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Comparacion de plataformas
automatizadas para la
genotipificacion del virus del
papiloma humano

Calva-Espinosa DY, Campos-Romero A, Moreno-Camacho JL,® Meza-Castro
MC,* Canizalez Roman VA,® Alcantar-Fernandez J°

comparar el desempefio operativo y la concordancia de
los resultados de la genotipificacion del virus del papiloma humano
obtenidos en los sistemas automatizados Cobas® 4800 y BD Viper™
LT a partir de muestras de citologia en base liquida.

estudio retrospectivo efectuado con base
en el andlisis de las mujeres que asistieron a las clinicas de Salud Digna
para Todos entre los meses de abril a junio de 2016 para estudio de
Papanicolaou. Las muestras se almacenaron en colectores BD Sure-
Path™ de citologia en base liquida. Se emplearon los sistema Cobas®
4800y BD Viper™ LT para la genotipificacién del virus. Los resultados
se analizaron con la prueba de x? de Pearson, y la concordancia se
obtuvo por medio del indice Kappa de Cohen.

se analizaron 1934 muestras de citologia en base
liquida en las plataformas Cobas® 4800 y BD Viper™ LT. El grado de
acuerdo entre los resultados obtenidos por ambas plataformas tuvo
un valor de k = 0.832. Se observaron diferencias entre el nimero de
resultados positivos y negativos reportados, asi como en las propor-
ciones de los distintos genotipos, sin que fueran estadisticamente
significativas.

no existen diferencias significativas entre los resul-
tados obtenidos para la deteccion del virus del papiloma humano
conseguidos con las plataformas Cobas® 4800 y BD Viper™ LT. En el
ambito operativo existen diferencias significativas que deben tenerse
en cuenta al momento de implementar cualquiera de estas plataformas.

cancer cervicouterino, Cobas® 4800, BD Viper™
LT, virus del papiloma humano.
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Comparison of automated platforms for
the HPV genotypification.

Calva-Espinosa DY, Campos-Romero A, Moreno-Camacho JL,® Meza-Castro

MC,* Canizalez Roman VA,® Alcantar-Fernandez J°

To compare operative performance and concordance of
human papillomavirus genotyping results obtained on Cobas® 4800
and BD Viper™ LT automated systems from liquid-based cytology
samples.

Retrospective study in 1964 women
attending the clinics of Salud Digna para todos .A.P. from April to
June 2016 to perform the Papanicolaou study; samples were stored
in the BD SurePath™ liquid-based cytology collectors. The Cobas®
4800 and BD Viper™ LT systems were used for virus genotyping. The
results were analyzed with the Pearson y? test, and concordance was
obtained using the Cohen Kappa index.

1934 of liquid-based cytology samples were analyzed on
the Cobas® 4800 and BD Viper™ LT platforms. The concordance
between the results obtained by both platforms was very high (x =
0.832). Moreover, there are differences between the number of posi-
tive and negative results reported, as well as in the proportions of the
different genotypes, however, these were not statistically significant.

There are no significant differences between the re-
sults obtained for the detection of the human papillomavirus obtained
by the Cobas® 4800 and BD Viper™ LT platforms. However, at the
operational level, there are important differences that must be taken
into account when implementing any of these platforms.

Cervical Cancer, Cobas® 4800, BD Viper™ LT, Human
Papilloma Virus
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Los virus del papiloma humano son agentes infec-
ciosos que se trasmiten por contacto sexual entre
hombres y mujeres. Estos agentes son la principal
causa del inicio de diversos tipos de cancer, como
el cervicouterino,'? que es el segundo tipo de
cancer mas frecuente en el mundo en las muje-
res.’ Hasta ahora se han identificado alrededor de

120 tipos de virus de papiloma humano? que se
dividieron en dos grandes grupos: virus de alto y
bajo riesgo seglin su capacidad oncogénica. Entre
los virus de alto riesgo se han identificado 15 tipos
(16, 18, 31, 33 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73y 82); el 16y 18 se relacionan, en todo el
mundo, con 70% de las neoplasias cervicales.'?
De acuerdo con la Organizacién Mundial de
la Salud, en el afio 2012 se registraron 445,000
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nuevos casos de cancer cervicouterino en el
mundo;' en ese mismo afio sucedieron 270,000
decesos a consecuencia de esta neoplasia.! Apro-
ximadamente 85% de esos decesos se registraron
en paises de bajo desarrollo socioeconémico.” En
Meéxico, la mortalidad por cancer cervicouterino
ha mantenido una tendencia descendente en
los Gltimos afos, al pasar de 25.3 defunciones
por cada 100,000 mujeres en 1990 a 11.8 en
el afio 2012, lo que representa un descenso de
53.4%.* Sin embargo, esta disminucién no ha
sido homogénea en todo el pais porque la mayor
mortalidad se concentra en dreas geograficas con
menor indice de desarrollo humano, en las que los
factores socioculturales, limitaciones econémicas
y de acceso a servicios médicos contribuyen a que
no haya una deteccién oportuna del cancer, sino
hasta etapas mas avanzadas, lo que incrementa
el riesgo de mortalidad.* Para prevenir esta situa-
cién, la Secretarfa de Salud de México incluye el
estudio de Papanicolaou como parte del tamizaje
de deteccion temprana del cancer cervicouterino.
Desde luego que también puede efectuarse una
prueba de identificaciéon molecular del virus del
papiloma humano para mejorar la sensibilidad
del diagnéstico de lesiones precancerosas.*® Por
ejemplo, cuando el resultado del examen de
Papanicolaou es: células escamosas atipicas de
dudosa implicacién (CEADI) se recomienda un
estudio de identificacién del virus del papiloma
humano.®

Los estudios, sobre todo los efectuados en
Europa, han demostrado que la identificacion
molecular de virus como prueba de tamizaje
incrementa en 60 a 70% la identificacion de
pacientes con cdncer cervical comparado con
la citologia.” Aunado a lo anterior, estudios
nacionales e internacionales han evaluado la
repercusion clinica que tiene la aplicacion en
conjunto de los estudios citologicos y la iden-
tificacion molecular del virus en la deteccion
oportuna de neoplasias cervicales.®'* Se conclu-
y6 que al realizar ambos estudios en conjunto

se logra identificar mayor nimero de mujeres
en riesgo de cancer cervicouterino.*" Por lo
anterior se implementaron distintas pruebas de
identificacion del virus del papiloma humano,
como la captura de hibridos y la genotipifi-
cacién molecular por reaccién en cadena de
polimerasa (PCR), ambos métodos aceptados y
aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA) de Estados Unidos. Ambas pruebas han
demostrado su eficacia en los programas de ta-
mizaje para el cancer cervical; sin embartgo, la
captura de hibridos ofrece diversas desventajas
respecto de los sistemas de genotipificacién; por
ejemplo, en la captura de hibridos no pueden
identificarse de forma individual en la muestra
diversos genotipos virales de alto riesgo; por eso
no es una prueba adecuada para el seguimiento
de rutina en caso de infecciones persistentes o
para estudios de prevalencia y genotipificacién
viral. Ademas, carece de un control interno que
asegure que la cantidad de muestra y su cali-
dad es la adecuada para efectuar el analisis v,
finalmente, tiene menor sensibilidad respecto de
las pruebas por PCR. Las plataformas de geno-
tipificacién viral incorporan un control interno
para tener mayor fiabilidad en el andlisis de las
muestras. Ademas, la automatizaciéon ofrece una
gran ventaja en procesamiento y trazabilidad
del proceso, por eso los resultados obtenidos
estan libres de variaciones en la manipulacion
e interpretacion de los resultados obtenidos por
parte del operador, por lo que son mas confiables
respecto de otras metodologias.

Las pruebas de tamizaje por medio de PCR han
mostrado una sensibilidad entre 66 y 95% para
identificar al virus de alto riesgo en mujeres con
lesiones precancerosas anormales.”'%1%17 Esto
ha motivado a paises como Holanda'® y Estados
Unidos™ a incorporar la genotipificacion del
virus a sus esquemas de tamizaje, mientras que
Espafna estd en proceso de evaluacién para su
incorporacién en sus esquemas de deteccion
temprana del cancer cervical.?
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Por lo anterior, el objetivo de este estudio es com-
parar la capacidad operativa y la concordancia
de los resultados generados por dos plataformas
automatizadas para la genotipificacion del virus
del papiloma humano en muestras obtenidas con
la técnica de citologia en base liquida, como una
alternativa a los esquemas de tamizaje para la
deteccion oportuna del céncer cervicouterino
en México.

Estudio retrospectivo efectuado mediante el
analisis de expedientes de mujeres que asistieron
a las clinicas de Salud Digna para Todos (IAP)
entre los meses de abril a junio de 2016 para
realizarse el estudio de Papanicolaou. Se invit6 a
las pacientes a participar en este protocolo, para
ello recibieron informacion del propésito de la
investigacion y quienes estuvieron de acuerdo
firmaron el consentimiento informado.

Las muestras se obtuvieron de las pacientes que
acudieron a las clinicas de Salud Digna para
Todos (IAP) a efectuarse el estudio de Papani-
colaou y se almacenaron en los colectores BD
SurePath™ de citologia en base liquida, y se
procesaron en el Centro Nacional de Referencia
de Salud Digna para Todos (IAP).

Para la genotipificacion del virus del papiloma
humano se emplearon dos sistemas: Cobas®
4800 HPV test System (Roche Molecular Diag-
nostics, Pleasanton, CA, USA) y BD Viper™ LT
system (BD Diagnostics, Sparks, MD, USA). El
procesamiento de las muestras y la operacion
de los equipos se efectuaron de acuerdo con las
especificaciones de los proveedores. Se utilizé el
sistema BD Totalys™ MultiProcessor para prepa-
rar alicuotas de las muestras en un ambiente libre
de contaminantes y con la minima intervencién
manual posible para asegurar la trazabilidad del
proceso. La extraccion del ADN gendmico se
hizo de forma automatizada en cada plataforma.
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Los reactivos y consumibles empleados en este
estudio fueron donados por Roche y BD. Las
caracteristicas técnicas de ambos sistemas se
detallan en el Cuadro 1.

Para el andlisis de datos, los resultados de los
genotipos de alto riesgo de la plataforma BD
Viper™ se agruparon conforme al reporte de la
plataforma Cobas® 4800 de Roche. La concor-
dancia de los resultados obtenidos entre ambos
sistemas se evalué por medio del indice Kappa
de Cohen. Los analisis de resultados de variables
dicotémicas, entre proporciones y categorias,
se efectuaron por medio de la prueba de ?de
Pearson, se consideré un valor p < 0.05 como
estadisticamente significativo. Los datos se ana-
lizaron con el programa estadistico IBM SPSS™
version 22.

Se obtuvieron muestras de 1964 pacientes de
las que se evalué la capacidad operativa y la
concordancia de los resultados obtenidos de
dos plataformas automatizadas para la deteccion
molecular del virus del papiloma humano en
muestras de citologia en base liquida.

Las plataformas utilizadas detectaron los mis-
mos tipos virales de alto riesgo (Cuadro 1). Una
diferencia importante radica en que el sistema
Cobas® 4800 solo puede identificar, indivi-
dualmente, a los genotipos 16 y 18; los demas
genotipos de alto riesgo los reporta en un solo
grupo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66y 68.). Por su parte, BD Viper™ LT identifica
individualmente los genotipos 16, 18, 31, 45,
51 y 52, y los demas genotipos de alto riesgo
los agrupa en tres conjuntos (33 y 58), (56, 59 y
66)y (35,39 y 68).

La capacidad de procesamiento de las muestras
es mucho mayor con Cobas® 4800, que procesa
por corrida 94 muestras en tanto que BD Viper™
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LT procesa 30. Esto repercute en la productividad
(la corrida incluye la fase de preparacion pre-
analitica y el procesamiento de la muestra) de
ambos sistemas. Para Cobas® 4800 se requieren
4.6 horas para realizar toda la corrida, en tanto
BD Viper™ LT invierte entre 3 y 4 horas, depen-
diendo la modalidad de trabajo. Cuadro 1

Por lo que se refiere al volumen de muestra ne-
cesario para el estudio, Cobas® 4800 requiere
mayor volumen de muestra (400 uL efectivos
con 1 mL de volumen muerto) respecto de BD
Viper™ LT (500 uL efectivos). A pesar de esta
diferencia no representa ninguna limitacion o
mayor exigencia a los pacientes durante el pro-
ceso de obtencién de la muestra.

Otra caracteristica analizada fue el control auto-
matizado. BD Viper™ LT cuenta con un control
de deteccion de insumos para el procesamiento
por corrida, en caso de que faltara alguno, la co-
rrida no puede iniciarse hasta que se suministre
lo necesario. Lo anterior no sucede en Cobas®
4800, en caso de que faltase algin insumo du-
rante la corrida, ésta es abortada por el sistema.
Esto repercute en mayores gastos operativos, en
la merma de insumos y muestras. Durante el
procesamiento de las muestras, la plataforma
Cobas® 4800 invalid6 30 muestras (1.53%) de las
1964 que se obtuvieron, BD Viper™ LT invalidé
2 muestras (0.10%), que fueron concordantes
con las invalidadas en Cobas® 4800, por lo que
para los andlisis posteriores se eliminaron, en

Caracteristicas técnicas de los sistemas automatizados Cobas® 4800 y BD Viper™ LT

Nombre de la prueba

Plataforma

Genotipos detectados

Tecnologia de deteccién

Identificacién individual de genotipos

Identificacion de genotipos en grupos

Segmento del genoma viral identificado Gen L1

Control interno de la muestra

Volumen de muestra requerido por
reaccion

Procesamiento de muestras y reporte
automatico de resultados

Capacidad de procesamiento por corrida

Verificacién de insumos previa al proce-
samiento de muestras

Tiempo de procesamiento de muestras
(incluyendo fase pre-analitica)

Cobas® HPV test

Cobas®4800 system

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 66y 68

PCR cuantitativa en multiplex, todas las
reacciones en un solo tubo

16y 18

Un solo grupo (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52,56, 58, 59, 66 y 68)

Gen humano de 3-globina

94 muestras

BD Onclarity™ HPV Assay

BD Viper™ LT system

58,59, 66y 68

PCR cuantitativa con tres reacciones
independientes

16,18, 31,45, 51y 52

Grupo 1 (33 y 58)
Grupo 2 (56, 59 y 66)
Grupo 3 (35,39 y 68)

Oncogenes E6 y E7

Gen humano de B-globina

400 UI'T mL 500 UI

Si
30 muestras
Si

Walk away: 4 h
High throughput: 3 h

“El sistema aborta la corrida si durante alguna de las etapas de procesamiento carece de algtin insumo.
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conjunto, 30 muestras de ambos sistemas y se
analizaron solo 1934. Cuadro 2

En cuanto a los resultados obtenidos se observé
que la plataforma Cobas® 4800 reporta mayor
nimero de muestras positivas (322) respecto
de BD Viper™ LT (286); de éstas las muestras
positivas al genotipo 16 fueron 36 en Cobas®
4800 y 30 en BD Viper™ LT. Las muestras
que fueron positivas al genotipo 18 fueron las
mismas en ambas plataformas. Por lo que se
refiere a otros genotipos de alto riesgo, los casos
positivos fueron 244 en Cobas®4800 y 219 en
BD Viper™ LT. En el caso de infecciones con
multiples tipos virales de alto riesgo, incluidos
el 16y 18, se encontraron 29 en Cobas® 4800 y
24 con BD Viper™ LT. Las diferencias senaladas
no superan 5% de variacién entre los resultados
de los equipos, pues no fueron estadisticamente
significativas (Cuadro 3). Por Gltimo, se evalué la
concordancia de los resultados obtenidos entre
ambas plataformas, en la que se obtuvo un valor

Cuadro 2. Comparativo del procesamiento de muestras en
las plataformas Cobas® 4800 y BD Viper™ LT

Invalidacion*
de proceso de
muestras

Plataforma Muestras

analizadas

Cobas® 4800 1964
BD Viper™ 1964

1934(98.5%) 30 (1.5%)
1962(99.9%) 2 (0.1%)
* reporte automdtico de resultados. La invalidacion se efectda en las

plataformas cuando no hay amplificacién del control endégeno, de
los controles positivos o interferencia con los controles negativos.
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de concordancia de k= 0.832 (Figura 1), que
significa que entre ambos sistemas existe un alto
grado de acuerdo en los resultados generados.

DISCUSION

Se efectud una evaluacién comparativa de dos
plataformas de genotipificacion del virus del
papiloma humano para tamizaje del cancer
cervicouterino. Se emplearon las plataformas
Cobas® 4800 de Roche® y BD Viper™ LT de
BD® para evaluar el desempeno operativo y la
concordancia de los resultados obtenidos en la
identificacion molecular del virus del papiloma
humano. Desde el punto de vista operativo la
plataforma Cobas® 4800 permite analizar mayor
cantidad de muestras por corrida, respecto de
BD Viper™ LT (Cuadro 1). Esto es importante
considerarlo con respecto al nimero de mues-
tras que se pretendan procesar (de acuerdo con
la institucién que adquiera estos equipos). El
sistema BD Viper™ LT puede identificar mas
genotipos virales de forma individual respecto
de Cobas® 4800 (Cuadro 1) por lo que BD Vi-
per™ LT es el sistema adecuado para ampliar
los estudios de prevalencia y seguimiento de
infecciones persistentes por medio de la geno-
tipificacién viral.

En cuanto a control y automatizacién, la platafor-
ma BD Viper™ LT es de tecnolégica mas robusta,
con un sistema de verificacién de insumos para
el procesamiento de las muestras; por esto se ase-
gura que éstas se procesen adecuadamente con

Cuadro 3. Genotipos de alto riesgo del virus de papiloma humano identificados con las plataformas Cobas® 4800 y BD Viper™

Plataforma VPH
positivos

Cobas® 4800 1934 (100%) 322 (16.65%) 1612 (83.35%)

BD Viper™ 1934 (100%) 286 (14.79%) 1648 (85.21%)
Analisis estadistico 1.842, 1 0.2157, 1
o8N p=0.174 p=0.642

Alto riesgo Alto riesgo

negatlvos excluyendo incluyendo
16y 18 16y 18

36 (1.86%) 13 (0.67%) 244 (12.62%) 29 (1.5%)

30 (1.55%) 13 (0.67%) 219 (11.32%) 24 (1.24%)

0.5363, 1 0.0, 1 1.206, 1 0.4653, 1
p=0.464 p=1 p=0.272 p=0.495
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Comparacién de la concordancia de los
resultados de identificacién molecular del virus del
papiloma humano obtenidos con las plataformas Co-
bas®4800 y BD Viper™ LT. n=1934 muestras, analisis
de resultados mediante el indice Kappa de Cohen.

lo que se incrementa la calidad del proceso, esto
no sucede en el sistema Cobas® 4800. Cuadro 1

Otra diferencia importante radica en los genes
que se amplifican para identificar al virus, Co-
bas® 4800 amplifica un fragmento especifico del
gen L1. Por su parte, BD Viper™ LT amplifica
regiones especificas de los genes E6 y E7 (Cuadro
1). Los reportes anteriores han demostrado que
la amplificacién del gen L1 es menos sensible
para la deteccién del virus, respecto de los genes
E6 y E7.2"2 Durante el proceso carcinogénico
del virus, éste integra su genoma al de la célula
huésped. En la mayor parte de estos eventos,
los genes E1, E2 y L1se pierden; no obstante E6
y E7 se conservan y son los responsables de los
procesos de transformacién celular.?* Esto supo-
ne que emplear el gen L1 podria incrementar el
nimero de resultados falsos negativos respecto
de la identificacion con los genes E6 y E7, esto
en cuanto a la deteccion del virus se refiere.

Por lo que se refiere a las muestras invalidadas en
este estudio, seglin los proveedores (Roche y BD),
esto sucede cuando no hay amplificacién de los
controles interno y positivos o amplificacién de

los controles negativos. Durante el procesamiento
de las muestras el sistema Cobas® 4800 requiere
de la intervencién de los operarios y puede ser
ésta la fuente de las interferencias que se pre-
sentaron durante el estudio. No obstante, existe
un alto grado de acuerdo entre los resultados
obtenidos por ambos sistemas (k=0.832), lo que
es consistente con lo reportado por Cuzik y cola-
boradores.’” En cuanto a los resultados obtenidos
se observé que existen ligeras diferencias en las
proporciones de casos positivos y negativos para
los distintos genotipos analizados; sin embargo,
ninguna de ellas resulté ser estadisticamente sig-
nificativa ni superior a 2%. Cuadro 3

Las plataformas Cobas® 4800 y BD Viper™ LT son
adecuadas para la deteccion y genotipificacion
del virus del papiloma humano; sin embargo,
existen caracteristicas importantes a tener en
cuenta por parte de la institucién que adquiera
e implemente cualquiera de estas plataformas:
la capacidad operativa, control automatizado,
trazabilidad del ensayo y sensibilidad de la téc-
nica de identificacién. Este estudio, en conjunto
con otros reportes en la bibliografia, aporta los
elementos necesarios que podran guiar a otras
instituciones en la toma de decisiones para la
implementacion de la identificaciéon molecular
del virus del papiloma humano en los esque-
mas de tamizaje para la deteccién del cancer
cervicouterino.
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