Deteccién molecular y genotipificacion del virus del
papiloma humano en el Instituto Oncologico Nacional
ION-SOLCA del Ecuador.

Molecular detection and genotype classification of human papillomavirus
in the National Oncology Institute NOI-SOLCA of Ecuador.

Lindsay Karen Garcia Rodriguez.*
Ramiro Israel Burgos Galarraga™
Juan Carlos Ruiz Cabezas**

José Rubén Valle Giler***
Daniela Egas Béjar***

Edison Patricio Valle Giler****

RESUMEN

Pocos son los datos que existen en la poblacién ecuatoriana referentes a la infeccién por virus del papiloma
humano (VPH), entidad intimamente relacionada con el cancer de cérvix, patologia que segln estadisticas del
ION-SOLCA, representa el 51% de las neoplasias malignas detectadas en mujeres. Realizamos un estudio
transversal junto con el personal del servicio de colposcopia del ION SOLCA. Tomamos muestras citologicas
cervicales a 15 pacientes altamente sospechosas de estar infectadas con VPH. Se extrajo el ADN de dichas
muestras y se identificé y genotipificé el virus por medio de PCR en tiempo real y PCR-dot blot reverso
(INNO-LiPA HPV Genotyping v2) respectivamente. Todas las pacientes fueron positivas para VPH. Los
genotipos encontrados fueron: 6, 11, 31, 40, 51, 52, 53, 59 y 68. El 80% de los pacientes mostrd infeccién con
mas de un genotipo del VPH. No se encontrd ningln paciente con genotipo 16 y/o 18.

Palabras clave: Virus del papiloma humano. VPH. Genotipificacion. PCR en tiempo real. PCR dot-blot
reverso.

SUMMARY

There are not much information in the Ecuadorian population about human papillomavirus infection (HPV), is
associated with cervix cancer, pathology that represent 51% of malignant neoplasm detected in women
according to the NOI-SOLCA statistics. It took cervical cytology samples to 15 patients with high risk of be
infected by HPV. It got DNA of these samples and it realized a identification a genotype classification of virus
by a PCR in real time and reverse PCR-dot blot (INNO-LiPA HPV Genotyping v2). All the patients were
positive for HPV. The genotypes founded were: 6, 11,31,40,51,52,53,59 and 68. The 80% of all patients
showed infection with more one genotype of HPV. It was not found any patient with genotype 16 and/or 18.
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Introduccion

2000), constituye el 51% de todos los cénceres
detectados en la poblacién femenina que acude a

La infeccién con genotipos del virus del papiloma
humano (VPH) de alto riesgo es una causa bien

establecida del desarrollo de cancer de cérvix®,
patologia que es la segunda neoplasia maligna
més comdn en mujeres de todo el mundo® y que
segun estadisticas del ION-SOLCA (afios 1990 al

dicho instituto™. Los genotipos virales que poseen
dicho factor de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82) para
generar cancer de cuello uterino estan implicados
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en el desarrollo del 95 a 99% de este tipo de

neoplasia®*.

Técnicas de deteccion temprana y
genotipificacion molecular del VPH como la
reaccion en cadena de la polimerasa convencional
(polimerase chain reaction, PCR), PCR en tiempo
real (Real Time-PCR) e hibridacion con sondas,
se estan convirtiendo en importantes herramientas
de los protocolos de prevencion y manejo del
cancer cervical in situ’. Es asi por ejemplo que la
PCR convencional posee una sensibilidad del
89.3% vy especificidad cercana al 94% para la
deteccion del VPH**?, de manera que reduce los
falsos negativos de las técnicas convencionales
(citologia, colposcopia, inmuno-histogquimica,
etc.)3,4,l4

Teniendo en cuenta que en nuestra poblacion
existe una gran incidencia de céancer de cuello
uterino, resultd imprescindible implementar el
analisis y genotipificacion molecular del VPH
como método para conocer cudles son los
genotipos de alto riesgo que mas frecuentemente
afectan a nuestros pacientes, de manera que a
futuro se puedan implementar conductas de
manejo mas adecuadas en dichos pacientes.

Materiales y Métodos

Se coordind con el departamento de colposcopia
del ION SOLCA de Guayaquil la recoleccion de
muestra citoldgicas cervicales de 15 pacientes
altamente sospechosas 0 ya diagnosticadas con
infeccion por VPH (presencia de coilocitos,
condilomas acuminados y/o neoplasias). Las
muestras fueron tomadas con cytobrush y espatula
de Ayre, y se las preservo en solucién de lisis
celular para luego extraer el ADN total de acuerdo
al protocolo del fabricante (Kit Wizard de
extraccion de ADN — Promega).

La deteccion del virus del papiloma humano se
realiz6 mediante PCR en tiempo real con
LightCycler®FastStart DNA Master’™”® SYBR
Green I. Los cebadores utilizados fueron GP5+ y
GP6+ que amplifican la region consenso L1 del
genoma viral, especifico para la identificacion del
papilomavirus humano. La muestra fue
considerada positiva para VPH si presentaba un
pico superior a los 75°C promedio en el analisis
de la temperatura de fusion (“melting”) (tabla 1).
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Tabla 1: Condiciones de Amplificacion por PCR en tiempo
real’. Leyenda: 1. Equipo LightCycler 1.5 y software version
3.5. Fuente: Unidad de Genética ION Solca.

La identificacion del genotipo viral se realiz6 por
PCR-dot blot reverso (INNO-LiPA HPV
Genotyping v2), siguiendo las indicaciones del
fabricante (tabla 2). El resultado de esta
hibridacion in situ fue interpretado luego de
verificar los numeros de bandas reactivas
resultantes del proceso de hibridacion (figura).
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abla 2: condiciones de amplificacion y deteccion de

genotipo por PCR-dot blot reverso. Leyenda: 1  Equipo
Perkin-Elmer 2400; 2 Bafio maria con agitacion (Stuart
Scientific) a 80 r.p.m; 3 INNO-LiPA HPV Genotyping v2
Fuente: Unidad de Genética ION Solca.
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Figura 1: Interpretacion de las bandas reactivas.
Fuente: Unidad de Genética ION Solca.

Resultados

Por medio de PCR en tiempo real se comprob6
gue el 100% de nuestra muestra (15 pacientes) fue
positiva para la infeccion con VPH. El 80% de la
muestra (12 pacientes) presentd infeccion con
maltiples genotipos de VPH, con un 53.33%
(ocho pacientes) presentando infeccion con tres o
mas genotipos (tabla 3). Las variantes encontradas
y sus frecuencias estan representadas en la tabla 4.
El 73,3% de nuestra muestra (11 pacientes),
independientemente de la infeccion mdaltiple,
presentd infeccion con algun genotipo de alto
riesgo (variantes 31, 51, 52, 68 y 59) de desarrollo
de cancer cervical.

Tabla 3
Genotipos encontrados
Casos Infeccion simple Infeccion multiple
Bajo riesgo | Alto riesgo | Bajo riesgo | Alto riesgo
1 6,11, 53
2 53, 40
3 11
4 11, 53, 40
5 52
6 52
7 6,11 31
8 11 31, 52
9 53 52
10 6,11 52
1 11 52
12 6, 11, 43 52, 68
13 11 52, 51, 59
14 11,53 52
15 11 52
Porcentaje 20% 80%

Tabla 3: Genotipos: porcentajes de infeccion simple y
multiple en pacientes con HPV ION SOLCA.
Fuente: Unidad de Genética ION Solca.

Los genotipos més frecuentes fueron las variantes
11 y 52 (tabla 4), de bajo y alto riesgo
respectivamente, y curiosamente no Se encontro
ningun paciente infectado con VPH 16 o 18 (tabla
3y 4), dos de los genotipos mas frecuentes a nivel
mundial.

Tabla 4
Genotipo | Frecuencia Porcen_taje se_gun
genotipos n=38
HPV 11 11 28,95
HPV 52 10 26,32
HPV 53 5 13,16
HPV 6 4 10,53
HPV 31 2 5,26
HPV 40 2 5,26
HPV 51 1 2,63
HPV 59 1 2,63
HPV 43 1 2,63
HPV 68 1 2,63
Total 38 100%

Tabla 4: genotipos: frecuencias y porcentajes encontrados en
pacientes del ION SOLCA.
Fuente: Unidad de Genética ION Solca.

Discusién y conclusiones

La recoleccion de muestras para el analisis
molecular del VPH se acopla al uso de las mismas
herramientas empleadas en un papanicolau o
colposcopia®, de manera que se puede incluir
dicho estudio dentro del examen ginecol6gico de
rutina sin ningun tipo de complicaciones’.

La PCR es una técnica molecular in vitro que
copia y amplifica millones de veces un segmento
de ADN™. En el caso del VPH, posee un alto
nivel de sensibilidad en cuanto a su
identificacion®, por lo que se ha convertido en una
herramienta importante en el diagndéstico de este
tipo de infeccion.

La PCR en tiempo real (RT - PCR) est4
difundiéndose cada vez més a nivel mundial como
técnica para identificar infeccion por VPH, ya que
ademas de tener la misma sensibilidad y
especificidad que la PCR convencional, permite
analizar mayor cantidad de casos en un periodo
determinado®. Esto se debe a que emplea menor
tiempo en los cambios de temperatura y a que
tiene un sistema automatico de interpretacion de
resultados, impidiendo el gasto innecesario de
materiales para su interpretacion’.

El 73,3% de nuestros casos presentd por lo menos
un genotipo de VPH de alto riesgo. EI conocer el
genotipo del VPH se esté convirtiendo en un arma
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fundamental para tomar decisiones clinicas y
preventivas correctas en los pacientes infectados
con virus de alto riesgo®. La genotipificacion
aumenta el valor predictivo negativo de la
citologia cervical de un 96-97% a un 99%’,
reduciendo drasticamente los falsos negativos que
se puedan dar al utilizar la citologia cervical como
método Unico de screening para el cancer de
cérvix. Al mismo tiempo, y debido a que las
lesiones de alto grado (>CIN 3) solo se
desarrollan en presencia de genotipos de alto
riesgo’, permite clasificar de manera més
adecuada aquellas pacientes que realmente
requieren de colposcopia y permite prolongar el
periodo inter-control de las mujeres que presentan
una citologia border-line y que no poseen
genotipos de alto riesgo®*. Todas estas ventajas de
la genotipificacion del VPH justifican el costo
adicional que pueda incrementarse a las politicas
de screening y prevencion del cancer de cérvix®.

En cuanto a la frecuencia de los diferentes tipos
de virus; para nuestra poblacion la variante 11
predomind en un 28.95% seguido por la variante
52 con un 26.32%. Curiosamente, el 80% de la
muestra de este estudio present6 infeccién con
multiples genotipos de VPH y no se identifico
ninguna paciente con genotipos 16 y 18, dos de
los principales agentes relacionados con el
desarrollo de céancer cervical®. Los datos sobre la
infeccion con multiples genotipos de VPH son
contradictorios; algunos estudios dan muestra de
una clara relacion entre infeccién maltiple,
persistencia cronica de la infeccion y desarrollo de
cancer de cérvix, mientras que otras series
simplemente no encuentran ninguna relacion entre
dichos eventos’*. En nuestra poblacién, y debido
al alto porcentaje de pacientes que presentan
infeccion multiple, probablemente éste seria un
factor importante en el desarrollo de céncer de
cérvix, lo que sugiere llevar un control mas
frecuente y adecuado en este tipo de pacientes.

Finalmente, es importante establecer que el uso de
técnicas moleculares para identificar VPH
inclusive se aplica al control inicial que se realiza
en todas las mujeres que acuden a un control
ginecoldgico por primera vez, ya que permite
distanciar los controles, disminuyendo las
molestias tipicas del examen ginecoldgico Yy
reduciendo drasticamente el empleo de recursos
econémicos, materiales y humanos®.
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