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Resumen

Objetivo. La identificacion de la infeccion por tipos de alto
riesgo del virus del papiloma humano (VPH) es una herra-
mienta Util para el cribado de cancer del cuello uterino. Las
distintas técnicas aplicadas para su detecciéon deben con-
trastarse y validarse para su empleo en la tamizacién pobla-
cional. Material y métodos. Se evaltan tres técnicas para
la deteccién del VPH en 166 muestras cervicales proceden-
tes de mujeres atendidas en una clinica de dermatologfa en
Oviedo (Espana): a) PCR-EIA mediante consensos MY09/
MYOI1; b) PCR con line blot hybridization (PCR-LBH) con
consensos PGMY;y c) hybrid capture 2. Resultados. E| ADN-
VPH se reconocié en 29.5%, 25.3% y 24.7%, de acuerdo con
el ensayo. La concordancia global entre PCR-EIA,PCR-LBH y
HC2 fue de 73.5% con los valores de kappa superiores a 0.56
entre los ensayos (p<0.001). Conclusiones. La prevalencia
de tipos de alto riesgo oncogénico asi como de las lesiones
fue similar en los tres ensayos. En virtud de que las técni-
cas son comparables, su eleccién debe basarse en las con-
diciones individuales de cada laboratorio y el volumen de
muestras por procesar.
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Abstract

Objective: Detection of high-risk human papillomavirus
types (HPV) infection is an important tool in the screening
of cervical cancer and triage of cytological abnormalities.
The different techniques for detection of this cancer need
to be contrasted and validated for use in population screen-
ing. Material and Methods: Cervical cell samples were
collected from 166 women attending a dermatology clinic
in Oviedo (Spain). We evaluated the performance of three
different assays for VPH detection.The methods utilized were
I) In-house PCR-EIA using LI consensus primers MY09/
MY 1,2) A PCR-reverse line blot hybridization (PCR-LBH)
that uses LI consensus PGMY primers. 3) Hybrid Capture
2. All assays were performed blinded. The kappa statistic
was used to test for global agreement between assay pairs.
Results: HPY DNA was detected in 24,7%, 25,3% and 29,5%
of the women, respective to the assay. The overall agree-
ment between the in-house PCR, PCR-LBH and HC2 was
(73.5%) with all kappa values between assay pairs exceed-
ing 0.56 (p<0.001). Conclusion:The three HPV assays were
equally accurate in estimating high-risk HPV prevalence and
HPV-related lesions. The method for HPV detection must
be decided depending on the goals of the search (screening,
follow-up or molecular studies).
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L a infeccién persistente por ciertos tipos de virus
del papiloma humano (VPH) es el factor de riesgo

mas importante para el desarrollo de cancer de cérvix.

En la actualidad, la citologia cervical es la herra-
mienta més usada para el cribado del cancer cervical.
Sin embargo, dada la importancia de la infeccién por
VPH como factor etioldgico de esta tumoracion, se ha
propuesto la deteccion viral en los programas de cri-
bado de céncer cervical en algunos paises'y es una téc-
nica aprobada en fecha reciente por la Organizacién
Mundial de la Salud para la tamizacién primaria del
cancer de cuello uterino (http:/ /www.iarc.fr/ pageroot/
PRELEASES/pr151a.html). Con toda claridad, estos
instrumentos dependen del desarrollo de las técnicas
moleculares. Las técnicas deben tener la sensibilidad y
especificidad necesarias, ademds de una buena repro-
ducibilidad, para considerarlas ptimas y aplicarlas en
la deteccién del VPH en la practica clinica. Desde la
introduccién del diagnéstico Atypical squamous cells
of unknown significance (ASC-US) en la clasificacién de
Bethesda ha resultado controversial la forma de aten-
der a las pacientes con este diagndstico.>* Es por ello
que algunos autores han considerado ahora la identi-
ficaci6én dela infeccién por VPH en mujeres con diagnés-
tico de ASC-US.** La posibilidad de reducir el porcentaje
de falsos negativos de citologia en el primer cribado de
la poblaci6n y la incorporacién de una prueba molecular
de VPH son algunas de las razones para evaluar estas
pruebas.

Hoy en dia existen muchos protocolos descritos
en publicaciones que se utilizan en los laboratorios para
reconocer el VPH, pero se dispone de escasa infor-
macién acerca de su sensibilidad, especificidad y re-
producibilidad. La tinica excepcién es la técnica captura
de hibridos 2 para VPH (HC2, Digene Corporation,
Gaithersburg, MA), que esté disponible como método
estandarizado y lo ha aprobado ya la Food and Drug
Administration de Estados Unidos.

El objetivo del estudio es comparar los métodos di-
ferentes para la deteccién del VPH (dos protocolos de
PCR y HC2) en muestras clinicas y evaluar su utiliza-
cion en la préctica clinica. En Espafia, la prevalencia
de la infeccién en la poblacién general es baja, razén
por la cual se selecciond a un grupo de mujeres de alto
riesgo para la infeccién por VPH para la comparacion
de los tres métodos.

Para evaluar de forma global las propiedades de
los ensayos es preciso realizar una comparacion directa
delos resultados obtenidos con los tres ensayos. En con-
secuencia, se requiere este tipo de evaluacién para ele-
gir la prueba adecuada para una aplicacién particular
(estudio poblacional, cribado, pacientes con ASC-US) e
informar los limites de interpretacion de las técnicas.
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Material y métodos

Seincluy6 a un total de 166 mujeres atendidas para con-
trol comun en el Hospital Monte Naranco de Oviedo en
la clinica de dermatologia y enfermedades de transmi-
sion sexual durante el periodo de octubre de 1997 a
marzo de 1999. Todas las mujeres incluidas declararon
trabajar como prostitutas.

Después de firmar un consentimiento informado,
todas las participantes se sometieron a un examen gi-
necoldgico y se obtuvieron muestras de exfoliados ce-
lulares mediante espatula de Ayre y cepillo cervical
para estudio citolégico y deteccion de ADN-VPH. To-
das las muestras se almacenaron en 1 ml de 0.1 M PBS
a -20°C hasta su procesamiento. Se prepararon cuatro
alicuotas y se remitieron a cuatro laboratorios diferen-
tes para la deteccién del VPH (General Lab, Barcelona,
Espafia; Molecular Diagnostics, Londres, UK; Roche
Molecular Systems, Alameda, Estados Unidos; e Ins-
titut Catala d’Oncologia, Barcelona, Espaiia). Este es-
tudio doble ciego se efectud entre los laboratorios
sefialados y los resultados se enviaron a una oficina
central (Servicio de Epidemiologia y Registro del Can-
cer del Institut Catala d’Oncologia) donde se realiz6 el
analisis estadistico.

1. PCR-EIA. La extraccién del ADN se llevé a cabo
mediante lisis con proteinasa K durante dos ho-
ras a 55°C, con posterior inactivacion a 95°C du-
rante 10 minutos. Se utilizaron cinco microlitros
de ADN extraido para el ensayo de PCR con los
cebadores consenso MY09/MY011 que amplifican
una regioén del gen L1 del VPH. La PCR se realiz6
en 50 ul de reaccién que contenia 2.5 mM de
MgCl,, 10 mM de Tris HCl, 50 mM de KCl, 2 uM
de dNTP, 1 uM de d-UTP-digoxigenina (DIG), 25
pmol de cada cebador y 1 U de polimerasa Taq
(Roche Diagnostics, S.L). La reaccién de ampli-
ficacion se efectud durante 40 ciclos de 95°C, 55°C
y 72°C por un minuto. Los cebadores PC04/GH20
se utilizaron para amplificar un fragmento gen
humano de la globina beta como control interno
de integridad del ADN y ausencia de inhibidores
de la PCR.47

Se inmovilizaron en una microplaca sondas ge-
néricas y de tipo especifico para el VPH. Los pro-
ductos de PCR marcados y desnaturalizados con
0.4 N de NaOH se hibridaron bajo condiciones de
temperaturas astringentes y luego se detectaron
mediante anticuerpos antidigoxigenina conjuga-
dos con peroxida y un sustrato colorimétrico. Las
muestras positivas se probaron para los tipos de
VPH 16, 18, 31, 33 y 39. Las muestras positivas
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para VPH que no se hibridaron con ninguna de
estas sondas se clasificaron como VPH X.

2. PCR-reverse line blot hybridization (PCR-LBH). En
fecha reciente, Roche ha desarrollado un ensayo
con cebadores PGMY09/11 que amplifican tam-
bién el gen L1 del VPH y cebadores para la glo-
bina beta PC04/GH20 como control positivo de
la amplificacién. La reacciéon de PCR se realiz6
con 5 ml de ADN, dNTP (dATP, dCTP y dGTP
(10 mM]; dUTP [30 mM]) y polimerasa AmpliTaq
Gold DNA. Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes: 9 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos
de un minuto a 95°C, un minuto a 55°C y un mi-
nuto a 72°C. El producto de PCR se desnaturaliz6
(0.13 N de NaOH) y se colocé en una bandeja de
hibridacién; la posterior tipificacién se realiz6 me-
diante hibridacién del producto de PCR en una
tira con 27 sondas de VPH y dos sondas de globi-
na beta®. Las sondas de VPH de alto riesgo in-
cluidas fueron 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55,
56, 58, 59, 68, MM4, MM7 y MMJ9. La hibridacion
se efectud a 53°C asi como los lavados posteriores
a la misma. La deteccién del producto biotinilado
se realiz6 mediante incubacién con conjugado de
peroxidasa de antestreptovidina y a continuacién
se emple un sustrato (tetrametilbencidina) para
visualizar la reaccién. Esta técnica se practicd en
los laboratorios Roche Molecular Systems, Alame-
da, y Molecular Diagnostics, Londres.

3. Hybrid capture 2 (HC2). Este ensayo se basa en la
hibridacién con sondas de ARN complementarias
de la secuencia genémica de 13 tipos de VPH de
alto riesgo oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68). Las células cervicales se
lisaron en solucién para liberar el ADN, el cual se
desnaturalizé, y luego se incubaron con sondas de
ARN en unas condiciones estrictas que permiten
la formacion del hibrido ARN-ADN. La estructura
tridimensional especifica de este hibrido la reco-
noce y captura un anticuerpo conjugado con fos-
fatasa alcalina que estd ligado a las paredes de un
pozo de microplaca. Los hibridos inmovilizados
se detectaron mediante adicién de un sustrato que
reacciona con la fosfatasa alcalina y produce foto-
nes. La luz emitida se mide en un luminémetro y
se expresa como unidad relativa de luz (RLU). Este
ensayo se efectué en el laboratorio de VPH del
Institut Catala d’Oncologia, Barcelona.

Analisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de McNemar para comparar la tasa
de positividad entre los diferentes ensayos. Debido a
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la concordancia tan notable entre los dos laboratorios
que utilizaron PCR-LBH (sélo dos casos inconsisten-
tes), los resultados de ambos laboratorios se combina-
ron para el andlisis (los dos casos discordantes se
consideraron positivos). La prueba estadistica kappa
se usé para relacionar los dos ensayos: PCR-LBH y
PCR-EIA, PCR-LBH y HC2. Sélo se consideraron los
tipos de alto riesgo identificados por los tres ensayos.

Resultados

La prevalencia de la deteccién de la infeccién por VPH
en la poblacién estudiada se encuentra en los limites
de 24.7 a 29.5%, de acuerdo con la técnica utilizada.
Las diferencias entre los distintos ensayos para identi-
ficar VPH no fueron estadisticamente significativas
(cuadro I). La concordancia global entre los tres ensa-
yos fue de 122/166 (73.5%). El valor de kappa para la
comparacién entre PCR-EIA y PCR-LBH fue de 0.59
(p<0.00) y de 0.57 (p <0.00) para PCR-LBH y HC2 . En
ambas comparaciones el valor de la kappa se interpreta
como la concordancia entre ensayos para reconocer
muestras positivas o negativas. La prueba de McNe-
mar no fue significativamente estadistica en ambos
casos, lo cual indica que los tres ensayos no diferian en
la deteccion de muestras positivas.

De las 166 mujeres, 41.6% (69/166) fue positivo
para ADN del VPH cuando se considerd la positivi-
dad de los tres ensayos; se detect6 en 49/166 por PCR-
EIA, 42/166 por PCR-LBH y 41/166 por HC2.

La concordancia entre PCR-LBH y PCR-EIA fue
de 84% (cuadro II). La tasa de deteccién fue mayor con
PCR-EIA. La comparacién entre los resultados obteni-
dos para los tipos de alto riesgo fue muy complicada
debido al amplio espectro de tipos que detecta la PCR-
LBH en comparacién con la PCR-EIA. Por lo tanto, la
comparacion especifica se limité a los tipos reconoci-
dos por ambas técnicas. El VPH 16 fue el tipo més iden-
tificado por los dos ensayos. La concordancia en la

Cuadro |
DeTeccioN bE ADN-VPH MEDIANTE TRES ENSAYOS.

Ensayo ADN-VPH +voltotal (1C95%)
PCR-EIA 49/166 29.5 (26-33)
PCR-LBH 42/166 25.3 (29-22)
HC2 411166 24.7 (21-28)
Alglin ensayo 69/166 41.6 (34.2-49.1)

Oviedo, octubre 1997-marzo 1999
PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; EIA, enzimoinmunoanalisis; LBH,
line blot hybridization; HC2, hibrid capture; IC, intervalo de confianza
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identificacion de VPH 16 fue de 70.6% y para el VPH
18 de 88%. Sin embargo, las discrepancias fueron su-
periores para la deteccién de los tipos VPH 31, 33 y 39;
cinco muestras positivas para estos tipos mediante
PCR-EIA fueron discordantes en tipo respecto de PCR-
LBH, aunque todas fueron positivas para tipos de alto
riesgo, mientras que las cuatro restantes fueron nega-
tivas (salvo una muestra que fue positiva por HC2).

El cuadro Il muestra la comparacién entre PCR-
LBH y HC2. De las 166 mujeres, la concordancia en
ambos ensayos se reconocié en 139/166 muestras
(84%). De los 27 casos con resultado discordante, s6lo
dos de 14 de HC2 con valor negativo tenian un valor
RLU en el umbral (0.90).

Se realiz6 un estudio citolégico a todas las muje-
res y so6lo 10 casos se diagnosticaron como neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) I. Se identificaron tipos de
alto riesgo oncogénico en 70% de estos casos por los
dos métodos de PCR y en 80% de los casos por HC2.
Dos muestras de NIC I fueron negativas por los tres
ensayos.

Cuadro 11
COMPARACION EN LA DETECCION DE VPH
MEDIANTE PCR-LBH Y PCR-EIA

PCR-EIA PCR-LBH positivo PCR-LBH negativo Todos
Positivo 32 17 49
Negativo 10 107 17
Todos 42 124 166

Oviedo, octubre 1997-marzo 1999
PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; EIA, enzimoinmunoanalisis; LBH,
line blot hybridization

Cuadro Il
DeteccioN b ADN-VPH MebianTE PCR-LBH
Y HC2. COMPARACION BASADA EN LOS TIPOS DE ALTO
RIESGO QUE PUEDEN DETECTARSE POR AMBOS ENSAYOS

PCR-LBH positivo PCR-LBH negativo Todos
HC2 positivo 28 13 41
HC2 negativo 14 11 125
Todos 42 124 166

Oviedo, octubre 1997-marzo 1999
PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; EIA, enzimoinmunoanalisis; LBH,
line blot hybridization, HC2, Irbid capture
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Discusion

La deteccién del VPH estd reconocida como instrumen-
to util para la disminucién de la incidencia y mortali-
dad del cancer de cuello uterino. Numerosos grupos
evaldan la posibilidad de emplear distintas técnicas
moleculares para la deteccién del VPH como herra-
mienta en el cribado primario del cancer cervical y la
atencién de las pacientes con diagnéstico de ASC-US
y lesiones de bajo grado.>®7%1% Pese a ello, es impor-
tante que las técnicas aplicadas tengan una gran sensi-
bilidad y especificidad para la deteccién de VPH. Como
paso anterior a una posible utilizacion a gran escala
dela deteccién del VPH, se ha calculado la prevalencia
de la infeccién por VPH mediante tres protocolos dife-
rentes en una poblacion de alto riesgo para la infec-
cion. Los resultados demuestran que las tres técnicas
de deteccién del VPH seleccionadas tuvieron un perfil
de sensibilidad y especificidad similar. La prevalencia
de la infeccion en esta poblacién de alto riesgo fue se-
mejante para cada uno de los ensayos utilizados (24.7
a 29.5%), aunque la prevalencia global basada en un
resultado positivo por algtin ensayo fue de 41.6. Estos
datos indican que si bien existe una razonable con-
cordancia entre las técnicas seleccionadas, el uso de
un solo ensayo en estudios de prevalencia tal vez no
refleje la tasa real de infeccion. No obstante, y de acuer-
do con otros estudios, las tres técnicas detectan entre
70 y 80% de los LSIL (no se diagnosticé ningtin HSIL
en esta serie), un porcentaje que coincide con los resul-
tados observados en otros estudios, incluido el HSIL.5
Por tltimo, una parte de estos LSIL en los cuales no se
detecté6 VPH puede atribuirse a la subjetividad de la
interpretacién de la citologia y una clasificacién in-
correcta de los cambios observados no relacionados
con la infeccién, aunque también puede tratarse de
una regresion de la infeccién anterior a la resolucion
de los cambios morfoldgicos; también son posibles in-
fecciones con VPH de bajo riesgo que no incluyen las
pruebas.

Los métodos de PCR basados en la amplificacién
de ADN de VPH poseen una alta sensibilidad para la
deteccion del virus en muestras cervicovaginales.!
Estos ensayos presentan el problema de la posible con-
taminacion con producto amplificado, por lo que de-
ben realizarse en laboratorios especializados. Por otro
lado, los métodos comercializados de amplificacién de
la sefial (HC2) tienen en teoria menor sensibilidad pero
un menor riesgo de contaminacion, y por ello son més
faciles de introducir en laboratorios de diagnéstico.
Sin embargo, es importante remarcar que en su aplica-
cion clinica, la sensibilidad para la deteccion de ADN
de VPH puede ser de menor relevancia que la especi-
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ficidad de un ensayo para la identificacion de mujeres
con lesiones cervicales precancerosas.

Si se analizan las discrepancias observadas, segtin
sea la técnica utilizada, 16% de los casos entre las téc-
nicas de PCR-EIA y PCR-LBH es discordante. No obs-
tante, si la comparacion entre las dos PCR se limita a
los cinco tipos identificados por PCR-EIA, se muestra
una notoria concordancia para la identificacion de VPH
16 y 18 (la concordancia para los otros tipos es infe-
rior). Estas diferencias son explicables ya que los ceba-
dores PGYM09/11 se redisefiaron a partir del sistema
MY09/11 y estudios previos demuestran que poseen
mayor potencial para tipificar los VPH para los cuales
se redisenaron. Pese a ello, los cebadores MY(09/11 con
la sonda genérica identifican con mayor facilidad a
mujeres positivas.®!! En consecuencia, existe variabili-
dad en la sensibilidad de la deteccion de los diferentes
tipos de VPH segtin sea la técnica empleada. Otros es-
tudios muestran también notables discrepancias en la
deteccion especifica cuando comparan dos PCR ba-
sadas en otros cebadores (GP5+/GP6+ 0o MY09/11).12
Alrededor de 50% de las mujeres tenia mas de un tipo
de alto riesgo. La importancia clinica de las infeccio-
nes miiltiples todavia no estd bien definida, aunque
estudios preliminares indican que un alto porcentaje
de las lesiones de alto grado posee infecciones muilti-
ples en comparacion con las lesiones de bajo grado.

En muestras de carcinoma, la prevalencia de la
infeccién multiple es menor, lo que podria explicarse
si se considera la hipétesis clonal de la carcinogénesis
cervical.* En este sentido, las infecciones multiples
podrian reflejar una mayor tolerancia inmunolégica a
la infeccion por VPH, con la acumulacion consecuente
de infecciones. Desde este punto de vista, las infeccio-
nes miultiples pueden representar un marcador de per-
sistencia de la infeccién, lo cual han demostrado
algunos estudios como un posible factor de progresion
de la lesion.®

En este analisis, HC2 detecté6 a menos mujeres
positivas que las técnicas de PCR. Estas diferencias
fueron menores respecto de la PCR-LBH (41 contra 42)
en comparacion con la PCR-EIA mediante la sonda
genérica (41 contra 49). La discrepancia en los casos
PCR-LBH+/HC2- puede atribuirse a la gran sensibili-
dad de los ensayos de PCR, aunque ésta no permite
explicar los 13 casos positivos y negativos a HC2 para
PCR. Con anterioridad se indic que las sondas de HC2
pueden suscitar reacciones cruzadas con otros tipos que
no estan presentes en la PCR-LBH y que corresponden
a tipos de bajo riesgo. Estas muestras pueden conside-
rarse como “falsos positivos” para HC2. No obstante,
por otro lado, fallas en la amplificacién de la PCR por
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deleciones o cambios en la secuencia viral pueden tam-
bién afectar el resultado de la PCR.

Como se ha mostrado en este trabajo, las dos prue-
bas moleculares que presentan los niveles de sensibi-
lidad y especificidad deseados més utilizadas en la
deteccién de VPH son la captura de hibridos y las téc-
nicas basadas en PCR, si bien ambas poseen ventajas y
desventajas.

La captura de hibridos es una técnica que puede
aplicarse con facilidad en los laboratorios, ya que no
requiere instalaciones especiales como personal con
amplia experiencia en técnicas moleculares, aunque
puede tener un cierto grado de reacciones cruzadas con
otros tipos de bajo riesgo oncogénico, los denomina-
dos falsos positivos.® Por el momento, la técnica no
permite conocer el tipo especifico de VPH, lo que en
un futuro puede ser un factor limitante si se confirma
la mas rapida progresion de las infecciones por VPH
16y 18.5

Las técnicas basadas en PCR permiten conocer el
tipo especifico y las infecciones muiltiples, lo que posi-
bilita el seguimiento particular de la persistencia de la
infeccién. Sin embargo, tiene desventajas, como la ne-
cesidad de contar con espacios adecuados y personal
con experiencia para minimizar los riesgos inherentes
a las técnicas de amplificacién. Estos factores limitan
su incorporacién en muchos laboratorios. Por lo tanto,
es necesario focalizar los esfuerzos en el desarrollo de
un método rapido, facil, sensible y especifico para iden-
tificar tipos de alto riesgo oncogénico de VPH; més atin,
debe tener una aplicacion a gran escala y costo mode-
rado para que todas las mujeres tengan acceso a él.

En conclusidn, los resultados muestran tres méto-
dos comparables en la deteccién de la prevalencia de
la infeccién por VPH. Es recomendable la utilizacién
de pruebas estandarizadas. La introduccién de nue-
vas pruebas de deteccion de VPH debe acompanarse
de una evaluacion de la validez interna de las mismas.
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