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Utilidad clinica de la prueba

La relacién causal entre el desarrollo de céncer de cérvix y la infeccién con ge-
notipos de alto riesgo (AR) del virus del papiloma humano (VPH), ha llevado al
desarrollo de estrategias para su deteccidn y caracterizacién genotipica, como
una medida de prevencién de este tipo de céncer. Dado que la presencia del
VPH no puede ser determinada mediante los hallazgos clinicos de la paciente,
como tampoco en los hallazgos morfolégicos en la citologia ni en la deteccidn de
anticuerpos especificos contra el VPH (pruebas seroldgicas), su deteccién y ge-
notipificacién recaen en el uso de pruebas moleculares, las cuales en su mayoria
estan dirigidas a la deteccién del ADN de los genotipos de alto riesgo, usando la
técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y en tiempo
real (RT-PCR) [1]. La técnica de PCR permite la amplificacién de regiones especifi-
cas del ADN del VPH en los genes L1, E6 y E7, los cuales, por sus variaciones en la
secuencia, permiten la genotipificacion del virus [2,3].

Las pruebas de deteccién de ADN y/o genotipificacidon del VPH son consideradas
herramientas de tamizacién en cancer de cérvix, que detectan la infeccién cau-
sada por VPH. Su aplicacién estad enfocada en la clasificacion de anormalidades
citolégicas, monitoreo de infecciones persistentes, seguimiento postratamien-
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to de lesiones intraepiteliales de alto
grado y vigilancia epidemioldgica en
salud publica [4-6]. La utilizacion de la
citologiay las pruebas de detecciéon de
ADN del VPH, aumenta la sensibilidad
de la tamizacién para la deteccién de
céncer de cérvix y reduce de manera
significativa el riesgo de sufrir lesiones
cervicales premalignas por un periodo
de 5 afos [2,7].

Fundamento de la técnica

La RT-PCR VPH AR es una prueba de
PCR multiplex en tiempo real (RT-PCR),
que permite la deteccién cualitativa
(positiva o negativa) y simultdnea de 14
genotipos del VPH clasificados como
de alto riesgo para céncer de cérvix
(genotipos 16, 18,31, 33, 35, 39,45, 51,
52,56, 58, 59, 66,y 68). Se basa en la
amplificacion de una region especifica
del gen L1 (gen tardio codificante para
proteinas estructurales que conforman
la nucleocapside viral del VPH), utili-
zando oligonucleétidos que detectan
el ADN viral y sondas especificas que
permiten de manera simultanea su di-
ferenciacién por genotipos especificos
de alto riesgo [8,9].

Muestra y almacenamiento

La muestra estandarizada y de elec-
cién para la deteccidén de genotipos
de alto riesgo del VPH es la que se
utiliza para la citologia cervicouterina
en base liquida, preservada en medio
ThinPrep o SurePath. Estas muestras
deben ser transportadas y almacena-
das en refrigeracion (2°C a 8°C), con
el fin de garantizar una estabilidad
maxima de 2 semanas. Los hisopados
de cérvix también se pueden utilizar,
siempre y cuando se garantice su al-
macenamiento en el medio de tras-
porte adecuado.
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Procedimiento

La RT-PCR VPH AR se lleva a cabo en
tres pasos: 1) extraccién, anélisis es-
pectral y cuantificacién del material
genético (ADN viral) purificado a partir
del sedimento celular obtenido de la
muestra; 2) preparacién de la mezcla
de componentes de la reaccién de RT-
PCRy las muestras de ADN; y, 3) ampli-
ficacién del ADN viral por RT-PCR, con
el anélisis e interpretacion de los resul-
tados. La extraccion del ADN se realiza
a partir de 1.000 uL de la muestra para
citologia en base liquida, los cuales
son centrifugados para obtener el se-
dimento celular del epitelio cervical.
El sedimento colectado es sometido
a digestion usando detergentes, pro-
teinasa K e incubacién a temperaturas
entre 56°C y 70°C, hasta la obtencién
del ADN en solucién acuosa, el cual es
posteriormente purificado por croma-
tografia de adsorcion en silice. El pro-
cedimiento de extraccion se realiza con
el kit Qiamp DNA Mini kit (Qiagen, Ale-
mania), siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. La calidad del ADN
purificado se evalla mediante anélisis
espectral (relacion de absorcién A260
nm/A280 nm y A260 nm/A230 nm), y
su cuantificacion por absorcién de luz
a 260 nm (NanoDrop ONE-W, Thermo
Fisher Scientific). El ADN purificado es
posteriormente utilizado como mues-
tra para la RT-PCR. Cada reaccién co-
rresponde a una mezcla de reactivos
para la amplificacién de una regién es-
pecifica del gen L1 del VPH, e incluye
los oligonucleétidos y sondas marca-
das con fluordforos (especificas para
cada genotipo), las enzimas ADN po-
limerasa y uracil-ADN glicosilasa, y un
tampdn amortiguador con los nucledti-
dos trifosfato (ANTPs). La amplificacién
del gen L1 se lleva a cabo usando un
termociclador (CFX96, Bio-Rad) y los
productos amplificados son detecta-
dos en tiempo real mediante la medi-
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cién de la fluorescencia emitida por los
fluoréforos de las sondas, en un anéli-
sis de curvas de melting ciclico. La RT-
PCR tarda en promedio unas 4 horas,
e incluye el corrido de tres controles
positivos (mezclas de ADN sintético de
los genotipos del VPH de AR detecta-
dos en la prueba: PC1, PC2 y PC3), un
control negativo (sin ADN), y un control
interno (IC: gen humano de expresion
constitutiva).

Interpretacion
de los resultados

Al finalizar la amplificacién de las
muestras y controles de la RT-PCR, los
resultados de deteccién y andlisis de
curvas de melting ciclico son exporta-

dos a un analizador automatizado que
permite su interpretacién y reporte. La
interpretacién de los resultados invo-
lucra el anélisis de curvas de melting,
que indican la amplificacién del ADN
del control interno (para cada una de
las reacciones) y la amplificacién del
ADN del VPH (para las reacciones de
los controles positivos y negativos,
y las muestras de los pacientes). La
amplificaciéon del ADN en los contro-
les, permite validar los resultados de
la prueba de RT-PCR y la deteccion
de los genotipos especificos del VPH
(tabla 1). Finalmente, los datos gene-
rados en el termociclador son some-
tidos al anélisis e interpretacién auto-
matizada, utilizando el software y los
parametros especificos que permiten
su respectivo reporte.

Tabla 1. Interpretacién de los resultados de |la prueba RT-PCR VPH AR

Resultado obtenido en

Resultado del control

Interpretacion

la RT-PCR VPH interno (IC) *
+, ++ 0 +++ ++ 0 +++
+, ++ 0 +++ +0-

++ 0 +++
+o0

1. Se detecté ADN del VPH
2. Se identificaron genotipos del VPH de alto
riesgo

1. Se detecté ADN del VPH

2. Se identificaron genotipos del VPH de alto
riesgo

3. Pueden estar presentes otros genotipos del
VPH adicionales que no se detectaron en la
muestra

1. No se detectd ADN del VPH en la muestra.
Prueba negativa para VPH de AR

1. Prueba de RT-PCR no vélida

2. El hecho de que la sefal del IC sea

débil o negativa, indica que el proceso de
recoleccion de la muestra o la ejecucion

de la RT-PCR fue inadecuada o presenta
fallas. Ademas, podria indicar la presencia
de inhibidores de la reaccién en la muestra
procesada

3. Se debe repetir la prueba de RT-PCR desde
la extraccion de los acidos nucleicos (ADN),
usando otra alicuota de la muestra original

*Si no se observa sefal del control interno (IC) en la RT-PCR o ninguna otra sefial de amplificacién
del ADN del VPH, se debe repetir la prueba o evaluar la presencia de inhibidores en la muestra
procesada. También se puede considerar diluir la muestra, ya que la sefial del control interno se
puede reducir o estar ausente en presencia de una alta carga viral en la muestra.
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Limitaciones y ventajas
de la prueba

La sensibilidad de esta prueba se ha
estimado entre 96,9% y 98,5% para las
lesiones intraepiteliales de alto grado
en mujeres mayores de 30 afios, en
tanto que la especificidad ha mostrado
valores de 94,1% [10]. Los resultados
de deteccién y genotipificacion del
VPH de alto riesgo pueden ser obteni-
dos entre 24 y 48 horas posteriores a
la recoleccién de la muestra, siempre y
cuando la muestra sea tomada y pro-
cesada bajo condiciones apropiadas y
por personal debidamente entrenado.

La prueba de RT-PCR VPH AR puede
ser aplicada a muestras de sedimento
celular obtenidas y preservadas ade-
cuadamente en los medios de trans-
porte Surepath, Thinprep o eNAT. Si la
muestra se encuentra preservada en
otro medio de transporte diferente, se
debe realizar una verificacién del mé-
todo que permita determinar la validez
de los resultados.

El limite de deteccion de la prueba es
de 50 copias/reaccién. Un resultado
negativo en la prueba de RT-PCR VPH
AR no descarta una posible infeccién
con otros genotipos del VPH no detec-
tables por este método, o una posible
infeccién con carga viral baja, inferior al
limite de deteccién de la prueba.

Referencias

1. Toro-Montoya Al, Tapia-Vela LJ. Virus del
papiloma humano (VPH) y céncer. Med Lab
2021;25:467-483.

2. Arbelaez-Vasquez A, Carreiio C, Coiiazos-
Ramirez L, Castillo A. Implementacién de la
nueva guia préactica clinica para la deteccion
y manejo de lesiones precancerosas de cue-
llo uterino en mujeres de la ciudad de Cali,
Colombia. Infectio 2020;24:20-26. https://doi.

550

10.

-I Mesa-Arango JA, Tapia-Vela LJ, Loaiza-Diaz N, Echeverry-Chica J, Toro-Montoya Al

org/10.22354/in.v24i1.823.

Lagheden C, Eklund C, Lamin H, Kleppe SN,
Lei J, Elfstrom KM, et al. Nationwide compre-
hensive human papillomavirus (HPV) genoty-
ping of invasive cervical cancer. Br J Cancer
2018;118:1377-1381. https://doi.org/10.1038/
s41416-018-0053-6.

Gradissimo A, Burk RD. Molecular tests poten-
tially improving HPV screening and genotyping
for cervical cancer prevention. Expert Rev Mol
Diagn 2017;17:379-391. https://doi.org/10.10
80/14737159.2017.1293525.

Groves 1J, Coleman N. Pathogenesis of hu-
man papillomavirus-associated mucosal di-
sease. J Pathol 2015;235:527-538. https://doi.
org/10.1002/path.4496.

Leal SM, Jr., Gulley ML. Current and emerging
molecular tests for human papillomavirus-rela-
ted neoplasia in the genomic era. J Mol Diagn
2017;19:366-377.  https://doi.org/10.1016/j.
jmoldx.2017.01.006.

Ministerio de Salud y Proteccién Social, Ins-
tituto Nacional de Cancerologia-ESE. Guia
de Préactica Clinica para la deteccién y manejo
de lesiones precancerosas de cuello uterino.
Guia No. 44. Bogotd D.C: Ministerio de Sa-
lud y Proteccién Social; 2014. Acceso 15 de
marzo de 2021. Disponible en https://www.
cancer.gov.co/Gu%C3%ADas-y-Protocolos/
Gu%C3%ADas-de-Practica-clinica/LPC-Guia-
profesionales.pdf.

Hesselink AT, Sahli R, Berkhof J, Snijders
PJ, van der Salm ML, Agard D, et al. Clinical
validation of Anyplex™ Il HPV HR detection
according to the guidelines for HPV test requi-
rements for cervical cancer screening. J Clin
Virol 2016;76:36-39. https://doi.org/10.1016/j.
jcv.2016.01.009.

Jung S, Lee B, Lee KN, Kim Y, Oh EJ. Clinical
validation of Anyplex Il HPV HR detection test
for cervical cancer screening in Korea. Arch
Pathol Lab Med 2016;140:276-280. https://doi.
org/10.5858/arpa.2015-0117-0A.

Ostrbenk A, Xu L, Arbyn M, Poljak M. Clini-
cal and analytical evaluation of the Anyplex Il
HPV HR detection assay within the VALGENT-3
framework. J Clin Microbiol 2018;56:e01176.
https://doi.org/10.1128/jcm.01176-18.

Volumen 25, Namero 2, 2021 M


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0123-93922020000100020&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0123-93922020000100020&lng=en&nrm=iso
https://www.nature.com/articles/s41416-018-0053-6
https://www.nature.com/articles/s41416-018-0053-6
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/14737159.2017.1293525?journalCode=iero20
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/14737159.2017.1293525?journalCode=iero20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/path.4496
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/path.4496
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525157817300077
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525157817300077
https://www.cancer.gov.co/Gu%C3%ADas-y-Protocolos/Gu%C3%ADas-de-Practica-clinica/LPC-Guia-profesionales.pdf
https://www.cancer.gov.co/Gu%C3%ADas-y-Protocolos/Gu%C3%ADas-de-Practica-clinica/LPC-Guia-profesionales.pdf
https://www.cancer.gov.co/Gu%C3%ADas-y-Protocolos/Gu%C3%ADas-de-Practica-clinica/LPC-Guia-profesionales.pdf
https://www.cancer.gov.co/Gu%C3%ADas-y-Protocolos/Gu%C3%ADas-de-Practica-clinica/LPC-Guia-profesionales.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386653216000111
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386653216000111
https://meridian.allenpress.com/aplm/article/140/3/276/65056/Clinical-Validation-of-Anyplex-II-HPV-HR-Detection
https://meridian.allenpress.com/aplm/article/140/3/276/65056/Clinical-Validation-of-Anyplex-II-HPV-HR-Detection
https://jcm.asm.org/content/56/11/e01176-18

