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Diagnostico molecular del papilomavirus humano: nuevos desafios en un

escenario diferente

Molecular diagnosis of human papillomavirus: new challenges in a different scenario
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El cancer cervical invasivo de la mujer es causado por el papilo-
mavirus humano (VPH). El ADN del VPH es detectable en mas del
95% de los casos; los genotipos 16 y 18 son responsables de mas
del 70% del cancer cervical, y junto con el genotipo 45 contribuyen
al 94% del adenocarcinoma de cérvix!. Con un nimero estimado
de 529.800 casos nuevos y 275.100 muertes por cancer cervical en
2008, se sitlia en la tercera y cuarta posiciones en cuanto a inciden-
cia y mortalidad por cancer de la mujer en el mundo, teniendo en
cuenta que el 85% de los casos se producen en los paises menos de-
sarrollados, con tasas de incidencia y mortalidad del 17,8 y del 9,8%,
respectivamente, comparadas con los paises desarrollados, en los
que se reduce al 9,0 y al 3,2%2, consecuencia de los programas de
prevencién de cancer cervical ampliamente desarrollados en estos.

Aunque, la citologia cervical o test de Papanicolau ha contri-
buido a reducir las tasas de incidencia y mortalidad, existe una
evidencia demostrada de que la incorporacién del diagnéstico del
virus aporta una sensibilidad analitica muy superior a la citologia
y es imprescindible su inclusién en los algoritmos diagnésticos3.
En los programas de prevencién y tratamiento del cancer cervical
intervienen, ademas de la citologia y la deteccién de VPH, otras
herramientas diagndsticas como la colposcopia, la categorizacién
histolégicay el uso de nuevos biomarcadores, y la correcta estratifi-
cacién del riesgo es el parametro que debe ser utilizado para elegir
los procedimientos adecuados en las distintas fases del proceso:
cribado, diagnéstico y tratamiento.

El cribado, definido como la actividad preventiva que permite
diagnosticar la enfermedad en poblacién a priori sana, debe tener
como diana la detecciéon de una neoplasia cervical intraepitelial
de grado 3 (CIN3) o, siendo aun mas estrictos CIN2, estadios his-
tolégicos de la enfermedad que son atn prevenibles. El cribado
mediante una citologia cervical solo detecta el 50-60% de los casos
de CIN3, lo que obliga a revisiones citolégicas muy cercanas en el
tiempo. La deteccién del ADN del VPH en células exfoliadas tiene
una sensibilidad analitica muy superior, por encima del 90%, pero la
especificidad clinica es baja, ya que el diagnéstico del virus no pre-
dice su persistencia, causa necesaria para el desarrollo del cancer.
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Esta limitacién se acentia en mujeres jovenes con muchas posibili-
dades de adquirir una infeccién por VPH autolimitada. Sin embargo,
el valor predictivo negativo del test de VPH es muy alto y per-
mitiria, en las pacientes libres del virus, distanciar el seguimiento
en varios afios. La utilizacién de ambas técnicas simultineamente
(citologia+VPH), como se ha realizado en algiin ensayo de cohor-
tes (Kaiser Permanent Northern California), permite aumentar los
intervalos de control a 3 afios con buenos resultados.

Es posible reducir costes al utilizar una técnica seguida de otraen
funcién de los resultados de la primera. La citologia seguida del test
de VPH ha sido muy empleada pero tiene los problemas ya comen-
tados de labaja sensibilidad de la citologia, y el cribado en citologias
dudosas (ASCUS) o con lesiones de bajo riesgo (LSIL) puede conducir
atests de VPH positivos de incierto significado clinico. Actualmente
hay propuestas de realizar la deteccion de VPH seguida de cito-
logia, que presenta los mejores resultados de sensibilidad clinica,
disminuyendo costes al distanciar el control en las mujeres nega-
tivas, pero también los puede aumentar si se realiza en poblacién
con alta incidencia de infeccién, como en las mujeres jévenes*. De
ahi que diversos programas establezcan edades superiores a 30-35
afios para una relacién coste-eficacia adecuada. Queda por definir
la utilidad de combinar el cribado de VPH combinado con la uti-
lizacién de nuevos biomarcadores como la deteccién de ARNm de
VPH, p16-INKy otros marcadores histolégicos de progresién (Ki-67,
MCM2 y TOP2a).

En este escenario se ha multiplicado la oferta de métodos y tec-
nologias para el diagnéstico de VPH en muestras clinicas, ya sean
células exfoliadas o biopsias, incluso parafinadas. Los procedimien-
tos de extraccion de los acidos nucleicos, los métodos de deteccién
del genoma virico y la automatizacién necesaria para una deter-
minacién que se consolida como rutinaria en los laboratorios han
adquirido niveles elevados de complejidad para la eleccién del mas
adecuado. Los tests comerciales disponibles pueden ser sistemati-
zados en 5 grupos’: 1) ensayos de cribados basados en la deteccién
de ADN de VPH de alto riesgo, en donde se incluyen la captura de
hibrido como método de referencia, debido a la enorme experien-
cia adquirida en mltiples estudios previos, el uso de amplificacién
con sondas invadery los procedimientos de PCR; 2) ensayos simila-
res de cribado para la deteccién de ADN de VPH de alto riesgo con
determinaciones concurrentes o reflejas de los genotipos VPH-16
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y VPH-18, genotipos cuya infeccién supone un riesgo de desarrollar
cancer muy superior a otros genotipos; 3)ensayos de genotipado
basados en PCR del VPH mediante diversas tecnologias: hibridacién
reversa, microarray, array en suspensiéon y RFLP, a las que se une
la pirosecuenciacion y otros métodos de secuenciacién masiva una
vez que la tecnologia se difunda en los laboratorios; 4) ensayos de
cribado basados en la cuantificacién de la expresién del ARNm
de E6/E7 de los VPH de alto riesgo, con el valor afiadido que supone
su utilidad como marcador de progresién, y 5) hibridacién in situ,
disponible pero con limitaciones debido a su menor sensibilidad.

En este nimero de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Cli-
nica, Martré et al.5 comparan dos técnicas de genotipado de VPH
en muestras parafinadas de 78 casos de carcinoma cervical inva-
sivo. Una de ellas, Inno-Lipa HPV, ha sido ampliamente utilizada
en muestras fijadas debido a su mayor sensibilidad en amplifi-
car un pequefio fragmento de 65 pb de la regién L1 del virus, lo
que le hace especialmente indicado su uso en material de biopsia
fijado y potencialmente mas deteriorado que el material fresco. Lo
mas interesante del estudio es que la comparacién la realiza con
una técnica, F-HPV, que amplifica la regién E6-E7, aumentando la
sensibilidad en la deteccidn, y evita posibles pérdidas de diana de
la regién L1 del genoma virico integrado en las células tumora-
les. Los resultados demuestran la superioridad de Inno-Lipa, pero
también recuperan algunas muestras negativas por esta y subrayan
la frecuencia de infecciones miiltiples en tejidos donde resultaria
previsible la persistencia —y la responsabilidad en la transforma-
cién celular— de un solo tipo de VPH. Sus conclusiones demuestran
que alin existe un margen de mejora en la reproducibilidad de los
métodos diagnésticos, y la deteccién de todos los genotipos de una
muestra requiere técnicas fiables y estandarizadas. La diversidad
de métodos de diagnéstico de VPH precisa criterios estrictos de
validacién de los productos comerciales’ y la participacién de los
laboratorios clinicos en controles de calidad periédicos®. Es nece-
sario resaltar la importancia de la elecciéon del método adecuado,
especialmente en las técnicas de genotipado, y su interpretacién
por profesionales experimentados, por lo que sigue vigente en
todos sus términos la recomendacion institucional que realizara la
SEIMC sobre la responsabilidad del microbiélogo en el diagnéstico
de los VPH®.

El diagnéstico del VPH evolucionara en los préximos afios hacia
una mayor exigencia de la calidad del resultado ofertada por el
laboratorio, debido a dos factores esenciales: la participacién de
VPH en tumores de otras localizaciones anatémicas y los cambios
epidemiolégicos que surgiran una vez que la vacuna modifique la
prevalencia de los genotipos responsables.

Sera necesario diagnosticar VPH en procesos diferentes al can-
cer de cérvix, y nos referimos no solo a su implicacién en tumores
con una relacién demostrada, como ocurre en la region anal, sino
también a otras localizaciones en la que resulta evidente su par-
ticipaciéon, como en los tumores orofaringeos, especialmente de
amigdala. La estandarizacién en la obtencién y el procesamiento
de la muestra sera determinante para conseguir resultados preci-
sos que supongan una ayuda en el diagnéstico y prondéstico de estos
procesos y su posible prevencion.

Sin embargo, el reto futuro se presentara con los cambios pro-
ducidos por las campafias de vacunacién y su influencia sobre
la prevalencia de las anormalidades citolégicas y los programas
de cribado que requerirdn ser disefiados en funcién de la nueva
situacién!®. Ya existen resultados publicados que demuestran
una disminucién en la incidencia de VPH de las jévenes vacuna-
das en Australial! y confirman las estimaciones de los modelos
predictivos'2. La monitorizacién del impacto vacunal requiere una

colaboracién multidisciplinar, con capacidad técnica y soportes de
informacién adecuados, que aporten las evidencias significativas
que justifiquen los cambios en las medidas sanitarias tomadas por
quien tiene la responsabilidad de su gestién'3. No obstante, el
cribado debe mantenerse como una estrategia importante en el
control del cancer cervical, tanto en la personas vacunadas como
no vacunadas. La reduccién de la incidencia en mujeres jévenes
tras vacunaciones masivas de adolescentes aporta la posibilidad de
retrasar laedad deinicio del cribado, lo que, unido a mayor intervalo
en los controles y mejor sensibilidad de los ensayos de VPH, dibuja
un panorama atractivo con programas de cribado mas eficientes en
el coste y efectivos en el control de la enfermedad 4.

La disponibilidad de ensayos diagnésticos de VPH sensibles,
reproducibles y a un coste razonable seran criticos en el segui-
miento de las vacunas actuales y el disefio e implantacién de los
programas vacunales. Seran necesarios métodos estandarizados
que determinen el nivel total de anticuerpos, su capacidad neutra-
lizante y las concentraciones especificas de anticuerpos de tipo!>.
La vacunacién del VPH ofrece una oportunidad Gnica de disminuir
el cancer y las enfermedades asociadas a su infeccién. En este sen-
tido, los laboratorios de Microbiologia tienen que aportar toda su
capacidad y experiencia profesional, asumiendo la responsabili-
dad que les corresponde mediante la obtencién e interpretacién
de resultados de forma fiable y eficaz.
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