Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud. 2024, 22(1): e22122405

Articulo Original/ Original Article
10.18004/mem.iics/1812-9528/2024. e22122405

Comparacion de técnicas moleculares de deteccion
del virus del papiloma humano en muestras
cervicales de mujeres paraguayas

*Verodnica Villagra-Carréon! , Langjahr Patricia® , Maria Liz Bobadilla®t ,

Gladys Beatriz Olmedo! , Nelly Maldonado?

IMinisterio de Salud Publica y Bienestar Social Asuncion, Paraguay, Laboratorio Central de
Salud Publica, Departamento de Inmunologia. Asuncién, Paraguay

2Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, Décimo Octava Regidon Sanitaria. Asuncion,
Paraguay

3Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Quimicas, Direccion de
Investigaciones, Departamento de Biotecnologia. San Lorenzo, Paraguay

Editor Responsable: Florencia del Puerto . Universidad Nacional de Asuncién, Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud, San Lorenzo, Paraguay. Email: colepuerto@hotmail.com

Como referenciar este articulo/ Villagra V, Langjahr P, Bobadilla ML,

How to reference this article: Olmedo B, Maldonado N. Comparacion de
técnicas moleculares de deteccion del virus del
papiloma humano en muestras cervicales de
mujeres paraguayas. Mem. Inst. Investig.
Cienc. Salud. 2024; 22(1): e22122405.

RESUMEN

El virus del papiloma humano (VPH) es causa necesaria pero no suficiente del
cancer de cuello uterino (CCU), cuarta causa de muerte en mujeres a nivel mundial.
En nuestro pais, la incidencia y mortalidad de CCU es de 30,6 y 16,7 por 100.000
mujeres, respectivamente; siendo un problema de salud publica. Los VPH son de
alto riesgo oncogénico (VPH-AR), asociados a neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
y bajo riesgo oncogénico (VPH-BR), relacionados a verrugas genitales. El objetivo
fue comparar dos pruebas diagnosticas de deteccion de VPH, PCR en tiempo real y
PCR seguida de hibridacion reversa, en la poblacion estudiada. Se seleccionaron
218 muestras cervicales de mujeres paraguayas analizadas por PCR en tiempo real
(Abbott), luego por PCR seguida de hibridacion reversa (CLART HPV2) que detecta
35 tipos de VPH. Por este ultimo método los tipos mas frecuentes en infecciones
simples fueron VPH-16 y VPH-18, de los VPH-AR. Dentro de los VPH- PAR (Probable
Alto Riesgo) VPH-53 fue el mas detectado y dentro de los VPH-BR, VPH-84. El VPH-
6 (de BR) se detectd solo en una muestra en forma simple y en 3 infecciones
multiples. La concordancia para deteccion de VPH-AR, comparando ambos métodos,
fue 78,44 %, con coeficiente kappa de 0,50; IC 95% (0,38-0,62), similar a lo
reportado en estudios de otros paises. Este estudio aporta datos de PCR seguida de
hibridacién reversa como apoyo al tamizaje por PCR en tiempo real ya que la
genotipificacién monitorea infecciones tipo especificas persistentes que causan NIC
contribuyendo a estudios epidemioldgicos y vacunales.
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Comparison of molecular techniques for the detection
of the of human papillomavirus in cervical cell
samples from Paraguayan women

ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is a necessary but insufficient cause of cervical
cancer (CC). It is, the fourth leading cause of death in women worldwide. In our
country, the incidence and mortality of CC is 30.6 and 16.7 per 100,000 women,
respectively. Therefore, it is a public health problem. HPV can be of high oncogenic
risk (HR-HPV), associated with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and low
oncogenic risk (HR-HPV), related to genital warts. The objective was to compare
two diagnostic tests for HPV detection, real-time PCR and PCR followed by reverse
hybridization, in the studied population. We selected 218 cervical samples from
Paraguayan women analysed by real-time PCR (Abbott), then by PCR followed by
reverse hybridization (CLART HPV2) which detects 35 HPV types. By the latter
method, the most frequent types in single infections were HPV-16 and HPV-18, of
the HR-HPVs. Among the HR-HPVs, HPV-53 was the most frequently detected and
among the LR-HPVs, HPV-84. HPV-6 (LR-HPV) was detected in only one single
sample and in 3 multiple infections. The concordance for HR-HPV detection,
comparing both methods, was 78.44%, with a kappa coefficient of 0.50; 95% CI
(0.38-0.62), similar to that reported in studies from other countries. This study
provides PCR followed by reverse hybridization data in support of real-time PCR
screening as genotyping monitors persistent type-specific infections that cause CIN
as well as contributing to epidemiological and vaccine studies.

Keywords: HR-HPV (High-risk human papillomavirus), cervical cancer (CC),
Diagnostic Tests.

INTRODUCCION

El Virus Papiloma Humano (VPH) se transmite principalmente por contacto
sexual siendo la infeccion de transmision sexual mas prevalente a nivel mundial.
Generalmente el sistema inmunitario elimina el virus, pero en algunos casos la
infeccion persiste y puede provocar neoplasias intraepiteliales cervicales de grado
1,2 y/o 3 (NIC 1,2 y 3), asi como CCU y canceres de cabeza y cuello. Ademas, los
canceres anogenitales, incluidos los de vagina, vulva, pene y ano, representan un
subconjunto de cénceres relacionados con el VPH®), El conocimiento de la historia
natural del VPH ha contribuido a la prevenciéon del CCU con el desarrollo de vacunas
y la mejora de las estrategias de tamizaje o cribado'®. La estrategia global de
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone la reduccion del CCU como
problema de salud publica, buscando que todos los paises alcancen una tasa de
incidencia de menos de 4 casos por 100 000 mujeres por aino. Para conseguirlo, de
aqui a 2030 deben alcanzarse los objetivos de alta cobertura en la vacunacion
contra el VPH, la deteccion y el tratamiento de las lesiones precancerosas y el
tratamiento del cancer®®. De acuerdo con la Agencia Internacional de Investigacién
en Cancer (IARC), los VPH de alto riesgo oncogénico (AR) en lesiones anogenitales
son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, y 68; los de probable alto
riesgo oncogénico (VPH-PAR): 26, 53, 73, y 82; y los VPH de bajo riesgo (VPH-BR):
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 70, 71, 72, 81, 83, 84, 85, y 89. Los tipos 16 y
18 son los mas prevalentes en el CCU invasivo*®. El CCU es la segunda causa de
muerte por cdncer en mujeres en paises en vias de desarrollo®, Paraguay presenta
una alta tasa de incidencia y mortalidad de CCU de 30,6 y 16,7 por 100.000
mujeres, respectivamente”). Las pruebas de VPH para tamizaje primario de CCU
son mas sensibles que la citologia cervical®°1%, Los programas de tamizaje del
CCU deben adoptar una prueba de VPH solo si ha sido validada clinicamente
demostrando una sensibilidad reproducible y constantemente alta para detectar
lesiones NIC2+ y NIC3+, y deteccion minima de infecciones del VPH irrelevantes y
transitorias®. En Paraguay el programa de vacunacion contra el VPH inicié en el
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ano 2013, en una cohorte de nifias de 9 a 11 afios, asi como la implementacién de
pruebas de VPH como tamizaje en centros de salud seleccionados!11%13)  Se
recomienda tipificar el VPH 16 y 18 para identificar a las mujeres con mayor riesgo
de CCU entre las que dan positivo al VPH®>, El método basado en PCR en tiempo
real de Abbott detecta individualmente los VPH-16 y VPH-18 y un pool de otros 12
tipos de VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, 58 y 59, 66 y 68). La PCR seguida
de hibridacion reversa, utiliza cebadores consenso MY09/11 y es capaz de detectar
35 tipos de VPH : los de AR :16 ,18 ,31 ,33, 35, 39 45, 51, 52 ,56, 58, 59, 66 y 68
de BR 6 ,11, 40, 42, 43, 44 ,54 ,61, 62 70 ,71, 72, 81, 83 ,84 ,85 y 89 y de
Probable alto riesgo 26 53, 73, 82 y ha demostrado ser util en estudios
epidemioldgicos para mejorar el triaje de las mujeres positivas al VPH mediante la
estratificacion del riesgo de tipo Unico, y el seguimiento de la infeccion persistente
aportando informacion sobre los tipos virales circulantes®®. Diferentes tipos virales
presentan riesgos distintos para la ocurrencia de lesiones NIC2+. Los tipos de VPH-
AR 16/18/31/33/45/52/58 estan asociados al 73,9% de las lesiones NIC2+. Estas
diferencias pueden ser relevantes tanto para el manejo clinico como para el disefio
de estrategias preventivas y estudios epidemiolégicos y vacunales*®, A pesar de
que la proporcion de VPH 16 y 18 asociados a CCU aparece en forma constante
alrededor del mundo, la deteccidon de otros tipos oncogénicos tanto de alto y bajo
riesgo varia segun la regién geografica, raza y edad, asi como la incidencia de
CCu1617,18,19.20) En cuanto a los tipos de VPH circulantes en nuestro pais, en un
trabajo en 495 mujeres de 25 a 64 afios sin citologia anormal previa se detecté un
14,5% de VPH-AR, siendo el mas frecuente VPH-16 (2,1%), seguido del VPH-31,
33, 58 y 66; el VPH-18 aparece en sexto lugar®Y, En un estudio reciente se
observé un 18,8 % de positividad de VPH -AR en una poblacion de mujeres
paraguayas mayores de 30 afios siendo el VPH-16 el mas prevalente(®?). Otro
estudio en poblacion de Paraguay muestra que en mujeres con CCU que tenian
infeccion Unica, el 59,4 % presentaban VPH-16 y el 12,5 % tenian VPH-18?%, Todo
lo antedicho demuestra una gran circulaciéon de infeccion de VPH-AR en nuestro
pais especialmente en mujeres no vacunadas*®. Cabe destacar que desde el afio
2021 el MSP del Paraguay resolvié mediante la resolucion 1104/21 que el tamizaje
de CCU se debe realizar con pruebas de VPH en mujeres mayores de 30 afios(?#2),
La eleccidén de una prueba apropiada para el cribado primario de CCU, asi como en
el seguimiento de mujeres con VPH positivo, se presenta como un desafio. La
utilidad de comparar un método como PCR seguida de hibridacion reversa que
permite identificar separadamente varios genotipos ,con la metodologia de PCR
por tiempo real Abbott?®2”), radica que ésta Ultima es utilizada como screening y la
PCR seguida de hibridacion reversa identifica tipos especificos que sirven para tener
datos epidemioldgicos de la infeccion de VPH en mujeres paraguayas ademas de
evaluar el desempefio de una prueba (PCR seguida de hibridacién reversa) con
respecto a otra ampliamente utilizada en tamizaje (PCR en tiempo real)
(14,28,29,30,31,32) por estos motivos, se planted como objetivo de este estudio
comparar dos técnicas moleculares de deteccion de VPH, PCR en tiempo real y PCR
seguida de hibridacidon reversa en la poblacién estudiada .

MATERIALES Y METODOS
Diseiio y poblacién del estudio

El presente fue un estudio observacional descriptivo de corte transverso, con
componente analitico. Se seleccionaron al azar 218 muestras cervicales de mujeres
paraguayas de diferentes regiones del pais, que acudieron a servicios de Patologia
Cervical del Programa Nacional de Prevencién del Cancer de Cuello Uterino del
Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (MSPyBS) o colaboradores de éste, de
octubre 2014 a octubre 2018, a realizarse cribado de CCU por prueba de
Papanicolaou (Pap). Se les ofrecié la prueba molecular de deteccion de VPH y
aceptaron hacerse la prueba previa firma de un consentimiento informado. Se
consideraron los siguientes criterios de inclusién: mujeres que acudian al servicio
de Patologia Cervical con orden médica de Pap y aceptaban realizarse la prueba de
VPH, edad de 17 afios o mayor, no referir CCU o lesiones premalignas, no
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embarazadas y sin histerectomia total o parcial. La muestra se tomé por exfoliacion
del endocérvix usando un cepillo citolégico y se colectd en medio cervicollect
(Abbott, USA). Las muestras tomadas fuera de la capital del pais fueron remitidas
al Laboratorio Central de Salud Publica-MSPyBS en un plazo no mayor a 15 dias y
se encontraban correctamente etiquetadas y cerradas. El almacenamiento de las
muestras se realizdé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los resultados
fueron remitidos a los servicios de Patologia Cervical y éstos se encargaron de dar
el seguimiento correspondiente. En caso de resultados invalidos o con insuficiente
muestra, se solicitdé nueva muestra. En este estudio participaron mujeres cuyas
muestras se recolectaron en un estudio aprobado por el Comité de Etica del
Laboratorio Central de Salud Publica-MSPyBS. (Dictamen CEI-LCSP 49/280814).
Las 218 muestras fueron analizadas primeramente por PCR en tiempo Real (Abbott)
y luego por PCR seguida de hibridacion reversa.
PCR en tiempo real

Se utilizé6 High Risk VPH Real Time (Abbott, USA), segun las instrucciones del
fabricante. Es un ensayo para la deteccién individual de VPH-16 y VPH-18 vy
deteccion agrupada de otros 12 tipos de VPH-AR: VPH-31, -33, -35, -39, -45, -51, -
52, -56, -58, -59, -66 y -68. Los cebadores o primers hibridan en la regién L1,
amplificando un producto de 150 pares de bases(pb). El control interno del proceso,
disefiado para monitorear la calidad de la muestra, la extraccion y amplificacion de
ADN, consiste en la amplificacion de una regién de 136 pares de bases del gen de
la beta-globina humana. Los resultados fueron interpretados como “negativo”,
“WPH-16", “"WVPH-18", “otros VPH-AR"” o la combinacidn de los tres ultimos.
PCR seguida de Hibridacion reversa

La deteccién y el genotipado del VPH se realizé utilizando el kit CLART HPV2 test
(Gendmica, Madrid, Espafia). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se
amplifica un fragmento de 450 pb en la regién L1 del VPH por PCR utilizando
cebadores biotinilados. El control de extraccion de ADN gendmico o control de ADN
del paciente amplifica una region de 892 pb del gen regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) y para el control de amplificacion de
la PCR se us6 un fragmento de 1202 pb de un plasmido transformado. Basicamente
los productos amplificados por PCR y marcados con biotina hibridan con sus sondas
complementarias especificas inmovilizadas en areas bien definidas del
microarreglo(microarrays).A continuacion tienen lugar dos pasos de incubacion
secuenciales : primero con un conjugado de estreptavidina peroxidasa y segundo
con un sustrato de 0-dianisidina.Seguidamente aparece un precipitado en aquellas
regiones de microarray donde ha tenido lugar la hibridacion especifica entre los
productos de amplificacion y sus sondas especificas Finalmente tiene lugar el
analisis e interpretacion automatica de resultados gracias al lector CAR Lector de
Arrays Clinicos (Gendmica, Madrid, Espafia) utilizando un programa informatico
disefiado y validado para tomar las imagenes de todos los pocillos. Todas las
muestras con un resultado no valido (sin amplificacion del control gen de CFTR y/o
sin amplificacion de plasmido CFTR) se sometieron a un nuevo examen, y el
segundo resultado fue considerado definitivo. Los amplicones se detectaron
mediante hibridacion con sondas de ADN especificas para 35 tipos de VPH, los de
AR :16 ,18 ,31 ,33, 35, 39, 45, 51, 52 ,56, 58, 59, 66 y 68) de BR 6 ,11, 40, 42,
43, 44 ,54 61, 62 70 ,71, 72, 81, 83 ,84 ,85 y 89 y de Probable alto riesgo 26, 53
,73 y 82. La descripcion resumida de las metodologias esta en la Tabla 1.
Analisis estadistico

Todos los datos fueron almacenados en una base de datos del programa Excel.
Se utilizo el Programa GrafPad Prism versidon 8.0 para el andlisis. La frecuencia se
expresé en porcentaje. La comparacion de proporciones se realizé por chi cuadrado.
La concordancia entre los métodos se analizd mediante el coeficiente kappa
utilizando la prueba de McNemar. Para el calculo de concordancia entre los métodos
moleculares se considerd positivo para VPH-AR: i) por PCR en tiempo real, aquellas
muestras positivas para simple o multiples tipos de VPH-AR (“VPH-16", “VPH-18",
“otros VPH-AR” o la combinacion de los tres ultimos); ii) por PCR seguida de
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hibridacién reversa, aquellas muestras positivas para uno o mas VPH-AR, con o sin
VPH-PAR y VPH-BR por PCR seguida de hibridacién reversa.
Se consideraron estadisticamente significativos valores de p<0,05.

Tabla 1. Ensayos de deteccion de VPH comparados en este estudio.

Genotipos de VPH Tecnologia de Gen de VPH

Test VPH detectados deteccién blanco-ADN Control interno del Proceso
VPH-16 y VPH-18 PCR en tiempo _ .
(individualmente) real L1 B-globina
PCR en
tiempo real +
12 VPH-AR (pool)
*Gen CFTR humano (control
) PCR + L1 de extraccion de ADN
ZSR seguida 14 VPH-AR+ 4 VPH-AR Mmicroarray gené_rpico) *Plasmido
Hibridacion probable+ 17 VPH-BR modificado (control de PCR)

(individualmente)
reversa

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, VPH: virus papiloma humano, AR: alto riesgo, BR: bajo
riesgo, CFTR: acrénimo de Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica).

RESULTADOS

Se seleccionaron al azar 67 muestras positivas y 151 negativas para VPH-AR que
habian sido procesadas por PCR en tiempo real y se analizaron por PCR seguida de
hibridacién reversa (n total=218). En cuanto a caracteres socio demograficos la
mayoria de las muestras pertenecian a mujeres entre 31 y 40 anos y eran
procedentes del Dpto. de Itapua (Tabla 2). En el caso de las procesadas por PCR
seguida de hibridacion reversa las muestras también resultaron adecuadas ya que
dieron positivo para amplicon de una regién de 892 pb del gen CFTR humano
demostrando la integridad del ADN (control de extraccion de ADN gendmico) y un
fragmento de 1202 pb de un plasmido modificado (control de la reaccion de PCR).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada, n=218.

Edad n %
17- 20 13 6.0
21 -30 48 22.0
31 -40 90 41.3
41 -50 38 17.4
51- 60 25 11.5
Mayor a 60 4 1.8
Procedencia (Region Sanitaria) n %
XVIII (Capital Asuncion) 91 41.7
XI (Central) 6 2.7
VII (Itapda) 117 53.7
III (Cordillera) 1 0.5
XV (Pte. Hayes) 3 1.4

La Tabla S1 (Material suplementario) resume la cantidad de infecciones simples
y multiples y el tipo de VPH detectado por PCR seguida por hibridacién reversa en
las muestras estudiadas. En un total de 129 muestras no se detecté ADN de VPH
por este método. En 89 (40,8%) muestras se detectdé ADN del VPH siendo el 27,1
% infecciones simples y el 13,8 % infecciones multiples. El mas frecuente de AR fue
el VPH 16 (8,7 %) el de PAR 53 (3,7%) y el de BR 81 (2,7 %). En las infecciones
multiples la combinaciéon VPH-16 con VPH-31 fue la mas frecuente. El VPH-6 (VPH-
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BR) se detectd en una muestra en forma simple y en 4 infecciones multiples. Se
analizd la concordancia entre los métodos de PCR en tiempo real y PCR seguida de
hibridacién reversa para VPH-AR. El porcentaje de concordancia fue de 78,44 %
(k=0,50, IC 95% 0,38-0,62) (Tabla 3). En total 218 muestras fueron analizadas
por ambos métodos. Por PCR en tiempo real fueron positivas 67 muestras con un
30,7 % de positivos. La frecuencia mas alta de infeccion por genotipo Unico fue de
3,7 % por el genotipo 16 y frecuencia mas alta de infeccion multiple de 2,3%
(genotipos 16 y otros de alto riesgo (Tabla S2) (Material suplementario). Al analizar
la concordancia entre los métodos de deteccidén para tipos especificos, se encontrd
que para la deteccién de VPH-16, la concordancia entre el resultado por PCR en
tiempo real y PCR seguida de hibridacion reversa fue de 95,41% (k=0,68, IC 95%
0,50-0,87) y para la deteccion de VPH-18 fue de 93,1% (k=0,09, IC 95% 0,12-
0,30) (Tabla 4). La Tabla S3 (Material suplementario) describe los tipos de VPH en
muestras positivas para VPH-AR por ambos métodos. Para el propédsito de esta
evaluacién, los resultados de tipificacién se clasificaron como: (a) concordantes, si
el analisis arrojo genotipos idénticos o negativos por ambos ensayos, es decir si la
PCR seguida de hibridacion reversa da positiva para uno o mas genotipos de los
otros VPH-AR por la PCR en tiempo real, asi como VPH 16 y/o VPH 18 (b)
compatibles, si el resultado de la PCR seguida de hibridacién reversa coincide
parcialmente con uno de los resultados de la PCR en tiempo real. (c) discordante, si
los resultados no concuerdan. En la Tabla 5 vemos que la mayor cantidad de
positivos por PCR seguida de hibridacidon reversa y negativos por PCR en tiempo
real correspondieron al tipo VPH-18.

Tabla 3. Concordancia entre PCR en tiempo real y PCR seguida de hibridacion reversa para
la deteccion de VPH-AR, n=218.

PCR real time PCR seguida de %0 Concordancia Coeficiente k (IC
Hibridacion reversa 959%)
VPH-AR VPH-AR
Negativo Positivo*

VPH-AR 126 (57,8%) 25 (11,5%) 78,44% 0,50(0,38-0,62)

Negativo

VPH-AR 22 (10,1%) 45 (20,6%)

Positivo*

*Incluye los tipos contenidos en PCR en tiempo Real

VPH: virus papiloma humano, AR: alto riesgo.

*Positivo-AR incluye muestras positivas para simple o multiples tipos de VPH-AR, con o sin “otros VPH" o
VPH-BR. Positivo Probable Alto Riesgo (PAR) por Hibridacion reversa pero no contenidos en el test de
PCR en tiempo real se computan como negativos.

Tabla 4. Concordancia entre los tests de PCR en tiempo real y PCR seguida de hibridacion
reversa para la detecciéon de VPH-16 y VPH-18.

PCR seguida de Coeficiente
Hibridacion Reversa % K
VPH-1_6 VPI-_I-_16 Total Concordancia (IC 95%)
Negativo Positivo
VPH-16
PCRen  Negativo 196 7 203
tiempo 95,41 0,68
real -
VPH-16 3 12 15 (0,50-0,87)
Positivo
VPH-18 VPH-18
Negativo Positivo
VPH-18 0,09
PCR en Negativo 202 11 213 (0,12 -0,30)
tiempo 93,1%
Real VPH-18 4 1 5
Positivo
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Tabla 5. VPH-AR positivos por hibridacion reversa y negativos por PCR en tiempo
real. n=25.

Positivo VPH-AR Negativo VPH-AR* (PCR

(PCR seguida de en tiempo real) Interpretacion n
Hibridacion reversa)

VPH-16 Negativo Discordante 4
VPH-18 Negativo Discordante 9
VPH-35 Negativo Discordante 2
VPH-52 Negativo Discordante 2
VPH-66 Negativo Discordante 2
VPH-45 Negativo Discordante 1
VPH-59 Negativo Discordante 1
VPH-16, -31 Negativo Discordante 1
VPH-16, -52, -66 Negativo Discordante 1
VPH-16, -40(BR) Negativo Discordante 1
VPH-35, -51 Negativo Discordante 1

*Tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
VPH: virus papiloma humano, AR: alto riesgo, BR: bajo riesgo.

DISCUSION

La PCR seguida por hibridacion reversa presenta las siguientes ventajas: I)
permite detectar infecciones y coinfecciones de los 35 tipos del virus con mayor
importancia clinica (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52,
53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85y 89), II) la
deteccion puede realizarse a partir de distintos tipos de muestras humanas: frotis,
suspensiones celulares y tejido fijado en formol e incluido en parafina. A nivel
nacional existen trabajos en los cuales se reporta la utilizacion de PCR seguida de
hibridacion reversa, sin embargo, la misma fue realizada en Argentina®2333), Las
frecuencias de VPH 16, VPH 18 y otros VPH-AR reportadas en el presente estudio
son similares a la reportada en el estudio de Mendoza et. al en mujeres
paraguayas®®. Los resultados de nuestro estudio son muy similares a los
reportados en el estudio Horizon en el cual se usé la misma técnica de PCR seguida
de hibridacion reversa®”’ en mujeres de 16 afios a mayores de 65 afios. Una
diferencia con este estudio es que VPH-6 fue detectado en baja frecuencia. Esto
puede ser debido a la diferente poblacidn estudiada o incluso a la diferente toma de
muestra, ya que utilizando diferentes medios de recoleccion los puntos de corte
para un resultado positivo optimizado para un medio de muestreo especifico podria
no ser optimo para otro medio(2¢:27:39,

La concordancia global en nuestro estudio para deteccion de VPH-AR,
comparando PCR en tiempo real (Abbott) con PCR seguida de hibridacion reversa
(CLART® HPV2) fue de 78,44 %, que corresponde a una concordancia moderada,
similar a lo reportado en la literatura para VPH-AR usando la metodologia CLART®
HPV2 y otra marca de PCR en tiempo real (70,3%)G%. Aunque se observd una
concordancia mayor al 50 % en las muestras negativas, por ambos métodos (57,8
%) se observaron resultados discordantes en las muestras positivas (nivel de
concordancia 20,6%) sobre todo en muestras con infecciones multiples. Esto esta
descrito en la literatura®®. Otro estudio con metodologias similares de PCR seguida
de hibridacion reversa y PCR en tiempo real mostré una concordancia global entre
ambos métodos del 80,8 % con coeficiente kappa 0,59 IC 95 % (0,52-0,66)¢®),
también similar a lo encontrado en este trabajo. La concordancia moderada podria
deberse a varios factores. La deteccion del ADN del VPH podria estar influenciada
por el método de extraccion de ADN. Abbott utiliza extraccion automatizada y
CLART® HPV2 extraccién manual en base a columnas cromatograficas. Por otro
lado, ambos métodos pueden perder sensibilidad para detectar tipos de VPH en
infecciones multiples, por eso los fabricantes deben proporcionar mas informacion
sobre la sensibilidad analitica en la deteccién del tipo de VPH en infecciones Unicas
y multiples por VPH, lo que resalta aun mas la importancia de comparar las
metodologias*+3037), Ademas, la precision de los resultados de las pruebas de VPH
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utilizando ensayos de genotipado puede mejorar con la experiencia de un
laboratorio con un ensayo en particular, y las diferencias entre los laboratorios
pueden ser sustanciales(!*3®, La utilidad de comparar un método como PCR
seguida de hibridacidon reversa que detecta individualmente tipos de VPH del pool
de “otros de VPH-AR” que detecta la metodologia Abbott(?®) y otros tipos no
contenidos en esta Ultima tecnologia, es lograr identificar correctamente
prevalencias tipo especificas, presentando gran beneficio en estudios
epidemioldgicos y de tipos circulantes pre- y post-vacunales®4% Obtuvimos
resultados similares en nuestro estudio en la deteccion individual de VPH-16 y VPH-
18, a un estudio en el cual se compara PCR en tiempo real y una prueba de
hibridacion similar a CLART® HPV2G%), En el caso de VPH-18, si bien el porcentaje
de concordancia fue de 93,1%, el coeficiente kappa de 0,09 sugiere un pobre
acuerdo entre ambas metodologias, debido a que varias muestras negativas por
PCR en tiempo real dieron un resultado positivo por hibridacién reversa. Este
resultado se deberia corroborar a futuro aumentando el tamafio de poblacién que
tenga ese genotipo (VPH-18). La mayor discordancia se da en el tipo 18, ya que 9
muestras detectados por hibridaciéon reversa no fueron detectadas por PCR en
tiempo real para este genotipo. Como proyeccion, seria interesante secuenciar la
region amplificada del gen L1 en VPH-18 circulante en el pais, ya que mutaciones
puntuales en la secuencia que hibridan los primers puede afectar la deteccion del
virus®. En una revision realizada por De Thurah y col se evidencié que los diez
ensayos disponibles comercialmente para VPH no detectan las mismas infecciones
en mujeres sometidas a tamizaje primario. Esto se observd en una variedad de
liquidos de muestreo y diferentes poblaciones®®. Al analizar la concordancia se
debe tener en cuenta que el disefio del ensayo y la tecnologia de deteccidn viral son
diferentes en las pruebas usadas; CLART® HPV2 usa hibridacion reversa y Abbott®
PCR en tiempo real. Esto puede ayudar a explicar la discordancia de ensayo
observada, aunque ambos métodos apuntan a la region L1 del genoma viral para la
deteccion del virus. Ensayos con amplicones mas largos pueden dar menos
resultados positivos de pruebas de VPH que usando amplicones mas cortos,
mientras que la homologia de secuencia entre los genotipos del mismo grupo
monofilético puede conducir a una reactividad cruzada (no intencionada) a
genotipos de bajo riesgo?®?®), En otros estudios comparando CLART® HPV2 vy
Abbott se encontré una muy buena concordancia en la deteccion de VPH-16 y VPH-
18 en muestras recolectadas en tampdn de fosfato salino (medio no comercial) y
ademas se evidencié la pérdida de concordancia para detectar tipos de VPH en
infecciones multiples®”). En nuestro estudio utilizamos el medio comercial Abbott
cervicollect para la deteccion del VPH, en ambas metodologias. La concordancia
alcanzada por el método CLART de PCR seguida de hibridacion reversa con respecto
al de PCR en tiempo real aporta datos para usar la PCR seguida de hibridacion
reversa como apoyo al tamizaje primario por PCR en tiempo real ya que la
genotipificacion precisa es un importante indicador diagnostico para monitorear las
infecciones tipo especificas persistentes que son causa de NIC ademas de contribuir
a estudios epidemioldgicos y vacunales. También podemos concluir que existe una
alta frecuencia de VPH-AR en la poblacion estudiada (20,6 %) lo que subraya la
importancia de realizar prevencion mediante screening o tamizaje apropiado.

Asuntos eticos: En este estudio participaron mujeres cuyas muestras se
recolectaron en un estudio aprobado por el Comité de Etica del Laboratorio Central
de Salud Publica-MSPyBS. (Dictamen CEI-LCSP 49/280814).
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