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RESUMEN
El virus de papiloma humano (VPH) perteneciente a la familia Papilomaviridae, es un virus de
transmision sexual. Los tipos de infecciones producidas por este pueden ser de dos tipos: las
productivas y latentes. En las infecciones productivas, la replicacion viral se lleva a cabo
principalmente en células escamosas ya diferenciadas, en donde ocurre una intensa actividad de
replicacion del ADN viral, los cuales producen cambios celulares caracteristicos sobre las células
infectadas. En la infeccidon de tipo latente, la infeccion ocurre predominantemente en células
inmaduras del epitelio escamoso, en donde el ADN viral permanece sin replicarse, por lo tanto, no

hay cambios morfoldgicos identificables en la citologia.

Actualmente se han descrito mas de 100 tipos de VPH cuyas manifestaciones clinicas incluyen

lesiones proliferativas en la piel y las mucosas oral, laringea y del tracto anogenital.

Estos virus se pueden clasificar como de alto o bajo riesgo segln su asociacion conocida 0 no con
el cancer y su lesidn precursora (neoplasia intraepitelial cervical de alto grado). El desarrollo de la
infeccion depende principalmente del tipo de VPH, asi como de la edad de adquisicion y del estado

inmune de la paciente.

La prueba careHPV es un ensayo de hibridacion de acidos nucleicos in vitro con amplificacion de
sefial que utiliza quimioluminiscencia en microplaca para la deteccion cualitativa de 14 tipos de
ADN de VPH de alto riesgo en muestra cervicales o vaginales. Los tipos de VPH detectados por
la prueba son los tipos de VPH de alto riesgo 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.
Esta prueba esta indicada como prueba de deteccion primaria en mujeres de 30 afios 0 mas para
detectar la infeccion por VPH de alto riesgo, que es un factor de riesgo para desarrollar neoplasia

intraepitelial cervical de alto grado.
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SUMMARY
The human papillomavirus (HPV) belonging to the Papilomaviridae family, is a sexually
transmitted virus. The types of infections produced by this can be of two types: productive and
latent. In productive infections, viral replication takes place mainly in already differentiated
squamous cells, where intense viral DNA replication activity occurs, producing characteristic
cellular changes on infected cells. In latent-type infection, infection occurs predominantly in
immature cells of the squamous epithelium, where viral DNA remains unreplicated, therefore there

are no identifiable morphological changes on cytology.

Currently, more than 100 types of HPV have been described whose clinical manifestations include

proliferative lesions on the skin and oral, laryngeal, and anogenital tract mucosa.

These viruses can be classified as high or low risk based on their known or unknown association
with cancer and its precursor lesion (high-grade cervical intraepithelial neoplasia). The
development of the infection depends mainly on the type of HPV, as well as the age of acquisition

and the immune status of the patient.

The careHPV test is a signal amplified in vitro nucleic acid hybridization assay that uses microplate
chemiluminescence for the qualitative detection of 14 high-risk HPV DNA types in cervical or
vaginal specimens. The HPV types detected by the test are high-risk HPV types 16,18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, and 68. This test is indicated as a primary screening test in women
30 years of age and older to detect high-risk HPV infection, which is a risk factor for developing

cervical intraepithelial neoplasia. high grade.
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PALABRAS CLAVES:

VVPH: Virus de Papiloma Humano
Viriones: virus
Prueba CareHPV QIAGEN: es una prueba para la deteccion del ADN del VPH.

Hibridacion: proceso en el que dos moléculas complementarias de una sola hebra de ADN o ARN

se unen y forman una molécula de doble cadena.
Sealer: pelicula adhesiva transparente.

Shaker: es un instrumento que permite realizar de forma automatizada y secuencial los ciclos de

temperaturas necesarios para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa.

Holder magnético: soporte magnético para placas de 96 pocillos.
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KEYWORDS:

HPV: Human Papilloma Virus
virions: viruses
CareHPV QIAGEN Test: is a test for the detection of HPV DNA.

Hybridization: The process in which two complementary single-stranded DNA or RNA molecules

come together to form a double-stranded molecule.
Sealer: transparent adhesive film.

Shaker: it is an instrument that allows to carry out in an automated and sequential way the

necessary temperature cycles to carry out the polymerase chain reaction.

Magnetic holder: magnetic holder for 96-well plates.



INTRODUCCION
El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al grupo de virus con tropismo por los epitelios;
infectan predominantemente la piel y las membranas mucosas y producen proliferaciones benignas
o0 papilomas, que bajo ciertas circunstancias pueden experimentar transformacion maligna. EI VPH

es considerado el agente causal mas importante del carcinoma del cérvix uterino.

La infeccion por el virus del papiloma humano es un importante problema de salud pablica en
nuestro pais, para lo cual se ha identificado a la poblacién con claros factores de riesgo, tales como:
inicio temprano de vida sexual activa y multiples parejas sexuales, hacia quienes se dirigen todos
los esfuerzos de prevencion y diagnostico temprano, donde ya se incluyen estudios avanzados y
cada vez mas sensibles y especificos, con el fin de detectar mas oportunamente esta mortal

enfermedad.

La citologia cervical (prueba de Papanicolau) es utilizada para su deteccion precoz, el cual ha

contribuido en la reduccién del nimero de muertes resultantes de esta enfermedad.

El 87.7 de las pacientes con cancer uterino en El Salvador en 2019, fue detectado en San Salvador,
La Libertad, La Paz, Sonsonate, Cuscatlan y Cabafias en personas de entre 30 y 79 afios. La tasa

de mortalidad es de 4 por cada 100,000 mujeres.

El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rapidas y precisas, se ha transformado al diagnéstico

molecular en una herramienta clave para el equipo clinico en beneficio directo del paciente.

El uso de la prueba de careHPV esta indicado como una prueba de deteccidn primaria en mujeres
de 30 afios 0 mas para detectar la infeccion por VPH, siendo esta una prueba precalificada por la

OMS que permite la deteccion cualitativa de 14 tipos de ADN de VPH en muestras cervicales y



vaginales. Los tipos de VPH detectados son: VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66

y 68.

La prueba QIAGEN careHPV fue desarrollada para abordar la necesidad insatisfecha de pruebas
de VPH en éareas de bajos recursos, en los paises en desarrollo con un pobre sistema de salud

carente de infraestructura, financiamiento y acceso a personal calificado.

En el Salvador ha crecido el interés en el diagnéstico de enfermedades mediante biologia
molecular, actualmente la Unidad de Salud San Antonio Abad est& equipada y capacitada para

realizar este examen, ayudando asi a muchas pacientes en la deteccion oportuna del VPH.

Siendo el objetivo de este proyecto el conocer la frecuencia de casos positivos a el virus de
papiloma humano diagnosticado por este método, observando asi la importancia de nuevas

técnicas para la deteccion de esta enfermedad.

Xi
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DESARROLLDO.
El papiloma humano es un virus, también conocido por sus siglas en espafiol VPH. Es la

enfermedad de transmision sexual mas comdn que existe.

Pertenecen a la familia Papillomaviridae; los papilomavirus se caracterizan por ser pequefios virus
no envueltos que miden entre 45 mm a 55 nm de didmetro, con una capside icosaédrica de proteina.
Su genoma de acido desoxirribonucléico (ADN) circular de doble cadena de aproximadamente

8,000 pares de bases de longitud.
Infecciones por VPH

El primer paso en una infeccion con el VPH es la adhesion de viriones (virus) intactos a células de
un epitelio escamoso a partir de lo cual pueden ocurrir dos tipos de infecciones: productivas o

latentes.

En las infecciones productivas o activas, la replicacion viral se lleva a cabo principalmente en
células escamosas ya diferenciadas, esto es, en las capas intermedia y superficial del epitelio
escamoso, en donde ocurre una intensa actividad de replicacion del ADN viral, con produccion de
proteinas de la capside y ensamblaje de nuevos viriones, los cuales producen cambios celulares
caracteristicos sobre las células infectadas. En un estudio citoldgico el efecto citopatico observado

incluye acantosis, vacuolizacion citoplasmica prominente, atipia nuclear y binucleacion.

En la infeccidn de tipo latente, la infeccion ocurre predominantemente en células inmaduras del
epitelio escamoso. EI ADN viral permanece dentro de la célula en forma circular libre (forma
episomal) sin replicarse. No hay cambios morfoldgicos identificables en la citologia, por lo que la

deteccidn viral en este tipo de infecciones solo puede hacerse por métodos moleculares.
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Clasificacion clinico-patologica del VPH

En la actualidad, se han descrito méas de 100 tipos de VPH cuyas manifestaciones clinicas incluyen
un amplio espectro de lesiones proliferativas en la piel y las mucosas oral, laringea y del tracto

anogenital. Al menos veinte de los anteriores muestran tropismo por el tracto anogenital.

La presencia de ciertos tipos de VPH en el tracto genital femenino se asocia con una serie de
enfermedades, que incluyen condiloma (también conocidos como verrugas genitales) papulosis
bowenoide (papulas rojizas-violaceas), neoplasia intraepitelial (células anormales) cervical,

vaginal y vulvar, y cancer.

Generalmente se clasifican como de alto o bajo riesgo segun su asociacién conocida o no con el
cancer y su lesion precursora, la neoplasia intraepitelial cervical de alto grado. En general, se
acepta gue estos virus se transmiten predominantemente por via sexual y que los tipos de VPH de
alto riesgo son un importante factor de riesgo reconocido para el desarrollo de cancer de cuello
uterino. La infeccién de cuello uterino con tipos de VPH de alto riesgo puede estar asociada con
cambios citolégicos e histologicos que se detectan mediante la prueba de papanicolaou (busca
anomalias en las células cervicales antes de que se conviertan en cancer), colposcopia
(procedimiento que permite examinar detenidamente el cuello uterino, la vagina y la vulva de una
mujer, utiliza un dispositivo de aumento iluminado llamado colposcopio) o biopsia (muestra de

tejido para analizarlo).

Mencionado lo anterior, lamentablemente, la mayoria de las personas que tienen un tipo de VPH
de alto riesgo no muestran signos de la infeccion hasta que se haya causado graves problemas de

salud, es por eso que los chequeos regulares son tan importantes.
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El curso de la infeccion depende principalmente del tipo de VPH, asi como de la edad de
adquisicion y del estado inmune de la paciente. Las mujeres menores de 30 afios son mas
susceptibles de adquirir infecciones genitales con virus oncogénicos que en la mayoria de los casos
desaparecen; en cambio, en las mujeres mayores de 30 afios es mas comun la persistencia de la

lesion con cambios clinicos y morfoldgicos y con mayor riesgo de progresion neoplésica.

Historicamente los tipos de VPH 16 y 18 se han considerado como tipos asociados con el cancer
de alto riesgo y se ha demostrado que los tipos de VPH 31, 33 y 35 tienen una asociacion
intermedia con el cancer. Esta asociacion intermedia se debe a que esos tipos se detectan con méas
frecuencia en neoplasia intraepitelial cervical de alto grado que en cancer. Por lo tanto, los canceres
asociados con la presencia de estos tipos son menos comunes que los canceres asociados con los
tipos de VPH de alto riesgo 16 y 18. Estos cinco tipos de VPH combinados juntos representan
alrededor del 80% de los canceres de cuello uterino. Se han identificado tipos adicionales de VPH
de riesgo alto e intermedio, incluidos los tipos 39,45,51,52,56,58,59 y 68, como los principales
tipos de VPH detectables en los canceres restantes, el VPH tipo 66 ha sido clasificado como un

tipo probable de alto riesgo. (ELSEVIER, 2010).
Prevencion

Para prevenir el cancer de cérvix o cuello de la matriz en las mujeres, el Gobierno del presidente
Nayib Bukele, a través del Ministerio de Salud, impulsa una campafia de vacunacion contra esa
enfermedad, la cual consta de dos dosis; la primera desde los 9 afios y la segunda; seis meses

después. (Presidencia de la Republica de El Salvador, 2022).
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Prueba careHPV QIAGEN

La tecnologia de la prueba careHPV es un ensayo de hibridacion de acidos nucleicos in vitro con
amplificacion de sefial que utiliza quimioluminiscencia (basandose en el principio de emision de
energia luminosa a través de una reaccion quimica de enzima — sustrato) en microplaca para la
deteccion cualitativa de 14 tipos de ADN de VVPH de alto riesgo en muestra cervicales o vaginales.
Los tipos de VPH detectados por la prueba son los tipos de VPH de alto riesgo 16,18, 31, 33, 35,

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

Cuando hay presentes muestras que contienen ADN de VPH de alto riesgo, el ADN de VPH se
hibrida con el ARN complementario de la mezcla de sondas. El soporte solido de microparticulas
magnéticas muestra anticuerpos hibridos anti- ADN-ARN que capturan los hibridos de ADN-
ARN, lo que permite la separacion y eliminacion del material no especifico no unido. A
continuacion, se afiaden anticuerpos antihibridos ligados a fosfatasa alcalina para unir y detectar
los hibridos capturados. El lavado adicional elimina el conjugado de fosfatasa alcalina no unido,
dejando fosfatasa alcalina unida en proporcién a la cantidad de ADN de VPH hibridado.
Finalmente, se agrega un sustrato quimioluminiscente que es hidrolizado por la fosfatasa alcalina
unida para producir luz en proporcion directa a la cantidad de fosfatasa alcalina presente, que se
correlaciona con la cantidad de ADN de VPH hibridado presente. La sefial producida por el
sustrato hidrolizado se mide para dar un resultado en unidades relativas de luz (RLU) cuantificadas
por un luminémetro. Un valor de unidades relativas de luz igual o superior al valor de corte (CO)
significa que la muestra contiene una cantidad suficiente de ADN de VPH de alto riesgo para ser
considerada clinicamente positiva. Un valor de unidades relativas de luz por debajo del valor de
corte significa que la muestra contiene ADN de VPH de alto riesgo o insuficiente y se considera

clinicamente negativa.
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El uso de esta prueba esta indicado como prueba de deteccion primaria en mujeres de 30 afios o
mas para detectar la infeccion por VPH de alto riesgo, que es un factor de riesgo para desarrollar
neoplasia intraepitelial cervical de alto grado. Esta prueba es solo para uso profesional realizada

por personal de laboratorio capacitado y validado.

La prueba careHPV no esta disefiada para usarse en la deteccion de mujeres menores de 30 afios o

mujeres embarazadas. (QIAGEN, 2018)
Recepcion de muestras
La recepcion de muestras se realiza con todo el material completo que incluye:

v Lahoja de traslado de muestra (original y copia).
v Boletas de la muestra a entregar (cada una con la hoja blanca, rosada y celeste).

v" Tubos con muestras debidamente rotulados.
Dentro de las recomendaciones para la recepcidén de muestras se resaltan las siguientes:

v" Toma de muestra de VPH en el establecimiento de salud.

v"Identificacion de tubos con tirro.

v Correcto llenado de hoja de transferencia con nimero correlativo.

v Incluir todos los requisitos de identificacion del tubo: Nombre completo de la paciente,
edad, expediente, nimero correlativo (tubo, boleta, listado), establecimiento y fecha de
entrega de la muestra.

v Colocar en la esquina superior derecha de las boletas el nimero correlativo segun el listado
enviado y numeracion de tubos (debe concordar el nimero en los 3 lugares).

v Resguardo de muestras en refrigeracion para garantizar la calidad de muestras y transportar

las mismas en cadena de frio con hielera y pinglinos.



Pagina |6

Como en toda prueba la etapa preanalitica es muy importante, desde la toma de muestra, adicion

en el medio de transporte para VPH, correcto etiquetado y transporte en un triple embalaje,

debido a que todos estos procedimientos inciden de una manera significativa en la calidad de los

resultados emitidos.

v Almacenamiento de las muestras

Las muestras pueden mantenerse viables a temperatura ambiente por una semana, en refrigeracion

(2-8°C) por un mes, en congelacion (-20°C) por seis meses.

Procedimiento careHPV QIAGEN

1.

2.

3.

Preparacion de los reactivos.

Encender el equipo.

Rellenar la hoja de trabajo.

Agregar 25 ul del reactivo 1 a todos los pocillos de la placa.

Agregar 50 ul de controles y muestras a la placa.

Colocar un sealer (pelicula adhesiva transparente) y presionar hasta que esté
completamente cubierto todos los pozos de la placa.

Colocar la placa en el shaker, inicia incubacion de 30 min (momento donde sucede la
desnaturalizacion.

Retirar la placa del shaker, retirar el sealer.

Colocar nuevamente la placa en el shaker y agregar 40 ul del reactivo 2, poner sealer, cerrar

shaker; inicia incubacion de 15 min (lleva a cabo la hibridacion).

10. Abrir shaker y retirar placa, en esta incubacion las muestras debieron cambiar de color.

11. Remover el sealer.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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Colocar nuevamente la placa en el shaker, agregar 20ul del reactivo 3, colocar sealer, cerrar
shaker (se inicia una incubacion de 30 min, los hibridos formados se mezclan con las perlas
magnéticas).

Abrir shaker, sacar placa y colocarla en el holder magnético, mantenerlo en la mesa de
trabajo, remover el sealer.

Se inicia una incubacién en la mesa de trabajo de 3 min, aqui las perlas magnéticas son
atraidas al fondo por el holder magnético.

Colocar en el fondo de una bandeja de descarte una cama de papel toalla para evitar
salpicaduras cuando se realicen los descartes.

Tomar firmemente el holder magnético junto con la placa y decantar con fuerza el liquido
dentro del descarte, sin regresar la placa cara arriba quitar el exceso de liquido abrazando
el holder con una cama de papel toalla y golpeandolo contra la mesa de trabajo (se observa
un halo al fondo de cada pocillo).

Agregar 40 ul del reactivo 4, colocar sealer, remover la placa del holder magnético,
incubacion por 30 min (ocurre union de conjugado al complejo). 7 min en mesa de trabajo
y el resto del tiempo en shaker.

Abrir el shaker, retirar la placa y colocarla en el holder magnético, remover el sealer, se
inicia una incubacion de 3 min en la mesa de trabajo para atraer nuevamente las perlas
magnéticas al fondo.

Repetir el paso nimero 16.

Colocar la boquilla dispensadora al frasco con wash, proceder con el primer lavado.
Incubacion de 3 min a temperatura ambiente, luego repetir el paso numero 16, repetir este

paso hasta concluir con 5 lavados.
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22. Afadir 40 ul del reactivo 6, colocar un sealer, remover la placa del holder magnético.

23. Colocar la placa en el shaker y cerrar la tapa, llevar a cabo incubacion de 15 min.

24. Después de 2 min sacar la placa del shaker y remover el sealer, colocar la placa en el
luminometro para el resto de la incubacion.

25. Lectura de muestras.

Dentro de las indicaciones impartidas en el curso de especializacién en biologia molecular para
evitar la contaminacion o falsos positivos es tener disefiado nuestras instalaciones de trabajo
desde las areas mas limpias a las mas sucias; siempre al iniciar y al finalizar nuestra marcha de
trabajo limpiar de una manera rigurosa cabinas de bioseguridad, mesas de trabajo, materiales;
utilizar un equipo de bioseguridad, dentro de este un punto muy importantes es utilizar siempre
guantes de nitrilo y para finalizar utilizar puntas de pipetas con filtro, esto con el fin de evitar

aerosoles.
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Resultados de pruebas realizadas en la Unidad de Salud San Antonio Abad.

FRECUENCIA DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN PACIENTES
DE LA UNIDAD DE SALUD SAN ANTONIO ABAD DURANTE EL
PERIODO ENERO-MARZO.

27;12%

205; 88%

NEGATIVOS m POSITIVOS

De un total de 232 muestras procesadas, el 12% salieron positivas a el virus de papiloma humano,

mientras el 88% de estas fueron negativas.
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CASOS POSITIVOS DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO
DIAGNOSTICADOS EN LA UDS SAN ANTONIO ABAD, DURANTE
EL PERIODO ENERO-MARZO.

92; 87%

44; 88%
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En la siguiente grafica podemos observar que el mayor nimero de casos positivos al virus de
papiloma humano fue en el mes de febrero, de 106 muestras tomadas, 14 positivas y 92 fueron
negativas; luego le sigue marzo con 7 positivas y 69 negativas de 75 muestras procesadas, y por
altimo tenemos a enero con el menor nimeros de casos positivos, obteniendo 6 positivos y 44

negativos, en un total de 50 muestras.
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CONCLUSIONES
Algunos tipos del virus de papiloma humano son potencialmente carcinogénicos. La
infeccion por este virus, es un importante problema de salud publica en nuestro pais, para
el cual se ha identificado a la poblacion con claros factores de riesgo hacia quienes se
dirigen todos los esfuerzos de prevencion y diagnéstico temprano. Sin embargo, existe una
gran cantidad de mujeres asintomaticas, que al no reconocerse el riesgo quedan
desprotegidas de los programas preventivos. Es necesario intensificar las campafas de
educacion y los estudios de tamizaje en estos grupos de pacientes de aparente bajo riesgo,

con el fin de hacer diagnosticos tempranos, tratamientos menos agresivos y mas efectivos.

Actualmente existen dos metodologias para el diagndstico del virus de papiloma humano,
las cuales son: el Papanicolau y biologia molecular, pero la més preferida es la biologia
molecular por ser mas sensible, especifica y como mayor ventaja es que nos da resultados
rapidos de esta manera ayudando a muchas mujeres a poder detectar esta enfermedad en

etapa temprana y asi evitar su forma cronica como lo es el cancer cervicouterino.

De un total de 232 muestras procesadas en el periodo de 3 meses, el 12% salieron positivas
al virus de papiloma humano, siendo febrero el mes con mayor nimero de casos 14.13%;
debido a la mayor cantidad de muestras tomadas, podemos concluir que al promover mas
campafas de toma de muestras da como resultado mayor deteccion de casos positivos a

este virus.
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