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Deteccion del virus papiloma humano: influencia del tipo
de muestra y la severidad de la lesion intraepitelial cervical
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RESUMEN
Objetivo: Identificar la influencia del tipo de muestra y la severidad de la lesion, en la deteccion del dcido
desoxirribonucleico del virus papiloma humano mediante reaccion en cadena de polimerasa.
Método: Entre octubre 2008 y enero 2009, se seleccionaron 68 pacientes con diagndstico histologico de
lesion intraepitelial. Se realizo la deteccion del dcido desoxirribonucleico de virus papiloma humano a
través de reaccion en cadena de polimerasa, en muestra citologica e histologica de cuello uterino. Se
analizaron los resultados agrupados segiin tipo de muestra (citologica o histoldgica) y tipo de lesion
intraepitelial (alto o bajo grado).
Ambiente: Servicio de Ginecologia de la Maternidad “Concepcion Palacios”
Resultados: La sensibilidad de la reaccion en cadena de polimerasa para la deteccion del dcido
desoxirribonucleico del virus papiloma humano en muestra histologicafue 92,98 %, mayor que la citolégica
72,06 % (P < 0,05). La severidad de la lesion no afecto la capacidad global de deteccion de la prueba
(P > 0,05). En lesiones de bajo grado la sensibilidad del extendido fue de 65 % y la de la biopsia fue
de 97,2 %; mientras que en las lesiones de alto grado fue de 82,14 % (extendidos) y 85,71 % (biopsias).
Conclusiones: La severidad de la lesion intraepitelial (alto o bajo grado) no afecta la eficacia de la prueba
para detectar el dcido desoxirribonucleico del virus papiloma humano. La deteccion fue mds efectiva en
muestras histologicas que en citologicas.

Palabras clave: Virus papiloma humano. Reaccion en cadena de polimerasa. Lesiones intraepiteliales
de alto grado. Lesiones intraepiteliales de bajo grado.

SUMMARY
Objective: Identify the influence of the kind of sample and the severity of the injury, to detect the
desoxyribonucleic acid of the human papilloma virus using polymerase chain reaction.
Method: Between October 2008 and January 2009, 68 patients with histological diagnosis of intraepithelial
lesion were selected, making detection of human papilloma virus desoxyribonucleic acid in polymerase
chain reaction, in both, histological and cytological cervical sample. Analysed the results grouped by type
specimen (cytological and/or histological) and type of lesion (high or low grade).
Setting: Service of Gynecology of the Maternidad “Concepcion Palacios”,
Results: The sensitivity of the polymerase chain reaction for the detection of human papilloma virus
desoxyribonucleic acid in histological sample was 92 .98 %, higher than the cytological 72.06 % (P < 0.05).
The severity of the lesions didn’t afect the detection capability of polymerase chain reaction. (P>0.05).
The sensitivity of the extended in low grade lesions was 65 % and the biopsy was 97.2 %; while in high-
grade lesions was 82.14 % (extended) and 85.71 % (biopsies).
Conclusions: The severity of intraepithelial lesion (high or low grade) does not affect the effectiveness
to detect human papilloma virus desoxyribonucleic acid. Detection was more effective in histological
samples than in cytological.

Key words: Human papilomavirus. High-grade intraepithelial lesions. Low grade intraepithelial lesions.
Polymerase chain reaction.

* Meédicos especialistas en obstetricia y ginecologia, egresados INTRODUCCION

del Curso de Especializacién en Obstetricia y Ginecologia de
la Universidad Central de Venezuela, con sede en el Hospital

Maternidad “Concepcién Palacios”. La infeccién genital por virus papiloma humano

** Jefa del Servicio de Ginecologia y Directora del Curso de Es- (VPH) es una de las mas comunes infecciones de
pecializacién en Obstetricia y Ginecologia de la Universidad transmision sexual (1). E1 VPH se haencontradocasien
Central de Venezuela, con sede en el Hospital Maternidad el 95 % de las biopsias de carcinomas cervicouterinos
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(2),y ha sido sefialado como la principal causa del
cancer de cuello uterino por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) desde 1992 (3). Muchos estudios
han mostrado que el VPH estad en relacion con la
aparicién tanto de lesiones premalignas como cancer
avanzado (4). Mundialmente, se calculan 500 000
nuevos casos de cadncer cervicouterino invasor anuales
(5). En Estados Unidos, laincidenciaes 8,3 casos por
100 000 mujeres, aproximadamente 14 000 nuevos
casos y 5 000 muertes anuales (6). En Venezuela, el
cancer de cuello uterino produjo 1 215 muertes en
2007 (12,96 % de todas las muertes por cancer en el
sexo femenino),segun el registro central de cancer del
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS)
publicado en 2009 (7),es la segunda causa de muerte
oncoldgica femenina después del cancer de mama
que causo 1 465 fallecidas en ese periodo (15,63 %
de todas las muertes por cancer en la mujer). Cada
afio se detectan 3 000 casos nuevos en las edades
comprendidas entre 25 y 64 afios. Diferentes estudios
en la poblacién venezolana sefialan una incidencia
variable de infeccién por VPH, que oscila entre un
40 % hastaun 85 %. El genotipo de mayor circulacién
en Venezuela es el VPH de tipo 16 (8). En la historia
natural de laenfermedad, destaca la existencia de una
etapa preclinica facilmente demostrable mediante las
técnicas actuales de diagndstico, y en nuestro medio,
en ausencia de la vacuna y hasta tanto la misma sea
aprobada por el Ministerio del Poder Popular para
la Salud, el adecuado diagndstico y tratamiento de
las lesiones precursoras es nuestra principal via para
hacer prevencién y reducir las tasas de mortalidad
por esta causa.

Uno de los mds importantes descubrimientos en
los ultimos 50 afios en la patologia cervical es la
fuerte asociacién entre la infeccién por VPH y el
cancer cervical (9,10). Estudios recientes sefialan que
la adquisicién de una infeccién por VPH precede y
puede predecirla apariciéon de una lesion intraepitelial
escamosa (LIE) o un carcinoma invasor, y que existe
una correlacién de causa-efecto entre estainfecciony
la enfermedad cervical (3). La relacidn entre lesion
intraepitelial cervical y este virus también ha sido
discutida previamente, la presencia de esta infeccion
esta altamente relacionada con la fisiopatologia de
dicha neoplasia (11,12).

A través de los afos, se han descrito mas de 200
tipos de VPH y estos han sido clasificados en 16
grupos. Los VPH de tipo genital se clasifican de
acuerdo con el potencial para provocar cambios
malignos en el epitelio cervical en 3 tipos: 1- de
alto riesgo: (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
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58,59, 68,73 y 82), capaces de producir neoplasias
intraepiteliales cervicales potencialmente invasivas,
2- de riesgo intermedio: (26, 53 y 66) y 3- de
bajo riesgo: (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 y CP6108), que producen cambios benignos
(condilomas acuminados y lesiones intraepiteliales
de bajo grado) (13,14). La agencia internacional de
investigacion del cancer de la OMS, clasifica a los
serotipos 16 y 18 como carcinogénicos, los subtipos
31 y 33 como probablemente carcinogénicos y otros
subtipos exceptuando el 6 y 11 como posiblemente
carcinogénicos. En un estudio del Instituto Nacional
del Cancer se observd que cerca del 10 % de las
mujeres con el tipo 16 6 18 del VPH desarrollé la
enfermedad cervical precancerosa avanzada (NIC
IIT) en un lapso de 3 afios y un 20 % lo desarroll6 en
10 anos (comparado al 4 % de mujeres con cualquier
tipo de VPH) (15).

La infeccién por VPH puede presentarse de
diversas formas clinicas y es por esta razén que a
través del tiempo se han utilizado diferentes métodos
para realizar el diagndstico de esta enfermedad.
Las principales pruebas usadas son la citologia,
la colposcopia, la histologia y técnicas como
inmunohistoquimica, microscopia electrénica y
analisis del acido desoxirribonucleico (ADN).

Debido a la introduccién de la citologia como
método de pesquisa del cdncer cervicouterino, se
ha observado una disminucién de la mortalidad por
esta causa en los ultimos 50 afios, que se debe a
la capacidad de esta prueba para detectar lesiones
preinvasoras y cancer invasor temprano. La citologia
convencional tiene una especificidad de 98 % y una
sensibilidad de 51 % para la deteccion de lesiones
premalignas y malignas de cuello. La repeticion de
los frotis citolégicos disminuye muy poco el indice de
falsos negativos. Especificamente en el diagndstico
de la infeccién por VPH, el valor del estudio
citolégico acusa ciertas limitaciones, debido a que
en diferentes series publicadas, citologias reportadas
como normales se asociaron a una alta deteccion de
infeccion por VPH a través de métodos histolégicos
o de biologia molecular (7).

Otro de los métodos ampliamente utilizado es
la colposcopia que constituye un procedimiento
indispensable para el diagnéstico de infeccién
subclinica por VPH. Aunque la colposcopia
es esencialmente superior a la citologia para el
diagnoéstico de infeccidén por VPH, resulta poco fiable
para distinguir una infeccién aislada por el virus, de
una infeccién asociada a una lesién intraepitelial, a
excepcion de pocos casos (16). Incluso en manos
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expertas, es posible que con la colposcopia no se
observelainfecciénhastaenun 15 % de las pacientes.
Ademas, este método no permite predecir el caracter
especifico del tipo de VPH subyacente.

Aunque se hicieron grandes avances durante el
decenio de 1980 en cuanto al conocimiento de la
evoluciénnatural de laneoplasiaintraepitelial cervical
(NIC) y su relacion con el VPH, la mala sensibilidad
y especificidad de métodos como la citologia cervical,
produjo cdlculos muy bajos del efecto de la relacion
entre infeccion por VPH, actividad sexual y neoplasia
cervicouterina (17). Los exdmenes para la deteccion
del VPH han cobrado gran interés por su potencial
uso en programas de prevencién de cancer cervical.
Los métodos actuales para el diagnéstico de la
infeccién por VPH se basan en técnicas moleculares
de deteccion del ADN. Se han ensayado diferentes
métodos diagndsticos con la finalidad de aumentar
su efectividad en la pesquisa del VPH (18). Debido a
que es dificil cultivar el VPH, las pruebas se basan en
ladeteccidn y tipificacion a través del dcido nucleico.
Losexdamenes dedeteccionde ADNde VPHson 15 %
a 20 % mas sensibles que el frotis de Papanicolaou
convencional pero menos especificos (19).

Desde los afios noventa, la reaccidén en cadena
de polimerasa (PCR), ha sido considerada la técnica
patréon de oro para la deteccién del VPH, a pesar de
sus desventajas que se fundamentan en el potencial
de contaminacién que conlleva a falsos positivos.
Este método consiste en una técnica enzimdtica
muy sofisticada que amplifica al menos un millén
de veces las secuencias especificas de ADN diana en
la muestra de examen, y puede aplicarse en el tejido
fresco o fijado (20).

Dos sistemas de PCR se han usado ampliamente y
son capaces de diagnosticar la infecciéon por VPH: el
primer par GP5+/6+ y degeneracién primaria M'Y09-
11 (21). Ambos amplifican secuencias en la regién
L1 del genoma del virus papiloma. Actualmente
no se ha definido cudl método de PCR para VPH es
mejor, porque ambos son casi equivalentes para uso
in vitro (22).

Esimportante considerar que la asociacién entre la
infeccién por VPH y las lesiones intraepiteliales es del
100 % (23) por lo cual, en pacientes con diagnéstico
histolégico de lesion intraepitelial no existen falsos
positivos para la prueba, pero si podrian presentarse
falsos negativos, que dependen en mayor o menor
grado de errores en la toma de muestra y material
degenerado.

En Venezuela, en el afio 2003, Alfonso y col. (24)
estudiaron la prevalencia de la infeccién por el VPH
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en sujetos aparentemente sanos, una poblacion de
estudiantes de la Universidad Central de Venezuela.
Obtuvieron un 63,7 % de positividad en mujeres
en edad reproductiva, en muestras tomadas por
hisopado. En el mismo estudio se realizé asociacion
entre el diagnéstico molecular por PCR y el método
histopatolégico, demostrando que solo el 47,8 % de
las muestras que presentaban cambios sugestivos de
infeccién por VPH, eran positivas para la infeccion
por el virus pero la determinacién fue mayor (80 %)
cuando el estudio histopatoldgico arrojaba lesiones
intraepiteliales. En Carabobo, en pacientes de la
consulta ginecolégica, la prevalencia del VPH por
PCR fue un 34,5 %, mientras que la citologia solo
detect6 un 18,2 % (25). Alfonso y col. (26) en 2001
estudiaron a 1 046 mujeres, observaron un 45 % de
muestras positivas de VPH de alto riesgo oncogénico
en pacientes con citologia normal. En la Maternidad
“Concepcion Palacios”, en 2006, Martin y col. (27)
realizaron la comparacion entre la captura de hibrido
II y la PCR para la deteccién de VPH, demostrando
que tienen la misma efectividad, sin embargo, esta
disminuye segun la lesién aumente en severidad. En
Espaiia para 2006, Cafiadas y col. (28) estudiaron 166
mujeres a quienes se les realiz6 deteccién de VPH
por diferentes métodos (PCR y CH II), observaron
positividad en un 24,7 % y 29,5 % respectivamente.
En México para 2003, Rodriguez-Reyes y col.
(29) estudiaron en 111 mujeres la tipificaciéon del
VPH, 93 % no presentaban alteraciones cervicales
a la colposcopia, sin embargo, el 2,15 % fueron
positivas para VPH. En contraste, 18 pacientes
tenfan alteraciones cervicales a la colposcopia, de
las cuales el 94,44 % fue positivo. Trottier y col.
(30) concluyeron en su estudio de infeccién por
VPH con multiples genotipos, que actuaba de forma
asinérgica en la carcinogénesis cervical por lo que
encontraron importantes implicaciones en el manejo
de las lesiones.

Peyton y col. (31) compararon la citologia en base
liquiday el hisopado cervical y concluyeron que tiene
mayor sensibilidad el hisopado que la citologia en
base liquida para la deteccion del ADN viral.

La severidad de la lesion afecta la deteccion viral
segun publicaciones internacionales. Lesiones de alto
grado presentan mayor distorsién histopatoldgica, por
lo que hay menor eficacia de los procedimientos que
se practican para la deteccién del VPH (32).

El objetivo del presente estudio fue identificar
la influencia del tipo de muestra y la severidad de
la lesion, en la deteccion del VPH con PCR, en
las pacientes con diagndéstico histolégico de lesion
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intraepitelial que acudieron al Servicio de Ginecologia
de la Maternidad “Concepcién Palacios” desde
octubre de 2008 a enero de 2009.

La identificacion con certeza del tipo de virus
en diagnésticos dudosos, como atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASCUS),
y en casos de dificil tratamiento, como la infeccion
por VPH en endocérvix, puede orientar acerca de la
conducta a seguir en vista de la mayor frecuencia de
evolucién a una lesion intraepitelial de alto grado
(LIE Ag) que tiene la infeccién producida por ciertos
genotipos. La infeccién por VPH representa un alto
riesgo oncogénico para su portadora, y se sabe que
las mujeres portadoras de lesiones intraepiteliales
de cualquier grado, necesariamente tendran el virus,
en vista de la asociacién directa entre la infeccion
y la enfermedad, de ahi que se considere que la
infeccion viral es absolutamente necesaria en estas
pacientes. La deteccién y conocimiento de genotipo
viral permitiria establecer el plan de trabajo para cada
paciente y lograr la prevencién a futuro con vacunas
especificas. Existen diversas pruebas paraladetecciéon
viral, aunque en nuestro medio la mds usada es la
PCR. La identificacién de todas aquellas variables
que afecten la sensibilidad y especificidad de la prueba
es de vital importancia para el reconocimiento de la
utilidad real de la prueba. La evaluacién del tipo de
muestray la severidad de la lesién como variable que
afecte la efectividad de la prueba no ha sido realizada
en Venezuela.

METODOS

Se trata de un estudio prospectivo, descriptivo,
comparativo, transversal que se realizé en una
poblacién de pacientes que acudié al Servicio de
Ginecologiadela Maternidad “Concepcion Palacios™
entre octubre de 2008 y enero de 2009. De ellas se
seleccioné una muestra de 68 pacientes que tenian
informe histolégico de lesion intraepitelial cervical.
Se excluyeron aquellas con sangrado genital activo.

A todas las pacientes se les cit6é al Servicio de
Ginecologia y previa firma del consentimiento
informado, se les llené una hoja de registro, con
todos los datos personales y antecedentes médicos
pertinentes. Luego las pacientes se colocaron en
posicion ginecoldgica, se procedio a la insercién de
espéculo de Graves, ubicacién del cuello uterino y
toma de muestra con cepillo citolégico en endo y
exocérvix; dicha muestra fue colocada en un tubo
de plastico con medio de transporte, se les tomé una
muestrade endoy exocérvix con cepillocitolégicoy se
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identificaron los bloques de parafina correspondientes
alasbiopsias donde se hizo el diagndstico histolégico;
ambas muestras, cepillado y tejido incluido en
parafina fueron enviadas al Laboratorio de Genética
Molecular del Instituto de Oncologia y Hematologia,
del Ministerio del Poder Popular para la Salud, en la
Universidad Central de Venezuela. El procesamiento
de las muestras mediante la PCR fue financiado
por el Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e
Investigacion (FONACID) e incorporado al proyecto
Nro. G 2005000408. Se comparé en cada grupo la
eficacia de la PCR para la deteccion segtin el tipo de
muestra. Ademas se comparé la eficacia del método
parael diagnésticoentre las pacientescon LIEAgy Bg.

Los resultados fueron descritos mediante
frecuencias absolutas, porcentajes, mediay desviacién
estandar,comparados por diferencias de proporciones
y aproximacion a la curva normal para una P< 0,05
cuyos valores topes son 1,96 y 2,58 respectivamente.
Laeficaciadelapruebaen cadacaso se midié mediante
el cdlculo de la sensibilidad. Para ello se excluyeron
las muestras degeneradas y las insuficientes. Los
resultados fueron presentados mediante cuadros y/o
gréaficos estadisticos disefiados para tal fin.

RESULTADOS

En el periodo de octubre de 2008 a enero de 2009
fueron evaluadas 1 616 pacientes en el Servicio de
GinecologiadelaMaternidad “Concepcién Palacios™,
de las cuales se incluyeron en esta investigacion
sesenta y ocho, quienes cumplieron con los criterios
establecidos, se evaluaron 136 muestras, 68 por
cepillado cervical y 68 por biopsia.

En el Cuadro 1 se presentan las caracteristicas
epidemiolégicas de las pacientes, quienes tuvieron
una edad promedio de 33,1 + 10,5 afios, el inicio de
las relaciones sexuales fue alos 17,2 + 3.4 anos. La
moda para el nimero de parejas sexuales fue 2 igual
que para la paridad. El uso de anticonceptivos orales
fue referido por42 (61,8 %) pacientes y se declararon
fumadoras 30 (44,1 %). Un 58,8 % de las pacientes
presentaron lesiones de bajo grado y 41,2 % de alto
grado (Cuadro 2).

En el Cuadro 3 vemos que del total de pacientes
evaluadas,72 06 % fueron positivas para VPH cuando
la muestra se obtuvo por cepillado cervical y 77,9 %
cuando la muestra fue obtenida por biopsia. Se
encontré un 8,8 % de material degeneradoy 7.4 %
de material insuficiente en las muestras histolégicas.
La sensibilidad de la prueba en muestra citolégica
fue 72,06 y en biopsia 92,98. Esta diferencia fue
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estadisticamente significativa (P< 0,05).

Cuando se separan los casos seguin el grado de
lesion, observamos que en las pacientes con LIE
Bg, hubo 87,5 % (35/40) de deteccion en la muestra
histolégica, con una sensibilidad de 97,2 %. FEl
porcentaje de deteccion fue de solo 65 % (26/40) en

Cuadro 1

Caracteristicas epidemioldgicas de la muestra

Variables Estadistico
Edad (afios) * 33,1 £105
Inicio de relaciones
sexuales (afios) * 172+34
Parejas sexuales { 2 (1-7)
Paridad 2 (0-15)
Uso de anticonceptivos
orales I 61,8
Tabaquismo * 441
* X = DE
t Moda (minimo — maximo)
%

Cuadro 2

Distribucién de pacientes segun el hallazgo histolégico

Hallazgos histoldgicos f Yo
LIE Bg 40 58,8
LIE Ag 28 41,2
Total 68 100,0
Cuadro 3

Deteccién del ADN viral por reaccién en cadena
de polimerasa segtn el tipo de muestra

ADN virus Cepillado Biopsia
papiloma cervical cervical
humano
f % f %
Positivo 49 72,06 53 779
Negativo 19 2794 4 5,9
Muestras
insuficientes 0 0,0 5 7.4
Muestra
degenerada 0 0,0 6 8.8
Total 68 1000 68 1000
P< 0,05
Sensibilidad del cepillado: 72,06
Sensibilidad de la biopsia: 92,98
244

las muestras citolégicas (P< 0,05). En el caso de los
LIE Ag, encontramos 64,3 % de positividad en las
muestras de biopsia (18/28) para una sensibilidad de
85,71 % y 82,1 % en muestras por cepillado (23/28).
Estas diferencias no fueron significativas (Cuadros
4y)5).

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de la
deteccion del ADN viral por PCR segtin la severidad
delalesién,independientemente del tipo de muestraen
laque se hiciereladeteccion, 39 pacientes con LIEBg
(97,5 %) y 26 pacientes con LIE Ag (92,9 %) fueron
positivas, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa.

El Cuadro 7 presenta el nimero de genotipos

Cuadro 4
Deteccién del ADN viral por reaccién en cadena
de polimerasa segin el tipo de muestra en lesiones
intraepiteliales de bajo grado

ADN virus Cepillado Biopsia P
papiloma cervical cervical

humano n Y0 n Yo

Positivo 26 650 35 87,5 <005
Negativo 14 350 1 2.5 <0,01
Muestras

insuficiente 0 0,0 1 2.5

Muestra

degenerada 0 0,0 3 7.5

Total 40 1000 40 1000

Sensibilidad en lesiones de bajo grado por cepillado: 65 %
Sensibilidad en lesiones de bajo grado, por biopsia: 97,2 %

Cuadro 5
Deteccién del ADN viral por reaccién en cadena
de polimerasa segtn el tipo de muestra en lesiones
intraepiteliales de alto grado

ADN virus Cepillado Biopsia
papiloma cervical cervical
humano
n % n % P
Positivo 23 82,1 18 643 >0,05
Negativo 5 17,9 3 10,7 >0,05
Muestras
insuficientes 0 0,0 4 143
Muestra
degenerada 0 0,0 3 10,7
Total 28 1000 28 1000

Sensibilidad en lesiones de alto grado, por cepillado: 82,14 %
Sensibilidad en lesiones de alto grado, por biopsia: 85,71 %
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virales que se detectaron por ambos métodos. En
las 49 muestras positivas por cepillado cervical, la
coinfeccién con dos genotipos representd el mayor
porcentaje de casos, con un 23 %, la presencia de un
solo genotipo viral la observamos en el 17 %. Se
identificaron 3 o mds genotipos en 9 casos (18,3 %).
En las muestras histolégicas la coinfeccién con dos
genotipos represent6 el 41,86 %, la presencia de un
solo genotipo viral es del 18,6 %. El virus no fue
tipificable en 16 muestras (37,21 %).

Entre las pacientes en quienes se detect6 un solo
genotipo por hisopado, hubo 12/17 casos (244 %)
de virus de bajo riesgo, 3/17 de virus de alto riesgo
(6,1 %) y un 4,2 % de virus de grado intermedio.
Todas las muestras histolégicas positivas para VPH
con un solo genotipo, correspondieron a virus de bajo
riesgo. Hubo un 37,21 % de muestras en las cuales
se obtuvo un virus no tipificable (Cuadro 8).

Cuadro 6

Deteccion del ADN viral por reaccién en cadena
de polimerasa segun la severidad de la lesiéon

ADN virus Lesion Lesion
papiloma intraepitelial intraepitelial
humano de bajo grado de alto grado
n %o n %o
Positivo 39 97,5 26 92,9
Negativo 1 2,5 2 7,1
Total 40 1000 28 100,0
P> 0,05

Sensibilidad en lesiones de bajo grado: 97.5 %
Sensibilidad en lesiones de alto grado: 92,85 %

Cuadro 7

Distribucién de los casos segin el nimero de genotipos
virales identificados

ADN viral Cepillado Biopsia

f % f %
1 Genotipo 17 347 8 18,60
2 Genotipos 23 47 18 41,86
3 0 mas genotipos 9 18,3 1 2,33
No tipificable 0 -—-- 16 3721
Total 49 1000 43 1000
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Cuadro 8
Distribucién de los casos segun los genotipos virales
identificados
ADN viral Cepillado Biopsia
f % f %
6 6 12,2 4 9,30
11 6 12,2 4 9,30
16 2 4,1 o -
33 2 4,1 0o -
18 1 20 0o -
6,11 7 143 16 3721
6,18 6 12,2 0
6,16 4 8,2 1 2,33
6,11, 33 6 12,2 1 2,33
Otras combinaciones 9 184 1 233
No tipificable 0 - 16 37,21
Total 49 1000 43 1000
DISCUSION

Los métodos de deteccion del VPH han
evolucionado en la busqueda de una mayor
sensibilidad y facilidad en su aplicacién, dichos
examenes han cobrado gran interés por su posible
utilizacién en programas de prevencioén del céncer
cervical. Los métodos actuales parael diagnéstico de
lainfeccién por VPH se basan en técnicas moleculares
de deteccion del ADN viral (33).

Debido a la imposibilidad del VPH para
multiplicarse en los sistemas celulares, el diagndstico
de esta infeccién fue un problema complejo durante
muchos afios; con el desarrollo de las técnicas de
biologiamolecular se han creado métodos de deteccién
para este importante patdégeno. Una de las técnicas
mads utilizadas es la PCR que ha tenido una gran
aceptacion debido a su sensibilidad, especificidad y
posibilidades de automatizacion (33).

La PCR es un método con alta efectividad porque
amplifica fragmentos de ADN del virus a partir de
pocas cantidades del mismo (menos de 1 pg), este
puede estar parcialmente degradado y ademads, la
técnica puede ser utilizada para analizar un gran
nimero de muestras en un tiempo corto (34-36).

Tedricamente existe una asociacion bien
fundamentada entre la fisiopatologia de las lesiones
intraepiteliales y la presencia indispensable, como
factor etiolégico, de la infeccién por el VPH (23),
lo que nos permitié estudiar la identificacion del
virus del VPH en diferentes tipos de muestra; asi
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como la relacion con la severidad de la lesiéon. En
este estudio se incluyeron pacientes en las cuales
se detectd la presencia de una lesién intraepitelial
cervical, confirmada por histologia. Segin Boschy
col. (37) la presencia del virus es un factor etiolégico
indispensable en estos casos, por lo que todas las
muestras debian ser positivas para la determinacion
del ADN viral, por la certeza que proporciona el
diagnéstico anatomopatolégico. Ello permite afirmar
que cualquier resultado negativo debe considerarse
un falso negativo, con el consecuente efecto sobre la
sensibilidad de la prueba.

Se compararon los resultados obtenidos en los
dos tipos de muestra més frecuentemente empleados:
muestra citolégica y biopsia incluida en parafina. Se
demostré que ladeteccion es significativamente mayor
en muestras histolégicas a pesar que estas estaban
incluidas en parafina, previa fijacién en formol, lo
que podria inducir degeneracién del ADN viral, con
la consecuente pérdida de la capacidad antigénica
del material en estudio, bien sea por problemas de
fijacion o por el procesamiento del mismo (38,39).
De hecho en esta serie observamos casos de muestras
degeneradas que representan un 8,8 %.

Son pocos los estudios en la literatura que
comparan la calidad de las muestras tomadas a través
del hisopado o cepillado cervical y otro método de
recoleccidn; solo se cita el estudio de Peyton y col.
(31)quienes compararon la citologia en base liquida
y el hisopado cervical y concluyeron que este tiene
mayor sensibilidad para la deteccion del ADN viral.

En nuestra serie, los resultados negativos fueron
mayores en las muestras tomadas por cepillado. Estos
falsos negativos pueden ser debidos a varios factores,
entre los que se incluyen la toma, el transporte y el
procesamiento de la muestra (40). En cuanto a la
toma se realiz6 un proceso estandarizado, tal como
se describi6é previamente. Ademads los bloques de
parafina correspondientes a las biopsias de cada
paciente, fueron procesados segiin latécnica habitual.

En relacion al transporte, refrigeraciéon y manejo
de las muestras, los cepillados y raspados cervicales
pueden mantenerse a temperatura ambiente por un
tiempo no mayor a2 semanas, paraun almacenamiento
mas prolongado se requiere de una temperatura de —
20°C(20,21,32,41). Laestabilidad delos especimenes
de ADN almacenados en medios de transporte a -20°
C ha mostrado ser de al menos dos afios. En este
estudio se cumplié con las medidas antes expuestas que
garantizan una éptima conservacion de las muestras.

En vista que ambos tipos de muestra fueron
tratados por igual, se cree que el mayor nimero
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de falsos negativos en el cepillado debe atribuirse
a caracteristicas propias de la muestra. Resulta
favorable conocer que el espécimen histolégico,
incluido en parafina, cuando es suficiente y no esta
degenerado, puede proporcionar un diagndstico
con una sensibilidad de 92,98 %. La posibilidad de
degeneracion estd por debajo del 10 %.

La PCR aplicada identifica solo los genotipos 6,
11,16, 18 y 33. Como consecuencia de la limitacion
de la prueba, se obtuvieron muchas muestras con
genotipos no identificables (27). Existe otra prueba
para la deteccién del ADN de VPH, la Captura de
Hibrido I (CH II), la cual es capaz de detectar mayor
nimero de genotipos, 18 tipos diferentes de VPH,
incluyendo los 5 de bajo riesgo (VPH 6, 11,42,43,
44) y los 13 de riesgo alto e intermedio (VPH 16, 18,
31, 33, 35,39,45,51,52,56,58,59 y 68) ®. Sin
embargo,ambas pruebas tienen una sensibilidad entre
80 % a 100 % para la detecciéon de VPH asociado
a neoplasias intracervicales grado II y III, y una
especificidad de aproximadamente un 10 % menos
que la citologia (21,22).

Otro aspecto a considerar en este andlisis es la
influencia de la severidad de la lesion en la deteccion
del ADN viral. El estudio histopatolégico se
fundamenta en los cambios celulares provocados por
el virus, que se caracterizan por rasgos histolégicos
como son la coilocitosis, acantosis, disqueratosis, bi
y multinucleacién, paraqueratosis, hiperqueratosis
e hiperplasia epitelial parabasal. Las dificultades
de este método recaen en que el efecto citopatico
resulta evidente en caso de infeccién aislada, pero es
menos claro en asociacion alesiones intraepiteliales,y
practicamente ausente en los casos de cancer invasor
(8). Es asi que, desde el punto de vista histolégico,
los cambios citopaticos inducidos por el virus son
mads evidentes en las lesiones de bajo grado que
en las de alto grado y muy poco evidentes en los
canceres invasores. Segun seflalan Koliopoulos y
col. (32), a mayor distorsién histopatolégica, mayor
es el impedimento para realizar la identificacion
del virus, resultando en una menor eficacia de los
procedimientos que se practican para la deteccién
del VPH. Esta afirmacién es respaldada por otros
autores (42,43). A este respecto, nuestros hallazgos
son contradictorios. De hecho cuando analizamos las
diferencias, independientemente del tipo de muestra,
obtuvimos una alta deteccién en ambos grupos, bajo
y alto grado, por encima del 90 %, es decir, el tipo de
lesion no afecta el resultado, pero al individualizar
seguin el tipo de muestra, encontramos diferente
comportamiento segun se tratase de lesiones de bajo
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o alto grado. Hubo una mayor deteccién en lesion
intraepitelial de bajo grado en muestras histolégicas,lo
cual esta de acuerdo con lo sefialado por Koliopoulos
y col. (32),Rincén Morales y col. (42),y Nuovo y col.
(43). Sin embargo, cuando evaluamos las lesiones de
alto grado, vemos que la deteccién fue independiente
del tipo de muestra.

Sobre la base de los resultados obtenidos
podemos concluir que la deteccién global del VPH,
independientemente del tipo de lesion, es mejor en
muestras histolégicas. El resultado es evidente en
lesiones de bajo grado, no asi en las de alto grado.
La deteccién viral global, considerando ambos tipos
de muestra, es independiente del grado de la lesion.
Entre los genotipos identificados con ambos tipos de
muestras predomind la coinfeccién viral.

En vista de ello recomendamos realizar la PCR
en la misma muestra histolégica en la que se hizo el
diagndstico histolégico, en aquellos casos en donde
la identificacion del genotipo viral sea requerida.
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