Technicallnformation

Controles de ensayo en la deteccién del VPH
Lo que debe saber sobre los controles internos y la adecuacién de la muestra

Los ensayos dependientes de enzimas, como p. ej. PCR, amplificacién de ARNm y amplificacién isotérmica de sefiales, utilizan
enzimas sensibles que pueden ser inhibidas por sustancias que se encuentran habitualmente en las muestras del cuello del
Gtero, como p. ej. sangre y flujo vaginal. Por ello, estos ensayos deben pasar por un proceso de purificacién del ADN muy
estricto. En consecuencia, los ensayos dependientes de enzimas requieren un control del ADN gendmico (un control interno)
para mostrar que los resultados de andlisis negativos no son el resultado de una inhibicién de la enzima ni de un fallo de
la purificacién del ADN. La prueba digene® HPV es un ensayo basado en anticuerpos y no en enzimas, y por consiguiente

no estd sujeto a una posible inhibicién. Utiliza un lisado celular sin procesar, no ADN purificado.

¢Qué es un control interno?

Los genes presentes en cada célula humana (p. ej. B-globina e histona) se utilizan como controles
infernos en ensayos dependientes de enzimas. Los controles internos se ejecutan junto con el ensayo
objefivo para cada muestra con el fin de identificar las muestras que han sido inhibidas. Si una
muestra presenta un control interno negativo, el ensayo habré fracasado y serd necesario volver
a andlizar a la paciente. No obstante, debido a que estos genes estdn presentes en todas las
células humanas, un control interno positivo no significa que la muestra contenga células epiteliales
cervicales adecuadas para la deteccién del VPH. Por consiguiente, la medicién de la presencia de

un gen celular, como p. ej. B-globina o histona, no indica si una muestra es o no es adecuada.

iQué es la adecuacién de la muestra?

Lo adecuacién de la muestra para el cribado sistemdtico del cancer de cuello de tero estd
relacionada con la presencia de células epiteliales cervicales en la muestra. Estas son las células en
las que la infeccién por VPH de alto riesgo es mds problemdtica. Si la muestra se toma de forma
deficiente, puede contener suficientes células epiteliales no cervicales o inflamatorias como para
dar lugar a un resultado de control interno positivo, incluso si la muestra contiene muy pocas células
epiteliales cervicales. Ademds, debido a la capacidad de los ensayos dependientes de las enzimas
para detectar muy pocas copias de un gen humano, es posible que muchos de estos ensayos solo
requieran una cantidad muy reducida de material humano para que en el control interno se obtenga

un resultado positivo. Un control inferno no es un control de adecuacién de la muestra.
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La prueba digene HPV esta disefiada para evitar la inhibicién

La prueba digene HPV es un ensayo basado en anticuerpos que detecta hibridos ADN:ARN por medio de una sefial de
deteccién quimioluminiscente. No es necesario el aislamiento ni la amplificacién del ADN ni del ARNm del VPH. La prueba
digene HPV no requiere un control interno. El ensayo utiliza lisado celular sin procesar, asi que no requiere una purificacién
del ADN y el ensayo no es dependiente de las enzimas. La sonda de ARN (genoma completo) del ensayo solo se une al ADN
diana del VPH para formar hibridos ADN:ARN estrictos que son resistentes a las sustancias que habitualmente inhiben los

ensayos moleculares. Debido a que el ADN y ARNm del VPH no se amplifican, no existe riesgo de contaminacion.

La prueba digene HPV incluye controles positivos y negativos en cada placa para asegurar que el ensayo se realiza segin las
especificaciones. La prueba digene HPV se ha validado clinicamente en mdas de 1 millén de mujeres en estudios aleatorizados
controlados (1) y ha demostrado tener un valor predictivo negativo del 99,9% para neoplasias cervicales intraepiteliales 3+
(CIN 3+) (2). Estos estudios también han demostrado que las mujeres con un resultado negativo en la prueba digene HPV
presentan un riesgo muy bajo de desarrollar una patologia cervical durante un periodo de hasta 18 afios (3, 4). Los andlisis

con ensayos dependientes de enzimas entrafian un mayor riesgo de falsos positivos (véase la Tabla 1).

Tabla 1. La prueba digene HPV frente a los ensayos dependientes de enzimas

Ensayos dependientes de enzimas, p. ej. PCR, amplificacién de ARNm,

Prueba digene HPV

amplificacién isotérmica de sefiales (5-8)

No se requiere una purificacién del ADN, no hay riesgo de pérdida de ADN

Forma hibridos ADN:ARN estrictos que son resistentes a la mayoria de las
sustancias que habitualmente inhiben los ensayos moleculares

Ensayo simple, robusto, basado en anticuerpos
No es necesario un control interno

En cada placa se incluye un control contra la reactividad cruzada con tipos de
VPH de baijo riesgo

Ninguna amplificacién del ADN del VPH, de forma que existe un riesgo
minimo de falsos resultados negativos o positivos debido a reacciones fallidas
y contaminacion

Se requiere ADN purificado, riesgo de pérdida de ADN

Basado en enzimas, riesgo de inhibicién por sustancias habituales tales como
sangre, flujo vaginal o los reactivos utilizados para purificar el ADN

Reacciones complejas de amplificacién de la diana o de la sefial,
dependientes de enzimas, y con miltiples pasos

Es necesario un control interno para supervisar el rendimiento de las enzimas y
asegurar que un resultado negativo no se debe a una inhibicién

Ausencia de un control de la reactividad cruzada con tipos de VPH de bajo
riesgo

La amplificacién del ADN del VPH puede dar lugar a falsos resultados
positivos debido a la contaminacién

iPéngase hoy en contacto con su representante de ventas de QIAGEN para comenzar a

utilizar la prueba digene HPV!
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