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INTRODUCCION. El objetivo del presente estudio es utilizando
dos técnicas complementarias de deteccion del virus del
papiloma humano (VPH) (captura de hibridos [CH] y
reaccion en cadena de la polimerasa [PCRI), relacionar el
estudio citologico y/o la biopsia de cérvix con la presencia
de distintos genotipos del VPH, para conocer la influencia
de éstos en la produccion de lesiones precancerosas y
cancer cervical, asi como relacionar la carga viral con la
presencia de VPH-AR (alto riesgo) determinados por PCR.
METopos. Se han estudiado 272 mujeres que presentaban
la mayoria alteraciones celulares compatibles con lesiones
cervicales por el VPH. En todas se ha detectado VPH de
alto riesgo por el método de CH y se realizé estudio
histoldgico y deteccion del genotipo del VPH por técnica
de PCR.

ResuLTADOS. En el 22,06% de las pacientes no se detecto
ADN de VPH con la técnica de PCR. El genotipo 16 y/o

18 fue el prevalente y se encontré en el 33% de las

212 mujeres estudiadas. Se hallaron infecciones mixtas por
varios genotipos en el 25% de estas 212 pacientes. En
cuanto a las lesiones histologicas encontradas, en

61 pacientes con lesiones escamosas intraepiteliales de
alto grado (H-SIL) y cancer, el 55,73% presentaban
genotipos 16 y/o 18, mientras que en 38 pacientes con
presencia de células escamosas alteradas de significado
incierto (ASCUS) y en 126 con lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado (L-SIL), se pusieron de
manifiesto estos genotipos tinicamente en el 7,9 y 22,2%,
respectivamente, estableciéndose una relacién
estadisticamente significativa (p < 0,05). El 12,13% de las
272 pacientes tenian una carga viral inferior a 3 pg/ml. En
las que tenian una carga viral de VPH > 3 pg/ml, se
encontré VPH-AR en el 77,40% de éstas, siendo esta
relacion significativa (p < 0,05).

CoNncLUSIONES. En las pacientes con biopsia de H-SIL hemos
encontrado mayoritariamente la presencia de los
genotipos 16 y/o 18. La técnica de CH es util como
procedimiento de cribado. La técnica de PCR es
interesante para identificar los genotipos 16 y 18. Es
conveniente que los resultados de los tests de deteccion
del VPH se interpreten conjuntamente con los de biopsia
y citologia.
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Detection and genotyping of high-risk human papillomavirus
in cervical specimens

INTRODUCTION. This study investigates the relationship
between various human papillomavirus (HPV) genotypes
and the results of cytological and histological analysis of
cervical samples using two complementary assays for HPV
detection (hybrid capture and PCR). We studied the impact
of HPV genotype on the presence of pre-cancerous cervical
lesions and cervical cancer, as well as the association
between HPV viral load and the presence of high-risk HPV
as determined by PCR.

MEeTHODS. A total of 272 women were studied. Most of
them presented cellular alterations consistent with
cervical lesions due to HPV and all had high-risk HPV as
detected by hybrid capture testing. Histological studies
were undertaken, and HPV genotyping by PCR based on
microarrays was performed.

ResuLTs. HPV-DNA was not detected or genotypes could
not be identified by PCR in 22.06% of the patients.
Genotype 16 and/or 18 was detected in 33% of

212 patients. Mixed infections with several genotypes
were found in 25% of patients. The histological lesions
associated with the various genotypes were as follows:
genotype 16 and/or 18. were detected in 55.73% of the

61 patients with H-SIL and cancer, whereas these
genotypes were detected in only 7.9% and 22% of women
with ASCUS and L-SIL (P < 0.05). Viral load was less than

3 pg/mL in 12.13% of the women studied. In this group of
patients, high-risk HPV was present in 39.39%. In the
group of patients who had a viral load greater than

3 pg/mL, high risk-HPV was detected in 77.4% (P < 0.05).
ConcLusioNs. Genotypes 16 and/or 18 were detected in
most patients with a diagnosis of H-SIL. Other
high-risk-HPV genotypes were much less prevalent. Hybrid
capture testing is a useful screening test. PCR was
effective for identifying genotypes 16 and 18. Histological
and cytological findings in cervical samples should be
interpreted together with high-risk HPV detection.

Key words: High risk human papillomavirus. Cervical
lesions. Hybrid capture. High-risk HPV. PCR.
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Introduccion

El virus del papiloma humano (VPH) es la causa de un
amplio numero de situaciones patoldgicas, tanto en el va-
rén como en la mujer, siendo las mas frecuentes los condi-
lomas acuminados o verrugas genitales.

Durante muchos anos se han considerado estos condilo-
mas como una patologia de escasa relevancia clinica, pero
varios estudios que se iniciaron a partir de 1980 han esta-
blecido la asociacién del VPH con diversos procesos ma-
lignos neopldsicos del area genitourinaria y especialmente
con aquellos que se localizan en el cérvix uterino.

Hasta este momento se han aislado unos 100 genotipos,
de los que aproximadamente 42 se han localizado en el
area genital. Segun su asociacién con el cdncer de cérvix se
han agrupado en dos categorias: de alto riesgo oncogénico
y de bajo riesgo oncogénico’.

En las lesiones en las que se localiza VPH de bajo ries-
go (VPH-BR), éste se encuentra en forma episémica, aisla-
do del genoma celular. Los VPH de alto riesgo (VPH-AR)
por el contrario, se encuentran integrados en el genoma de
la célula huésped o de las células neoplésicas. Estas ex-
presan las oncoproteinas E6 y E7 (regién E, expresion
temprana y los genes 6 y 7 que codifican las proteinas im-
plicadas en los procesos de replicacién, transcripcién y
transformacién celular).

La prevalencia del VPH puede variar mucho segin las
poblaciones. En un estudio epidemiolégico realizado en va-
rios paises del mundo, con representacién de todos los con-
tinentes, en mujeres con citologia normal, se encontré una
prevalencia muy amplia, siendo los valores minimos en
Espana (1,4%) y los m4s altos en Nigeria (25,6%)>.

Por estudios ya realizados, se ha estimado que aproxi-
madamente del 3 al 10% de las mujeres infectadas ten-
drén una infeccién persistente a lo largo de los afios?; estas
son las que constituyen el grupo de alto riesgo para pro-
gresién hacia el cancer cervical.

El estudio del genotipo de VPH que infecta el cérvix es
importante por varios motivos, pero principalmente por
sus implicaciones pronésticas. Es necesario distinguir los
de alto riesgo oncogénico de los de bajo riesgo, por su va-
lor pronéstico en la prevencién del cdncer de cérvix. Asi
mismo, el genotipado del VPH es necesario para estudios
epidemiolégicos y diagnéstico de las infecciones por VPH
en pacientes individuales y en poblaciones, pues del geno-
tipo van a depender factores tan importantes como la gra-
vedad de la infeccidn, los individuos més expuestos o el
area de distribucién geografica.

La citologia o técnica de Papanicolaou utilizada habi-
tualmente como cribaje para prevenir el cancer de cérvix
tiene una sensibilidad limitada para detectar lesiones pre-
cancerosas, ademas de otros inconvenientes como el po-
sible diagnéstico erréneo si se considera inicamente el
resultado de la citologia. Segtn algunos autores la utili-
zacion de técnicas de biologia molecular puede aumentar
la sensibilidad de la detecci6on sistematica de las lesiones
precancerosas hasta cerca del 100% para las lesiones de
alto grado®.

También es importante detectar la presencia de VPH-AR
en muestras cervicales con lesiones de presencia de célu-
las escamosas alteradas de significado incierto (ASCUS) y
lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (L-SIL)
pues éstas pueden evolucionar a lesiones escamosas intra-
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epiteliales de alto grado (H-SIL)/cdncer, o bien remitir es-
pontdneamente sin ningtn tratamiento.

Por los trabajos recientes de Bosch et al®, se conocen los
distintos genotipos del VPH. Un total de 15 fueron clasifi-
cados en tipos de alto riesgo oncogénico (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82); 3 de probable alto
riesgo oncogénico (26, 53 y 66), y 12 de bajo riesgo oncogé-
nico (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108).

El desarrollo de pruebas de biologia molecular que de-
tectan VPH y especificamente VPH-AR, debido a su alta
sensibilidad, tienen un alto valor en programas de criba-
do de prevencién del cdncer cervical, para seleccionar
aquellas mujeres con lesiones histolégicas susceptibles de
evolucionar a lesiones de alto grado o carcinoma. Estas
pruebas unidas a la citologia permiten reducir los costes
del cribado del cancer de cuello uterino, y son muy tutiles
en la prevencién del cdncer de cérvix.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que ciertos
genotipos de VPH, en concreto el 16 y 18, estan implicados
en la mayoria de las lesiones precancerosas de alto grado y
del cancer cervical; asi mismo, el genotipo 16 es el mas fre-
cuente entre los de alto riesgo en todo el mundo, variando
su prevalencia en mujeres con citologia normal entre el
43,9% en Filipinas hasta el 72,4% en Marruecos; en cuan-
to al genotipo 18, se encuentra en el 4,4% de las mujeres
en Colombia y hasta el 27,9% en Filipinas®.

El objetivo del presente estudio es utilizando 2 técnicas
complementarias de deteccién del VPH (captura de hibri-
dos [CH] y reaccién en cadena de la polimerasa [PCR]), re-
lacionar el estudio citolégico y/o la biopsia de cérvix con la
presencia de distintos genotipos del VPH, para conocer
la influencia de éstos en la produccién de lesiones precan-
cerosas y cancer cervical, asi como relacionar la carga viral
con la presencia de VPH-AR determinados por PCR.

Material y métodos

Poblacion

Se evaluaron prospectivamente 272 mujeres de edades comprendi-
das entre los 17 y 76 afios de edad, que visitaron las Consultas Exter-
nas de Ginecologia del Hospital Ramé6n y Cajal de Madrid, especial-
mente la consulta de Patologia Cervical, entre el mes de enero y el
mes de diciembre del afio 2005. No habia pacientes embarazadas ni
infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En to-
das las pacientes se detectaba VPH-AR mediante CH. Este test es el
utilizado como procedimiento de cribado junto con la citologia para
prevenir el cancer de cérvix. En la mayoria, el examen citolégico del
cérvix presentaba alteraciones celulares, y las restantes estdn inclui-
das por indicacion clinica.

Examen ginecolégico

Se realizaron citologias a todas las pacientes y biopsias a 167 pa-
cientes; si se disponia de biopsia, se consideré inicamente este resul-
tado. Si sélo disponiamos de citologia, se tuvo en cuenta el resultado
de la misma.

La citologia se realizé extendiendo en un portaobjetos 3 muestras:
la primera de vagina, la segunda de exocérvix y la tercera de endocér-
vix. Las muestras se tifieron con la técnica de Papanicolaou. En las
mujeres en las que se observaron zonas de transformacion atipicas se
realizaron biopsias exocervicales dirigidas colposcépicamente.

Los resultados de la citologia cervical y biopsia se clasificaron en
5 categorias diferentes segin la terminologia de Bethesda’:

1. Sin alteraciones: negativa para lesién intraepitelial o malig-
nidad.
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2. ASCUS: presencia de células escamosas alteradas de significado
incierto.

3. SIL bajo grado (L-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de
bajo grado.

4. SIL alto grado (H-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de
alto grado.

5. Carcinoma.

En las pacientes en las que se describieron resultados histolégicos
no coincidentes se consideraron validos los resultados de la biopsia.

Deteccion de VPH

Se extrajeron a cada paciente el mismo dia 2 muestras de células
cervicales: una en cepillo cervical y otra en torunda seca. A determi-
nadas pacientes sélo se las pudo realizar la toma en cepillo cervical.
La deteccién del VPH mediante el método de CH se realizé a partir
de las muestras recibidas en cepillo cervical (Digene Cervical Sam-
pler). La deteccién mediante el método Clinical Arrays se realizé en
muestras recibidas en torunda seca (Genémica, SA) y si no se disponia
de ellas, a partir de las recibidas en cepillo cervical.

La deteccion del ADN del VPH-AR se realizé mediante el test Hi-
brid Capture II® (DIGENE, Gaithersburg, USA). Esta prueba detecta
con una sonda la presencia de VPH-AR (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68) y con otra, la presencia de VPH de bajo riesgo
(VPH-BR) (tipos 6, 11, 42, 43 y 44). La sefial de amplificacion esta ba-
sada en la produccién de hibridos de ADN/ARN analizados por qui-
mioluminiscencia. Los resultados se expresan con el cociente RLU/CO
(RLU: unidad relativa de luz; CO: valor limite). La prueba se conside-
16 positiva, cuando las RLU fueron iguales o mayores que la media
de tres controles internos, equivalente a 1 pg/ml de ADN de VPH
(RLU/CO = 1). La intensidad luminica emitida por la muestra positi-
va es directamente proporcional a la cantidad de ADN de VPH pre-
sente en la muestra, considerandose como una estimacién semicuan-
titativa de la carga viral de las muestras. La técnica se llevé a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se realizé la PCR Clinical Arrays® (Genémica SA,
Espania) para conocer el genotipo presente. Esta técnica estd basada
en un sistema de microarrays que detecta infecciones tinicas o multi-
ples por 35 tipos de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84,
85, 89).

La extraccion del ADN se realizé mediante el procedimiento co-
mercial CA-LINUS 24, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
amplificé un fragmento de 450 pb de la regién L1 del VPH en un ter-
mociclador Perkin Elmer 9600. La deteccién del amplificado se llevé
a cabo utilizando un microarray de baja densidad el array en tubo.

Analisis estadistico

El an4lisis estadistico se realizé mediante el programa informatico
SPSS V.12.0. La edad se expresé en su media y rango. La asociacién
entre las variables se realiz6 mediante tablas de contingencia, utili-
zando la prueba de chi cuadrado de Pearson (x2) o el test exacto de Fi-
sher, en la cuantificacién de la carga viral por CH. La evaluacién de
las tendencias se realizé con la prueba de la x? de tendencia lineal.
En el estudio, el nivel de significacién estadistica que se estableci6 fue
con valores de p < 0,05.

Resultados

La edad de las pacientes que participaron en el ensayo
esta comprendida entre los 17 y 76 afios, no habiendo di-
ferencias significativas segun el resultado de la biopsia/ci-
tologia, excepto en las 3 mujeres con resultado de carci-
noma en la biopsia, las cuales tenian 57, 38 y 50 aios,
respectivamente (tabla 1).

Los resultados de la citologia o biopsia de las 272 pa-
cientes estudiadas son los siguientes: a) en 47 pacientes, el

estudio histolégico o la citologia fueron negativos para le-
sion intraepitelial o malignidad; b) en 126 pacientes, se ob-
tuvo un diagnéstico histolégico de L-SIL; ¢) en 58 pacien-
tes cuya biopsia fue de H-SIL hubo correlacién citolégica
en un 67,2% de los casos; los restantes fueron diagnosti-
cados en citologia como SIL no filiado, de bajo grado o AS-
CUS, y d) en 38 mujeres con diagndsticos citolégicos de
ASCUS no se demostro lesion histoldgica.

En 60 pacientes (22,06%) de las 272 estudiadas no se de-
tecté ADN con la técnica de PCR, se obtuvieron resultados
no concluyentes o no se caracterizé bien el genotipo de
VPH. En las 212 restantes (77,94%) se detectaron uno o
mas genotipos de VPH de alto o bajo riesgo. En 54 de estas
pacientes (25,47%) se encontré una infeccién mixta por va-
rios genotipos. La distribucién de genotipos de alto riesgo
encontrados es la siguiente:

En 59 muestras se detect6 el genotipo 16, en 26 mues-
tras el 66, en 25 muestras el 58, en 24 muestras el 53, en
20 muestras el 31, en 15 muestras el 51, en 15 muestras el
33, en 13 muestras el 18, en 7 muestras el 82, en 6 mues-
tras el 52, en 6 muestras el 56, en 5 muestras el 39, en
4 muestras el 45, en 3 muestras el 68, en 2 muestras el
35, en 2 muestras el 59, en una muestra el 73, y en una
muestra el 26.

Es de destacar que tnicamente en 41 muestras se detec-
t6 VPH-BR.

En 70 (33,02%) de estas 212 pacientes se encontro el ge-
notipo 16, 18 o ambos, estableciéndose una relacién esta-
disticamente significativa (p < 0,05), con la presencia de
lesiones L-SIL y H-SIL en la biopsia o citologia (tabla 2).

Asi mismo, se encontré una relacién estadisticamente
significativa si ademaés de los genotipos 16 y 18 se incluyen
otros genotipos de alto o probable alto riesgo. Si considera-

TABLA 1. Intervalos de edades de las 272 pacientes
segun los resultados de la biopsia/citologia

Biopsia/citologia | Mediana | Minimo Maximo
Sin alteraciones 33 18 75
ASCUS 34 19 76
L-SIL 32 17 70
H-SIL 38 19 72
Cancer 50 38 57

ASCUS: presencia de células escamosas alteradas de significado incierto;
L-SIL: lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado; H-SIL: lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado.

TABLA 2. Relacion de la deteccion del virus del papiloma
humano 16 y/o 18 en funcion del diagndstico histologico
en las 272 pacientes estudiadas

VPH 16 y/o 18
Biopsia/citologia Total (%)
Ausencia (%) | Presencia (%)

Sin alteraciones 42 (20,8) 5(7,1) 47 (17,3)
ASCUS 35(17,3) 3(4,3) 38 (14,0)
L-SIL 98 (48,5) 28 (40,0) 126 (46,3)
H-SIL 27(13,4) 31 (44,3) 58 (21,3)
Cancer 0(0,0) 3(4,3) 3(1,1)
Total pacientes 202 (100,0) 70 (100,00 272(100,0)

p <0,05.

VPH: virus del papiloma humano; ASCUS: presencia de células
escamosas alteradas de significado incierto; L-SIL: lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado; H-SIL: lesiones escamosas intraepiteliales
de alto grado.
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TABLA 3. Relacion de la deteccion del virus del papiloma
humano de alto riesgo en funcion del diagnéstico histologico
en las 272 pacientes estudiadas

VPH-AR
Biopsia/citologia Total (%)
Ausencia (%) | Presencia (%)
Sin alteraciones 21(28,4) 26 (13,1) 47 (17,3)
ASCUS 19 (25,7) 19 (9,6) 38 (14,0)
L-SIL 27 (36,5) 99 (50,0) 126 (46,3)
H-SIL 7(9,5) 51 (25,8) 58 (21,3)
Céancer 0(0,0) 3(1,5) 3(1,1)
Total pacientes 74 (100,0) 198 (100,0) 272 (100,0)

VPH-AR: tipos 16 y 18 y otros tipos de alto y probable alto riesgo. p < 0,05.
VPH-AR: virus del papiloma humano de alto riesgo; ASCUS: presencia

de células escamosas alteradas de significado incierto; L-SIL: lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado; H-SIL: lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado.

TABLA 4. Relacion de la deteccion del virus del papiloma humano
de bajo riesgo en funcion del diagnéstico histologico en las
272 pacientes estudiadas

VPH-BR
Biopsia/citologia Total (%)
Ausencia (%) | Presencia (%)
Sin alteraciones 37 (16,0) 10 (24,4) 47 (17,3)
ASCUS 33(14,3) 5(12,2) 38 (14,0)
L-SIL 106 (45,9) 20 (48,8) 126 (46,3)
H-SIL 52 (22,5) 6 (14,6) 58 (21,3)
Céancer 3(1,3) 0(0,0) 3 (1,1
Total pacientes 231 (100,0) 41(100,0) 272 (100,0)

p=0,536 > 0,05.

VPH-BR: virus del papiloma humano de bajo riesgo; ASCUS: presencia
de células escamosas alteradas de significado incierto; L-SIL: lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado; H-SIL: lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado.

TABLA 5. Cuantificacion de la carga viral del virus del papiloma
humano de alto riesgo por captura de hibridos en relacién con la
presencia del virus del papiloma humano de alto riesgo por PCR

Carga viral VPH-AR Total (%)
de VPH Ausencia (%) | Presencia (%)
RLU/CO < 3 pg/ml 20 (27,0) 13 (6,6) 33 (12,1)
RLU/CO > 3 pg/ml 54 (73,0) 185 (93,4) 239 (87,9)
Total pacientes 74 (100,0) 198 (100,0) 272 (100,0)

p < 0,05.
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; VPH-AR: virus del papiloma
humano de alto riesgo; RLU/CO: unidad relativa de luz/valor limite.

mos globalmente los genotipos de alto riesgo incluidos, el
16 y el 18 encontrados en 198 pacientes, la relacién con las
lesiones L-SIL y H-SIL es estadisticamente significativa.
%2 de Pearson p < 0,05 (tabla 3).

Sin embargo, no se encontro relacién estadisticamente
significativa, como era de esperar, en las 41 pacientes en
las que se detectaron genotipos de bajo riesgo, de forma
Unica o multiple con otros genotipos de alto o bajo riesgo,
p = 0,536 > 0,05 (tabla 4).

En las 272 pacientes con VPH-AR detectado por CH, las
lecturas de carga viral de las muestras estuvieron com-
prendidas entre 1 y 3.081 pg/ml. Un total de 33 de las
272 muestras (12,1%) tuvieron menos de 3 pg/ml, y el res-
to, 239 muestras (87,9%) tuvieron mas de 3 pg/ml.
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La cuantificacion de la carga viral del VPH-AR por CH
dio como resultado que de las 239 muestras con RLU/CO
> 3 pg/ml, en 185 (77,41%) se detect6 ADN de VPH-AR por
la técnica de PCR, mientras que en 33 muestras con
RLU/CO < 3 pg/ml, solamente en 13 (39,39%) se detect6
ADN de VPH-AR, p < 0,05 (tabla 5).

Discusion

Se ha comprobado por diversos autores que la infeccién
por el VPH esté asociada al desarrollo de lesiones precur-
soras de cancer cervical, asi como a diversos tipos de can-
cer de cuello uterino®. Sin embargo, para que se desarro-
llen las lesiones precancerosas es imprescindible que la
infeccion sea persistente y que el genotipo infectante sea
de alto riesgo®.

Segun Wright et all?, el genotipo 16 es el més frecuente
en las mujeres con CIN II y CIN III encontrandose en mas
del 50% de las mujeres estudiadas. En un estudio prece-
dente realizado en nuestro hospital, también se encontré
que el genotipo 16 fue el més prevalente en mujeres con
resultados citoldgicos alterados!!. De acuerdo con estos da-
tos en el presente estudio, realizado en su inmensa mayo-
ria a partir de datos recogidos de las pacientes que visita-
ron las Consultas de Patologia Cervical del Hospital
Ramoén y Cajal en el ano 2005, los genotipos 16 y/o 18 se
encontraron en 34 (55,73%) de 61 pacientes con H-SIL y
cancer, mientras que sélo se encontré en 3 (7,9%) de
38 mujeres con ASCUS y en 28 (22,2%) de 126 con L-SIL.
Existe una clara relacién de los genotipos 16 y/o 18 de
VPH con las lesiones H-SIL y cancer. Sin embargo, si se
considera el resto de los genotipos de VPH-AR, la relacién
con estas lesiones es menos manifiesta. En 61 pacien-
tes con H-SIL y cancer, 54 estaban infectadas por VPH-AR
(88,52%); esto es del todo previsible, pues como se ha pues-
to de manifiesto, en casi todos los casos de H-SIL o cdncer
estan implicados VPH-AR. En las 7 pacientes restantes no
se encontr6 ADN de VPH-AR, pudiéndose explicar por las
limitaciones en el procedimiento o deficiente calidad de
las muestras. En 38 pacientes con ASCUS y en 126 con
L-SIL detectamos VPH-AR en 19 (50%) y 99 pacientes
(78,6%), respectivamente. Esto era también previsible,
pues en el cribado previo con el método de CH, todas es-
tas pacientes tenian presumiblemente VPH-AR, destacan-
do que unicamente en el 50% de pacientes con ASCUS se
pusieron claramente de manifiesto los VPH-AR, pero lo
que es mas significativo en nuestro estudio es que en estas
pacientes predominan VPH-AR diferentes al 16 y 18, sugi-
riendo que éstos incrementan la severidad de las lesiones
cervicales y su progresion a CIN II y CIN III como han
puesto también en consideracién otros autores!?. Asi mis-
mo, el diferente riesgo para producir lesiones cervicales
precancerosas de los distintos genotipos de VPH-AR, im-
plica un potencial oncogénico diferente. Por esto es de es-
pecial importancia el identificar los genotipos 16 y 18 para
el manejo mas adecuado de estas pacientes'®. En nuestro
estudio, en las unicas 3 mujeres con carcinoma, uno esca-
moso microinvasivo y dos adenocarcinomas de cérvix, es-
taban implicados los genotipos 16 y 18, coincidiendo estos
datos con los publicados por otros autores'.

La conclusiéon mas importante de nuestro estudio, es la
presencia mayoritaria en las pacientes con resultados en
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la biopsia de H-SIL de los genotipos 16 y/o 18 (31 sobre
58 muestras), representando el 53,45% de todas estas
muestras; el resto de los genotipos de alto riesgo encon-
trados en estas pacientes, estaban presentes en muy es-
caso numero; asi el genotipo 33 se encontr6 tinicamente en
5 pacientes y el genotipo 58, en cuatro; el resto de genoti-
pos estaba presente solamente en tres o menos pacientes.
Asi mismo, teniendo en cuenta la distribucién de edades
de las pacientes, creemos que la anterior conclusiéon seria
también valida para las pacientes de edades menores a
35 afios.

Se ha relacionado la presencia de determinados genoti-
pos con el estado inmunitario de la paciente. Segin algu-
nos autores, el VPH 16 est4 menos influenciado por este
estado que otros genotipos de VPH. En pacientes con defi-
ciente estado inmunitario, debido a inflamaciones cervi-
cales crénicas, infecciones parasitarias, malnutricién o
VIH, diferentes tipos de VPH-AR aumentan el riesgo de
producir lesiones'®. Entre nuestras pacientes no habia em-
barazadas ni infectadas por el VIH, por lo que se pueden
excluir estos factores de riesgo especificos, no teniendo co-
nocimiento de ninguna patologia que pudiera causar in-
munosupresién en las pacientes estudiadas.

Respecto a las técnicas utilizadas para la deteccion del
VPH, la Food and Drug Administration (FDA) ha aproba-
do tnicamente la técnica de CH como procedimiento més
adecuado para el cribado en mujeres de 30 o mas afios de
forma conjunta con la citologial®. Aunque la CH es muy
sensible, depende del contenido celular de las muestras,
obteniéndose ocasionalmente falsos positivos con lecturas
bajas de RLU/CO. También se pueden encontrar ocasio-
nalmente falsos negativos y contaminaciones cruzadas en-
tre tipos de alto y bajo riesgo!’. En nuestro estudio hemos
hallado un 25% de infecciones mixtas, y probablemente
este porcentaje sea mayor, pues en la lectura visual auto-
matica del genotipo por el procedimiento Clinical Arrays,
se toma como referencia el de mayor lectura éptica, infra-
valorandose los siguientes. Por otra parte al haber hecho
cribado previo a las muestras con la técnica de CH, no po-
demos determinar aquellas en las que hubiéramos hallado
VPH con la técnica de Clinical Arrays. Algunos autores,
han senalado que la valoracién de la carga viral en las
muestras con VPH-AR debe realizarse con gran cautela,
pues no existen procedimientos estandarizados para cuan-
tificarla con exactitud'8, ademads no puede corregirse en
funcién del ntimero de células existentes en la muestra’®.
También la deteccién de cargas virales altas puede ser
resultado de infecciones con participacién de varios geno-
tipos?0.

En nuestro estudio, se obtuvieron resultados de cargas
virales superiores a 3 pg/ml con més frecuencia en mues-
tras en las que se detectaron VPH-AR por PCR, sugirien-
do que se producen ocasionalmente falsos negativos y con-
taminaciones cruzadas entre tipos de alto y bajo riesgo con
lecturas bajas. Un inconveniente es que los 3 genotipos de
“probable” alto riesgo oncogénico citados en el trabajo
de Bosch et al® el 26, el 53 y el 66, no estén incluidos en
las sondas utilizadas en el método de CH, pues su presen-
cia en las muestras estudiadas es bastante frecuente (en
nuestra serie, ocupan el segundo y el cuarto lugar en fre-
cuencia). Se desconoce aun si esto puede tener consecuen-
cias clinicas. Es de destacar también que en las 60 pacien-
tes con resultado “no se detect6 ADN” con la técnica de

PCR, estan incluidas muestras en las cuales la lectura
automatica del resultado sefialaba “no concluyente”; es-
tas muestras no se repitieron, por lo cual es probable que
algunas de éstas tuvieran genotipos que no se caracte-
rizaron.

Mediante PCR podemos determinar el genotipo especifi-
co del VPH, conocer si la paciente tiene infecciones tinicas
o multiples y diferenciar la reinfeccion de la infeccién per-
sistente si el genotipo encontrado es distinto. Al identificar
a las pacientes que estdn infectadas con los genotipos 16 y
18 podemos ayudar a predecir el curso biolégico de las le-
siones infectadas precancerosas y cancerosas con el consi-
guiente beneficio para la paciente. La baja especificidad de
los tests de VPH-AR para pacientes con H-SIL, puede ser
compensada con el genotipado especifico del 16 y 18 prin-
cipalmente!3. Otra ventaja importante del genotipado del
VPH es conocer los genotipos prevalentes en los distintos
paises para su inclusién en la vacuna. Esta técnica tam-
bién tiene inconvenientes, entre otros, el precio elevado,
probabilidad de contaminaciones, resultados a veces no
concluyentes, reacciones inhibidas por deficiente calidad
de la toma, etc.

Consideramos que el diagnéstico del VPH por CH debe
ir unido al conocimiento epidemiolégico del VPH en po-
blaciones y edades, asi como a un correcto seguimiento gi-
necolégico y en determinados casos, se debe realizar el ge-
notipado del VPH-AR diagnosticado. Asi mismo, conviene
tener en cuenta el resultado citohistolégico para valorar
un resultado positivo o negativo de la deteccion del VPH
por cualquier técnica, pero més especialmente por CH.

Afortunadamente, la estrecha vigilancia, seguimiento y
si estd indicado, el tratamiento de las pacientes con lesio-
nes cervicales en las que se ha evidenciado un genotipo de
alto riesgo y especificamente el 16 y/o 18, incluso en eda-
des tempranas nos permite ser optimistas en la clara dis-
minucién en los préximos anos, de los casos de lesiones
precancerosas y cancerosas asociados a esta patologia,
unido con el desarrollo actual de una vacuna en la que es-
tan incluidos, entre otros, los genotipos 16 y 18 de alto
riesgo y el 6 y 11 de bajo riesgo en fase avanzada de expe-
rimentacion.
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