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ANALISIS DE LA REGION EG6
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Historia de la enfermedad

“La mayoria de las infecciones por VPH se ven luego de los 2 afios, el 10% que persisten
durante estos 2 afios estan altamente vinculadas a las lesiones precancerosas”

Transient infection HPV viral persistence

Infection Progression Invasion

Normal cervix HPV-infected cervix Precancerous lesion Cancer

Clearance Regression




% Estadios Clinicos de la Infeccidon por VPH
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Tecnologia de Captura Hibrida

Es un procedimiento de Biologia Molecular que DETECTA EL
GENOMA DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO.

Luego de tomada la muestra cervical, se utiliza el ADN VIRAL para
unirlo o HIBRIDARLO con otra molécula de (ARN) que reconoce solo
el ADN del virus del papiloma.

Este complejo (hibrido) es detectado o CAPTURADO por anticuerpos
gue producen una senal de luz, solo en los casos positivos.

Existe una relacion directa entre la cantidad de luz emitida y la
cantidad de virus analizado, por lo que se puede cuantificar la carga
viral presente en la muestra cervical.

www.theHPVtest.com



Consideraciones para latoma de muestra

El dispositivo utilizado para la prueba de Captura Hibrida es
el DNA COLLECTION DEVICE.

La presencia de sangre vaginal (no menstrual) no interfiere
en el resultado de Captura de Hibridos;

Con el kit colector de muestra — DNA Collection Device -,
una toma unica es suficiente para hacer la prueba de
Captura Hibrida para VPH.




% TOMA DE MUESTRA — DNA COLLECTION DIVICE
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The digene HPV Test

Toma de muestras

B digae Carviool Somplar® da GL&GEM &5 un disposivo espadiico disafiado pora la fomo de la muesion para o deleodion
el ADM diel ¥PH por lo sicsioa da ko Copera de Hibridos 2. Compaorado con uso muasra de clhialogio Igeida', una loma
de measio con o digena Cervical Sompler propordiono mayor seguridod por que lo confidod de measko serd suficlanie
paro la prusba ¥PH. Foro realizor wno famizoje primario cosjunia, wiiics of dgane Cerviool Samplar y un dispositve da
loma de muasros paro bo chalogio conjusiomani; asl @viiond leer qua volvor o clior a la podienia ¥ permifing que &
lboratono process o prebo YPH y la cicloglo ssultseomanta.

Toma de muesiras con <l Jl'gsna Cervical Snrq:lel

AN mipnle ¥ Sorsparty o MUSETTE DOrg o Jgang HPY HUS DM il
Consarvorion da b tebos da foma da musstms (Carvicol Semplari: conservor o lmperatorn amblecie [15.230 ).
Mo utlizar daspués da ko fecta da coducidod indicado as la bolsa.
Conservocidn y ronsports de las mussiros:
W Hasa ? samonos o mmparahen ambienia. Transporie al labomtoria de andlids sn rafigeradin
W En ol loboroionio sa pueden consarer:

hasia 1 samana méas o 4 °C

hasia 3 mases 0 -20 °C

Preparacion
Eatiro ol sareso de mumsidod dal arifido exerna dal cusllo weriso y de
Ios clrededoros del axncérx con una torusda da digodies o da Daoon®,
Dasacha la lounda.

Hagalo giror fres weces por complaio & sasfido confmario o ks ogujos
del raio]. Mo iroduzca complalomenta o cepillo an el cond oarvical.
Eehro ol copilc dol canal. Evin que kos cordos loquas ko parte axderior
dal tuba o cvalguiar oro cbjeto. Mo lusrodo)

| (= =
Poso 1  inirocizoa of copilla esie 1y 1,5 cm en ol orfficlo axine del oslo
E 1 wiring hasia qua las cerdos axarioras del cepillo ioguen & aocsovia

Paso 2  Introckeca ko punia del copilo en o fonde del b da onsporie. Pario
ol besiondlo en ko manoo del borda, dejando ko penia del cepilic denio
del twbo.

l- Paso 1  Viho o colocr ko lopo en el uba, ajustedoo hasia que oiga us
chasquido.

Consulie al prospecio dal envoss pora conocar kos Insrucciones sobre
amocenomiasio ¥ fronspora.

" Exin diapeniSive o sald pewvis jmorm fomo dae msis pores cloiogls.
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Técnica paratoma de muestra

1. Insertar canal en canal cervical, del1al,5cm
hasta tocar con las cerdas mas grandes laregiéon
del ectocérvix. NO INTRODUCIR EL
DISPOSITIVO COMPLETAMENTE EN EL CANAL
CERVICAL

Introducir de 1,0
albcm

2. Girar cinco veces en
SENTIDO ANTIHORARIO:;







PROCEDIMIENTO




Intalaciones necesarias para la prueba de Captura Hibrida

# Espacio minimo: 9 m?

= NO requiere instalaciones
especiales

= Temperatura ambiente 20° a
25° C

= Ambiente separado de la
rutina microbiologica




4l HC2 — ETAPAS
QIAGEN

Captura de

]JJ : 1 los Hibridos

Denaturacion
del DNA

RNA:DNA
Hibridacion

hC2 -18- www.theHPVtest.com



HC2 — DNA - DENATURACION

Double
stranded DNA

Separacidon de las cadenas

B Se usa un medio basicoy calor.
B Se forma una séla cadena de DNA.

B Resultados en esta etapa:
O Células Lisadas.
0 DNA separado en dos hebras.

O Eliminacion de hibridos endégenos
RNA:DNA

Single
stranded
DNA

www.theHPVtest.com



HC2 — FORMACION DE LOS HIBRIDOS

Formacion del complejo RNA:DNA

B Eltamafio total de la sonda
complementaria reconoce la totalidad del
genoma

B RNA:DNA Hibrido servira como molécula
obejtivo en el an{alisis.

www.theHPVtest.com



HC2 —- CAPTURA DE LOS HIBRIDOS

Captura de los Hibridos RNA:DNA

RNA:DNA
hibrido

ADN viral + sonda ARN

Son “capturadas” por los
anticuerpos policlonales fijados en
la placa.

Los anticuerpos son altamente
especificos; NO se unen a:

Hebras simples de ADN

Anticuerpo = ARN
Hibridos ADN/ADN

Hibridos ARN/ARN

Placa de captura de 96 pocillos




HC2 — MARCAJE DE LOS HIBRIDOS

RNA:DNA HIBRIDO

2° anticuerpo
conjugado con ALP

Detection of RNA:DNA hybrids

1° anticuerpo
captura hibridos
RNA:DNA




HC2 — DETECCION DE LA SENAL

RNA:DNA hibrido

Generacion de la Senal

B La fosfatasa alcalina reacciona en la
deteccion del sustrato, con el resultado
de una sefal luminiscente. La cual es
leida con el luminébmetro.

Deteccidn

o :
del 2° anticuerpo

sustrato conjugado con ALP







444+ HC2 — Equipos Necesarios

QIAGEN

1. Calentador de Microplacas 2. Rotary shaker

3. Lavador Automatico de placas 4. Vortex Multimuestra

5. Computador 6. Lumindmetro

www.theHPVtest.com



-4+4++48l Components digene High-Risk HPV HC2 DNA kit
QIAGEN

Concentrated

wash buffer Denaturation

reagent
Controls and
calibrators

digeneHigh-Risk HPV HC2
DNA Test

Detection Indicator
reagent 1 dye

Probe

R High-Risk

Detection HPV probe
reagent 2

Capture
plate

www.theHPVtest.com
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PRECAUCION




CONSIDERAR LAS MISMAS PRECAUCIONES GENERALES PARA TRABAJO EN
LABORATORIOS.

* NO ALIMENTOS NI BEBIDAS

* NO FUMAR.

* PROTECCION BASICA PARA EL CUERPO, MANOS Y OJOS.
B CUERPO - MANDIL
B MANOS - GUANTES
B 0JOS - LENTES DE PROTECCION

* ASEO PERSONAL ESTRICTO DE MANOS ANTES Y DESPUES DEL
PROCEDIMIENTO.

* ASEO DEL AREA CON HIPOCLORITO DE SODIO 0.5 % V/V U OTRO
DESINFECTANTE ANTES Y DESPUES DEL PROCEDIMIENTO.




UNA VEZ QUE LAS MUESTRAS HAN SIDO
DENATURADAS SON CONSIDERADAS INOCUAS Y NO

PRESENTAN MAYOR RIESGO PARA LA SALUD.




Analisis de Resultados — Software DML2000

ﬂ
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1 3 4 A E 7 [ 3 10 11 12
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HPY-LR-MaRTZ-0 [ualitative
HFV-LRHR-MNoRTZ-0 Dual

RCS CT-ID [ualitative
RCS CTGC [ualitative
RCS GC-ID [ualitative

—hgzayz on layout————— — Unazzsigne it

Cancel | E—l

TTEOMC s, e |
Add New Assap... | ||| setForvaidation |

Avtafit wellz Autafit Plate
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Flate ID: 270840c SIZTI2010  2:00:05P M Prirnary secondary
FPozitive Megative  Positive  Megative

Test Name Operator Kit Lot #  Walid Run Validated By Cutoff  Cutoff Cutoff Cutoff
HP““HR-hoRTZ-0 Super S30573S Tru= DIgene 815,33 515,33 515,33 0.06
loo. HBample ! Bpeolmen ID Rt Tn Cutfr PaientlD RLU Mean RLU GhCY RLUMND Edied? RFopeat? Comment
Ad [la =5 21z 1501 (o k]
Bi N i 212 1501 o3 Cotler
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@1 Q=LA b walkd (111 0=
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Dz o=s - ) 0==
== oS - = 052
F2 o= — (FX} o77v
() o= - =i 035
HZ o= High Rich ooz 155
A3 oo High Rk 705 1.4
g3 o1 High Rich 153755 i [8:.
=3 oz High Rch = 1.15
o3 o= — e (1) 055
E o High R 775 125
Supervi=or: Oate:

Hybrid Capture® || Software ».2.0
"E Instrurnert Serial &: 2710
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Importancia del punto de corte del ensayo de HC2
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SENSIBILIDAD CLINICA VERSUS ANALITICA

0s obtenidos de 16 estudios publicados mostraron una mediana Sensibilid
Clinica del 82% para PCR

Median Clinical Sensitivity”

hec2 PCR

* Schiffman et al, Am J Clin Path 2005; 124: 722-732
Lorincz, HPV Testing by Hybrid Capture. Monsonego J(ed): Emerging Issues of
HPV Infections: From Science to Practice. Basel, Karger, 2006: 54-62

“HC2 fue mas sensible que la PCR en la deteccion acumulativa de CIN3 o el
cancer por un periodo de 2 anos”

INMUNOCHEM
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zﬁis Sondas del Genoma Completo — Captura Hibrida HPV

Full Genome Probe L1 deletion L1 deletion
binds to target Primers unable to bincvi‘

E4 ., .~

.
t;‘ "

Estas son las razones para el disefio de sondas basandose en el genoma completo
por captura hibrida:
1.) Evite falsos negativos debido a la supresion en la region de L1
2.) Garantizar la sensibilidad de una prueba.

www.theHPVtest.com



Competencia y Supresion en PCR

107
copias
VPH 6

0
copias
VPH 16

Negativo para
VPH 16

107
copias
VPH 6

1000
copias
VPH 16

Negativo para
VPH 16

107
copias
VPH 6

Negativo parg
VPH 16

\

107
coOpias
VPH 6

10,00_00 W Carga Viral
copias VPH 16

VP 26 W Carga Viral
VPH 6

Positivo para
VPH 16

Nazarenko 2004 unpublished

El PCR pierde unainfeccion de VPH 16 clinicamente
relevante debido a la presencia de una alta carga viral
del tipo 6 de VPH de bajo riesgo.
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India

e NEW ENGLAND
JOURNAL o MEDICINE

ESTABLISHED IN 1812 APRIL 2, 2009 VOL. 360 NO. 14

HPV Screening for Cervical Cancer in Rural India

Rengaswamy Sankaranarayanan, M.D., Bhagwan M. Nene, M.D., F.R.C.P., Surendra S. Shastri, M.D.,
Kasturi Jayant, M.Sc., Richard Muwonge, Ph.D., Atul M. Budukh, Ph.D., Sanjay Hingmire, B.Sc.,
Sylla G. Malvi, M.Sc., Ph.D., Ranjit Thorat, B.Sc., Ashok Kothari, M.D., Roshan Chinoy, M.D., Rohini Kelkar, M.D.,
Shubhada Kane, M.D., Sangeetha Desai, M.D., Vijay R. Keskar, M.S., Raghevendra Rajeshwarkar, M.D.,
Nandkumar Panse, B.Com., and Ketayun A. Dinshaw, M.D., F.R.C.R.




Table 3. Distribution of Clinical Stages and Rates of Death, According to Study Group (2000-2007).*

Stage at Diagnosis and Death
from Cervical Cancer

Subjects with positive screening results
Stage at diagnosis

A

IB

=1

Unknown
Death from cervical cancer
Subjects with negative screening results
Stage at diagnosis

1A

IB

=1

Unknown

Death from cervical cancer

HPV Testing

45/87 (51.7)
25/87 (28.7)
14/87 (16.1)
3/87 (3.4)
12/87 (13.8)

0
2/8 (25.0)
5/8 (62.5)
1/8 (12.5)
0

Cytologic
Testing

VIA

no./total no. (%)

58/88 (65.9)
20/88 (22.7)
10/83 (11.4)
0
18/88 (20.5)

2/22 (9.1)
4/22 (18.2)
15/22 (68.2)

1/22 (4.5)
9/22 (40.9)

34/91 (37.4)
19/91 (20.9)
35/91 (38.5)

3/91 (3.3)
27/91 (29.7)

1/25 (4.0)
4/25 (16.0)
19/25 (76.0)

1/25 (4.0)
8/25 (32.0)

Control

NA

NA




Italia

Articles .

Efficacy of human papillomavirus testing for the detection
of invasive cervical cancers and cervical intraepithelial
neoplasia: a randomised controlled trial

Guglielmo Ronco, Paolo Giorgi-Rossi Francesca Carozzi, Massimo Confortini, Paclo Dalla Palma, Annarosa Del Mistro, Bruno Ghiringhello,
Salvatore Girlando, Anna Gillio-Tos, Laura De Marco, Carlo Naldoni, Paola Pierotti, Raffaella Rizzolo, Patrizia Schincaglia, Manuel Zorzi,
Marco Zappa, Nereo Segnan, Jack Cuzick, and the New Technologies for Cervical Cancer screening (NTCC) Working Group®

> @




Number of eligible  Phase1 Phase 2 End of

women randomised follow-up™®

Turin 78114 March, 2002-Feb, 2003 July, 2003-Oct, 2004  Nov, 2008
Trento 72060 Feb, 2002-May, 2003 June, 2003-Dec, 2004  MNov, 2008
Padua 10 654 April, 2002-Jan, 2003 Sept, 2003-Nov, 2004  April, 2008
Verona (Soave) 7645 Aug, 2002-June, 2003 Oct, 2003-June, 2004  April, 2008
Bologna 4980 March, 2002-May, 2003  Oct, 2003-Dec, 2004 Now, 2008
Imola 831 March, 2002-April, 2003 Sept, 2003-Jul, 2004 MNovw, 2008
Ravenna 7588 March, 2002-Nov, 2002 Sept, 2003-April, 2004  Oct, 2008

Florence 16 167 Feb, 2002-June, 2003 July, 2003-Dec, 2004 June, 2008
Viterbo 6131 March, 2002-March, 2003  Oct, 2003-Dec, 2004 April, 2008

* Follow -up was concluded for each woman 3.5 years after referral to the second round of screening or the date
reported in this table, whichever came first.

Table 1: Number of participants and periods of randomisation and follow-up at each centre




Holanda

Human papillomavirus DNA testing for the detection of
cervical intraepithelial neoplasia grade 3 and cancer: 5-year

follow-up of a randomised controlled implementation trial

N W] Bulkmans, ] Berkhof, L Rozendaal, F ] van Kemenade, A ] P Boeke, S Bulk, F | Voorhorst, RH M Verheijen, K van Groningen, M E Boon,
W Ruitinga, M van Ballegooijen, PJ F Snijders, C] L M Meijer




MORELOS

ARTICULO ORIGINAL

Design and methods of the evaluation
of an HPV-based cervical cancer screening
strategy in Mexico: The Morelos HPV Study

Yvonne Flores, MPH,"? Keerti Shah, MD, Dr PH,"? Eduardo Lazcano, MD, DrSc,"® Mauricio Hernandez, MD, DrSc,®
David Bishai, MD, Ph D,'” Daron G Ferris, MD," Attila Lorincz, Ph D, Pilar Hernandez, BA,"”
Jorge Salmeron, MD, DrSc," The Morelos HPV Study Collaborators* {167



444+ Resumen

QIAGEN

Tiempo Valor
Muestreo o [ Predictivo

Seguimiento Negativo

India 131746 Aleatorio 8 afnos
Holanda 44938 Aleatorio 5 afios
Italia 94 370 Aleatorio 03 a 05 arios

Meéexico 7 868 Aleatorio 01 afno

Sankaranarayanan, et al, newengland journal of medicine 360;14
Bulkmans, et al Lancet 2007; 370: 1764-72

Ronco, et al, Lancet Oncol 2010; 11: 249-57

salud publica de méxico /vol.44, no.4, julio-agosto de 2002

Cancer Causes ControlY. Flores, et al 2010 DOI 10.1007/s10552-010-9694-3

www.theHPVtest.com



La prueba HC2 con mayor
validacion clinica en el mundo
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Bozzetti 00 Kulmala 04 1,511

Ratnam 00 Castle 05 5,060 (ALTS 20k+)
Schiffman 00 Schiffman 05 3,363

Wright 00 Soderlund 05 239
Costa 00

Sarian 05 4,195

Zielinski 01

Bigras 05 13,842

Solomon 01

Sankar. 05 36,938

Belinson 01 .
Kjaer/Iftner 06 10,234

Clavel 01

Kitchener 06 24,510

Pretorius 02

Mayrand 07 9,667

Kulasingam 02

Cuzick 08 2,011

Syrjanen 02

- Kotaniemi 08 18,438
de Sanjose 03

Ronco 08 24,638
Castle 09 560,289

Salmeron 03
Sherman 03
Petry 03

| > 970,000 mujeres evaluadas I

Sankaranarayanan 09 134,126




PERU hc2 = INEN -2012 - mas de 6,500mujeres.

®m Negativos
m Positivas
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Abstract

An updime fo the American Cmcar Seciey (405
Frdel g reganding roreenine jir the early dedecdon
of carvical precancerous letions and cancer I
rrecmied. The puideiine: are based an a fystemanc
anidemce reniew, comoributions fram & working groupes,
a1 receTar Dympasium conponsonad By the A0S,

i Amgrican Sochery for Calpascomy and Cervical
Parholegy, and te dmericam Sw‘m_ﬁlr Climical
Parholegy, which wr atiended iy 25 orgaizarons.
Tha rerwi’ SCTEFENE FreCcOMmERRAARonT addness
TEN-ERPTORTIE IOTRTLNE Stranegies, mcinding the

wre g cytolegy and Righ-ritk human papiliomavis
(HPF) sestmg, foliow-um ez, fe mamasement gf screan
Posimags and screeraing Msrvals fr sonean neganves)
g womm qiter soreanime, the age o wilich fp et
seraeming, fire considerations regarding HPY testing
(AN @5 O PRI SCTETING ANpTOaCh, dnd Sordning
StreeTes for women vaccinated gemmst HPT8 and
HPF18 mfection:

56 AmJOnfor T IETEEHT
DO %1 1 I P TLOMENFE K0S

Carvical canoar semaning has mocessflly deceased car-
vical cancer incidancs and mortality. The Amseican Cancer
Sockty (ACE) guidelime for the sarly dewction of carvical
cancer was last revieaed and updated = 3002; for the St
tiew, thowe mcommesdation: inccrporated kemmn papil-
lomanimus, (FIPV) DA wsting.’ Simos that time, mmenous
sindiss bave besm published Sat suppost dhanges to oo
mended age-appropriats sowening 25 well as the romagument
of abnormeal scraning results, a5 nmumasized i FTabde 117

Background

High-quality soeening with cviology (Papanicolacu
[Pap] testizg) bas maskedly mduced morality from squansous
tall carvical cancer, which coosprises 80%: o B0%% of carical
cancars. V* Since the infroduction of canical cyiology in the
Unied States m the eiddie of the Mith centary, canical can-
car, oncs the most Segeant canse of cancer death in women,
now mnks 14th for cancar deatbes © This redection in mortality
through soeening i due o (1) 2@ inceass = e detecton of
Imvasive cancer at saly stages, whan the F-year mundal e
is approximarsly #2%"; and (7) &e detection and treatmant
of preizvmdve lsions, which rednces the overall incidance of
imasive cancar. In 2012, an eatimated 12,17 cases of mva-
e oarvical cancer will bo diagnosed, and am eetimated 2,220
womsn will die ®

It is now undarstood that pendsteat cendcal mfecton
with high-rick PV gemotypes (Chypes”) i necewary S the
development of carvical camcer and ity mmediak preame
lesdon (“pecancer™), cervical mtraspithalial meoplasia (ICIM)
made 3 (CDVE). Epidardclogic caw seies kaw shown dat

£ Arerican Sooioly for il Frthoiogy

MANEJO DE LOS CASOS
POSITIVOS




Summar}' of Recommendations

Recommended .
Screening Method”

Page

Population Numbers

Management of Screen Results Comments

Aged <21y h21-522 Mo screening

Aged 21-29y 522523 Cytology alone

every 3y

Aged 3060 y 523529 HPV and cytology
“cotesting” every

5y (prefarred)

Cytology alone every
3y lacceptable)

Aged =65y 529531 Mo screening following

adequate negative
prior screening

After hysterectomy 531 Mo screening

HPV vaccinated 531-533  Follow age-specific

HFV testing should not be used
for screening or management
of ASC-US in this age group

HFV testing should not be used
for screening in this age group

HPV-positive ASC-US' or cytology of LSIL or more
severe: Refer to ASCCP guidelines?
Cytology negative or HPV-negative ASC-UST:
Rescreen with cytology in 3y
HPV-positive ASC-US or cytology of LSIL or more
severe: Refer to ASCCP guidelines?
HPV positive, cytology negative:
Option 1: 12-mo follow-up with cotesting
Option 2: Test for HPV16 or HPV16/18 genotypes
s |f HPV16 or HPV16/18 positive: refer to colposcopy
s |f HFV16 or HPV16/18 negative: 12-mo follow-up
with cotesting
Cotest negative or HPY-negative ASC-US: Rescreen
with cotesting in b ¥r
HPV-positive ASC-UST or cytology of LSIL or more
severe: Refer to ASCCP guidelines?
Cytology negative or HPV-negative ASC-UST:
Rescreen with cytology in 3y

Screening by HPV testing alone
is not recommended for most
clinical settingst

Women with a history of CIN2 or
a more severa diagnosis should
continue routine screening for
atleast 20y

Applies to women without a cervix
and without a history of CINZ or
a more severe diagnosis in the
past 20 y or cervical cancer ever

recommendations (same
as unvaccinated women)
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