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Resumen:

Introduccion: En México el cancer cervicouterino, en el grupo de 30 a 44afios, es la tercera causa
de muerte y una de las primeras 10 en todos los grupos de edad hasta los 64.El Programa
Nacional de Prevencion y Control de cancer cervicouterino se implementé en el afio de 1974 pero
ha enfrentado grandes dificultades como la baja cobertura nacional.

Obijetivo: El objetivo de este trabajo es evaluar la eficiencia diagnéstica de la técnica de citolégica
convencional vs la Citologia de Base Liquida (SurePath) en el tamizaje de lesiones de cérvix.

Metodologia: Se obtuvieron muestras de 450 pacientes de 35 a 64 afios que acudieran al servicio
de Colposcopia del H.R.A.L.M. ISSSTE y unidades de medicina familiar periféricas para realizar el
estudio de citologia de base liquida SurePath y citologia convencional correcorrelacionando con la
técnica de PCR como prueba gold estandar.

Resultados: El pico maximo de lesiones de cérvix se detectd entre los 35 a 55 afios, los medios de
conservacion celular tanto de citologia de base liquida como convencional fueron adecuados y
eficaces. Los subtipos 16 y 18 fueron los involucrados con mayor frecuencia en las lesiones
cervicales. La sensibilidad de la citologia convencional es ligeramente mayor que la de la citologia
de base liquida (65 vs 51.5).

Conclusiones: Ambas técnicas mostraron buena preservacion de la muestra y el porcentaje de
inadecuados fue excesivamente bajo. La sensibilidad fue ligeramente mayor en la citologia
convencional y en cuanto a especificidad ambas técnicas son equiparables.




Abstract:

Introduction: In Mexico cervical cancer in the group of 30 to 44 years old is the third leading cause
of death and one of the top 10 in all age groups up to 64. The National Programme for Prevention
and Control of cervical cancer was implemented in the year 1974 but has faced great difficulties
such as low national coverage.

Objective: The objective of this study was to evaluate the diagnostic efficiency of conventional
cytological technique vs Liquid Base Cytology (Sure Path) in the screening of cervical lesions.

Methods: Samples were obtained from 450 patients from 35 to 64 years serving them to come
HRLAM colposcopic ISSSTE and family medicine peripherical units for the study of liquid based
cytology (Sure Path) and conventional cytology making a comparison with PCR as gold standard
test.

Results: The peak was detected cervical lesions between 35 to 55 years, cell conservation means
both liquid based cytology and conventional were adequate and effective. The subtypes 16 and 18
were most frequently involved in cervical lesions. The sensitivity of conventional cytology is slightly
higher than that of liquid based cytology (65 vs 51.5).

Conclusions: Both techniques showed good preservation of the sample and the percentage of
inadequate was too low. The sensitivity was slightly higher in conventional cytology in specificity
both techniques are comparable.




ANALISIS COMPARATIVO ENTRE DOS TECNICAS CITOLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICEN
MUJERES CON SOSPECHA DE LESION PREMALIGNA O MALIGNA DEL CERVIX.
Correlacion citoldgica frente ala Prueba de PCR de ADN de VPH de Alto riesgo.

Presentacién General del Proyecto

En base a la Norma Oficial Mexicana 014-SSA-2 que se publico el jueves 31 de mayo del 2007,
las autoridades del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales (ISSSTE), llevaron a cabo la
implementacion del laboratorio de PCR en el Hospital Adolfo Lépez Mateos, a partir febrero del
2012, con la Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real para la deteccién
del Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo. Al mismo tiempo se instalé el equipo de Citologia
en Base Liquida SurePath™,

Al laboratorio llegan las tomas de cepillado cervical realizadas con la brocha cervical Rovers ™,
realizando tres giros alrededor del orificio cervical, se enjuaga la brocha en el frasco de 20 ml. de
metanol de la marca PreservCyt™, como medio conservador y transporte. Las muestras se
procesaron con el sistema Cobas4800™ (PCR), para la Prueba de deteccion del panel de 12 tipos
del Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo y genotipificacion 16/18 y al mismo tiempo en el
sistema de citologia de Base Liquida SurePath™.

En total se procesaron 450 muestras del periodo de febrero 2012 a junio del mismo afio. Los
cepillados cervicales para Prueba de VPH fueron tomados de mujeres asintomaticas que acuden a
la campafia de deteccion de lesiones cervicales, de entre 35 a 64 afios, que acudieron al servicio
de colposcopia del Hospital Regional Adolfo Lépez Mateos ISSSTE y unidades de medicina
familiar (Coyoacan, Churubusco, Leonardo Bravo y Xochimilco) que firmaron hoja de
consentimiento informado para la toma de la prueba de VPH. La fase complementaria del proyecto
se realiz6 a partir de frotis de Papanicolaou de mujeres que también contaban con muestra para
PCR.

Las muestras con el material celular, fueron transportados en hieleras con gel refrigerante al
laboratorio de PCR. Se registraron con un cédigo de barras que también se imprimié y colocé
lateral y verticalmente en el frasco previa identificacién de datos de cada paciente.

Se procesan las muestras y los resultados en el equipo para PCR, los resultados se incluyen a una
interfase que envia los datos a la computadora del laboratorio y se transforma en una base de
datos de Excel que incluye el codigo de barras, nUmero progresivo de PCR, nimero de filiacion,
edad y resultado de PCR. Los resultados del sistema Cobas arrojan el resultado de un panel de 12
tipos de VPH de alto riesgo y la genotipificacion del tipo 16, 18 y validacién de la B-globina.

Los resultados adecuados de los controles positivo y negativo, validan todo el lote (94 casos). Asi
mismo, en el caso de la citologia de base liquida SurePath™ una muestra con escasa celularidad
invalida la prueba.

El PCR-tiempo real (Cobas 4800®) emiti6 cuatro canales de resultados para cada muestra:
deteccion de panel de alto riesgo (positivo/negativo); virus tipo 16 (positivo/negativo); virus tipo 18
(positivo/negativo) y B-globina (valida o invalida).

El proceso del sistema SurePath incluye la mezcla de la muestra con una solucién de densidad, 2




procesos de centrifugacion y sedimentacion sobre el portaobjetos con una camara cilindrica que
concentra el material en un diametro de 1.3 cm. La tincion es con los reactivos convencionales de
Papanicolaou. Se llevan a cabo 2 lavdos con etanol y se cubren las laminillas con cubreobjetos y
resina para llevar a cabo la interpretacién microscépica con microscopio Carl Zeiss con objetivos
de 5 x, 10 X y 40 X planacromaticos. Cada laminilla fue observada x 2 pat6logos haciendo
diagndstico de consenso.

El tipo de perfil de la infeccidon por VPH en nuestra poblacién, es similar a la observada en las
mujeres de raza sajona, sin embargo el perfil que presenta la curva reportada por Salmerén y cols.
de otra poblacién mexicana (Morelos), es de tipo bimodal con el primer pico en los grupos etarios
de menos de 24 afios, luego descendente y el segundo pico corresponde al grupo etario de.65 o
més afios (salmerdn). Es probable que éste fendmeno esté relacionado al nivel socioeconémico y
educacional de la poblacién de mujeres derechohabientes del ISSSTE, que son trabajadoras del
estado y que corresponden a mujeres de estrato socioeconémico medio: maestras, administrativas,
abogadas, doctoras, profesoras universitarias y trabajadoras manuales. Nuestra curva se mantiene
en meseta entre los 35 a 55 afios.

Globalmente la prueba de VPH-AR arroja deteccion significativamente mayor de casos positivos en
comparacion que la citologia o la histopatologia.

Es necesario fortalecer los laboratorios de Citologia para recuperar la confianza de los médicos y
poblacién en general, porque en el triage de la prueba de VPH positiva alto riesgo, la toma del
Papanicolaou, es la eleccién. De igual manera para las mujeres positivas a la genotipificacién
VPH 16/ 18, es prioritaria la exploracidon colposcopica con biopsia exocervical y cepillado
endocervical, en caso de no observar lesion exocervical. Esto Ultimo basado en la evidencia de
que los VPH 16/18 poseen oncogenicidad de evoluciébn mas proxima, hacia el NIC2/3 o
carcinoma invasor.




Objetivo General:

Evaluar la eficiencia diagnostica de la técnica de citoldgica convencional vs la Citologia de Base
Liquida (SurePath) en el tamizaje de lesiones de cérvix uterino en pacientes que acudan al
servicio de Colposcopia del H.R.A.L.M. ISSSTE y unidades de medicina familiar periféricas
correlacionando con la técnica de PCR como prueba gold estandar para obtener la especificidad,
sensibilidad valores predictivo negativo y predictivo positivo.

Objetivos Especificos:

a) Determinar la frecuencia de lesiones intraepitelialespremalignas del cérvix (de bajo y alto grado)
0 cancer invasor, mediante dos técnicas de deteccion citolégica: Citologia dé base liquida
(SurePath) y Citologia convencional (Prueba de Papanicolaou).

b) Identificar grupos etarios de riesgo para el cancer cervicouterino a través de la prueba de ADN
para virus del papiloma humano de alto riesgo y genotipificacion del tipo 16 y 18 y a través de
Citologia de Base Liquida y Citologia Convencional.

c) Determinar cudl es la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de cada una de las técnicas de
diagndstico citologico presentadas en éste estudio. Tomando como Prueba Gold Standar la prueba
de PCR para ADN del VPH de alto Riesgo.

d) Realizar correlacion porcentual de la prueba de la Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)
para ADN del virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo contra el diagnéstico citolégico
(Papanicolaou) convencional y de base liquida SurePath™.
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Introduccién.

La regién de Latinoamérica se ha ubicado mundialmente por debajo de Africa en relacion a la
frecuencia del cancer cervicouterino. Africa es la region con mas altas tasa de morbilidad y
mortalidad segin la OMS, 25.2 y 17.6 respectivamente por 100,000 habitantes. Globalmente
Latinoamérica tiene tasa de incidencia de 23.5 y tasa de mortalidad de 10.8; México esta
ubicado por debajo de la media global de los paises Latinoamericanos. No obstante es la segunda
causa de muerte por cancer en las mujeres mexicanas segun reporte de la OMS/ICO en el 2010.
Para el afio 2010, la OMS coloca a México con tasa de incidencia de 22 y mortalidad de 10 por
100,000 mujeres (7).

En México el cancer cervicouterino, habia sido considerado lider en la mortalidad por cancer en la
mujer, sin embargo segun los registros del INEGI/SSA, a partir del afio 1979 hasta el 2005 se
registré una curva descendente, mientras que el cancer de mama registré6 una curva ascendente
en la tasa de mortalidad hasta el afio 2005 que ambas curvas coincidieron, este punto de
interjeccion corresponde a la tasa de mortalidad de 12 x 100,000. El cancer de mama sigue
ascendiendo y actualmente ya es lider de mortalidad por cancer en México. Se ha proyectado que
en el afio 2030 seguird aumentando la frecuencia de cancer de mama (CONAPOQ), mientras que se
observard progresiva disminucién de la mortalidad por cancer cervicouterino. Este fenébmeno se ha
correlacionado con incremento de la cobertura poblacional del tamizaje de la prueba de
Papanicolaou y disminucion de la natalidad (3).

Epidemiologia en México

* En México, los genotipos de VPH asociadosa CaCuson:
16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,53,56,58,59,66,68
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Lazcano-Ponce Eduardo, et. al. Epidemiology of HPV Infection among mexican
womenwithnormal Cervical cytology.
Int.J.cancer; 91, 412-420(2001)

La ciudad de México en comparacién con el promedio nacional, presenta las tasas mas bajas de
morbilidad y mortalidad en el afio 2006, y junto con las regiones centro y sur del pais tiene una
tendencia descendente (1)

Segun estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social IMSS en los ultimos 10 afios, el cancer
cervicouterino se ha mantenido como la segunda neoplasia en orden de frecuencia global, sin
embargo, para la poblacion femenina se ha ubicado en el primer lugar. En el grupo de 30 a
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44afios, es la tercera causa de muerte y una de las primeras 10 en todos los grupos de edad hasta
los 64. En los ultimos tres lustros, la tendencia de la mortalidad por esta causa, se ha mantenido
estable, con un rango de 3.3 a 4.5 defunciones por 100 mil derechohabientes usuarios. Las tasas
especificas de mortalidad se incrementan a medida que aumenta la edad. Si se toma como
referencia a las mujeres menores de 40 afios y se compara con cada uno de los grupos etarios, el
riesgo de fallecer por esta neoplasia es cinco veces mayor para el grupo de 40 a 49 afios y se
eleva hasta 10 veces en las mujeres mayores de 80 afios.

Los paises latinoamericanos han tenido la desagradable experiencia de no haber tenido sistemas
de tamizaje organizado por lo que actualmente se tiene una situacién que requiere diversos
puntos importantes para combatir los errores del pasado y mirar con objetividad y aprovechando
los recursos disponibles para lograr metas tangibles en relacién a la disminucién del céancer
cervicouterino (9). Algunos puntos importantes para mejorar las campafias para prevenir el cancer
cervicouterino son:

a) Incrementar el acceso de las regiones rurales, desprotegidas o aisladas al sistema de salud
b) Supervisar la calidad de la prueba de Papanicolaou (toma y diagnéstico)

¢) Vigilancia de la certeza diagndstica

d) Seguimiento de los casos detectados por el tamizaje poblacional

e) Supervision de la calidad del Papanicolaou

f) Supervision de la calidad de los servicios de Colposcopia

g) Acceso a estudio histopatologico de calidad

h) Capacitacion a personal de Citologia e Histopatologia

i) Acceso a tratamiento oportuno y adecuado
j) Tomar precaucion de la carga de la enfermedad e importancia del tamizaje

k) Tomar precaucion del subregistro en los paises de América Latina

Segun la OMS, México cuenta con una cobertura de 36.1% en mujeres mayores de 20 afios
(ENSANUT 2006) en mujeres con Papanicolaou anual y 55.6% en mujeres con Papanicolaou cada
tres afios. Segun Murillo R., y col. la cobertura en México en el afio 2008 fue de alrededor del 20%
global a nivel nacional y se coloca por debajo de Ecuador (32%), Costa Rica (38%), Guatemala
(41%), El Salvador (48%), Colombia (51%), Argentina (52%), Cuba (55%), Brasil (63%) y Chile
(68%) (Murillo).
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En México el Programa Nacional de Prevencion y Control de cancer cervicouterino se implementé
en el aflo de 1974 (Lazcano), pero ha enfrentado grandes dificultades, durante la década de los
afios 80" y 90’s, como la baja cobertura nacional, mortalidad en todos los grupos de edades, asi
como falta de monitoreo y control de calidad para la citologia (toma y diagnéstico microscopico).
(Lazcano-18 -Alonso).

Se ha reportado una discreta disminucion de cancer cervicouterino en la década del 2000. El
Sureste y Centro de México tienen mayor mortalidad que la region del Norte. Los falsos negativos,
llegan hasta 50% o0 mas en los laboratorios de citologia. (Lazcano).

Se han sefialado las limitaciones intrinsecas de la citologia convencional (prueba de Papanicolaou)
para identificar las lesiones premalignas y malignas del cérvix uterino (26). La sensibilidad de la
citologia convencional ha mostrado cifras tan bajas como 50 ( 25 )y especificidad de 90. La
citologia convencional puede tener diversos errores en su procesamiento, lo cual contribuye a
resultados falsos negativos. Con el tradicional procedimiento manual de extendido de las células
en el portaobjetos es imposible estandarizar y frecuentemente se observan areas de sobreposicion
celular que hacen imposible identificar células malignas cubiertas de moco, sangre y células
inflamatorias con fijacion insuficiente o tardia.

La técnica de Citologia de Base Liquida (CBL) ha surgido como estrategia para disminuir los falsos
negativos de la citologia convencional. La CBL es un método estandarizado con pocos casos
inadecuados, adecuada fijacion, extendido aleatorio, eliminacién del proceso inflamatorio, detritus
celulares, sangre y moco. La Citologia de Base Liquida utiliza un medio de transporte y fijador
liguido, hay una excelente preservacion de la muestra y el nUmero de células sobre la laminilla
esta en un area circular de hasta 2 cm de diametro, la seleccion de las células es aleatoria y
representativa ( 25).
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La LBC ha sido desarrollada para optimizar el desempefio de los citotecndlogos, patologos y
citopatélogos. La LBC ha logrado reducir el numero de falsos negativos de la citologia
convencional ( 25).

El mas grande inconveniente, para los paises en desarrollo es que la CBL tiene elevado costo de
procesamiento, aunque la sensibilidad de la LBC supera a la de la citologia convencional y la
especificidad es equiparable. La conversién a citologia en base liquida, en paises avanzados ha
aumentado la sensibilidad, la especificidad de la citologia convencional y de base liquida son
igualmente altas.

Los dos sistemas mas utilizados de Citologia en Base Liquida son, el Sistema de ThinPrep y el
Sistema de SurePath, ambos fueron desarrollados en Estados Unidos y avalados por la FDA (
Food and DrugAdministration) para el tamizaje primario de cérvix. En México la COFEPRIS ha
autorizado el uso de la Técnica de ThinPrep y SurePath.

En el afio del 2007 la Secretaria de Salud, autorizd la aplicacion de tamizaje para carcinoma
cervicouterino (Ca.Cu.) a través de las pruebas de biologia molecular, CH2 y PCR, en forma
conjunta con la citologia cervicovaginal (Lazcano 19 ). Esta nueva estrategia en el manejo de la
Campafia de Deteccion y Control del Ca.Cu. en México, puede generar elevado costo beneficio,
podria impulsar a México para incrementar la cobertura y mejorar la calidad del sistema que
histéricamente ha sido problema de salud publica nacional. (NOM 014).

Wallboomers y cols. (8 ), identificaron al virus del papiloma humano como oncogénico para el
97% de los carcinomas invasores del cérvix. Desde la década de los afios 80s, la biologia
molecular se ha aplicado en el estudio de cancer cervicouterino, a través de la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, se fabricaron primers (cebadores) para la region blanco, que es la
proteina mayor de la capside “L1” del virus del papiloma humano, permiten identificar, paneles de
VPH de bajo riesgo oncogénico y paneles de 12 (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 53, 56, 58, 59, 66 y
68) tipos de VPH de alto riesgo, asi como genotipificacién de los tipos 16 y 18; considerados los
de mayor riesgo préximo oncogénico, de tal modo que se pueden hacer diferentes grupos de
riesgo epidemiolégico para el cancer cervicouterino y actualmente ya se cuenta con guias de
manejo para las diferentes opciones de positividad.

La OMS en 2010, reporté que el adenocarcinoma invasor de cérvix presenta el tipo 18 de VPH en
el 34.2% y el tipo 16 en el 33.5%. Para el carcinoma epidermoide reporté que el 55.5% estaba
asociado al tipo 16 y el 11% al tipo 18. Los otros tipos de carcinoma cervical presentaron tipo 16 en
el 50% vy tipo 18 en el 16.2% (OMS 2010). De modo que los tipos 16 y 18 del Virus del Papiloma
Humano se asocian al 70% de los carcinomas del cérvix. Este hallazgo se correlaciona con el
hecho de que la prevencién primaria con la vacunacion contra el virus del papiloma humano, sélo
prevendria el 70% de los carcinomas cervicales y las investigaciones en pro de nuevas vacunas
estan en proceso.
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Epidemiologia en México

Tipos mas frecuentes en mujeres con y sin lesiones en cérvig

I N N

31,45,33,58,52,35,35,59

-16(38.1%), 58 (13.0%) , 18 (8.6%) 58.7%
31,52,33,51,6,45,35
-16 (18.0%), 6 {7.2%), 11 (6.8%) 32.0%

58,31,52,18,33,51,56

58,61,71,31,51,53,70,62

Lazcano-Ponce Eduarda, et.al. Epid emiclogy of HPW
Infection among mexian womenwith normalCervicaloytology.
Int. ). cancer; 91, 412-420(2001)

En México la positividad para la infeccién por el Virus del Papiloma Humano en las mujeres con
estudios citolégicos normales es del 10% (Salmerén), mientras que en el estudio ATHENA se
reporta el 6.7% de mujeres positiva para VPH de AR con citologia normal ( 9).

Actualmente el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado
(ISSSTE), ha iniciado la estrategia del tamizaje con el uso simultdneo de la citologia cervicovaginal
y la Prueba de VPH para virus de alto riesgo. En el afio de 2010, se procedi6 a hacer una
estrategia de cobertura amplia para las pacientes derechohabientes del ISSSTE, que se
encuentren entre los 35 y 64 afos de edad.

El sistema de Citologia en Base Liquida que en USA se encuentra registrado con el nombre de
SurePath™ y se ha registrado en Latinoamérica con el nombre de Monocapa.®Este sistema
incluye procesos para citologia exfoliativa cervical y de liquidos corporales. Se menciona que
aportan ciertas ventajas en comparacion con la citologia convencional como son:

-Incremento considerable (64.4% en USA)en la deteccion de NIC 3 (lesion intraepitelial de alto
grado).

-Un ndmero inferior de casos no satisfactorios o insuficientes.

-Se obtienen células en monocapa, desapareciendo artefactos como moco, sangre y elementos
inflamatorios.
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Justificacion

El Programa Nacional de Prevencion del cancer cervicouterino se inicié en el afio de 1974, pero
perdio intensidad y casi se perdid, por lo que en el afio de 1994-98 el Sector Publico de Salud,
reinicié el plan del tamizaje citolégico a partir de los 25 afios y hasta los 64 afios; con el esquema
de 1-1-3 afios (Murillo)

El Sector Salud en México ha realizado tamizaje citologico cervical desde 1974, pero con pobres
resultados porque se han registrado altas tasas de falsos negativos, falta de seguimiento, baja
cobertura, deficiente calidad de la toma y fijacién de los frotis, asi como la falta de control de
calidad de los laboratorios de Citologia (Alonso).

En el afio 2000, el ISSSTE reportd tasa de mortalidad de 10.3 y en el afio 2008 de 7.4, lo cual
constituye una disminucion del 2.9, se considera que este fendmeno puede estar relacionado ala
disminucién de la tasa de natalidad y aumento de la cobertura poblacional, segun los datos
adquiridos en el andlisis de biomarcadores epidemiol6gicos Lazcano-Ponce (6).

Nuestro estudio es relevante porque aplica y evalila las nuevas tecnologias de
CitologiaCervicovaginal. La Citologia de Base Liquida (LBC) constituye una estrategia de
tecnologia actual, para aumentar la calidad del diagndstico microscépico del tamizaje primario del
céancer cervicouterino.

Evaluar la eficiencia diagndstica de la citologia convencional vs la Citologia Liquida (SurePath),
podria ofrecer numerosas ventajas al procedimiento, optimizando la labor de los técnicos y
meédicos patélogos que son esenciales en el desarrollo de la campafia contra el cancer
cervicouterino.

Se aplicara la prueba de Biologia molecular PCR VPH-AR vy se realizara el estudio citolégico de
manera paralela o simultanea, con lo cual, se optimizara el enfoque del diagnéstico citolégico e
histopatolégico.

La combinacién de las técnicas convencionales y modernas enfocadas hacia la prevencion del
cancer cervicouterinoconstituyen una nueva y renovada vision, con la Unica meta inmediata de la
deteccion temprana de las lesiones de cérvix premalignas y malignas.

Finalmente este estudio confia en que la medicina del futuro podra brindar un sistema de
deteccion temprana para el cancer cervicouterino que sea confiable y con altos niveles de calidad.

Considero que la evaluacion honesta de los resultados podra ayudar a visualizar peculiaridades,
diferencias y similitudes en el perfil de la infeccion del virus del papiloma humano en las
derechohabientes del ISSSTE y su relacién con la historia natural del cancer cervicouterino.
Igualmente se haran evidentes los puntos débiles que requieran cambios o fortalecimiento en
relacion al proceso de deteccién, prevencion, control y tratamiento deesta patologia en México.
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Estrategia y metodologia

En la Ciudad de México, en el Hospital Adolfo Lépez Mateos del ISSSTE (Instituto de Seguridad y
Servicio Social para los Trabajadores del Estado), en el Servicio de Patologia, se realizaron
pruebas de Citologia de Base Liquida SurePath, Citologias Convencionales y pruebas de PCR
para DNA de VPH de Alto Riesgo.

Se tomaron muestras cervicovaginales a 450 pacientes derechohabientes del ISSSTE, del servicio
de Colposcopia de esta unidad asi como de algunas clinicas de medicina familiar del ISSSTE,
asintomaticas de 35 a 64 afios de edad que estuvieran en la campafia de deteccion de cancer
cervicouterino.

El estudio se llevd a cabo en forma prospectiva a partir del 1° de enero del 2012 hasta junio 2013,
en esta unidad médica a 450 pacientes mediante la realizacion de la técnica de citologia de base
liguida (SurePath) y citologia convencional a cada una, correlacionando después los resultados
con el estudio histoldgico y molecular y se determind, cual de las dos pruebas es la méas sensible y
especifica para realizar la deteccion.

1.- Toma de muestra con brocha cervical para realizar:
a) Frotis convencional para prueba de Papanicolaou
b) Lavado de brocha cervical en solucién preservadora de SurePath.

c) El liquido residual conservador de SurePath sirvié para realizar el estudio de PCR VPH-AR,
Cobas 4800 (Pool de 12 AR y genatipificacion 16/18) en caso de que no hubiera sido realizada.

2.- Las pacientes positivas a cualquiera de las pruebas evaluadas pasaron a colposcopia con
biopsia de cérvix o cepillado endocervical. En las mujeres sin lesion colposcépica visible se realizd
el cepillado endocervical.

Las muestras fueron tomadas en cada una de las unidades de referencia por el médico o
enfermera responsable, utilizando una brocha cervical (Roverts©), haciendo tres giros alrededor
del orificio cervical, cada utensilio se us6 para el extendido de Papanicolaou y lavado en el medio
de transporte liquido (viales de PreserveCyt de ThinPrep®) de 20 ml. de metanol.

Se transportaron desde las clinicas en recipientes herméticos con geles frios intercalados entre
las muestras. Cada paciente se registrd0 en su clinica con un cédigo de barras y al llegar al
laboratorio de PCR, se imprime la etiqueta con el cédigo de barras y se coloca sobre la cara
lateral y en forma vertical en cada frasco; cotejando los datos de identidad. Enseguida las
muestras se colocan en refrigeracion de 2-8°C, asi podran permanecer, en caso de necesidad
hasta por un maximo de 6 meses, de acuerdo a los instructivos del vial para prueba de PCR de
DNA de VPH (PreserveCyt de ThinPrep®).

Se hicieron bases de datos con codigos de las pacientes, siglas del nombre, nimero de citologia
en base liquida, citologia convencional y PCR, edad y namero de filiacion.

Los componentes del sistema automatizado de citologia liquida SurePath son:

-Vortexmultivial: Permite homogeneizar las muestras en conjunto (hasta 25 muestras).
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-PrepMate: Prepara los tubos cénicos antes del proceso de centrifugacion.

-Centrifuga: Separa las células de interés de los interferentes de la muestra.

-PrepStain: Los tubos con muestra son utilizados para preparar laminillas y tefiirlas.

El proceso de SurePath incluye los pasos siguientes:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se reciben las muestras en vial PreserveCyt de ThinPrep, se rotulan y se introducen en el
Multi-Vial Vortexer, se selecciona la velocidad y el tiempo y se inicia el proceso de
homogenizacion de la muestra.

Cargar la gradilla del PrepMate con los viales (hasta 12 viales).

Posicionar cada tubo cénico de 15 ml junto al vial con la muestra que le corresponde, se
depositan 4 ml de CytoRichDensityAgent (liquido de densidad CytoRich) en cada tubo.

Ubicar una jeringa en el orificio adyacente a cada vial.

Colocar la gradilla en el soporte del equipo y se inicia el proceso de “enriquecimiento
celular”.

Verificar que cada tubo contenga 12 ml de muestra, posteriormente se transfieren los tubos
con la suspensién celular a la gradilla para la centrifuga.

Realizar la centrifugacion que esta conformada por 3 pasos: Centrifugacién suave (separa
las células de interés de los detritus celulares), remocién del sobrenadante (mediante
succionadores de bomba de vacio con un volumen residual de 4 ml), y centrifugacion
fuerte (concentra el material celular).

Decantar el sobrenadante y homogeneizar las muestras en el vortex.
Colocar laminillas en la bandeja de sedimentacién y rotular.

Ubicar la gradilla con los tubos y la bandeja de sedimentacién en el equipo PrepStain con
las cdmaras de sedimentacion.

Iniciar el programa GYN (muestras ginecoldgicas) en el equipo PrepStain.
En la ventana del programa, referir el nimero de muestras (mdltiplos de 4).

Encender la bomba de aspiracion, se inicia el sistema y pasa un volumen de diluyente por
los conductos hacia el depésito de desechos liquidos.

Posteriormente se inicia el proceso de tincién de las muestras. Una vez que esté tefiida
una bandeja, el equipo emite una alarma y se debe retirar.

Invertir la bandeja para decantar el alcohol residual y seque el sobrante. Retire la cAmara
de sedimentacion de cada laminilla.

Deshidratar la muestra con bafios de xilol y alcohol.
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17. Aplicar el medio de montaje permanente y colocar el cubreobjetos.

18. Retirar las gradillas de tubos del equipo PrepStain y afiadir 2 ml de liquido preservante en
cada tubo, cubrir con parafiim. Los botones celulares soportardn asi 4 semanas a
temperatura ambiente y 6 meses en refrigeracion.

Posteriormente de haber sido procesadas las muestras los resultados se leyeron por los patélogos

y citotecnélogos y se transfirieron a la computadora del laboratorio, posteriormente, se transfirieron
a una base de datos de Excel, donde también se encuentran capturados los resultados de la
prueba molecular PCR.

Para realizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, se trabaj6 con plataforma de PCR-Tiempo
Real (Cobas 48000©) que identifica, un oligonucleétido de 200 pares de bases del gen polimorfo
de la proteina mayor “L1” de la capside del Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo. Se hace el
rastreo de un panel simultaneo de 12 tipos de VPH de Alto Riesgo que incluyen: 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, y 68, con Genotipificacion del tipo 16 y tipo 18. En cada caso se evalla
como control interno, el rastreo del gen de la B-globina con 330 pares de bases. Se incluye
testigos positivo y negativo para cada corrida (94 casos).

El proceso de PCR-RT esencialmente consta de los siguientes pasos:

1. Dar vortex a los tubos y destaparlos.

Colocar el rack de muestras en el area de carga de las muestras.

Colocar una cobas 4800 DeepwellPlate (Placa de extraccion), un cobas Microwellplate

(Placa de PCR) y diez racks de puntas llenas en su soporte.

Escanear las etiquetas de Wash Buffer (WB) utilizando el escaner de mano.

Escanear un reservorio nuevo de 200 ml y vaciar el WB en el reservorio de reactivo.

Escanear la etiqueta del Elution Buffer (EB).

Escanear un reservorio nuevo de 50 ml y vaciar el EB en el reservorio.

Escanear el reactivo de MGP.

Escanear un reservorio nuevo de 50 ml.

10. Dar vértex o agitar vigorosamente el envase de MGP por 10 segundos y vaciar en el
reservorio. Colocar el resrvorio del reactivo en la posicion 4 del rack de 50 ml.

11. Escanear el reactivo en el contenedor donde se hace el vaciado.

12. Colocar los siguientes viales de reactivos:

w N

© o N g

Posicion Reactivo

15 cobas 4800 PK 0.9 mi

18 cobas 4800 HPV (+) C 0.5 ml
19 cobas 4800 HPV (-) C 0.5 ml
23 cobas 4800 HPV MMX 0.5 ml
24 cobas 4800 HPV Mg/Mn 1.0 ml
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13. Se inicia la corrida.

14. Sellar el microwell PCR plate y cubrir el MWP con el lado limpio del Sealing film.

15. Abrir el analizador cobas z 480 y colocar el MWP en el microwellplate loador.

16. Presionar nuevamente el botdn para cargar la Microwellplate (Placa de PCR).
Amplificacién/deteccion inicia inmediatamente.

17. Después de que la corrida esté terminada, mostrar los resultados.

18. Imprimir los resultados por corrida.

Los resultados de la prueba de PCR incluyen las siguientes opciones: POSITIVO/NEGATIVO
para panel de 13 tipos de VPH de Alto Grado, POSITIVO/NEGATIVO para tipo 16 de VPH,
POSITIVO/NEGATIVO para tipo 18 de VPH vy finalmente la Ultima opciéon es INVALIDO y se
refiere a que el control interno de B-globina resultd insuficiente para dar validez al estudio por
escasa celularidad. Los resultados de la citologia convencional y de base liquida incluyen:
Inadecuado, Negativo, ASCUS, AGC, Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, Lesion Intraepitelial de
Alto Grado, Carcinoma in Situ, Carcinoma Invasor, Adenocarcinoma in situ y Adenocarcinoma
Invasor.

Se hicieron tablas de grupos etarios de pacientes positivas a lesion de bajo y alto grado, asi como
de lesiones glandulares positivas. Tablas de comparacion de resultados positivos de ambas
técnicas citoldégicas y su relacion con la técnica de PCR. Asi como tablas de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo.

Andlisis de datos

En éste estudio hemos realizado el andlisis estadistico de las frecuencias de infeccion por el virus
del papiloma humano de alto riesgo de la poblacién derechohabiente del ISSSTE (Instituto de
Seguridad y Servicio Social para los trabajadores del Estado) en la ciudad de México. Se llevé a
cabo a través de 2 técnicas citolégicas: citologia convencional y citologia de base liquida
SurePath™ vy la prueba de deteccion molecular PCR con el Sistema Cobas 48000.

Nuestros resultados arrojaron que el pico maximo de lesiones de cérvix se presenta entre los 35 a
55 afios, detectandose citolégicamente a mas temprana edad con el método de citologia de base
liquida SurePath (35-44 afios) que con el método convencional (45-54 afios).

20




Mujeres con citologia positiva a Lesiones Premalignas y Malignas de cérvix
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En la siguiente gréafica, observamos la validacién del medio de conservacion de la citologia de
base liquida (SurePath) con el de la citologia convencional (PreserveCyt), y lo correlacionamos con
el resultado del PCR. Como se puede ver, ambos medios son eficaces y equiparables para la
conservacion de las células, siendo minimo el nimero de casos inadecuados en ambas, en el
caso de la citologia de base liquida corresponden a 2 casos y en la citologia convencional un caso.
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Validacién del medio de conservacion SurePath (CBL) y PreserveCyt (CC).

PCR positivo

Porcentaje de relacion de resultados de citologiay PCR

PCR negativo

PCR inadecuado

Citologia/PCR Negativo Positivo Invalido
CBL 75.5% 12.22% 0.44%
CcC 6.8% 13.33% 0.22%

También se identificé que la citologia convencional detecta un rango mas amplio de lesiones,
abarcando todos los estadios y tipos de lesiones cervicales, mientras que la citologia convencional

detectd Unicamente lesiones clasificadas como ASCUS Y LIEBG (NIC 1).
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Resultados comparativos entre Citologia de Base Liquida y Citologia Convencional.

Esta grafica demuestra que la Citologia de Base Liquida tiene un mayor nidmero de positivos
dentro de la categoria de ASCUS que la citologia convencional, al mismo tiempo, no detecta
algunas de lesiones como son NIC 2-3, ASC-H, AGC y Adenocarcinoma, mismas que deben estar
incluidas en la categoria de ASCUS.

En los siguientes recuadros se muestra la relacion que tiene la prueba molecular de PCR con las
técnicas citolégicas, asi como los subtipos del Virus del Papiloma Humano involucrados en cada
tipo de lesién. AR se refiere a los subtipos virales que se incluyen en el pool de Alto Riesgo.
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Total
Citologia Liquida PCR (casos)
16+ 18+ |AR+ Negativo

Negativo 10 3 48 280 341
Ascus 3 2 20 26 51
LEIBG 3 4 32 18 57
Total 16 9 100 324 449
Relacién de Porcentajes 3.56% 2% 22.27% 72.16% 100%

Citologia Convencional PCR Total (casos)

16+ 18+ AR+ Negativo

Negativo 3 1 27 329 360
Ascus 2 0 16 18 34
LEIBG 7 6 37 10 47
ASC-H 0] 0 1 (0] 1
LEIA 1 0 4 1 5
AGC 0] 0 1 1 2
Adenocarcinoma invasor 0 0 1 0 1
Inadecuados 0 0 0 1 1
Total 13 7 87 360 450
Relacion de Porcentajes 2.88% 2% 19.33% 8.00% 100%

Como puede observarse, el subtipo 16 es el méas frecuentemente asociado a todas las categorias
de lesion premaligna o maligna del cérvix y el subtipo 18 es el segundo en frecuencia
correspondiendo aproximadamente a la mitad de los casos positivos al subtipo 16. Dentro del
grupo AR se encuentran los demas subtipos de VPH de Alto Riesgo.

En cuanto a la sensibilidad, la citologia convencional es mayor que la citologia de base liquida: 65
vs 51.5. La especificidad de la citologia liquida es de 86.4 y de la citologia convencional es de 84.
El porcentaje de citologias de base liquida positivas que fueron positivas al PCR fue de 11.55%,
mientas que el porcentaje de positivas a lesién cervical con la citologia convencional fue de
13.33% correlacionandolas con el PCR positivo.
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Tabla de Sensibilidad, Especificidad, VPP, VPN, Viabilidad.

CBL CC
Sensibilidad 51.5 65
Especificidad 86.4 84
VPP 59.6 66
VPN 82.1 91
%PCR positivo 11.55% 13.33%
Viabilidad 0.44 0.22

Sensibilidad  Espedcificidad

VPP VPN

Viabilidad

25




Conclusiones:

El cancer cervicouterino es uno de los 3 tumores malignos mas comunes en términos de incidencia
y mortalidad en mujeres de todo el mundo.

En diversos estudios que se han realizado a lo largo del mundo, la sensibilidad de la citologia
convencional ha mostrado cifras tan bajas como 50 y especificidad de 90. Debido a la cantidad de
errores que la citologia convencional puede tener en su procesamiento, hay una alta incidencia de
resultados falsos negativos. En nuestro estudio, la Citologia Convencional mostré una sensibilidad
mayor que la Citologia de Base Liquida, siendo esta Ultima méas especifica.

La edad en la que las detecciones se realiza es menor con la Citologia de Base Liquida que con la
Citologia Convencional. El medio de conservacion que utilizan ambas técnicas (SurePath y
PreserveCyt), es adecuado, resultando equiparables los resultados de la prueba molecular (PCR)
en la que 2 casos son inadecuados para la citologia de base liquida y sélo uno para la citologia
convencional.

La Citologia de Base Liquida muestra caracteristicas celulares morfolégicas que obligan a emitir
un diagnéstico de ASCUS con mayor frecuencia que con el de la Citologia Convencional.

También se observo que con el tradicional procedimiento manual de extendido de las células en el
portaobjetos frecuentemente se observan areas de sobreposicién celular que hacen imposible
identificar células malignas cubiertas de moco, sangre y células inflamatorias con fijacion
insuficiente o tardia. Ambas técnicas mostraron buena preservacién de la muestra y el porcentaje
de inadecuados fue excesivamente bajo. La CBL mostr6 adecuada fijacion, extendido aleatorio,
eliminacién del proceso inflamatorio, detritus celulares, sangre y moco.

Las ventajas de la Citologia de Base Liquida que se observaron al realizar este estudio fueron la
de optimizar el desempefio de los citotecnélogos y pat6logos al hacer mas facil y rapida la
interpretacién de la laminilla. La laminilla que se obtiene es de fondo limpio, con células
representativas de la muestra y la deteccion de lesiones es mas temprana que con la Citologia
Convencional. Las desventajas incluyen el elevado costo de procesamiento y la menor
sensibilidad contra la Citologia Convencional, aunque la Especificidad de ambas técnicas resulta
equiparable.

La combinacién de las técnicas convencionales y modernas enfocadas hacia la prevencién del
cancer cervicouterinoconstituyen una nueva y renovada visidn, con la Unica meta inmediata de la
deteccion temprana de las lesiones de cérvix premalignas y malignas.

Finalmente este estudio confia en que la medicina del futuro podra brindar un sistema de
deteccion temprana del CACU que sea confiable y altos niveles de calidad.
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Anexos:

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El que suscribe autoriza plenamente a
los médicos investigadores encargados del proyecto de investigacion: ANALISIS COMPARATIVO
ENTRE DOS TECNICAS CITOLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO EN MUJERES CON
SOSPECHA DE LESION PREMALIGNA O MALIGNA DEL CERVIX para utilizar los resultados de
mis estudios para la evaluacion de dicho proyecto.

Nombre del Procedimiento: Toma de Papanicolau y muestra para citologia liquida
(Procedimiento rutinario de la clinica de Colposcopia)

Riesgos esperados: Ninguno

Beneficios esperados: Deteccion de lesiones premalignas o malignas del cérvix

México D.F., a de del 2012.

Dra. Maribel Floriano Meza Nombre y firma de la paciente
R3 de Anatomia Patoldgica
Investigador responsable

Nombre y firma de testigo
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