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Resumen

Objetivo: Analizar los procedimientos técnicos y de diagnostico en la deteccién de genotipos del virus del papiloma humano (VPH) en
muestras con cancer de cuello uterino. Métodos: Se tomaron tejidos incluidos en parafina de 268 casos de cancer de cuello uterino,
procedentes de Barranquilla y Bogota. Se verificé el diagndstico histolégico mediante nuevos cortes y se analizé la calidad de las mues-
tras mediante amplificacion del gen de B-globina. En muestras B-globina negativas se realizaron nuevos cortes y nueva amplificacion.
La deteccion de VPH se realizé mediante iniciadores GP5+/GP6+biodirigidos hacia la region L1, y tipificacion mediante EIA y RLB. En las
muestras negativas para GP5+/GP6+ se desarrollaron PCR tipo especificas hacia la region E7 de 14 tipos de VPH de alto riesgo. Resultados:
De las 268 muestras iniciales, 20 (7,46%) tuvieron diagnostico histolégico inadecuado; 55/248 muestras fueron inicialmente B-globina
negativas, pero 29 se recuperaron con una segunda PCR realizada, dejando 26 B-globina negativas (10,5%). Se detectd VPH en 210/222
muestras adecuadas mediante GP5+/GP6+ (94,6%), y en 7 muestras adicionales (3,15%), mediante iniciadores dirigidos hacia E7. No se
detectd infeccidn en 2,25% de los casos. Se encontraron 24 tipos de VPH; los més prevalentes fueron el VPH-16 (50,9%), VPH-18 (12,7%),
VPH-45 (8,8%), VPH-31 (6,5%) y VPH-58 (6,0%). Hubo un 16,6% de infecciones multiples. Conclusion: El adecuado procesamiento y diag-
nostico de las muestras y el uso de pruebas combinadas hacia las regiones L1y E7 permiten una estimacion 6ptima de la prevalencia de
la infeccién en muestras incluidas en parafina.

Palabras clave: \PH, tipificacién del ADN, neoplasias del cuello uterino, técnicas moleculares diagnésticas, Colombia.

Correspondencia:
Moénica Molano Luque. Instituto Nacional de Cancerologia. Av. 1* No. 9-85. Bogot4, Colombia. Tel.: +571-3341111 ext. 4205.
Correo electrénico: mmolano@cancer.gov.co

Fecha de recepcion: 23 de febrero del 2009. Fecha de aprobacion: 23 de febrero del 2010.

78 Rev CoLome CanceroL 2010;14(2):78-87



Monica MoLano, Raut MuriLLo, ARLENNE CaNo, Oscar GamBoa, JAIME ARDILA, JuAN CARLOS MEJIA, GILBERTO MARTINEZ | -

Abstract

Objective: To analyze the role played by technical and diagnostic techniques in the detection of diverse genotypes of the human
papilloma virus (HPV) in cervical cancer samples. Methods: Paraffin fixed tissue samples were taken from 268 cases of cervical cancer in
Bogoté and Barranquilla. Histological diagnosis was verified through new cuts and sample quality was analyzed through amplification
of the 3-globin gene. In the case of B-globin negatives, additional cuts and amplification were carried out. HPV detection was achieved
using GP5+/GP6+bio indicators directed towards the L1 region, and typing through EIA and RLB. Among GP5+/GP6+ negatives, specific
PCR type was developed towards the E7 region of 14 types of high risk HPV. Results: Out of the initial 268 samples, 20 (7.46%) had
inadequate histological diagnosis. Initially 3-globin negative samples came to 55/248, but 29 recuperated with the realization of a second
PCR, resulting in 26 3-globin negatives (10.5%). HPV was detected in 210/222 appropriate samples through GP5+/GP6+ (94.6%), and in 7
additional samples (3.15%) through the indicators directed towards E7. No infection was detected in 2.25% of cases. Twenty-four types
of HPV were found, the most prevalent being HPV-16 (50.9%), HPV-18 (12.7%), HPV-45 (8.8%), HPV-31 (6.5%), and HPV-58 (6.0%). Multiple
infection occurred in 16.6% of cases. Conclusions:: The adequate processing and diagnosis of samples and the use of combined tests

towards the L1 and E7 regions allows for the optimum appraisal of infection prevalence among paraffin fixed samples.

Key words: HPV, DNA typing, uterine cervical neoplasms, molecular diagnostic techniques, Colombia.

Introduccion

Diferentes reportes en todo el mundo han mostrado
que la infeccién por virus del papiloma humano
(VPH) es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de céncer de cuello uterino (1-4). Sin
embargo, la deteccion del VPH en mujeres con
cancer de cuello uterino varia entre el 80% y el
99,7% (1,3,5-7). Estas diferencias dependen, princi-
palmente, de la sensibilidad de la técnica utilizada y
de larigurosidad en el diagnostico de la enfermedad.

En un estudio realizado por Walboomers y cols.
en 1999 se encontré VPH en el 99,7% de mujeres
con cancer de cuello uterino, lo cual permitié
establecer que el VPH es causa necesaria para el
desarrollo de la enfermedad. Para ello se realizo
un andlisis minucioso del diagnéstico histolégico, un
analisis cuidadoso de la calidad del ADN, y se uti-
lizaron tres juegos de iniciadores dirigidos hacia la
region L1, la region E1 y la region E7 (1).

En los altimos afios se han desarrollado nuevas
técnicas para la deteccion y tipificacion del VPH,
las cuales muestran diferentes grados de sensibilidad
y especificidad (8-13), que dependen no sélo de las
caracteristicas de la técnica utilizada, sino, también,
de la clase de tejido analizado (tejido embebido en
parafina, congelado, raspado cervical, etc.), de su
calidad y de los reactivos utilizados. Por tal razén,

hasta el momento no hay una técnica gold estandar
con la cual se pueda llegar a conclusiones definiti-
vas; especialmente, en cuanto a la tipificacién viral,
donde se han encontrado diferencias notables en
deteccién cuando se comparan diferentes técnicas
entre si (6,14-17).

Algunas de las recomendaciones dadas por la
Organizacion Mundial de la Salud para detectar
de manera 6ptima la infeccion es recurrir a proce-
dimientos, técnicas y reactivos estandarizados, que
hayan sido validados intra e inter laboratorios, y
que hayan sido ampliamente utilizados en estudios
clinicos y epidemiologicos (18,19).

Algunos investigadores han propuesto que
realizar tipificacion viral podria ser importante en
tamizacion para discriminar mujeres que tienen un
mayor riesgo de desarrollar lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado y cancer de cuello uterino.
Asi mismo, el conocimiento de la distribucién de
los distintos tipos de VPH es informacion de gran
importancia para introducir la vacuna en Colombia.

En este reporte se presentan los resultados de
un analisis de los procedimientos técnicos y de
diagnostico utilizados para detectar y tipificar la
infeccién por VPH en tejido embebido en para-
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fina de 268 mujeres con cancer invasor de cuello
uterino, procedentes de dos regiones de Colombia
(Barranquilla y Bogot4), con alta y baja incidencia

de la enfermedad (20).

Métodos

Para calcular el tamafio de la muestra se tomaron los
datos de incidencia de céncer de cuello uterino en
Atlantico y Bogot4, correspondientes a 800 y 300
casos, respectivamente. La prevalencia esperada era
del 57% para VPHI16, y del 12,6% para VPHIS,
segin datos disponibles para América Central y
Ameérica del Sur; con base en ello, se utilizé una
prevalencia esperada del 12,5% o mas para las
estimaciones.

Con el fin de obtener un IC95% entre el 7,5%
y el 17,5% (correspondiente a un error estandar
relativo del 80%) se estimé que se necesitaban 108
casos de cancer para Barranquilla y 140 en Bogota.
La inclusion de casos fue secuencial hasta cuando
se logré el tamafio de muestra estimado para cada
ciudad. Se asumié que no hay estacionalidad en la
presentacion de infeccion por tipos de VPH, por lo
cual una muestra secuencial para el tiempo descrito
se comporta de forma aleatoria y representa los
casos de todo el afio.

Para el estudio se seleccionaron tejidos embe-
bidos en parafina de casos incidentes de cancer
de cuello uterino durante el periodo 2006-2007,
procedentes de IPS que representaran a usuarias
de medicina prepagada (alta capacidad de pago), a
usuarias del sistema de seguros (poblacién traba-
jadora) pertenecientes al régimen contributivo y,
finalmente, a usuarias de los regimenes subsidiado
y vinculado (poblacion de estratos socioeconémicos
bajos). En total se incluyeron 17 centros clinicos y
un consultorio particular.

En la Tabla 1 se presentan los diferentes centros
participantes en Bogota y Barranquilla. Patélogos de
los diferentes centros escogieron, en orden secuen-
cial, tejido embebido en parafina con diagnéstico
de cancer invasor del cuello uterino. Los tejidos
embebidos en parafina se procesaron nuevamente
en el Instituto Nacional de Cancerologia, y se rea-
lizaron nuevos cortes para verificar el diagnostico
histolégico original.
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Tabla 1. Centros participantes por ciudad

Bogota Barranquilla

Centro Médico del Norte
Clinica del Country
Unidad Médica La Asuncion
Clinica de la mujer Hospital L}mversnano
Metropolitano

Profamilia Hospital General de Barranquilla
Liga de Lucha

contra el Cancer UNIMEC

Hospital San José Unidad Médica La Asuncion

Hospital Kennedy Centro Médico Continental

Unidad Médica Villa Country
Instituto Nacional Clinica Bautista

de Cancerologia
Unidad Médica La Asuncion

Se utilizaron guantes y cuchillas nuevas con cada
muestra, y se realizé6 de manera independiente el
procesamiento de cada uno de los tejidos embebidos
en parafina, con el fin de evitar cualquier tipo de
contaminacion.

Inicialmente se practicaron dos cortes externos
de cuatro micrones, los cuales fueron desechados.
A continuacién, usando pinzas estériles, se hicieron
algunos cortes para la realizaciéon de las ldminas,
de la coloracién con H&E y de la confirmacion del
diagnostico histologico.

Seguidamente se practicaron 10 cortes de 5 a
10 micrones, del mismo tejido, los cuales se depo-
sitaron en tubos de 1,5 mL, se les adicion6 1 mL
de octano y se mezclaron a temperatura ambiente
por 30 minutos.

Posteriormente se precipit6 el raspado del teji-
do y los residuos de parafina por centrifugacién a
12.000 g por 3 minutos, y se removio el octano de
cada muestra con una pipeta Pasteur. Si la parafina
estaba todavia presente se repetia el proceso de
adicién del octano, centrifugacién y remocién.

A continuacién se adicioné 0,5 mL de etanol al
100%, y se centrifugo a 12.000 g por 3 minutos.
Se removio el maximo posible de etanol. Se adiciono
10 puL de acetona y se dejé secar el tubo abierto en
un horno, a 55 °C. Posteriormente se le adicion6
al tubo 100 pL de buffer digestién (200 pg/mL
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de proteinasa K.), se incub6 por 3 horas a 55 °C
y se dejo toda la noche a 37 °C. Se centrifugé bre-
vemente a 12.000 g y se inactivo la enzima a 95 °C
por 10 minutos. Antes de realizar la PCR, se centri-
fugé brevemente y se utilizaron 10 uL de la muestra
para la PCR.

Como control de calidad de la biopsia se realizo
la amplificacién del gen de la B-globina, mediante el
uso de los iniciadores PCO3 y PCO5, que amplifi-
can para un fragmento de 209 pb. Si la muestra fue
B-globina negativa se realizaron nuevos cortes y se
corrieron una vez més los ensayos de PCR.

El anailisis de VPH se realiz6 usando los inicia-
dores GP5+/GP6+ bioespecificos para la region L1
del VPH. Estos iniciadores amplifican un fragmento
de 140 pares de bases. Las condiciones de la PCR
fueron realizadas de acuerdo con los planteamientos

de Roda et al. (1995) (21).

La deteccién tipo especifica se realizé mediante
un inmunoensayo enzimatico (EIA), desarrollado
por Jacobs y cols. en 1997 (22). En breve, las mues-
tras positivas para VPH fueron sujetas a un analisis
especifico de grupo usando un coctel de sondas
para 14 VPH de altoriesgo, y otro coctel de sondas para
23 VPH de bajo riesgo (23).

Las muestras positivas para cada uno de los
grupos fueron analizadas mediante el uso de un
ensayo RLB, desarrollado por Van den Brule y cols.
para la tipificacion especifica de 37 tipos de VPH
(23). Todas las sondas se sintetizaron con un grupo
amino terminal 5’, el cual fue usado para unir co-
valentemente las sondas a una membrana cargada
negativamente (Byodine C). En breve, 10 pL de
los productos de PCR biotinados (140 pb) fueron
adicionados a 150 uL. de 2X SSPE/0,1% SDS, y
denaturados por 10 minutos a 99 °C. La membrana
(con las sondas de oligonucleétidos) se colocaron
en un minibloter, de tal manera que los pozos de
siembra del miniblot quedaron perpendiculares
a los oligonucleotidos. A los pozos de siembra se
les aplicaron los productos de PCR (160 uL), y se
hibridizaron por 60 minutos.

Las muestras fueron removidas del minibloter

por aspiracion, y la membrana fue lavada 2 veces
en 2X SSPE/0,5% SDS a 51 °C. Posteriormente,

la membrana fue incubada con el conjugado de
streptavidina-peroxidasa diluido 1:4000 en 2X
SSPE/0,5% SDS por una hora, y posteriormente,
lavada en 2X SSPE/0,5% por 10 minutos. Para la
detecciéon quimio-luminiscente del ADN hibridi-
zado, la membrana se incub6 en ECL liquido de
deteccion, se expuso a un film (Hyperfilm) durante
10 minutos y se revel6 la placa.

Adicionalmente, se desarrollaron 14 PCR tipo
especificas hacia la region E7 del VPH en las mues-
tras que dieron negativas para la regién L1. Esto, con
el fin de detectar muestras en las cuales se pudo
haber perdido el fragmento de lectura abierta (ORF,
por su sigla en inglés) de L1 durante los procesos
de la integracion viral. Iniciadores tipo especificos
hacia la region E7 de los VPH tipo 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68, y que am-
plificaron un fragmento de aproximadamente 100
pb, se utilizaron de acuerdo con lo planteado por
Walboomers y cols. y van den Brule y cols. (1,23).

Resultados

En total, se incluyeron en el estudio 268 muestras,
de las cuales 20 ( 6 de Bogota y 14 de Barranqui-
11a) (7,46%) tuvieron que ser excluidas luego de
revisar el diagndstico histopatolégico (Tabla 2).
De 248 muestras con diagnoéstico adecuado, 55
fueron B-globina negativas (22,1%); sin embargo,
al realizar la segunda PCR con otros cortes de las
mismas pacientes se logr6 recuperar 29 muestras,
lo cual dej6 un namero final de 26 B-globinas
negativas (10,5%).

De 222 muestras adecuadas, a 210 (94,6%) se
les pudo detectar la infeccion por VPH mediante
los iniciadores GP5+/GP6+ dirigidos hacia la region
L1, y, adicionalmente, 7 de las muestras (3,15%)
pudieron ser tipificadas utilizando los iniciadores
dirigidos hacia la regiéon E7. A 3 muestras solo se
les habia detectado infeccién por VPH de bajo
riesgo por GP5+/GP6+, pero al realizar la PCR
especifica hacia la region E7, 2 mostraron infec-
cién por VPH de alto riesgo (Tabla 3 y Figura 1).
En total, a 217 muestras (97,75%) se les pudo de-
tectar la infeccién por el VPH vy realizar su tipifi-
cacion. A las restantes 5 muestras (2,25%) no se les
detecté la infeccién con ninguno de los iniciadores
utilizados.
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Tabla 2. Muestras que no correspondieron al diagndstico inicial

Bl Bl SHaSiHaSiHa36 66 78 85 86 126 138130 149203 213 261 273 277 M

100 10 1 .

Resultado revision histopatolégica No. de casos

Tejido sin evidencia de tumor 1

Tejido de otros 6rganos sin evidencia de tejido

cervical
287 299 305 310 311 Bl Bl 18 18 18 36 66 78 B5 86 126 138139 148 ’
Ovario 1 100 10 1
Vulva 2 PR
Glandula mamaria 1
Tejido conjuntivo 1 Fig. 1. PCRE7 de VPH 16 y 18 de controles positivos y negativos y de
Estructura anatémica tubular 1 muestras incluidas en parafina.

Lesiones no infiltrantes
De acuerdo con el diagnéstico histolégico, el

85% de los casos tuvieron un diagnéstico de carcino-
ma escamocelular, sin diferencias significativas entre
3 las ciudades; la mayoria de estos casos fueron no
queratinizantes (principalmente, en Barranquilla),
y en el grupo de los adenocarcinomas la mayoria
fueron endocervicales (95,5%).

Carcinoma escamocelular in situ 8
Neoplasia intraepitelial cervical grado llI 2

Material no adecuado para diagnoéstico
histopatoldgico

Total 20

Tabla 3. Infecciones detectadas utilizando los iniciadores dirigidos

hacia la regién E7 En resumen, 217 muestras fueron tipificadas
usando los iniciadores GP5+/GP6+ y las PCR tipo
No.caso  GP5+/GP6+ E7 VPH identificado especificas hacia E7 de 14 tipos de alto riesgo. De estas,
111 corresponden a VPH 16 (50,9%); 26, a VPH 18
66 Negativo Positivo VPH16 (12,7%); 17, a VPH 45 (8,8%); 12, a VPH 31 (6,5%);
85 Negativo Positivo VPH 18 y 11, a VPH 58 (6,0%) (Tabla 4). E1 17,4% y el 4,1%
86 VPH 44 BR) Positivo VPH 18 correspondieron a infecciones multiples por VPH
4 3 de alto riesgo (VPH-AR) y por VPH de bajo riesgo
138 Negativo Positivo vPH 18 (VPH-BR), respectivamente. La figura 2 muestra la
139 VPH 72 (BR) Positivo VPH 33 prevalencia de infeccion de acuerdo con las ciudades.
203 VPH 44 (BR) Negativo -
261 Negativo Positivo VPH 16 €07 B Bogota
277 Negativo Positivo VPH 16 w0l 8 Barranqulla
287 Negativo Positivo VPH 18
31 Negativo Positivo VPH 58 404
Nota: (BR): VPH de bajo riesgo
% 30
En cuanto a la distribucién por ciudad, en Bo-
gota se obtuvieron 144 muestras con diagndstico 201
adecuado, 18 de las cuales fueron B-globina nega-
tivas (12,5%). De las 126 restantes, en 123 se pudo 10+
detectar VPH (97,6%) y en 3 no se pudo detectar
la infeccion (2,39%). En Barranquilla se obtuvie- 0
. N 16 18 45 31 58 56 33 59 68 52 35 44 51 66 39 53 82
ron 104 muestras con diagnostico adecuado, 8 de Tio0s da VPH
las cuales fueron B-globina negativas (7,76%). De posce
las 96 muestras B-globina positivas, en 94 se pudo Fig. 2. Prevalencia de la infeccion por VPH en mujeres con cancer de
detectar VPH (97,9%) y en 2 no se logré (2,08 %). cuello uterino en Bogota y Barranquilla
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Tabla 4. Distribucion de los tipos virales encontrados en el estudio

Tipode VPH Infeccion tnica Infeccion miultiple Todas las infecciones 1C95%
Alto riesgo
Cualquier VPH-AR 82,3% 17,4% 99,7% 99,2 -100%
VPH-16 48,0% 2,9% 50,9% 44,5-57,3
VPH-18 5,6% 71% 12,7% 8,3-170
VPH-45 7,0% 1,8% 8,8% 51-12,5
VPH-31 5,0% 1,5% 6,5% 3,2-97
VPH-58 5,0% 1,0% 6,0% 2,8-90
VPH-33 2,3% 2,1% 4,4% 1,8-70
VPH-56 1,5% 1,7% 3.2% 1,0-55
VPH-59 2,0% 0,6% 2,6% 0,6-4,6
VPH-51 1,2% 0,8% 2,0% 0,3-3,8
VPH-52 0,6% 1.1% 1.7% 03-32
Otros VPH-AR 3,3% 2,1% 5,4% -
Bajo riesgo
Cualquier VPH-BR 0,3% 4,1% 4,4% 1,7-71%
VPH-44 0,3% 2,4% 2,7% 0,5-4,8
Otros VPH-BR - 2,4% 2,4% -
Probable alto riesgo
VPH-26 - 5,6% 5,6% 2,6-85
VPH-66 0,6% 0,6% 1,2% 0,0-2,7
VPH-53 0,3% 0,9% 1,2% 0,0-24
Riesgo no determinado
VPH-34* - 0,9% 0,9% 0,0-2,0
VPH-83* - 0,6% 0,6% 0,0-1,7

Nota: Clasificacion basada en Mufioz y cols; NEJM 2003.

*Tipos de VPH no encontrados en los estudios de casos y controles pero clasificados como de bajo riesgo de acuerdo a su origen filogenético.

Discusion

El presente estudio fue disefado para evaluar la
prevalencia de infecciones por VPH en un grupo
de muestras de una region de alta incidencia de
cancer de cuello uterino, y de una region de inci-
dencia media-baja. El enfoque principal se basa en
los procedimientos técnicos realizados con el fin
de evitar falsos negativos, debido a un diagnoéstico
inadecuado de las muestras, o a una subvaloracién
en la deteccion del VPH.

Los resultados de nuestros ensayos usando los
iniciadores GP5+/GP6+ dirigidos hacia la regién
L1, el EIA y RLB para la tipificacién y el desarrollo
de las PCR tipo especificas hacia la regién E7 hizo
posible que se detectara el ADN del VPH en un
97,75% de las muestras B-globina positivas, por-
centaje similar a lo reportado en estudios donde se
utilizan mas de 2 juegos de iniciadores para detectar
la infeccién por VPH (1,24,25).

La prevalencia de infeccién usando sélo el juego
de iniciadores de GP5+/GP6+ fue del 94,6%, el cual
es también un porcentaje similar al reportado en la
mayoria de estudios que utilizan un tnico juego de
iniciadores (26-28), y superior a las tasas de detec-
cién encontradas durante estudios previos realizados
en el pais (29).

Utilizar iniciadores dirigidos hacia la region E7
nos permitié aumentar el porcentaje de deteccién
de VPH (posiblemente integrado) en un 3,15%, y
el cual, probablemente, no pudo ser identificado
por los iniciadores dirigidos hacia la region L1 por
interrupciones o deleciones en el ADN del VPH a
la altura del ORF L1 (1). Aunque para tener certe-
za de esta conclusion se deben realizar ensayos de
integracion, nuestros datos apoyan la hipotesis, ya
que el alto porcentaje de VPH 18 (44,4%) negativo
con los iniciadores dirigidos hacia la regién L1, y
detectado en el anilisis de E7, sugiere una elevada
integracion de este tipo viral.
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Diferentes estudios previos han mostrado que
casi todos los carcinomas de cuello uterino positivos
para VPH 18 contienen el ADN integrado (30,31),
mientras que para VPH 16 el porcentaje de integra-
cién es del 60% o menos (30-32).

La ventaja de usar iniciadores hacia la regiéon E7
es que aumenta el porcentaje de deteccion de VPH
posiblemente integrado; sin embargo, hay que reali-
zar un namero mayor de PCR. En nuestro estudio,
para analizar 14 muestras a las que no se les habia
detectado la infeccion de VPH, o soélo se les
habia detectado una infecciéon por un VPH de bajo
riesgo, se debieron realizar 196 PCR (14 PCR por
muestra), lo que implica una inversion considerable
de tiempo y recursos.

El desarrollo de nuevas técnicas basadas en PCR
multiplex y de sondas especificas para E7 para ser
usadas en inmunoensayos o RLB podrian ser de
gran apoyo en la ejecucién de este tipo de estudios,
pues aumentan el porcentaje de deteccién viral y
disminuyen los falsos negativos.

En cuanto a las cinco muestras negativas para
infecciéon por VPH, es posible que tengan carac-
teristicas especificas, como disrupciones en sus
secuencias, cargas de infeccién muy bajas u otra
condicién que haya inhibido las PCR utilizadas.
Uno de los problemas de trabajar con biopsias
incluidas en parafina es que la calidad del ADN se
puede afectar, y encontrarse fragmentado; adicio-
nalmente, en ocasiones se presentan problemas de
inhibicion de las PCR por los quimicos utilizados
durante la fijacién del tejido y de la calidad de la
parafina utilizada.

Aunque en nuestro caso no se observaron dife-
rencias importantes en la calidad del ADN entre
Bogota y Barranquilla, a pesar de las diferencias
climaticas y la cantidad de centros participantes,
en nuestro estudio, el 10,5% de los casos fueron
B-globina negativos aun después de recuperar
algunas muestras mediante nuevos cortes. Este
porcentaje es similar, o aun menor, al encontrado
en otros estudios donde se utilizan tejidos incluidos
en parafina, pero también es mayor comparado
con estudios donde se utilizan tejidos congelados
o raspados cervicales donde la calidad del ADN se
ve menos afectada (10,11).
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Algunos trabajos que han comparado la sensibili-
dad de las técnicas mas usadas en el mundo, muestran
c6mo estas tienen sensibilidades similares en la detec-
cion global de la infeccion por VPH (15,16,33,34);
sin embargo, cuando se realizan tipificaciones especi-
ficas y anlisis de infecciones multiples se encuentran
diferencias notables entre estas.

En 1997 Qu W. y cols. compararon GP5+/
GP6+ y MY09/11, y los resultados sugirieron
que MY09/11 tenia una mayor sensibilidad para
detectar VPH 53 y 61 y una mayor capacidad de
detectar infecciones multiples, mientras que GP5+/
GP6+ mostré una mayor sensibilidad para detectar
infecciones por VPH 35 (16). Sin embargo, las
comparaciones realizadas entre las dos técnicas no
fueron valoradas frente a un estindar de oro, sino
que se asumieron como verdaderos los resultados
de cada una de las técnicas.

Asi mismo, el analisis tuvo limitaciones debido
a que el GP5+/GP6+ utiliza para la tipificacién
especifica un inmunoensayo (EIA), el cual no fue
realizado en ese estudio comparativo, y algunas de
las oligosondas usadas para la tipificacién especifica,
al parecer, estaban fuera de la region que amplifican
los iniciadores GP5+/GP6+, lo cual pudo afectar
la identificacion especifica de algunos tipos virales,
y, por tanto, la comparacion de los resultados (16).

En nuestro estudio tuvimos un 17,5% de infec-
ciones multiples, lo cual est4 dentro del rango repor-

tado en otros estudios, y no se tuvieron problemas
con la deteccion del VPH 53. (17,19).

Enla actualidad la técnica de SPF 10 ha sido pro-
puesta como una técnica altamente sensible para la
deteccién de ADN de VPH, debido a que amplifica
un fragmento de 65 pb, 6ptimo para muestras en
las cuales la calidad del tejido se ve afectada. No
obstante, el uso de esta tecnologia no se halla exento
de controversia, y en recientes estudios, donde se
compara su sensibilidad con la de otras técnicas, se
han observado diferencias en la deteccién tipo espe-
cifica: por ejemplo, en un estudio realizado por van
Doom y cols., en el que se comparoé la sensibilidad
del ensayo PGMY09/11 con el ensayo SPF10-PCR,
se observaron tasas mas altas de deteccién de VPH
42, 56 y 59 con el PGMY09/11, mientras que el
SPF10 detecté mas VPH 31 y 52 (17).
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En otro estudio, realizado por Castle y cols. en
2008, y durante el cual se compararon las mismas
técnicas, se observé que con el PGMY09/11 hubo
una mayor tasa de deteccién de VPH 16, VPH 18,
VPH 39, VPH 58, VPH 59, VPH 66, y VPH 68/73,
mientras que el SPF10 detecté mas VPH 31 y VPH
52 (15). Debido a que no hay un gold estandar, Klug
y cols. realizaron un estudio en el que compararon
5 diferentes técnicas de deteccion del VPH (GP5+/
GP6+, el SPF10, PGMY09/11, E1 PCR y el VPH
DNA Chip) tomando a cada una de ellas como gold
estandar. Los resultados mostraron porcentajes de
sensibilidad muy variables entre técnicas, en cuan-
to a identificacion tipo especifica, con una mayor
sensibilidad reportada para el SPF10. Sin embargo,
cuando se analizé la especificidad de los ensayos,
esta técnica fue la que mostré una especificidad
menor (6).

Contar con una técnica que sea altamente
sensible y especifica para utilizarla en programas
de tamizacién es una gran necesidad en todo el
mundo para disminuir el nimero de seguimientos
en mujeres positivas para VPH (35). Es importante
mencionar que el GP5+/GP6+, el cual utilizamos
en nuestro estudio, se caracteriza por tener estas
caracteristicas (14), ha sido validado en estudios de
investigacién basica, epidemiolégicos y clinicos
de todo el mundo (3,35-37) y, junto con la captura de
hibridos 2 (Hc2), ha sido ampliamente utilizada
en grandes ensayos controlados aleatorizados y en
estudios de seguimiento (35).

En cuanto a la deteccién de tipos especificos,
nuestro estudio es comparable con estudios mul-
ticéntricos realizados por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC, por su
sigla en inglés), y con algunos metaanalisis en el
mundo entero (3,19,36,38). Las infecciones por
VPH 16 y 18 se han reportado siempre como las
mas frecuentes en cancer invasor, con pequefias
variaciones entre regiones, y con una prevalencia un
tanto menor en Latinoameérica y regién del Caribe
(39), con porcentajes similares a los reportados en
nuestro estudio.

En cuanto a la comparacién de las prevalencias
de infeccion entre las dos ciudades, no se obser-
varon diferencias significativas; sin embargo, se
observo que en Barranquilla (drea de mayor riesgo)

el porcentaje de infecciones por VPH 18, 45, 31
y 58 fue menor que en Bogota, mientras que la
presencia de tipos de VPH de alto riesgo menos
comunes fue mayor, resultados que muestran un
comportamiento de prevalencia semejante a cuan-
do se comparan paises desarrollados con paises en
desarrollo.

Otro aspecto muy importante en nuestro analisis
fue el cuidado en el diagnédstico histologico. Si no
se hubiera realizado la confirmaciéon patologica,
se habria tenido un diagnéstico inadecuado en 20
muestras (7,46%), lo que habria conllevado un
menor porcentaje de detecciéon de VPH, o un ma-
yor porcentaje de deteccién de VPH de bajo riesgo
asociado a lesiones preneoplasicas o a tejido vecino.
Este problema en la realizacion de un diagnostico
histolégico inadecuado se observa no sélo en este
tipo de lesiones, sino que se ve aumentado al diag-
nosticar neoplasias intraepiteliales de cuello uterino
de alto y bajo grado.

Este inadecuado diagnéstico ha llevado a discre-
pancias en datos de prevalencias e incidencias de
la infeccion en lesiones preneoplasicas, por lo cual
se debe utilizar un mayor namero de controles, o
desarrollar estrategias complementarias que lleven
a un 6ptimo diagnéstico de la enfermedad y al co-
nocimiento de la distribucion de los distintos tipos
de VPH; esto tendra una importancia creciente a
medida que se incremente el uso de vacunas y la
vigilancia viroldgica correspondiente.

En conclusién, el uso de técnicas moleculares
estandarizadas y validadas en todo el mundo y la
rigurosidad en el diagnéstico histolégico conducen
a una estimacion 6ptima de la prevalencia de la
infeccion en esta enfermedad.
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