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1. RESUMEN.

El virus papiloma humano (VPH) se transmite principalmente por contacto piel
a piel y en zonas mucosas como la anogenital. Los genotipos de VPH que
pertenecen al grupo de alto riesgo (VPH-ar) tienen una alta probabilidad de
desarrollar patologias oncogénicas donde destaca el cancer cérvico uterino
(CCU), por esto es de gran importancia el uso de nuevas técnicas diagndésticas
gue se complementen con las ya empleadas. El objetivo de este trabajo fue la
implementacion de la técnica de PCR en tiempo real para la deteccién del
ADN gendmico de los VPH-ar mas frecuentes, para ello se utilizé el equipo
automatizado Cobas 4800 ubicado en el Laboratorio Clinico del Hospital Las
Higueras de Talcahuano. Para el estudio se emplearon muestras de citologias
cervicales a las cuales se les realiz6 el debido procesamiento y control interno
de celularidad (B-globina) para la deteccion de VPH-ar en forma especifica y
con alta sensibilidad. La implementacién de esta técnica permitié realizar el
diagnéstico molecular especifico de los genotipos de VPH-ar a mujeres
mayores o igual a 30 afios, en donde se proces6 un total de 4.202 muestras,
siendo positivas 102 para VPH 16, 35 para VPH 18 y 412 para los 12 VPH-ar
agrupados, ademas proporcion6 informacién sobre la presencia de los
distintos genotipos oncogénicos en la Provincia de Concepcion donde la
prevalencia fue en promedio de 13%, finalmente mediante un test estadistico
de X2 de Pearson se concluyé ademas que la infeccion por VPH-ar es

dependiente de la edad de la paciente.
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2. INTRODUCCION.

2.1 Historia.

Los primeros estudios sobre VPH (virus papiloma humano) y cancer cérvico
uterino (CCU) se remontan a la década de 1970, cuando el médico y profesor
Zur Hausen y colaboradores se propusieron esclarecer la asociacion
etiologica entre el VPH y el CCU, ya que se pensaba que era causado por el
virus herpes simple tipo 2 (VHS-2) (De la Fuente et al, 2010). A través de sus
analisis demostraron que los VPH correspondian a una familia con amplia
heterogeneidad y lograron con ello ser el primer grupo de investigacion a
finales de los afios 70 en aislar el VPH-6 desde biopsia de verruga genital.
Posteriormente se describi6 el VPH-11 (Gissmann et al, 1983), VPH-16 (Durst
et al., 1983) y VPH-18 (desde biopsias de cancer cervical) (Boshart et al.,
1984). De esta manera se propuso la hipétesis de que el VPH es el principal
involucrado en el desarrollo de cancer de cérvix. Finalmente, por todos los
aportes y nuevos descubrimientos, se le otorgo en el afio 2009 el Premio
Nobel de Medicina a Harald Zur Hausen, por la evidencia entre la relacion del

CCU y la infeccion por el VPH (Zur Hausen., 2000).



2.2 Generalidades y Clasificacion.

Los VPH taxondmicamente se encuentran agrupados dentro de la familia
Papillomaviridae (de Villiers et al., 2004). Los virus papiloma (VP) son
altamente especie-especificos, pudiendo encontrarse ademas del hombre en
reptiles (Herbst et al., 2009), aves (Terai et al., 2002) y otros mamiferos

(Bernard et al., 2010).

Se han logrado identificar mas de 200 tipos diferentes de VP, de los cuales
120 infectan al hombre y se han organizado principalmente en 5 géneros:
Alpha-PV, Beta-PV, Gamma-PV, Mu-PV y Nu-PV (Van Doorslaer et al., 2013).
Ademas, una clasificacibn mas especifica se propuso utilizando como
determinante la porcidbn con menor variabilidad del genoma del VPH
correspondiente a la region L1: si existe una homologia menor del 90% se
define como un nuevo tipo (se asocia un nimero), cuando alcanza entre 90 y
98% se considera subtipo (asociado a una letra) y con una identidad del 98%

0 mas se dice que es una variante (Concha, 2007).

Se conocen alrededor de 40 tipos que tienen tropismo por la mucosa
anogenital de gran interés por las patologias asociadas (Chan et al., 2019).
Los genotipos que infectan las zonas de la mucosa anogenitales se pueden

Separar en:



e Genotipos de alto riesgo oncogénico:16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58 y 59.
e Genotipos de probable alto riesgo oncogénico: 64, 65, 67, 68, 69,

70, 73, 82.

Genotipos de posible alto riesgo oncogénico 26, 53, 66

Genotipos de bajo riesgo (no oncogénicos): 6, 11 (mas comunes).

Aunque hay otras clasificaciones menos estrictas, €stos son los genotipos y
posibles riesgos mas estudiados (Silva et al., 2013). Los de alto riesgo
pertenecen principalmente al género Alpha-PV cuyas especies mas

importantes son los que pertenecen a alpha-7 y alpha-9 (Lizano et al., 2009).

En la Tabla 1 se presentan los principales géneros y tipos de VPH vy las

enfermedades asociadas a estos.



Tabla 1. Resumen de los principales genotipos del VPH, su tropismo y
enfermedades asociadas (Harden et al., 2017).

Tipos
. , , , Enfermedades
Género | Especies | representativos | Tropismo .
asociadas
de VPH
o 32 Mucosa Enfermedad de
Hecks
a2 3, 10, 28 Cutaneo Verrugas planas
a4 2,27,57 Cutdneo | Verrugas comunes
Neoplasia
a7 18, 39, 45,59, 68 | Mucosa intraepitelial,
Alpha- carcinoma invasivo
PV Neoplas:
16, 31, 33, 35, _veopiasia
a9 50 &g Mucosa intraepitelial,
g carcinoma invasivo
al10 6, 11 Mucosa Cond!lomas
acuminados
i 13 i Enfermedad de
Hecks
5,8,12,14,19 . . .
TR A A Epidermodisplasia
B1c 20, 21, 24, Cutaneo _
25, 36, 47 verruciforme
Beta-PV 9,15, 17, 22, 23 , Epidermodisplasia
B2 ’ ’37 ’38 "7 | Cutaneo _
' verruciforme
Epidermodisplasia
B3 49 Cuténeo _
verruciforme
Gamma- y1 4, 65 Cutaneo Verrugas
PV y2 60 Cutaneo Verrugas
U 1 Cutaneo | Verrugas plantares
Mu-PV
U 63 Cutaneo Verrugas
Nu-PV Y% 41 Cutaneo Verrugas




2.3 Estructura viral.

Los virus papiloma humano son virus de tamafio pequefio (52-55 nm), de
simetria icosaédrica, no poseen envoltura, su genoma es circular con ADN
bicatenario (dsDNA) de aproximadamente 8000 pb que se encuentra asociado
a proteinas histonas de la célula huésped (H2a, H2b, H3 y H4), imitando a un
complejo parecido a la cromatina (Bernard et al., 2011; Hiller e Iftner, 2004).
Consta de una capside virica como se observa en la figura 1, conformada por
72 capsémeros, que alberga 360 copias de la proteina principal y mas
abundante L1, que se agrupa en una conformacién pentameérica en cada uno
de los capsomeros (Baker et al., 1991). A su vez la capside contiene 12 copias
por virion de la proteina L2 que se encuentra en menor proporcion (Figura 1)

(Sapp et al., 1995; Modis et al., 2002).

Figura 1. Papillomavirus: (A) Representacion atomica de una capside de
papilomavirus. (Guan et al., 2017). (B) Diagrama esquemaético que
representa los 72 capsémeros en una capside de papilomavirus. (C)
Micrografia electrénica de contraste negativo de viriones del virus
papiloma humano 1. La barra representa 100 nm. (Imagen obtenida de
Van Doorslaer et al, 2018.)



2.4 Genoma viral del VPH:

El genoma del virus papiloma humano posee alrededor de 8 marcos de lectura
abierto (ORF), carece de ADN polimerasa, proteasas o enzimas relacionadas
con el metabolismo de nucleétidos y se puede organizar en 3 regiones
diferentes que se han definido como region temprana, region tardia y otra

region denominada reguladora no codificante (Figura 2).

La region temprana (E) esta constituida por 6 genes que codifican a las
proteinas no estructurales: E1, E2, E4, E5, E6 y E7; éstas son las encargadas
de participar durante la replicacion viral y oncogénesis. En la region tardia (L)
se encuentran los genes que expresan las proteinas estructurales de la
capside viral L1y L2. Por ultimo, la region reguladora o region de control larga
(LCR) no codificante se encuentra compuesta por el origen de replicacion y
secuencias necesarias para el mantenimiento del genoma y promotores de la

transcripcion (McBride, 2008).
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Figura 2. Genoma del VPH (Fuente: Beltran, 2014).

2.5 Proteinas del VPH.

Las proteinas del VPH se pueden dividir basicamente en dos categorias:

estructurales y no estructurales, con distintas funciones asociadas (Tabla 2).



Tabla 2. Proteinas del VPH y funciones asociadas.

Tipo de

proteina Nombre Funciones o actividades asociadas

Tiene funcién de ADN helicasa viral, esencial para la
El replicacion y transcripcion del cromosoma viral en el
nacleo de las células infectadas (Castro et al., 2019).

Es la reguladora principal del ciclo de vida viral y
participa importantemente en el inicio de la
replicacion, regulacion transcripcional, del ADN y
encapsidacion del genoma virico (McBride, 2013).

E2

Regula los genes tardios, induce la detencién en la
E4 fase G2 de la célula huésped, se cree que ayuda en
el ensamblaje y salida de viriones. (Doorbar, 2013)

Induce la proliferacion celular no programada

ES | (DiMaio y Petti, 2013).

No estructurales

Actia principalmente inhibiendo la apoptosis
induciendo la degradacion de p53, contribuye a la
evasion de la respuesta inmunitaria y a la
persistencia del virus. (Mantovani y Banks, 2001).

EG6

Induce la degradacion de la proteina supresora de
tumores pRB, contribuye a la evasion de la
respuesta inmunitaria y la proliferacion viral. (Roman
y Munger, 2013)

E7

Proteina estructural viral principal, es altamente
L1 inmunogénica, también participa en el ensamblaje
de los viriones (Buck, y Day, 2013).

Proteina estructural viral menor; participa en la union
del virion a la célula, en su entrada a la célula, su
transporte al nadcleo, la liberacion del genoma vy el
ensamble de los viriones (Wang y Roden, 2013).

L2

Estructurales

Ademas de las proteinas descritas en la tabla anterior, también hay evidencia
de que existe la expresion de dos proteinas no estructurales que se
encuentran en la regién temprana llamadas E3 y E8, pero no se conocen sus
funciones actualmente (Modificado de Santos et al., 2015).



2.6 Ciclo de vida del virus papiloma humano de alto riesgo (VPH-ar).

El ciclo de vida corresponde a un proceso no litico y depende en gran medida
de los mecanismos de la célula huésped, asi como que ésta se replique
activamente (Figura 3) (Egawa, 2003; Schmitt et al., 1996). Comienza con la
adhesién a la célula huésped presumiblemente mediante un receptor de
hepardn sulfato encontrado en la membrana celular de queratinocitos
(Giroglou et al., 2001; Joyce et al., 1999) donde luego de un proceso muy lento
se produce la internalizacién de las particulas virales a través de un fenédmeno
de endocitosis mediado por vesiculas recubiertas de clatrina (Culp y
Christensen, 2004; Day et al., 2003; Selinka et al., 2002). En el entorno
reductor de la célula infectada, se produce la eliminacién del revestimiento o
descapsidacion para que el genoma viral sea transportado al nicleo por un

mecanismo aun desconocido (Horvath et al., 2010).

La infeccidén se puede desarrollar primeramente como un proceso latente que
puede durar afios, donde no se manifiesta el efecto citopatico del virus
papiloma humano y en el cual hay una produccion limitada de particulas
virales, manteniendo su ADN de forma episomal con un bajo y constante
namero particulas de alrededor de 10-200 copias por célula (Middleton et al.,
2003). En este punto (capa basal de los queratinocitos) hay una alta expresiéon
de la proteina viral E2, la cual es una proteina encargada de la regulacion de

la transcripcion y la replicacion viral que controla negativamente la expresion
9



de las proteinas E5, E6 y E7, también se encarga de reclutar a E1 que tiene
funcién de helicasa, lo que permite que se produzca la replicacion y se facilite
la correcta segregacion virica en las células hijas manteniendo el genoma viral

episomal (Longworth et al., 2004).

A medida que avanza la diferenciacion celular a capas suprabasales ocurre
un proceso contrario al latente denominado productivo, donde disminuye la
expresion de E2 debido a que el sitio ORF de E2 se encuentra interrumpido
cuando el genoma virico se integra al ADN de la célula huésped, por lo que el
reclutamiento de E1 ya no es suficiente para la mantencion del genoma
episomal. También se expresa E5 que ademas de estimular la actividad de
las proteinas virales E6 y E7, promueve la fusion del genoma virico al de la
célula comensal; estando integrado y con la baja cantidad de la proteina viral
E2, se produce una sobreexpresion de las proteinas E7 y E6, éstas se pueden
asociar a funciones reguladoras del ciclo celular, teniendo como caracteristica
principal la proliferacion celular suprimiendo entonces la restriccion del ciclo
celular manteniéndolo en un estado pseudo-S a la célula infectada, ya que E7
se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRB
(proteina del retinoblastoma). E6 de manera similar se puede unir a otra
proteina supresora de tumores, llamada p53, degradandola con el fin de
inmortalizar a la célula infectada impidiendo que se cumpla el proceso de
muerte celular por apoptosis y acumulando dafio celular por replicacion no

controlada (White et al., 2012, Brimer et al., 2017).

10



Finalmente, en las capas epiteliales superiores, mediante la expresion de las
proteinas estructurales L1y L2, se procede a empaquetar las particulas virales
ensambladas con anterioridad con la ayuda de E4, que mejora el proceso de
formacion de los capsdmeros y mediante un proceso de descamacion natural
son liberados los viriones completos sin lisar la célula (Horvath et al., 2010,

Chow et al., 2010).

A‘ . Virus Release
E4
! E4/L1
<
a ) Packagi
= ackagin
5 : g ging
s } E4
o £
o S } E7/E4
2 £ Genome
£ Amplification
E7 £
e Proliferation
L]
% Genome
(B) K Maintenance

Figura 3. Ciclo de vida del VPH: (a) esquema del ciclo de vida productivo del
VPH, a medida que la célula madre comienza a diferenciarse desde la capa
basal, pasando por la capa suprabasal hasta llegar a la superficial y la
expresion de las respectivas proteinas de acuerdo al grado de diferenciaciéon
celular y los principales promotores asociados a su expresion. (b) etapas
generales del ciclo de vida productivo tras la infeccion por el virus papiloma
humano. (modificado de Doorbar, 2005).
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2.7 Epidemiologia del VPH-ar y la asociacion con el CCU.

Los VPH-ar tienen una incidencia mayor que los VPH de bajo riesgo o no
oncogénicos (Franco et al., 1999, Giuliano et al., 2002, Ho et al., 1998),
principalmente se transmiten por via sexual y corresponden a una de las
infecciones de transmision sexual (ITS) mas comunes y frecuentes a nivel
mundial. Se presume que la primoinfeccion por este virus se da con el inicio
de las relaciones sexuales, ademas se ve potenciada por algunos factores
como la edad en que se inicie la vida sexual y el nUmero de parejas sexuales

(Burk et al., 1996).

Los genotipos de alto riesgo se distribuyen de forma heterogénea
globalmente, pero mas cominmente se encuentran los genotipos VPH 16
(Richardson et al., 2003; Schiffman, 1992; Woodman et al., 2001) y VPH 18,
con un 53% y un 15%, respectivamente. El porcentaje restante se encuentra
asociado a un grupo de aproximadamente 12 genotipos que van desde
posible/probable riesgo hasta otros con clasificacion de alto riesgo oncogénico

donde destacan HPV 45 con 9%, HPV 31 con 6% y HPV 33 con un 3%.

Sin bien este tipo de infeccion normalmente es autocontrolada con un tiempo
de duracion promedio de alrededor de 12 meses (Rodriguez, et al., 2008), en
alrededor del 10% de la poblacion total infectada se llega a producir una
infeccion persistente a través del tiempo, ocasionando diferentes patologias

donde el mayor interés clinico, en la poblacion femenina, es el cancer cérvico
12



uterino debido a que se ha reportado que es el responsable de casi el 90% de

este tipo de cancer. (Walboomers et al, 1999).

Segun datos de GLOBOCAN (Observatorio Global del Cancer), el cancer de
cuello uterino es el cuarto cancer mas prevalente entre las mujeres de todo el
mundo y es de particular importancia, ya que en 2018 produjo un total de
311.365 muertes y 569.847 nuevos casos en el mundo, mientras que en Chile

hubo 13.463 muertes y 1.549 nuevos casos (Bray et al., 2018).

Aunqgue el cancer de cérvix ha sido el mas documentado, la infeccién por VPH
de alto riesgo cancerigeno en otras zonas anogenitales puede producir
diversos carcinomas, tales como: cancer vaginal (Daling et al., 2002), vulvar

(Trimble et al., 1996), de pene (Rubin et al., 2001) y anal (Clark et al., 2004).

2.8 Patogenia de los VPH-ar.

La transmision principal se basa en el contacto piel a piel, se plantea que en
el sitio donde se produzca la infeccion deben existir rupturas del epitelio basal
0 micro-traumas para que pueda adherirse. Sin embargo, aiun hay mucha
controversia por el mecanismo en si, ya que la replicacion del VPH no ha
tenido éxito en cultivos estandares, debido a la dificultad de representar un

epitelio estratificado in vitro, pero se ha sugerido que el receptor asociado a
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esta union es el proteoglicano heparan sulfato (PHS) (Giroglou et al., 2001,

Joyce et al., 1999).

La gran mayoria de los VPH-ar oncogénicos que infectan las mucosas
humanas son los Alpha-PV. Si bien una infeccién incidente es insuficiente
para el desarrollo de malignidad, debido a que pueden remitir en promedio
dentro de un afio (Insinga, et al., 2009; Brianti et al., 2017), se ha visto
principalmente en el epitelio cervical que la infeccidn persistente es uno de los
factores principales de riesgo para la progresion hacia un proceso
carcinogénico como el cancer ceérvico uterino (Burk et al, 2009).
Generalmente el 90% de las infecciones son subclinicas, pero las que
progresan son capaces de producir diversos canceres, que ademas de cuello
uterino también tienen alta incidencia anal, vulvar, de vagina, entre otros.

(Reid et al., 1982).

El mecanismo esencial para que un contagio persistente por algun genotipo
de alto riesgo oncogénico desencadene patologias clinicas, ademas de
infectar necesariamente zonas con micro traumas y de transicion epitelial, es
que las células posean una alta capacidad de proliferar como las encontradas
en las capas basales de queratinocitos; de esta manera el virus induce una
estimulacién exagerada de proteinas encargadas de la proliferacion celular,
sin importar el dafio genético que se vaya acumulando y que pueda conducir
a lesiones cancerosas (Kessis et al., 1993; Scheffner et al.,, 1991). La

estimulacion nombrada con anterioridad estd a cargo de las proteinas



oncogeénicas E7 y E6, las cuales una vez que se ha integrado el genoma del
VPH de alto riesgo con el ADN de la célula infectada ya no se encontraran
inhibidas por la proteina E2 (se inactiva su expresion) y, por ende, se produce

la sobreexpresion de E7 y E6 (Jeon et al., 1995).

Se sabe que E6 es capaz de activar a la telomerasa y de este modo estabilizar
los teldmeros, impidiendo su acortamiento como sucede tipicamente tras cada
ciclo celular, lo que dificulta que alcancen el punto critico donde se activan
mecanismos de muerte celular. Ademas, esta proteina tiene la capacidad de
unirse e inducir la ubiquitinacion de la proteina pro-apoptética por excelencia
llamada p53, degradandola y produciendo asi la disminucion de la apoptosis
mediada por p53 (Werness y Howley, 1990; Thomas et al., 1999). Por otro
lado, E7, es capaz de unirse a la proteina del retinoblastoma o pRB, lo que
libera el factor de transcripcién E2F, ésto permite que la célula entre en un
estado S donde ocurre una alta transcripcion de genes encargados de la
proliferacion celular y sintesis descontrolada de ADN celular (Figura 4) (Dyson

et al., 1989).
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Figura 4. Mecanismos de carcinogénesis del virus papiloma humano
(VPH). HSIL, lesion intraepitelial escamosa de alto grado. LSIL, lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado. RB: gen del retinoblastoma. p53:
Proteina supresora de tumores. (Modificado de Bosch et al., 2002).

2.9 Clinica del VPH-ar y su relacién con el CCU.

La sintomatologia producida por los VPH normalmente tiene un caracter
subclinico, y en casos donde existe una infeccién productiva y persistente por
VPH podria desencadenar diferentes patologias clinicas dependiendo de la

zona donde se produzca el contagio y del genotipo asociado.

En el caso de los VPH de alto riesgo mucosotrépicos transmitidos de manera
sexual, pueden conducir a patologias de caracter oncogénico importantes
donde se le ha dado la mayor relevancia al cancer cérvico uterino al ser el de

mayor incidencia, ya que generalmente los otros tipos de cancer asociados al
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area anogenital son muy raros con una tasa de 1 por cada 100.000 habitantes
(Bleeker et al, 2003). EI CCU se subdivide en dos tipos histologicos
principales de cancer invasivo segun la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS), los cuales son:

e Carcinoma de células escamosas (CCE): Este tipo de cancer constituye
alrededor del 75% de todos los casos descritos, se subdividen en
queratinizados y no queratinizados. En el primer caso hay presencia de
grandes células tumorales bien diferenciadas o medianamente; los no
queratinizados estan pobremente diferenciados y pueden ser de tipo de

células grandes o pequenas.

e Adenocarcinoma: Constituye entre el 15-25% de todos los casos
aproximadamente. Son menos frecuentes que los CCE y es posible
encontrar dos o méas formas histolégicas de adenocarcinoma en el mismo
tumor. Generalmente son mas dificiles de detectar por inspeccion visual

del cérvix.

También, pero en muy baja proporcion, se podrian encontrar el carcinoma
adenoescamoso, carcinoma adenoide quistico y carcinoma metastasico, los

cuales constituyen el restante 3-5% de casos (Jhingran, 2008).
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2.10 Diagnéstico de genotipos virales de VPH-ar.

Si bien es mundialmente conocida la prueba de Papanicolaou por ser usada
para detectar células anormales en el cérvix, esta técnica comprende
limitaciones importantes, ya que no permite detectar lesiones precancerosas
y es importante complementarla, por ejemplo, con algunas técnicas disefiadas
de forma puntual para la deteccién de VPH-ar, que se sabe esta fuertemente
vinculado con patologias cancerigenas sobre todo del tracto anogenital Estas
técnicas difieren en especificidad y sensibilidad, asi como su complejidad de
implementacion. Algunas de las mas usadas son Cobas® 4800 HPV Testy la
Prueba de Captura Hibridos 2, ya que estas técnicas son capaces de

diferenciar entre genotipos y carga viral (Cox et al., 1995):

e Captura de Hibridos 2 (HC2): Es la prueba méas antigua y mas
frecuentemente usada a nivel mundial. Se trata de un ensayo de
hibridacion de acidos nucleicos mediante amplificacion de la sefal y uso
de quimioluminiscencia en microplaca, para la deteccion cualitativa del
ADN de 12 tipos de VPH-ar (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59), mas el HPV- 68 encontrado en muestras cérvico uterinas, de modo
que permite la formacion de un hibrido entre el ADN viral (muestra) - ARN
sonda, que es reconocido por un anticuerpo monoclonal especifico
conjugado con fosfatasa alcalina. Sin embargo, la deteccion es

semicuantitativa.
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e Cobas® 4800 HPV Test: técnica implementada en el Laboratorio Clinico
del Hospital Las Higueras de Talcahuano, que permite detectar 14 tipos de
HPV-ar de manera cualitativa y con alta sensibilidad y especificidad. Entre
los VPH-ar que logra detectar se encuentran el HPV 16 y HPV 18, ademas
de 12 VPH —ar agrupados (HPV31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -
59, -66 y -68) y beta-globina que se usa como control interno de celularidad
en cada muestra. Tiene la ventaja de ser completamente automatizado
para la realizacion de una gPCR capaz de amplificar un fragmento de gen

viral L1 de aproximadamente 200 pb.

2.11 Vacunas contra el VPH-ar.

En la actualidad estan disponibles dos vacunas exclusivamente profilacticas
para el virus papiloma humano, una bivalente para los genotipos 16-18 y otra
cuadrivalente para los genotipos 6-11-16 y 18. Ambas han demostrado ser
eficaces aumentando la respuesta inmune 10 veces mas que de manera
natural. La eficacia para prevenir infecciones y lesiones cervicales se ha

evidenciado en mas del 90%.

En Chile se recomienda la vacunacién en edad escolar aplicando la vacuna
cuadrivalente comercialmente conocida como GARDASIL, la primera dosis de
esta vacuna se aplica preferentemente a la edad de 11-12 afios y una segunda

dosis un afio después (MINSAL).
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3. PROBLEMA.

La infeccidn persistente por VPH de alto riesgo es considerada la causa
principal de cancer cérvico uterino con una alta tasa de mortalidad en
mujeres a nivel mundial, generando un alto costo tanto en la salud publica
como personal y, por ende, se necesita implementar una técnica que
permita la deteccion precoz de este virus en muestras de células

cervicales.

4. PREGUNTA.

¢ Como implementar la técnica de PCR en tiempo real en el Laboratorio
Clinico del Hospital Las Higueras de Talcahuano para la deteccion de los

VPH de alto riesgo en muestras de células cervicales?

5. HIPOTESIS.

La implementacién de la técnica de PCR en tiempo real en el equipo Cobas

4800, permite la deteccion de los VPH de alto riesgo en muestras que

contienen células cervicales.
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6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo general.

Implementar la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) para la deteccion de

VPH-ar en muestras de células cervicales.

6.2 Objetivos especificos.

e Implementacion de la técnica de gPCR para la deteccién de VPH-ar en

muestras de citologias cervicales.

e Confeccion de un protocolo para la deteccion de VPH-ar en el equipo

Cobas 4800.
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7. MATERIALES Y METODOS.

Se estudiaron muestras con células de cérvix utilizando el equipo
automatizado Cobas 4800 y empleando la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real o gPCR para la deteccion molecular especifica

de la region L1 de los VPH de alto riesgo.

7.1 Disefio del estudio.

Se realizé un estudio de corte transversal. Para ello se analizaron muestras
que contenian células cervicales, recolectadas durante el periodo
comprendido entre octubre de 2019 hasta principios de abril de 2020. Las
muestras fueron facilitadas por distintos centros de salud primaria de la

Provincia de Concepcion.

7.2 Criterios de inclusion y exclusion del estudio.

Se procesoé la totalidad de muestras recibidas en la seccion de Biologia
Molecular. Sin embargo, segun criterios de la guia del MINSAL para CCU y
del “Programa de cancer de cuello uterino: VPH realizados e informados

segun resultados y grupos de edad”, solo se utilizaron las muestras de
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mujeres cuyas edades fueran mayor o igual a 30 afios. Ademas, se considero

que la prueba del VPH no debia corresponder a:

- Mujeres sometidas a una histerectomia.
- Utilizacion de muestras recolectadas de manera distinta, ya sea porque
el médico usara un cepillo/espéatula endocervical o fuera colocada en

una solucion de transporte distinta a PreservCyt ®.

7.3 Equipos y materiales.

7.3.1 Reactivos.

- Particulas de vidrio magnéticas (Cobas® 4800 System MGP).

- Buffer de elucién (Cobas® 4800 System EB).

- Buffer de lavado (Cobas® 4800 System WB).

- Proteinasa K (Cobas® 4800 PK).

- SDS (Cobas® 4800 System SDS Reagent).

- Buffer de lisis (Cobas® 4800 System LYS).

- Master MIX (Cobas® 4800 HPV MMX).

- Solucion de Mg/Mn (HPV Mg/Mn).

- Control positivo para VPH (Cobas® 4800 HPV (+) control).

- Controlo negativo para VPH (Cobas® 4800 System (-) Control).
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7.3.2 Instrumentacion y software.

- Equipo Cobas x 480
- Analizador Cobas z 480

- Unidad de control del sistema Cobas 4800 con software del sistema version
2.1 o superior.

- Cobas ® Sistema 4800 cobas ® Software HPV AP version 2.0.1 o superior.
- Placa magnética independiente (P/N: 05440777001).

- Etiquetas de cbdigos de barras resistentes al calor.

- Termometro -20 / 150°C.

- Bloque calefactor digital de 120 V.

- Médulo de bloque térmico de 12 orificios de 16 mm.

7.3.3 Materiales extras requeridos pero no suministrados.

- Cobas ® Sample Prep Buffer (Buffer que contiene un detergente).

- Rack de 96 Puntas o CORE Tips de 1000 pL.

- Gradilla de 96 pocillos.

- Depésito de reactivo de 50 mL.

- Deposito de reactivo de 200 mL.

- Placa de extraccion del sistema 4800 (placa de pozo profundo) 1,6 mL.
- Placa de 96 micropocillos y pelicula de sellado para Cobas 4800.

- Soporte para muestras en gradilla, SMP-CAR-12-D35, PreservCyt.

- Bolsa para residuos bioldgicos.

- Conducto de plastico Hamilton STAR.

- Mezclador vortex.
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- Guantes desechables sin polvo.
- Pipetas: capaces de suministrar 1000 pL.

- Puntas sin ADNasa con barrera de aerosol: capaces de suministrar 1000 L.

7.4. Recoleccion, transporte y almacenamiento de muestras.

7.4.1 Recoleccion de especimenes.

Las muestras del estudio fueron recolectadas previamente por un profesional
capacitado. La recoleccion se efectuo con la ayuda de un cepillo o espéatula
endocervical, fueron preservadas en un medio de transporte PreservCyt® v,
posteriormente, enviadas a la Unidad de Anatomia Patologica del Hospital Las
Higueras de Talcahuano. Las muestras se ingresaron y rotularon con un
codigo de barras Unico para cada una de las muestras y, luego se derivaron a
la Unidad de Biologia Molecular del Laboratorio Clinico ubicado en el mismo

recinto.

7.4.2 Transporte de muestras.

Las muestras de cuello uterino fueron transportadas a una temperatura entre
2-30°C cumpliendo las normativas nacionales para el transporte de agentes

infecciosos del ISP.
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7.4.3 Almacenamiento de muestras.

Las muestras solo se pueden almacenar a una temperatura de 2 a 30°C por
un periodo maximo de 6 meses posterior a la fecha de recoleccion y no deben

congelarse.

7.5 Aplicacion de la técnica de gPCR en el equipo Cobas 4800.

7.5.1 Cantidad de muestras y numero de pruebas por kits.

El sistema del equipo Cobas 4800 para la prueba de VPH soporta cargas de
1 a 94 muestras ademas del control positivo y negativo (hasta 96 muestras
por corrida), de modo que se debe optimizar los recursos empleados y tratar

de ejecutar la maxima cantidad de muestras soportadas.

Cada uno de los kits de preparacion de muestras posee reactivos suficientes
para 96 pruebas (960 pruebas por kit) al igual que el kit de
amplificacion/deteccién de VPH, mientras que el kit de controles de VPH
contiene suficientes reactivos para un total de 10 experimentos (10 juegos por

kit).
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7.5.2 Extraccion automatizada y simultanea del material genético de las

muestras para la prueba de VPH.

La extraccion del ADN celular de las muestras de células cervicales asi como
el material genémico del virus papiloma humano de alto riesgo que pudiesen
haber infectado estas muestras se realizé en el equipo Cobas x 480 como se
observa en la Figura 5. Este procedimiento es automatizado y consistio en la
digestion de las células de cervix en condiciones de desnaturalizacion a
temperaturas elevadas para luego ser lisadas en presencia de un agente
caotropico. Los acidos nucleicos que fueron liberados se purificaron mediante
adsorcibn a particulas de vidrio magnéticas (PMG), se lavaron vy
posteriormente fueron separadas de estas PMG; una vez que se realizo el

proceso mencionado anteriormente, se procedi6 a la amplificacion y deteccidon

por qPCR.
" ! ! { {
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Figura 5. Aislamiento de &cidos nucleicos utilizando particulas de vidrio

magneéticas. A) Material de muestra. B) Disrupcion celular y digestion

proteica mediante la adicion de Buffer de Lisis y Proteinasa K. C) Unidn

de acido nucleico a la superficie de particulas de vidrio magnéticas. D)
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Separacion magnética del complejo acido nucleico-PMG. E) Eliminacion
de residuos celulares mediante extensos pasos de lavado. F) Separacion
magnética del complejo &cido nucleico- PMG. G) Elucion de &cido
nucleico a altas temperaturas durante la eliminaciéon de las particulas
magnéticas de vidrio. (Roche Molecular Systems 2018c).

7.5.3 Amplificacion y deteccion por gPCR de VPH-ar y B-globina.

La amplificacién y deteccion del ADN gendmico se realizé en el Analizador
Cobas z 480. Se utilizaron primers de 200 nucleétidos definidos dentro de la
region polimorfica L1 del genoma del VPH y otro par de primers de 330
nucledtidos para B-globina. También se emplearon sondas Tagman con un
marcador fluorescente (indicador) y un quencher. A medida que se produjo la
amplificacion, las sondas complementarias al amplicbn se unieron a
secuencias especificas de ADN monocatenario y fueron escindidas por la
actividad nucleasa 5' a 3' de la ADN polimerasa EagleZ05. Cuando el
indicador se separ6 del inhibidor se emitié una sefial de fluorescencia de
longitud de onda caracteristica al excitarse con el espectro de luz adecuado.
Esto permite la deteccion por separado de los amplicones de VPH 16, VPH
18, 12 genotipos de alto riesgo agrupados y el control de la beta-globina,
puesto que las sondas especificas para estas secuencias estan marcadas con

diferentes colores.
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Los pasos para la amplificacion fueron:

- Desnaturalizar el ADN viral y el ADN gendmico para exponer las

secuencias diana del cebador.

- A medida que la mezcla se enfria, los cebadores aguas arriba y aguas

abajo se aparean con las secuencias de ADN diana.

- La ADN polimerasa EagleZ05, en presencia de iones metélicos
divalentes y dNTP en exceso, extiende los cebadores y se sintetiza una
segunda hebra de ADN completandose el primer ciclo de PCR, tras esto se
produce una copia de ADN bicatenario de la region diana del genoma del VPH
y del gen de la B- globina. Este proceso se repite durante varios ciclos y
amplificando solo en la region del genoma del VPH y/o de la - globina entre

el par de cebadores apropiado.

- Ademas se reduce el riesgo de contaminacion en la amplificacion
mediante el uso de una enzima AmpErase (Uracil-N-glicosilasa) que es capaz
de reconocer y destruir las hebras de ADN que contuvieran desoxiuridina
antes de la amplificacion del ADN diana. La enzima AmpErase se inactiva a
temperaturas superiores a 55°C, es decir, a lo largo del ciclo térmico y, por lo

tanto, no destruye el amplicdn objetivo.
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7.5.4 Procesamiento completo de las muestras para deteccion de VPH-

ar.

El flujo de trabajo completo para la deteccion del VPH se resume en la Figura

6. Se inicia con la extraccion de muestras de ADN gendmico en el instrumento

Cobas x 480 seguido de la amplificacion y deteccién en el analizador Cobas z

480 y cuyos resultados se interpretan como se indica en la Tabla 3 para luego

ser enviados al Sistema Interno de Laboratorio (LIS). El procesamiento de

muestras paso a paso se explica en el anexo 1 al final de este documento.

N

Recepcidn e ingreso de

rotulan las muestras
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Anatomia Patoldgica
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seccion de Biologia
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Figura 6. Esquema del procesamiento de muestras de cuello uterino para

la deteccion de VPH-ar
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Tabla 3. Informe de resultados e interpretacion para la prueba de VPH-ar
mediante el equipo Cobas 4800.

Prueba de Informe
VPH Cobas de Informe de interpretacion.
4800 resultado.
La muestra es positiva para el ADN de
POS otros | Otro VPH- cualquiera de, o una combinacion de, los
VPH-ar ar positivo | siguientes VPH-ar: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68.
Otro VPH- El ADN de los tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
NEG Otros ar 56, 58, 59, 66 y 68 del VPH eran indetectables
VPH-ar negativo * 0 estaban por debajo del umbral
preestablecido.
POS VPH 16 VPI_—|_16 La muestra es positiva para el ADN del VPH
positivo 16.
Negativo VPH16 El ADN del VPH 16 era indetectable o estaba
VPH 16 negativo * por debajo del umbral preestablecido.
POS VPH 18 HP\_/_18 La muestra es positiva para el ADN del VPH
positivo 18.
NEG VPH 18 VPH18 El ADN del VPH 18 era indetectable o estaba
negativo * por debajo del umbral preestablecido.
La muestra original debe volver a analizarse
Ningdn para obtenef resultados/v_élidos. Si los
REPETIR resultado resultados aun no son validos, se debe_
MUESTRA para la obtener una nueva muestra. Esto se realiza
muestra cuando el control de B-globina para la muestra

no es valido o si existen interferentes que no
permitan procesar la muestra correctamente.

* Un resultado negativo no excluye la presencia de infeccion por VPH
porque los resultados dependen de la recoleccion adecuada de muestras,
la ausencia de inhibidores y suficiente celularidad definido con el control

de B-globina.
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8. RESULTADOS.

8.1 Deteccion y genotipificacion de los VPH-ar mediante la técnica de

PCR en tiempo real en el equipo automatizado Cobas 4800.

Se analiz6 un total de 4.323 muestras, de las cuales 84 se excluyeron por
estar fuera del rango etario recomendado por las guias clinicas del MINSAL y
del “PROGRAMA DE CUELLO UTERINO: VPH REALIZADOS E
INFORMADOS SEGUN RESULTADOS Y GRUPO DE EDAD” al ser mujeres

menores de 30 afos.

Los resultados de cada mes (octubre de 2019 a abril de 2020) se presentan
de la tabla 4 a la tabla 10, mientras que en la tabla 11 se resumen los
resultados de todos los meses que dur6 el estudio. En cada una se puede
observar la positividad dependiendo del genotipo detectado, también si en la
muestra se detectd el ADN gendémico de uno o mas de estos genotipos y la
categorizacion de acuerdo al rango etario. Ademas, se inform6é como NM la

solicitud de nueva muestra y la cantidad de muestras rechazadas.
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Tabla 4. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los

pacientes e informados con fecha octubre de 2019.

Grupos

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS

procesadas

NM: Nueva muestra

Mas

aos) | Total | veH() | VRHIG| VPHIS | VEH [ | de
+)
30a34 92 75 4 1 12 0 1
35a39 80 64 3 0 13 0 2
40 a 44 55 49 1 0 5 1 0
45 a 49 76 68 2 0 6 1 1
50a54 73 66 2 1 4 1 2
55 a 59 72 65 2 0 5 0 0
60 a 64 51 46 0 0 5 1 0
65 a 69 2 2 0 0 0 0 0
70a74 0 0 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
jivhd 0 0 0 0 0 o | o
TOTAL 501 435 14 2 50 4 6
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes

520 entre 25y 29 afnos
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Tabla 5. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los

pacientes e informados con fecha noviembre de 2019.

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS

procesadas

NM: Nueva muestra

Grupos Mas

fanos) | Total | veH(y | VPHIS | VPHIS | VRH [y, | det
+)
30a34 72 54 2 1 15 0 1
35a39 63 52 1 2 8 2 0
40 a 44 75 66 3 0 6 0 2
45 a 49 65 61 0 0 4 0 0
50 a 54 67 62 1 0 4 0 0
55 a 59 91 80 2 0 9 0 1
60 a 64 56 52 0 0 4 0 0
65 a 69 2 2 0 0 0 0 0
70a74 1 1 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
jivhd 0 0 0 0 0 o | o
TOTAL 492 430 9 5 50 2 4
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes

504 entre 25y 29 afnos
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Tabla 6. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los

pacientes e informados con fecha diciembre de 2019.

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS

procesadas

NM: Nueva muestra

Grupos Mas

sy | ot | vewy | VIS VP || e
(+)
30a34 140 114 6 1 19 3 1
35a39 147 115 8 3 21 0 4
40 a 44 131 123 3 0 7 2 1
45 a 49 148 137 3 1 7 2 0
50 a54 169 151 3 2 13 1 1
55a59 180 166 1 0 13 0 1
60 a 64 128 116 1 0 11 0 0
65 a 69 1 1 0 0 0 0 0
70a74 0 0 0 0 0 0 0
75a79 1 1 0 0 0 0 0
?noéé’ 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 1045 924 25 7 91 8 8
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes

1072 entre 25y 29 afnos
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Tabla 7. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los
pacientes e informados con fecha enero de 2020.

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS
atarios Mas
anos) | Total | VeH () | VPHIS| VPHIS | Ve 1y | ded

+)
30a34 | 128 99 8 2 19 0 7
35a39 109 88 4 0 17 1 0
40 a 44 104 88 1 1 14 0 1
45 a 49 112 98 4 2 8 3 1
50 a 54 114 102 2 0 10 2 0
55a59 139 124 2 0 13 1 1
60 a 64 104 95 2 0 7 3 0
65 a 69 21 21 0 0 0 1 0
70a74 2 2 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
80,y 0 0 0 0 0 0 0
mas
TOTAL 833 717 23 5 88 11 10
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes
855 entre 25y 29 afnos

procesadas

NM: Nueva muestra
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Tabla 8. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los
pacientes e informados con fecha febrero de 2020.

procesadas

NM: Nueva muestra

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS
atarios vas
(afios) | Total | VPH (-) VP(T)16 VP(T)18 A\F/QI’:::) NM S/Eﬁ

+)
30a34 83 67 3 0 13 0 1
35a39 82 70 2 1 9 1 2
40 a 44 65 58 0 1 6 2 0
45 a 49 80 65 4 3 8 1 1
50 a 54 101 89 1 1 10 0 1
55a59 91 85 0 1 5 2 1
60 a 64 57 52 0 1 4 1 1
65 a 69 7 6 1 0 0 0 0
70a74 0 0 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
80,y 0 0 0 0 0 0 0
mas
TOTAL 566 492 11 8 55 7 7
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes
579 entre 25y 29 afnos
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Tabla 9. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los
pacientes e informados con fecha marzo de 2020.

Grupos

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS

procesadas

NM: Nueva muestra

Mas
fanos) | Total | veH(y | VPHIS | VPHIS | VRH [y, | det
+)
30a34 | 104 78 4 0 22 0 3
35a39 101 86 2 1 12 2 3
40a44 | 103 88 5 0 10 2 0
45 a 49 113 91 4 3 15 1 4
50 a 54 118 104 3 3 8 1 3
55a59 108 100 1 1 6 2 1
60 a 64 75 68 1 2 4 1 1
65 a 69 6 5 0 0 1 0 0
70a74 1 1 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
80,y 0 0 0 0 0 0 0
mas
TOTAL 729 621 20 10 78 9 15
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes
758 entre 25y 29 afnos
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Tabla 10. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los

pacientes e informados con fecha abril de 2020.

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS
Str;fﬁ)gss VPH 16 | VPH18 | VPH g/l >
(afios) | Total | VPH() | 7 ) 0 | Are() | M Vﬁlﬁ
+)
30a34 9 9 0 0 0 0 0
35a39 5 5 0 0 0 0 0
40 a 44 4 4 0 0 0 0 0
45 a 49 6 6 0 0 0 0 0
50 a 54 5 5 0 0 0 0 0
55a59 2 2 0 0 0 0 0
60 a 64 3 3 0 0 0 0 0
65 a 69 0 0 0 0 0 0 0
70a74 0 0 0 0 0 0 0
75a79 0 0 0 0 0 0 0
80y 0 0 0 0 0 0 0
mas
TOTAL 34 34 0 0 0 0 0
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes
37 entre 25y 29 afnos

procesadas

NM: Nueva muestra
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Tabla 11. Examenes de VPH clasificados de acuerdo a la edad de los
pacientes e informados con fecha octubre de 2019 a abril de 2020.

VPH INFORMADOS SEGUN RESULTADOS

procesadas

NM: Nueva muestra

Str:rﬁ)gss VPH 16 | VPH 18 VPH (I;/I éi
@ios) | Tor@l | VPHO | T T | are | NV ver
+)
30a34 628 496 27 5 100 3 14
35a39 587 480 20 7 80 6 11
40a44 | 537 476 13 2 48 7 4
45 a 49 600 526 17 9 48 8 7
50 a54 647 579 12 7 49 5 7
55a59 683 622 8 2 51 5 5
60 a 64 474 432 4 3 35 6 2
65 a 69 39 37 1 0 1 1 0
70a74 4 4 0 0 0 0 0
75a79 1 1 0 0 0 0 0
80y 0 0 0 0 0 0 0
mas
TOTAL 4202 3653 102 35 412 41 50
Total muestras Nota: El total no considera a las pacientes
4323 entre 25y 29 anos
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En las tablas que se presentan a continuacion se agruparon los rangos etarios
superiores a 60 afios por la baja cantidad de muestras que se obtuvieron y
que estos datos no afecten las estadisticas que se desarrollaron mas

adelante.

Tabla 12. Examenes de VPH positivos y negativos clasificados de acuerdo
a la edad de los pacientes e informados con fecha octubre de 2019 a abril
de 2020.

Grup9 etario VPH (-) | VPH-ar (+) | Total muestras

(afos)

30a34 496 132 628

35a 39 480 107 587

40 a 44 476 63 539

45 a 49 526 74 600

50 a 54 579 68 647

55 a 59 622 61 683

60 y mas 474 44 518
Total 3653 549 4202

De los resultados presentados en la tabla 12, se observa que de las 4.202
muestras analizadas, 3.653 (86,93%) se informaron con un resultado de VPH
(-) para los genotipos de VPH-ar evaluados, y el total de las muestras

informadas como VPH-ar (+) fue de 549 (13,07%).
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Tabla 13. Examenes de VPH-ar positivos clasificados de acuerdo a la
edad de los pacientes e informados con fecha octubre de 2019 a abril de
2020.

1 *
Gr“(ggoe;;’“'o VPH 16 (+) | VPH 18 (+) VP'(*+)AR

30 a 34 27 5 100
35239 20 7 80
40 a 44 13 2 48
45 a 49 17 9 48
50 a 54 12 7 49
55 a 59 8 2 51
60 y mas 5 3 36

Total 102 (19%) | 35 (6%) | 412 (75%)

En latabla 13 se observa para cada rango etario, los resultados de VPH segun
positividad en 3 categorias diferenciadas: VPH 16, VPH 18 Y VPH AR*.
Ademas, se deduce que de las 4.202 muestras analizadas, 102 (19%)
muestras fueron positivas para VPH 16, 35 (6%) para VPH 18 y 412 (75%)

muestras fueron positivas para VPH-ar agrupados (Figura 7).

80% 75%
70%
60%
50%
40%

30%
19%
20%

0%

Genotipo

% de positividad VPH-ar

BVPH 16 (+) WVPH18(+) mVPH AR* (+)

Figura 7. Porcentaje de positividad para los distintos genotipos de VPH de
alto riesgo evaluados.
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Tabla 14. Porcentajes de examenes de VPH-ar positivos clasificados de
acuerdo a la edad de los pacientes e informados con fecha octubre de
2019 a abril de 2020.

Grupo etario (afios) | % VPH (-) | % VPH-ar (+)
30a34 79% 21%
35a39 82% 18%

40 a 44 88% 12%
45 a 49 88% 12%
50 a 54 89% 11%
55 a 59 91% 9%
60 y mas 92% 8%

Total 87% 13%

En la tabla 14 se presenta la distribucién en porcentajes de la cantidad de
examenes VPH (-) y VPH (+) segun el rango etario, encontrandose en los
primeros dos rangos una mayor proporcion de VPH (+) (21% entre 30-34 afios
y 18% para 35-39 afios) mientras que en los demas rangos en promedio se
presenté un 10%. El total de los examenes VPH (-) detectados fue de un 87%
mientras que los resultados con VPH-ar (+) fue de un 13%, en el total de las

4.202 muestras analizadas.

Tabla 15. Rango etario y coinfecciones por deteccién de mas de un
genotipo de VPH-ar.

Grupo etario (afios) | VPH 16 | VPH 18 | VPH 16/ Total
/ VPH /VPH | VPH 18/
AR* AR* VPH AR*
30a34 12 2 0 14
35a39 10 1 0 11
40 a 44 4 0 0 4
45 a 49 5 2 0 7
50 a 54 3 3 1 7
55 a 59 3 1 1 5
60 y mas 0 1 1 2
Total 37 10 3 50
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En el analisis presentado en la tabla 15, la distribucion de coinfecciones por
deteccién de mas de un genotipo de VPH-ar respecto al rango etario, mostro
que el mayor nuamero fue para VPH 16/VPH AR* con 37 coinfecciones,
seguido por VPH 18/VPH AR* con 10 y para VPH 16/VPH 18 y VPH AR* un
total de 3 resultados, lo que suma un total de 50 examenes positivos para mas

de 1 genotipo de VPH-ar.

Para analizar si la infeccion por VPH era dependiente de la edad de la
paciente, se realizd una prueba estadistica de X? de Pearson, para lo cual se

plante6 una Hipodtesis nula o Ho y una Hipotesis alternativa o Ha.

Ho: El grupo etario y la prevalencia de la infeccion por VPH-ar son
independientes. Ha: El grupo etario y la prevalencia de la infeccion por VPH-

ar son dependientes.

Tabla 16. Valores observados de los examenes negativos y positivos de
VPH-ar clasificados de acuerdo a la edad de los pacientes.

Grupo etario | VPH(- | VPH16 | VPH18 | VPHAR* |_
(ahos) ) (+) (+) (+)
30 a 34 496 27 5 100 628
35a39 480 20 7 80 587
40 a 44 476 13 2 48 539
45 a 49 526 17 9 48 600
50 a 54 579 12 7 49 647
55 a 59 622 8 2 51 683
60 y mas 474 5 3 36 518
Total 3653 102 35 412 4202
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Tabla 17. Porcentaje de distribucion para cada genotipo de VPH-ar
clasificados de acuerdo a la edad de los pacientes.

Grupo etario | VPH(-) | VPH16 | VPH18 | VPHAR* | Total
(afios) (+) (+) (+)
30a34 14% 26% 14% 24% 15%
35a 39 13% 20% 20% 19% 14%
40 a 44 13% 13% 6% 12% 13%
45 a 49 14% 17% 26% 12% 14%
50 a 54 16% 12% 20% 12% 15%
55 a 59 17% 8% 6% 12% 16%
60 y mas 13% 5% 9% 9% 12%

Tabla 18. Valores esperados de examenes positivos para VPH-ar para un
total de 4.202 muestras.

Grupo etario | VPH (-) | VPH 16 (+) | VPH 18 (+) | VPH AR* (+) | Total
(afios)

30a34 545,95 | 15,24 5,23 61,57 628
35a39 510,31 | 14,25 4,89 57,55 587
40 a 44 468,58 | 13,08 4,49 52,85 537
45 a 49 521,61 |14,56 5,00 58,83 600
50 a 54 562,47 | 15,71 5,39 63,44 647
55 a 59 593,76 | 16,58 5,69 66,97 683
60 y mas 450,32 | 12,57 4,31 50,79 518
Total 3653 102 35 412 4202
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Tabla 19. Prueba de X? de Pearson con 18 grados de libertad y un nivel
de significancia de 5%.

Grupo etario | VPH (-) | VPH 16 (+) | VPH 18 (+) | VPH AR* (+) | Total
(afios)

30a34 4,57 9,07 0,01 23,98 37,63
35a39 1,80 2,32 0,91 8,75 13,79
40 a 44 0,12 0,00 1,38 0,44 1,94
45 a 49 0,04 0,41 3,21 1,99 5,64
50 a 54 0,49 0,87 0,48 3,29 5,13
55a59 1,34 4,44 2,39 3,81 11,98
60 y mas 1,24 4,56 0,40 4,31 10,51
Total 9,60 21,67 8,78 46,57 86,62

En la tabla 19 se obtiene finalmente un estadistico de prueba de 86,52, valor
que comparado con el valor critico descrito en la tabla de X? de Pearson y que

corresponde a 9,3904.

Como el valor critico es menor al estadistico de prueba se acepta la hip6tesis

Hay se rechaza la Ho.

8.2 Confeccién del protocolo de procedimientos necesarios para la
deteccién de ADN gendmico de VPH-ar en el equipo Cobas 4800,

mediante la técnica de qPCR.

El instructivo de procedimientos para la deteccion de VPH-ar en células de

cervix se realizé con el fin de optimizar y asegurar el correcto desempefio en
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la pesquisa de VPH-ar, asi como también el uso del equipo Cobas 4800

(ANEXO 1).

La estructura a considerar se definio en base a:
1.- OBJETIVO.
2.- ALCANCE/CAMPO DE APLICACION.
3.- RESPONSABLES DE LA EJECUCION.
4.- DEFINICIONES.
5.- DESARROLLDO.
6.- DISTRIBUCION.

9. DISCUSION.

Existe evidencia suficiente que vincula fuertemente la infeccién por VPH-ar
al desarrollo de patologias de tipo oncogénicas variadas, particularmente la
de cancer cérvico uterino cuya gravedad segun datos de GLOBOCAN en
2020 ocupd el tercer lugar en la poblacién femenina chilena (GLOBOCAN,
2020). Debido a que posee una alta incidencia y prevalencia no solo en Chile
sino que a nivel mundial, estos datos fundamentan la implementacién de
diversas técnicas para la pesquisa de VPH-ar, siendo una de las mas
actuales aprobadas por la FDA la que se empled en el desarrollo de este
trabajo de investigacion y que corresponde a la técnica de PCR en tiempo

real denominada Cobas 4800 HPV test.
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Esta técnica permitid6 detectar en 3 canales, distintos genotipos de alto
riesgo oncogénico donde se encuentran los dos principales asociados a
patologias anogenitales como son el VPH 16 (canal 2), VPH 18 (canal 3) y
un pool de 12 genotipos de alto/probable/posible alto riesgo (canal 1).
Ademas incluye un cuarto canal que corresponde al control de celularidad
(B-globina) el cual permite verificar que se tiene suficiente material genético
para desarrollar la prueba. La prueba para la deteccion de VPH-ar se
implemento en el equipo automatizado Cobas 4800 lo cual otorga grandes
ventajas comparativas respecto de otras técnicas, destacando aspectos
como que los resultados entregados no son interpretaciones subjetivas del
operador, también que posee una alta sensibilidad y un alto valor predictivo
negativo (VPN) cercano al 100% (OPS, 2016). Por este hecho los periodos
de tamizajes o control recomendados se pueden ampliar hasta 5 afios
mientras que con otras técnicas como el PAP ante un resultado negativo,
debe realizarse nuevamente cada 3 afios 0 menos de ser posible.
(Bulkmans NW et al. 2007). También otra ventaja frente al PAP es que este

altimo no puede genotipificar los VPH-ar mas comunes.

Dentro de las ventajas del Cobas 4800 HPV test es la cantidad de muestras
gue se pueden procesar, un total de 96 muestras por ejecucion y el tiempo
de procesamiento corresponde aproximadamente a 5 horas, reduciendo
también el trabajo de laboratorio, evitando realizar movimientos repetitivos

que pudiesen causar errores producto de la manipulacion de muestras o
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reactivos, asi como también disminuye en gran medida la contaminacion de
éstos. Algo que se debe considerar respecto a otras técnicas menos
automatizadas es que este tipo de pruebas reduce el costo de personal, ya
gue una persona puede procesar una mayor cantidad de muestras diarias y
en paralelo realizar otras funciones dentro del laboratorio mientras se

procesan las muestras.

Sin embargo, el sistema poseia algunas limitaciones y es que este proceso
lo debe realizar sélo personal capacitado y con experiencia en el desarrollo
de técnicas de PCR, asi como el uso del equipo en cuestién. Igualmente se
considerd tener mucha precaucion de los tiempos de ejecucion ya que
posee un reloj interno que es estricto y se debe seguir la cadena de
procesamiento en el tiempo programado, en caso contrario se anularia el

proceso si se supera el tiempo limite.

Algunos factores importantes que afectaron el procesamiento de muestras
fueron la presencia de inhibidores de la PCR (por ejemplo sanguinolencia
mayor al 4% del volumen total) como también que no se haya alcanzado a
superar el control interno de celularidad con lo cual se procedié a invalidar
la muestra y solicitar una nueva, ocasionando que posiblemente se haya
perdido el seguimiento de alguna paciente asi como costos extras de

equipamiento y reactivos referidos al Cobas 4800 HPV test. Cabe mencionar
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gue un resultado negativo no significa en todos los casos que no haya
presencia de infeccibn por algun genotipo de VPH-ar sino que
probablemente la cantidad de material gendmico amplificado no alcanzo a
superar el umbral de corte para la gqPCR que es determinado por el
programa del equipo segun las instrucciones del fabricante y que

corresponde a un minimo de 600 copias/mL.

Otro factor de gran importancia es la edad en que se aplica el tamizaje o
toma de muestra para el HPV test, ya que segun las recomendaciones de la
guia clinica del MINSAL y del “PROGRAMA DE CANCER DE CUELLO
UTERINO: VPH REALIZADOS E INFORMADOS SEGUN RESULTADOS
Y GRUPOS DE EDAD?’ realizado en el Laboratorio Clinico del Hospital Las
Higueras de Talcahuano, el examen se debe aplicar principalmente en
mujeres de 30 afios 0 mayores ya que a menores edades la frecuencia de
infeccion por el VPH humano es alta pero tienden a desaparecer en el
transcurso de 1 a 2 afios, siendo en casi un 90% infecciones de tipo
transitorias (Rodriguez, et al., 2008). Asi, se evita que la paciente reciba
tratamientos innecesarios, se generen falsos positivos de alguna infeccién
no persistente, se sobrecargue el sistema de salud donde sean atendidas o

se eleven los costos asociados a tratamientos y del personal capacitado.

En cuanto a los resultados obtenidos tras el procesamiento de las 4.243

muestras:
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Se invalidaron 41 muestras (1%), por lo que se solicitaron nuevas muestras a
las pacientes correspondientes, probablemente por error en la deteccion del
control de B-globina o por no presentar las condiciones Optimas para su
procesamiento (coagulos, sanguinolencia mayor al 4% del volumen total,

escaso volumen).

La prevalencia de positividad para los genotipos de VPH-ar en las mujeres
chilenas mayores de 30 afios fue de un 13% (549/4.202), valor comparable
al obtenido por Ferrecio et al., 2004 que fue de un 14%. Ademas, a nivel
latinoamericano las cifras no son muy distintas, en Colombia se tuvo un
14,8% (Molano et al., 2002), 14,5% en México (Lazcano-Ponce et al, 2001)
y un 16% en Costa Rica (Herrero et al., 2000).

Si bien la prevalencia total fue de un 13%, pero si se detalla segun los rangos
etarios, se evidencia que en la poblacion comprendida entre 30-34 afios
como la de 35-39 afios, hubo un porcentaje de positividad para VPH-ar con
un promedio de un 21% y 18%, respectivamente y la tendencia a mayores
edades también fue una disminucién de los porcentajes VPH (+). Por lo
tanto, se infiere que en este estudio tendrian un mayor riesgo de padecer
cancer cérvico uterino las poblaciones cuya edades fluctian entre los 30-39

anos.

La diferencia en la positividad de cada grupo de genotipos estudiados
mostré un porcentaje de positividad de 75% para los 12 VPH-ar agrupados,

un 19% para el VPH 16 y un 6%. para el VPH 18 (figura 1). Esta informacién
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es relevante ya que se encontr6 en mayor medida genotipos de
alto/probable/posible riesgo, pero sin poder diferenciar si hay algun genotipo
gue predomine sobre otro y que pudiese tener mayor relevancia frente a
patologias oncogénicas mas agresivas como se sabe en particular de los
VPH 16 y 18. Ademas, el porcentaje de VPH 16 fue 3 veces mayor respecto
al VPH 18, lo que era esperable ya que si bien el VPH 18 es uno de los mas
frecuentemente encontrados en afecciones anogenitales se sabe que el

VPH 16 es aun mas frecuente mundialmente. (Chacoén et al., 2007)

La poblacién estudiada presenté una positividad para coinfecciones
similares en los distintos rangos etarios; sin embargo, en las pacientes de
edad mas avanzada correspondiente a mujeres mayores de 50 afios se
observd una mayor cantidad de coinfecciones multiples, lo que se puede
deber al deterioro del epitelio cervical producto del envejecimiento natural.
De todas las muestras analizadas, en 50 de ellas se informé coinfeccion por
mas de un tipo de VPH-ar siendo 3 de ellas positivas para el VPH 16, VPH
18 y alguno de los 12 VPH-ar agrupados. Se encontré que la coinfeccién por

VPH 16 / VPH AR* fue de 4:1 respecto a la de VPH 18 / VPH AR*.

Para evaluar si existia alguna relacion entre la edad y la prevalencia de la
infeccion por genotipos de VPH de alto riesgo se empled un test estadistico
correspondiente al de Chi-cuadrado, ya que son variables categéricas (de
conteo) de tipo nominal. De los valores obtenidos se debié rechazar la

hipotesis nula (Ho) la cual indicaba que las variables de edad y VPH-ar
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oncogénicos eran independientes entre si. En su lugar se establecié que
estas son variables dependientes como lo indicé la hipotesis alternativa
(Ha), puesto que el valor critico de 9,3904 obtenido de la tabla considerando
18 grados de libertad y un nivel de significancia de 5% fue menor al valor

estadistico de prueba de 86,52.

La confeccion del instructivo fue elaborada para conocer los distintos
pardmetros involucrados en la ejecucion de la técnica de gqPCR empleada en
el Cobas 4800 HPV test, asi como también para aclarar que personal puede
realizar esta prueba. Se entrego en éste informacion general sobre aspectos
tedricos como también practicos con el fin de ser utilizado en el Laboratorio
Clinico del Hospital Las Higueras de Talcahuano para mejorar el desempefio

de la técnica.

10. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES.

Hay una gran cantidad de infecciones por VPH-ar de genotipos agrupados
de los cuales no se tiene mayor evidencia, ya que el equipo entrega un
resultado total y seria relevante evidenciar si hay algin genotipo de la lista
gue se encuentre en mayor proporcidon para evaluar su nivel de malignidad

de forma particular, ya que las vacunas aplicadas en Chile s6lo son
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profilacticas para los genotipos de VPH de alto riesgo 16 y 18 y de bajo

riesgo VPH 6y 11.

Se espera que este trabajo sirva para orientar la realidad de la Provincia de
Concepcidn ya que actualmente la mayoria de trabajos que informan acerca
de la prevalencia y coinfecciones para virus papiloma humano de alto riesgo
pertenecen a la Region Metropolitana y se sabe que las infecciones varian

de acuerdo a la realidad regional.

En un futuro seria relevante comparar los datos que se obtuvieron del test
de VPH para Cobas 4800 con los PAP realizados en el Hospital Las
Higueras de Talcahuano con el fin de realizar un analisis estadistico que
demuestre si los datos se correlacionan o se deban realizar modificaciones
futuras, ya sea en el procesamiento de muestras para mejorar la sensibilidad
del test de VPH. También seria adecuado para optimizar los recursos y
tiempos empleados, utilizar la prueba de Cobas 4800 HPV test como cribado
primario siempre que se demuestre que posee una mayor confirmacién

diagnostica que el Examen de Papanicolaou.
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11. ANEXO.

Anexo 1. En esta seccion se encuentra el instructivo elaborado para el
procesamiento de las muestras de células de cuello uterino a las que se
les requiere pesquisar la presencia de VPH-ar utilizando el equipo
automatizado Cobas 4800 y la técnica de PCR en tiempo real o gPCR.
Este manual proporciona informacion general sobre aspectos tedéricos
como practicos y ha sido disefiado con el fin de ser utilizado en el
Laboratorio Clinico del Hospital Las Higueras de Talcahuano. Esta dirigido
a todos los profesionales que estén a cargo del procesamiento de las

muestras que requieren el analisis de estos virus.
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1.- OBJETIVO.

El objetivo de este procedimiento es establecer el protocolo mediante

el cual se procesaran las muestras de células cervicales para la deteccion

de ADN gendmico del VPH-ar mediante la técnica de qPCR.

2.- ALCANCE/CAMPO DE APLICACION.

Este procedimiento se aplicara al equipo Cobas 4800, también a todos

los profesionales (Bioquimicos y Tecnélogos Médicos) que lo utilicen en la

seccion de Biologia Molecular.

3.- RESPONSABLES DE LA EJECUCION.

El responsable de ejecutar este instructivo serd el Bioquimico o

Tecndélogo Médico asignado por el encargado de la seccion de Biologia

Molecular.
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4.- DEFINICIONES.

4.1 VPH-ar: Corresponden a virus papiloma humano de alto riesgo

oncogénico como el VPH 16 y VPH 18.

4.2 Muestra de VPH-ar: Muestras que se obtienen desde células de cuello

uterino utilizando un cepillo o0 espatula endocervical.
4.3 gPCR: Técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.
4.4 LIS: Sistema Informatico de Laboratorio.

4.5 Vortex: Agitador o dispositivo que se usa comunmente en los
laboratorios para homogenizar mediante vibracién pequefios tubos o

frascos.

4.6 Cobas 4800: Equipo automatizado donde se realiza la extraccion de

ADN (Cobas x 480) y la tecnica de PCR en tiempo real (Cobas z 480).
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5.- DESARROLLO.

5.1 Antes de comenzar el procesamiento de muestras se deberan realizar
los procedimientos de encendido de los equipos en el siguiente orden:
placa calefactora, equipo Cobas x 480, analizador Cobas z 480 y
finalmente la unidad de control del sistema Cobas ® 4800 con software del
sistema version 2.1 o superior. Posteriormente se debe realizar el
mantenimiento del sistema siguiendo las instrucciones que se indiquen en

la pantalla del equipo Cobas 4800.

5.2 Listo el paso anterior se deberd iniciar una nueva ejecucion haciendo

clic en el menu en la opcion "Nueva ejecucion”.

5.3 Luego se seleccionara el tipo de flujo de trabajo que sera "Completo" y

marcando en la lista disponible donde aparece la prueba para "VPH".

5.4 Se ingresara un nombre de ejecucion y luego se debe hacer clic en

"Aceptar" para continuar.

5.5 Para la carga de muestras es necesario que deban estar a temperatura
ambiente antes de ser cargadas en el instrumento Cobas x 480 y

homogenizar los contenedores primarios (PreservCyt) agitandolos unos
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segundos en el vortéx para resuspender las células inmediatamente antes
de la carga, a continuacion se destaparan y rotularan cada una de las
muestras para que cuando finalice el procesamiento se vuelvan a tapar y

evitar contaminacion de la muestra.

5.6 El software del equipo Cobas 4800 posee un asistente de carga por lo
gue este indicara cada uno de los pasos a seguir para la carga de muestras

y reactivos.

5.7 A continuacién se debera seleccionar un tipo de muestra que en este

caso correspondera a "PC" para solicitar una muestra PreservCyt.

5.8 Se seleccionard el resultado solicitado para cada muestra escogiendo
el subtipo de prueba “Panel de VPH de alto riesgo mas genotipado” para
informar el VPH de alto riesgo y los resultados de VPH 16 y VPH 18

separados.

5.9 Posteriormente para realizar la carga de consumibles todos los
reactivos a excepcion de la master MIX y la solucién de Mg/Mn deben estar
a temperatura ambiente antes de ser cargados en el instrumento Cobas x
480, ya que se almacenan entre 2-8°C. Se debera seguir la guia del

asistente de software que indicara en que posicion debe ir cada uno ellos
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verificando que el cddigo de barra especifico para cada reactivo sea

claramente visible para el lector del equipo.

5.10 Los controles para VPH (+) y VPH (-) se cargaran en el soporte de los
reactivos durante la carga de estos en las posiciones Al y Bl
correspondientemente ya que en cada placa de pocillos de pozos
profundos y placa de micropocillos estd reservado un sitio para cada

control.

5.11 El sistema de Cobas 4800 cuenta con un reloj interno para monitorear
el tiempo que los reactivos estan a bordo del proceso. Una vez que se
escanea el buffer de lavado, se tendra 1 hora para completar el proceso
de carga y hacer clic en el boton Iniciar, posterior a esto se mostrara un
temporizador de cuenta regresiva en la pestafia “Lugar de trabajo”. El
sistema no permitird que se inicie la ejecucion si el temporizador integrado
ha expirado por lo que es importante verificar que se cuenta con todos los

reactivos antes de comenzar el flujo de trabajo.

5.12 Para asegurar que las particulas de vidrio magnéticas sean
transferidas de forma correcta es necesario agitar vigorosamente el frasco

gue las contiene en vortex antes de verterlo en el depdsito de reactivo.
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5.13 Para realizar la carga de los reactivos de preparacion de muestras
(WB, MGP, EB, SDS y LYS) en sus respectivos depdsitos con cédigo de
barras se utilizarda el método "escanear-escanear-verter-lugar* como se

indica a continuacion:

» Escanear el codigo de barras de la botella de reactivo.
» Escanear el codigo de barras del depdsito de reactivo.
* Verter el reactivo en el depdésito.

* Colocar el depdsito de reactivo lleno en la posicion designada en el

soporte de reactivo.
5.14 Los depdsitos de reactivos para verter los consumibles estan
disponibles en tamafos de 200mL y 50 mL, por lo que, es importante
seguir la guia del asistente de software para seleccionar los tamafios de
deposito adecuados y asegurando que los codigos de barras del depésito

de reactivo deben estar a la derecha del portador.

5.15 Los reactivos de amplificacion/deteccion (HPV MMX y HPV Mg/Mn),
los controles [VPH (+) y VPH (-)] y la proteinasa K se cargaran
directamente en el soporte de reactivos y el instrumento Cobas x480 los
escaneara y verificara automaticamente ya que todos los reactivos y
depdsitos de reactivos estan codificados con un codigo de barras disefiado

para un solo uso, de manera que el software del Cobas 4800 rastrea el uso
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y estado de los reactivos y los depésitos de reactivos y rechaza los usados
anteriormente. También el software verificard que se hayan cargado
suficientes reactivos en el instrumento asi como el rastreo de la fecha de
caducidad de todos los reactivos (los reactivos que superen esta fecha de

caducidad no se aceptaran para su uso).

5.16 Se iniciara la preparacion de la muestra haciendo clic en la opcion del

menu "Iniciar ejecucion”.

5.17 Una vez que se complete con éxito la preparacion de la muestra, se
procedera a hacer clic en la opcion "Descargar" para descargar el soporte

de la placa.

5.18 Una vez descargada se debera sellar la placa de micropocillos con el

film especial para el equipos Cobas 4800.

5.19 Luego de sellar la placa de micropocillos se debera transportar la
placa al analizador Cobas z 480 e iniciar la ejecucién de amplificacién y

deteccién.

5.20 La amplificacion y la deteccion deberan iniciarse lo antes posible, pero
a mas tardar en un tiempo maximo de 90 minutos después de la adicion

de la master MIX a las muestras preparadas. Se mostrara un temporizador
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de cuenta regresiva en la pestafia Lugar de trabajo y si se supera este

tiempo el sistema abortara la ejecucion si el temporizador ha expirado.

5.21 Finalmente cuando se logre completar el ciclo de amplificacion y
deteccion, se procederd a la descarga de la placa de micropocillos del

analizador Cobas z 480 para revisar y aceptar resultados.

6.- DISTRIBUCION.

Seccion Biologia Molecular / IAAS

7.- REGISTRO.

N/A

8.- DOCUMENTO DE REFERENCIA.

N/A
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12.- ANEXOS.

N/A
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