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Comunicacion breve

Infeccion por virus del papiloma humano en mujeres con citologia negativas
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RESUMEN

Introduccion: Los genotipos oncogénicos del virus del papiloma humano se han asociado al
desarrollo del c&ncer cervicouterino. Las estrategias de prevencion y deteccion temprana avanzan
hacia la integracion del conocimiento molecular y los perfiles de estratificacion de riesgo para
representar de manera mas precisa a la persona en riesgo, conocida actualmente como medicina de
precision.

Objetivo: Detectar el virus del papiloma humano y los genotipos oncogénicos individuales en un
estudio de familiarizacion de un método de biologia molecular.

Meétodos: Se realiz6 un estudio para detectar el virus del papiloma humano con la prueba Cobas®
4800 VPH durante la familiarizacion para la introduccién del método en el Hospital Clinico
Quirargico “Hermanos Ameijeiras”. Se realizaron 929 determinaciones en mujeres asintomaticas
entre 30 y 50 afios, con citologia negativa en los 12 meses anteriores a la inclusion. Las muestras

de ADN se obtuvieron de células cervicales recolectadas en el medio Cobas®.
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Resultados: El virus del papiloma humano se detect6 en 17,7 % de las muestras. De ellas, el 13,3
% tenian el genotipo 16, el 10,7 % el genotipo 18 y el 76 %; fueron positivas para los otros
genotipos de alto riesgo.

Conclusiones: Con el método se detectd una elevada frecuencia de infecciones por virus del
papiloma humano en las mujeres, con proporciones mayores del genotipo 16 y 18 y de otros de
alto riesgo que se asocian a la evolucion hacia el cancer cervicouterino.

Palabras clave: virus del papiloma humano; prueba Cobas HPV; pesquisaje cancer cérvico-

uterino.

ABSTRACT

Introduction: Oncogenic genotypes of human papillomavirus have been associated with the
development of cervical cancer. Prevention and early detection strategies are moving towards the
integration of molecular knowledge and risk stratification profiles in order to represent, more
accurately, the individual at risk, which is currently known as precision medicine.

Objective: To detect human papillomavirus and individual oncogenic genotypes in a
familiarization trial based on a molecular biology method.

Methods: A study was carried out to detect human papillomavirus using the Cobas® 4800 human
papillomavirus test during familiarization for the introduction of the method at Hermanos
Ameijeiras Clinical Surgical Hospital. A total of 929 women, aged 30-50 years, were determined
to be asymptomatic, with negative cytology in the twelve months prior to inclusion. DNA samples
were obtained from cervical cells collected in Cobas® medium (Cobas® PCR CellCollection
Media, PreservCyt® Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Results: Human papillomavirus was detected in 17.7% of the samples. Of these, 13.3% had the
genotype 16; 10.7%, the genotype 18; and 76% were positive for the other high-risk genotypes.
Conclusions: The method detected a high frequency of human papillomavirus infections in
women, with higher proportions of genotypes 16, 18 and other high-risk genotypes associated with
progression to cervical cancer.

Keywords: human papillomavirus; Cobas human papillomavirus test; cervical cancer screening.
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Introduccion

Los genotipos oncogenicos del virus del papiloma humano (VPH) se han asociado al desarrollo del
cancer cervicouterino.). Las estrategias de prevencion y deteccion temprana avanzan hacia la
integracion del conocimiento molecular y los perfiles de estratificacion de riesgo para representar
de manera mas precisa a la persona en riesgo, conocida actualmente como medicina de precision.?
Se describen cerca de 120 genotipos de VPH, que, de acuerdo a su potencialidad para inducir
carcinogenesis, se clasifican en genotipos de alto (VPH-AR) y de bajo riesgo oncogeénico (VPH-
BR). En del grupo de VPH-AR se incluyen entre 15y 19 genotipos que se relacionan, en mayor o
menor proporcion, con la etiologia del cancer cervicouterino (CaCU).®) Se establece que
practicamente todos los casos de cancer de cuello uterino y sus lesiones precursoras inmediatas,
surgen de infecciones cervicales persistentes ocasionadas por aproximadamente 15 genotipos de
VPH-AR.® Los mas frecuentes son el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58. En particular, los
genotipos 16 y 18 causan cerca del 70 % de los casos de CaCU.®

En Cuba, el céncer cervicouterino constituye una de las primeras causas de muerte por cancer en
la mujer. A pesar de que estas tasas de mortalidad estan entre las mas bajas de América Latina, en
los dltimos afios se ha evidenciado un ligero incremento en este indicador. Tal comportamiento
muestra la necesidad de un perfeccionamiento en el sistema de pesquisa, lo cual puede lograrse
incluyendo la deteccion molecular de la infeccion por VPH.®)

La deteccion temprana ofrece la oportunidad de tratar las lesiones premalignas y evitar la
progresion al cancer cérvicouterino. En este sentido, la biologia molecular ha sido clave para el
diagnostico y el tratamiento de la enfermedad mediante diferentes técnicas moleculares para
detectar y tipificar este oncovirus.®

Los métodos de biologia molecular basados en la deteccion del genoma del &cido
desoxiribonucleico (ADN) del VPH son la principal via para su diagnostico.® La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa o en tiempo real (PCR-TR) facilita, ademas de la
deteccion, la cuantificacion del ADN viral con ventajas como la rapidez, la amplia variedad de
plataformas de amplificacion y el minimo riesgo de contaminacion.® Estos métodos constituyen
ensayos eficientes para poder definir programas de pesquisa para la deteccion precoz del cancer
cérvicouterino y para evaluar la eficacia del empleo de las vacunas que se encuentran disponibles

en el mercado internacional.®
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Como parte de este programa en Cuba(” se realiza la citologia cervical cada tres afios a todas las
mujeres mayores de 25 afios dentro de la atencion primaria de salud, pero no se incluyen las
técnicas moleculares para la deteccion de VPH en ninguna de las etapas del programa, aunque la
deteccion viral es actualmente una herramienta de gran utilidad para el detectar las lesiones
precursoras del cancer cervical.

En el mundo existen varias pruebas para el pesquisaje del cancer cervicouterino. La deteccién de
VPH se realiza mediante pruebas directas que permiten identificar el genoma de VPH de alto riesgo
(VPH-AR), amplificar un fragmento de ADN viral, con o sin genotipificacion, o detectar el &cido
ribonucleico mensajero (ARNm).® En Cuba se han utilizado técnicas de biologia molecular para
realizar estudios de prevalencia de infeccidn en mujeres con citologias positivas y negativas pero
mediante métodos que, o identifican pocos genotipos oncogénicos, 0 no lo hacen de manera
individual sin reactividad cruzada con otros no oncogénicos.®

La prueba Cobas® 4800 VPH (Roche) es una prueba cualitativa in vitro que brinda
simultaneamente resultados individuales de los genotipos de mayor riesgo (VPH 16 y VPH 18) y
resultados agrupados de 12 genotipos de VPH de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68) en un solo andlisis a través de la amplificacién del ADN por la PCR. Esta técnica utiliza
el gen de la PBeta globina como control interno para la integridad, extraccion y amplificacion de la
muestra.®

Los avances en la prevencion y la deteccion precoz del cancer cervicouterino en el mundo con el
pesquisaje del VPH en las citologias permiten adaptar las técnicas comunes en la medicina de
precision a las iniciativas de prevencion del cancer en Cuba. Por ello se introdujo la prueba Cobas®
4800 HPV (Roche) para el diagnostico del VPH en el Hospital Clinico Quirurgico “Hermanos
Ameijerias” y es un avance en el empleo de estas técnicas moleculares. Este sistema est4 validado
por la Agencia de los Estados Unidos de América para la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (Food and Drug Administration, FDA) desde el 2011 para el pesquisaje primario del
cancer cervicouterino en mujeres mayores de 25 afios. Clinicamente esta validado por el estudio
de referencia (Addressing The Need for Advanced Diagnostics, ATHENA).®

Teniendo en cuenta las ventajas del método Cobas® 4800 VPH el objetivo fue detectar el virus del

papiloma humano y los genotipos oncogeénicos en un estudio de familiarizacion.
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Métodos

Disefio general del estudio y seleccidn de la muestra
El presente estudio formo parte de una familiarizacion de tecnologias realizada en el Hospital
Clinico Quirargico “Hermanos Ameijerias” en colaboracion con el Hospital Ginecobstétrico
“Ramoén Gonzalez Coro” para estratificar el riesgo de las mujeres de padecer cancer cervical
utilizando la prueba Cobas® 4800 VPH (Roche).
Se estudiaron 929 muestras de exudado pertenecientes a mujeres entre 30 y 40 afios con citologia
negativa en los 12 meses anteriores a la inclusion y que dieron su consentimiento escrito a participar
en el estudio.
Fueron considerados como criterios de exclusion:
-Haber recibido tratamiento quirdrgico, ablativo, radiante o quimioterapia hasta 3 meses previos a
la inclusion.
-Estar en estado de gestacion o durante la lactancia materna.
-Con infecciones locales moderadas o graves que interfieran con la evaluacion.
-Con enfermedades que comprometen el estado de conciencia del paciente o su posibilidad de
colaborar en el ensayo.

Coleccion y procesamiento de las muestras para obtencion del ADN viral

Las células endocervicales se recolectaron con un cepillo citolégico. Una vez tomada la muestra,
se hizo girar el cepillo suavemente tres a cuatro veces dentro del vial que contiene el medio para la
recoleccion de células Cobas PCR (Cobas® PCR Cell Collection Media, PreservCyt®, Roche
Diagnostics), el cual permite la conservacion de las células almacenadas a temperatura ambiente
hasta 6 meses después de la fecha de recoleccion. Las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente en el medio de preservacion por un periodo de 4 a 6 meses hasta su procesamiento.
La extraccion y purificacion del ADN viral se realizd empleando el instrumento Cobas x 480 y
para detectar la presencia del VPH se utilizo el estuche Cobas 4800 HPV Test (Roche Diagnostics).
Este es un ensayo cualitativo de PCR en tiempo real totalmente automatizado que permitio la
deteccidn individual de los VPH-16 y VPH-18 y de un panel de otros 12 genotipos de alto riesgo
(31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).®
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Se utilizo el equipo de PCR en tiempo real Cobas z480 (Roche) para la amplificacion de una
secuencia de 200 pares de bases de la region L1 del genoma del VPH y del gen de la B-globina
humana mediante la amplificacion de una secuencia de 330 pares de bases usada como control
interno para validacion del proceso. Se utilizaron sondas TagMan® marcadas con cuatro diferentes
fluoréforos para la deteccion de los productos amplificados de la PCR. Los resultados fueron
interpretados por el Cobas® 4800 System con el programa PA Cobas® HPV version 2.0.

Para el analisis de los resultados se emplearon estadisticas descriptivas de frecuencias y porcentajes
mediante el programa SPSS Version 20.

Consideraciones éticas

El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de los dos
hospitales. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de las personas, luego de explicar
los posibles riesgos y beneficios de la investigacion. La informacion se conservé bajo los principios
de confidencialidad y sin revelar la identidad de las personas siguiendo las indicaciones de la

Declaracion de Helsinki para las investigaciones con seres humanos.®

Resultados

En la familiarizacion con la tecnologia Cobas® 4800 VPH, todas las pruebas y los controles
negativos y positivos fueron validos.

El 16,1 % de las muestras (150/929) resultaron positivas para el VPH. De ellas, el 13,3 % (20/150)
lo fueron al genotipo 16, el 10,7 % (16/150) al genotipo 18 y el 76 % (114/150) fueron positivas

para los otros genotipos de alto riesgo (Fig.).
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Fig. - Porcentaje de infeccion por genotipos del virus del papiloma humano.

En 1,3 % de las muestras positivas analizadas (3/150) se detectaron multiples genotipos de HPV.
En 2 de ellas, positivas para el genotipo VPH-16, fueron ademaés detectados los genotipos de alto
riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y una muestra positiva para el genotipo VPH-
18 mostrd también reconocimiento para el panel de alto riesgo. No fueron detectadas coinfecciones
entre los genotipos VPH 16 y VPH 18 (Fig.).

Discusion

Este constituye el primer estudio de familiarizacion realizado en Cuba con la prueba Cobas HPV,
la cual permite detectar 14 genotipos diferentes del virus.

Nuestros resultados mostraron que la infeccién por genotipos de alto riesgo de HPV en mujeres
cubanas se comportd de manera similar a la reportada en un estudio de pesquisaje con la tecnologia
Cobas 4800 HPV en el sur de China a 5650 mujeres asintomaticas. En este estudio, la prevalencia
de los 14 genotipos fue de un 12,96 % y fue mayor la prevalencia para el panel de los 12 genotipos
de alto riesgo y un menor porcentaje para los genotipos individuales 16 y 18.49

La deteccion del VPH a través de la prueba Cobas® HPV permite identificar la infeccion de alto
riesgo y de mayor grado de extension en mujeres que escapan a la prueba de Papanicolau, la cual
es empleada en el pesquisaje de rutina. La implementacion de esta tecnologia hace mas eficiente

la vigilancia de la poblacion femenina en edad fértil susceptible a la infeccion por VPH. Por otra
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parte, un resultado negativo de la prueba Cobas® HPV es mas confiable en terminos diagndsticos
que la citologia, ya que brinda mayor seguridad para lesiones malignas en un periodo de tres afios.®
En Cuba se han realizado algunos estudios para detectar los genotipos circulantes de VPH en la
poblacion cubana empleando otras tecnologias como la PCR en Tiempo Real, que detecta 6
genotipos de alto riesgo de mayor relevancia clinica y la técnica de microarreglos de baja
densidad.® En uno de estos estudios realizado en mujeres con citologia negativa se reportaron
proporciones mayores de los genotipos 16 y 18, resultado que no coincide con lo encontrado en
la presente investigacion, donde predomind el panel de los 12 genotipos de alto riesgo.

Tres aspectos pudieran explicar la divergencia con nuestros resultados. En ese estudio se empled
una tecnologia de PCR en Tiempo Real que so6lo detecta 6 genotipos, el nimero de muestras fue
superior en nuestro estudio (929 vs. 111) y esa investigacion se realizdé en 2014, mientras que
nuestra investigacion tuvo lugar cuatro afios después, por lo que la circulacion de los genotipos
virales podria haber cambiado.®

En relacion a esta ultima posible causa, un reporte mas reciente realizado en 2018 en nuestro pais,
evidencio la presencia de genotipos de alto riesgo en 14,8 % de las mujeres, destacandose la
presencia del genotipo VPH-16, lo cual coincide con nuestros resultados, a pesar de haber
empleado una tecnologia diferente. Ambos resultados sugieren la necesidad de identificar estos
genotipos de alto riesgo por la importancia que revisten tanto en el disefio de nuevos sistemas
diagnésticos como para el disefio de posibles candidatos vacunales para nuestro pais.®

El sistema Cobas 4800 HPV es un sistema automatizado por lo que es un método ideal y seguro
para estudiar un gran nimero de muestras y facilita el flujo de trabajo del laboratorio. Emplea
frascos con medio de recoleccién de células, por lo que garantiza la identificacion correcta de los
genotipos, asi como elimina las posibilidades de detectar reactividad cruzada con genotipos no
carcinogénicos.® Estas caracteristicas han hecho que sea uno de los sistemas recomendados para
aplicar en el pesquisaje del cancer cervicouterino.*?

Con este estudio piloto se demuestra la elevada frecuencia de la infeccién por genotipos de VPH
de alto riesgo oncogénico en mujeres cubanas, aun cuando la citologia es normal. Esta
familiarizacion con el método muestra que es factible y Gtil introducir la prueba Cobas® 4800 VPH
en el programa nacional en Cuba de pesquisaje de las lesiones intraepiteliales cervicales y trazar

estrategias para la introduccion de la vacunacion contra el VPH.
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