RMU

REVISTA MEDICA
DEL URUGUAY

SMU

SINDICATO MEDICO
DEL URUGUAY

-

Comparacion del desempeno de la tipificacion de HPV y el test
de Papanicolaou como métodos de triaje en la deteccion del
cancer de cuello uterino y sus lesiones precursoras en el Proyecto
ESTAMPA-Uruguay

Laura Garcia™ ‘2, Rafael Alonso? ¥/, Guillermo Rodriguez® (, Andrea Beracochea* '/, Benedicta
Caserta® 2, Natalia Pérez® (=, Maria Vero’ , Marcos Podesta?® ©/, Gonzalo Ardao® ‘=, MaryLuzRol,
Armando Baena'®, Maribel Almonte'' @2 Rolando Herrero'12

TLaboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Patologia Clinica, Centro Hospitalario Pereira Rossell, Administracion de Servi-
cios de Salud del Estado (ASSE), Montevideo, Uruguay

’Departamento de Métodos Cuantitativos, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Area de Prevencion del Cancer de Cuello
Uterino, Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, Montevideo, Uruguay

3Area de Prevencion del Cancer de Cuello Uterino, Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, Montevideo, Uruguay
“Hospital Policial, Montevideo, Uruguay

5Catedra de Anatomia Patoldgica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

5Clinica Ginecotocoldgica C, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

’Laboratorio RIEPS, Montevideo, Uruguay

8Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Patologia Clinica, Centro Hospitalario Pereira Rossell, Administracién de Servi-
cios de Salud del Estado (ASSE), Montevideo, Uruguay

°Banco de Tumores, Servicios de Salud de las Fuerzas Armadas (SSFFAA), Montevideo, Uruguay

0Early Detection Prevention and Implementation Branch, Agencia Internacional de Investigacién sobre Cancer, Organizaciéon Mundial
de la Salud, Lyon, Francia

"Cervical Cancer Screening and Treatment and Implementation Research, Departamento de Enfermedades No Transmisibles, Organi-
zacion Mundial de la Salud, Génova, Suiza

2Agencia Costarricense de Investigaciones Biomédicas, Fundacién Inciensa, Guanacaste, Costa Rica

Fecha de recepcién: 30-4-24
Fecha de aceptacion: 3-9-24

*Correspondencia: Laura Garcia. lauraga@adinet.com

Resumen

Introduccion: El Virus del Papiloma Humano (VPH), de alta prevalencia, causa cancer cervicouterino en un bajo porcen-
taje de las infecciones. La deteccion de VPH debe completarse con un test de triaje que identifique mujeres que estén
en mayor riesgo de desarrollar cancer.

Objetivo: Analizar las mejores estrategias de triaje para la deteccién de lesiones precancerosas y cancer cervicouterino.

Método: El estudio es retrospectivo, observacional. Se realizé test de Papanicolaou, test de VPH vy tipificacion a 1.984 mu-
jeres en el periodo 2014-2019. Se analizé el desempefio de la tipificacion parcial de VPH 16/18 combinado con citologia
(algoritmo A) y de la citologia sin tipificacion (algoritmo B) para el triaje de mujeres VPH positivas en tamizaje primario.

Resultados: 12,5% de las mujeres fueron VPH positivo. Se detectaron 27 casos NIC2+ (10,8% de las positivas). La
sensibilidad para detectar NIC2+ en mujeres VPH-positivo fue mayor para el algoritmo A que el B (A=77,7%vs B=44,4%,
p=0,006). La especificidad fue mayor para la citologia sin tipificacion (A=68,7% vs B=77,2%, p=0,002) pero con menor
tasa de deteccion de NIC2+. EI VPP fue similar (A=26,2% vs B=21,8%, p=0,30). El VPN fue mayor para la genotipificacion
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con citologia (A=95,5% vs B=90,6%, p=0,014). El riesgo absoluto para NIC2+ fue de 34,1% (CI95% 20,0-50,5) para los
genotipos 16/18 y 8,7% (CI95% 4,4-15,0) para otros genotipos de alto riesgo.

Conclusiones: La tipificacién parcial de VPH seguido de citologia presenta una mayor sensibilidad para detectar lesio-
nes NIC2+y es mas eficiente en descartar enfermedad con respecto a la citologia como método de triaje. Los genotipos

de VPH 16/18 deben derivarse a colposcopia.

Palabras clave: Neoplasias del cuello uterino. Infecciones por papilomavirus. Prueba de papanicolaou. Cribado. Test de

deteccion de DNA de papillomavirus humano.

El Virus del Papiloma Humano, es un miembro de la
familia Papillomaviridae, agente causal del Cancer de
Cuello Uterino (CCU) y de un alto porcentaje de cance-
res de otras localizaciones (63,3% en cancer de pene,
68,8% en cancer de vulva, 75% en cancer de vagina,
91,1% en cancer de ano, 70,1% en cancer de orofa-
ringe)'. El VPH ejerce su accién oncogénica a través
de sus proteinas E6 y E7 que se unen a las proteinas
celulares p53 y Rb, respectivamente, desregulando el
crecimiento celular, inhibiendo la apoptosis y fomen-
tando la transformacién celular?.

El andlisis de los genotipos de VPH presentes en CCU
ha permitido definir grupos de alto y bajo riesgo on-
cogénico para humanos. Grupo 1, genotipos carcino-
génicos: VPH16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y
59; Grupo 2A, genotipos probablemente carcinogéni-
cos: VPH 68; Grupo 2B posiblemente carcinogénicos:
VPH26, 53, 66, 67,70, 73, 82; Grupo 3, no clasificables
como oncogénicos: VPH 6y 113,

Las infecciones por genotipos carcinogénicos si-
guen un curso predominantemente silente, pueden
establecer infecciones persistentes y con frecuen-
cia generan alteraciones citologicas caracteristicas
englobadas mayoritariamente en el grupo de las
neoplasias cervicales NIC1 (neoplasia intraepitelial
cervical grado 12. En una proporcién menor las in-
fecciones de VPH de alto riesgo pueden progresar
a lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado
NIC2 o NIC3, (Neoplasia intraepitelial cervical gra-
do 2 o 3, respectivamente) o CCU. Un 30% de las
lesiones NIC3 progresaran a CCU si no son tratadas®.
En nuestro pais, el andlisis de ciento setenta y seis
canceres invasores detecté la presencia de VPH en
el 92,6% (163 casos) correspondiendo a los genoti-
pos 16 (67,6%), 18 (8,5%), 45 (6,8%), 33 (3,4%) y una
menor proporcién de los genotipos 31, 35, 39, 51, 52,
58, 66 y 735, similar a lo que se encuentra en otras
partes del mundo®. En un metaanalisis reciente que
compil6 los datos de 1.406.328 mujeres, determiné
que el genotipo 16 es el que presenta mayor riesgo
de NIC3+, seguido de un nivel de riesgo un poco me-
nor para los genotipos 31, 18, 33 y 58. Los genotipos
31y 33 presentaron un riesgo igual o algo superior
que el genotipo 18 en periodos de 6 a 14 afios de
seguimiento. Los genotipos 35, 51, 56, 59, 66 y 68

presentaron los menores riesgos, dentro del grupo
de VPH de alto riesgo’.

El CCU es la cuarta neoplasia mas frecuente para las
mujeres uruguayas con una incidencia de 313 casos
anuales. Aproximadamente 134 mujeres promedio al
afo mueren por esta causa prevenible en nuestro pais.
La incidencia de CCU en Uruguay durante el periodo
2002-2019 ha mostrado una tendencia descendente
en las tasas ajustadas con un porcentaje de cambio
anual estimado de 1,738.

Se acepta internacionalmente que mas de la mitad
de las mujeres y hombres sexualmente activos son
infectados por el VPH en algin momento de sus vidas.
Aproximadamente el 70% de las mujeres resuelven la
infeccion por VPH en un afio y hasta el 91% a los dos
afios®. Las infecciones por VPH 16 tienden a persis-
tir mas tiempo, pero en su mayoria son indetectables
a los 2 afos'™. El desarrollo gradual de una respues-
ta inmunitaria eficaz es el mecanismo mas probable
para el control de la infeccién por VPH y las mujeres
inmunocomprometidas son las de mayor riesgo para
el desarrollo de CCU a plazos menores™.

El VPH ingresa al epitelio mediante microlesiones
e infecta las células poco diferenciadas de las ca-
pas basales del epitelio, uniéndose a su receptor de
membrana, la molécula a6-Integrina. El virus se es-
tablece dentro del nucleo de las células basales y el
ADN gendmico viral permanece en estado episomal
(circular) fuera de los cromosomas del hospedero, re-
plicandose a niveles muy bajos en coordinacién con
la divisién celular?. EI ADN viral puede integrarse al
ADN humano lo cual hace mas eficiente su poder
oncogénico. En las lesiones invasoras, el ADN viral
esta frecuentemente integrado en los cromosomas
de células neopldasicas. Excepcionalmente, la inte-
gracion puede ocurrir en la vecindad de oncogenes
conocidos, lo que puede derivar en una rapida acti-
vacion del proceso oncogénico. Cuando las células
infectadas se diferencian y migran desde la capa ba-
sal hacia el estrato espinoso del epitelio, se estimula
la replicacion viral y se acumulan viriones dentro del
nucleo. Estos virus no presentan una fase litica, por
lo que su progenie es liberada cuando las células ter-
minales del estrato cérneo sufren su proceso natural
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de descamacidn, lo cual hace indispensable obtener
células para su deteccion™.

La deteccidén del CCU y sus lesiones precursoras se
realiza tradicionalmente mediante el test de Papanico-
laou (PAP), técnica citoldgica publicada en el afio 1942
que detecta células transformadas precancerosas o
cancerosas'®. La aplicacion del test de Papanicolaou
logro salvar muchas vidas y fue muy importante para
la deteccion del CCU, pero su sensibilidad es del 30-
87% y su especificidad es del 86 al 100%'>. El adveni-
miento de técnicas moleculares para la deteccién de
muy pequefias cantidades de acidos nucleicos y el
establecimiento del VPH como agente causal de CCU
en el afio 1983 derivo en el desarrollo de pruebas
moleculares para la deteccion de VPH.

La primera generacion de test de VPH se basaba en
la deteccidn del virus con o sin una cuantificacion
relativa de la sefal detectada’. Cuando se observé
que algunos genotipos como el VPH16 y VPH18 se
asocian en mayor medida a la transformacién a CCU'
los nuevos test de VPH de segunda generacién fueron
disefiados para distinguir estos genotipos del resto
de los genotipos de alto riesgo. A partir del afio 2014,
diferentes estudios han probado la superioridad de
métodos moleculares para la deteccién de CCU™. En
nuestro pais el Proyecto ESTAMPA ha encontrado re-
sultados similares?. El Test de VPH como tamizaje
primario de CCU y sus lesiones precursoras es mas
sensible que la citologia?' permitiendo mayores inter-
valos de tiempo entre los controles, eliminando los
elementos subjetivos del diagndstico, reduciendo el
impacto de los hallazgos de significado incierto (AS-
CUS, del inglés Atypical Squamous Cells of Undeter-
mined Significance)'®, incrementando la deteccion de
adenocarcinomas™ y permitiendo la autotoma??.

El mayor problema de los test de VPH es que la ma-
yoria de las infecciones detectadas nunca desarro-
[laran CCU. Esto lleva a la necesidad de un test de
triaje que identifique las mujeres con mayor riesgo de
desarrollar un CCU de entre las positivas para VPH.
Existen varios test de triaje posibles: test de Papani-
colaou, test de Papanicolaou leido con conocimiento
del resultado del test de VPH, tipificacion parcial de
VPH y otros con menor eficiencia o no disponibles en
el pais (anélisis de metilacion, deteccion de proteina
E6, tincion dual).

La mejor estrategia entonces es que sean derivadas a
colposcopia aquellas mujeres en riesgo de presentar
lesiones NIC3+%, mientras que las mujeres sin lesio-
nes eviten los procedimientos invasivos innecesarios.
Por este motivo, aquel test de triaje que detecte mas
eficientemente las lesiones NIC2+ sera el que aporte
mejores resultados al algoritmo.

La utilizacién de la citologia convencional como
método de triaje de los VPH positivos es una de las

estrategias posibles. En teoria, la eliminacién de las
muestras VPH negativas para el test de PAP mejoraria
su performance para la deteccién de CCU o sus lesio-
nes precursoras pero esto no se ha demostrado con-
sistentemente. Dada la baja sensibilidad del método
se han sugerido repetir la citologia a los 6 meses 0 12
meses, dependiendo del algoritmo para evitar perder
lesiones NIC3+%,

La tipificacion parcial, detectando los genotipos 16
y 18 separadamente de los otros genotipos de alto
riesgo ha demostrado ser efectiva como método de
triaje por su asociacion con CCU y sus lesiones pre-
cursoras' y es uno de los métodos recomendados
actualmente.

En una publicacion reciente se analizaron 11 algorit-
mos diferentes que incluyeron deteccién de VPH de
alto riesgo, tipificacion parcial de VPH, citologia con
tincion doble y test de Papanicolaou. Los mayores
niveles de sensibilidad se obtienen con la tipifica-
cion parcial de VPH como método de tamizaje inicial
mientras que la especificidad es maxima con citolo-
gia de doble tincidn, técnica que se esta poniendo
en practica en el pais. Basandonos en los estudios
internacionales sobre los posibles métodos de triaje
y de acuerdo a nuestra infraestructura y posibilidades
se eligieron la tipificacion parcial de VPH y la citolo-
gia para ser analizadas como métodos de triaje en
este trabajo.

Materiales y métodos

El estudio es retrospectivo, observacional. Para el ana-
lisis de los test de triaje propuestos, se analizaron los
resultados de test de VPH, test de Papanicolaou, col-
poscopias y estudios anatomopatoldgicos de las mu-
jeres participantes del Proyecto ESTAMPA-Uruguay.
Adicionalmente se realizé la tipificacion de VPH para
poder simular la tipificacion parcial (ver Tipificacion de
VPH en esta Seccidn). El Proyecto ESTAMPA (Estudio
multicéntrico de tamizaje y triaje de cancer de cuello
uterino con pruebas del Virus de Papiloma Humano)?®
es financiado por la Agencia Internacional de Inves-
tigacion sobre Céncer (IARC, del inglés International
Agency for Research on Cancer) y es un estudio que
evalua diferentes métodos para la clasificacién de
las mujeres VPH positivas con el fin de recomendar
abordajes de tamizaje en diferentes escenarios?®. El
Proyecto ESTAMPA se desarrolla en Uruguay desde
Diciembre de 2014 y las mujeres participantes se be-
neficiaron del test de VPH y el test de Papanicolaou si-
multaneos y se derivaron a colposcopia las pacientes
positivas para alguno o ambos tests. El reclutamiento
de realizé entre Diciembre de 2014 y Julio de 2019 en
el Centro de Salud de la Costa, el Centro de Salud de
Pando de la Red de Atencion Primaria (RAP-ASSE) y
el Hospital Policial.
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Se consideraron 1.984 mujeres Uruguayas de entre
30 y 64 afios, asintomaticas, no histerectomizadas,
no embarazadas y sin antecedentes de enfermedades
neoplasicas del aparato genital, que participaron vo-
luntariamente en el Proyecto ESTAMPA-Uruguay.

Recoleccion de muestras

Las mujeres fueron invitadas a participar del estudio
piloto durante un control de rutina, se les informé de
los objetivos y alcance del proyecto y se les solicito
la firma del consentimiento. En esa visita se le realizo
una toma de células cervicales para Test de Papanico-
laou con Papette Wallach SurgicalDevice®, se realizé
un extendido sobre lamina de vidrio y se fijé con una
mezcla de alcohol y laca en aerosol. Luego el cepillo
fue agitado en un vial de transporte PreservCyt para
desprender las células obtenidas para realizar un test
de VPH y tipificacion viral.

Test de Papanicolaou

Los test de Papanicolaou se realizaron en dos labo-
ratorios de citologia. Las primeras 1.000 muestras
se procesaron en el laboratorio de citologia de la Red
Integrada de Efectores Publicos de Salud (RIEPS) de
la RAP, a los que se derivan rutinariamente y las res-
tantes muestras se procesaron en el Laboratorio de
Citologia del Hospital Policial. Para la lectura de la
lamina de Papanicolaou no se conocia si la paciente
presentaba VPH, si bien en los algoritmos analizados
la citologia se ubica posteriormente al test de VPH.
Las muestras estaban identificadas como del proyec-
to ESTAMPA. Se utilizé la clasificacion Bethesda para
los resultados de la citologia considerandose anormal
desde ASC-US?.

Test de VPH - Captura de Hibridos 2 (HC2)

El test de VPH y tipificacion viral se realizé en el La-
boratorio de Biologia Molecular del Departamento
de Patologia Clinica del Centro Hospitalario Pereira
Rossell. Para la deteccion del genoma viral se utilizo
la Captura de Hibridos 2 (HC2). El fundamento de la
técnica es lisar las estructuras celulares para liberar
los acidos nucleicos y formar hibridos entre el ADN
de VPH y sondas RNA para 13 genotipos de alto ries-
go. Los hibridos son fijados a una superficie por un
anticuerpo anti-hibridos RNA: DNA. La deteccion de
los hibridos se realiza mediante la unién de varios
anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina que
genera una reaccion quimioluminiscente y amplifica
la sefial. La medida se realiza en unidades de medida
de luz (RLU, del inglés Relative Light Unit) y se deter-
mina una medida de Cut-off que separa los resultados
negativos (RLU <1) de los positivos (RLU =1).

Tipificaciéon de VPH

Las muestras de células cervicales positivas para VPH
por Captura de Hibridos 2, almacenadas, se tipificaron
para 24 genotipos de VPH por PapilloCheck®. Se ex-
trajeron los acidos nucleicos mediante el kit O-check
(Greiner, Alemania). Se realiz6 la deteccién de VPH
y tipificacion de los casos positivos mediante el kit
diagndstico PapilloCheck® usado para la deteccion y
genotipificacion de un fragmento del gen E1 de VPH.
Esto permitio detectar 24 genotipos de Papilomavirus
en las muestras analizadas: 18 genotipos de alto ries-
go (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 70,73y 82) y 6 genotipos de bajo riesgo (6, 11, 40,
42,43, 44/55). En la misma reaccion, un fragmento del
gen humano ADAT1 (RNAt especifico para adenosina
deaminasa) se amplificé para monitorear la presencia
de muestra humana en el espécimen cervical (control
de muestra) y un control interno presente en Papillo-
check PCR MasterMix se amplificé para monitorear el
rendimiento de la PCR (control de PCR). Los productos
de PCR son luego hibridados con sondas especificas
de ADN sobre chips que son escaneados, analizados
y evaluados usando un Check scannery el software
Check report.

Derivacion a colposcopia

Segun el diseio del proyecto ESTAMPA sobre el cual
se realiza este analisis, todas las usuarias cuyo resul-
tado de VPH fue positivo por captura hibrida o citolo-
gia anormal (ASCUS+) en el momento del tamizaje,
fueron derivadas a colposcopia en su centro de salud
correspondiente. Cuando fue necesario por el hallazgo
colposcopico se realizaron biopsias y/o legrados en-
docervicales para estudio histolégico y confirmacién
del diagnéstico. Esto permitié obtener resultados de
anatomia patoldgica para casos con resultado nega-
tivo en VPH o en citologia.

Estudio histolégico

Las biopsias y legrados endocervicales se procesaron
en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospi-
tal de la Mujer del Centro Hospitalario Pereira Rossell
y se realizé inmunohistoquimica manual P16 para las
H-SIL (NIC2+) con clonas JC2 y BC42, de acuerdo al
Sistema LAST (Lower Anogenital Squamous Termino-
logy Standarization).

Diseino de la simulacién de los algoritmos
diagnosticos
Con los datos disponibles, se analizaron dos posibles

algoritmos que diferian en el test de triaje, con el fin
de pronosticar como hubieran sido clasificadas y/o
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no se realizé conociendo el resultado de VPH. Ambos
algoritmos se identificaron como A (triaje con tipifica-
cion de VPH, figura 1) y B (triaje con test de Papani-
colaou, figura 2). Esto permitié evaluar la sensibilidad
y especificidad en la deteccién de enfermedad, asi

estudiadas las pacientes si estos algoritmos se hubie-
ran aplicado en la vida real. Si bien en los algoritmos
los test de HPV y test de Papanicolaou aparecen se-
cuencialmente, durante el proyecto ESTAMPA se reali-
zaron al mismo tiempo. Esto significa que la citologia

ESTAMPA Uruguay. Screening
Primario con HPV
N= 1984

Test de HPV Positivo por Testde HPV
Captura Hibrida Negativo
N=249 por Captura Hibrida
F'J——\ N=1735
Tipificacion por
Papillocheck

No tipificados
N=33

1 I
| I
1 I
1 I
| |
1 |
| HPV 16/18 Discordante Tipificacién bajo riesgo !
1 N=41 Tipificacion negativa N=5 I
N=44
| I
1 |
| TEST DE 1
PAPANICOLAOU 1
| =126
| I
1 |
| | | |
| |
| ASCUS+ Inadecuado/ Negativo 1
N=33 Insatisfactoria N=87
1 N=6 I
| I |
] COLPOS COLPOS COLPOS 1
| COPIA COPIA COPIA 1
! ] | I |
14 CIN2+ 7 CIN2+ 6 <CIN2 4 CIN2+ 2 CIN2+ 5 <CIN2 1
| 27<CIN2 26 < CIN2 83 <CIN2 42 <CIN2
| I
1 I
| I

Figura 1. Simulacién de algoritmo A con los datos del Proyecto Estampa-Uruguay. Se evalda el tamizaje con test de VPH seguido de
tipificacién y posteriormente citologia para los genotipos de alto riesgo no 16/18.

ESTAMPA Uruguay. Screening
Primario con HPV
N= 1984
Test de HPV Positivo Testde HPV
(Captura Hibrida) Negativo
N=249 N=1735
No incluidos
N=33

1 |
| Test de Papanicolaou 1
| i 1
1 | 1
I ‘ !
1 |

ASCUS+ Inadecuadas/ Normal |
I N=46 Insatisfactorias N=161

= |
! 35 <CIN2
| 11 CIN2+ |
1 |
I \ ‘ I
| | COLPOSCOPIA ‘ ’ COLPOSCOPIA I I
1 |
! ‘ | I
| 36<CIN2 8 Negativas COLPOSCOPIA/BIOPSIA/LEC 1
10 CIN2+ 1 CIN2+ 146 i

| 15 CIN2+ |
1 |
1 |
L e o o o e e o - - ——— |

Figura 2. Simulacion de Algoritmo B con los datos del Proyecto Estampa-Uruguay. Se evalla el tamizaje con test de VPH sin tipifica-
cion, seguido de triaje con citologia para los casos positivos a VPH.
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como el valor predictivo positivo (VPP), el valor pre-
dictivo negativo (VPN) y la derivacion a colposcopia
de cada propuesta de triaje.

Las pacientes que presentaron los genotipos de VPH
16 y/0 18 solos o con otros genotipos fueron clasifi-
cados como del grupo 16/18. Las que presentaron
los genotipos de VPH de alto riesgo 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y/0 82, solos o
agrupados, fueron clasificados como del grupo Alto
Riesgo no 16/18. Las pacientes que solo presentaron
genotipos de bajo riesgo 6, 11, 40, 42, 43, 44/55 fueron
clasificados como bajo riesgo.

El algoritmo A realiza el tamizaje mediante test de
VPH seguido de triaje con tipificacion parcial de VPH
16/18 y citologia para los genotipos de alto riesgo
distintos de 16/18. Segun esta estrategia serian de-
rivados a colposcopia aquellos casos con subtipos
16 0 18, asi como aquellos con ASCUS+ en la citolo-
gia de triaje. En aquellos con tipificacion negativa o
citologia negativa podria corresponder seguimiento
o retorno a tamizaje.

El algoritmo B realiza el tamizaje con Test de VPH, se-

guido de triaje con citologia. En esta estrategia aque-
llos casos con citologia ASCUS+ (e insatisfactorios)
serian derivados a colposcopia y los restantes podria
corresponder seguimiento o retorno a tamizaje.

Analisis estadistico

Los datos se tomaron de la base de datos de ESTAM-
PA-Uruguay. Para la evaluacion del test de captura
hibrida se analizaron los resultados segun el valor de
corte obtenido en el ensayo. Para los resultados de
Papillocheck® se considerd positiva si se observaba
una sefal visible para los 5 lugares correspondientes
a cada genotipo. Los resultados de las biopsias se
consideraron con la maxima validez diagnéstica.

Se comparo la sensibilidad, especificidad, razén de
verosimilitud positiva (LR+), razén de verosimilitud
negativa (LR-), el valor predictivo positivo (VPP) y el
valor predictivo negativo (VPN) entre los dos algorit-
mos mediante el test pareado.

Se calcularon los intervalos de confianza al 95%. Para
la comparacién de los algoritmos, se usé la libreria
DTComPair del software R para test pareados y el sof-
tware Stata v17. Se considerd un nivel de significacién
de 5% para las pruebas.

Consideraciones éticas

El Proyecto ESTAMPA obtuvo la aprobacién de los
comités de ética de la Agencia Internacional de
Investigacion sobre Cancer (IARC, del inglés Inter-
national Agency for Research on Cancer) el 26 de
septiembre de 2012, del Centro Hospitalario Pereira
Rossell (CHPR) el 18 de junio de 2014, de la Divisién

de Evaluacién Sanitaria del Ministerio de Salud Pu-
blica (MSP) el 1 de diciembre de 2014 y del Instituto
Nacional de Trasplantes de Organos y Tejidos el 5 de
noviembre de 2015.

Descargo de responsabilidad

Los autores identificados como personal de la Agen-
cia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer/
Organizacion Mundial de la Salud, son los unicos res-
ponsables de las opiniones expresadas en este arti-
culo y no necesariamente representan las decisiones,
politicas u opiniones de la Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer/Organizacion Mundial
de la Salud.

Disponibilidad de los datos

El conjunto de datos que apoya los resultados de este
estudio no se encuentran disponibles ya que forman
parte de un estudio multicéntrico internacional cuyos
resultados aun se encuentran siendo analizados para
futuras publicaciones.

Resultados

Aplicando los algoritmos Ay B, se realiz6 la simula-
cion de la clasificacién para cada paciente con los re-
sultados disponibles. Los resultados de la aplicacion
del algoritmo con tipificacién de VPH, seguido de ci-
tologia para los casos VPH no 16/18 (Algoritmo A)
se muestran en la figura 1. El Test de VPH fue posi-
tivo para 249 muestras (12,6%) y 1.735 (87,4%) fue-
ron negativas. De las positivas, 216 se tipificaron.
De las 216 muestras tipificadas, 41 (19,0%) fueron
positivas para los genotipos 16 y/o 18, 126 (58,3%)
positivas para otros genotipos de alto riesgo, 5 (2,3%)
muestras con tipificacion de bajo riesgo y 44 (20,4%)
negativas.

Los resultados negativos para la tipificacion de es-
tas muestras, originalmente positivas en el tamizaje,
posiblemente se deba a falsos positivos cerca del li-
mite de corte del método de tamizaje o cargas virales
cercanas al limite de deteccién en la tipificacién. De
estas muestras discordantes, 2 (4,54%) presentaron
lesiones NIC2+, una de ellas se acompafaba de un
test de Papanicolaou normal y la otra presentaba un
test de Papanicolaou ASCUS+. Por lo tanto, en el al-
goritmo A ambos CIN2+ representan 2 de los 6 falsos
negativos lo cual estaria afectando negativamente el
desempefio del algoritmo A. Mientras que en el algo-
ritmo B, uno de los CIN2+ se encuentra en el grupo
‘normal’ y el otro en el grupo ‘ASCUS+' y por lo tanto,
s6lo uno de estos casos afectaria negativamente el
desempefio del algoritmo B.

Ninguna de las muestras positivas para genotipos de
bajo riesgo presentd lesiones NIC2+. De las mujeres
negativas para test de VPH de alto riesgo, con test de
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Papanicolaou patolégico, ninguna presento lesiones
en la colposcopia/biopsia. Las pacientes negativas
para VPH y test de Papanicolaou no fueron enviadas
a colposcopia.

En este algoritmo las 41 pacientes positivas para los
genotipos de VPH 16 o 18 fueron derivadas directa-
mente a colposcopia en donde se encontr6 que 14
pacientes (34,1%) presentaron lesiones NIC2+.

Se evalud la combinacién de los resultados de geno-
tipificacion con citologia para el grupo de VPH posi-
tivos para genotipos de alto riesgo no 16/18 (n=126)
(Figura 1). 33 (26,2%) pacientes presentaron alguna
alteracion citoldgica (ASCUS+), 87 (69,0%) presen-
taron citologias normales, 6 (4,8%) citologias fueron
inadecuadas/ insatisfactorias. De las pacientes con
citologias ASCUS+ (n=33) 7 (21,2%) presentaron le-
siones NIC2+. En el grupo de pacientes VPH+ con ci-
tologia normal, 4 (4,6%) presentaron lesiones NIC2+
y son considerados falsos negativos del algoritmo A
que combina genotipificacién con citologia.

La simulacién de los resultados de la aplicacion del
algoritmo sin tipificaciéon de VPH (algoritmo B), basa-
do en triaje con citologia solamente se muestran en
la figura 2. En este esquema, el triaje de 249 mujeres
VPH positivas se realiza con citologia. Se excluyeron
33 pacientes con resultados discordantes entre el test
de VPH y la genotipificacion por considerarse posi-
bles falsos positivos de VPH dado que presentaban
valores cercanos al corte (RLU=1). Se detectaron 46
pacientes con citologia ASCUS+ (21,3%) que se de-
rivaron a colposcopia, de las cuales 10 presentaron
lesiones CIN2+. 9 pacientes con citologia inadecuada/
insatisfactoria (4,2%) también se derivaron a colpos-
copia resultado en la deteccion de 1 lesién CIN2+. 161
muestras (74,5%) fueron normales para la citologia y
se controlarian nuevamente a los dos afios sin otros
estudios en esta instancia. El analisis colposcopico y
sus correspondientes biopsias mostré que 15 (9,3%)
de estas pacientes presentaban lesiones NIC2+: 3 car-
cinomas (1,9%), 8 NIC3 (4,9%) y 4 NIC2 (2,5%) y son
considerados falsos negativos.

La comparacion del desempefio de los algoritmos con
y sin tipificacion (A y B, respectivamente) se muestra
en la tabla 1. La sensibilidad del algoritmo A con ti-
pificacion es mayor que la sensibilidad del algoritmo
B sin tipificacién (77,7% vs 44,4%) para las lesiones
NIC2+, (p=0,006). La especificidad fue superior para el
algoritmo B (77,2% vs 68,7) (p=0,002). La comparacion
LR+ no mostré diferencias estadisticamente significa-
tivas (p=0,29). El LR- mostré un mejor desempefio del
algoritmo A con una diferencia significativa (p=0,02) lo
cual indica que la tipificacion de VPH es mas eficiente
en descartar enfermedad en los casos con resultados
negativos.

La derivacién a colposcopia fue mayor para el algoritmo
A, con respecto al B (37,0% vs 24,4%, respectivamente)
pero el nimero de colposcopias necesarias para la de-
teccién de una lesion NIC2+ fue menor para el algorit-
mo A (3,8 vs 4,6, respectivamente) (ver Tabla 2).

El riesgo absoluto de NIC2+ en la presencia de los
genotipos de VPH 16 y/o 18 es 3,91 veces mayor en
comparacion con el riesgo de NIC2+ para los genoti-
pos de alto riesgo distintos de 16/18 (Tabla 3).

Discusion

La deteccién del CCU y sus lesiones precursoras im-
plica un equilibrio entre la sensibilidad y la especifici-
dad de los métodos utilizados, la adecuada indicacion
de los procedimientos potencialmente invasivos y la
eficiencia diagnostica. La gran mayoria de las infec-
ciones por VPH no llegaran a desarrollar cancer por
lo que su sola deteccidn no es suficiente para un ade-
cuado acercamiento a este problema. Por este motivo
se han implementado a nivel internacional diversos
algoritmos diagndsticos con test de tamizaje que
clasifican los riesgos de presentar NIC3+ y optimizan
los recursos disponibles. En este trabajo analizamos
dos métodos de triaje disponibles en nuestro pais, a
fin de aportar respuestas a las preguntas que gene-
ralmente surgen cuando se toman decisiones acerca
de cual es el mejor abordaje segun las herramientas
diagndsticas disponibles y qué se espera de ellas. El
Proyecto ESTAMPA no fue disefiado especificamente
para realizar este analisis, sino que se utilizaron sus
datos para realizar este trabajo, que es el resultado de
interrogantes que fueron surgiendo en la implementa-
cion de las estrategias diagndsticas.

La comparacion de los algoritmos analizados ha de-
mostrado que la tipificacion parcial duplica la sensibi-
lidad para la deteccion de lesiones NIC2+, presenta un
mayor VPP y VPN que la aplicacién del Test de VPH
sin tipificacion. Distinguir la presencia de los genoti-
pos VPH 16 y 18 es de utilidad diagndstica, como ya
fuera sefialado por otros autores?*?8, dada su relacion
de causalidad en la generaciéon CCU.

Segun Bonde’ en el momento del tamizaje primario y
en etapas posteriores, el genotipo 16 presenta el riesgo
mayor para NIC3+: 15% - 35% para cualquier citologia y
8% - 25% para citologias negativas independientemente
de la edad, el resultado citoldgico o el pais de origen
de la paciente’. El estudio ATHENA reporté un riesgo
de NIC3+ para los genotipos 16/18 de 17,8%2. Otros
autores reportaron un riesgo en presencia del genotipo
16 del 11,0% para NIC3+y 19,5% para NIC2+2°, asi como
75,7% para NIC3+y 81,0% NIC2+ en pacientes con ci-
tologia de alto grado®. En otros estudios se determiné
que el genotipo 18 tiene un riesgo intermedio entre el
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Tabla 2. Numero de colposcopias realizadas para la deteccién de un CIN2+.

Estrategia N° de olposcopias N° CIN2+ Colposcopias/CIN2+
(IC 95%)

Algoritmo A 80 21 3,80

(Con tipificacion) (2,70- 5,88)

Algoritmo B 55 12 4.6

(Sin tipificacion) (2,85-8,46)

genotipo 16 y el resto de los genotipos de alto ries-
go?72°30 pero su importancia radica en su relacién con
adenocarcinomas de dificil deteccion por citologia®'.

En el presente estudio, el riesgo absoluto de tener una
lesion NIC2+ para portadoras de los genotipos 16 y/o
18 fue de 34,1% por lo que su derivacién a colposcopia
no debe dilatarse. Ademas, el riesgo de tener una lesion
NIC3+ en presencia de los genotipos 16/18 aumenta
5 veces a los 3 afios? por lo que los falsos negativos
aumentan considerablemente el riesgo de CCU. El res-
to de los genotipos de alto riesgo presentan un riesgo
absoluto para NIC2+ de 8,7%, similar al encontrado por
otros autores (5,4%)?. A nivel mundial la prevalencia de
lesiones NIC3y adenocarcinoma in situ esta en el orden
del 0,5-1%%*. En este trabajo la frecuencia encontrada
de NIC3+ fue del 0,91% (18/1.984).

En los servicios donde la citologia es la unica opcién
de triaje, se debera tomar en cuenta que la citologia
presenta una baja sensibilidad como método de ta-
mizaje para NIC3+ y que puede afectar la sensibilidad
final del algoritmo3, ademas de obligar a reducir el
tiempo entre los controles, que generalmente se propo-
nen entre 6 meses y un afio?*. La mitad de las lesiones
NIC2+ son negativas para la citologia?®3** y la tercera
parte de los ASCUS (38,8%) son lesiones histolégicas
de alto grado®®. En este trabajo encontramos resulta-
dos similares y la citologia no pudo detectar 15 de 27
lesiones NIC2+ (55,5%) por lo que obliga a reducir el
tiempo entre controles si no se dispone de una alterna-
tiva mas eficiente en la deteccion de CCUy sus lesiones
precursoras.

En un trabajo reciente se determind que el riesgo de
presentar NIC2+ para mujeres VPH positivas con

citologia negativa era de 24,4% para el genotipo 16,
16,2% para el genotipo 18, 9,2% para otros genotipos
de alto riesgo y 12,1% para un resultado positivo para
VPH, sin tipificacion®. Por lo tanto, es correcto realizar
un nuevo control al afio y no diferirlo por un tiempo
mayor. Se ha reportado que las lesiones NIC3+ en-
contradas en pacientes VPH positivas con citologia
normal al afio del diagnéstico inicial fue del 29,5% para
el genotipo 16, 15,6% para el genotipo 18y 10,2% para
otros genotipos de alto riesgo no 16/18. El riesgo ge-
neral de tener un NIC3+ al afio de presentar cualquier
VPH de alto riesgo positivo fue del 14%°.

La derivacion a colposcopia debe reservarse en pri-
mer lugar para aquellas mujeres que estan en mayor
riesgo de desarrollar un CCU. Uno de los mayores in-
convenientes de un sistema de deteccién de CCU es
la potencial saturacion de los servicios de colposcopia
por lo que la premisa basica, internacionalmente acep-
tada, para la referencia a colposcopia es: igual manejo
para igual riesgo®. Se ha determinado que aquellas
mujeres que tengan un 5,2% de riesgo de presentar
NIC3+ dentro de los 3 afios de su tamizaje positivo
se refieren a colposcopia®. Este dato esta determi-
nado por el riesgo de NIC3+ para lesiones LSIL/VPH
desconocido o ASCUS/VPH positivas?. La deteccion
de los genotipos 16 y 18 no distingue entre infeccion
transitoria o infeccion persistente pero la mayoria de
los CCU se deben a estos dos genotipos, lo cual au-
menta el riesgo de estas pacientes y deben derivarse
a colposcopia®’.

Se ha propuesto que para mujeres de 30 a 60 afios de
la poblacion general la referencia a colposcopia sea
cercana al 2%, con 2-4 colposcopias por cada NIC3

Tabla 3. Riesgo absoluto de CIN2+ en presencia de un resultado HPV positivo, HPV 16/18 6 HPV de alto riesgo no 16/18 (HR).

N° de infecciones por genotipos de alto  N° CIN 2+ Riesgo absoluto (%) (IC 95%)
riesgo
HPV+ 167 26 15,5
(10,4-21,9)
16/18 41 14 34,1
(20,0-50,5)
HR 126 11 8.7
(4,4-15,0)
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detectado®. En el presente estudio las colposcopias/
NIC2+ realizadas fueron 3,8 para el algoritmo con tipi-
ficacion (Algoritmo A) y 4,6 para el algoritmo sin tipi-
ficacion (Algoritmo B) mostrando la mayor eficiencia
de la tipificacion parcial como test de triaje frente a
la citologia. La referencia a colposcopia de todas las
pacientes estudiadas para el algoritmo Ay B fue de
4,0% (80/1.984) y 2,7% (55/1.984) respectivamente.
Las diferencias con la situacién ideal posiblemente se
deban a una mayor prevalencia de la infeccion.

Otros autores han reportado que el riesgo de desarro-
llar lesiones NIC3+ en pacientes positivas para VPH
16 en un seguimiento de 12 afos fue del 47,4%%°. En
el mismo periodo, el riesgo de NIC3+ para el genotipo
18 fue del 19,1%, 14,3% para VPH 31y 14,9% para VPH
33. La discriminacion de los genotipos de VPH puede
tener un impacto en la reduccion de la derivacion a
colposcopia sin un aumento sustancial de la mortali-
dad o incidencia de lesiones NIC3+. Poder diferir los
test de VPH, en comparacion con la citologia, también
reduce las derivaciones a colposcopia innecesarias®.

La fortaleza del presente estudio es que se desarrolld
dentro de un trabajo multicéntrico que incluyé capa-
citacion y mejora continua de los procesos diagnés-
ticos. Las limitantes del presente trabajo son el limi-
tado numero de muestras, que no fue posible utilizar
un método de tipificacion parcial sino que se disponia
de captura hibrida y luego se realizd la tipificacién con
Papillocheck, que las muestras para test de Papani-
colaou se procesaron en dos laboratorios diferentes y
que al realizar la lectura de los Test de Papanicolaoy, el
operador desconocia el resultado de VPH y esto puede
haber disminuido la sensibilidad del método.

Conclusiones

La tipificacion parcial de VPH seguido de citologia pre-
senta una mayor sensibilidad para detectar lesiones
NIC2+ con respecto a la citologia sola como método
de triaje. La tipificacién parcial de VPH es mas eficien-
te en descartar enfermedad en los casos con resulta-
dos de VPH negativos permitiendo diferir el siguiente
control a 5 afios. La presencia de los genotipos de
VPH 16 y/o 18 determina un riesgo absoluto 2 veces
mayor que un resultado VPH positivo sin tipificacion
y beneficia la seleccién de mujeres que deben deri-
varse a colposcopia. Se recomienda la tipificaciéon
parcial de VPH con deteccién de los genotipos 16 y/o
18 como método de triaje para la referencia directa a
colposcopia.
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Comparison of HPV typing performance and the Pap test as triage methods in the
detection of cervical cancer and its precursor lesions in the ESTAMPA-Uruguay Project

Abstract

Introduction: Human Papillomavirus (HPV), which has a high prevalence, causes cervical cancer in a low percentage of
infections. HPV detection should be completed with a triage test that identifies women at higher risk of developing cancer.

Objective: To analyze the best triage strategies for detecting precancerous lesions and cervical cancer.

Method: The study is retrospective and observational. A Pap test, HPV test, and typing were performed on 1.984 women
during the period 2014-2019. The performance of partial typing for HPV 16/18 combined with cytology (algorithm A) was
analyzed against cytology without typing (algorithm B) for triaging HPV-positive women in primary screening.

Results: 12,5% of the women were HPV positive. Twenty-seven cases of CIN2+ were detected (10,8% of the positives).
The sensitivity for detecting CIN2+ in HPV-positive women was greater for algorithm A than for B (A=77,7% vs B=44,4%,
p=0,006). The specificity was higher for cytology without typing (A=68,7% vs B=77,2%, p=0,002) but with a lower detec-
tion rate for CIN2+. The positive predictive value (PPV) was similar (A=26,2% vs B=21,8%, p=0,30). The negative predicti-
ve value (NPV) was higher for genotyping with cytology (A=95,5% vs B=90,6%, p=0,014). The absolute risk for CIN2+ was
34,1% (95% Cl 20,0-50,5) for genotypes 16/18 and 8,7% (95% Cl 4,4-15,0) for other high-risk genotypes.

Conclusions: Partial typing of HPV followed by cytology presents a greater sensitivity for detecting CIN2+ lesions and is
more efficient in ruling out disease compared to cytology as a triage method. HPV genotypes 16/18 should be referred
for colposcopy.

Keywords: Uterine cervical neoplasms. Papillomavirus infections. Papanicolaou test. Screening. Human papillomavirus
DNA tests.
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Comparacao do desempenho da tipificacao de HPV e do teste de Papanicolau como
métodos de triagem na detecgao do cancer do colo do utero e suas les6es precursoras
no Projeto ESTAMPA-Uruguay

Resumo

Introdugao: O Virus do Papiloma Humano (VPH), de alta prevaléncia, causa cancer cervical em uma baixa porcentagem
das infecgdes. A deteccdo de VPH deve ser complementada com um teste de triagem que identifique mulheres que
estejam em maior risco de desenvolver cancer.

Objetivo: Analisar as melhores estratégias de triagem para a detecgao de lesdes precoces e cancer cervical.

Método: O estudo é retrospectivo e observacional. Foram realizados teste de Papanicolau, teste de VPH e tipificagdo em
1.984 mulheres no periodo de 2014 a 2019. Analisou-se o desempenho da tipificagdo parcial de VPH 16/18 combinada
com citologia (algoritmo A) e da citologia sem tipificag&o (algoritmo B) para a triagem de mulheres VPH positivas no ras-
treio primario.

Resultados: 12,5% das mulheres foram VPH positivas. Foram detectados 27 casos de NIC2+ (10,8% das positivas).
A sensibilidade para detectar NIC2+ em mulheres VPH positivas foi maior para o algoritmo A do que para o B (A=77,7%
vs B=44,4%, p=0,006). A especificidade foi maior para a citologia sem tipificagdo (A=68,7% vs B=77,2%, p=0,002),
mas com menor taxa de detecgdo de NIC2+. O VPP foi similar (A=26,2% vs B=21,8%, p=0,30). O VPN foi maior para
a genotipificagdo com citologia (A=95,5% vs B=90,6%, p=0,014). O risco absoluto para NIC2+ foi de 34,1% (IC95% 20,0-
50,5) para os gendtipos 16/18 e 8,7% (IC95% 4,4-15,0) para outros genétipos de alto risco.

Conclusdes: A tipificagdo parcial de VPH seguida de citologia apresenta maior sensibilidade para detectar lesdes

NIC2+ e é mais eficiente em descartar a doenga em comparagdo com a citologia como método de triagem. Os gené-
tipos de VPH 16/18 devem ser encaminhados para colposcopia.

Palavras-chave: Neoplasias do colo do utero. Infecgdes por papilomavirus. Teste de papanicolau. Triagem. Teste de
deteccao de DNA do papilomavirus humano.
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