Articulo de investigacion cientifica y tecnolégica

FRECUENCIA DE DNA-HPV-HR POR METODO
AUTOMATIZADO PCR (COBAS®) EN MUESTRAS
CERVICOUTERINAS DE UNA POBLACION EN
PROBOQUILLA-CARTAGENA, COLOMBIA

Miryam Puerto de Amaya*, Mercedes Olaya MD**, Carlos Humberto Pérez MD***,
Sofia Falla****, Nicole Daniela Castillo* ****

Resumen

Objetivo: determinar ADN-HPV-HR por método automatizado PCR (cobas®) en muestrascervicouterinas
deuna poblacién en Proboquilla, Cartagena, Colombia. Métodos: serie de casos de mujeres que asistieron
a la campafa donde se toma citologia convencional y una segunda muestra en un vial para deter minar
DNA del HPV-HR mediante la reaccién en cadena dela polimerasa (PCR). Resultados: serecolectaron 31
muestras de citologia cérvico-uterina, la prueba PCR fue positiva en seis; 4 casos con infeccion simpley 2
con infeccion maltiple. Una deestas Ultimasfue positiva paralostresgrupos (HR-HPV, HPV-16, HPV-18)
y laotraparados (HR-HPV y HPV-18). Conclusion: sedetectd un grupo de mujeresinfectadas por HPVs
clasificados dealtoriesgo, con infeccion ssimpley multiple, quefueron remitidasa ginecologia. Se confirmo
lainfeccion por HPV-HR en 5:7 resultados de citologia clasificados como ASC-US.

Palabraclave: citilogia, HPV dealtoriesgo, neoplasia cervical intraepitelial, atipiaindeter minada de células
escamosas.

COBAS® AUTOMATED PCR - BASED DETECTION OF HR-HPV DNA
IN CERVIX SAMPLES COLLECTED AMONG A POPULATION IN
PROBOQUILLA-CARTAGENA, COLOMBIA

Abstract

Objective: to determine HR-HPV DNA detection using the Cobas® PCR automated method in cervix samples collected
among women of Proboquilla, Cartagena, Colombia. M ethods: case series based on conventional cytology and second
samples, in avial, through polymerase chain reaction (PCR) testing for HR-HPV DNA detection, among women who
attended the campaign. Results: we collected 31 cervix cytology samples, PCR test was positivein six; 4 cases had a
simpleinfection and 2 amultipleinfection. One of thelatter waspositivefor thethreetypes(HR-HPV, HPV-16, HPV-
18) and the other for two (HR-HPV and HPV-18). Conclusion: high risk HPV infection aswell as ssmple and multiple
infections wer e identified in a group of women and were referred to the gynecology department. HR-HPV infection
was confirmed in 5:7 ASC-US cytology results.

Key words: cytology, high-risk HPV, intraepithelial cervical neoplasia, atypical squamous cells of undeter mined
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Introduccion

Durante varios afios, diferentes paises del mundo han
implementado dentro de sus politicas de salud publi-
ca, programas de tamizaje primario en la poblacion
femenina, mediante la préctica de citologia cérvico-
uterina convencional, con lafinalidad de aumentar la
deteccion temprana del cancer de cuello uterino. La
citologiaconvencional como pruebade cribado prima-
rio, contribuy6 a disminuir su frecuencia en cerca de
75% en los paises industrializados, en un periodo de
méas 0 menos 20 afos (1966 a1987), no hubo estamis-
ma respuestaen los paises menos industrializados.*?

La persistencia de altas tasas de morbimortalidad en
cancer de cuello uterino, 80% en paises en vias de de-
sarrollo y 20% en paises desarrollados®# y una mayor
comprension de los mecanismos etiologicos y de la
historianatural de laenfermedad, |levaron alacomu-
nidad cientifica, alablsquedade pruebas diagnosticas
mas sensibles'y reproducibles.®

Harald zur Hausen en |os afios 80 propuso larelacion
entre cancer cérvicouterinoy HPV. En 1976 publicd
lahipétesisde que el virusjugabaun papel importante
en lacausadel cancer de cuello del Gtero. Por sustra-
bajos en la sustentacion de este descubrimiento y por
el aidamiento de estos virus, recibio el premio Nobel
de Medicina en 2008.°

En la infeccion latente por HPV, que se caracteriza
por un estado subclinico, es poco evidente e cambio
morfol6gico; diferente a la fase productiva donde se
crea unaintensa expresion de la carga genéticaviral,
gue genera cambios citopaticos en el epitelio cervicou-
terino por la presencia del HPV, como los coilocitos
y los disqueratocitos considerados cambios mayores’
y otros menos especificos |lamados criterios meno-
res como macrocitos, seudocoilocitos, células polka,
células baldn o tipo adipocito y las células cometa o
renacugjo.8®

También se han definido factores de riesgo en el desa
rrollo de estainfeccion, como la promiscuidad, inicio
temprano de relaciones sexuales, uso prolongado de
anticonceptivos, coinfecciones con otros microorga:

nismos o virus como €l herpes, |la persistenciade la
infeccion por HPV oncogénicos, carga viral elevada
y también se habla de una disposicion genética. Es
considerado de relevancia clinica, €l cociente de po-
sitividad de lostipos de atoy bajo riesgo detectados
por la prueba molecular y no por la citologia.*

En Colombia, el cancer de cuello uterino (CCU) esla
segunda causa de mortalidad general por neoplasiasen
mujeres; parael 2004 estatasafue de 9,4 por 100.000
mujeres, colocandolacomo laprimeracausade muerte
enlapoblacion femeninaentre 30y 59 afios.*? En 1990
se cred en Colombia el Programa Nacional de Detec-
cion Precoz de CCU, €l cual, conjuntamente con otras
actividades de control delapatologia, son prioridad de
salud publicaen el actual Sistema Genera de Seguri-
dad Socia en Salud (SGSSS). El Ministerio de Salud
y Proteccion Social establece en el Plan Nacional para
el Control del Cancer en Colombia2012-2020, iniciar
al ano 2013 la transicion de tamizacion de cancer
de cuello uterino, de citologia a pruebas moleculares
de deteccion temprana de HPV en cinco principales
ciudades del pais.?

Laevolucién de citologia convencional acitologiaen
base liquida, permite con una misma muestrarealizar
diferentes andlisis como la deteccion de antigenos vi-
rales mediante inmunocitoquimicao pruebamolecular
paraidentificar e DNA del HPV, determinando pre-
cozmente su infeccion.

Diversos estudios muestran que la prueba molecular
PCR paraHPV presentaunamayor sensibilidad (entre
85y 100%) con respecto a la citologia (53%), mien-
tras que laespecificidad haresultado inferior (94.1%),
frentealadescritaparalacitologia(96.8%). La PCR
no tiene lavariabilidad interobservador encontradaen
lectura de los extendidos.®>¢ Esto significa que con
estaprueba se detectaracon mayor precision los casos
positivos (enfermos), aungue eventualmente podria
aumentar el nimero de fal sos positivos.t-%

Con éste trabajo se pretende determinar € DNA-
HPV-HR por método automatizado PCR (cobas®)
en muestras cervicouterinas de una poblacién en Pro-
boquilla, Cartagena. En esta forma se confirmara la
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infeccion por HPV-HR en muestras con resultados
dudosos en citologia.

Materiales y métodos

Disefio: estudio serie de casos. El programade Proyec-
cion Socia delaFUCS, realizd unajornada de salud,
en 2012 en Proboquilla-Cartagena. Asistieron enfor-
mavoluntaria57 mujeres mayores de edad, paratoma
de citologia convencional. Se incluyeron mayores de
18 afios, no histectomizadas, no embarazadas, con vida
sexual y quefirmaran el consentimiento informado. A
31 pacientes se realiz6 muestra de citologia conven-
cional y unasegundamuestraparaanalisis molecular
del DNA. Otras variables fueron: edad, paridad, edad
de inicio de relaciones sexuales, nimero de pargjas
sexuales, método de planificacion familiar, habito de
fumar, antecedente de enfermedad de transmision se-
xual y parael andlisis de resultados se tuvo en cuenta
lavariable “otras infecciones’ concomitantes.

L os extendidos fueron procesadosy analizados en Car-
tagena por una citohistéloga, los casos de citologia
positivos, fueron revisados por un patélogo. Se utilizé
la coloracion de Papanicolaou y la clasificacion de
Bethesda 2001 para la interpretacion. Los casos de
citologia que fueron confirmados como positivos, estu-
vieron atendidos en laconsulta de ginecol ogia, dentro
del desarrollo del programa de proyeccién social.

Muestra para biologia
molecular

Después de lacitologiaconvencional, deinmediato fue
tomadalamuestrapara pruebamolecular complemen-
tariaPCR; se conservo en €l vial dereferenciaRoche®
(cobas® PCR Cell Collection Media). Esta prueba se
efectud en el equipo de Laboratorios Roche, método
automatizado para PCR (COBAS-4800), siguiendo las
instrucciones técnicas (Manua Roche® Linear Array
HPV Genotyping Test, para diagndstico in vitro).

L osresultados fueron clasificados en negativo o posi-
tivo paraHPV oncogénico, obteniendo tres resultados
simulténeos para cadamuestra, asi: grupo dealtories-
go constituido por 12 tipos de HPV (31,33,35,39,45,51,

52,56,58,59,66 y 68) Ilamados HR-HPV y se identi-
fican e informan ademas los genotipos 16 y 18 para
un total de 14 genotipos. Las variables cualitativas
se analizaron con frecuencias y las cuantitativas con
medidas de tendencia central y dispersién en excel. El
trabajo fue aprobado por el comité de ética e investi-
gacion en seres humanos de la FUCS.

Resultados

Se evalud la presencia de infeccion por HPV en 31
muestras de citologia cérvico-uterina. El rango de
edad de |a poblacion estudio fue 19 a 64 afos con
un promedio de 34.8 afios. Delas 31 analizadas por
citologia se clasificaron 7 (22.6%) como ASCUS
y 2 (6.4%) LSIL (Tabla 1). La Tabla 2 muestra
los casos positivos mediante PCR distribuidos por
tipo viral.

Delas siete muestras clasificadas como ASCUS, cinco
tuvieron prueba molecular positiva, uno de estos ca-
Sos presenta positividad para dos grupos de genotipos
virales. Delas clasificadas como LSIL, unafue positiva
para los tres grupos virdes anaizados mediante PCR,
lo cud justificalos resultados mostrados en la Tabla 3.
La prueba fue positiva en 6 (19,3%) muestras exa-

Tabla I. Hallazgos citologicos segun la
clasificacion Bethesda

Frecuencia

Citologia uend
absoluta relativa (%)

Negativa 2 —_

ASCUS ok

L-SIL 2 o4

H-SIL 0 .

Total 30 00

Tabla 2. Resultados de PCR

Tipo de HPV Frecuencia absoluta

Alto riesgo (HR-HPV)
HPV-18
HPV-16

Total

O | — || DN
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minadas con PCR. Se presentaron cuatro casos con
infeccion simple y dos con infeccion muiltiple. Una
de las dltimas fue positiva para los tres grupos (HR-
HPV, HPV-16, HPV-18) y laotrapara dos (HR-HPV
y HPV-18) (Tabla 4).

Discusion

Este esun trabajo realizado en €l marco del Programa
de Proyeccion Socia de la FUCS 'y atendiendo los
lineamientos del Plan para el Control del Cancer en
Colombia 2012-2020, cuyas metas plantean iniciar
al afo 2013 la transicion de tamizacion del Cancer
Cérvico Uterino de Citologia a pruebas moleculares
de deteccion tempranade HPV enlascinco principales
ciudades del pais (Bogoté, Medellin, Cali, Barranquilla
y Bucaramanga).?

Tabla 3. Hallazgos citoldgicos y PCR

Diagnostico| 0 LPV| HPV-18 | HPV-16 | Negativo | Total

citolégico

Negativo 0 0 0 21 21
ASCUS 3 B 0 2 8
L-SIL | I | | 4
Total 4 4 | 24 33

De las 31 pacientes examinadas 6 (19.3%) resultaron
positivas paral 6 mastiposde HPV (Tabla 4), delas
cuales 4 (66.6%) tuvieron infeccion simple, mientras
gue 2 (33.3%) tuvieron infeccion maltiple (Tablal).
Murfioz y colaboradores encontraron en 2003 frecuen-
cias de 91,9% para infecciones simples 'y 8,1% para
multiples.?? Mientras que Garciay col. en 2010 obtu-
vieron frecuencias de 19,4% parainfecciones simples
y 80,6% para multiples.?

Cinco de las seis pacientes que resultaron positivas
paraalgun tipo de HPV tuvieron diagnostico citol 6gico
de anomalias de células epitelial es escamosas de signi-
ficado indeterminado (ASCUS), y un caso que resultd
positivo paralastres pruebas de DNA viral estudiados
tenia diagndstico citoldgico de L-SIL.

El rango de edad deinicio derelaciones sexuales (IRS)
estuvo entre 12y 27 afosy el promedio fue 18.2 afios.
Delos seis casos que resultaron positivos para aguno
delostipos de HPV, uno (con infeccion simple) tiene
antecedente deinicio alostrece afos, y otro de infec-
cion multiple (triple) alos 16 afios. Los demés casos
positivos para agun tipo de HPV declararon edad de
IRS alos 18 afios 0 mas. Bosch y colaboradores han

Tabla 4. Distribucion de casos positivos por citologia y/o PCR de DNA-HPV segun variables

PRUEBAHPV Diagnéstico| ~ Otras Edad Ncs+ | Etsi Gestaciones Cesareas |Abortos LT
citolégico |infecciones| IRS* planificar

32 Ascus | Actnomy- | g a
ces | pildora
HR-HPV, HPV .
2! l6,HPV 18 S 16A 1 st ne 3 0 2 [ preservativo
39 HPV-18 ASCUS Hongos | 21 A | no no 4 | 2 | ligadura
64 HR-HPV ASCUS 22A | no no 4 4 0 0 ligadura
Vaginosis
36 HPV-18 ASCUS bacteriana 20A 2 no ne | 0 | 0 inyectable
40 -) L-SIL 20A | no no 3 2 0 | inyectable
26 HR-HPV ASCUS Hongos I3A | no no 6 6 0 0 ligadura
42 -) ASCUS I18A 2 no no 3 3 0 0 preservativo
Hongos,
19 HR'HTZ’ HPV-l - ascus vaginosis | I8A no | no
Bacteriana | 0 0 0 0 preservativo

*|RS, inicio de relaciones sexuales; +, nimero de compafieros sexuales; T enfermedades de transmision sexual.
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encontrado que el riesgo delesion intraepitelial cuando
el primer coito se tiene alos 17 afos o antes, es 2.4
veces mayor que cuando este setiene alos 21 afios .

En cuanto a coinfecciones encontramos que cuatro
de los seis positivos para algun tipo de HPV pre-
sentaron uno 0 Mas microorganismos concomitantes,
dos de ellos fueron descritos como hongos (s.p), uno
presentd hongos en combinacién con vaginosis bac-
teriana (Gardnerella) y otro solo vaginosis. Nasser y
colaboradores en 2011 encontraron que € grupo de
pacientes con diagnostico citoldgico de ASCUS més
infeccion tuvo una proporcion significativamente ma-
yor de pruebas HPV positivas que e grupo ASCUS
sininfeccion.®

De las seis pacientes positivas para algun genotipo
DNA viral oncogénico, dos declararon dos compafie-
ros sexuales, mientras que uno las restantes cuatro. Se
ha descrito en laliteratura una relacion proporcional
directaentre el riesgo de lesion intraepitelial y €l nu-
mero de parejas sexuales, al aumentar |a probabilidad
de exposicion al HPV.%

Una paciente fue positiva en las tres determinaciones
(los genotipos 16, 18y € grupo de alto riesgo) y ma-
nifestd antecedentes de enfermedades de transmision
sexual. Se ha demostrado la asociacion de cancer de
cuello uterino con sifilis o blenorragia.®

En cuanto al nimero de gestaciones, cuatro delasseis
pacientes con resultado positivo para ADN- HPV
tienen antecedentes de una 6 mas. Aungue no existe
explicacion definitiva, se cree que la inmunosupre-
sion transitoriadel embarazo o su influjo hormonal,
aumentan la susceptibilidad a la infeccion por HPV,
se ha establecido que mujeres con dos o més hijos
tienen mayor riesgo de contraer la infeccidn que las
nultiparas.?’

Ninguna de las pacientes con prueba DNA-HPV po-
sitiva manifestd hébito de fumar. Se describe una
relacion directa entre €l riesgo de lesiones preinva
soras y la duracion e intensidad del hébito, aunque
estudios de gran envergadura no soportan con claridad
laasociacion directa entre tabaquismo y el cancer del
cuello uterino.®

Dos pacientes con infeccién por HPV oncogénico mul-
tiple, manifestaron usar método de planificacion de
barrera. Este resultado estaria en contradiccién con la
literatura encontrada que sustenta que tanto el preser-
vativo, como el diafragma e incluso los espermicidas
han mostrado disminucion en laposibilidad de cancer
cervicouterino, al parecer por su efecto sobrelatrans-
mision del HPV .2

Conclusiones

Se detectd un grupo de mujeres infectadas por HPV's
clasificados de alto riesgo, con infeccion simple 'y
multiple que fueron remitidas a ginecologia. Se con-
firmo lainfeccion por HPV-HR en cinco de los siete
casos clasificados como ASC-US. Lafacultad de Cito-
histotecnologiay laFUCS, aportan estainvestigacion,
seriede casos, que serviradereferenciaen €l desarrollo
de nuevas camparias en el marco del programade pro-
yeccion socia. Ademas de orientar alos estudiantesen
su rol dentro de las nuevas politicas de los programas
de prevencién del cancer de cuello anivel nacional.
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