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Comparison of PCR GP5'/GP6*, - EIA and INNO-LiPA for the detection of high-
risk genotypes of human papillomavirus in Cochabamba, Bolivia

Maria Isabel Garcia-Sejas"*, Tania Vargas®, Karina Ustariz"*, Shirley Rojas"*,
Rosse Mary Yaiiez"*, Patricia Rodriguez"’

Resumen

El principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervical es la infeccion persistente con genotipos de alto
riesgo del virus del papiloma humano (VPH-AR). Muchos métodos para la deteccion de VPH-AR estan disponibles
comercialmente, y su uso como método de tamizaje estd contribuyendo a la disminucion de la incidencia de
cancer de cuello uterino en varios paises. Objetivo: el propoésito de este trabajo fue evaluar la eficacia de la PCR
con cebadores GP5*/GP6*, -EIA, comparandola con la técnica de INNO-LiPA, utilizada como estandar de oro para
la deteccién de infecciones por VPH-AR, en especial VPH 16/18. Métodos: se analizaron en paralelo 98 muestras
cervicales positivas para PCR PGMY09/11 o PCR anidada GP5/6, mediante PCR GP5*/GP6*,  seguida de un
inmunoensayo (EIA) y por PCR SPF10 seguida de una hibridacién reversa (INNO-LiPA). El nivel de concordancia
se determind con el valor Kappa de Cohen. Resultados: en el analisis de concordancia para detectar VPH-AR
valores de Kappa para INNO-LiPA y PCR GP5*/GP6*, -EIA en multi-infecciones y mono-infecciones fueron de 0,3
(95%1C, 0,11-0,44) y 0,6 (95 % IC, 0,32-0,89) respectivamente. En general, la concordancia para detectar VPH-AR
16/18 entre ambos métodos fue moderada, con un Kappa de 0,5 (95 % IC, 0,34-0,67) y 0,7 (95 % IC, 0,48-0,95) en
mono-infecciones (VPH 16 o 18). Conclusiones: los hallazgos de comparacion entre la PCR GP5*/GP6*6°-ElA y la
técnica INNO-LiPA muestran de pobre a moderada concordancia para la deteccion de VPH-AR y de moderada a
buena, para la deteccion de VPH 16 o0 18.

Palabras claves: virus del papiloma humano, neoplasias del cuello uterino, PCR, EIA, INNO-LiPA, genotipado de
VPH

Abstract

The main risk factor for the development of cervical cancer is persistent infection with high-risk genotypes of
the human papillomavirus (HR-HPV). Many methods for the detection of HR-HPV are commercially available
and their use as a screening method is contributing to the decrease in the incidence of cervical cancer in several
countries. Objective: The purpose of this work was to evaluate the efficacy of PCR with GP5*/GP6*, -EIA primers,
comparing it with the INNO-LiPA technique that was used as a gold standard for the detection of infections by
HR-HPV, especially HPV 16/18. Methods: Ninety-eight cervical samples positive for PCR PGMY09 / 11 or nested
PCR GP5/6, were analyzed concurrently using PCR GP5*/GP6* followed by an immunoassay (EIA) and PCR
SPF10 followed by a reverse hybridization (INNO-LiPA). The level of agreement was determined using Cohen's
Kappa value. Results: in the concordance analysis for detecting HR-HPV, the Kappa values for INNO-LiPA and PCR
GP5*/ GP6*, -EIA in multi-infections and mono-infections were 0,3 (95 % Cl; 0,10-0,44) and 0,6 (95 % Cl; 0,32-
0,89) respectively. In general, the concordance to detect HR-HPV 16/18 between both methods is moderate 0,5
(95 % Cl; 0,34-0,67) and 0,7 (95 % Cl; 0,48-0,95) in mono-infections (HPV 16 or 18). Conclusions: The findings of
comparison between the PCR GP5*/GP6, -EIA and the INNO-LiPA technique show poor to moderate agreement
for the detection of HR-HPV and moderate to good agreement for the detection of HPV 16 or 18.

Keywords: human papillomavirus, uterine cervical neoplasms, PCR, EIA, INNO-LiPA, HPV genotyping

1 cancer cervical es un importante problema de salud a nivel mundial y es considerado el tercer tipo de cancer mas comun

entre las mujeres de todo el mundo, con un estimado de 569 847 nuevos casos y 311 365 muertes en 2018'. Bolivia tiene
una de las tasas de incidencia (38,5) y mortalidad (19,0) mads elevadas en Latinoamérica, siendo la primera causa de cancer
en mujeres en nuestro pais. Se han diagnosticado 1 949 nuevos casos de cancer cervical y se ha reportado 1 022 muertes por
esta enfermedad para el 20182,
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El principal factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad es la infeccidn persistente por genotipos del Virus del
Papiloma Humano de Alto Riesgo (VPH-AR)?, 99,7 % de los casos de cancer cervical se deben a VPH-AR®.

De acuerdo con la secuencia de su genoma, se han descrito aproximadamente 189 tipos de VPH, de los cuales 120 tipos se
han aislado en humanos®. Los VPH se clasifican: segun su tropismo tisular en cinco géneros principales (alfa, beta, gamma, nu
y mu) de los cuales los virus del papiloma alfa (alfa-VPH) infectan los tejidos de la mucosa, mientras que los otros subgrupos
restantes infectan sitios cutaneos®. De acuerdo a la capacidad oncogénica, los VPH son de riesgo bajo, intermedio y alto’. Los
VPH de bajo riesgo, que incluyen los VPH 6, 11, 42, 43 y 44, pueden causar lesiones cervicales benignas”®. Los VPH de riesgo
intermedio involucra al VPH 26, 53, 68, 73 y 6% y los VPH de alto riesgo incluyen el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 y 59 causan transformaciones neoplasicas’''.

Si bien el cribado del cancer cervical con citologia (test de Papanicolau) ha contribuido a reducir las tasas de incidencia y
mortalidad, se ha mostrado que el cribado basado en la deteccion del VPH aporta una sensibilidad superior a la citologia, por
lo que se hace cada vez mas necesaria su inclusion al diagndstico'>'.

En la actualidad muchos métodos moleculares han sido desarrollados para detectar los principales genotipos de VPH-AR y
la mayoria son pruebas comerciales. Entre los métodos de deteccion directa del genoma estd el método de captura de hibridos
(Hybrid Capture® 2) de Qiagen, pero, los mas empleados son los métodos de amplificacién del DNA viral por PCR como,
Cobas® 4800 de Roche y la PCR en tiempo real de Abbott entre otros. Todos estos métodos estan validados clinicamente
para su uso en el cribado primario. Por otro lado, existen métodos que permiten identificar individualmente genotipos de alto
y bajo riesgo de VPH mediante hibridacion reversa después de una amplificacién genérica, como el método INNO-LiPA de
Innogenetics'. Todos estos métodos de alta fiabilidad tienen un elevado costo que dificulta su implementacion en paises con
bajos recursos.

Este estudio describe el proceso de implementacion de la PCR - GP5"/GP6*, | - EIA, que resulta de la combinacién de una
técnica molecular, la PCR y una técnica inmunoenzimatica (Enzimo Inmuno Ensayo), la EIA, con el beneficio de su relativo
bajo costo.

Los partidores o cebadores de esta PCR amplifican un fragmento de la regiéon L1 del VPH permitiendo la detecciéon de 37
tipos virales: 14 VPH-AR y 23 VPH de bajo riesgo (VPH-BR). Los productos de PCR amplificados en la primera etapa pueden
ser hibridados con oligonucledtidos especificos de los genotipos de VPH de interés. El objetivo de este trabajo fue el de evaluar
la capacidad de deteccion de los diferentes genotipos de VPH-AR y VPH 16y 18 de la PCR GP5*/GP6*, .~ EIA comparandola
con la técnica comercial de genotipado de hibridacién reversa INNO-LiPA Genotyping Extra (Innogenetics NV, Ghent, Bélgica).

Materiales y métodos

Poblacion de estudio y recoleccion de muestras cervicales

En este estudi6 se emplearon 98 muestras de células cervicales conservadas en solucién Easy Fix. Estas fueron tomadas
del banco de muestras del laboratorio de Virologia de la Facultad de Medicina, Universidad Mayor de San Simén. Todas estas
muestras contaban con un resultado positivo para 3-globina y eran positivas para VPH mediante PCR PGMY09/11 o PCR
anidada (nPCR GP5/6). Las muestras fueron obtenidas de mujeres de entre 18 y 65 afios que acudieron al servicio ginecolégico
del Hospital Materno Infantil German Urquidi (HMIGU) en la ciudad de Cochabamba, Bolivia. Todas las participantes
firmaron un consentimiento informado.

Preparacion de ADN a partir de muestras conservadas

La extracciéon de ADN celular se realiz6 por el método de congelacion-descongelacion descrito por Fontaine et al."”. La
calidad del ADN extraido fue verificada mediante la amplificacion del gen de la 3-globina humana con los siguientes cebadores
GH20 (5'- GAAGAG CCAAGG ACAGGTAC - 3°) y PCO4 (5' - CAACTTCATCCACGT TCACC - 3') que amplifican un
fragmento de 268 pares de bases (pb)'¢. Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2 % (Sigma-Aldrich,
EE. UU.) después de una incubacién en una solucién de bromuro de etidio 0,5 pg /ml (Sigma-Aldrich).

PCRPGMY09/11

Las muestras fueron nuevamente analizadas para la deteccién del ADN viral de VPH utilizando el mix de cebadores
PGMY09/11, que amplifica un fragmento de 450 pb de la regién conservada del gen L1, los cuales permiten identificar mas de
30 tipos de VPH genitales'. La mezcla de reacciéon de PCR contenia 4 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada ANTP, 2,0 uM del mix
de cebadores, 1,25 U de GoTaq® G2 Hot Start Polymerase (Promega, EE. UU.). El volumen de reaccion total fue de 25 pl con
5 wl de extracto de ADN crudo. La PCR se realizé en un termociclador T100 ™ (Bio-Rad, EE.UU.) siguiendo el protocolo de
amplificacion descrito por Fontaine et al.'>. Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2 % (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) después de una incubacién en una soluciéon de bromuro de etidio 0,5 pg / ml (Sigma-Aldrich).
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Tabla 1. Deteccién de VPH mediante INNO-LiPA y PCR-EIA

Genotipos
Método
Alto Intermedio Bajo
16,18,31,33,35 39,45,51,
INNO - LiPA $2/56.25.59.68.73.82 26,53,66,40,54, 69,70,71,74  6,11,42,44
16,18,31,33,35,39,45,51,
PCR - FIA 52,56,58,59,68,73,82

Identificacion de VPH-AR y VPH16/18 por PCR GP5*/GP6*, - EIA

Para la deteccion de los VPH-AR se utilizd los cebadores especificos GP5+, 5- TTT GTTACT GTG GTA GAT ACT AC-
3y GP6', ., 5- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATTC 3'. Estos cebadores amplifican un fragmento de 150 pb de la
region L1 del genoma del VPH" incluidos los VPH -AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68)". La mezcla de
reacciéon de PCR contiene 3,5 mM MgCI2, 0,2 mM de cada uno de los ANTP, 1,0 uM de los cebadores, 1,25 U de GoTaq® G2
Hot Start polimerasa (Promega, EE.UU.). El volumen total de reacciéon fue de 50 ul con 10 pl de ADN. La PCR se realiz6 en
un termociclador T100 ™ (Bio-Rad, EE. UU.) siguiendo el protocolo de la PCR descrito por Fontaine et al.”>. Los fragmentos
amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2 % (Sigma-Aldrich, EE. UU.) después de una incubacién en una solucién
de bromuro de etidio 0,5 ug/ ml (Sigma-Aldrich).

Enzimo Inmuno ensayo (EIA)

Para la identificacién de los principales VPH-AR se utilizé la técnica de inmunoensayo enzimatico (EIA) descrita por
Jacobs et al.'”?. Brevemente, el producto de la PCR GP5'/GP6* biotinilados fueron capturados en micropocillos recubiertos
con estreptavidina (Greiner-Bio One). Para la deteccion e identificacién de 15 genotipos VPH-AR, se utilizaron dos cocteles de
oligonucleotidos: cdctel 1 con oligonucleétidos que hibridan VPH 16/18 y céctel 2 que reconocen VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 detallados en la Tabla 1.

La visualizacién de bandas se realizé con la ayuda de un espectrofotémetro obteniendo lecturas de densidad déptica (DO)
a 405nm, el punto de corte fue, el promedio de las DOs de los controles negativos mas tres desviaciones estindar como
recomienda Moller et al.>".

Deteccion de VPH con la técnica INNO-LiPA.

La deteccion e identificacién de VPH - AR por la prueba INNO-LiPA (Innogenetics NV, Ghent, Bélgica) se realiz6 siguiendo
las recomendaciones del proveedor con algunas modificaciones'. Brevemente, primero se realizo la PCR SPF10 que detecta
secuencias especificas (65 pb) en la region L1 del genoma de VPH e identifica 28 diferentes genotipos de VPH (16, 18, 31, 33, 35,
39,45,51,52,56,58,59, 68,73, 82,26, 53,66, 6, 11, 40, 43, 44, 54, 69, 70, 71 y 74)** como se detalla en la Tabla 1. La amplificacién
del ADN viral se llevd a cabo en un termociclador T100 ™ (Bio-Rad, EE.UU.). La presencia de productos amplificados se
confirmé por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, tefiida con bromuro de etidio. Los pasos de hibridacién se realizaron
poniendo en contacto el producto de amplificacién sobre tiras de nitrocelulosa siguiendo los procedimientos indicados en el
protocolo del fabricante.

Tabla 2. Comparacion de los Resultados de Deteccién de VPH-AR, INNO-LiPA vs PCR-EIA

General * Mono-Infeccién
INNO - LiPA PCR-EIA Total PCR-EIA Total
Positivo Negativo Positivo Negativo
Positivo 55 28 83 21 4 25
Negativo 3 12 15 2 8 10
Total 58 40 98 23 12 35
Kappa (CI 95%) 0,3 (0,11 - 0,44) 0,6 (0,32 - 0,89)

*Poblacion general que incluye multi-infecciones y mono-infecciones
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El analisis estadistico

El estudio de concordancia entre los diferentes métodos de
deteccion se realizd con el coeficiente de Kappa de Cohen. En
general, los valores de Kappa se valora de <0,20 a 1,00, donde 0,20
a 0,4 se considera un acuerdo regular, de 0,4 a 0,6 moderado, de
0,6 a 0,8 bueno y de 0,8 a 1,00 muy bueno?. Para la comparacién
de proporciones de resultados positivos se utilizo la prueba de
McNemar. Los célculos estadisticos se realizaron utilizando el
programa IBM SPSS Statisttics (version 25).

Resultados
Deteccion de VPH-AR por la técnica PCR GP5*/GP6*, -EIA.
Como se describe en la tabla 2, de las 98 muestras analizadas, la

técnica de INNO-LiPA detectd uno o mas genotipos de VPH-AR

en 84,7 % (83/98) de las muestras. En el resto (12,2 %), se detectd
casos con genotipos de bajo riesgo e intermedio. En 2 muestras
no se detecté ADN viral y en una muestra no se identificé ningin
genotipo. La técnica de PCR GP5*/GP6*, -EIA, detecté VPH-AR
en el 59,2 % (58/98) de las muestras. El indice de concordancia

Kappa entre ambas técnicas para detectar VPH-AR fue de 0,3 (95%

IC, 0,11 - 0,44), considerado como Regular (Tabla 2 izquierda).

Aplicando la prueba de McNemar (p = 0,00), se evidencia que

existen diferencias significativas entre las proporciones de muestras

positivas de alto riesgo detectadas por ambas pruebas.

La técnica INNO-LiPA evidencié la presencia de multiples
infecciones por VPH de alto riesgo en el 63,2 % (60/95) de la
poblacién analizada, donde, el 47,4 % (45/95) presentaba 2
genotipos y el 15,8 % (15/95) presentaba mas de 3 genotipos. Solo
35 de las 95 muestras (36,8 %) presentaron mono-infecciones.

Analizando la concordancia entre ambas técnicas para
la detecciéon de VPH-AR en muestras con mono y multiples
infecciones, observamos que la PCR GP5*/GP6*, -EIA detectd
genotipos de alto riesgo en un 92,0 % (23/25), en muestras
discriminadas como mono-infectadas por INNO-LiPA (Tabla 3).
En cambio, la capacidad de detectar VPH-AR fue menor (58,6 %,) en
muestras con multiples infecciones (34 de 58, datos no mostrados).
El indice de concordancia Kappa (Tabla 2 derecha) para detectar
VPH-AR entre las dos técnicas en muestras con mono infecciones
fue moderada (Kappa=0,6 (95 % IC, 0,32 - 0,89), el test de McNemar
(p = 0,688) indica que no existen diferencias significativas entre
ambas proporciones. Los VPH 52 no fueron detectados por la PCR
GP5'/GP6", -EIA, en muestras con mono- infeccién e incluso si
se encontraba coinfectada con genotipos de bajo riesgo o riesgo
intermedio (Tabla 4).

Detecciéon de VPH-16/18 por la técnica PCR GP5/GP6*, -EIA
Los resultados muestran que la técnica de INNO-LiPA detect6
VPH 16 y/o 18 en un 47,9 % (47/98) del total de las muestras.
Utilizando el coctel 1 (que solo detecta VPH 16/18), la técnica
PCR GP5*/GP6'BIO-EIA detect6 cualquiera de estos genotipos en
39/98 (39,8 %). El indice de Kappa de concordancia entre estas dos
técnicas fue Moderada (Kappa = 0,5; 95 % IC, 0,34 -0,67) (Tabla
5 izquierda). Cuando analizamos el indice de Kappa en muestras
con mono-infecciones, observamos que la concordancia es buena
0,7 (95 % IC, 0,48 -0,95) (Tabla 5 derecha). La comparacién de
proporciones medida por el test McNemar muestra que no existen

1\% junio-diciembre 2024 ® Gac Med Bol 2024; 47(2): 26-32

Tabla 3. Genotipos Detectados por INNO-LiPA vs PCR-
EIA en Mono-infecciones

Mono-infeccion

Ti\‘;;ge Riesgo  INNO-LiPA PCR-EIA
n cr* v

16 Alto 16 14 1
18 Alto 1 1 1
31 Alto 0 0 0
33 Alto 0 0 0
35 Alto 0 0 0
39 Alto 0 0 0
45 Alto 2 1 2
51 Alto 2 0 2
52 Alto 2 0 0
53 Intermedio 1 1

56 Alto 0 0 0
58 Alto 0 0 0
59 Alto 0 0 0
66 Intermedio 7 1

68 Alto 2 0 2
73 Alto 0 0 0
82 Alto 0 0 0

* Coctel 1: Oligos 16 y 18
** Coctel 2: Oligos para 13 genotipos de AR

diferencias significativas (p=1) entre ambos métodos
para detectar VPH 16/18.

Basandonos en los genotipos detectados por INNO-
LiPA en muestras con mono-infecciones, podemos ver
que el coctel 1 de la PCR GP57/GP6*, - EIA detect6
VPH 16 en 14 de las 16 muestras positivas y también
detecto el tinico caso con VPH 18 (Tabla 3). En general,
el coctel 1 detect6 VPH 16 o 18 en el 88,2 % de las
muestras con mono-infecciones. Por otro lado, se puede
observar que este mismo coctel dio reacciéon cruzada con
los genotipos 45, 53 y 66. La capacidad de detectar los
genotipos 16/18 del cdctel 1 en muestras con mdultiples

Tabla 4. Genotipo VPH 52 Detectado por INNO-LiPA
vs PCR-EIA

Tipode VPH ~ INNO-LiPA PCR-EIA
C1* %+
52 2 0 .
52+16/18 6 . .
52+AR 26 7 15
52 +IR 3 o .
52 +BR ) 0 .

* Coctel 1: Oligos 16y 18
** Coctel 2: Oligos 52+ 12 VPH AR
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Tabla 5. Comparacién de los Resultados de Deteccién de VPH 16/18 por INNO-LiPA vs PCR-EIA

General * Mono-Infeccién
INNO - LiPA PCR-EIA Total PCR-EIA Total
Positivo Negativo Positivo Negativo
Positivo 31 16 47 15 2 17
Negativo 8 43 51 3 15 18
Total 39 59 98 18 17 35
Kappa (CI 95%) 0,5 (0,34 - 0,67) 0,7 (0,48 - 0,95)

*Poblacion general que incluye multi-infecciones y mono-infecciones

infecciones es significativamente menor (53,3 %).
Discusion

En este estudio, comparamos la PCR GP5*/GP6", - EIA “in home” con la técnica “gold standard” INNO-LiPA, que identifica
una amplia gama de genotipos de VPH, con el objetivo de evaluar su capacidad de deteccion de los genotipos VPH 16,18 y otros
13 genotipos de VPH de alto riesgo.

Los valores de concordancia Kappa reflejan una concordancia de moderada a buena para la deteccién de VPH - AR (Kappa
= 0,6), asi como para la detecciéon de VPH 16 y /o 18 (Kappa = 0,7) en muestras con mono-infecciones. Sin embargo, la
concordancia entre ambos métodos para la deteccién de VPH-AR fue baja (Kappa = 0,3) cuando se incluye en el analisis
muestras con multiples infecciones (total de las muestras).

Una diferencia fundamental entre ambas técnicas son los cebadores utilizados para la amplificacion del ADN viral. La PCR
INNO-LiPA se basa en un sistema de cebadores SPF10, que tiene una mayor sensibilidad y robustez para detectar multiples
infecciones. Esto se debe a la alta capacidad de hibridacién de los cebadores SPF10 con ADN viral fragmentado, como es el caso
en ADN recuperado de tacos biopsias, o en muestras con baja carga viral*, amplificando fragmentos pequefios (65pb) de ADN
de VPH?. En cambio, la PCR GP5*/GP6",, utiliza cebadores que amplifica un fragmento de 150 pb la region L de un amplio
espectro de genotipos de VPH genital®, con elevada sensibilidad®. Sin embargo, esta disminuye en muestras con multiples
tipos de VPH?.

De las 98 muestras analizadas, la PCR SPF10 INNO-LiPA detecté ADN del VPH en 96 muestras, sin identificar genotipo
alguno en una muestra. En cambio, la PCR GP5*/GP6", - EIA detecté ADN viral en 83 de 98 muestras. La PCR SPF10 INNO-
LiPA detect6 ADN viral en 6 muestras que fueron negativas por PCR PGMY09/11, asumimos que estas muestras tuvieron
niveles bajos de ADN puesto que fueron positivas por la nPCR GP5/6. La PCR GP5*/GP6", | fue negativa en 11 muestras PCR
PGMY09/11 positivas. Los sistemas de PCR que usan cebadores multiples, tales como PGMY09/11 (5 forward y 13 reverse) o
la SPF10, parecen ser mas robustos que los sistemas que utilizan cebadores de consenso tnico, como GP5+/GP6+, siendo los
primeros mas eficientes para detectar multiples infecciones®.

Con respecto a la deteccion de VPH-AR, muchos estudios comparan el INNO-LiPA con métodos tales como multiplex
PCR?, AdvanSure (basado en RT-PCR)* o captura de hibridos HC2*, encontrando valores de Kappa que van desde 0,44 a 0,98.
Nuestros resultados muestran una buena concordancia (Kappa = 0,7) entre ambas técnicas para la detecciéon de VPH 16/18
en muestras con mono-infecciones, aunque la concordancia de deteccion de VPH-AR (Kappa = 0,3) y VPH 16/18 (Kappa =
0,5) fue inferior (Tabla 2 y 5) cuando se incluyeron muestras con multiples infecciones. De hecho, diferentes estudios reportan
que la sensibilidad para discriminar genotipos esta en funcion de la técnica empleada®?!, pero en pocos estudios se especifica
una diferencia de concordancia entre muestras con mdultiples o mono-infecciones. Un solo estudio® compara la tipificacion del
VPH de la (reverse line blotting) PCR GP5*/6*- EIA-RLB (reverse line blotting) con la técnica INNO-LiPA y HPV Amplisense,
encontrando una concordancia muy buena entre los dos primeros métodos (Kappa = 0,87) similar a la nuestra, en muestras
con mono-infecciones.

Por otro lado, hemos observamos que el VPH 52 esta mayoritariamente presente en las muestras genotipificadas por el
sistema INNO-LiPA. Sin embargo, la PCR GP5'/GP6*, ~EIA coctel 2 (en caso de muestras mono-infectadas con VPH 52, o
en presencia de VPH 16 y/o 18 o con VPH de bajo riesgo) no lo detecto. Inicialmente, nos cuestionamos si habia un problema
con el oligonucledtido especifico para VPH 52 del coctel 2, sin embargo, revisando la bibliografia nos percatamos que los
cebadores GP5*/GP6" tienen menor sensibilidad para amplificar bajas cargas de VPH 52%%, igualmente cuando se compara
con los cebadores MY09/11 0o PGMY09/11***, lo que explica la diferencia de deteccion de VPH 52 entre estas PCRs en nuestros
ensayos.

En resumen, la técnica INNO-LiPA tiene mayor sensibilidad analitica e comparaciéon con la PCR GP5*/GP6* para la
deteccion de una amplia gama de VPH***. Sin embargo, la PCR GP5*/GP6*, -EIA, presenta una buena especificidad para
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detectar VPH 16/18, sobre todo en muestras con mono-infecciones. Las frecuencia de multiples infecciones (entre dos o tres
genotipos por muestra) en este estudio es mayor entre mujeres de 20 a 29 afios y disminuye a mayor edad, algo que estd bien
descrito®. Ademds, en mujeres con citologia normal o LSIL (Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado), la frecuencia de
diferentes genotipos de VPH es mayor que en mujeres con lesiones alto grado®. Se debe considerar que los VPH 16/18 son
responsables del 70 % de casos de cancer de cuello uterino”, la especificidad para la deteccién de estos genotipos en nuestro
estudio fue moderada (Kappa = 0,5) en multiples infecciones y buena (Kappa = 0,7) en mono-infecciones. Considerando estos
aspectos la técnica PCR GP5°/GP6*, -EIA implementada puede ser recomendable en mujeres mayores de 30 afios sobre todo
para la deteccién de VPH 16/18. Para una mejor sensibilidad de deteccion esta técnica podria complementarse con otras tipos
de PCR utilizando otros cebadores***. También se sugiere realizar mas estudios combinando diferentes oligonucleé6tidos de

hibridacién en funcién de la frecuencia de genotipos identificados en nuestra region.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener ningun conflicto de intereses.
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