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RESUMEN

El diagnéstico de la infeccion cervical ocasionada por el virus del
papiloma humano (VPH), se realiza basicamente a través de la
biopsia y/o de métodos moleculares como la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Los resultados de estos estudios en ocasiones
no coinciden. En este estudio se evalla la posible influencia de
diferentes factores asociados a resultados falsos positivos y a
falsos negativos de ambas pruebas. Se analizaron 271 muestras de
cuello uterino de pacientes que acudieron a la consulta ginecoldgica
durante el periodo 1999-2009, a las cuales se les tomé biopsia por
presentar hallazgos colposcépicos y/o citoldgicos sospechosos de
infeccion por VPH. Tomando en consideracion al resultado de PCR
como prueba estandar de oro, la biopsia presenté 14% de falsos
positivos y 16,6% de falsos negativos, el diagnéstico de VPH en
biopsia y PCR presenté mayor concordancia cuando las muestras
abarcan la zona de transformaciéon endo-exocervical, asi como la
presencia de metaplasia escamosa en la muestra y el tamafio del
fragmento mayor (>0,5 cm); mientras que el tiempo de fijacion, el
tipo e intensidad de la inflamacion, la hemorragia y la erosion del
epitelio no fueron significativos. En conclusion, a fin de disminuir la
discrepancia de los resultados entre la biopsia y prueba de ADN,
seria importante que la muestra de biopsia incluya la zona de
transformacion del cuello uterino y al menos un fragmento mayor
de 0,5 cm.
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ABSTRACT

The diagnosis of cervical infection caused by human papilloma
virus (HPV) is made basically through the biopsy and/or molecular
methods such as polymerase chain reaction (PCR). The results of
these studies sometimes do not match. In this work is evaluated
the possible influence of different factors associated with results
false positive and false negative of both tests. Were analyzed 271
samples from uterin cervix of patients presenting to the gynecologist
during the period 1999-2009, to which were taken biopsies due
present findings colposcopics and/or cytological suspicious of HPV
infection. Considering the result of PCR as gold standard test,
biopsy showed 14% false positive and false negative 16.6%, the
diagnostic of VPH in biopsy and PCR showed greater concordance
when samples include endo-exocervical transformation zone, and
the presence of squamous metaplasia in the sample and size of
the largest fragment (>0.5 cm); while the fixation time, the type and
intensity of inflammation, bleeding and erosion of the epithelium
were not significant. In conclusion, in order to reduce the discrepancy
between the results of the biopsy and test DNA, it is important that
the biopsy sample includes the transformation zone of the uterin
cervix and at least one fragment greater than 0.5 cm.

Key words: HPV, PCR, biopsy, metaplasia.
INTRODUCCION

El virus papiloma humano (VPH) es un virus de ADN,
epiteliotropo, considerado como el causante principal del
carcinoma de cuello uterino, que sigue siendo en la mayoria
de paises en vias de desarrollo, una de las principales
causas de mortalidad por cancer en la mujer, precedida en
algunos paises por el cancer de mama (1-3).

Para que la infeccion por el VPH sea productiva, el virus
debe llegar a la capa basal del epitelio y multiplicarse dentro
de la célula infectada del epitelio plano estratificado, donde
puede producir cambios morfolégicos como acantosis, hiper
0 paraqueratosis, micro 0 macro papilomatosis, hiperplasia
de células basales y mas caracteristicamente coilocitosis
(4-6).

Estas alteraciones, a su vez, pueden originar modificaciones
que se evidencian al examen colposcopico del cuello uterino
y permiten sospechar de la infeccion por VPH en la consulta
ginecoldgica (7,8).

Al estudio microscoépico, sea cito o histoldgico, los indicios
de infeccion por VPH se dan basicamente al observar los
coilocitos, que es la alteracion mas caracteristica de la
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infeccion, en la que se observa a nivel de la célula escamosa
un gran espacio claroperinuclear, producto del cumulo de
nuevas particulas virales producidas en la célula infectada (9).

No obstante, existen cambios inespecificos o
pseudocoilociticos, ocasionados generalmente por la
inflamacién, la atrofia o el glucégeno, que pueden ser objeto
de confusioén al realizar el estudio microscoépico. Se acepta
que el VPH solo puede ser diagnosticado con certeza a
través de pruebas moleculares como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) o por captura hibrida, que ademas
informan sobre el genotipo viral y su consiguiente riesgo
oncogénico (10-13).

El estudio histolégico posee mayor grado de sensibilidad y
especificidad que la citologia para diagnosticar la infeccion
por VPH (6,14,15); esto pudiera deberse a que la citologia
solo permite examinar células de la superficie del epitelio,
estando los coilocitos localizados frecuentemente a mayor
profundidad (16-18).

Ahora bien, la experiencia en la practica diaria asi como
diversas investigaciones, evidencian discrepancias en los
resultados del diagndstico de VPH entre la biopsia y PCR,
tanto de falsos positivos como falsos negativos, con las
consecuentes implicaciones clinicas y psicologicas para
las pacientes y la duda para el médico tratante sobre la
conducta a seguir (18-21).

La referida falta de concordancia pudiera estar relacionada
con factores asociados a la técnica de PCR o al estudio
histolégico (22, 23). En este estudio se pretende evaluar
diferentes factores o alteraciones tisulares que pudieran
estar asociados a resultados discordantes entre la biopsia y
el obtenido con la PCR.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 271 muestras de biopsias de cuello uterino,
a las cuales en la misma muestra, se les realizo el estudio
histolégico y la determinaciéon del ADN viral a través de
la PCR. Las muestras se recolectaron entre los afios
1999 a 2009. Generalmente se trataba de pacientes que
presentaban hallazgos sugestivos de infeccién por VPH a la
colposcopia o0 en un estudio citoldgico previo. Las muestras
de biopsia fueron procesadas e informadas en el Instituto
Privado de Anatomia Patolégica (IPAP) de la ciudad de
Valencia, Venezuela.

Para el analisis histologico los fragmentos de tejido fueron
fijlados en formol y procesados segun protocolo de rutina,
coloreando las secciones de tejido con hematoxilina-eosina,
registrandose las siguientes variables:

- Dias de fijacién de la muestra: partiendo de la fecha
sefialada en la hoja de solicitud del examen. Se registro el
periodo de tiempo comprendido entre el dia de la toma de la
biopsia y el momento de inicio del procesamiento histolégico.
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- Tipo de muestra: se precis6 si la muestra contenia
solamente tejido de la zona exocervical, de la region
endocervical (Figura 1A) o de ambas regiones del cérvix.

- Numero de fragmentos: se consigné la cantidad de
fragmentos descritos en el estudio macroscépico, verificando
el mismo en la preparacion histolégica.

- Tamafio del fragmento mayor: se tomo el sefialado en
el examen macroscépico y revisado en la preparacion
histologica.

- Tipo de inflamacion: el componente inflamatorio se
discrimind entre cronico (linfocitos, plasmocitos, histiocitos)
o reagudizado (con neutrofilos).

- Intensidad de la inflamacion: esta medicion fue obtenida
de manera subjetiva discriminandolas en las categorias de
leve, moderada y severa.

- Hemorragia: fue clasificada subjetivamente, en términos de
su ausencia o presencia en el tejido evaluado. Se diferencid
en leve, moderada o severa (Figura 1D).

- La metaplasia: se anoté su presencia o ausencia, sin
diferenciar si era madura o inmadura (Figura 1By 1C).

- Erosion del epitelio: se registré si habia o no pérdida focal
del epitelio de superficie en los fragmentos examinados.

Fig. 1. Alteraciones histolégicas. A: Muestra sin epitelio escamoso,
solo con tejido endocervical (ectopia). B: Fragmento con metaplasia
escamosa madura con coilocitos. La metaplasia es evidente al
observar las glandulas endocervicales en el estroma. Ademas,
inflamacién cronica. C: Muestra con metaplasia escamosa sin
coilocitos tipicos. D: Muestra con hemorragia.

Todas las determinaciones fueron realizadas por dos
patélogos en forma independiente y luego se cotejaron.
Cuando habia diferencia de opinidn sereviso6 el caso y se
llegd a un consenso. La muestra para el estudio molecular
se obtuvo a partir del bloque de parafina. Se efectuaron
5 cortes de 10 ym, se colocaron en tubos de 1,5 mL y se
refrigeraron a 4°C hasta su traslado al laboratorio Genomik.

En el laboratorio, las muestras se incubaron en tampén de
lisis con proteinasa K(200 pg/mL) por 3 horas a 56°C. La
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extraccion se hizo siguiendo el método fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) pH 8 y precipitacion del ADN
con etanol y sales. EI ADN obtenido se resuspendié en
tubos Eppendorf con 50 yL de agualibre de nucleasas,
conservandose a -20°C hasta su uso. La integridad del ADN
fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

El estudio de PCR para la determinacion de VPH se realizd
mediante PCR anidada (PCR L1), usando un par de
iniciadores deconsenso externosMY09/MY11 y un par de
iniciadores internos GP5+/GP6+ (24), dirigidos a la region
L1 del VPH que amplifican un fragmento de 450 y 150 pares
de bases (pb), respectivamente. Los controles positivos,
fueron plasmidos recombinantes para los tipos de HPV: 6,
16 y 18. Como control blanco se reemplazé el ADN por agua
desionizada. El analisis de los productos de amplificacion
se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tefiido con bromuro de etidio.

En la tipificacion de los subtipos virales mediante PCR-RFLP,
se utilizaron primersPGMY09/PGMY11 que amplifican
fragmentos de 450 bp. El producto PCR fue sometido a RFLP
con las enzimas Rsa | y Dde |, cuyas secuencias especificas
de corte son GT/AC y C/TNAG, respectivamente; donde “N”
indica que en esa posicion puede situarse cualquiera de
las 4 bases. Se incubaron durante 14 horas a 37°C y los
fragmentos digeridos sometidos a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%.

Para interpretar el polimorfismo de los fragmentos digeridos,
se confecciond un patron de restriccion para cada enzima.
Las secuencias completas de los tipos mas frecuentes de
HPV (AR y BR), se adquirieron del GeneBank (25). Se ubico
la regién L1, y dentro de ésta la posicion de los iniciadores y
los puntos de corte de cada enzima.

Ademas del resultado de la PCR, se registro la edad de la
paciente. Los datos fueron procesados con el programa
SPSS version 22 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
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El analisis descriptivo para cada una de las variables
estudiadas se estableci6 a través de porcentajes y
frecuencias. Se aplicd el Chi-cuadrado (X?), considerando
significativo a los valores de p< a 0,05.

RESULTADOS

La relacion de los resultados de la biopsia y la PCR se
presentan en la Tabla 1; donde se puede apreciar que en
los casos diagnosticados como positivos para la infeccion
por VPH mediante el estudio histopatoldgico, 82,5% de
estos resultaron también positivos en el estudio por PCR. El
porcentaje de concordancia entre ambas metodologias fue
de 69,4%, al sumar los casos en los cuales ambas pruebas
fueron positivas o negativas. La sensibilidad de la biopsia,
si se toma a la PCR como la prueba estandar de oro, fue de
79,9%. La especificidad en cambio fue de 19,1%, con un
14% de falsos positivos y un 16,6% de falsos negativos. En
doce pacientes no se pudo averiguar la edad.

Tabla 1. Resultados de la biopsia y la PCR en el diagnodstico de
infeccion por VPH.

PCR + PCR - Total

n (%)" n (%) n(%)
Biopsia+ 179 (82,5) 38 (17,5) 217 (80,1)
Biopsia- 45 (83,3) 9 (16,7) 54 (19,9)
Total 224 (82,7) 47 (17,3) 271 (100)

1= porcentaje en relacion al total horizontal

En la Tabla 2 se aprecia que el grupo menor o igual a 29
afos fue el mas numeroso de la muestra estudiada, no
encontrandose diferencias significativas entre estos grupos
etareos y los resultados de la biopsia y PCR. La edad media
fue de 31,1 afios (15-57 afios), con una desviacion estandar
de 9,2 afios. Los dias de fijacion de la muestra se aprecian
en la Tabla 3. Se evidencia que el tiempo de fijacion no
influencié en los diferentes resultados de la PCR.

Tabla 2. Asociacion entre el diagnéstico de VPH por biopsia y PCR con la edad de las pacientes.

Bp(+) PCR(+) Bp(-) PCR(-)
n (%)’ n (%)’
<29 97 (57,1) 5 (55,6)
30 -39 44 (25,9) 1(11,1)
Edad
> 40 29 (17,0) 3(33,3)
Total 170 (65,6)? 9 (3,57

1= porcentaje en relacion al total vertical

Bp(+) PCR(-) Bp(-) PCR(+) Total

2= porcentaje en relacion al total horizontal

Tabla 3. Asociacion del diagnostico de VPH por biopsia y PCR con los dias de fijacion del tejido.

Bp(+)PCR(+) Bp(-)PCR(-)
n (%)' n (%)’
<1 101(56,4) 5(55,6)
Diasde 2.3 46(25,7) 2(22,2)
fijacion
>4 32(17,9) 2(22,2)
Total 179 (66,1)2 9 (3,3)?

1= porcentaje en relacion al total vertical

n (%)’ n (%) n (%) P
19 (44,2) 16 (43,2) 137 (52,9)
11 (25,6) 14 (37,8) 70 (27)
13 (30,2) 7 (18,9) 52 (20,1)
43 (16,6)? 37 (14,2)? 259 (100) 0,225
Bp(+)PCR(-) Bp(-)PCR(+) Total =
n (%)' n (%) n (%)
27(60) 20(52,6) 153(56,5)
10(22,2) 13(34,2) 71(26,2)
8(17,8) 5(13,2) 47(17,3)
45 (16,6)> 38 (14)? 271 (100) 0,975

2= porcentaje en relacion al total horizontal
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La Tabla 4 relaciona los resultados de la biopsia y PCR con
el tipo de muestra y la presencia o ausencia de metaplasia
escamosa. Se puede apreciar como los resultados positivos
se asocian a muestras que incluyen tanto tejido exocervical
como endocervical. La presencia de metaplasia escamosa
también mostré una asociacion positiva.

La relacion con el numero y tamafio de los fragmentos
evaluados se observa en la Tabla 5. Mientras que el nimero
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de fragmentos no mostrd asociacién con los resultados de
las pruebas, el tamafio de los mismos si, siendo mayor
la positividad cuando habia en la muestra al menos un
fragmento mayor de 0,5 cm.

En la Tabla 6 se aprecia como el tipo o la intensidad de
la inflamacién, la hemorragia y la presencia de zonas de
erosion del epitelio no mostraron relacion significativa con
los resultados de la biopsia y PCR.

Tabla 4. Asociacion del diagnéstico de VPH por biopsia y PCR con el tipo de muestra y la presencia de metaplasia escamosa.

Bp(+)PCR(+) Bp(-)PCR(-)
n (%)’ n (%)’
Exo 47(26,3) 2(22,2)
Tipode  Exo+Endo 132(73,7) 4(44,4)
muestra Endo 0(0) 3(33.3)
Total 179 (66,1)2 9 (3,3)
Si 139 (77,7) 4 (44,4)
Metaplasia No 40 (22,3) 5 (55,6)
Total 179 (66,1)2 9 (3,3)

1= porcentaje en relacion al total vertical

2= porcentaje en relacion al total horizontal

Tabla 5. Asociacion del diagnostico de VPH por biopsia y PCR con el numero y tamafio de los fragmentos de tejido.

Bp(+)PCR(+) Bp(-) PCR(-)

n (%) n (%)

1-2 65(24) 3(1,1)

Numero de 3-6 97(35.8) 4(1,5)

fragmentos >7 17(6,3) 2(0,7)

Total 179(66,1)2 9(3,3

0,1-0,4 56(20,7) 0(0,0)

Tamafiodel g5.09 112(41,3) 6(2,2)
fragmento

mayor (cm) =1 R 301.1)

Total 179(66,1)2 9(3,3

1= porcentaje en relacion al total vertical

Bp(+) PCR(-) Bp(-)PCR(+) Total P
n (%)’ n (%)’ n(%)
9(20) 12(31,6) 70(25,8)
36(80) 20(52,6) 192(70,9)
0(0,0) 6(15,8) 9(3,3)
45 (16,6)? 38 (14) 271 (100) <0,001
36 (80) 18 (47,4) 197 (72,7)
9 (20) 20 (52,6) 74 (27,3)
45 (16,6)? 38 (14) 271 (100) <0,001
Bp(+) PCR(-) Bp(-) PCR(+) Total =
n (%)’ n (%)’ n (%)
11(4,1) 16(5,9) 95(35,1)
31(11,4) 19(7) 151(55,7)
3(1,1) 3(1,1) 25(9,2)
45(16,6)? 38(14)? 271(100) 0,135
18(6,6) 16(5,9) 90(33,2)
27(10) 21(7,7) 166(61,3)
0(0,0) 1(0,4) 15(5,5)
45(16,6)? 38(14)? 271(100) 0,014

2= porcentaje en relacion al total horizontal

Tabla 6. Asociacién del diagnéstico de VPH por biopsia y PCRcon el tipo e intensidad deinflamacion, intensidad de la hemorragia y la

erosion del epitelio.

Bp(+)PCR(+) Bp(-) PCR(-)
n (%)’ n (%)
Crénica 116(42,8) 4(1,5)
Tipo de .

. . Reagudizada 63(23,3) 5(1,8)

inflamacion
Total 179(66,1)2 9(3,3)2
. Severa 37(13,7) 4(1,5)
'”tfj’;slfad Moderada 85(31,4) 3(1,1)
inflamacion Leve 57(21) 2(0.7)
Total 179(66,1)2 9(3,3)2
Ausente 51(18,8) 1(0,4)
Intensidad Leve 50(18,5) 1(0,4)
de la Moderada 32(11,8) 1(0,4)
hemorragia Severa 46(17) 6(2,2)
Total 179(66,1)2 9(3,3)2
3 Si 4(1,5) 0 (0)
Sefien et No 175(64.6) 9(100)

epitelio

Total 179(66,1)2 9(3,3)2

1= porcentaje en relacion al total vertical

Bp(+) PCR(-) Bp(-) PCR(+) Total =
n (%)’ n (%)' n (%)
27(10) (8,9) 171(63,1)
18(6,6) 14(5,1) 100(36,9)
45(16,6) 38(14)? 271(100) 0,625
8(2,9) 10(3,7) 59(21,8)
20(7,4) 13(4,8) 121(44,6)
17(6,3) 15(5,5) 91(33,6)
45(16,6) 38(14)? 271(100) 0,443
12(4,4) 17(6,3) 81(29,9)
12(4,4) 5(1,8) 68(25,1)
8(3) 8(3) 49(18,1)
13(4,8) 8(3) 73(26,9)
45(16,6) 38(14)? 271(100) 0,159
0(0) 3(1,1) 7(2,6)
45(16,6) 35(12,9) 264(97,4)
45(16,6) 38(14)? 271(100) 0,127

2= porcentaje en relacion al total horizontal
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DISCUSION

En la reuniéon de consenso de la Sociedad Venezolana de
Oncologia del afio 2010, se establecio que el diagnostico de
VPH por citologia o por biopsia, debe ser reportado como de
compatibilidad morfoldgica y considerarlo como un hallazgo
presuntivo hasta que se establezca el diagndstico de certeza
mediante métodos que detecten el ADN viral (2,26).

Tal posicién obedecié a que las caracteristicas microscopicas
de la infeccién del VPH (5,16) a pesar de la aparente
sencillez en su identificacion (15), no han resultado del todo
precisas al contrastar esas caracteristicas con métodos
moleculares, considerados como el estandar de oro para el
diagnéstico de esta infeccién viral (19,27,28).

En este trabajo, el diagnéstico del VPH a través de la biopsia
mostré una sensibilidad de casi un 80% y una especificidad
bastante baja de 19,1%. Otras investigaciones demuestran
valores similares para la sensibilidad, oscilando entre 72,6
y 93% (6,15,20); mientras que para la especificidad se
reportan datos mas dispersos, que van desde 5,1 a 61,8%
(20,29,30).

Al analizar los falsos positivos obtenidos en la biopsia,
ellos pudieran deberse a la presencia de pseudocoilocitos,
ocasionados por glucégeno, inflamacion, atrofia u otros
artificios (5,31); mientras que entre las causas de falsos
negativos se mencionan al estado latente del VPH en el
momento que se tomo la muestra, a que los fragmentos
evaluados solo posean tejido endocervical (ectopia),
sin epitelio escamoso, asi como también que procedan
de una zona carente de los cambios histopatoldgicos
caracteristicos, o en ultima instancia, a la interpretacion o
criterios diagnosticos del patdlogo que examind el caso (32).

Adicionalmente, no debe olvidarse que la PCR
eventualmente, como toda técnica, presenta también falsos
positivos y negativos. Lo primero puede ser producto de
la contaminacion de la muestra; mientras que los falsos
negativos pudieran ser ocasionados por la presencia de
hemorragia, el exceso de fijacion (superior a 72 horas), por
inhibicion de la PCR al entrecruzarse acidos nucleicos y
proteinas en tejidos fijados con formaldehido (23,33-35).

Asi mismo, pueden existir factores de orden técnico, donde
destaca la barrera fisica que forma la parafina (36,37). Por
ello se han empleado artificios, como eliminar el uso de
xilol, que minimizan la manipulaciéon del material genético,
obteniendo mejor extraccion de ADN amplificable a partir de
muestras incluidas en parafina (38). No obstante, para otros,
la realizacién de PCR en material parafinado no representd
problema alguno (39,40).

En este estudié no se observé que el tiempo de fijacion de
los especimenes influenciara sobre los resultados, hecho
que concuerda con lo obtenido por Garcia et al (23), quienes
amplificaron fragmentos de hasta 500 pb, sin variacion de
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la sefial amplificada al aumentar el tiempo de fijacion hasta
168 horas. No obstante, otros investigadores han reportado
que la fijacion del tejido en formaldehido por un periodo de
tiempo superior a 48 horas, influye negativamente en la
eficiente amplificacion de la PCR (17,33,34,41,42).

Entre los factores histopatoldgicos analizados, se obtuvo
que la presencia en la muestra de ambos componentes,
endo y exocervical, asi como la presencia de metaplasia
escamosa, se relacionaron positivamente con el diagnostico
de VPH tanto en la biopsia como en el estudio de ADN,lo
cual concuerda con la investigacion de Moscicki et al (43),
quienes refieren que el cambio metaplasico en la zona de
transformacion cervical es un factor de riesgo significativo
para el desarrollo de la infeccion por VPH; sin embargo,
Hwang et al (44), al analizar la extension de la ectopia
cervical como factor de riesgo en la adquisicion del VPH
en mujeres jovenes sexualmente activas, no encontraron
asociacion significativa entre la metaplasia escamosa y la
presencia del virus.

Es conocido que la ectopia endocervical y la subsiguiente
metaplasia escamosa es un proceso frecuente que ocurre
en mayor o menor extension en la mayoria de las mujeres.
Durante la etapa de metaplasia escamosa inmadura, este
epitelio es particularmente sensible a la infeccion por VPH,
constituyéndose en el sitio anatémico de preferencia para
esta infecciodn viral y por tanto, es légico que las muestras
que comprendan esta zona presenten significativamente
mayor proporcion de resultados positivos (43,45).

La variable, tamafo del fragmento mayor de la biopsia,
también obtuvo relacién positiva con el diagnostico de
VPH en la biopsia y en el estudio de PCR; no obstante
en la literatura médica consultada, no se encontraron
referencias relativas a este aspecto, asi como tampoco
con respecto al resto de los factores analizados, como el
numero de fragmentos de la biopsia, la intensidad y tipo de
la inflamacion, la hemorragia y la presencia de zonas de
erosioén del epitelio.

En conclusion, a fin de disminuir la discrepancia de los
resultados entre la biopsia y prueba de ADN, seriaimportante
que la muestra de biopsia incluya la zona de transformacion
del cuello uterino y al menos un fragmento mayor de 0,5 cm.
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