
Resumen

Introducción: el Virus del Papiloma Humano (VPH) es 
un factor importante en el desarrollo de cáncer cervical, 
cabeza y cuello. El VPH se clasifica en genotipos de bajo 
y alto riesgo, destacando estos últimos como un impor-
tante factor oncogénico. Las muestras fijadas en formalina 
y embebidas en parafina (FFPE) son una herramienta útil 
para identificación molecular del virus a través de la detec-
ción sistemática y la identificación de cada genotipo por 
separado de forma retrospectiva. El objetivo de esta inves-
tigación fue explorar un método de detección del VPH en 
FFPE en carcinomas de cérvix y en cabeza y cuello.

Materiales y métodos: se analizaron muestras preser-
vadas en FFPE a través de ensayos de amplificación mole-
cular Ampfire® HR HPV genotyping assay, para identificar 
15 genotipos de alto riesgo y su potencial accesibilidad 
en entornos de bajos recursos. Se realizó un ensayo piloto en 
muestras con diagnóstico previo de carcinoma epidermoide 
en FFPE.

Abstract

Introduction: The Human Papilloma Virus (HPV) is an 
important factor in the development of cervical, head 
and neck cancer. HPV is classified into low-risk and high-
risk genotypes, with the latter standing out as an impor-
tant oncogenic factor. Formalin-fixed paraffin-embedded 
(FFPE) samples are a useful tool for molecular identifica-
tion of the virus through systematic screening and iden-
tification of each separate genotype retrospectively. The 
objective of this research was to explore a method for detec-
ting HPV in FFPE in carcinomas of the cervix and head 
and neck.

Materials and methods: Samples preserved in FFPE were 
analyzed through molecular amplification assays Ampfire® 
HR HPV genotyping assay, to identify 15 high-risk geno-
types and their potential accessibility in low-resource 
settings. A pilot trial was performed on samples previously 
diagnosed with squamous cell carcinoma in FFPE.
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Introducción

La familia papillomaviridae (PV) tiene una amplia 
distribución en la naturaleza con capacidad de replica-
ción en múltiples especies, desde conejos, homínidos 
no humanos, a humanos. Se conocen más de 200 
tipos de papilomavirus que afectan distintos epite-
lios en humanos, con un alto tropismo a las células de 
las mucosas1. Los PVs son virus de ADN con genoma 
circular, cerrado, de doble hebra, de aproximadamente 
8 kb y una cápside icosaédrica2. Los virus del Papiloma 
humano (VPH) son bien reconocidos como un impor-
tante factor oncogénico en el desarrollo de un gran 
subconjunto de cánceres y lesiones epiteliales prema-
lignas. Según su potencial oncogénico, se clasifican 
como de alto riesgo y bajo riesgo3. Los VPH de bajo 
riesgo, regularmente, se asocian con verrugas ano-ge-
nitales y papilomatosis respiratoria recurrente (PRR). 
La infección persistente con distintos tipos de VPH de 
alto riesgo es el factor predisponente más importante 
en el desarrollo de distintos tipos de cáncer, incluidos 
el de cuello uterino (cérvix), pene, ano, vagina, y de 
cabeza/cuello4. La Agencia Internacional para la Inves-
tigación del Cáncer (IARC)/Organización Mundial de 
la Salud (OMS) definió en 2012 un total de 12 tipos 
de VPH como carcinógenos de clase I (habitualmente 
denominados tipos de alto riesgo): VPH16, VPH31, 
VPH33, VPH35, VPH52 Y VPH58 (EN ALFA‑9); 

VPH18, VPH39, VPH45 Y VPH59 (ALFA‑7); VPH51 
(ALFA‑5); Y VPH56 (ALFA‑6). Específicamente, los 
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 
y 685.

La morbi-mortalidad asociada al VPH es conside-
rable, se estima que en mujeres el VPH es causante 
cada año de aproximadamente 500,000 nuevos casos 
de cáncer de cuello uterino y 250,000 muertes a nivel 
mundial5. Según lo establecido por el Colegio Ameri-
cano de Patólogos (CAP), se recomienda que se realice 
una identificación especifica de VPH de alto riesgo 
en las muestras de carcinomas de cabeza y cuello o 
sus metástasis6, siendo esta una recomendación de 
reciente incorporación en los estándares de la CAP. 
En algunas situaciones, su identificación debe reali-
zarse en muestras FFPE (Tejido fijados en formalina 
y embebidos en parafina)7.

En el ámbito local, en la República Dominicana, no 
existen, basado en la literatura científica disponible, 
fundamentos para la comprensión de su aplicabilidad, 
sensibilidad y especificidad. Por otro lado, su identifica-
ción en los servicios de patología no se realiza de forma 
rutinaria, ni en los sectores públicos ni privados.

El proceso de preparación de la muestra permite la 
preservación de tejidos en estado óptimo hasta por 

Resultados: se identificaron 12 casos con presencia de 
VPH. De estos, 9 de un total de 12 correspondieron al 
VPH16, las demás mostraron presencia de los genotipos 
VPH33, VPH39 y VPH52.

Conclusiones: las muestras de tejidos FFPE permitieron 
obtener muestras válidas para la identificación de VPH de 
alto riesgo. El ensayo estudiado demostró ser un buen candi-
dato para la introducción de técnicas de genotipificación en 
tejidos FFPE de bajo costo en la República Dominicana.

Palabras clave: infección por VPH; muestras de tejido 
FFPE; carcinoma de células escamosas; técnica de amplifi-
cación de ácido nucleico; neoplasia de cuello uterino.

Results: 12 cases with the presence of HPV were identified. 
Of these, 9 out of a total of 12 corresponded to HPV16, 
the others showed the presence of the HPV33, HPV39, 
and HPV52 genotypes.

Conclusions: FFPE tissue samples allowed obtaining 
samples for the identification of valid high-risk HPV. The 
trial will study being a good candidate for the introduc-
tion of low-cost FFPE tissue genotyping techniques in the 
Dominican Republic.

Keywords: HPV infection; FFPE tissue samples; squa-
mous cell carcinoma; nucleic acid amplification technique; 
cervical neoplasm.
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12 años7. Esto indica que los tejidos FFPE son una 
fuente de información útil para realizar la identifica-
ción de VPH en muestras de carcinomas escamosos de 
cuello uterino para estudios que nos permitan conocer 
la distribución de los genotipos asociados a lesiones 
malignas causadas por el virus, de manera longitu-
dinal, así como estudios de vigilancia molecular de 
forma retrospectiva. Esto es cónsono con las estrategias 
de vigilancia molecular recomendadas por la Organi-
zación Mundial de la Salud (OMS), como elemento 
preparatorio ante futuras emergencias causadas por 
nuevas variantes virales, o la introducción de estas en 
una población determinada8.

Nuestro país se encuentra en un área de baja cobertura 
de vacunación contra el virus del papiloma humano, 
además de ser un área de alta frecuencia de cáncer de 
cérvix9. Lo anterior supone la necesidad de identificar 
los genotipos más frecuentes, a fin de diseñar las estra-
tegias de prevención más acertadas y la selección de 
los tipos de vacuna más convenientes10.

Además, otros aspectos a tomar en cuenta incluyen 
el manejo de las muestras, el proceso de extracción y 
purificación del material genético, particularmente el 
manejo técnico; y los costos de las pruebas regulares 
de genotipificación en el mercado. En este sentido, es 
necesaria la exploración de técnicas que sean costo-efec-
tivas para la identificación de los genotipos de VPH 
de alto riesgo de forma sustentable en un medio de 
recursos limitados.

Se han desarrollado varias técnicas moleculares para 
la detección del VPH, que incluyen ensayos de hibri-
dación de ácido nucleico, ensayos de amplificación 
en cadena de la polimerasa (PCR), y ensayos basados en 
amplificación e hibridación in situ de fluorescencia11, 12. 
Sin embargo, la mayor parte de métodos implican un 
uso significativo de recursos, incluyendo el gasto de la 
prueba, equipo sofisticado y reactivos especializados, 
que pueden ser difíciles de obtener para países cuyos 
recursos son limitados. Esto plantea una limitante 
en cuanto al acceso a pruebas en el manejo rutinario 

de programas de cribado y diagnósticos complemen-
tarios en lesiones malignas. Está situación afecta en 
particular a países con menor abastecimiento econó-
mico y con sistemas de salud de bajos ingresos.

Una de las técnicas más utilizadas para la detección 
sistemática del material genético viral es la amplifica-
ción isotérmica mediada por bucle (LAMP). El LAMP 
es una variante de la reacción de cadena de polimerasa 
(PCR) convencional, esta requiere un calentamiento 
constante a la temperatura de reacción deseada y, 
cuando sea necesario, fluorescencia en tiempo real para 
las mediciones cuantitativas.13, 14 Gracias al incremento 
de los estudios con LAMP se han desarrollado varios 
ensayos de genotipificación para distintas afecciones, 
como AmpFire Genotyping HR HPV (Atila Biosystems, 
Mountain View, California), el cual está diseñado para 
la detección e identificación cualitativa, rápida, simple 
y precisa de 15 genotipos de VPH de alto riesgo.15

La importancia del ensayo AmpFire es la capacidad de 
procesamiento de muestras tumorales FFPE. Gracias 
a esta característica se puede valorar la introducción 
de este método de genotipificación en el país, como 
propuesta para la mejora del cribado de los pacientes 
con CACYC y CAC. Por el momento no hay estudios 
disponibles que corroboren que este ensayo funciona 
sin ninguna dificultad frente a las muestras del sistema 
de auto-toma, pero, por las características descritas de 
la técnica, como el gran número de distintos tipos de 
muestras admitidas para el ensayo y la ausencia del paso 
de extracción de ADN antes de la amplificación, se 
puede inferir que con el muestreo correcto el ensayo 
en cuestión puede ser factible.

Una de las características principales del ensayo AmpFire 
es su precio y su disponibilidad, representando un 
medio accesible ante los demás métodos de diagnós-
tico disponibles en el país, contribuyendo así a la 
mejora de los servicios de salud en entornos de bajos 
recursos. El propósito de esta investigación es explorar 
un método de detección del VPH de alto riesgo en 
tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina 
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como estrategia de identificación específica para estu-
dios epidemiológicos y clínica en carcinomas de cérvix 
uterino y de cabeza y cuello.

Metodología

Población

El grupo estudiado comprende pacientes con carci-
nomas escamosos de cérvix y cabeza y cuello en mues-
tras de tejido FFPE. Estas muestras fueron recogidas 
por los patólogos del Instituto de Medicina Tropical y 
Salud Global (IMTSAG) durante el período agosto-di-

ciembre de 2021, a través de la biblioteca de bloques de 
parafina del Laboratorio de Patología del IMTSAG y 
de solicitudes a varios patólogos dominicanos. Se obtu-
vieron 20 muestras y 2 controles (tabla 1). Las muestras 
incluyeron carcinomas escamosos del aparato geni-
tourinario inferior (cérvix), cabeza y cuello (amígdalas 
palatinas, cuerdas vocales y lengua) y como control 
negativo se tomaron muestras de adenocarcinoma de 
pulmón y vesícula biliar. El tejido FFPE fue obtenido 
a partir de un corte de 10 µm de los bloques de para-
fina que contenían la muestra de tejido obtenida para 
ser usado con fines de diagnóstico o terapéuticos por 
parte del personal de salud.

Tabla 1. Resultados de las muestras FFPE tras la genotipificación

Código Sexo Diagnóstico gen 
β-globina VPH-HR

FFPE 01 F Carcinoma epidermoide No queratinizante pobremente diferenciado, infiltrante 
de cuello uterino + Presente

FFPE 02 F Carcinoma Epidermoide, queratinizante moderadamente diferenciado de cuello 
uterino + Presente

FFPE 03 F Carcinoma Epidermoide In-situ de cuello uterino + Presente

FFPE 04 F Carcinoma Epidermoide, queratinizante moderadamente diferenciado de cuello 
uterino + Presente

FFPE 05 F Carcinoma epidermoide No queratinizante pobremente diferenciado, infiltrante 
de cuello uterino + Presente

FFPE 06 F Carcinoma Epidermoide, queratinizante moderadamente diferenciado de cuello 
uterino + Presente

FFPE 07 F Carcinoma epidermoide No queratinizante pobremente diferenciado, infiltrante 
de cuello uterino + Presente

FFPE 08 F Carcinoma epidermoide No queratinizante pobremente diferenciado, infiltrante 
de cuello uterino + Presente

FFPE 09 F Carcinoma Epidermoide In-situ de Labio mayor de Vulva. + Presente

FFPE 10 M Carcinoma epidermoide No queratinizante moderadamente diferenciado de 
amígdala palatina derecha. + Presente

FFPE 11 F Carcinoma Epidermoide, queratinizante moderadamente diferenciado de cuello 
uterino + Ausente

FFPE 12 M Carcinoma epidermoide de aparato genitourinario - Invalido

FFPE 13 M Carcinoma epidermoide No queratinizante moderadamente diferenciado, 
infiltrante de cuerda vocal. - Invalido 

FFPE 14 F Carcinoma epidermoide de cuello uterino + Ausente

FFPE 15 M Carcinoma epidermoide No queratinizante moderadamente diferenciado  
de amígdala palatina + Ausente 

FFPE 16 F Carcinoma epidermoide de cuello uterino - Invalido
FFPE 17 F Carcinoma epidermoide de cuello uterino + N/A
FFPE 18 M Carcinoma epidermoide de aparato genitourinario + N/A
FFPE 19 M Carcinoma epidermoide de cuerda vocal + N/A
FFPE 20 F Carcinoma epidermoide de cavidad oral + Presente

Control 01 F Vesícula biliar + N/A
Control 02 M Adenocarcinoma de pulmón + N/A
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Examen Histopatológico

Mediante un estudio retrospectivo de muestras de 
tejido FFPE recolectadas en la biblioteca de bloques 
de parafina del Laboratorio de Patología celular y 
molecular del IMTSAG-UNIBE, se examinaron bajo 
microscopía óptica las muestras correspondientes a 
carcinomas epidermoides de cérvix y cabeza y cuello, 
donde se evidencia grupos de células malignas infil-
trando el estroma con queratinización individual 
(figura 1A) y células pleomórficas con hipercroma-
tismo y nucléolos visibles (figura 1B).

Figura 1. 1A. Grupo de células malignas infiltrando el 
estroma. Queratinización individual (flecha) (Tinción 
H&E, aumento original 10X). 1B. Nido de células malig-
nas infiltrando el estroma. Las células muestran pleomor-
fismo nuclear y celular, hipercromatismo y nucleolos 
visibles (Tinción H&E, aumento original 10X) 

Genotipificación

Para la genotipificación de las muestras se utilizó una 
variante de la PCR llamada Amplificación Isotér-
mica mediada por Bucles con detección por fluores-
cencia a tiempo real (Real Time-LAMP). Para esto, 
utilizamos un kit AmpFire Genotype HR HPV (Atila 
BioSystems, Mountain View CA). Este kit incluía los 
siguientes reactivos: reaction mix, el cual contiene: bts 
polimerasas, tampón isotérmico, MgSO4 y dNTP, y 
las mezclas de cebadores 1, 2, 3 y 4, que cubren los 
genotipos de VPH 31/51/39/16, 35/68/18/59, 33/66/
CI/45 y 58/56/53/52, respectivamente15. Como el 
ensayo Ampfire se realiza en condiciones isotérmicas, 
se utilizan 4-6 cebadores a la vez que reconocen 6-8 
regiones del genoma de cada genotipo de VPH, esen-
cialmente de las regiones E6 y E7. Los cebadores para 
cada genotipo se encuentran integrados en las distintas 
mezclas de cebadores del kit. El cebador para el gen 
de la β-globina humana (IC) se incluye para ampli-
ficar este gen en la misma reacción, sirviendo, así 
como control interno de la calidad y adecuación de la 
muestra: muestras negativas para VPH y el control de 
β-globina indican una muestra inadecuada.15

Los cebadores específicos para los genotipos del VPH 
16/59/45/52, 39/18/66/53, 31/35/33/58 y 51/68/
IC/56 y gen de β-globina fueron etiquetadas con CY5 
(infrarrojo cercano), ROX (rojo), FAM (azul) y HEX 
(verde), respectivamente. Para cada muestra, los resul-
tados de la genotipificación se codificaron e identifi-
caron basándose en curvas de amplificación exponencial 
en los canales CY5, ROX, FAM y HEX en la disposi-
ción anterior de cuatro tubos de reacción. La ausencia 
de curva de amplificación exponencial en el canal HEX 
del primer mix 3 se interpretó como un resultado no 
válido, dado que contiene el control interno de la reac-
ción (IC)15. Para este ensayo, los controles negativos y 
positivos proporcionados por el kit se incluyeron en 
cada experimento para garantizar la calidad13.

1A

1B
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Ensayo de genotipificación de HPV

Todos los procedimientos siguieron las instrucciones 
del fabricante del kit comercial AmpFire HPV Geno-
typing assay (número de catálogo: GHPVF-100).

Preparación de las muestras

Para preparar las muestras FFPE se tomaron 10µm de 
la muestra en el portaobjetos y se introdujeron en un 
tubo de 1.5 mL. Se agregaron 200 µL de la solución 
A (PRMVR-10) para la separación de la muestra de 
la parafina. Se sometió a vórtex el tubo con la muestra 
por 30 segundos, luego se agregaron 50 µL del buffer 
de lisis. Se colocó el tubo con la muestra en un heat 
block y se incubó a 95 °C por 90 minutos.

Preparación reactivos para la reacción

Preparamos cuatro mezclas maestras combinando los 
reactivos provistos por el kit y siguiendo las indica-
ciones del fabricante, se agregó 23 μL de las mezclas 
en los pocillos correspondientes.

Preparación de la reacción

Agregamos 2 μL de cada muestra a cada uno de cuatro 
pocillos ue contenían las mezclas maestras. Luego 
ocupamos ocho pocillos adicionales con 2 μL de control 

positivo y 2 μL negativo por cada mezcla maestra. Colo-
camos las tiras en un termociclador Tianlong Gentier 
96 con un volumen final de 25 μL por pocillo.

Preparación del termociclador

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termoci-
clador Tianlong Gentier 96 (Xi’an TianLong Science 
and Technology Co., Ltd.) con una desnaturalización 
inicial de 60 °C durante 30 segundos, seguido por 
60 °C por 30 segundos en un total de 60 ciclos. El 
tiempo total de amplificación fue de 60 minutos.

Identificación de los genotipos

El sistema de software utilizado fue MDTL, el cual 
informa automáticamente los resultados de los valores 
de CT para cada curva de amplificación en todos los 
canales de fluorescencia. Como AmpFire es isotérmico, 
no hay ciclos y la TC es simplemente un marcador del 
tiempo de reacción (minutos). La falta de una curva de 
amplificación exponencial en el canal HEX se interpretó 
como un resultado no válido, esto dado que el control 
interno se encuentra en la mezcla de cebadores 3.

La identificación de los genotipos se determinó 
mediante la tabla 2. Cada genotipo se identifica según 
el primer mix y el canal de fluorescencia en el que este 
se amplifica (figura 2).
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Figura 2. Unidades de fluorescencia relativa entre ciclos de amplificación. A) Curvas de amplificación de la 
corrida completa; B) Curvas de amplificación (FFPE-06); C) Curvas de amplificación (FFPE-07); D) Curvas de 
amplificación de los controles. Los canales de lectura incluyeron: FAM (HPV31, HPV35, HPV33, HPV58); 
CY5 (HPV16, HPV59, HPV45, HPV52); HEX (HPV51, HPV68, Control, HPV56) y ROX (HPV39, 
HPV18, HPV66, HPV53)

Resultados

Durante el piloto se recolectaron veinte casos de 
carcinomas epidermoides, los cuales se obtuvieron a 
partir de bloques de tejido en parafina o láminas no 
teñidas, las cuales se distribuyeron según su localización 
(tabla 1). En 17/20 (85 %) de las muestras se obtuvo 
un resultado válido de amplificación, esto debido a la 
amplificación del gen de la β-globina humana que se 
usó como control interno de la reacción. En el 70.5 % 
de las muestras con corridas válidas, se identificó la 
presencia del virus del papiloma humano en el tejido. 

Las muestras analizadas corresponden a carcinomas 
escamosos. Se identificaron 12 casos con presencia de 
VPH. De estos, 9/12 correspondieron al VPH16, las 
demás mostraron presencia de los genotipos VPH33, 
VPH39, y VPH52.

Comparación entre la frecuencia de genotipos de los 
subgrupos analizados

El genotipo con mayor frecuencia fue el 16. El resul-
tado fue el esperado, puesto que el 90 % de los cánceres 
de cérvix son generados por VPH, principalmente por 

A)

C)

B)

D)
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el genotipo 16 (en el caso de los CACYC, estos en su 
mayoría no se amplificaron correctamente por la falta 
del control interno en el ensayo (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de los genotipos

Genotipos Frecuencia (n=22) (%)
VPH 39 1 (8.3%)
VPH 16 9 (75.1%)
VPH 33 1 (8.3%)
VPH 52 1 (8.3%)

Total 12/22 (100%)

Discusión

Los resultados obtenidos fueron similares a los de Tang 
et al., 2020, en donde se tomaron de igual forma carci-
nomas escamosos de cabeza/cuello y de cérvix. Encon-
traron que el genotipo más frecuente dentro de los dos 
grupos fue el 16, seguido por el 18.16 En nuestras mues-
tras no identificamos el genotipo 18. Sin embargo, este 
piloto se realiza con un número reducido de mues-
tras, lo cual no es necesariamente representativo de 
la realidad. A pesar de ser una nueva tecnología, por 
los resultados obtenidos podemos inferir que este 
ensayo puede ser un buen candidato para la geno-
tipificación de muestras FFPE, principalmente en la 
República Dominicana, donde hasta la fecha no hay 
pruebas disponibles para realizar este proceso. Además, 
este ensayo cumple con las recomendaciones del CAP, 
dando una herramienta de bajo costo para empezar a 
realizar las pruebas en el país.

Los resultados inválidos (15 % de las muestras) pueden 
estar asociados al proceso de desparafinado, el cual es 
en este campo un reto conocido. Estas muestras, al 
ser colectadas en laboratorios de diagnóstico, no se 
sometieron a un riguroso control de verificación del 
grosor en micras del tejido, esto supone la presencia 
de acceso de material y, por ende, de potenciales inhi-
bidoras de PCR.

Conclusión

Las muestras de tejidos FFPE permitieron obtener 
muestras válidas para la identificación de VPH de 
alto riesgo. El ensayo estudiado demostró ser un buen 
candidato para la introducción de técnicas de genoti-
pificación en tejidos FFPE en la República Domini-
cana, cumpliendo así las recomendaciones establecidas 
por el Colegio Americano de Patólogos (CAP) para 
los pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza 
y cuello y estudios epidemiológicos en cáncer de 
cérvix uterino. La determinación del costo estimado 
bruto de la técnica la sitúan como una gran alterna-
tiva costo-efectiva frente a otros métodos disponibles 
en el país, ya que este es significativamente más bajo 
que todas las opciones de mercado y el ensayo está 
validado para identificación de VPH en tejidos. El 
genotipo con mayor frecuencia en pacientes con carci-
noma epidermoide de cuello uterino fue el HPV16, 
el cual, según lo establecido por el CAP, es el genotipo 
con mayor incidencia en los casos de cáncer cervical. 
Es necesario realizar estudios a mayor escala y con 
controles de producción de los cortes.
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