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Infeccion multiple por genotipos del Virus de Papiloma Humano
en pacientes que acuden a consulta privada del Municipio

Naguanagua

Osmarys Mena', Adrian Herrera?, Yoseila Pérez', Oscar Colmenares', Roan Valera?

RESUMEN

El Virus de Papiloma Humano (VPH) representa una de las
enfermedades de trasmision sexual mas frecuente, segun su
riesgo oncoldgico es clasificado de alto y bajo riesgo, siendo los
primeros posibles carcindgenos para el ser humano. La mayoria
de las pacientes expuestas expresan un solo genotipo, pero se
han encontrado casos donde coexisten dos o mas subtipos, lo cual
podria traducirse en un riesgo mayor de desarrollar cancer cervical.
Se propuso la revision de los casos con diagnostico citolégico y
anatomopatolégico positivo de infeccion por VPH, con positividad
a la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Se evaluaron
950 pacientes a las que se les realizd PCR de cuello uterino por
hisopado o tejido cervical. Se concluye que de la totalidad de la
muestra estudiada 99% fueron PCR positivas al VPH (p 0,01),
50% tenian genotipo considerado de alto riesgo oncogénico,
15% de ellas expresaron infeccion multiple por dos o mas cepas
(31 y 6, la mas frecuente), y sélo una de las pacientes presento
positividad al 31, 45 y 6, con cambios epiteliales compatibles a
LIE (Lesion intraepitelial) de alto grado. La tipificacion por PCR en
combinacién con el estudio anatomopatoldgico, son importantes
pruebas complementarias en el diagnostico de la enfermedad, ya
que, permiten determinar la gravedad de la misma al precisar su
riesgo oncogénico dependiendo del genotipo de VPH detectado en
relacion con el tipo de lesion histoldgica observada.
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ABSTRACT

Multiple genotypes infection Human Papilloma Virus in patients
attending private practice of the municipality Naguanagua

The Human Papilloma Virus (HPV) is one of the most common
diseases of sexual transmission, according to the cancer risk is
classified high and low risk, with the first possibly carcinogenic to
humans. Most patients exposed express a single genotype but found
cases where there are two or more subtypes, which could lead to
an increased risk of developing cervical cancer. The review of cases
with positive cytologic diagnosis and pathology of HPV infection,
with positivity to PCR (polymerase chain reaction) was proposed.
The 950 patients who underwent PCR cervix or swabbing the cervix
are evaluated. We conclude that the entire sample studied 99%
were positive for HPV (p 0.01), 50% had genotype PCR considered
high oncogenic risk, 15% of them expressed multiple infection by
two or more strains (31 and 6 the most common), and only one of
the patients had positive 31, 45 and 6, epithelial changes compatible
to LIE (intraepithelial lesion) high degree. For HPV typing by PCR
in combination with pathologic examination, additional tests are
important in diagnosing the disease as possible to determine the
severity of it to clarify its oncogenic risk depending on the genotype
HPV detected in relation to the type of histological lesions observed.

Key words: Virus HPV, PCR, genotypes.

INTRODUCCION

El Virus de Papiloma Humano (VPH) se agrupa en diversos
tipos de virus ADN pertenecientes a la familia de los
Papillomaviridae y representa una de las infecciones de
transmision sexual mas comunes y se conocen mas de 100
tipos virales que en relacién a su patogenia oncolégica, y
se clasifican en tipos de alto y de bajo riesgo oncogénico.
Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
66 son carcindgenos para los humanos, clasificandolos
como tipos de alto riesgo oncogénico y otros como el 6 y
el 11 son posibles carcindbgenos para los humanos, siendo
considerados tipos de bajo riesgo oncogénico (1).

Afectan solamente el epitelio plano estratificado de piel y
mucosas Yy algunos tipos de VPH como el 6 y 11 pueden
causar verrugas o condilomas (2), mientras otros pueden
generar infecciones subclinicas, las cuales en una minoria
de casos derivarian en cancer cervical, de vulva, vagina y
ano en mujeres, o cancer de ano y pene en hombres. La
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mayoria de las personas infectadas por VPH desconoce
que lo esta. Todos los VPH se transmiten por contacto
directo de piel a piel (3). Algunos tipos de VPH transmitidos
sexualmente y denominados de alto riesgo son diferentes
de los que causan verrugas y pueden evolucionar y producir
lesiones precancerosas y cancer invasivo (4, 5).

En muchos paises se utiliza el test cervical Papanicolaou,
conocido como citologia, para detectar células anormales
que podrian evolucionar a carcinoma invasor. Un examen
cervical por inspeccion visual también puede detectar
verrugas y otros crecimientos anormales que aparecen como
manchas blancas en la piel 0 mucosas cuando se lavan con
acido acético, pero su sensibilidad es muy baja. La técnica
de PCR se utiliza para diagnosticar vy tipificar a aquellas
pacientes infectadas por VPH, siendo de mayor utilidad
en los casos donde la citologia o la biopsia no demuestren
la infeccién por VPH, es decir, aquellas pacientes con
resultados de Papanicolaou o biopsia que reportan procesos
inflamatorios inespecificos y en las pacientes con lesiones
sospechosas de cuello uterino a la colposcopia (6).

La tipificacion de VPH esta concebida para su utilizacion
como una prueba complementaria y en ningiin caso como
criterio Unico de diagndstico. Sin embargo, en conjunto
con los estudios citologicos e histoldgicos, es muy efectiva
para predecir la progresion de las lesiones cervicales,
diferenciando aquellos que significan un riesgo elevado o
intermedio, de los que implican un riesgo bajo con relacion
al posible desarrollo de cancer (7).

La infeccién por VPH parece ser la “causa fundamental”’ en
la génesis del cancer de cérvix, sin embargo la contribucion
de otros factores de riesgos asociados a la etiologia de
los tumores en esta localizacion no ha recibido la debida
atencion, teniendo en cuenta que solo pocas mujeres
infectadas con VPH desarrollan lesiones intraepiteliales
de alto grado y carcinoma in situ. Numerosos estudios han
abordado la estructura, el mecanismo de accion y el poder
oncogeénico de los diferentes tipos de VPH, incluso el riesgo
puede incrementarse con el uso de hormonas para fines
anticonceptivos (7).

Por otra parte, existen limitaciones en la utilidad de la
serologia para el estudio del VPH con fines clinicos, las
cuales estan asociadas con la gran variedad de subtipos
humanos, con las infecciones multiples que existen entre
diversos genotipos, la diversidad de lesiones precursoras
de cancer y con los sitios blancos de infeccion. Asimismo,
la expresion del VPH en las capas superficiales del epitelio
dan origen a una débil presentacion de antigenos virales por
parte de las células inmunocompetentes, lo cual origina una
modificacion de la respuesta serologica. Distintos esfuerzos
se han realizado en décadas previas para desarrollar
ensayos serologicos mas especificos y sensibles (8).

La tipificacion del virus se realiza mediante la amplificacion
de regiones E6, E7 y L1 del genoma viral, comparando las
diferencias mayores a 10% con otro genoma conocido,
de manera que un subtipo o variante se define por una
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diferencia génica entre 2-5% (9).

La infeccién por VPH, considerada como la enfermedad de
transmisién sexual mas frecuente en el mundo, presenta
mas de 100 subtipos del virus identificados, siendo
aproximadamente 30 los asociados a lesiones anogenitales
intraepiteliales e invasoras. De principal interés son los
tipos considerados de alto riesgo oncogénico que, aunque
son muchos, el 16 y 18 han sido vinculados al cancer
ginecolégico y no ginecolégico (9).

Ladeterminacion de la exposicion al VPH a través del método
de PCR constituye un estudio que provee informacién del
subtipo o genotipo de virus asociado, cuyo valor predictivo se
asocia a un riesgo estadistico de desarrollar o no carcinoma
de cuello uterino. Dada esta posible asociacién se realizd
este estudio para determinar los subtipos de virus en las
pacientes estudiadas con citologias positivas positivas a
infeccion por el virus, se hizo la biopsia de cuello uterino
con los fines de obtener los datos anatomopatoldgicos de
cada caso.

MATERIALES Y METODOS

Serealiz6 una investigacion de corte longitudinal, descriptiva
y disefio no experimental, en una poblacién conformada
por 3.600 pacientes que acudieron durante los ultimos 3
afos (enero 2012 -marzo 2015) a la consulta ginecoldgica
en un centro privado del municipio Naguanagua, estado
Carabobo. Se incluyeron en el estudio, 950 pacientes con
citologia sugestiva de infeccién por VPH, quienes se les
recolectd una muestra de hisopado y/o tejido cervical para
la identificaciéon del VPH mediante la técnica de PCR y
biopsia de cuello uterino para el estudio histopatolégico.
Aquellos casos en donde el hisopado fue negativo pero la
biopsia resulté positiva para la infeccion se les recolecté una
segunda muestra para su analisis.

Las muestras citoldgicas del endo y exocérvix fueron
tomadas por hisopado y procesadas por el método de
coloracién hematoxilina. Las muestras de cuello uterino
para biopsia fueron tomadas, fijadas en formol y luego su
procesamiento de rutina coloreadas con hematoxilina y
eosina. Los hallazgos al microscopio para ambos casos
fueron clasificados histologicamente segun el sistema de
Bethesda (10).

La PCR fue procesada a través de un método simple
de amplificacion del ADN utilizando el kit PVH-Fast de
Laboratorios Pharmagen, con cebadores especificos del
fabricante (11). Para el hisopado se realizé un raspado firme
con hisopo de algodon estéril, pero sin producir sangrado
del exo y endocérvix, colocando este en un tubo de plastico
estéril seco y en los casos donde se recolectod tejido en
fresco, se colocd en tubo con tampdn lisis conservante (Tris
10 mM pH 8, EDTA5 mMy SDS 1 %) y fueron enviados para
su procesamiento.

De las historias elaboradas a lo largo de tres afios (2012-
2015), se recolectaron los datos de la ficha patronimica
tomando en consideracién: edad de la paciente, fecha de
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ultima menstruacion (FUM), menarquia, sexarquia, numero
de parejas sexuales, fecha de ultima citologia, paridad,
antecedentes oncoldgicos/patolégicos y resultados de
laboratorio. Para minimizar el riesgo de errores o dificultades
en la evaluacidon de la muestra a obtener (debido a la
presencia de semen, actividad sexual reciente, o restos de
menstruacion) se orientd a las pacientes del momento ideal
para acudir a la toma de muestra, y se establecieron las
siguientes condiciones: tener abstinencia sexual (de por
lo menos 3-5 dias), no haberse aplicado duchas u évulos
vaginales los 5 dias previos a la consulta y tener minimo 4
dias sin la menstruacion.

Cada participante dio su consentimiento escrito, previo
e informado para la realizacion del estudio, quedando
los datos de identificacion de cada una como parte del
registro de historias médicas de la consulta, para su uso
cientifico y confidencial. Para el andlisis estadistico se
determind la frecuencia estadistica donde cada variable
estadistica X (edad, antecedentes ginecoldgicos,
antecedentes obstétricos, hallazgos citolégicos, hallazgos
anatomopatolégicos, positividad del PCR y subtipos de
VPH) puede tomar distintos valores y se determina asi su
frecuencia de aparicién dentro de la muestra. Los datos se
presentan como distribuciones de frecuencia (absolutas y
porcentajes) de las variables cualitativas. Se realizaron
tabulaciones cruzadas de las variables cualitativas,
utilizando la prueba Chi cuadrado de Pearson para explorar
la significacion estadistica de la posible asociacion. El
analisis de los datos recogidos se realiz6 mediante el
paquete estadistico SPSS versién 19. Se consideraron
significativos valores de P<0,01.

RESULTADOS

La muestra estuvo representada por el 26% (950/3600) de la
poblacion. El 46,8% de las pacientes objeto de investigacion
tenian edades comprendidas entre los 27 y 33 afios, con un
promedio de 30 afos. La poblacién adolescente representd
18% de la muestra (la distribucion por edad se muestra en
la Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion por edad de las pacientes.

Edad (afios) n: 950 %
13-19 174 18,3
20-26 200 21,2
27-33 445 46,8
34-40 101 10,6
41-47 30 3,1

El 100% de las pacientes evaluadas acudieron a las tomas
de muestra cumpliendo con las condiciones preestablecidas.
El 75% de las pacientes que menstruaron por primera vez
antes de los 15 afios, ademas de que iniciaron actividad
sexual de forma muy temprana, resultaron promiscuas
en mas del 60% de los casos En el grupo de menarquia
tardia no se evidenciaron factores asociados con relevancia
clinica. En relacion al numero de hijos el 76,1% de las
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pacientes tenian mas de dos. El uso de preservativos
durante el acto sexual fue manifestado en el 23,4% de las
pacientes que resultaron estar expuestas a la forma de VPH
tipo 6 considerado de bajo riesgo desde el punto de vista
epidemiolégico. En aquellas con antecedente de multiples
parejas sexuales se encontraron los tipos 16 y 31, las
multiparas expresaron el tipo 16 en comparacién con las
nuliparas (12,6% de la muestra) que expresaron el tipo 6 (la
distribucién por antecedentes ginecoobstetricos se muestra
en la Tabla 2).

Tabla 2. Antecedentes ginecoobstétricos y subtipo de VPH.

Antecedente n: 950 % Subtipo de
VPH
menarquia <15 714 75,1 6,18
ANOS
menarquia >15 236 24,8 6,16
ANOS
sexarquia <15 642 67,5 16,11,31
ANOS
sexarquia >15 308 34,2 6,31
ANOS
menos de 3 parejas 354 37,2 6,16
sexuales
mas de 4 parejas 596 62,7 16,31,45
sexuales
paridad >2 723 76,1 16,51

Se detecté VPH aplicando la técnica de PCR en 99,7% de
las pacientes de las muestras analizadas. Se identificaron
los genotipos 6, 11, 16, 18, 31, 45 y 51, de los cuales 6 y
11 se consideran de bajo riesgo y el resto de alto riesgo
oncogénico. El mas frecuente entre los grupos etarios fue el
subtipo 6 seguido del subtipo 16.

Tabla 3. Diagnostico histolédgico, resultados de PCR y subtipo de
VPH.

Diagnéstico  n: 950 % PCR Subtipo de
citologico/ VPH
histolégico
Cervicitis 174 18,3 Positivo 6,11,31
LIE de bajo 445 46,8 Positivo 6,31
grado
LIE de alto 321 33,7 Positivo 31,45,16,51
grado
Negativo para 8 0,84 Positivo 6
VPH
Negativo para 2 0,21 Negativo
VPH

En relacion a la tipificacion del VPH, aproximadamente
50% de las pacientes estudiadas, el genotipo que se ha
observado es considerado de alto riesgo desde el punto de
vista estadistico, siendo los mas frecuentes el 16, 31, 45y
51. Esto también se asoci6 a lesiones anatomopatoldgicas
que variaron desde una cervicitis hasta la presencia del
carcinoma in situ. La lesion histopatoldgica mas frecuente
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fue la lesion intraepitelial de bajo (46,8%) y alto grado
(33,7%) (la distribucién por diagnéstico histologico, resultado
de PCR y subtipo de VPH se muestra en la Tabla 3).

Tabla 4. Presencia o no de infeccion multiple.

Tipificacion de n: 950 %
VPH
Un tipo viral 804 84,6
Dos tipos virales 143 15
Tres tipos virales 1 0,1
Negativa 2 0,2

En 15% de las pacientes se demostro la infeccion multiple,
es decir, presencia simultanea de dos o mas formas virales,
siendo los subtipos 31 y 6, la asociaciéon mas frecuente.
Solo una paciente presenté positividad para tres subtipos,
que fueron el 31, 45 y 6, observandose cambios epiteliales
compatibles a LIE de alto grado (la distribucion presencia
o no de infeccién multiple se muestra en la Tabla 4), con
antecedentes de sexarquia temprana y mdultiples parejas
sexuales. Los antecedentes oncoldgicos directos estaban
ausentes en todos los casos.

DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron 950 pacientes a quienes
se les realizo biopsia de cuello uterino y toma de muestra de
PCR para diagnéstico vy tipificacion de VPH, encontrando
mayor frecuencia de casos positivos entre los 27 y 33 afios
de edad, en comparacién con otro trabajo que mostré mayor
frecuencia de casos, en las edades comprendidas entre
los 21 y 23 afios de edad (12). En la poblacion yanomami
se observd mayor probabilidad de infeccion por VPH en
aquellas que superan los 35 afios de edad (13).

La determinacion de la exposicion al VPH por el método
de PCR resulta ser un método de elevada sensibilidad
para el diagndstico de la infeccion, ya que, de las muestras
analizadas en una primera oportunidad, soélo 10 pacientes
resultaron ser negativas y de ellas en una segunda toma de
muestras, soélo 2 realmente expresaron negatividad a pesar
de tener un hallazgo citolégico compatible con cambios
reactivos a la enfermedad y biopsia cervical que reportaba
cervicitis cronica no asociada al VPH. Existen evidencias
de que pacientes con citologias normales han presentado
positividad al PCR, ya que, los cambios anatomopatoldgicos
pueden no expresarse en las capas superficiales del epitelio,
mientras que la deteccion del virus si logra hacerse de forma
precoz (14).

En México el VPH fue detectado en 95,5% de los casos
de cancer invasor, en 91,6% de lesiones intraepiteliales
de alto grado, en 66,7% de lesiones de bajo grado y en
23,1% de citologias normales (15). En nuestro estudio
se detectd la infeccion en el 98% de las pacientes con
resultados citolégicos positivos, evidenciandose las formas
virales oncogénicas en el 50% de los casos y la lesion
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histopatologica mas frecuente fue la lesién intraepitelial de
bajo (46,8%) y alto grado (33,7%).

La citologia presenta la desventaja de no poder identificar la
infeccion del VPH en su fase latente, asi como tampoco el
subtipo, a diferencia del PCR que si lo detecta y lo tipifica en
cualquier estadio (16,17).

En la muestra estudiada el LIE de alto grado se observo
en 33,7% de los casos, destacandose la presencia en
la mayoria de estos casos de un subtipo de VPH 31,
considerado de alto riesgo oncogénico. Estudios reportan
que el ADN del VPH en pacientes afectadas por cancer
cérvicouterino, se detecta en el 97% de los casos 0 mas y
en mujeres asintomaticas clinicamente normales en el 31%
de los casos (18).

La infeccion multiple se determiné en 15% de las pacientes,
es decir, la presencia simultanea de dos o mas formas
virales, siendo los subtipos 31 y 6, la asociacibn mas
frecuente. Soélo una paciente presentd positividad para
tres subtipos (31, 45 y 6) simultdneamente, esta paciente
tenia cambios epiteliales compatibles con LIE de alto grado
y antecedentes de sexarquia temprana, multiples parejas
sexuales. Se observé en una poblaciéon de Uganda que
estos factores incrementaron significativamente el riesgo
de cancer cervical (19). Es de hacer notar la observacion
de subtipos de alto riesgo en poblaciones con diagndstico
anatomopatoldgico de cervicitis, lo que presupone un riesgo
potencial a largo plazo para el desarrollo de las formas
avanzadas. En un estudio realizado en Chile se detectd
VPH en el 40% de los casos histolégicamente normales.
Los tipos de VPH mas frecuentes fueron: 33, 16, 52 y 31
y se observé que el 10,7% de casos con dos tipos virales
o coexistentes en las formas premalignas, siendo mas
frecuente las asociaciones 16-52, 45-52 y 18-52 (20). Otro
estudio en Paraguay observo un caso de infeccion multiple
con los tipos de VPH 33y 45 (21).

Al 46,8% de las pacientes se les realizé el diagnéstico de
la enfermedad en la etapa de lesion intraepitelial de bajo
grado (LIE), expresando el subtipo 6, considerado una
forma de bajo riesgo oncogénico, en mayor proporcion
(75%) que 31 (25%). Esto difiere de lo encontrado en un
estudio realizado en Lima, donde la prevalencia del VPH
de bajo riesgo fue de 8,4% (13) y en otro estudio, al igual
que lo observado en este estudio se demostré que las
lesiones escamosas intraepiteliales expresaron bajo riesgo
(83%) y alto riesgo (16%) de los casos (14). En Venezuela
se ha analizado la realidad del VPH como problema de
salud publica, encontrandose que el genotipo de mayor
circulacion es el tipo 16 (considerado de alto riesgo), el cual
es s6lo uno de los de mayor potencial oncogénico (22).
Estudios recientes en la region central encuentran mayor
frecuencia del tipo 6 en las formas de bajo riesgo y del tipo
31 entre las de alto riesgo (11). La presencia de un VPH de
alto riesgo incrementa 78 veces la posibilidad de presentar
un carcinoma invasor de cuello uterino (23) y en estos
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casos los hallazgos histolégicos son mas evidentes para el
diagndstico de la infecciéon por VPH que la citologia (24).

En las pacientes con citologias positivas para
VPH, la tipificacion por PCR en combinacion con el
estudio anatomopatoldgico, son importantes pruebas
complementarias en el diagnostico de la enfermedad,
ya que permiten determinar la gravedad de la misma al
precisar su riesgo oncogénico dependiendo del genotipo de
VPH detectado en relacion con el tipo de lesion histolégica
observada. De la totalidad de la muestra estudiada 99%
fueron PCR positivas al VPH. En la actualidad nuevos
trabajos buscan desarrollar el diagndstico seroldgico para la
deteccion temprana del virus (25).

Por otra parte, se evidencia que son frecuentes los
genotipos 6 y 11 considerados de bajo riesgo, asociados
a los cambios inflamatorios y lesiones intraepiteliales de
bajo grado, como formas de presentacion benigna de la
infeccion. Sin embargo su coexistencia con un subtipo de
VPH de alto riesgo aumenta su potencialidad oncogénica.
Asimismo, las lesiones intraepiteliales de alto grado y las
formas malignas de la enfermedad se asocian a los subtipos
de VPH considerados de alto riesgo oncogénico, el 50% de
los casos de este estudio mostrd genotipo considerado de
alto riesgo oncogénico. La infeccion multiple se demostré
en el 15% de los casos, por dos o mas cepas (31 y 6, la
mas frecuente), un caso aislado presentd positividad a los
subtipos 31, 45 y 6 con cambios epiteliales de LIE de alto
grado. El subtipo de VPH mas frecuente entre las pacientes
con cambios anatomopatolégicos de LIE bajo grado fue 6 y
entre las pacientes con cambios de LIE de alto grado el 31.

La coexistencia entre dos subtipos de VPH (es decir uno de
alto y otro de bajo riesgo) en una persona no incremento
la severidad de la lesion anatomopatoldgica evidenciada,
posiblemente la misma se relaciona con la potencialidad del
subtipo de VPH de incrementar o no el riesgo oncogénico.

El incentivo a la pesquisa del cancer de cuello uterino
se fundamenta en el hecho de que es una enfermedad
prevenible, que se caracteriza por una larga historia natural;
con lenta progresion desde una lesién intraepitelial, hasta
una enfermedad invasiva que puede ocurrir en afios, o
quiza en décadas, lo cual permite que el despistaje sea
altamente efectivo para detectar el proceso en etapa
preinvasiva (26, 27, 28). La pesquisa del virus representa
una estrategia importante para identificar mujeres con
alto riesgo de desarrollar una neoplasia cervical. Ademas,
el conocimiento de que el cancer de cuello uterino esta
relacionado con subtipos especificos e indica la importancia
como valor prondstico que tiene la tipificacion del VPH (29,
30, 31), gracias al laboratorio Genomik (sede valencia)
por el procesamiento de las muestras de este estudio.
Investigaciones recientes han vinculado la infeccion por VPH
con el desarrollo de cancer en otras localizaciones, como el
cancer esofagico, en particular con el subtipo 18, en algunos
paises (32, 33, 34). Otras formas de deteccion temprana de
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la infeccidon consideradas en la actualidad abarca el PCR
del hisopado de cavidad oral, el cual ha logrado aislar el
VPH en la cavidad oral de 14% de los individuos estudiados
y aparentemente sanos (35, 36). El VPH como causa de
cancer de cuello uterino y como factor incidente de la tasa
de mortalidad en nuestro pais representa un problema de
salud publica, que necesita de medidas sociosanitarias que
busquen mejorar la pesquisa en la poblacion de alto riesgo.
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