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Frequency of cervical cytological alterations and human papilloma virus
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Background: The early onset of sexual activity can promote the development of cervical alterations and sexually
transmitted infections, especially the human papillomavirus (HPV) very common in adolescents and young people.
Aim: The condition of the cervix, HPV and sexual behavior in young women under 25 years of age were analyzed.
Methods: 182 university students, healthy, sexually active, 18-24 years old, without vaccine for HPV participated.
Papanicolaou (Pap) test and classification of high and low risk HPV (HR and LR) were performed by real time
polymerase chain reaction. The sexual behaviors were consulted in private. Results: The 46.9% of Pap presented
cytological alterations, non-specific inflammation/hemorrhagic (29.4%) and atypical smear (10.2%) being de most
frequent. The overall frequency of HPV-HR was 24.3%, of these 67.4% presented an altered Pap. There was an
association between cytological alterations and HPV (p < 0.0001) and years of sexual activity and atypical smear
or cervical intraepithelial neoplasia grade I (CIN I) (p = 0.009). 11.9% of young women (21/177) presented aty-
pical smear or CIN I, with 66.7% of cases HPV-HR. Conclusions: These findings alert the vulnerability of these
young women who would have a potential risk of viral persistence, CIN and eventually cancer. It is important to
emphasize counseling and prevention prior to the regular age of admission to the screening program for cervical
cancer. This study was financed by the Universidad de La Frontera through Projects DI15-0047 and DI17-0123.
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Introduccion

n Chile, el programa de tamizaje del cancer
Ecervico-uterino(CCU) recomienda realizar el

examen citologico de Papanicolaou (Pap), que
analiza la morfologia celular exo-endocervical, a partir
de los 25 afios'. Sin embargo, en la adolescencia durante
el proceso fisiologico de maduracion de la zona de
transformacion del cuello uterino, se puede favorecer
el desarrollo de alteraciones cervicales e infecciones de
transmision sexual (ITS). En particular, la infeccion por
el virus papiloma humano (VPH) es una de las ITS mas
frecuente en adolescentes y jovenes®.

Por otro lado, como ya es conocido, la presencia de
genotipos de alto riesgo oncogénico de VPH (VPH-AR)
en la mucosa cervical, estan fuertemente implicados en
la etio-patogenia del CCU y sus lesiones precursoras®. No
obstante, para alcanzar la etapa de carcinoma, es necesario
la presencia de factores de riesgo como: edad de inicio de
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actividad sexual, tiempo de persistencia del VPH en la
mucosa cervical, multiples parejas sexuales, co-infeccion
con otros microorganismos, entre otros>s.

En la Region de La Araucania se han publicado
estudios sobre el VPH y en mujeres menores de 25 afios
pesquisadas en la Unidad de Patologia Cervical’; sin
embargo, no hay estudios publicados en mujeres jovenes
sexualmente activas y sanas. Por lo tanto, el proposito
fue determinar el estado del cuello uterino por el Pap y la
presencia del VPH asociada a conductas sexuales en una
muestra de mujeres universitarias de Temuco menores
de 25 afios.

Materiales y Métodos
Pacientes

Participaron voluntariamente 182 mujeres sanas,
sexualmente activas, menores de 25 afios y no vacunadas
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para el VPH. En el periodo 2013-2015 se distribuyeron
afiches en universidades de Temuco (Universidad Mayor,
U. Santo Tomas, U. Catélica, U. Autéonoma, U. de La
Frontera), invitando a jovenes a realizarse un Pap sin
costo y a participar en este estudio. Previo al enrolamiento
y obtencion de la muestra cervical, se obtuvo un con-
sentimiento informado aprobado por el Comité de Etica
Cientifica de la Universidad de La Frontera.

Conductas sexuales

Cada participante respondi6 privadamente un cuestio-
nario sobre edad de inicio de actividad sexual, nimero de
parejas sexuales (Gltimos 3 afos), métodos de prevencion
de embarazo y de ITS y antecedentes de Pap previos.

Muestras de Pap

Las muestras cervicales fueron colectadas por una
matrona mediante un cepillado (citobrush) de la zona exo-
endocervical. De inmediato, se realizé el extendido sobre
un portaobjeto cubriendo la muestra con un citofijador,
se dejo secar y se aplico la tincion de Pap convencional .
El citobrush se colocé en 3 ml de tampon fosfato salino
(PBS1X) para su traslado al laboratorio. Se dividieron los
3 ml en dos tubos de 1,5 ml y por centrifugacion se obtuvo
un concentrado celular que fue tratado con solucion de
lisis (kit E.Z.N.A.® Tissue DNA) y almacenado a -80°C
hasta su uso.

Extraccion del ADN

Se realiz6 con el kit E.ZN.A. ® Tissue DNA (Omega
Bio- Tek USA), seguin instrucciones del fabricante. Sélo
se utilizaron muestras con ADN amplificable determinado
por una reaccion de polimerasa en cadena (RPC) simple
dirigida a secuencias del gen B-globina, empleando los
partidores PCO4 5’-caacttcatccacgttcacc-3> y GH20
5’-gaagagccaaggacaggtac-3’, que amplifican un fragmen-
to de 268 pares de bases (pb).

Deteccion del VPH

Se realiz6 mediante dos tipos de RPC, una de tami-
zaje mediante una RPC anidada convencional dirigida
al gen L1 del VPH (RPC L1), utilizando los partidores
externos MY11 y MY09 y los internos GP5+/GP6+, que
amplifican un fragmento de 150 pb!!. Para la clasificacion
segun riesgo oncogénico se utilizd una RPC anidada
dirigida a secuencias de los genes E6/E7 que identifica
los VPHAR-16, 18, 31, 33, 35, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y
los tipos virales de bajo riesgo (VPHBR) 6 y 11. Para la
primera amplificacion (RPC convencional) se utilizaron
los partidores externos: LCRS 5’-aagggagtaaccgaaa-
acggt-3 ‘y E7AS 5’-tcatcctectectetgag-3’. Con el producto
RPC de la primera amplificacion se realizé una segunda
amplificacién (RPC a tiempo real) utilizando una mezcla
patron comercial (HOT FIREP® EvaGreen® qPCR mix

plus (ROX) y los partidores internos: PUIM: 5’-tgtcaaa-
aaccgttgtgtcc-3 ¢ y PU2R: 5’-gagctgtcgcettaattgete-3° para
amplificar VPH-AR (Tubo AR) y los partidores PU31B:
5’-tgctaattcggtgctacctg-3’ y PU2R: 5’-gagctgtcgcttaatt-
gete-3 para los VPH-BR (Tubo BR)'*%. La sensibilidad
de la RPC E6/E7 anidada combinando RPC convencional
y en tiempo real fue coincidente con la reportada (una
copia de VPH por célula)'®. Se utilizaron como controles
positivos plasmidos de genoma completo de VPH comer-
ciales (ATCC) para VPH-BR 6y 11 y VPH-AR 16y 18.

Lectura de los Pap

Fue realizada por dos tecnologos médicos (citotec-
noélogos). Cada uno leyd una serie de placas y los casos
dudosos fueron definidos por el patélogo. El diagndstico
presuntivo de inflamacion por Candida spp y de virus
herpes simplex (VHS) se determiné al visualizar hifas o
inclusiones intracelulares, respectivamente. Exclusion de
casos: Se excluyeron frotis sin células endo-cervicales o
metaplasicas, con fijacién deficiente o muestra escasa,
inadecuados para examen citologico.

Definiciones:

* Pap Normal: Ausencia de células neoplasicas o cual-
quier alteracion citologica.

* Pap Alterado o alteraciones citologicas cervicales:
Presencia de inflamacion inespecifica/hemorragico
(Inf/Hem), inflamacion presuntiva por Candida spp,
signos de infeccion por VHS (Candida/VHS), signos
morfoldgicos (coilocitos) de VPH (signos de VPH).

» Frotis Atipicos (FA, sin caracteres definidos o sin
descartar lesion de alto grado cervical), neoplasia
intraepitelial grado 1(NIE I).

Clasificacion del Pap segun lesion escamosa de bajo

grado:

» Pap(+): Pap positivo cuando las muestras presentaron
FAoNIE L.

» Pap(-): Pap negativo cuando las muestras no presen-
taron FA o NIE I, aunque si podian presentar otras
alteraciones citologicas.

El procesamiento de las muestras (extraccion del ADN
y cribado de las muestras para el VPH) fue realizado en
el Laboratorio de Inmunoparasitologia Molecular del
Centro de Excelencia en Medicina Translacional de la
Universidad de La Frontera, la clasificaciéon en VPH-AR
y VPH-BR en el Laboratorio de Diagnéstico Clinico Mo-
lecular de la Universidad de Concepcion y los Pap fueron
realizados en la Unidad de Anatomia Patolégica-Citologia
del Hospital Hernan Henriquez Aravena de Temuco.

Cada joven participante fue informada de los resultados
de sumuestra y se le entreg6 una consejeria sobre lo que
significaba el resultado del Pap y del VPH.
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Andlisis de resultados

Todos los datos fueron codificados e ingresados en
una base digital. Se realiz6 andlisis descriptivo con tablas
de contingencia de frecuencias absolutas y relativas. Los
datos de las variables cuantitativas fueron obtenidos con
los estadigrafos rango, promedio y desviacion estandar
(DE). Para la comparacion de porcentajes se utilizd la
prueba exacta de Fisher. Nivel de significacion fue de
5%.

Resultados

Participaron 182 mujeres jovenes universitarias,
asintomaticas, sin vacuna para VPH, de distintas carreras
y universidades de la ciudad de Temuco. Sin embargo,
el grupo de estudio quedd conformado por 177 jovenes,
debiéndose excluir cinco muestras que fueron inadecuadas
para el examen de Pap. El rango de edad fue entre 18 y
24 afios con un promedio de 21,5 £ 1,5 afos. La edad de
inicio de actividad sexual fue entre 14 a 22 afios, con un
promedio de 17,5 + 1,82 afios. El tiempo de actividad
de sexual fue de 1 a 9 afios, con un promedio de 4,0 +
1,9 afios. Tenian tres o menos afios de vida sexual activa
40,7% de las jovenes.

Diagndstico de los Pap

El 53,1% (94/177) de las jovenes presenté un Pap
Normal y 46,9% (83/177) alteraciones citologicas cervi-
cales: 29,4% inflamacion inespecifica’hemorragico, 2,3%
Candida/VHS, 3,4% con signos de VPH, 10,2% frotis
atipico y 1,7% NIE I (Tabla 1). Al sumar los casos con
frotis atipico mas las NIE I, se obtuvo 11,9% de jovenes
con una lesion escamosa de bajo grado.
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Todas las muestras que fueron positivas parala RPC L1
pudieron ser clasificadas en VPHAR y VPHBR mediante
la RPC E6/E7 anidada a tiempo real.

Al comparar la clasificacion de VPH entre Normal
versus la alteracion Candida/VHS y entre Normal versus
frotis atipico, se encontraron diferencias significativas
(p < 0,05), siendo las otras comparaciones no significa-
tivas (Tabla 1). La frecuencia total de VPH fue 31,1%
(55/177). Segun el riesgo oncogénico, se observo para el
total del grupo de estudio, 24,3% de casos con VPH-AR
y 6,8% con VPH-BR. En las jovenes con alteraciones
citologicas o Pap alterado se observo 67,4% (29/43)
de VPH-AR y analizando el total de casos (VPHAR,
VPHBR vy negativos) en cada grupo con alteracion ci-
tologica los porcentajes obtenidos para VPHAR fueron:
inflamacion inespecifica o hemorragico 21,2% (11/52),
inflamacion por Candida o VHS 75% (3/4), signos de
VPH 16,7%(1/6), frotis atipicos 66,7%(12/18) y NIE 1
66,7% (2/3) (Tabla 1).

Se destaca el porcentaje de jovenes con virus de AR
(66,7%, 14/21) entre las que tenian un frotis atipico o una
NIE I, versus aquellas que no tenian un frotis atipico o
una NIE I (18,6%, 29/156) (Tabla 1).

La Tabla 2 muestra la asociacion de las lesiones cer-
vicales frotis atipico y NIE I [expresados como Pap (+)],
VPH y conductas sexuales en las jovenes universitarias.
No se observo asociacion significativa en las variables
analizadas [Pap (+), Pap (-), VPH-AR, VPH-BR y con-
ductas sexuales].

En la Tabla 3, se asocian afios de actividad sexual,
VPH y hallazgos al Pap. Se obtuvo una diferencia signi-
ficativa (p = 0,009) en relacion a jovenes con un Pap (+)
que llevaban < 3 afos de actividad sexual (4,2%) versus
aquellas con 4 a 9 afios de actividad sexual (17,1%).

Tabla 1. Clasificacion del tipo de VPH segun alteraciones citologicas cervicales en las jovenes universitarias

Alteraciones citoldgicas cervicales Total
Normal 94(53,1)
Inflamacién Inesp. o Hem 52(29,4)
Candida/VHS 4(2,3)
Signos de VPH 6(3,4)
FA 18(10,2)
NIE | 3(1,7)
Total 177(100)

Clasificacion del VPH N (%)

AR BR Neg
14(14,9) 8(8,5) 72(76,6)
11(21,2) 2(3,8) 39(75,0)
3(75,0) 1(25,0)
1(16,7) 2(33,3) 3(50,0)
12(66,7) 6(33,3)
2(66,7) 1(33,3)
43(24,3) 12(6,8) 122(68,9)

p*

0,432
0,028
0,104
<0,001
0,087

*Prueba Exacta de Fisher para asociar clasificacién del VPH segln alteraciones citolégicas cervicales (normal vs cada alteracion). Normal: frotis negativo para la presencia
de células neoplasicas o algun tipo de alteracién citolégica. Inflamacién inesp. o Hem: inflamacién Inespecifica o hemorrégico (frotis con presencia de sangre). Candida/
VHS: frotis con Inflamacién por Candida o virus herpes simplex. VPH: signos morfolégicos (coilocitos) de infeccion por VPH. FA: frotis atipico, células escamosas atipicas
de significado indeterminado o células escamosas atipicas, sin descartar una lesién escamosa de alto grado. NIE I: neoplasia intraepitelial grado I. VPH: virus papiloma
humano. AR: VPH alto riesgo. BR: VPH bajo riesgo. Neg: muestra negativa a VPH.
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Tabla 2. Asociacion de las lesiones cervicales (Frotis atipico, NIE I) y VPH segin conductas sexuales en las jovenes universitarias.
Total Negativas a FA, PositivasaFAy Negativas a VPHAR (+) y VPHAR (+) y
NIEl y VPH NIE I (Pap (+)) VPHBR Pap (-) Pap (+)
n =177 n =62 n =21 n =165 n =29 n=14
Conducta sexual n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
N° Parejas sexuales (Ultimos 3 afios)
1 68 (38,4) 21(30,9) 8(11,8) 63 (92,7) 8(11,8) 6 (8,8
2 44 (24,9) 19 (43,2) 3 (6,8 40 (90,9) 12 (27,3) 2 (4,6)
>3 65 (36,7) 21(32,3) 10 (15,4) 62 (95,4) 9(13,9 6 (9,2)
p 0,395 0,443 0,603 0,092 0,686
Uso de métodos de prevencién
Ninguno 25(14,1) 10 (40,0) 3(12,0) 23(92,0) 5(20,0) 2 (8,0
Preservativo 27 (15,3) 9(33,3) 2 (7,4 26 (96,3) 6(22,2) 1 3.7)
Anticonceptivo 102 (57,6) 37 (36,3) 14 (13,7) 94 (92,2) 16 (15,7) 9 (8,8
Ambos 23(13,0) 5(21,7) 2 (8,7) 22 (95,7) 2 (8,7) 2 (8,7)
p 0,559 0,85 0,904 0,575 0,918
Pap anteriores
0 108 (61,0) 32 (29,6) 9 (8,3) 100 (92,6) 15(13,9) 6 (56)
1-2 56 (31,6) 24 (42,9) 11(19,6) 54 (96,4) 12 (21,4) 7(12,5
=3 13 (7,3) 5(38,5) 1 (7,7) 11 (84,6) 2(15,4) 1 (.7)
p 0,217 0,092 0,213 0,488 0,24
Datos expresados en frecuencias y porcentajes: n (%). Prueba Exacta de Fisher. FA: Frotis atipico células escamosas atipicas de significado indeterminado o células escamosas
atipicas, sin descartar una lesion escamosa de alto grado. NIE I: neoplasia intraepitelial grado I. Pap (+): Pap positivo si las muestras presentaron FA o NIE I. Pap (-): Pap
negativo si las muestras no presentaron frotis atipicos o NIE | aunque si podian presentar otras alteraciones citoldgicas. Preservativo: condén masculino. Anticonceptivo:
incluye pildora, inyeccién, implante y DIU. Ambos: preservativo mas algun anticonceptivo. Pap anteriores: nimero de Pap realizados por las participantes antes de entrar
en el estudio.

Tabla 3. Ainos de actividad sexual asociada a VPH o alteracion cervical en las estudiantes universitarias

<3

Alteracion cervical n (%)
Pap (+) neg 69 (95,8)
pos 3 4.2
VPH-AR (+)/Pap (+) no 70 (97,2)
si 2 (2,8
VPH-AR (+)/Pap (-) no 60 (83,3)
si 12 (16,7)

Anos de actividad sexual

>3
n (%) p RP ICRP

87 (82,9) 0,009 4,1 1,25-13,45
18 (17,1)

93 (88,6) 0,046 41 0,94-17.8
12 (11,4)

88 (83,8) 1 0,97 0,49-1,90
17 (16,2)

Pap (+): Pap positivo si las muestras presentaron FA o NIE I. Pap (-): Pap negativo si las muestras no presentaron frotis atipicos o NIE |
aunque si podian presentar otras alteraciones citolégicas. RP: razén de prevalencia. ICRP: Intervalo de confianza de la razén de prevalencia

Ademas, el porcentaje de jovenes con Pap (+) y VPH-AR
(+) se asocid significativamente con afios de actividad
sexual (p = 0,046). Sin embargo, no se puede afirmar
clinicamente que tener sobre tres afios de actividad sexual
sea un posible factor de riesgo de esta respuesta positiva
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(IC95% RP: 0,94-17.,8).

En relacion a conductas sexuales, destaca que 15,3%
de las jovenes usaba s6lo preservativo, 57,6% usaba s6lo
anticonceptivo y 38,9% se habian tomado el Pap entre una
y tres veces previamente.

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (4): 421-427



Discusion

Elinicio cada vez mas precoz de actividad sexual en las
adolescentes chilenas es un factor importante a considerar
desde el punto de vista de salud publica en el ambito de
la prevencion y promocion en relacion a las ITS y CCU.

El presente estudio reporta resultados en un grupo de
estudiantes universitarias menores de 25 afios, sobre el
estado de su cuello uterino, VPH y conductas sexuales.

En relacion a los cinco casos que debieron excluirse
por muestra inadecuada para lectura del Pap se realizaron
los esfuerzos necesarios para repetirles la toma del Pap
pero no hubo éxito.

Casi la mitad de las estudiantes universitarias (46,9%)
presentaron distintas alteraciones citologicas en su Pap
con presencia de VPH-AR en 34,9% de estos casos. En
adolescentes y jovenes, ya se han reportado Pap con
inflamaciones inespecificas, presencia de alguna ITS, NIE
o0 hasta un cancer cervical®!"""*. Un estudio realizado en
mujeres asintomaticas, reporta 59,6% de Pap inflamato-
rios con cultivo positivo a microorganismos, siendo la
vaginosis bacteriana el diagndstico mas frecuente®.

E131,7% de las estudiantes universitarias participantes
en este estudio present6 Pap con inflamacion inespecifica
0 hemorrégico o bien Candida sp o virus herpes simplex
(con mayor niimero de positivos para VPH), ofreciendo
este escenario, un mayor riesgo de infeccion con el VPH
o co-infeccion con otra ITS. Ademas, estas alteraciones
citologicas cervicales observadas en el Pap de una joven,
podrian ser una sefial que indicara que la joven esta
mas expuesta o mas susceptible a tener una infeccion,
reinfeccion o auto-infeccion viral, debido a que estas
alteraciones anteriormente mencionadas, pueden producir
micro-erosiones en la mucosa cervical permitiendo al
VPH alcanzar la capa basal de ésta. Un estudio reporta que
16,7% de las mujeres con inflamacion persistente en el Pap
tenian una NIE?'. Por otro lado, se ha observado aumento
de bacterias anaerdbicas en mujeres con VPH-AR y un
aumento en la intensidad de una NIE asociada a mayor
diversidad de la microbiota, sugiriendo que ésta, podria
estar involucrada en la persistencia viral y la progresion
de la lesion®*%.

En relacion a la frecuencia total del VPH, ésta fue
similar a lo descrito en otras investigaciones para esta
poblacion®*2, En la mayoria de las jovenes con VPH-
AR se observaron desde Pap normales hasta NIE 1. Sin
embargo, los casos con frotis atipicos y NIE I presentaron
una mayor proporcion de casos con VPH-AR en relacion
a los casos con Pap Normal. Por otro lado, se observo
diferencias significativas al comparar la clasificacion del
VPH entre un Pap Normal versus el grupo de jovenes
que tenian Candida/VHS y entre un Pap Normal versus
un frotis atipico.

Castellsague y cols.?, observaron que mas de 25% de
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las mujeres fue infectada con el VPH dentro del primer
afio de comenzada su actividad sexual y la infeccion
se asoci6 fuertemente con el desarrollo de NIE. En ese
sentido, las mujeres universitarias que tenian cuatro o mas
aflos de actividad sexual presentaron la probabilidad de
tener un diagndstico positivo a FA o NIE, 4,1 veces mas
que las jovenes que tenian < 3 afios, reafirmando que la
variable afios de actividad sexual seria un posible factor
de riesgo para tener un Pap positivo a FA o NIE. Es por
estos hallazgos, que este grupo de jovenes conforma un
grupo potencialmente en riesgo, si presentan persistencia
o reinfeccion con otro tipo de VPH-AR.

En relacion a conductas sexuales, VPH y Pap (Ta-
bla 2) no se observo una asociacion significativa entre
las variables, solamente una tendencia (p = 0,09) en
los grupos “Positivas a FA/NIE I y Pap anteriores” y
“VPHAR (+)/Pap (-) y nimero de parejas sexuales”. Por
otra parte, mas de un tercio de las jovenes habia tenido
>3 parejas sexuales en los ultimos tres afios, pero no
por ello, se observaron mas casos de VPH-AR (+) con
Pap (+) en relacion al grupo que habia tenido s6lo una
pareja. Asimismo, 61,0% de las jovenes se realizo el
Pap por primera vez, a pesar que 58,2% informaba ser
sexualmente activa por mas de tres afios. Rodriguez y
cols.*”, reportan que 75% de las mujeres no se realiza el
Pap por falta de motivacion, aun sabiendo la utilidad del
examen. Por consiguiente, se podria especular que, en el
grupo de estudiantes universitarias estudiado, un factor
importante para realizarse un Pap seria la motivacion,
mas que la falta de conocimiento, puesto que 85% de
ellas sabia sobre las ITS (dato no publicado ni mostrado
en los resultados) y casi 40% se habia realizado un
Pap a pesar que aun no tenian la edad para ingresar al
programa de tamizaje del CCU normado en Chile. Y en
relacion a que solo 28,8% tenia relaciones sexuales con
preservativo (solo o junto al anticonceptivo),Villegas y
cols.’!, reportan que las jovenes chilenas reconocen estar
en riesgo de adquirir ITS/VIH. Sin embargo, alrededor
de un tercio de las participantes manifestaron no sentirse
preocupadas o poco preocupadas por adquirir una ITS o
el VIH. Sobre esto, Eguiluz-Cardenas y cols.*?, reportan
que el factor confianza y el conocer o no a la otra persona
influye sobre el uso del preservativo.

Por otro lado, se puede mencionar como una limitante
del presente estudio que la metodologia utilizada no fue
verificada para afirmar que amplifica los VPH-BR 26, 34,
43y 70y los VPH-AR 45, 51 y 68. Como asi mismo, en
la revision realizada no se encontrd alguna publicacion
que hubiera reportado la identificacion de los tipos virales
mencionados anteriormente mediante esta misma técnica.

Sin embargo, se puede comentar como una ventaja,
que la metodologia permite clasificar en alto y bajo riesgo
en s6lo dos amplificaciones, sin la necesidad de usar
sondas para RLB (reverse line blof) o secuenciacion o
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