboa, Dabeiba Garcia >° fueron tomaron
de tejido tumoral en la cavidad bucal mientras que Natalia Pérez Pérez, Sofia Tedesco,
Fernando Gonzalez, Lopez Jordi y Grazzia Rey *, realizaron la toma cérvico vaginal con
citocepillo incluyendo el exocérvix, endocérvix y fondos de saco vaginales que es donde se
encuentra el HPV y Pennacchiotti G, Sdez R, Martinez M, Carcamo M, Montes R tomaron
un muestra fresca de lesiones con diagndéstico clinico y anatomopatol6gico de COCE
biopsias °L.

Entre las muestras obtenidas para microelisa Edgar Rodas, Betty Pazmifio Gomez y Roberto
Coello Peralta ** obtuvieron suero o plasma ya que no se ha observado influencia en la
preparacion de la muestra y Kerishnan J, Gopinath S, Kai S, Hock T, Lee H, et al %
mencionan en su analisis seroldgicos el uso de suero como muestra. Entre las muestras
obtenidas para citologia Johanna Paulina Estrada Cherres y Adriana Ulloa Castro! indicaron
el uso del citocepillo para la toma de muestras de las paredes del cérvix al igual que Angélica
Melo, Sonia Montenegro, Sandra Liempi, Sergio Moreno, Tiare de La Barra, Pablo Guzman

“Bindicaron en su investigacion el uso de citobrush en la zona exo endocervical para el
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papanicolau y con un mismo método Maria Liz Bobadilla, Verénica Villagra, Maria Elena
Zorrilla, Gladys Olmedo, Maria, Cristina Riveros y Francisco Franco® recolectaron células

cérvico vaginales exfoliadas.

En la tabla 6 se menciona los sistemas de reporte para un formato con una terminologia
uniforme para PCR en tiempo real, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas y
papanicolau. En papanicolau Guillermo Rodriguez, Laura Garcia, Andrea Beracochea,
Rafael Alonso, Benedicta Caserta y Natalia Pérez %8 en su reporte utilizaron la clasificacion
Bethesda dadas en el formulario programa de prevencion de cancer de cuello uterino al igual
que los investigadores Rodrigues Bianca, Holzmann Ana, Santos Amanda, Lima Cassio,
Gongcalves Renata y Santos Silvéania “° en su estudio en Brasil utilizaron la nomenclatura de
clasificacion de las lesiones cervicales segin el sistema de Bethesda las cuales son
clasificada en (LSIL) y (HSIL).

En PCR en tiempo real Maria Liz Bobadilla, Veronica Villagra, Maria Elena Zorrilla, Gladys
Olmedo, Maria Cristina Riveros y Francisco Franco ** sus resultados fueron interpretados
por el software del sistema al igual que Natalia Pérez Pérez, Sofia Tedesco, Fernando
Gonzalez, Juan M Lopez Jordi y Grazzia Rey * ya que sus resultados fueron analizados con
el software Rotor-Gene Q Series Software siendo sus resultados positivos o negativos para
la presencia de cualquier genotipo del Virus del Papiloma encontrados en la muestra. Para
microelisa Kerishnan J, Gopinath S, Kai S, Hock T, Lee H, et al 'y Edgar Rodas, Betty
Pazmifio Gomez y Roberto Coello Peralta ** observaron cambio de color los cuales se
midieron espectrofotométricamente a 450 nm utilizando un lector de microplacas en base a

la densidad dptica se interpreta como positivo 0 negativo.
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CONCLUSIONES

La técnica de analisis PCR en tiempo real tiene la facilidad de detectar varios genotipos del
Virus del Papiloma Humano tanto de alto riesgo como de bajo riesgo en una misma muestra
y de forma répida ya que esta basada en la replicacion celular para obtener varias copias de
un fragmento del ADN dado por la amplificacion mediante la emisién de fluorescencia
pudiendo aplicar esta técnica como prevencion y control ya que puede identificar de forma
exacta los genotipos del virus. La técnica de analisis de ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas provoca una sefial que es proporcional a la cantidad de anticuerpos IgG anti-VPH
presentes en la muestra, permite identificar de forma temprana la presencia del Virus del
Papiloma Humano de forma precoz siendo esencial que sea aplicada como rutina. La técnica
de analisis citocervico vaginal estd basada en la recoleccion de células del exocérvix,
endocérvix y la zona de transformacién para ser tefiidas y observadas microscdpicamente
las alteraciones morfoldgicas celulares, brinda una sensibilidad baja para detectar lesiones

siendo necesario repetir este tipo de examen con frecuencia para cubrir esta deficiencia.

El tipo de muestra utilizada para PCR en tiempo real fueron variadas de acuerdo a la
localizacion de virus como tejido tumoral en la cavidad bucal, toma cérvico vaginal del
exocérvix, endocérvix, fondos de saco y biopsias, mientras que para ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas fue utilizado suero y plasma como muestra ya que no
mostraba ninguna interferencia en el procesamiento y para citocervico vaginal se tomo

muestra del exo y endocérvix para la observacion en los cambios morfoldgicos de las células.

En cuanto al reporte utilizado para PCR en tiempo real fue dado por la interpretacion de las
amplificaciones dadas en un software para ser reportados como positivos o negativos, en el
ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas mostré un valor de corte basado en la
densidad éptica dando los resultados como positivos 0 negativos y en citocervico vaginal
utilizaron la clasificacion Bethesda, estos reportes permiten un formato con una terminologia

uniforme.
Como recomendacion se propondria implementar en los establecimientos de salud las

técnicas PCR en tiempo real, andlisis citocervico vaginal y la técnica de analisis de ensayo

por inmunoabsorcion ligado a enzimas como complementariedad para los examenes.
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ANEXOS



ANEXO 1: Curvas de Amplificacion para VPH16 (rojo 10 casos) y VPH18 (azul ocho

casos). Estudio realizado mediante la técnica de genotipificacion por PCR en tiempo real.

Amplification Plot
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ANEXO 2: La técnica ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas provoca la formacion de
inmunocomplejos especificos que se miden facilmente con los lectores de microplacas, en

la curva se muestra la densidad éptica y la concentracion en ng/ml.
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ANEXO 3: Frotis citoldgico citocervico vaginal. Célula escamosa con amplio halo

perinuclear, la binucleacién y ndcleos agrandados.




