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RESUMEN

Introduccion: El empleo de técnicas moleculares para el diagnostico de virus del
papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) es crucial para la deteccion
precoz del cancer cervicouterino.

Objetivo: Evaluar el desempeio analitico de dos estuches de PCR-tiempo real,
comercializados por el Centro de Inmunoensayo de Cuba, para detectar VPH-AR.
Métodos: Se utilizaron dos paneles de ADN de muestras cervicouterinas: uno con
150 muestras, para validar el estuche SUMASIGNAL HPV 16/18, el proceso de
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extraccion de ADN vy su utilidad como prueba cuantitativa, y otro con 163 muestras
para evaluar el estuche HPV 13+2. Se determino la utilidad clinica del estuche HPV
13+2 en 55 muestras cervicovaginales autocolectadas. Se calcularon los
indicadores de desempefo analitico de ambos estuches con respecto a pruebas de
referencia.

Resultados: Los indicadores de desempeno para SUMASIGNAL HPV 16/18 fueron
excelentes (> 95 %), concordancia 96 %, indice kappa=0,93 [0,85-1,01]. La
extraccion de ADN mostré 100 % de especificidad clinica y analitica y 95 % de
sensibilidad analitica. Se obtuvo buena correlacion con la prueba de referencia
cuantitativa (r = + 0,688). El estuche HPV 13+2 tuvo especificidad y sensibilidad
clinicas del 100 %, la especificidad analitica fue del 84 % debido a reactividad
cruzada con otros VPH-AR. Su aplicacion clinica revel6 alta frecuencia de infeccion
(41,8 %): 23,6 % con VPH-AR, particularmente en mujeres jévenes (50 %). La
muestra autocolectada resulté util (100 %).

Conclusién: Los ensayos evaluados mostraron altos estandares de calidad, lo que
permitiria su uso con una cobertura nacional en una plataforma tecnoldgica
disponible para todo el pais.

Palabras clave: virus del papiloma humano; genotipos oncogénicos; diagnostico;

PCR-tiempo real; Cuba.

ABSTRACT

Introduction: The use of molecular techniques for the diagnosis of high oncogenic
risk human papillomavirus (hrHPV) is crucial for the early detection of cervical
cancer.

Objective: To evaluate the analytical performance of two real-time PCR Kits,
commercialized by the Cuban Immunoassay Center, to detect hrHPV.

Methods: Two DNA panels from cervical samples were used: one with 150 samples
to validate the SUMASIGNAL HPV 16/18 kit, the DNA extraction process and its
usefulness as a quantitative test; and another with 163 samples to evaluate the
HPV 13+2 kit. The clinical utility of the HPV 13+2 kit was determined in 55 self-
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collected cervicovaginal samples. The analytical performance indicators of both
kits were calculated with respect to reference tests.

Results: Performance indicators for SUMASIGNAL HPV 16/18 were excellent
(>95%), concordance 96%, kappa index=0.93 [0.85-1.01]. DNA extraction showed
100% clinical and analytical specificity and 95% analytical sensitivity. Good
correlation was obtained with the quantitative reference test (r = + 0.688). The
HPV 13+2 kit had 100% clinical specificity and sensitivity, analytical specificity was
84% due to cross-reactivity with other hrHPVs. Its clinical application revealed a
high frequency of infection (41.8%): 23.6% with hrHPV, particularly in young
women (50%). The self-collected sample was viable (100%).

Conclusion: The assays evaluated showed high quality standards, which would
allow their use with national coverage in a technological platform available for the
whole country.

Keywords: Human Papillomavirus; high-risk genotypes; diagnosis; Real-Time PCR;
Cuba.

Recibido: 08/07/2021
Aceptado: 23/08/2021

Introduccion

Los virus del papiloma humano (VPH) son causantes de la infeccion de transmision
sexual (ITS) mas frecuente en todo el mundo.™ Estudios basados en evidencias
epidemioldgicas, clinicas y virologicas permiten demostrar que la infeccion por
VPH es la causa del cancer cervicouterino (CaCU).®

Se describen hasta la fecha aproximadamente 120 genotipos de VPH que, de
acuerdo con su potencialidad para inducir carcinogénesis, se clasifican en
genotipos de alto (VPH-AR) y de bajo riesgo oncogénico (VPH-BR). El grupo de VPH-

AR comprende entre 15 y 19 genotipos que se relacionan, en mayor o menor
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proporcion, con la etiologia del CaCU.® Practicamente todos los casos de CaCU y
sus lesiones precursoras inmediatas surgen de infecciones cervicales persistentes
ocasionadas por aproximadamente 15 genotipos de VPH-AR.® Los mas frecuentes
son VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58, aunque aproximadamente el 70 % de los
casos de CaCU son producidos por los VPH 16 y 18.0)

El CaCU y otros canceres de origen epitelial asociados al VPH representan un
importante problema de salud publica en el mundo,® mientras que en Cuba el
CaCU constituye una de las primeras causas de muerte por cancer en la mujer.
Aunque las tasas de mortalidad en Cuba por esta causa estan entre las mas bajas
de América Latina, en los Ultimos anos se evidencia 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.®7

Los métodos de biologia molecular basados en la deteccion del genoma de ADN del
VPH son la principal via para su diagnostico.® La 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 CaCU y para
evaluar la eficacia del empleo de las vacunas que se encuentran disponibles en el
mercado internacional.(9

Aunque en la actualidad la tendencia mundial es a incluir la PCR-TR para la
deteccion del VPH en los programas de pesquisa del CaCU, en Cuba aun no se ha
introducido esta prueba. Esto se debe a que los métodos comerciales aprobados
internacionalmente son costosos y requieren una infraestructura de laboratorio y
personal especializado. De ahi la importancia de contar con estuches
comercializados en Cuba, que cumplan con los estandares de calidad, y que
permitan garantizar la cobertura del diagnoéstico molecular del VPH con una

plataforma tecnoldgica nacional.
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El presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacion de dos sistemas de PCR-TR
para la deteccion del VPH-AR. Ambos estuches son comercializados por el Centro
de Inmunoensayo (CIE), en La Habana, Cuba, y permiten la deteccion y genotipado

de los tipos de VPH-AR de mayor relevancia clinica en la etiologia del CaCU.

Métodos

Se realizo un estudio observacional con componente analitico, para evaluar los
indicadores de desempeno de dos sistemas de PCR-TR comercializados por el CIE.
El estuche SUMASIGNAL VPH 16/18 es una PCR-TR que permite la deteccion,
cuantificacion y el genotipado combinado de VPH 16/18 en una sola reaccion. Sin
embargo, el fabricante no recomienda la cuantificacion para el diagndstico in
vitro.

El estuche Human Papillomavirus DNA Diagnostic kit (PCR-fluorescence probing
13+2) (HPV 13 + 2) se basa en una PCR-TR para la deteccion cualitativa de 15 VPH-
AR. En este caso, el sistema realiza la identificacion individual del VPH 16 y 18,
mientras que los 13 restantes (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y
68) se detectan como un grupo, independientemente de cual sea el genotipo
presente en la muestra clinica.

La evaluacion de los dos estuches diagnosticos se realizd a partir de un universo
de muestras de ADN. Dichas muestras resultaron positivas a diferentes genotipos
del VPH, al ser caracterizadas previamente en el Laboratorio de ITS del
Departamento de Virologia, del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK).
Estas se recibieron de diferentes hospitales y regiones del pais durante el periodo
2016-2019, para el diagndstico del VPH.

Para la aplicacion clinica del ensayo HPV 13 + 2, se estudiaron, ademas, muestras
de cepillado endocervical que se colectaron entre mayo y septiembre de 2020. El
universo estuvo constituido por mujeres aparentemente sanas que aceptaron
voluntariamente participar en el estudio y que cumplieron los criterios de inclusion

siguientes: ser sexualmente activas, no tener antecedentes de enfermedad de
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cuello uterino y edades entre 20 y 55 anos. No se excluyeron mujeres con
sintomatologia de infecciones ginecoldgicas en el momento de la toma de
muestras.

Todas las muestras cervicouterinas se obtuvieron mediante cepillados, se
conservaron a -80 °C en una solucion de transporte (Digene Inc., Gaithersburg, MD)
y posteriormente se realizo la extraccion del ADN y la deteccion del VPH.

Se estudiaron dos paneles de muestras de ADN que incluyeron, tanto muestras
negativas a VPH, como positivas al VPH-AR y VPH-BR. El primer panel estuvo
constituido por 150 muestras para la evaluacion del estuche SUMASIGNAL HPV
16/18. Este panel fue evaluado en dos etapas, en una primera etapa se utilizaron
80 muestras (Tabla 1A). La segunda etapa se desarrollé con la finalidad de evaluar
el proceso de extraccion de acidos nucleicos incluido en el ensayo y para ello se
utilizaron 70 muestras de ADN. En la seleccion de este Ultimo grupo de muestras
solo se incluyeron muestras positivas al VPH 16 y 18, y un mayor nUmero de
negativas con respecto a la primera etapa (Tabla 1B).

El segundo panel estuvo formado por 163 muestras de ADN previamente purificado
por el estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) para
la evaluacion del ensayo HPV 13 + 2 (Tabla 1C).

Tabla 1 - Panel de muestras de ADN para la evaluacion del estuche: A. SUMASIGNAL HPV
16/18-primera etapa; B. SUMASIGNAL HPV 16/18-segunda etapa; C. HPV 13 + 2

Numero de | Genotipo de VPH detectado por el ensayo

A) Clasificacién de las muestras o .
muestras de referencia (numero de muestras)

Negativas No deteccién del VPH 20 Ninguno
Solo 16 (31)
Solo 18 (3)
18, 11 (1)

18, 31 (1)

18, 33 (1)
18, 11, 58 (1)

(1)

(

Positivas VPH 16y 18 40

18, 58 (1
18, 31, 58 (1)
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(
(
(
(
(
(
A otros genotipos 20 56 (
diferentes de VPH 16 y 18 58 (
(

(

(

(

(

(

Subtotal de positivas 60

Total 80

Numero de | Genotipo del VPH detectado por el ensayo

B) clasificacion de las muestras o
muestras de referencia (nimero de muestras)

Negativas No deteccion del VPH 30 Ninguno

Solo 16 (25)
Solo 18 (3)
18, 45 (1)
18, 31, 3

3(2)

18, 33, 66
8
(

Positivas VPH 16/18 40 t”
18, 31, 58 (3)

18, 68 (4)
(

18, 58, 62 (1)

Total 70

Numero de | Genotipo del VPH detectado por el ensayo
C) Clasificacion de las muestras

muestras de referencia (nimero de muestras)
Negativas No deteccion del VPH 94 Ninguno
Solo a VPH 16 16 16
Solo a VPH 18 7 18

16, 31, 53, 68 (1)
16, 51, 52, 53, 58 (1)

Positivas VPH 16 mas otros 16, 51, 52, 53, 58, 83 (1)
genotipos incluidos en el 13 16, 51, 52 (1)
ensayo HPV 13+2 16, 33 (1)

16, 35, 53, 58, 59 (1)
16, 31, 33, 85 (1)
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16, 51, 59, 82 (1)
16, 66, 83 (1)
16, 58 (
16, 39, 51
16, 31, 51

)
(
(
16, 31 (1)

1
1)
1)

1

VPH 18 mas otros

6, 18, 33, 59, 61, 72 (1)
6, 18, 51, 58 (1)

genotipos incluidos en el 4
18, 35, 70, 71 (1)
ensayo HPV 13+2
18, 33 (1)
58, 61 (1)
58, 83 (1)
31,35 (1)
33, 58 (1)
58, 66 (1)
Genotipos del VPH
31, 68 (1)
incluidos en el ensayo
13 35, 58 (1)
HPV 13+2, excepto VPH
1618 52, 66, 84 (1)
Y 31,35,52,58,59,61,66,70,71,72,83,84 (1)
35, 51, 58, 59, 61, 66, 84 (1)
33, 51, 52, 58, 61, 66, 70, 83, 84 (1)
6, 52, 66 (1)
53 (1)
61,72, 83 (1)
Genotipos de VPH no 613)
incluidos en el ensayo 8
70 (3)
HPV 13+2
62, 84, 89 (1)
Virus del herpes simple (2)
Otros agentes de ITS 8 Citomegalovirus (2)
virales diferentes de VPH Virus Epstein-Barr (2)
Chlamydia trachomatis (2)
Subtotal de positivas a VPH 61
Total 163

*Los genotipos detectados se refieren a la prueba diagnostica de referencia CLART® HPV2 (Genomica, Espana).

Para la aplicacion clinica del estuche HPV 13+2 se emplearon 55 muestras de
cepillados cervicovaginales autocolectadas por las mujeres participantes durante

el periodo de estudio. Para estas muestras se realizaron todos los procedimientos
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de transporte, conservacion, almacenamiento y extraccion de ADN descritos
anteriormente para la ejecucion del ensayo de evaluacion del estuche HPV 13 + 2.
Para la extraccion del ADN, se empled 200 puL de cada muestra y se obtuvo ADN
purificado diluido en 100 puL de tampodn de elusion, el cual se almacené a -20° C
hasta la realizacion del ensayo. Este procedimiento se realizé con el estuche
comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), segun las
indicaciones del fabricante.

Ensayos de referencia: Para la evaluacion de los indicadores de desempeno de los
estuches del CIE se emple6 el sistema comercial CLART® HPV2 (Gendmica,
Espana), método cualitativo basado en microarreglos de baja densidad. El ensayo
detecta simultaneamente 35 genotipos de VPH con mayor importancia clinica: 15
VPH-AR (VPH 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 71, 72, 81, 83, 84y 89) y 20 VPH-
BR (VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82y
85), segln los criterios actualizados de la Agencia Internacional de Investigaciones
del Cancer (IARC).("" Para determinar la validez del estuche SUMASIGNAL VPH
16/18 desde el punto de vista cuantitativo, se utilizo el estuche comercial HPV
16/18 Real-TM Quant (Sacace Biotechnologies, Italia), que es una PCR-TR
cuantitativa con genotipado para VPH 16 y 18. Ambos ensayos estan certificados
por agencias internacionales como la Comunidad Europea, la Food and Drugs
Administration Agency (FDA, por sus siglas en inglés) y la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), para su uso en el diagnostico in vitro del VPH.

Estudio de correlacion cuantitativa entre el estuche SUMASIGNAL HPV 16/ 18 y el
sistema de referencia: Dado que el sistema SUMASIGNAL HPV 16/18 contiene
referencias cuantitativas (desde 4 x 10 hasta 4 x 107 copias/mL), que coinciden
con la concentracion de los estandares del sistema comercial HPV 16/18 Real-TM
Quant de Sacace, se decidio evaluar su desempeno desde el punto de vista
cuantitativo. Para ello se analizaron 40 de las muestras positivas a VPH 16 0 18, se
graficaron las diferencias entre los logaritmos de las cargas virales obtenidas y se

calculd la correlacién entre ambos ensayos.
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Se estimaron medidas de estadistica descriptiva en Microsoft® Excel version 15.0.
Se calcularon los siguientes indicadores de desempeno de los estuches
diagnosticos: sensibilidad y especificidad clinica, especificidad analitica o
reactividad cruzada con otros genotipos del virus (de bajo o alto riesgo oncogénico)
y con otros agentes virales o bacterianos de transmision sexual, valores predictivos
positivo y negativo, concordancia e indice kappa. Para estos analisis se empleo el
paquete estadistico Epidat 3.1 y la aplicacion LabCalc 1.0.1. Para comparar las
cargas virales obtenidas por el método SUMASIGNAL HPV 16/18 con respecto al
ensayo de referencia se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson.

En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado de las mujeres para
participar en la investigacion. Esta se desarrollo segin las normas actualizadas de
la Declaracién de Helsinki y las Guias Eticas Internacionales para estudios

biomédicos en sujetos humanos (CIOMS).(12:13)

Resultados
Indicadores de desempeiio del estuche SUMASIGNAL HPV 16/18

en la primera etapa
Con el estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 se obtuvo excelentes indicadores de
desempeno (Tabla 2). Los valores de sensibilidad y especificidad clinica fueron
satisfactorios (95 % y 98 %, respectivamente). En el calculo de la sensibilidad
clinica solo dos muestras resultaron discordantes y para la especificidad clinica,

solamente una.
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Tabla 2 - Indicadores de la evaluacion del desempeiio clinico y analitico del estuche
SUMASIGNAL HPV 16/18

Parimetros SUMASIGNAL HPV 16/18

n = 80 (%)

Sensibilidad clinica (IC 95 %) 95 (89-102)

Especificidad clinica (IC 95 %) 98 (93-102)

Especificidad analitica RC (IC 95 %) 95 (89-102)

Valor predictivo positivo (IC 95 %) 98 (93-102)

Valor predictivo negativo (IC 95 %) 95 (89-102)

Concordancia (IC 95 %) 96 (92-100)

Indice kappa (IC 95 %) 0,93 (0,85-1,01)

Estudio de correlacion cuantitativa entre el estuche SUMASIGNAL
HPV 16/18 y el sistema de referencia HPV 16/18 Real-TM Quant de

Sacace
Las diferencias entre los logaritmos de las cargas virales obtenidas en ambos
ensayos se muestran en la figura 1.
Ademas, se realizo un estudio de correlacion entre los logaritmos de las cargas
virales obtenidas por ambos métodos mediante el calculo del coeficiente de

correlacion de Pearson, para el que se obtuvo un valor de r = +0,688 (Fig. 2).
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50

45 %

Porcentaje de muestras

=0.5 0.51-1 *1-1.5 1.5-2 =2

Diferencias entre los Logyg de las cargas virales

Fig. 1 - Comportamiento de las diferencias entre los logaritmos de las cargas virales
obtenidas en el ensayo SUMASIGNAL HPV 16/18 y la prueba de referencia HPV 16/18
Real-TM Quant, de Sacace.
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Fig. 2 - Correlacion entre los logaritmos de las cargas virales obtenidas en el ensayo
SUMASIGNAL HPV 16/18 del Centro de Inmunoensayo (eje X) y la prueba de referencia
HPV 16/18 Real-TM Quant, Sacace (eje Y).

Indicadores de desempeiio del estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 en

la segunda etapa. Evaluacion de dos métodos de extraccion de ADN
El estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 incluye un paso de extraccion de ADN que
consiste en la incubacion de la muestra clinica durante 10 min a temperatura
ambiente en presencia de 5 pL de una solucién de lisis. Este paso, recomendado
por el CIE, se compard con el sistema comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Alemania) (Tabla 3).

Los valores de especificidad clinica, especificidad analitica y valor predictivo

positivo fueron de un 100 %, cuando se emplearon ambos métodos de extraccion
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de ADN. No asi la sensibilidad clinica que fue superior cuando se empleo el método
de extraccion de QIAGEN. Con el uso del método de lisis se obtuvieron dos muestras
discordantes y solo una con el sistema comercial. Sin embargo, los valores de
sensibilidad clinica fueron muy buenos para ambos protocolos de extraccion y no

se observaron diferencias significativas (p > 0,05).

Tabla 3 - Evaluacion del desempeiio analitico del estuche SUMASIGNAL 16/18 al

comparar dos métodos de extraccion de ADN
Extraccion (%) QIAGEN

Extraccion (%)

Parametros* SUMASIGNAL HPV 16/18 n=70
n=70
Sensibilidad clinica (IC 95 %) 95 (89-102) 98 (93-102)

Especificidad clinica (IC 95 %)

100 (100-100)

100 (100-100)

Especificidad analitica RC (IC 95 %)

100 (100-100)

Valor predictivo positivo (IC 95 %)

100 (100-100)

100 (100-100)

Valor predictivo negativo (IC 95 %)

94 (85-102)

(
(
100 (100-100)
(
(

97 (91-103)

Concordancia (IC 95 %)

97 (93-101)

99 (96-101)

indice kappa (IC 95 %) 0,94 (0,87-1,02) 0,97 (0,92-1,03)

*Los indicadores de desempefio se determinaron contra la prueba diagnostica de referencia CLART® HPV 2 (Gendmica,

Espana).

Indicadores de desempefio del estuche Human Papillomavirus DNA
Diagnostic kit (PCR-fluorescence probing 13 + 2) (HPV 13+2)

Los indicadores de desempefo analitico del estuche HPV 13 + 2 (Tabla 4) mostraron
una sensibilidad y especificidad clinica, y un valor predictivo negativo del 100 %.
El valor predictivo positivo y la concordancia con la prueba de referencia fueron
excelentes (> 95 %).

La especificidad analitica que incluyo la reactividad cruzada fue el mas critico de
los indicadores obtenidos (84 %). Este resultado correspondid a cinco muestras
discordantes, que no debieron ser detectadas por el sistema, ya que eran positivas
a genotipos de VPH no incluidos en el diseno de la PCR. La reactividad cruzada solo
se observo con otros genotipos de VPH-AR, ya que no se obtuvo amplificacion para

otros virus con genoma de ADN como virus del herpes simple, citomegalovirus o
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virus Epstein-Barr. Tampoco amplificaron muestras positivas a otros agentes

causantes de ITS como Chlamydia trachomatis.

Tabla 4 - Evaluacion del desempeiio analitico del estuche HPV 13+2 del CIE

HPV 13+2
N=163

Parametros*

Sensibilidad clinica (IC 95 %)

100 (100-100)

Especificidad clinica (IC 95 %)

100 (100-100)

Especificidad analitica RC (IC 95 %)

68-101)

Valor predictivo positivo (IC 95 %)

Valor predictivo negativo (IC 95 %)

84 (
96 (91-101)
100 (100-100)

Concordancia (IC 95 %)

99 (97-101)

Indice kappa (IC 95 %)

0,97 (0,93-1,01)

*Los indicadores de desempefio se determinaron contra la prueba diagndstica de referencia CLART® HPV 2 (Gendmica,

Espana).

Aplicaciéon a muestras clinicas del estuche Human Papillomavirus
DNA Diagnostic kit (PCR-fluorescence probing 13 + 2) (HPV 13 + 2)

Frecuencia de infeccion por VPH y distribucion por grupos etarios

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos cuando se realizé la PCR-TR con
el estuche HPV 13 + 2.

Como se observa en la figura 3A, se obtuvo una frecuencia total de infeccion por
VPH del 41,8 %, el genotipo individual mas frecuente fue el VPH 16 con 18,1 %, y
casi el 24 % de las muestras resultaron positivas a uno o mas genotipos del grupo
de los 13 VPH-AR. Las coinfecciones se detectaron en un bajo porcentaje de las
muestras estudiadas.

En la figura 3B se muestran los resultados del diagndstico de VPH aplicando el
estuche HPV 13 + 2, segln los grupos etarios de las mujeres analizadas. Como se
evidencia, la mayor parte de las mujeres incluidas en el estudio estaban entre los
20 y 30 anos de edad, también fueron las que tuvieron la mayor frecuencia de

infeccion.
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Discusion
En la presente investigacion se evaluaron dos estuches diagnosticos
comercializados por el CIE para la deteccion in vitro de VPH y su posible aplicacion
en el programa de pesquisa del CaCU en Cuba.
El estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 tuvo excelentes indicadores de desempeno, ya
que los valores de sensibilidad y especificidad analitica, los valores predictivos
negativos y positivos, y la concordancia fueron superiores al 95 %. Asimismo, el
indice de kappa resulté muy bueno, pues tuvo un valor entre 0,81 y 1,00.('4
En cuanto a la especificidad analitica o reactividad cruzada, se detecto solo una
muestra como falso positivo. Particularmente esta muestra, que era negativa para
VPH 16 y 18, era positiva a VPH 45, genotipo que presenta una marcada relacion
filogenética con VPH 18.(1%)
El sistema de referencia CLART® HPV2 es una prueba de referencia universal para
el diagnostico in vitro de VPH, con excelentes estandares de desempeiio. Se valido
en numerosos estudios de cohorte, aleatorios y controlados, que incluyeron a
cientos de miles de mujeres en todo el mundo, los cuales demostraron su valor
clinico. Por lo tanto, las nuevas pruebas de VPH deben mostrar que poseen
caracteristicas clinicas equivalentes (no inferiores) a la prueba de referencia,
antes de ser usadas para tamizaje.(1®)
Los resultados del presente estudio coinciden con datos publicados por otros
autores que demuestran la utilidad de los sistemas de PCR-TR para el diagnostico
in vitro de VPH y su aplicacion para la deteccion precoz del CaCU.('7:18)
El estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 esta disenado por sus fabricantes como un
sistema cualitativo; no obstante, al compararlo contra el sistema comercial HPV
16/18 Real-TM Quant de Sacace, se observo que un gran nimero de muestras
presentaron diferencias minimas entre los logaritmos de las cargas virales, segun
ambos métodos.
El coeficiente de Pearson (r = +0,688) fue considerado como bueno, ya que se
obtuvo una asociacion positiva entre las cargas virales cuantificadas por ambos

métodos. Sin embargo, para establecer el valor de la carga viral de VPH 16 y 18
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como marcador con significacion clinica se necesitaria una correlacion casi
perfecta, con valores de r entre 0,9 y 1,0. Por tal motivo los resultados sugieren
el uso del valor de la carga viral obtenida por el ensayo SUMASIGNAL HPV 16/18,
como criterio para seguimiento, pero no como un biomarcador de evolucion
clinica.(”

El estuche SUMASIGNAL HPV 16/18 incluye un paso de extraccion de ADN muy
rapido y sencillo recomendado por el fabricante. El uso del procedimiento mostro
un elevado valor de concordancia con la prueba de referencia diagnéstica e
indicadores de desempeino muy buenos. La mayoria de los sistemas de PCR-TR
comerciales requieren de laboriosos procesos de purificacion de ADN, tal es el caso
del estuche comercial HPV Genotypes 14 Real-TM Quant (Sacace Biotechnologies
Srl, Italia) que recomienda un protocolo de extraccion mediante perlas magnéticas
y del sistema Abbott Real Time High Risk HPV (ART; Abbott Molecular, EE. UU.),
que incluye un procedimiento de purificacion de ADN con precalentamiento y
largas incubaciones de las muestras clinicas.? Los resultados evidencian que el
protocolo de extraccion incluido en el estuche SUMASIGNAL 16/18 es comparable
con un sistema comercial de extraccion por columnas, donde se obtiene ADN a
partir de muestras clinicas cervicovaginales con elevada calidad y pureza. Este
hallazgo permite utilizar un procedimiento de extraccion de ADN simple, rapido,
que no requiere el empleo de equipamiento adicional, con el consiguiente ahorro
de tiempo y recursos.

El estuche SUMASIGNAL 16/18 mostro un buen desempefo para el diagnostico in
vitro de VPH 16 o 18; pero tiene limitaciones para su inclusion como prueba
molecular dentro de un programa de pesquisa para la deteccion precoz del CaCU,
pues solo incluye la deteccidn simultanea de dos genotipos de VPH, que, aunque
son de gran relevancia en la etiologia del CaCU, no son los Unicos. Segun los
criterios actualizados de la IARC, la infeccion con otros 13 genotipos de VPH-AR
(VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y 68) constituye un factor de
riesgo para el desarrollo de lesiones precursoras y CaCU, porque al igual que los

VPH 16 y 18, tienen la capacidad para desarrollar persistencia y transformar las
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células infectadas.") Por esta razon, la evaluacion de un estuche comercializado
en Cuba, con capacidad para detectar un nimero mayor de genotipos ofrece
grandes ventajas. El estuche HPV 13 + 2 es una PCR-TR para la deteccion
cualitativa de 15 genotipos de VPH-AR.

Las investigaciones encaminadas a la validacion de sistemas de PCR-TR con
genotipado amplio enfocan sus estudios de reactividad cruzada en que no existan
reacciones cruzadas con VPH-BR,?" un logro también del presente trabajo, pues
la identificacion equivoca de estos agentes generaria interpretaciones clinicas
errébneas que conducirian a protocolos de seguimiento y tratamiento
inadecuados. "

El analisis de las muestras discordantes obtenidas en el presente estudio reveld
que todos los casos infectados con el genotipo 70 fueron detectadas por el sistema
HPV 13 + 2, aun cuando no esta incluido entre los 15 genotipos que amplifica el
ensayo. De acuerdo con el arbol filogenético de la familia Papillomaviridae,™ el
genotipo 70 tiene una elevada homologia con otros genotipos que estan incluidos
en el grupo que detecta la PCR-TR HPV 13 + 2. Tal es el caso de VPH 39, 59 y 68,
que se encuentran muy cercanos al VPH 70, en la misma rama del arbol
filogenético, pues todos pertenecen a la misma especie a7.('>) Esta puede ser la
causa de la reactividad cruzada o baja sensibilidad analitica observada, sin
embargo este resultado pudiera ser un valor anadido del estuche HPV 13 + 2.
Dicho sistema se escogio para su aplicacion a muestras clinicas, lo que permitio
evaluar su utilidad para el diagnostico in vitro en muestras autocolectadas por las
mujeres participantes en la investigacion. Teniendo en cuenta que las mujeres
eran aparentemente sanas, sin antecedentes de enfermedad de cuello uterino, el
porcentaje de positividad fue elevado (41,8 %).

Segln datos publicados, la prevalencia de infeccion cervical por VPH-AR en la
poblacion abierta oscila desde 1,6 a 25 %, es mayor en las mujeres jovenes que
inician las relaciones sexuales y va disminuyendo con el aumento de la edad.?? Se
estima una prevalencia global del 11,7 %, y particularmente en América Latina es

del 16,1 %.?2 Sin embargo, en estudios previos realizados en mujeres cubanas con
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citologias negativas, la frecuencia de infeccion fue superior a lo encontrado en
América Latina. Los resultados de la presente investigacion coinciden con los
hallazgos de un estudio realizado por Soto y otros en 2014 con mujeres de La
Habana. Los autores analizaron, mediante PCR-TR, un total de 322 mujeres entre
30y 59 afos, 211 con lesiones cervicales y 111 con citologia normal. En las mujeres
con citologia normal se detectd un 41,6 % de infeccion, cifra muy superior a lo que
se informa para mujeres latinoamericanas. 23

En otro trabajo realizado por estos mismos autores en 2016, estudiaron 519
mujeres entre 15 y 59 afos, con una citologia cervical negativa en los dos afos
anteriores al estudio. En las mujeres con citologia negativa confirmada, la
prevalencia fue aun mayor (58,4 %; 147/303). La alta frecuencia de infeccion por
VPH en mujeres de La Habana es un fendmeno que se asocio a predictores de riesgo
particulares para la poblacion femenina de la capital. (4

Una investigacion mas reciente demostré que la prevalencia de infeccion por VPH
puede variar, incluso dentro del pais. Guilarte y Soto, en el ano 2020, investigaron
la circulacion de VPH en tres provincias de Cuba: La Habana, Villa Clara y Holguin.
Analizaron 500 mujeres con antecedentes de citologia negativa con edades entre
16 y 67 anos. Los autores encontraron diferencias entre provincias para los
genotipos circulantes y las variables relacionadas con la infeccion. No obstante, el
genotipo mas frecuente fue el VPH 16.()

Al analizar la distribucion de los genotipos en la presente investigacion, aunque el
sistema HPV 13 + 2 no discrimina entre los 13 VPH-AR, sino que los detecta como
grupo, se pudo observar un predominio de los virus incluidos en dicho grupo.
Aunque el VPH 16 fue el mas prevalente, casi el 24 % de los casos estaba infectado
con otro VPH-AR. Esto demuestra la importancia del genotipado amplio, pues no
solo es fundamental contar con métodos con alta sensibilidad analitica, sino
también su genotipificacion.

Otro elemento que se evalud fue la autocolecta de las muestras de cepillado
cervicovaginal. El principal indicador de la calidad de este procedimiento fue la

amplificacion del gen de la beta globina humana, como control interno del proceso
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de amplificacion y como criterio de utilidad de la muestra clinica. En todas se
obtuvo amplificacion adecuada del control interno, avalando la utilidad de esta
practica, como ya se ha confirmado en estudios previos.?% Esto facilitaria
extender el uso del sistema de PCR-TR evaluado hasta la atencion primaria de
salud y las comunidades rurales en Cuba.

Por todo lo antes expuesto, la presente investigacion apoya la posibilidad de contar
con dos estuches de produccion nacional validados para la deteccion molecular y
el diagndstico in vitro de VPH-AR, asi como la oportunidad de incluir estos ensayos
en algoritmos para la deteccion precoz del CaCU en Cuba. Se confirmaron los
estandares altos de calidad de ambas pruebas, lo que permitiria su uso con una

cobertura nacional en una plataforma tecnoldgica disponible para todo el pais.
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