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RESUMEN

Introduccioén: la infeccidon por Papilomavirus Humano (PVH) es la condicion
necesaria para la aparicion y desarrollo del cancer cérvico-uterino. Los genotipos de
alto riesgo oncogénico son los causantes de este tipo de neoplasia y dentro de ellos
el mas frecuente es el PVH 16, que se encuentra aproximadamente en el 60 % de
los casos. Los métodos de diagndstico comerciales resultan costosos para paises
con escasos recursos econdémicos, lo que sugiere la busqueda de alternativas
empleando protocolos sencillos y baratos.
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Objetivos: normalizar un método inmunoquimico para la detecciéon del antigeno L1
de PVH tipo 16 en muestras cérvico-uterinas de pacientes con lesiones
intraepiteliales escamosas y determinar la coincidencia entre el método
normalizado y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RCP-TR),
como técnica de referencia, para estimar la utilidad de dicho método en el
diagnéstico de la infeccion por este genotipo viral.

Métodos: se compararon tres procedimientos de inmunotincién (Indirecto de
inmunoperoxidasa en dos pasos, Estreptavidina-Biotina y Amplificacion por
polimero) respecto a sensibilidad analitica, tincién inespecifica de fondo y tiempo de
terminacion, para la deteccion de la proteina L1 de PVH 16 en lineas celulares
derivadas de carcinomas cervicales humanos y en muestras cérvico-uterinas
utilizadas como controles. El protocolo normalizado se aplic6 a muestras cérvico-
uterinas de mujeres entre 30 y 59 afios, 82 con lesiones intraepiteliales cervicales y
10 sin antecedentes de alteraciones citoldgicas, a las que ademas se les determiné
PVH 16 mediante RCP-TR.

Resultados: el procedimiento de Estreptavidina-Biotina resultd el mas sensible y
especifico. La coincidencia entre el método inmunoquimico y la RCP-TR fue de un
98,6 %, la sensibilidad fue de un 98,57 % y la especificidad de un 91,67 %, con
valores predictivos negativo y positivo por encima del 90 %.

Conclusiones: se demostro la validez del método inmunoquimico como prueba
confirmatoria de la infeccion por PVH 16. Dicho método probé ser sensible, sencillo
Yy no requiere de una compleja infraestructura para detectar PVH 16 en muestras
cervicales. Ademas, esta técnica permite obtener informacién rapidamente y evita
el uso de métodos invasivos.

Palabras clave: PVH, Proteina L1, lesiones intraepiteliales cervicales,
Inmunohistoquimica, Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real.

ABSTRACT

Introduction: Human Papillomavirus (HPV) infection is the necessary condition for
the occurernce and development of cervical cancer. The high oncogenic risk
genotypes are the responsible for this type of neoplasia and the most frequent is
HPV 16 that affects roughly 60 % of cases. Commercial kits for HPV detection are
expensive for resource-poor countries, which suggests the search for alternative
throguh non-expensive simple protocoles.

Objectives: to standardize an immunochemical method for the detection of HPV 16
L1 antigen in cervical samples of patients with squamous intraepithelial lesions and
to determine the diagnostic coincidence between the immunochemical method and
the real-time polymerase chain reaction to estimate the usefulness of this method
for the detection of cervical infection with this viral genotype.

Methods: three immunostaining methods (Two-Step Indirect Immunoperoxidase,
Labelled Streptavidin-Biotin and Enhanced Polymer) were compared in terms of
analytical sensitivity, nonspecific background staining and time of completion, for
the detection of protein L1 of HPV-16 in a cell line derived from human cervical
carcinoma and clinical samples from uterine cervix. The optimized protocol was
applied to 82 cervical samples from women aged 30-59 years with squamous
intraepithelial lesions and to 10 samples of sexually active women without previous
signals of positive cytology. The presence of type 16 HPV was also detected with
the aid of RT-PCR.

Results: the Streptavidin-Biotin system was the most sensitive and specific. The
diagnostic agreement between the immunochemical method and the real-time
polymerase chain reaction reached 98.6 %, sensitivity was 98.57 % and specificity
was 91.67 %, with positive and negative predictive values above 90 %.
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Conclusions: the validity of the immunochemical method as a confirmatory test for
infection by HPV-16 has been demonstrated. The normalized immunochemical
method proved to be a sensitive, simple, relatively fast method to detect HPV from
clinical samples of cervical cells. Furthermore, this method provides information
quickly, avoiding the use of invasive methods in patients.

Key words: HPV, L1 protein, cervival intraepithelial lesions,
immunohistochemistry, real-time polymerase chain reaction.

INTRODUCCION

Los Papilomavirus Humanos (PVH) constituyen una causa necesaria en el desarrollo
del cancer cérvico-uterino.! Estos virus infectan células epiteliales de la capa basal,
ya sea en piel o mucosas. Los genotipos con alto potencial oncogénico estan
asociados a mas del 99,7 % de las neoplasias cervicales invasivas, siendo el PVH
16 el genotipo con mayor incidencia a escala mundial.? Las lesiones del epitelio
cervical pueden ser detectadas por citologia, analisis histolégico o por observacion
colposcopica. Estos métodos de diagnéstico son importantes en la evolucién clinica
de las pacientes. Por otra parte, los métodos moleculares de deteccion viral que
permiten identificar los genotipos de PVH de alto riesgo (PVH-AR) en las lesiones
cervicales, ofrecen la capacidad de establecer una asociacion entre genotipos
virales especificos, las lesiones en la mucosa cervical y su pronéstico.® Sin
embargo, la posibilidad de extender estas técnicas a la pesquisa poblacional en
Cuba, es limitada por su costo.4

A pesar de que el programa para el diagndstico precoz del cancer de cuello uterino
ha resultado en una reduccién sustancial de la incidencia de este tipo de cancer en
Cuba, dicha patologia continda siendo una importante causa de muerte en mujeres
en edad reproductiva.® Por lo tanto se hace necesario emplear otros métodos de
diagnostico confirmatorio, mas sensibles que la citologia, que detecten proteinas o
ADN de PVH, que ademas resulten factibles de aplicar a estudios poblacionales
desde el punto de vista econémico y que aporten nuevos datos con respecto a la
situacion de la infeccién por PVH en mujeres cubanas.

El objetivo del presente trabajo fue normalizar un método inmunoquimico para la
deteccion del antigeno L1 de Papilomavirus Humano (PVH) tipo 16 en muestras
cérvico-uterinas de pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas asi como
determinar la coincidencia entre el método normalizado y la RCP-TR, como técnica
de referencia, para estimar la utilidad de dicho método en el diagnéstico de la
infeccidn por este genotipo viral.
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METODOS

Método inmunoquimico para la deteccion in situ del antigeno L1 de PVH 16

Para la normalizacion del método inmunoquimico se evaluaron tres procedimientos
de inmunotincion descritos previamente en la literatura: Método Indirecto de
Inmunoperoxidasa en dos pasos, Estreptavidina-Biotina (LSAB, del inglés, labelled
streptavidin-biotin) y Amplificacion por Polimero (ANACROM DIAGNOSTICOS, MAD-
041880QK-U, Espafia).® Dicho método se aplicé a los controles empleados: las
lineas celulares derivadas de carcinoma cervical humano y las muestras clinicas
definidas previamente como positivas o negativas a PVH 16 por RCP-TR.” Los tres
procedimientos de inmunotincién se compararon en cuanto a sensibilidad analitica
(medida como intensidad de la inmunotincién), tincién inespecifica de fondo y
tiempo consumido en la realizacién de la técnica. Al mismo tiempo se optimizaron
dos pasos internos del método inmunoquimico: el desenmascaramiento antigénico
(enzimatico o térmico) y la dilucién 6ptima de trabajo del anticuerpo primario anti-
L1 de PVH 16.

Lineas celulares y muestras clinicas
Lineas celulares

Se empled la linea de carcinoma cervical humano (American Type Culture
Collection, ATCC) transformada por PVH, SiHa con 1-2 copias del genoma de PVH
16 (ATCC, HTB 35, Rockville, Md) (7). Como control negativo se utilizaron células
de fibroblastos humanos (ATCC, CCL 171).

Controles

Como controles para la infeccién por PVH se utilizaron muestras de células cérvico-
uterinas frescas y fragmentos de tejido de igual localizacion, fijados en formol y
embebidos en parafina (FFEP) procesados en el Departamento de Anatomia
Patoldgica del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. Dichos controles fueron
definidos como positivos 0 negativos al agente viral segin metodologias publicadas
con anterioridad.”®

Muestras clinicas

Se analizaron muestras de células endo- y exo-cervicales obtenidas mediante
raspados realizados a 82 pacientes con citologia positiva. De estas pacientes se
obtuvieron, ademas, muestras de cuello uterino FFEP obtenidas por conizacion,
para su estudio histopatoldgico. Dichas muestras se diagnosticaron como lesiones
intraepiteliales cervicales de alto y bajo grado (HSIL, del Inglés High-grade
squamous intraepithelial lesions y LSIL, del Inglés Low-grade squamous
intraepithelial lesions), segun el sistema Bethesda.® Se incluyeron células del
epitelio endo- y exo-cervical provenientes de diez mujeres con citologia negativa.
Los diagnosticos citoldgicos e histolégicos fueron realizados en el Departamento de
Anatomia Patolégica de los hospitales “Ramon Gonzalez Coro” y “Eusebio
Hernandez”. El diagnéstico para PVH en todas las muestras clinicas se realizd por
RCP-TR mediante protocolos publicados previamente.?”:1°
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Procesamiento de las muestras para las técnicas inmunoquimicas

Los raspados celulares se procesaron segun protocolos publicados previamente.! A
partir de las muestras de tejido cérvico-uterino embebido en parafina se efectuaron
cortes histolégicos de 4 um de espesor, que se colocaron sobre laminas silanizadas.
Los cortes histologicos se desparafinaron y rehidrataron segun protocolos
estandares.®11.12

Procedimiento de inmunotincion

Los cortes de tejidos y extendidos celulares empleados como controles, se
sometieron a dos métodos de desenmascaramiento antigénico. Uno de ellos
consistié en la digestion proteolitica con una solucién de tripsina al 0,05 % y cloruro
de calcioal 0,1 % pH 7.8, por 20 minutos a 37 °C. El otro método empleado fue la
recuperacion antigénica por calor en bafio térmico (Fisher Scientific Polystat 24,
Bélgica) 30 minutos a 95 °C en tampodn citrato 10 mM pH 6.0. Las laminas se
trataron posteriormente con una solucién de perdxido de hidrégeno al 0,5 % y
metanol absoluto durante 15 minutos para inhibir la actividad de la peroxidasa
enddgena. Los sitios de uniones inespecificas del anticuerpo se blogueron con una
solucion de albdmina sérica bovina (BSA), al 5 % en TBS-T durante 30 minutos.
Como anticuerpo (Ac) primario se utilizd el anticuerpo monoclonal (AcM) anti-L1
PVH 16 (Chemicon International INC, CBL402, EUA). La dilucion apropiada se
determind mediante el analisis de las diluciones: 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 y
1:1000. Las muestras se incubaron 16 horas, a 4 °C en presencia del Ac primario.

Se emplearon tres métodos de inmunotincion en los que se varia el Ac secundario
utilizado. El Método Indirecto de Inmunoperoxidasa en dos pasos, en el que se
utiliz6 como Ac secundario inmunoglobulina de conejo anti-raton conjugada con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Dako Cytomation, PO260, Dinamarca). En el
método LSAB se utilizé como Ac secundario inmunoglobulina de cabra anti-ratén
biotinilada (Dako Cytomation, Dinamarca) y el complejo estreptavidina-HRP (Dako
Cytomation, Dinamarca). En el Método de Amplificacion por Polimero la
inmunotincion se realiz6 utilizando los reactivos del estuche comercial MASVISION
UNIVERSAL POLIVALENTE (ANACROM DIAGNOSTICOS, MAD-041880QK-U, Espafia)
segun las instrucciones estrictas del fabricante.

Se utilizaron controles internos del procedimiento de inmunotincion para determinar
la calidad de la fijacion e inclusiéon de los tejidos en parafina, asi como la
funcionalidad de los reactivos empleados, segun protocolos publicados
previamente.'® La presencia del antigeno viral L1 de PVH 16 se determind
previamente en los controles mediante el método inmunoquimico optimizado. Se
utilizé la RCP-TR como técnica de referencia para medir la eficiencia del método
normalizado.

Interpretacion de las pruebas inmunoquimicas

Para la lectura inmunoquimica se siguioé un protocolo a doble ciegas y se realiz6 una
clasificacion de acuerdo a la inmunoreactividad nuclear, citoplasmatica y/o en la
membrana celular. Las muestras fueron diagnosticadas segun la siguiente
estratificacion: 0 Nula o negativa, + Débil o dudosa, ++ Moderada, +++ Intensa,
de acuerdo a la intensidad y al area abarcada por el depdésito del precipitado color
marrén que ocurre donde se encuentra el antigeno detectado. Se considerd positiva
una sefal igual o mayor de dos cruces.* La tinciéon inespecifica de fondo se evalu6
siguiendo los mismos parametros.
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Analisis estadistico

Los indicadores estadisticos béasicos para evaluar el desempefio de la técnica
inmunoquimica se calcularon mediante el empleo del paquete estadistico EPIDAT
3.1 para el Andlisis Epidemioldgico de Datos Tabulados. Asi se calcularon los
valores de sensibilidad, especificidad, indice de validez de la prueba diagnéstica y
los valores predictivos positivo y negativo.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Revision de Etica Médica del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri” y de los hospitales ginecobstétricos. En todos los
casos se obtuvo el consentimiento informado de las pacientes para formar parte de
la investigacion, comunicandoles que este estudio se realizaria teniendo en cuenta
los principios éticos de la Declaracion de Helsinki sobre la investigacion clinica en
humanos.

RESULTADOS

Métodos inmunoquimicos en los controles

De las dos formas de desenmascaramiento antigénico probadas, solo el tratamiento
con calor en bafio térmico permitioé el reconocimiento eficiente de los epitopes de la
proteina mayoritaria de la capside viral L1 de PVH 16, sin alteraciones en su
conformacion activa. La dilucién 6ptima de trabajo del Ac primario empleado fue
1:100.

Se encontraron diferencias en cuanto a la sensibilidad analitica, tincion inespecifica
de fondo y tiempo consumido en la realizacion de las técnicas (tabla 1). El
procedimiento LSAB fue el mas eficiente en la deteccion del antigeno L1 de PVH 16
para su aplicacion en muestras clinicas. El mismo resulté altamente sensible, no
mostro tincion inespecifica de fondo y los resultados fueron similares a los
obtenidos por el sistema comercial de Amplificacion por Polimero. Este dltimo
método mostré una baja tincién de fondo y el mayor ahorro de tiempo pues, debido
al empleo de reactivos listos para su uso y la reduccion de periodos de incubacion,
se obtuvieron resultados satisfactorios en solo 4 horas. El método Indirecto de
Inmunoperoxidasa no resulté satisfactorio para este tipo de ensayo.

Las sefiales de inmunodetecciéon del antigeno viral obtenidas en las lineas celulares,
mostraron diferencias notables entre los controles positivos y el control negativo. El
método LSAB funcioné de manera mas eficiente en dichos controles (figura 1). La
linea celular SiHa mostré inmunotincién nuclear y citoplasmatica de color marrén
que indico la presencia del antigeno viral L1. En los tres métodos analizados los
resultados observados en los controles clinicos de extendidos celulares y tejidos
fueron similares a los que se obtuvieron en la linea celular.
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Tabla 1. Parametros técnicos analizados en la normalizacion de los tres métodos
inmunoguimicos en los controles

Métodos Intensidad de la Fondo Tiempo de terminacion
Inmunogquimicos _ sefial de Incubacién Ac | Incubacién
inmunotincion primario Ac primario
16 horas 30 minutos
Inmunoperoxidasa + ++ 19,30 h 3,30 h
LSAB +++ 0 20,00 h 4,00 h
Polimero +++ —+ 18,30 h 2,30 h

Fuente: Resultados del experimento.
0 (nula o negativa); + (débil o dudosa); ++ (moderada); +++ (intensa)
LSAB, labelled streptavidin-biotin
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Fig.1. Inmunotincion de la proteina L1 de Papilomavirus Humanos tipo 16 (PVH 16) en
diferentes lineas celulares de origen humano 20X: A) Fibroblastos como control
negativo a PVH en los que solo se observa la coloracion violacea de contraste con

Hematoxilina; B) Flechas: Inmunotincion positiva de la proteina L1 de PVH 16 en células
SiHa en las que se aprecia tincion nuclear y citoplasmatica color marron.

Aplicacion del sistema LSAB en las muestras clinicas

El método inmunoquimico empleado para la deteccion del antigeno L1 de PVH 16 en
muestras clinicas fue el sistema LSAB. Se emple6 el desenmascaramiento
antigénico por calor en bafio térmico a 95 °C durante 30 min y una diluciéon de
trabajo, del AcM primario, de 1:100 a 4 °C durante 30 minutos.

La positividad en la expresion de la proteina viral en los 82 casos de pacientes con
citologias y biopsias de lesiones intraepiteliales cervicales, se detectd en extendidos
celulares y cortes de tejidos. La observacion de pigmentos de color marrén
localizados en el nucleo, en el citoplasma y en la membrana plasmatica indico la
presencia de este antigeno viral. El analisis inmunoquimico de las diez muestras
previamente definidas como negativas por citologia y RCP-TR, no mostré
reconocimiento de los antigenos virales en ninguno de los casos.
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En el 85,3 % de los extendidos celulares de las pacientes con lesion intraepitelial
cervical, se identifico la presencia de la proteina L1 de PVH 16. Este antigeno se
localizé en el nucleo y en el citoplasma de las células cervicales parabasales y
superficiales (figura 2). En los tejidos de estas pacientes, dicho antigeno se localizo
en el citoplasma de las células cervicales intermedias, parabasales y superficiales, y
en el nucleo de las células superficiales del epitelio plano estratificado del cuello

uterino (figura 3).
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Figura 2. Inmunotincidn positiva (color marrdn) de la proteina L1 de PVH 16 en
extendidos de células cervicales de muestras clinicas. A) Flecha: Nucleo de célula
superficial 20X; B) Flecha superior: Nucleo y citoplasma de celulas parabasales;
Flecha inferior: Micleo de célula superficial 20X; C) Reaccion negativa (coloracion
violacea de contraste con Hematoxilina) 10X; D) Flecha: Citoplasma y membrana
plasmatica de células superficiales 20X; E) Flecha: Nacleo vy citoplasma de célula
superficial 20X.

440
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2014;66(3):433-446

D

Fig. 3. Inmunotincion positiva {(color marron) de la proteina L1 de PVH 16 en
secciones de tejido cervical. A) Flecha: Corte histologico de exocérvix con
inmunotincion de citoplasma y membrana plasmatica de celulas intermedias vy
parabasales del epitelio plano estratificado, 20X; B) Flecha: Inmunotincion de
citoplasma de células superficiales y parabasales del epitelio plano estratificado, 20X;
C) Reaccion negativa (coloracion viclacea de contraste con Hematoxilina) 10X; D)
Flecha: Inmunotincidn positiva del epitelio plano estratificado en todo su grosor 10X;
E) Flecha: Inmunotincion nuclear y de membrana plasmatica de células superficiales y
parabasales del epitelio plano estratificado 20X.

Al analizar la positividad a PVH en los cortes de tejido, los resultados coincidieron
con los hallazgos obtenidos en los extendidos celulares. No hubo diferencias en el
reconocimiento antigénico entre la inmunocitoquimica y la inmunohistoquimica. Con
el empleo del método inmunoquimico se obtuvo una mayor deteccién para este tipo
viral (85,3 %) que por RCP-TR (84,1 %), con una elevada coincidencia diagnéstica
(98, 6 %) entre estas pruebas pues no se encontraron diferencias significativas
entre dichos valores. Los resultados del andlisis estadistico muestran buenos
valores de sensibilidad y especificidad para la técnica inmunoquimica al ser
comparada con la técnica de referencia (tabla 2).
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Tabla 2. Coincidencia vy concordancia diagndstica en la deteccién de PVH 16
por la técnica inmunoquimica y RCP en Tiempo Real en muestras
con lesiones intraepiteliales cervicales

RCP Tiempo Real
Inmunoguimica

Positivas Megativas
Positivas 69 1
MNegativas 1 11
Total (82) 70 12
Parametros de coincidencia Valar Intervalo de confianza 95 %
diagndstica entre las
técnicas
Sensibilidad 98,57 % ag,08 100,00
Especificidad 91,67 % 71,86 100,00
indice de validez 97,56 % 93,61 100,00
Valor predictivo positivo 958,57 "o 95,08 100,00
Valor predictivo negativo 91,67 % 71,868 100,00
Prevalencia 8E5,37 % 77,11 93,63
indice de Youden 0,90 0,74 1,06
Razdn de 11,832 1,81 77,27
verosimilitud positiva
Razdn de 0,02 0,00 0,11
verosimilitud negativa
Kappa de Cohen 0,90 0,77 1,00

Fuente: Resultados del experimento. HSIL, del Inglés High-grade squamous

intraepithelial lesions; LSIL, del Inglés Low-rade squamous intraepithelial lesions.

DISCUSION

En la busqueda de sistemas alternativos que complementen el diagnéstico de
laboratorio de la infeccion por PVH se han explorado métodos inmunoquimicos para
la deteccién de antigenos virales.'® En este sentido, la normalizacién de la técnica
inmunoquimica en muestras clinicas constituye un paso fundamental.

El método de desenmascaramiento antigénico a utilizar depende de pasos previos
que pueden ser criticos en la estructura y en la antigenicidad de las proteinas
virales. El tipo de fijador empleado, su concentracion, el pH y el tiempo de
exposicion, son factores que causan la pérdida de la inmunoreactividad para
muchos antigenos, debido a los cambios que éstos introducen en la conformacion e
integridad de las proteinas componentes del tejido. En la optimizacion de los pasos
de la técnica inmunoquimica, el desenmascaramiento enzimatico con tripsina®1” no
resultd valido para la recuperacion del antigeno viral en los controles utilizados en
esta investigacion. La digestion proteolitica de las muestras pudo conllevar a la
destruccién de epitopes involucrados en la reaccion.® Por este motivo, en el
presente trabajo, se empled la exposicion al calor (temperatura cercana al punto de
ebullicion del agua) para la restauracion de la inmunoreactividad tanto en los
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extendidos celulares como en los cortes de tejido FFEP. Aunque no se conocen
exactamente los mecanismos de accion de los procesos de desenmascaramiento
antigénico, el uso del calor ha resultado de gran importancia en revertir los dafios
causados por la fijacion en formol y la inclusion en parafina.®

Al emplear el método convencional de inmunoperoxidasa en las técnicas
inmunoquimicas, algunos autores han encontrado una baja sensibilidad para en la
deteccion de antigenos virales, tanto para las muestras clinicas como para los
controles de lineas celulares.® Al comparar los tres procedimientos de
inmunotincion analizados en este estudio, se encontré que la amplificacion en la
sensibilidad, inherente a la tecnologia LSAB (basada en la alta afinidad de la
estreptavidina por la biotina) y la de Polimero (un promedio de 70 moléculas de
enzima y 10 moléculas de Ac secundario adjuntas a la columna de polimero) hacen
a estos métodos mas convenientes que el procedimiento convencional para la
deteccion de proteinas virales en muestras clinicas.

En este estudio se corroboré la presencia de PVH 16 en lesiones intraepiteliales
cervicales mediante el método inmunoquimico. La deteccion de proteinas virales
expresadas en diversas muestras clinicas con lesiones premalignas y malignas
asociadas a la infeccion por PVH, se emplea como un indicador de infeccién viral
productiva y a su vez como una herramienta confirmatoria del diagndstico
citohistopatoldgico.*® La identificacion especifica de antigenos de PVH 16 en el
epitelio cervical permite el estudio descriptivo mas objetivo de los cambios
morfoldgicos encontrados en el epitelio infectado. Existen numerosos estudios que
refieren la baja sensibilidad de las técnicas inmunoquimicas cuando se utilizan para
el diagndstico de la infeccién viral, comparadas con las técnicas que detectan ADN
de PVH.?%21 Sin embargo, el sistema LSAB tiene un potencial uso practico para el
diagndstico de PVH por ser un método simple, rapido, barato y eficiente que en
nuestro estudio, mostré una sensibilidad adecuada para la deteccion viral en
lesiones cervicales. Por estas razones se puede considerar como un método
apropiado para la confirmacion del diagndstico histopatoldgico.

Los valores de positividad a PVH 16 obtenidos en el presente trabajo mediante el
método inmunoquimico fueron de 85,3 %. Otros estudios que emplean las técnicas
inmunoquimicas para la deteccion de proteinas de PVH, reportan valores
fluctuantes de positividad para el antigeno viral L1,%%2% algunos autores describen
esta proteina en menos del 50 % de los casos'® y otros?* plantean entre un 55 y un
65 % de positividad para este antigeno. Son pocos los estudios que muestran una
positividad del 60 al 80 %, o mas en la deteccion de PVH por inmunoquimica.?526
En ninguno de los trabajos publicados se esclarece el porqué de esta divergencia en
los valores de positividad, sin embargo pudiera deberse a la variabilidad inter-
observador y a lo subjetiva que resulta la interpretacion de estas técnicas. No
obstante, las técnicas inmunoquimicas actualmente se emplean para evaluar la
expresion de proteinas de PVH de alto riesgo, como biomarcador en la
caracterizacion y progresion de lesiones cervicales.!®

El método LSAB, normalizado mostré una coincidencia en el 98,6 % de los casos
para la deteccion de PVH 16, al ser comparado con el protocolo de referencia. Con
el empleo del método inmunoquimico se obtuvo una mayor deteccion para este tipo
viral (85,3 %) que por RCP-TR (84,1 %), sin embargo no existen diferencias
significativas entre ambas proporciones. Los valores de sensibilidad, especificidad,
validez, valor predictivo negativo y positivo son buenos para la técnica
inmunoquimica.
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La deteccion de PVH proporciona una prueba de alta sensibilidad y una medida
objetiva de la presencia del virus causante del cancer cervical o lesién precursora
de riesgo.?” El valor principal de la prueba de deteccién de PVH en un programa de
pesquisa es prevenir lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado en mujeres
cuyas alteraciones podrian haber pasado inadvertidas con la busqueda citologica
solamente. El uso de la prueba inmunocitoquimica para la deteccién de PVH en
conjunto con la citologia puede reducir sustancialmente el nimero de mujeres
cuyas lesiones permanecen no detectadas a pesar de que se sometan al analisis
citolégico regularmente. De acuerdo a los resultados de este estudio, se puede
contar en el laboratorio con una metodologia sensible, sencilla, rapida,
relativamente barata y sin la necesidad de una compleja infraestructura para
detectar PVH de alto riesgo oncogénico en muestras clinicas de cuello uterino. Sin
embargo, son necesarios otros estudios donde se analice un mayor numero de
muestras para validar el método inmunoquimico en el diagndstico de la infeccién
por PVH 16 en mujeres cubanas.
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