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Genotipos del virus papiloma humano en el cuello uterino
de mujeres de la region central de Venezuela
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RESUMEN
Objetivo: Realizar la deteccion y tipificacion del virus papiloma humano, con la finalidad de conocer los
genotipos mds frecuente en la region central de Venezuela.
Meétodos: La muestra estuvo constituida por 24 734 pacientes de sexo femenino en edades comprendidas
entre 12y 82 aiios, con sospecha clinica, citologica y/o histopatolégica de infeccion por el virus papiloma
humano. Las muestras provenian de diferentes consultas de ginecologia del Estado Carabobo, Venezuela,
y fueron recolectadas entre los afios 1999 y 2009. Se obtuvieron muestras de hisopado, biopsia fresca y
biopsia incluida en parafina.
Resultados: La frecuencia del virus fue de 68,7 % (16 991/24 734), de los cuales 70 % correspondieron
a mujeres en rango de edad entre 12 a 30 afios. Predominaron los genotipos de bajo riesgo oncogénico
con 61,6 %, con respecto a los de alto riesgo 33,5 % y de probable alto riesgo 4,9 %. EIl genotipo mds
frecuente para el grupo de bajo riesgo fue la 6 (59,2 %) y para los grupos de alto riesgo y posible alto
riesgo fue la 31 (31,4 %)y 53 (99,3 %), respectivamente.
Conclusiones: Considerando el niimero de muestra utilizada, este estudio constituye un importante marco
de referencia para futuros trabajos, debido a que proporciona datos relevantes, relacionados con el estado
de la infeccion por el virus papiloma humano en el pais.
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SUMMARY
Objective: To perform the detection and typing of human papilloma virus, in order to know the most common
genotypes in the central region of Venezuela.
Methods: The sample consisted of 24 734 female patients aged between 12 and 82 years, with clinical
suspicion, cytological and/or histopathology of infection by the human papillomavirus. The samples came
from different gynecological Carabobo, Venezuela, and were collected between 1999 and 2009. Swab
samples, fresh biopsy and paraffin embedded biopsy were obtained.
Results: The frequency of the virus was 68.7 % (16 991 / 24 734), of which 70 % were women in the age
range of 12-30 years. Predominated low oncogenic risk genotypes with 61.6 % compared to 33.5 % of
high risk and high risk probable 4.9 %. The most frequent genotype for low-risk group was 6 (59.2 %) and
for high-risk groups and possible high risk was 31 (314 %) and 53 (99.3 %), respectively.
Conclusions: Considering the number of sample used, this study is an important framework for future work,
because it provides relevant data related to the state of infection by the human papilloma virus in the country.
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INTRODUCCION
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inglés), establecié que existieron mas de 260 000
muertes por cancer de cuello uterino en todo el
mundo (1). En paises subdesarrollados, representa
un problema de salud publica por la alta mortalidad
que genera. En Venezuela, constituye la segunda
causa de muerte por cancer en la mujer, ocupando el
primer lugar el carcinoma de mama (2).

Son numerosos los factores que han sido
relacionados con la génesis del cancer de cuello
uterino, siendo la infeccién por el virus papiloma
humano (VPH) el principal factor etiolégico, debido
a que esta relacionado con mas del 99 % de todos
los casos de cancer. En la actualidad, se acepta que
existe una relacion directa entre la prevalencia de la
infeccién por VPH y la incidencia de cancer cervical
34).

El VPH es un virus de doble cadena de acido
desoxirribonucleico (ADN) que infecta el epitelio
y mucosa del tracto anogenital, respiratorio y piel,
y su principal via de transmisién es a través del
contacto sexual, de esta manera, tanto hombres como
mujeres estan involucrados en la historia natural de
la infeccidn (5,6). Se estima que por 1o menos 75 %
de la poblacién sexualmente activa puede adquirir la
infeccién durante la vida y més del 40 % de mujeres
jovenes se infectaran en los tres afios siguientes al
inicio de su actividad sexual (6,7).

Lamayoriadelas mujeres infectadas conunsistema
inmune competente, no presentan manifestaciones
clinicas, debido al desarrollo de una respuesta de
células T citotéxicas que inactivael virus ,dando como
resultado la remisién clinica de la infeccién. Solo
una pequefla proporcién de los casos se manifiesta
clinicamente y resulta en lesiones benignas, lesiones
precancerosas o cancer (8,9). El resultado final de
una infeccién por VPH, estd determinado, entre otros
cofactores, por la carga viral, respuesta inmune del
hospedador y el tipo de VPH (5.6).

Hasta hoy se han identificado mas de 100 tipos de
VPH segtin sus diferencias en la secuencia de ADN.
Los genotipos se han dividido en alto y bajo riesgo
de acuerdo con su alta o baja asociacién oncogénica
(5,10). En 2003, se estableciéo una clasificacion
epidemiolégicade los 40 tipos de VPH asociados con
infecciones que se transmiten por contacto sexual e
infectan la regién anogenital, con base en un estudio
internacional de casos y controles realizado en 13
paises por Reina y col. (11) de la IARC. Un total de
15 tipos se clasificaron como de alto riesgo (AR),
siendo ellos los tipos: 16, 18,31, 33, 35,39, 45,51,
52,56,58,59,68,73y 82, porque su presencia estaba
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asociada con un riesgo muy alto de cancer cervical;
12 como de bajo riesgo (BR), los tipos: 6, 11, 40,
42,43,44,54, 61,70, 72,81 y CP6108, asociados
con un riesgo no significativo de desarrollar cancer
cervical; ademds, 3 tipos se catalogaron como de
riesgo intermedio o probable alto riesgo (PAR), ellos
son el 26, 53 y 66.

La infeccién por VPH de BR, sobre todo por los
genotipos 6 y 11, produce lesiones ano-genitales
benignas (verrugas o condilomas) o infecciones
subclinicas que suelen ser transitorias y casi siempre
de resolucién espontinea (alrededor del 90 %). Los
tipos de AR, ademads del cancer cervical, se asocian
con carcinoma de vulva, vagina, ano y pene (3-5). La
asociacién del VPH con la malignidad, es debido a
que el virus puede causar la transformacion de las
células normales en cancerosas, como consecuencia
de su habilidad para integrar su informacién genética
dentro del ADN de la célula hospedadora (3,11).

Lainfeccién por VPH eslainfeccion de transmisién
sexual mas frecuente en el mundo, especialmente en
personas jovenes (menores de 25 afos) sexualmente
activas (5,6,12). Un estudio de metanalisis de la
prevalenciadel virus en cinco contenientes en mas de
1 000 000 de mujeres con citologia normal, mostré
una tasa de prevalencia global estimada de 11,7 % y
enregiones como Africasubsahariana (24 %) ,Europa
del este (21,4 %) y América latina (16,1 %) (13).

Un estudio realizado en mas de 1 000 mujeres con
carcinoma cervical invasor en 22 paises de varias
regiones del mundo, demostraron que el VPH es una
de las principales causas asociadas al desarrollo de
cancer de cuello uterino, encontrando que el 99,7 %
de estos son producto de infecciéon por VPH (14).

Diversos estudios han investigado sobre la
prevalencia de los tipos de VPH en distintas regiones
del mundo (15-18). En este sentido, Clifford y col.
(19) en 2005, en un estudio con 15 613 mujeres
sexualmente activas pero sin anomalias citoldgicas,
provenientes de 11 paises, obtuvieron que existe una
heterogeneidad de infeccién por tipos de VPH de alto
riesgo entre las regiones: Europa, Sudamérica, Asia
y Africa subsahariana. Observando que el genotipo
16 es el mas frecuente en esas regiones excepto en la
regién subsahariana, donde el genotipo 35 comparte
lamisma prevalenciacon el genotipo 16,asimismo,el
segundo tipo VPH de AR mas frecuente fueron el 33
y 56 en Asia, el 58 en Suramérica y el 31 en Europa.

Por otro lado, Li y col. (20) en 2011, observaron
que los genotipos 16 y 18, fueron los tipos de VPH
de AR mas frecuentes diagnosticados en 30 848 casos
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de cancer de cuello uterino provenientes de diferentes
paises. También, indicaron que existen variaciones
en determinadas dreas del mundo, por ejemplo, el
tercer genotipo de VPH de AR mads frecuente en
Africa, Norteamérica y Oceania es el 45, mientras
que en Europa y Suramérica es el 31.

En América del Sur, aproximadamente 13,2 % de
las mujeres en la poblacién general estdn infectadas
conel VPH y 67,7 % de los casos de cancer cervical
invasivo estdn atribuidos a los genotipos 16 y 18 del
VPH. En Venezuela, para el afio 2010, se estimé que
4 116 mujeres fueron diagnosticadas con carcinoma
invasor del cuello uterino y 1 853 murieron a
consecuencia de la enfermedad (21).

Seencontraron 13 trabajos publicados en Venezuela
sobre los genotipos de VPH en cuello uterino, con un
total de 2 718 casos estudiados, donde se incluyen
muestras de lapoblacién femeninaen general, trabajos
con mujeres que tienen sospecha de infeccién viral
y otros de pacientes con neoplasia intraepitelial o
carcinoma invasor. Incluyen ademas diferentes
técnicas de determinacion, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y captura hibrida (21-33).

Las publicaciones en la poblacion femenina en
general comprenden 544 mujeres, con porcentajes
de positividad que oscilan entre 15,6 a 52,83 % (22-
26). Los estudios realizados en mujeres con sospecha
clinica o citolégica de infeccién por VPH abarcan 3
160 pacientes con indices de positividad de 51,85 a
100 % (21,27-31). Finalmente, las investigaciones en
pacientes con lesiones neopldsicas comprenden 497
casos con porcentajes de positividad a infeccién por
VPH entre 72,06 y 98,9 % (32-34).

La disponibilidad de pruebas moleculares de alta
sensibilidad,como por ejemplo,la PCR,han permitido
la detecciéon de ADN-VPH vy la tipificaciéon de los
genotipos del virus, asimismo, proveen la posibilidad
de superar las limitaciones del despistaje por citologia,
con la finalidad de adoptar oportunas medidas
terapéuticas o de seguimiento, especialmente en
mujeres con factores deriesgo y mayor susceptibilidad
a desarrollar cancer cervical (35,36).

Finalmente, y considerando que en el pais atin no
existe un nimero suficiente de estudios que involucren
un ndmero representativo de mujeres, acerca de la
distribucién de los genotipos de VPH, este trabajo
tiene como propdsito determinar los genotipos virales
mas frecuentes en el cuello uterino.

Vol. 75, N° 3, septiembre 2015

METODOS

Se realizé un estudio de campo, descriptivo y
transeccional. Con la aprobacién del Comité de
Etica y de la Comisién de Investigacién del Centro
de Investigaciones Médicas y Biotecnoldgicas de la
Universidad de Carabobo en Valencia, Venezuela.
Se conformé una muestra no aleatoria, de tipo
intencional, con 24 734 pacientes provenientes de
consultas ginecoldgicas privadas y publicas del Estado
Carabobo, Venezuela, entre los afios 1999 a 2009,
de acuerdo a los siguientes criterios de inclusion:
a) sexo femenino; y b) hallazgos clinicos al examen
ginecolégico y/o cito-histolégicos de sospecha de
infeccion por VPH. Se excluyeron todos los casos
con diagndstico anatomopatolégico de carcinoma
cervical invasor. Todas las muestras fueron enviadas
al Laboratorio de Citologia de la Maternidad del Este
(centro de recepcidén) en Valencia, para luego ser
trasladadas,siguiendo las instrucciones recomendadas
internacionalmente, al Laboratorio Genomik C.A.,
ubicado en Maracay, Estado Aragua, donde fueron
procesadas por PCR y el fragmento amplificado,
digerido con enzimas de restriccién para obtener el
genotipo viral especifico.

La edad de la mujer fue recopilada de la solicitud
del estudio de ADN-VPH por PCR.

Muestra. Se obtuvo por uno de los siguientes
tres métodos diferentes: a) hisopado, realizando un
raspado firme con hisopo de algodén estéril, pero
sin producir sangrado, del exocérvix y endocérvix,
colocando este en un tubo de plastico estéril seco
y preservandolo a 4 °C hasta su procesamiento, b)
biopsia en fresco del material, un fragmento de tejido
de aproximadamente 0,5 x 0,5 x 0,2 mm, colocado
en tubo con tampon lisis conservante (Tris 10 mM
pH 8, EDTAS mM y SDS 1 %) y almacenado a4 °C
hasta su procesamiento y c) biopsia fijada en formol
al 10 % e incluida en parafina siguiendo los métodos
convencionales. Se utilizé el bloque donde se hizo
el diagnéstico anatomopatolégico.

Extraccion de ADN. a) Hisopado. Se adicioné 1
mlLdesolucionsalina0,9 %y agité en vortex por 1 min,
posteriormente, se centrifugéa 12 500 rpm por 10 min
a4 °C. El concentrado celular, de acuerdo al tamafio
del precipitado, se resuspendié con 100 #L a 450 uLL
de tampon de lisis (Tris 10 mM pH 8, EDTA 5 mM pH
8,IGEPAL 0,45 % y Tween 20 0,45 %) y proteinasa
K (100 g g/mL) por cada muestray se incubé por 3ha
56 °C. b) Biopsiaen fresco. Se fragment6 con bisturi
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mediante procedimiento estéril sobre un portaobjeto.
Los fragmentos no mayores a 2 mm de didmetro
fueron digeridos en tampon de lisis con proteinasa K
(200 ug/mL) por 3 h a 56 °C. c) Biopsia incluida en
parafina. Con material estéril y desechable, se obtuvo
5 cortes de 10 ym, realizando diseccién manual de
la lesion identificada microscépicamente, para luego
colocarlos en microtubos de 1,5 mL e incubarlos en
tampon de lisis con proteinasa K (200 pg/mL) por 3
ha56°C. Laextraccion se hizo siguiendo el método
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) pH 8
y precipitaciéon del ADN con etanol y sales. E1ADN
obtenido se resuspendié en tubos Eppendorf con 50
uLdeagualibre de nucleasas,conservandose a—20°C
hasta su uso.

La integridad del ADN fue verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Deteccion y tipificacion de VPH por PCR. La
deteccion del ADN del VPH se realizé6 mediante
amplificacién por PCR utilizando el kit PVH-Fast
de Laboratorios Pharmagen (Espafia), con cebadores
especificos a la secuencia de 450 pares de base (pb)
correspondiente a la regién L1 del marco abierto
de lectura del virus (secuencia de ADN similar
entre los distintos genotipos del VPH), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La amplificacion
fue realizada en un equipo de PCR System 9700
(Applied Biosystems). Posteriormente, el producto
de la amplificaciéon fue sometido a electroforesis
en gel de agarosa al 2 % con tincién de bromuro de
etidio (0,2 upg/mL) y visualizado en un sistema de
documentacion de geles (Gel Doc it, UVP). Fueron
utilizados los controles (positivo y negativo),ademas
del control interno positivo (CIP) de la reaccién de
PCR (provistos en el kit) y 0,5 ug del marcador de
peso molecular de 100 pb (Promega).

Interpretacion de los resultados. Se consider6
una muestra como: a) negativa, cuando se visualizd
solounabandade 1200 pb correspondiente al CIPy b)
positiva, cuando se observé una banda de 450 pb mas
una banda de 1200 pb del CIP. En los casos positivos,
el fragmento amplificado de 450 pb fue digerido con
dos enzimas de restriccion suministradas en el kit (Rsa
Iy II), para obtener el genotipo viral especifico. Para
visualizar el patron de bandas, el digerido fue sometido
a electroforesis en gel de agarosa al 2 % con tincion
de bromuro de etidio (0,2 xg/mL) y visualizadas en
el sistema de documentacién de geles. Los productos
deladigestion fueron comparados con los patrones de
restriccion facilitados por el fabricante del kir. Para
el andlisis de los datos, se excluyeron las muestras
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con genotipo viral indeterminado.

Analisis estadistico. Los datos se presentan
como distribuciones de frecuencia (absolutas y
porcentajes) de las variables cualitativas, media y
desviacion estdndar de las cuantitativas. Serealizaron
tabulaciones cruzadas de las variables cualitativas,
utilizando la prueba Chi cuadrado de Pearson para
explorar la significacion estadistica de la posible
asociacién. El andlisis de los datos recogidos se
realizé mediante el paquete estadistico SPSS version
19 (IBM Statistical Package for Social Sciences, Inc.,
Chicago, IL). Se consideraron significativos valores
de P<0,05.

RESULTADOS

El estudio comprendi6 24 734 casos de pacientes
con hallazgos clinico-patolégicos anormales al
examen ginecolégico, a la colposcopia y/o por
presentar hallazgos sospechosos de infeccién por
VPH en la citologia o biopsia.

La edad media de las pacientes al momento de
estudio fuede 29,19 anos,conunadesviacion estandar
de 11,55 y un rango de 70 anos (12-82 afios); mas de
la mitad de las mujeres (53,9 %) tenian entre 12 y
30 afios. El método de obtencion de la muestra més
utilizado fue el hisopado cervical, con el 76,6 % de
las mismas. Se confirmé por PCR la positividad de
infeccién por VPH en 68,7 % de los casos analizados.

Los grupos etarios, métodos de obtencion de la
muestra y resultados de la prueba de ADN-VPH por
PCR se detallan en el Cuadro 1.

En los casos positivos para ADN-VPH se realizé
latipificacidéndel virus y laclasificacion consiguiente
del riesgo oncogénico del genotipo encontrado. Los
tipos de BR representaronel 61,6 % (10474/16 991),
mientras que lasde AR 33,5 % (5 692/16991) y las de
PAR 4.9 % (825/16 991) (Cuadro 2). La asociacion
del riesgo oncogénico del VPH con la edad de las
pacientes se presenta en el Cuadro 3. Destaca que
las mujeres de 31 a 50 afos, la infeccién con tipos
de AR es relativamente mayor que en los otros
grupos etarios analizados, con diferencia estadistica
significativa (P<0,001).

En relacién con la frecuencia de tipos de BR
oncogénicodel VPH, se encontré que lamads frecuente
fue la 6 (59,2 %, 6 201/10 474) (Cuadro 4); por su
parte, el tipo de AR mas frecuente fue el 31 (31,4 %,
1 788/5 692) (Cuadro 5) y para las de PAR resulté la
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Cuadro 1. Cuadro 4.
Grupos etarios, método de obtencién de la muestra 'y Genotipos de bajo riesgo oncogénico
resultado de la prueba de ADN-VPH por PCR del virus papiloma humano
Frecuencia [n (%)] Genotipo Frecuencia [n (%)]
Grupo etario
6 6201 59,2
(Edad: afios) 12-30 13 327 (53,9) 11 3 804 363
31-50 9224 (37.3) 43 201 1.9
51-82 917 (3,7) 40 156 15
Desconocido 1266 (5,1) 57 92 0.9
Metodc)/de 42 5 0,05
obtencién de 61 5 0,05
la muestra Hisopado 18 948 (76,6) 54 3 0’03
Biopsia fresca 4716 (19,1) 32 3 0’03
Biopsia incluida 13 2 0’02
en parafina 1070 (4.3) 44 2 002
Resultado de ’
e Total 10 474 100
por PCR Positivo 16 991 (68,7) Cuadro 5.
Negativo 7743 31.3) Genotipos de alto riesgo oncogénico
Niimero total de la serie de 24 734. del virus papiloma humano
ADN: Acido desoxirribonucleico; VPH: Virus del papiloma Genotipo Frecuencia [n (%)]
humano;
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. 31 1 788 314
45 959 16,9
Cuadro 2. 33 819 144
Distribucién de la frecuencia de los genotipos del virus 16 728 128
papiloma humano tipificadas por PCR 35 340 2
30 411 7.2
. . . 51 235 4,1
R F ’
iesgo oncogénico recuencia [n (%)] 52 79 1.4
Bajo 10 474 61,6 22 gg 8’2
Alto 5692 33,5 18 29 05
Probable alto riesgo 825 49 58 5 0 69
Total 1 1 100 ’
ota 699 67 5 0,09
.. . 39 2 0,04
PCR: R dena de 1 1 . ’
C eaccién en cadena de la polimerasa 41 2 0,04
68 2 0,04
Total 5692 100

Cuadro 3.

Grupo etario y su asociacién con el resultado de ADN-VPH por PCR y riesgo oncogénico

Riesgo oncogénico
Frecuencia [n (%)]

*QGrupo etario Negativo Bajo Alto Probable alto riesgo
12-30 3990 (29,9) 6093 (45,7) 2787 (20,9) 457 (3.,5)
31-50 3053 (33,1) 3664 (39,7) 2213 (239) 294 (3,3)
51-82 391 (42,0) 327 (35,7) 180 (19,6) 19 (2,1)

Total 7434 (31,7) 10 084 (42,9) 5180 (22,1) 770 (3,3)

P<0,001. ADN: Acido desoxirribonucleico; VPH: Virus del papiloma humano; PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
*Edad: afios
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53(99,3 %,819/825) (Cuadro 6). Cabe seiialar,que se
observaron 51 infecciones multiples (0,2 % del total
deloscasos); de estas,las asociaciones mas frecuentes
fueron: 45+6, 31+6 y 33+6, que sumaron un total
de 31 casos (60,8 %). En todas estas coinfecciones
estaban involucrada un genotipo de AR.

En el Cuadro 7 se observa que al asociar la
positividad al VPH, el método con mayor porcentaje
de casos positivos para ADN-VPH por PCR fue la
biopsia fresca, con el 814 % (3 837/4 716), con
diferencia estadisticamente significativa (P<0,001).

Cuadro 6. Genotipos de probable alto riesgo oncogénico
del virus papiloma humano

Genotipo Frecuencia [n (%)]
53 819 99,3
66 5 0,6
26 1 0,1
Total 825 100

Cuadro7. Resultado de ADN-VPH por PCR y su asociacion
con los métodos de obtencion de la muestra

ADN-VPH
Frecuencia [n (%)]

Método de

obtencion de Positivo Negativo
la muestra

Hisopado 12 345 (65,2) 6 603 (34,8)
Biopsia fresca 3837 (814) 879 (18,6)
Biopsia en parafina 809 (75,6) 261 (24.4)
Total 16991 (68,7) 7743 (31,3)
P<0,001.

DISCUSION

El céancer invasor de cuello uterino es una de las
neoplasias malignas mads comunes a nivel mundial;
en Venezuela, en la actualidad, constituye la segunda
causa de mortalidad femenina por cancer (1,2).

La infeccién por VPH de AR oncogénico es el
principal factor de riesgo para el desarrollo de cdncer
de cuello uterino y de sus lesiones precursoras. Es
considerada la infeccién de transmision sexual mas
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comun a nivel mundial y al menos el 50 % de los
individuos sexualmente activos laadquieren en algin
momento de sus vidas. En la mayoria de los casos la
infeccidn es de caracter transitoria (4-6).

Laasociacién entre VPH y cancer cervical sugiere
que 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
estd relacionado con genotipos especificos, indica
la importancia como valor prondstico que tiene la
tipificacién del VPH (19,37,38).

La frecuencia de las infecciones por VPH en la
poblacién general son muy diversas (1,16,20). A pesar
del gran nimero de reportes publicados, los datos
disponibles son de utilidad limitadadebido alas edades
de las pacientes comprendidas en los estudios y los
diferentes métodos utilizados para la deteccién del
virus (19). Tradicionalmente las alteraciones atipicas
enlas células del cuello uterino producidas porel VPH
sonreveladas porel estudio citolégico. Desde algunos
afos, se puede seleccionar a las mujeres con mayor
riesgo a desarrollar este tipo de lesiones, a través de
la deteccion de secuencias de ADN por métodos de
biologia molecular, como la PCR (35,37,38).

La distribucién por edad de la infeccién por VPH
es variable en las diferentes regiones del mundo y atin
en diferentes grupos de una misma area geografica
(39,40). En nuestro estudio, el grupo etario que
presentd un mayor porcentaje de infeccion fue el de
12 a 30 afos (70 %), bajando progresivamente esta
relacion con medida que aumentalaedad. Consistente
con estos datos, otros autores han referido un patrén
epidemiolégico de distribucién similar por edad de la
infeccién por VPH, especialmente en mujeres menores
de 30 afnos (21,22,26). No se encontrd en esta serie
el segundo pico después de la quinta década, que da
lugar auna caracteristica curvabimodal,reportadaen
la mayoria de los paises latinoamericanos (19,41,42).

El grupo etario de 31 a 50 afios presenté un mayor
porcentaje de VPH-AR, coincidiendo con la edad en
la cual se presentan con mayor frecuencia las lesiones
neoplasicas en el cuello uterino. Esta relacion se ha
sefialado también por varios autores (43 ,44), mientras
otros, mds bien establecen que a medida que aumenta
laedad de las pacientes,disminuye el nimero de casos
con VPH-AR (27 45).

En este estudio, se compararon los resultados
obtenidos en los tres tipos de métodos de toma de
muestra mas frecuentemente empleados: hisopado,
biopsia en fresco y biopsia incluida en parafina.
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Se demostré que la deteccion de ADN-VPH fue
significativamente mayor en muestras obtenidas
por biopsia fresca (81,4 % de casos positivos), en
comparacion con las que estaban incluidas en parafina
(75,6 %) o por hisopado (65,2 %).

La diferencia entre el andlisis de una muestra de
biopsiaen fresco y las muestras que siguen el proceso
de fijacion e inclusién en parafina, pudiera ser debido
a la degradacién del ADN viral durante el proceso
de fijacion con formol, resultando en la consecuente
pérdida antigénica del material en estudio y por ende,
en menor capacidad de deteccion del virus por PCR
(34). Sin embargo, resulta favorable conocer que la
biopsia, incluida en parafina, cuando es suficiente y
el ADN no esta degenerado, puede proporcionar un
diagnéstico con una sensibilidad superior al 90 %.
La posibilidad de deterioro del material genético esta
por debajo del 10 % (32).

Otros autores, indican que estas diferencias
pueden ser atribuibles al método, en si mismo,
utilizado para obtener la muestra. Cuando es una
biopsia, se obtiene un minimo fragmento de mucosa
que probablemente no representa lo que ocurre en
todo el cuello uterino. En algunas publicaciones se
ha sefialado que el método del hisopado es el mas
adecuado, pues realiza un raspado de gran parte del
cuello uterino, lo cual aumenta el ndmero de células
recogidas, adicional a esto, es un método que no estd
sometido a procedimientos que puedan introducir
inhibidores de la PCR o provocar degradacion del
ADN. Su procesamiento se realiza en fresco y no es
necesario congelar ni someter a fijacién la muestra,
elevando por tal motivo la sensibilidad del método
(38,46 47). Sin embargo, en este trabajo fue el método
con mayor porcentaje de casos negativos.

No obstante, hay que considerar que la biopsia
fresca proporciona células de todo el espesor del
epitelio,hecho importante paraladeteccién del virus,
teniendo en cuenta que las células con mayor carga
viral no siempre estdn en el estrato superficial del
epitelio (46.,47).

Son pocos los estudios en la literatura que han
comparado la calidad de las muestras tomadas a
través de estos tres tipos de obtencién; sin embargo,
los que han cotejado la capacidad de deteccién del
virus en muestras obtenidas entre hisopado cervical
y biopsia incluida en parafina, han encontrado que
el primero tiene mayor sensibilidad para la deteccién
del ADN viral (32,35), diferente a lo obtenido en el
presente estudio, con una diferencia de significacion
estadistica (P<0,001).
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Es importante destacar que en el presente estudio,
la serie corresponde a mujeres con hallazgos clinico-
patolégicos sospechosos de infeccién por VPH al
examen ginecolégico, en la citologia y/o cambios
histopatolégicos enlabiopsia,excluyéndoselos casos
con diagnéstico de céancer de cuello uterino, factor
que podria ocasionar frecuencias de infeccién por
VPH diferentes alas encontradas en la serie estudiada.

Utilizando la técnica de PCR para VPH, se
detectaron 16 991 casos positivos (68,7 %), lo que
coincide con la frecuencia de infeccién por VPH,
reportada en diversos estudios nacionales, realizados
enmuestras con criterios similares alos de este estudio,
en los cuales los porcentajes de positividad oscilan
entre 53 % y 90 % (21,27-31).

Por otra parte, el 31,3 % de los casos resultaron
negativos para ADN-VPH, a pesar de la sospecha
clinica y/o citolégica. Es conocido que existen
numerosas causas que explican esta discordancia,
entre las que se pueden mencionar el sobre diagndstico
clinico, presencia de alteraciones celulares reactivas
que confundan con los cambios especificos de la
infeccién viral, asi como la posibilidad de hallazgos
falsos negativos en la PCR, debido a problemas con
la muestra, ya sea en la toma, manejo o la técnica
(sobrefijacion, nimero de cortes de secciones de los
bloques de parafina, entre otros) (33,35,36).

Enel 33,5 %y 4,9 % delos casos se encontré6 VPH
de AR y PAR, respectivamente, cuya sumatoria de
frecuencias fue de 38,4 %. Es importante recordar,
que las tipos de PAR son halladas en los carcinomas
cervicales invasores, al igual que las de AR, aunque
en menor proporcién (6,48 ,49).

Por su parte, los genotipos de VPH-AR resultaron
con menor frecuencia que los VPH-BR (61,6 %),
lo que no coincide con la literatura internacional,
en la cual, la mayoria de los trabajos sefiala que la
incidencia de infeccion con tipos virales oncogénicos
es mas alta que con tipos virales no oncogénicos
(15,19). En Venezuela, hay trabajos que refieren una
mayor frecuencia de la genotipos de BR (21,24,28,32),
mientras otros indican lo contrario (25,33). A pesar
que solo una pequeiia proporcion de pacientes con
VPH del cuello uterino desarrollan carcinoma invasor,
estos hallazgos son contradictorios, sabiendo que en
Venezuela existe una alta incidencia de carcinoma
invasor del cuello uterino, que se conoce tiene como
principal agente etiolégico el VPH de AR.

En el presente estudio, los 10 primeros genotipos
de AR en orden decreciente de frecuencia fueron:
31 314 %),45 (16,9 %), 33 (14,4 %), 16 (12,8 %),
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seguido por las tipos 35, 30, 51, 52,59 y 56. La
distribucién de genotipos VPH-AR es diferente a la
citada en la literatura, la cual sefiala en su mayoria,
que el genotipo de mayor prevalencia en el mundo y
en Venezuela es el VPH-16 (15,19-21).

Al respecto, la Organizacién Mundial de la Salud
sefiala que en Suramérica el genotipo mads comun
detectado en muestras de cérvix es VPH-16. Sin
embargo, para esta serie el comportamiento no es
igual. Sibien el VPH-16 se encuentra en los primeros
lugares de incidencia a nivel mundial y es la tipo
mas comuinmente involucrado en el desarrollo de
malignidad, resulta interesante que el mismo sea
superado por genotipos 31,45y 33, los cuales no han
sido senalados de alta prevalencia internacional (21).
En Venezuela, algunas publicaciones han sefialado
una mayor frecuencia de genotipos diferentes a la
16, entre ellos, el trabajo de Rivas y col. (21) en 725
mujeres, que sefiala que el tipo de AR mas frecuente
en su estudio fue la 52 y el de Somogyi y col. (30)
en 175 mujeres analizadas y donde la mas frecuente
fue la 31.

Estos hallazgos indican que posiblemente los tipos
31 ylasotras que son mas frecuentes que la 16,tengan
un potencial oncogénico menor, considerando que el
genotipo 16 es el que mayormente esté relacionada
con los casos de carcinoma invasor de cuello uterino
(11,32,34).

En cuanto a las tipos de PAR oncolégico, el tipo
VPH-53 (99,3 %) fue el mas comun entre ellas. En el
casodel VPH-BR los genotipos predominantes fueron
VPH-6 (59,2 %)y VPH-11 (36,3 %), otros genotipos
de BR estuvieron muy escasamente representados.
Consistente con estos datos, otros autores han referido
un patréon epidemiolégico de distribucién similar para
estas tipos de VPH (19,20,34).

Cabe resaltar, que solo en el 0,2 % de los casos
se detectaron infecciones mixtas; de estas, las
asociaciones mas frecuentes fueron: 45+6, 31+6 y
33+6. La presencia de infecciones mixtas en un
mismo paciente es un hecho bien documentado; a
nivel mundial las coinfecciones varian entre 9 % y
40 %. Solo 2 de 51 infecciones miltiples presentaron
VPH 16, lo que no coincide a lo descrito en reportes
internacionales, donde los genotipos predominantes
en estos casos son la 16 'y 18 (50,51).

Enlaactualidad,el cancer cervical es un problema
de salud publica en nuestro pais. La tipificacion del
virus permite en cada paciente aplicar una estrategia
especifica, de seguimiento clinico y conductas
terapéuticas oportunas si estuvieran indicadas,
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segun sea el caso; medidas que pudieran contribuir
a reducir la elevada morbimortalidad por causa de
esta patologia (27,32).

En conclusién, como hallazgos relevantes de
este estudio, se puede sefialar en primer lugar, que
los fragmentos de biopsia (tanto en fresco como
en parafina) son adecuados para el estudio de los
genotipos virales de VPH por PCR. En segundo
lugar, las tipos de BR fueron mds frecuentes en la
serie estudiada y finalmente, los genotipos de AR 31,
45 y 33 se encontraron en mayor nimero de casos
que la 16.

Aun cuando las muestras analizadas no provienen
de todas las regiones del territorio nacional, el
nimero elevado de casos involucrados en este estudio
constituye una significativa contribucién a conocer
el estado de la infeccion por VPH en el pafs.
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