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En los tltimos afios, numerosos paises han completado —o se encuentran
en proceso de completar—Ia transiciéon de programas de cribado del cdncer
de cuello uterino basados en citologfa hacia estrategias mds eficaces centradas
en la deteccién del VPH. Esta evolucién responde a la sélida evidencia
cientifica que demuestra la mayor sensibilidad de las pruebas de deteccién de
VPH para identificar lesiones precancerosas y prevenir el cdncer invasor, asi
como a las directrices internacionales que recomiendan su implementacién
utilizando ensayos clinicamente validados.

La creciente disponibilidad de ensayos comerciales, impulsada por avances
tecnolégicos y mejoras en la deteccién de genotipos, ha abierto nuevas
oportunidades para optimizar la prevencidn. Algunas pruebas permiten
la identificacién individual de genotipos de alto riesgo oncogénico, lo
que mejora la precision clinica tanto en el cribado primario como en la
estratificacion del riesgo. Sin embargo, esta expansion exige garantizar la
calidad y la validacién clinica de los ensayos antes de su incorporacién en
los programas de salud publica, asegurando que ofrezcan una sensibilidad y
especificidad no inferiores a los ensayos de referencia y una reproducibilidad
interlaboratorio adecuada.

Esta monograffa de HPV World retne tres articulos que abordan aspectos
clave de la validacién y el uso de ensayos de deteccién de VPH en la prevencién
del cdncer de cuello uterino. El primer articulo actualiza la lista de pruebas
validadas a nivel internacional y revisa los criterios de validacién aplicables
a los ensayos de deteccién del VPH. El segundo, explora los desafios y
oportunidades relacionados con las métricas de validacin, los dispositivos
de recogida de muestra y la necesidad de marcos estandarizados. Por tltimo,
se presentan los resultados de la validacién clinica de un ensayo de deteccion
de VPH, confirmando su idoneidad para su uso en programas de cribado.

Con esta monografia, HPV World ofrece a los profesionales sanitarios,
investigadores y responsables de programas de cribado una sintesis actualizada
y préctica de la evidencia sobre validacién de ensayos de deteccién del VPH,
con el objetivo de apoyar decisiones informadas y garantizar programas de
cribado de alta calidad que contribuyan al objetivo de eliminacién del cdncer
de cuello uterino a nivel mundial.
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de la sensibilidad o la especificidad relativas no es

Un numero creciente de paises y
organizaciones internacionales contra el
cancer recomiendan realizar el cribado
utilizando pruebas clinicamente validadas
que identifiquen secuencias de acidos
nucleicos de los genotipos de VPH

inferior a estos puntos de referencia.

Inicialmente, solo Hybrid Capture 2° (HC2,
Qiagen, Gaithersburg, MD, EE. UU.) y GP5+/6+
PCR-EIA® (Diassay, Rijkswijk, Paises Bajos) se
aceptaron como pruebas de comparacién, ya que
estos ensayos se evaluaron en ensayos clinicos

poblacionales aleatorios y demostraron una menor

carcinogeénico.

cuello uterino futuro que el cribado basado en
la citologia"?. Por lo tanto, un nimero cada vez
mayor de paises y organizaciones internacionales
contra el cdncer han cambiado o estdn en la fase
de cambiar al cribado virolégico y recomiendan el
cribado mediante pruebas clinicamente validadas
que identifiquen las secuencias de dcidos nucleicos
de los tipos cancerigenos del VPH?. Si bien
hay cientos de ensayos de deteccién del VPH
diferentes disponibles comercialmente, solo una
pequefia minorfa de ellos ha demostrado cumplir
con los criterios de validacién internacionales
definidos por Meijer et al en 2009%°. La validacién
clinica de un nuevo ensayo indice de VPH para su
uso en la deteccién del cdncer de cuello uterino
requiere que el nuevo ensayo demuestre una
sensibilidad y una especificidad para detectar
la neoplasia intraepitelial cervical de grado 2
o peor (CIN2+) no inferiores a una prueba de
comparacién de primera o segunda generacidn.
Los puntos de referencia para la sensibilidad y
la especificidad relativas (ensayo indice frente
a ensayo de comparacién) son 20,90 y 20,98,
respectivamente®. En la prictica, esto significa que
el limite del intervalo de confianza (IC) del 90%

incidencia acumulada de cdncer invasivo que la
citologfa. Dado que estos dos ensayos ya no se
utilizan ampliamente, ya que la mayorfa de los
laboratorios han pasado a pruebas de deteccién
del VPH de nueva generacién, se han definido
nuevos criterios para los comparadores de segunda
generacion. Cuatro ensayos cumplen los criterios
de comparacién estdndar de segunda generacidn:
RealTime High-Risk HPV  Test® (Abbott,
Wiesbaden, Alemania), Cobas 4800 HPV Test®
(Roche Molecular System, Pleasanton, CF, EE.
UU.), Onclarity HPV Assay® (BD Diagnostics,
Sparks, MD, EE. UU.); y Anyplex II HPV HR
Detection® (Seegene, Seul, Corea del Sur) (Arbyn
2024, articulo en proceso de revisién). Ademds
de cumplir con los criterios de no inferioridad
en la precision clinica, se debe documentar una
reproducibilidad suficiente intra e interlaboratorio
del ensayo de VPH indice, donde el IC95%
inferior sea 287% y kappa 20,5°.

Los criterios de validacién internacionales
descritos anteriormente se refleren Gnicamente a
los ensayos de andlisis de ADN del VPH aplicados
a muestras de cuello uterino. Los ensayos que se
dirigen a otras moléculas distintas de las secuencias
de ADN del VPH también deben proporcionar
evidencia de la seguridad longitudinal, es decir,
la documentacién de un riesgo similar o menor

La validacion clinica de un nuevo ensayo de
referencia de detecciéon del VPH para su uso
en el cribado del cancer de cuello uterino
requiere que el nuevo ensayo demuestre
una sensibilidad y una especificidad

para detectar neoplasias intraepiteliales
cervicales de grado 2 o peor (CIN2+) no
inferiores a una prueba de referencia de
primera o segunda generacion. para cubrir los informes publicados hasta abril de

de CIN3+ después de un resultado negativo de la
prueba en comparacién con el riesgo después de
un resultado negativo de una prueba de deteccién

del ADN del VPH validada, durante un periodo

de al menos cinco anos’.

En este articulo actualizamos listas anteriores de
pruebas de deteccién de VPH clinicamente
validadas®’. Las revisiones sistemdticas y los
metandlisis sobre la precisién para CIN2+ de
las nuevas pruebas de deteccién de VPH en
comparacién con un ensayo de de primera o

segunda generacién se ampliaron en el tiempo



Tabla 1
Lista de pruebas validadas de deteccién de dcidos nucleicos del VPH que pueden utilizarse en el cribado del
cédncer de cuello uterino en muestras recolectadas por parte de profesionales sanitarios.

CAPACIDAD

NUMERO DE GENES MEDIO DE
ENSAYO FABRICANTE DE DETALLE DEL GENOTIPADO } <
GENOTIPADO GENOTIPOS HUMANOS ¥ CONSERVACION
A. Pruebas de deteccion del ADN del VPH de alto riesgo (validadas en ensayos clinicos aleatorizados poblacionales), utilizadas como
comparador en estudios de validacién:
Al. Hybrid Capture 2 Qiagen, Gaithersburg, No 13 16/18/31/33/35/39/45/51/52/ No pC P
HPV DNA Test MD, EE.UU. 56/58/59/68 !
) Diassay, Rijkswijk, Paises 16/18/31/33/35/39/45/51/52/
A2. GP5+/6+ PCR-EIA Bajos No 14 56/58/50/66/68 No PC,SP
B. Pruebas de deteccion de ADN del VPH de alto riesgo validadas de manera consistente en miiltiples estudios frente a pruebas estandar
comparadoras:
B1. Alinity m HR HPV Abbott, Wiesbaden, . 16,18,45,31/33/52/58,35/39/ .
Assay Alemania Extendido 14 51/56/59/66/68 S PC
B2. Anyplex Il HPV HR Seegene, Seoul, Corea 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, ,
Detection del Sur Complefo 14 | 5g50,66,68 S PC
B3. Cobas 4800 HPV Roche Molecular System, Parcial 14 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ si PCSP
Test Pleasanton, CF, EE.UU. 56/58/59/66/68 !
. Self-Screen BV, . 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ .
B4. HPV-Risk Assay Amsterdam, Paises Bajos Parcial 15 56/58/59/66/67/68 S PC,SP
B5. NeuMoDX HPV Qiagen, Ann Arbor, MI, . 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ ,
Parcial 15 Si PC
assay EE.UU. 56/58/59/66/68
. BD Diagnostics, Sparks, . 16,18,31,45,51,52,33/58,35/39/ .
B6. Onclarity HPV Assay MD, EE.UU. Extendido 14 68,56/59/66 Si PC,SP
. . . 06,11,16,18,31,33,35,39,40,42,43,
O aria | TP | 24 |54 515353505 s
9 ' 59,66,68,70,73,82
B8. RealTime High Risk | Abbott, Wiesbaden, Parcial 14 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ 5i pC
HPV Test Alemania 56/58/59/66/68
Cepheid, Sunnyvale, CA, . 16,18/45,31/33/35/52/58,51/ ,
B9. Xpert HPV EE.UU. Extendido 14 59.39/56/66/68 Si PC
C. Prueba de deteccion del ADN del VPH de alto riesgo validada de manera consistente en multiples estudios frente a una prueba
comparadora alternativa:
C1. Cobas 6800 HPV Roche Molecular System, Parcial 14 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ si PC
Test Pleasanton, CF, EE.UU. 56/58/59/66/68
D. Pruebas de deteccion del ADN del VPH de alto riesgo evaluadas en un sélo estudio frente a pruebas estandar comparadoras:
GENOMICA SAU, Madrid, 06,11,16,18,31,33,35,39,45,51, .
D1. CLART HPV4S Espana Completo 16 52.56,58,59 66,68 Si PC,SP
D2. OncoPredict HPV A~ . . . 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ ,
Screening Hiantis Srl, Milan, ltalia Parcial 13 56/58/59/68 Si PC
D3. REALQUALITY RQ- | AB ANALITICA, Padua, Parcial 14 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ 5i pC
HPV Screen Italia 56/58/59/66/68
E. Prueba de deteccion del ARN mensajero (mRNA) del VPH de alto riesgo:
Hologic, Bedford, MA, " 16/18/31/33/35/39/45/51/52/
E1. APTIMA HPV Assay EEUU. No 14 56/58/59/66/68 No PC
F. Ahadidas desde la tltima publicacion internacional de la lista de pruebas de deteccion del VPH clinicamente validadas:
F1. OncoPredict HPV -~ . 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, ,
aT Hiantis, Italia Completo 12 58.59 Si PC
F2. RIATOL HPV o 06,11,16,18,31,33,35,39,45,51,52, .
genotyping GPCR assay AML, Antwerp, Bélgica Completo 17 53,56,58.59.66,68 Si PC
F3. Allplex HPV HR Seegene, Seoul, Cora 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56, ,
Detection assay del Sur Complefo 14 58,59,66,68 S PC
F4.Vitro HPV Screening |,,. . _ ks 16,18,31/33/35/39/45/51/52/ ,
Assay Vitro S. A., Sevilla, Espaha Parcial 14 56/58/50/66/68 Si PC

*  Otro ensayo de deteccion del ARN mensajero (APTIMA HPV16, 18/45, Hologic) puede identificar los genotipos VPH16 y VPH18/45.
El HPV Direct Flow Chip (Vitro S.A.) ofrece genotipado completo si el ensayo Vitro HPV Screening detecta otros genotipos de VPH de alto riesgo (que

*%

no sean VPH16 o VPH18).
t Una barrainclinada ("/") indica que los tipos de VPH se identifican como un conjunto; una coma ("") indica que los genotipos o grupos de genotipos se
identifican por separado.
Un genotipo de VPH en azul no pertenece al grupo | de la IARC ("tipos carcinogénicos”) ni al grupo A ("tipos probablemente carcinogénicos”)

(Bouvard et al’)

¥ Laamplificacion de un gen humano sirve como un indicador interno de calidad para confirmar que la muestra contiene células humanas.

PC PreservCyt (Hologic, Bedford, MA, EE.UU.)
SP SurePath (BD Diagnostics, Sparks, MD, EE.UU.)



2024. La revision sistemdtica también incorpora
datos publicados recientemente sobre la intra e
interreproducibilidad de los nuevos ensayos y
el rendimiento longitudinal de los ensayos de

Tres ensayos estin dirigidos Unicamente a un
conjunto de 13 a 14 genotipos de VPH de alto
riesgo y no proporcionan detalles de genotipado;

ocho ensayos ofrecen capacidad limitada de

ARNm de VPH. genotipado,  permitiendo la  identificacién

separada de los genotipos mds carcinogénicos
VPH16 y VPHI18 (con o sin VPHA45); tres
ensayos ofrecen genotipado extendido (mds

La lista actualizada incluye 19 pruebas de
deteccion del ADN del VPH que cumplen
con los criterios de validacién transversal

y una prueba de deteccion del ARN
mensajero (MRNA) del VPH, que también ha
demostrado un rendimiento longitudinal no
inferior en comparacion con los ensayos de

detalle en comparacién con los ensayos de
capacidad limitada) mientras que seis ensayos
permiten el genotipado separado de todos los
genotipos objetivo. Dos fabricantes de pruebas
producen ensayos con genotipado limitado o sin
él, pero ofrecen un segundo ensayo réflex que
permite una mayor especificacién del genotipo

cuando el ensayo inicial resulta positivo. =

deteccion del ADN validados.

En comparacién con la dltima lista incluida en el
Manual de Oncologia Ginecoldgica de la ESGO
de 2023, que contiene 16 ensayos validados, se
pueden agregar cuatro ensayos adicionales que
cumplen con los criterios internacionales de
validacién: OncoPredicc HPV QT® (Hiantis,
Mildn, Italia), RIATOL HPV genotyping qPCR
assay® (AML, Amberes, Bélgica), Allplex HPV
HR Detection assay® (Seegene, Seul, Corea del
Sur) y Vitro HPV Screening assay® (Vitro S,
Sevilla, Espafa). Los resultados se resumen en la
Tabla 1. La lista actualizada incluye 19 pruebas
de deteccién del ADN del VPH que cumplieron
con los criterios de validacién transversal y una
prueba de deteccién del ARN mensajero (mRNA)
del VPH, que también demostré un rendimiento
longitudinal no inferior en comparacién con los
ensayos validados de deteccién de ADN.
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En los dltimos anos, muchos paises han hecho (o
estdn en proceso) la transicién de un cribado del
cdncer de cuello uterino basado en citologia hacia
uno mds eficaz basado en la deteccién del VPH,
en linea con las directrices internacionales que
exigen su implementacién con ensayos de VPH
clinicamente validados?. La disponibilidad de
pruebas comerciales para la deteccién del VPH
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ha crecido significativamente, impulsada por los
avances tecnolégicos y la mejora en la deteccién
de genotipos. Algunos ensayos permiten ahora la
deteccién individual de genotipos carcinogénicos
del VPH, lo que mejora la precisién clinica tanto
para el cribado como para la estratificacién del
riesgo?.
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La transicién hacia el cribado primario basado en
la deteccién del VPH también ha introducido
la posibilidad de realizar un triaje molecular de
las mujeres con resultado positivo para VPH
utilizando la misma muestra recogida para el
cribado. Ademds, las automuestras son cada vez
mds reconocidas como una herramienta valiosa
para mejorar la participacién de las mujeres en
los programas de prevencién del cdncer de cuello
uterino. Tal como lo promueve la OMS, este
enfoque se alinea con el objetivo de cribar al
70 % de las mujeres en todo el mundo, al menos
dos veces en su vida, utilizando pruebas de alto
rendimiento (como es la prueba de deteccién
del VPH) como objetivo para el ano 2030. La

incluidas las mujeres que viven con VIH, quienes
actualmente carecen de acceso adecuado a la
prevencién del cdncer de cuello uterino. A pesar
de los avances notables en el desarrollo de pruebas
de deteccién del VPH, incluida su uso mediante la
automuestra y el triaje molecular, la integracién de
estas innovaciones en la préctica clinica requiere la

evaluacién de su precisién clinica.

Un desafio importante en este sentido es la falta de
validacién de muchos ensayos frente a normas
respaldadas internacionalmente. Ademds, los
avances recientes en el diagnéstico del VPH han
resaltado la necesidad de ampliar los criterios de

validacién actuales para incorporar métricas de

combinacién de la automuestra con el desarrollo  desempefio adicionales®.
de pruebas rdpidas, de bajo coste y en el punto
Abordando los desafios de la validacién

Paraabordar los desafios emergentes, los protocolos

de atencién también representan una oportunidad

Unica para implementar programas de “cribar y
» . 7 . . . . .

tratar”, especialmente en paises de ingresos bajos  actualizados deben considerar diversos factores

que pueden afectar el desempenio de las pruebas

de deteccién del VPH (Tabla 1).

y medianos. Estas estrategias podrian beneficiar

significativamente a poblaciones desatendidas,

Tabla 1

Factores adicionales a considerar en la validacién de pruebas de deteccién del VPH.

Especimenes distintos al cervical, como muestras vaginales recogidas mediante automuestra y muestras de orina.

Dispositivos ufilizados para la recogida de muestras y variables asociadas, como transporfe, almacenamiento,
temperaturas y tiempo transcurrido antes del analisis.

Medio de conservacién y volumenes utilizados para la resuspension de las muestras y otras variables preanaliticas
que pueden afectar la deteccién del VPH, como la agitacion (vérteado) y/o el precalentamiento de la muestra.

Método y protocolo de extraccidon de los acidos nucleicos, incluyendo el volumen inicial de la muestra original y/o
el uso del sedimento celular tras la centrifugacion, asi como el volumen de elucién de los acidos nucleicos.

Caracteristicas del ensayo de deteccion del VPH:
» Genotipos de VPH incluidos
- Capacidad de genotipificacion del VPH: deteccién completa, extendida o parcial de genotipos especificos de
VPH
- Determinacién cualitativa o cuantitativa (carga viral) del VPH y puntos de corte relativos
- Evaluacion de la adecuacién de la muestra mediante control enddgeno y punto de corte relativo

Automatizacién en el procesamiento preanalitico y/o analitico.

Criterio de validacién clinico y prueba comparadora utilizados en la evaluacién de la sensibilidad y especificidad
clinicas relativas del ensayo.

Se debera prestar gran atencién al flujo de trabajo preanalitico y analitico completo,
como la combinacion de dispositivos de recogida de muestras, protocolos de
recogida y transporte, y la automatizacion en el procesamiento de las muestras,
aspectos que también deberan incluirse en futuros estudios de validacion.



Los protocolos recientes han comenzado a abordar
estas complejidades. Por ejemplo:
¢ El protocolo VALHUDES evaltia la precisién
clinica de los ensayos de VPH con dispositivos
especificos de automuestra®, asi como pone
énfasis en la evaluacién completa del flujo
preanalitico y analitico®.

El desarrollo de pruebas comparadoras de
segunda  generacién con  caracteristicas
mejoradas  para la  evaluacién de la
sensibilidad y especificidad clinicas relativas
de nuevos ensayos con capacidad mejorada de
genotipificacion del VPHS.

Tabla 2

Sin embargo, atn quedan desafios adicionales
pendientes de resolver en las métricas de validacién.

La introduccién del cribado primario basado en la
deteccién del VPH ha proporcionado evidencia
para una mejor estratificacién del riesgo mediante
la deteccién de los 12 genotipos carcinogénicos de
VPH del Grupo 1 delaIARC (Tabla 2), excluyendo
VPHG66 y VPHG687. Las futuras métricas de
validacién deberdn abordar la exclusién de VPHG66
y VPHG68, asi como la definicién de puntos de
corte especificos por genotipo basados en el riesgo
carcinogénico de los genotipos de VPH del Grupo
1 de la IARC (Tabla 2), para su uso en la prictica

clinica.

Genotipos de VPH del Grupo 1 de la IARC estratificados adicionalmente segn el riesgo carcinogénico.
Adaptado de: OMS.

Subgrupo ‘ Genotipos de VPH carcinogénicos

Grupo la VPH16

Grupo 1b VPH18, VPH45

Grupo 1c VPH31, VPH33, VPH35, VPH52, VPH58
Grupo 1d VPH39, VPH51, VPH56, VPH59

Un desafio importante en este sentido es
la falta de validacion de muchos ensayos
con respecto a estandares reconocidos
internacionalmente. Ademas, los avances
recientes en el diagndstico del VPH han
puesto de manifiesto la necesidad de
ampliar los criterios de validacién actuales
para incorporar métricas de desempeio
adicionales.

Ademis, a diferencia de las directrices basadas en

citologia, que incluyen la evaluacién de la

celularidad para evitar falsos negativos, atn

faltan medidas equivalentes de aseguramiento

de la calidad para las pruebas moleculares de
deteccidn del VPH. Establecer controles internos

estandarizados y sus umbrales en estudios de
validacién es esencial para mitigar este riesgo.

Por ultimo, serd necesario prestar una mayor
atencion al flujo de trabajo preanalitico y analitico
completo, como la combinacién de dispositivos de
recogida de muestras, los protocolos de recogida y
transporte, y laautomatizacién en el procesamiento
de las muestras, aspectos que deberdn incluirse en

futuros estudios de validacién.

Impacto global y perspectivas futuras

Se espera que la integracién de métricas avanzadas
en los kits comerciales de diagnéstico del VPH
apoyen el desarrollo de estrategias precisas
para la prevencién del cdncer de cuello uterino,
incluyendo el cribado, el triaje molecular y las
pruebas de curacién.

Los costes y la asequibilidad, sin embargo, siguen

siendo una barrera importante, especialmente



en los paises de ingresos bajos y medianos, pero
se espera que la futura introduccién de pruebas
rdpidas y precisas en el punto de atencidén a
menores costos tenga un impacto significativo en la
prevencién del cdncer en poblaciones vulnerables,
como las que viven en los paises de ingresos bajos
y medianos.

La combinacion de la automuestra y el
desarrollo de pruebas rapidas y de bajo coste
en el punto de atencién también representan

una oportunidad tnica para implementar
programas de “cribar y tratar"”, especialmente
en paises de ingresos bajos y medianos.
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del cdncer de cuello uterino, se han lanzado al
mercado numerosos ensayos comerciales. Por
esta razon, es imprescindible una validacién

clinica independiente antes de su introduccién
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en programas de cribado'. En 2009, Meijer et
al. publicaron las directrices que establecen la
metodologia adecuada para evaluar la sensibilidad
y especificidad clinica para la deteccién de
neoplasias intraepiteliales cervicales de grado 2 o
superior (CIN2+), asi como la reproducibilidad de
resultados que ha de cumplir una nueva prueba de
VPH destinada a su uso en el cribado?.

Dado el creciente uso de las pruebas

de deteccion del ADN del VPH como
herramienta principal de cribado, es esencial
que cualquier nuevo ensayo comercializado
haya demostrado previamente su validacion

clinica independiente antes de ser

incorporado a los programas de cribado.

Primario

Muestra
primaria
(Thinprep®)

Figura 1
Flujo de trabajo del ensayo de VPH de Vitro.

El ensayo de VPH de Vitro (Vitro S.A., Sevilla,
Espana) es una prueba de PCR multiplex en
tiempo real totalmente automatizada que se dirige
a la regién L1 del genoma del VPH. El ensayo
identifica de forma individual los genotipos
VPH16 y VPHI18, mientras que los otros 12
genotipos de alto riesgo (VPH-AR) (31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) se detectan
inicialmente como un grupo. No obstante, estos
pueden ser posteriormente genotipados de forma
individual mediante el test complementario HPV
Direct Flow CHIP en la plataforma hybriSpot®. El
ensayo utiliza un sistema modular, automatizado e
integrado (MAIS-VictoriaV96) para la extraccién
de ADN vy la preparacién de la PCR, lo que
garantiza la trazabilidad de las muestras y reduce
al minimo el tiempo de manipulacién. El gen de
la beta-globina humana se amplifica para verificar
la calidad de la muestra. El flujo de trabajo del
ensayo de VPH de Vitro se muestra en la Figura 1.
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El ensayo de VPH de Vitro distingue individualmente los genotipos
VPH16 y VPH18, mientras que los otros 12 genotipos de alto riesgo (31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) se detectan inicialmente como
un grupo, y luego se pueden genotipar individualmente mediante el
test complementario HPV Direct Flow CHIP.

Para su validacién clinica, se recogieron muestras
de mujeres de 30 afios o que participaban en
el programa de cribado de cdncer de cuello
uterino basado en la deteccién del VPH, en
Barcelona, Espafia. La serie incluyé 60 casos con
lesiones CIN2+ confirmadas histolégicamente
y 844 casos con hallazgos negativos o <CIN2.
Todas las muestras se recogieron utilizando el
medio ThinPrep® (Hologic) y fueron analizadas
inicialmente con el test Cobas® 4800 HPV (Roche),
que se utilizé como prueba comparadora’.

El producto de la PCR de las muestras positivas
para los 12 genotipos de VPH-AR distintas del
VPHI16 y VPHI8 se hibridé con el test HPV
Direct Flow CHIP, basado en hibridacién tipo
dot-blot inverso y deteccién colorimétrica, para
identificar individualmente los 12 genotipos VPH-
AR. Este ensayo puede genotipar simultdneamente
35 genotipos de VPH (de alto y bajo riesgo).

de confianza del 95% [IC95%]:
99,2-100) con Kappa de 1,0, y la concordancia
interlaboratorio fue del 97,3% (IC95%: 95,5-
98,4) con Kappa de 0,95, confirmando la alta
reproducibilidad del test.

(intervalo

En cuanto a los genotipos individuales de VPH, la
concordancia intralaboratorio oscilé entre el
98,2% y el 100%, con valores del indice Kappa
entre 0,91 y 1,00, excepto para VPHG68 ( Kappa =
0,79). En la reproducibilidad interlaboratorio, la
concordancia fue superior al 96% para todos los
genotipos individuales, con valores de Kappa entre

0,86y 0,97.

Entre los casos CIN2+, se observd una excelente
concordancia entre Vitro y Cobas® para VPH16
y VPH18 (Kappa = 1,0) y para el grupo de los
12 genotipos VPH-AR (Kappa = 0,96 [1C95%:
0,90-1,00]). Los genotipos mds frecuentemente
detectados fueron VPH31, VPH52 y VPH5S.

El ensayo de VPH de Vitro demostré
una sensibilidad clinica del 100% y una
especificidad del 87,2% para CIN2+,
mostrando no inferioridad frente al test
Cobas® 4800. =i

En los casos <CIN2, también se observé excelente
concordancia para VPH16 y VPHI18 (Kappa
= 1,0) y de 0,99 (IC95%: 0,98-1,00) para los
12 VPH-AR, siendo VPHG66 el genotipo mds
prevalente.

alta

genotipado  extendido mostré una

Los
interlaboratorio se realizaron analizando 561

estudios de reproducibilidad intra- e
muestras por duplicado en dos instituciones. La
consistencia de los resultados se evalué mediante
el porcentaje de concordancia observada y el test

estadistico Kappa de Cohen.

El ensayo de VPH de Vitro demostré una
sensibilidad clinica del 100% y una especificidad
del 87,2% para CIN2+, mostrando no
inferioridad frente al test Cobas® 4800 (p=0,0049
para sensibilidad; p<0,001 para especificidad).
La concordancia intralaboratorio fue del 100%

concordancia tanto en los andlisis intra- como

interlaboratorio.

Conclusién

El ensayo de VPH de Vitro cumple con todos
los criterios internacionales de validacién,
demostrando ser una herramienta adecuada
y fiable para el cribado del cdncer de cuello
uterino. Su automatizacién, la disponibilidad de
obtener los resutados con genotipado extendido
y la reproducibilidad intra- e interlaboratorio
para todos los genotipos de VPH-AR respaldan

su potencial aplicacién en programas de cribado

poblacionales. Aunque las directrices actuales
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HPW es una publicacién internacional (www.hpvworld.com) cuyo objetivo es la

diseminacién de informacién cientifica relevante para la prevencién, diagnéstico y
tratamiento de los tumores malignos asociados al VPH.

Desde su creacién, HPW ha apoyado los esfuerzos mundiales, liderados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), para eliminar el cincer de cuello uterino
como problema de salud publica en este siglo.

El publico objetivo de HPW son los profesionales de la salud, que, aunque no
son especialistas en VPH, son los principales comunicadores con la poblacién y
desempefian un papel primordial en la prevencién y tratamiento de las enfermedades
relacionadas con el VPH.

Hasta junio de 2025, HPW ha logrado un impacto significativo: cuenta con
aproximadamente 118.000 lectores, ha publicado mds de 307 articulos escritos por
mds de 404 autores, y su sitio web ha recibido mds de 3 millones de visitas a nivel
mundial. Las regiones con mayor influencia son América del Norte y Europa.

118.000 404
lectores autores

| 307 “n= 3 millones de visitas
— I articulos publicados @ al sitio web de HPW

El proyecto es reconocido y respaldado por numerosas instituciones cientificas y
médicas, incluyendo la Sociedad Internacional del Papilomavirus (IPVS) y la
Asociacién Europea de Ginecologia Oncolégica (ESGO), entre otras.

Ademis de educar, HPW contribuye al avance en la eliminacién del cdncer de cuello
uterino mediante tres lineas clave: el apoyo a campanas locales, la traduccién de
materiales a idiomas locales, y la generacién de podcasts para facilitar el acceso a

contenidos educativos.

Para saber mds o contribuir al proyecto, visita www.HPVWorld.com.
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