I uUMMARY

Some methods have been used
for detection of High Risk Hu-
man Papillomavirus DNA, spe-
cifically for screening of cervical
carcinoma in women. Compare
and understand the real utility
of these methods has become
very important for physicians in
the dialy clinical practice, and
research. This is a review of the
literature about the DNA Hy-
brid Capture Test HC2, which
is available in Costa Rica and
pretend to compare this method
with the others, and to evaluate
its specificity and sensibility. The
conclusion is as follows: HC?2 is
very useful detection method in
women with ASCUS who need
more diagnostic studies, and spe-
cially in women older than 30.
But results could be susceptible
to misunderstanding, because of
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the possibility of cross reactions
with low risk virus, and is a fact
that many infections by HPV
are transient. The traditional
histological test Papanicolau
(PAP) is still the gold standard
for detection of cervical lesions;
DNA detection by HC2 could
add useful information because
of its high sensibility, and both
tests give valuable data. But the
low specificity of DNA HC 2 is a
warning for not making unnec-
essary studies; the clue is to use
the test in the individual context,

to obtain a complete clinical
study of each patient.
HINTRODUCCION

Las Técnicas de Deteccion de
ADN Viral y su uso en la deteccion

del Virus de Papiloma Humano. El
Virus de Papiloma Humano tiene
un genoma de aproximadamen-
te 8000 pares de bases y se aloja
en las células basales del epitelio
escamoso estratificado y en las cé-
lulas metaplasicas de la unidon cer-
vicouterina (3). La infeccidon del
epitelio cervical uterino por el Vi-
rus de Papiloma Humano (VPH)
esta considerado un apoyo del
proceso oncogénico que lleva al
desarrollo del cancer en ese sitio
(5). El riesgo de desarrollar can-
cer se ha relacionado con el tipo
de VPH presente en las células
epiteliales (23).Segin su potencial
oncogénico se pueden clasificar en
un grupo de bajo riesgo oncogéni-
co los subtipos 6,11, 42, 43 y 44;
en un grupo de riesgo intermedio a
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alto los subtipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 65 y 66 (5)
y de entre ellos se le asigna mayor
poder oncogénico a los subtipos
16 y 18 (2)(4)(23). La presencia
del subtipo 16 ha sido corroborada
en numerosos estudios y ha sido
relacionado con un 50% de los
carcinomas de cérvix (3); el sub-
tipo 18 aparece como el segundo
mas importante en unos estudios
(4)(16)(12).
ria de los pacientes con displasia
epitelial demuestran infeccion por

Aunque la mayo-

cualquier tipo de virus, su identifi-
cacion puede ser de utilidad para
el manejo clinico, por lo que se
propone su uso junto a la citolo-
gia exfoliativa (5). Los métodos
actualmente utilizados en investi-
gacion son la captura de hibridos
de ADN, Reaccidon en Cadena de
Polimerasa (PCR), ensayos inmu-
nohistoquimicos, la Hibridizacion
in situ y el méas nuevo, un sistema
de amplificacion colorimétrico
(18),(9). La evidencia de la uti-
lidad de las pruebas de ADN para
deteccion de VPH en relacion con
el Cancer de Cérvix Uterino (CCU)
ha incrementado con el tiempo, ya
que junto a la gran reduccion de la
incidencia lograda con los progra-
mas de Citologia exfoliativa para
tincion de Papanicolau (PAP), se
sugiere que su realizacion simul-
tanea disminuye la probabilidad
de pasar por alto un resultado fal-
so negativo del PAP (18). Incluso
se afirma que su sensibilidad en
algunos casos es mucho mas alta
que la citologia (18) y que puede

ser de utilidad en los casos en que
el resultado del frotis se valora
como ‘“borderline” y en los con-
troles posteriores de mujeres que
han sido tratadas por Neoplasia
Intraepitelial de Alto Grado (11).
Ademas puede ser atil en referir a
estudios de colposcopia a las mu-
jeres con citologia de “Atypical
Squamos Cells of Undetermined
Significance” o ASCUS (“bor-
derline”) porque la frecuencia de
positividad por VPH méas ASCUS
que resultan con Lesiones Intrae-
piteliales confirmadas por biopsia,
esdeun 31.4% (17)(4). Varios es-
tudios han revelado también que
en general los test de ADN para
VPH tienen un valor predictivo
negativo superior al PAP (11).

El Método de Captura Hibrida
de ADN en comparacion con
otros métodos.

Los acidos nucleicos al igual que
otras macromoléculas ocupan si-
tios especificos en células y tejidos,
por lo que se han desarrollado téc-
nicas donde secuencias especificas
de ADN denominadas “probes”
se usan del mismo modo que los
anticuerpos marcados, por locali-
zar secuencias in situ (1). Inicial-
mente se marcaban con isOtopos
radioactivos, pero actualmente se
marcan quimicamente (1). La hi-
bridizacion in situ (ISH) es facil de
realizar, se puede realizar con ex-
tendido celular o parafinado, pero
su problema es la baja sensibilidad
(5). Lareaccion en Cadena de Po-
limerasa (PCR) tiene una sensibi-

lidad extremadamente alta y puede
ser realizada en extendidos de cé-
lulas y en material parafinado. Su
mayor desventaja es la contamina-
cion, pues requiere de un laborato-
rio con la infraestructura necesaria
(5),(1). La PCR ha servido desde
hace anos para asociar la presencia
de una elevada carga viral con la
progresion de las lesiones intraepi-
teliales (13), (15) y establecer rela-
cion etiologica (22). Su aplicacion
in situ también ha sido realizada, y
podria aumentar la habilidad para
encontrar unas pocas copias de las
secuencias de interés fijadas a los
tejidos y células (26). La captura
de hibridos de tercera generacion
permite aplicar el tamizaje a gran-
des poblaciones (18), esta disponi-
ble, es sensible y facil de realizar
pues se toma con un cepillo seme-
jante al de citologia exfoliativa. Su
desventaja radica en que no puede
utilizarse en material parafinado y
solo puede dar el resultado de gru-
po de “bajo” o “alto” riesgo (5).
Por el momento el Sistema de Cap-
tura Hibrida II (HC II) se ha utili-
zado como “Gold Standard” en la
practica clinica (5) y el Ginico hasta
el ano 2006 aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration)
para deteccion de rutina del Virus
de Papiloma Humano y incluso se
utiliza actualmente en muchos la-
boratorios privados en Costa Rica.
Consiste en desnaturalizar el ADN
y mezclar con un hibrido que fun-
ciona como sonda; luego se agrega
anticuerpos ligados a un marcador
enzimatico, que en los sitios don-




de ocurre union del hibrido con
secuencias complementarias, emi-
te quimioluminiscencia. Usa un
formato de hibridizacion liquida
seguido de amplificacion de sefal
para detectar 13 subtipos diferen-
tes de VPH de alto riesgo. (11).

Unos cuantos estudios se
han centrado en la deteccion del
subtipo considerado de mayor
riesgo, el VPH 16. Se reportd que
la PCR tiene una sensibilidad mu-
cho mayor que la hibridizacion
in situ y mediante cultivos con
c€lulas con genoma de VPH 16
comparadas con controles, se de-
mostrd nuevamente que el método
mas sensible es la PCR, y la Cap-
tura Hibrida de ADN para el virus
obtuvo el indice mayor de falsos
negativos (7). En cuanto a las
técnicas de hibridizacion in situ y
Captura Hibrida de ADN, un estu-
dio del 2004 reporta que la Cap-
tura Hibrida 2 (HC2) mostré mas
sensibilidad con respecto a ISH
en los casos de citologia normal o
“borderline”, sin diferencia cuando
habia displasia reportada. Cuando
se realizo biopsia, la tasa de resul-
tados positivos también fue mayor
para HC2, igualmente significativo
solo en los casos de histologia nor-
mal o levemente alterada (11). Sin
embargo, otro estudio del mismo
ano compara la agudeza de estos
mismos dos métodos en predecir
los resultados de biopsia de citolo-
gias con alteraciones leves de tipo
ASCUS o de lesion intraepitelial
de bajo grado; los resultado fueron
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sensibilidad de 97% para ISH y
de 79% para HC, especificidad de
86% para ISH y de 56% para HC.
Ademas el valor predictivo positi-
vo para ISH fue de un 48% versus
un 19% de HC, y el valor predicti-
vo negativo de 99% para ISH y de
95% para HC (20). Otro estudio
semejante llega a la conclusion de
que el test de ADN HC2 obtuvo
una sensibilidad de un 89.5%, una
especificidad de 45.8% y un valor
predictivo negativo de un 95.3%
(24). Un estudio del 2006 sometid
a prueba los resultados para HC 2
que aparecian de manera repetida
como inespecificos, mediante la
realizacion de una prueba de PCR.
El resultado fue una tasa de 11.3%
de falsos negativos y un 19.1% de
falsos positivos (25). Esta eleva-
da tasa de falsos positivos podria
estar relacionada con reacciones
cruzadas, un estudio reportd que
de 111 casos positivos mediante el
método de HC 2, hubo un 4.31%
de falsos negativos con una fuer-
te seflal de quimioluminiscencia,
y 1.9% se relacionaron con reac-
cion cruzada para un subtipo viral
de bajo riesgo (8),(28). Incluso se
cuenta con un estudio hecho en la
poblacion de Costa Rica sobre esta
reactividad cruzada, donde se tomo
una muestra de una poblacidon con
un resultado positivo para captura
hibrida 2 usando “probe” B (HC2-
B), que luego resultd negativa con
las pruebas especificas de PCR es-
pecificas MY09 y 11. De los 954
especimenes iniciales, 719 fueron
positivos para un tipo inespecifi-

co de VPH y 131 fueron positivos
solo para subtipos de bajo riesgo,
no oncogénicos (6).

Se analizo la relacion entre la fuer-
za de la senal de PCR y el diagn0s-
tico erroneo positivo con HC2-B,
también se revisd las citologias,
El analisis estadistico los llevo a
concluir que la reactividad cruza-
da ocurria mas entre las mujeres
menores de 30 anos que entre las
mayores a esta edad. De modo que
HC2-B result6 tener reaccion cru-
zada con los subtipos 11,53, 61,
66, 67,70, 71 y 81. Otro resultado
interesante fue la relacion de estas
reacciones cruzadas con citologia
normal y biopsia con resultado de
neoplasia Intraepitelial NIC 2. Pero
en mujeres con citologia levemente
alterada, la reaccidn cruzada redu-
jo la agudeza de la prueba HC2-B,
pues disminuyd su especificidad
sin una ganancia compensatoria en
la sensibilidad (6) También se ha
realizado comparacion de los mé-
todos de HC2 y PCR en el segui-
miento de pacientes tratadas por
Neoplasia Intraepitelial Cervical.
De los casos inicialmene positivos
por HC2 que resultaron negativos
por PCR, la mayoria habian tenido
resultados de citologia “borderli-
ne” (28).

El Método de Captura Hibrida
de ADN en la practica clinica
Numerosos estudios demostraron
la utilidad de la prueba de HC2
para detectar el riesgo en los ca-
sos donde la citologia exfoliativa
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podria fallar, y que la sensibilidad
del método parece aumentar con
la edad, ya que se observa sobre
todo en mujeres mayores de 30
anos, que la sensibilidad con res-
pecto a la citologia exfoliativa es
superior en un 30 % (18), si bien
es cierto que la positividad en los
estudios de deteccion de VPH sue-
le tener una frecuencia mayor en
las menores de 30 anos (17). La
sensibilidad relativa del test de
ADN HC?2 fue evaluada en un es-
tudio del ano 2004, y demostrd ser
de un 98% en comparacion con el
PAP convencional; la especificidad
fue semejante a la del hallazgo de
ASCUS en la citologia, pero mas
baja al compararlo con lesiones in-
traepiteliales de bajo grado. Dicho
de otro modo, cuando las lesio-
nes son mas severas, es mas facil
identificarlas alin con la citologia
(21). En este mismo estudio, sdlo
hubo pocas biopsias lesiones de
bajo grado detectadas en la histo-
logia que no fueron detectadas por
HC 2, lo que habla de su sensibi-
lidad alta (21). El valor predictivo
negativo de HC2 es muy alto; por
otro lado, se ha estimado que las
mujeres con un resultado positivo
tienen aproximadamente 7.2 veces
mayor riesgo de desarrollar una le-
sion precursora de cancer en rela-
cion con la poblacion general (24).
La combinacion del test HC2 junto
con citologia ha demostrado una
sensibilidad realmente mejor que
la citologia sola, esta disponible y
es facil de usar; su problema es la
baja especificitad y posibilidad de

reaccion cruzada (28),(19), para lo
cual han surgido varias explicacio-
nes, como el hecho de que los sub-
tipos 53, 66, 67 y 70 pertenecen a
la misma linea filogenética la ma-
yoria de los subtipos oncogénicos.
Segundo, que haya una pérdida de
informacion en la prueba de PCR
contra la que se ha comparado (6).

Un metaanalisis publicado en el
2004 llega a varias conclusiones
interesantes. En general los test
utilizados de tipo HC 2 y otros
métodos en los estudios demostra-
ron una sensibilidad de un 84.4% y
una especificidad de un 72.9%. Si
se toma en cuenta los ocho estudios
con HC2, la sensibilidad aumenta
a un 94.8% y la especificidad dis-
minuye a un 67.3% (2). Los auto-
res no recomiendan el uso de tests
para deteccion de VPH de manera
generalizada en la atencion pri-
maria, pero si seria muy atil para
aportar datos a las citologias con
alteraciones inespecificas. Ade-
mas concluyen que la sensibilidad
es superior a la del PAP en los ca-
sos de ASCUS, pero la diferencia
no es tanta si el grado de la lesion
es mayor; en ambos casos la espe-
cificidad es baja (2). En general,
concluyeron que HC2 es un me-
jor método de deteccidon que repe-
tir la citologia en las mujeres con
ASCUS (2), (10), (14) (16). La
mayor utilidad radica en el segui-
miento que se le da a las pacientes
con citologia normal y HPV test
positivo, quienes posteriormente
podrian desarrollar una carcino-

ma de cérvix (14). En cuanto a las
mujeres con citologias normales,
se debe tener cuidado al manejar
los datos obtenidos porque usar la
HC 2 solamente, podria llevar a
cantidades de referencias a colpos-
copia sin fundamento real (21). Por
esta razon es que no se recomienda
sustituir la citologia normal con un
test de ADN, sino usarlos juntos
para obtener mayor informacion
cuando esta se requiera. Muchas
de estas infecciones son tempora-
les o no progresan a cancer, por lo
que se corre el riesgo de alarmar
a las pacientes o incurrir en estu-
dios diagnosticos e intervenciones
innecesarias (18). Se debe tener en
cuenta los resultados de un estudio
de cohorte realizado a 10 afhos con
20 000 mujeres con un test posi-
tivo por VPH, donde s6lo un 7%
de ellas desarrollaron cancer. El
mecanismo por el cual el sistema
inmune combate la infeccidn toda-
via no se ha descrito (3).

FHONCLUSIONES

La gran importancia de las pruebas
de deteccion de ADN en general,
es su utilidad en detectar un factor
de riesgo, que es el principal y esta
intimamente relacionado con la
etiologia del cancer: la infeccion
celular del epitelio por el Virus de
Papiloma Humano. Luego de rea-
lizar esta revision queda claro que
anivel de métodos de deteccion, la
captura hibrida no logra superar a
la Reaccion en Cadena de Polime-




rasa en cuanto a su sensibilidad.
Incluso algunos estudios catalogan
como mejor la técnica de Hibridi-
zacion in situ. Las desventajas de
la prueba son las reacciones cruza-
das que se han reportado con vi-
rus de bajo riesgo, lo cual pone en
riesgo al clinico de realizar inter-
venciones innecesarias. Otra des-
ventaja es su alto costo y que no se
puede especificar con la prueba el
subtipo viral. No obstante, tenien-
do en cuenta que en la practica cli-
nica resulta importante estratificar
aunque sea en alto y bajo riesgo,
y que es una prueba disponible en
el medio, su utilidad es enorme.
Las otras pruebas son mas dificiles
de realizar, por eso generalmente
se usan en investigacion. Ademas,
ha demostrado ser una prueba mu-
cho més sensible que la citologia
exfoliativa para Papanicolau, si
bien esta Gltima prueba no puede
ser sustituida ya que a veces se
encuentran cambios patologicos
provocados por otros factores etio-
logicos o por virus catalogados de
menor riesgo. La prueba esta cla-
ramente indicada para mujeres que
tengan un resultado de ASCUS en
la citologia, para su seguimiento
y agregar datos al diagndstico. La
sensibilidad apoya este seguimien-
to porque en caso de un resultado
de HPV positivo se debe hacer
controles mas seguidos. Un resul-
tado positivo obliga a vigilar mas
de cerca de una paciente, con el
fin de detectar a tiempo cualquier
lesion precancerosa. Dado que la
especificidad es baja, un resultado
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negativo no descarta la presencia
de VPH de alto riesgo, por lo que
nuevamente es necesario la toma
conjunta de la citologia que de ser
negativa otorga mayor tranquili-
dad. En el caso de una citologia
positiva con resultado de VPH ne-
gativa, es mas importante el resul-
tado de la citologia.

Lo mejor podria ser aplicar la prue-
ba a la poblacion mayor de 30 afhos
donde puede ser mas su utilidad
por la correlacion observada de los
resultados e infeccion persistente,
y por la frecuencia de lesiones a
esta edad. En poblaciones de me-
nor edad se debe tener en cuenta
la evolucion normal de la enfer-
medad que tarda afos en los casos
en que se desarrolla el céancer, y
muchas veces el sistema inmune
gana la batalla. Por esto mas bien
la prueba HC 2 sirve para definir el
seguimiento, la necesidad de repe-
tir la prueba y valorar resultados
de tratamiento. No es un resultado
aislado, sino que debe ser valorado
en conjunto con la historia clinica
de la paciente y el resultado de la
citologia principalmente. No se
debe caer en el error de alarmar a
una persona y someterla a estudios
innecesarios; antes se debe obser-
var la evolucion.

Il ESUMEN

Para la deteccidon de ADN de los
tipos virales de riesgo en el desa-
rrollo de Cancer de Cérvix Uteri-

no, existen varios métodos utiliza-
dos tanto en investigacion como
en practica clinica. La valoracion
de la utilidad de estos métodos es
fundamental para el médico costa-
rricense, tanto para la critica ade-
cuada de las investigaciones, como
la interpretacion de los resultados
en la clinica. La presente revision
pretende informar sobre  estos
métodos y en especial evaluar la
efectividad del método de Captura
Hibrida de ADN de Virus de Papi-
loma Humano HC 2, en funcion de
su sensibilidad y su especificidad,
y en comparacion con los otros
métodos. Se concluye que el mé-
todo HC 2 tiene gran utilidad en la
poblacidon femenina con diagnosti-
co de ASCUS para su seguimien-
to, y en deteccion se debe tener en
cuenta factores como el caracter
pasajero de algunas infecciones
por VPH y las reacciones cruzadas
que pueden ocurrir con subtipos
virales de bajo riesgo. Ademas es
especialmente Gtil en mujeres de
30 anos o mas. En absoluto queda
claro que la prueba no sustituye la
Citologia Exfoliativa para tincion
de Papanicolau (PAP), pero debido
a su alta sensibilidad, puede apor-
tar datos de utilidad para definir el
seguimiento. Pero la baja especifi-
cidad alerta sobre la posibilidad de
incurrir en estudios diagnosticos y
afeccion psicologica innecesarias;
lo importante es la interpretacion
de la prueba dentro del contexto
clinico de cada paciente.
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