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RESUMEN

Objetivo: Determinar los genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) en mujeres en edad
reproductiva del estado Zulia, Venezuela. Métodos: Se estudié una muestra por conveniencia
de 236 pacientes atendidas en la consulta ginecoldgica de tres hospitales de Il y IV nivel,
ubicados en las ciudades de San Francisco (Grupo A; n=141), Maracaibo (Grupo B; n=30) y
Ciudad Ojeda (Grupo C; n=65); a las que se les tomaron muestras para citologias cervico-
vaginales e hisopados cervicales para la genotipificacion del VPH mediante reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR). Resultados: La mayoria de las pacientes aunque tenian
diversos factores de riesgos para adquirir esta infecciéon, no presentaban atipias celulares en
sus citologias cervico-vaginales (60,60%); encontrandose principalmente lesiones cervicales
intraepiteliales de bajo grado (LIEBG) debido a la presencia del VPH (34,32%). Los ensayos de
PCR permitieron la deteccidn del genoma viral en 91,10% de las muestras (n= 215/236);
identificAndose 382 genotipos del virus, correspondientes principalmente a los VPH-6
(31,15%), VPH-11 (28,53%) y VPH-16 (14,66%). En la mayoria de las pacientes prevalecio la
infeccidon por genotipos de alto riesgo oncogénico (63.26%) y la co-infeccion por diferentes
genotipos (57,67%); siendo la distribucion de los genomas obtenidos con mayor frecuencia:
VPH-6 + VPH-11 (32,56%), VPH-16 (13,95%) y VPH- 33 (9,75%). Conclusién: Existe una alta
prevalencia de LIEBG debidas a la presencia del VPH en mujeres en edad reproductiva,
caracterizadas por la co-infeccion por diferentes genotipos del VPH y la presencia de
genotipos de alto riesgo oncogénico en la mayoria de las pacientes estudiadas.

GENOTYPIFICATION OF HUMAN PAPILOMA VIRUS IN WOMEN IN REPRODUCTIVE AGE OF ZULIA
STATE, VENEZUELA

SUMMARY

Objective: To determine Human Papillomavirus (HPV) genotypes in women of reproductive
age in Zulia state, Venezuela. Methods: A convenience sample of 236 patients attended at the
gynecological consultations of three Il and IV level hospitals, located in the cities of San
Francisco (Group A, n = 141), Maracaibo (Group B, n = 30) and Ciudad Ojeda (CGroup C, n = 65);
which were sampled for cervico-vaginal cytology and cervical swabs for HPV genotyping by
polymerase chain reaction (PCR). Results: Although the majority of the patients had several
risk factors for acquiring this infection, did not present cellular atypias in their cervico-vaginal
cytology (60.60%); being mainly low-grade intraepithelial cervical lesions (LSIL) due to the
presence of HPV (34.32%). PCR assays allowed detection of the viral genome in 91.10% of the
samples (n = 215/236); 382 genotypes were identified, corresponding mainly to HPV-6
(31.15%), HPV-11 (28.53%) and HPV-16 (14.66%). Infection with genotypes with high
oncogenic risk (63.26%) and co-infection with different genotypes (57.67%) prevailed in most
patients; being the distribution of the most frequently obtained genomes: HPV-6 + HPV-11
(32.56%), HPV-16 (13.95%) and HPV-33 (9.75%). Conclusion: There is a high prevalence of LSIL
due to the presence of HPV in women of reproductive age, characterized by co-infection by
different HPV genotypes and the presence of high oncogenic risk genotypes in the majority of
the patients studied.

GENOTIPIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN MUJERES EN
EDAD REPRODUCTIVA DEL ESTADO ZULIA, VENEZUELA



INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) causa la infeccion de transmision sexual (ITS) mas
frecuente en personas con vida sexual activa (1, 2); con una prevalencia mundial de 30
millones de casos anuales y con mas de 290 millones de mujeres infectadas por este virus, de
las cuales 10%-17% se encuentran asintomaticas (3). Se estima que tres de cada cuatro
mujeres estadounidenses con edades entre 15 y 49 anos estarian infectados por el VPH en el
transcurso de sus vidas (4), mientras que en Latinoamérica y el Caribe la prevalencia en
mujeres se encuentra entre 6,9% - 21,8% (5-9) y entre 25-30% en mujeres jovenes (6).

En cuanto a la poblacién venezolana, los numeros oficiales son poco fidedignos y no reflejan
la verdadera diseminacion del VPH en Venezuela, aunque, algunos investigadores han
establecido una alta prevalencia de la infeccion en mujeres (40% en occidente, 67% en el area
metropolitana y 85% en oriente); demostrandose de que el genotipo de mayor circulacion es
el VPH-16 (10). Otros estudios nacionales han reportado prevalencias que varian desde 13,5%
hasta 68,7% (11-17); mientras que a nivel regional se ha establecido en 13,5% en Maracaibo
(11)y 15,6% en San Francisco (15).

La infeccion por el VPH representa el paso previo que precede al desarrollo de una lesidon
intraepitelial escamosa (LIE), cuando la infeccion se hace persistente, aunado a otras
condiciones y factores de riesgo, favorece el desarrollo de lesiones y su progresion de bajo
(LIEBG) a un alto grado (LIEAG), y posteriormente carcinoma invasor, cuyo tiempo de evoluciéon
es variable y depende de diversos factores (2, 7, 18-20.) Asimismo, se conoce que es mas
frecuente en mujeres jovenes, estimandose que 50% de las adolescentes y adultas jévenes la
adquieren en los primeros 4-5 anos de tener una vida sexual activa; de las cuales el 25%
podrian desarrollar LIEBG (21).

El reconocimiento de este virus como el principal factor etioldgico del cancer de cuello
uterino (CCU) convierte esta ITS en un importante problema de salud publica, dado a su alta
difusiéon a nivel mundial tanto en hombres como mujeres (22, 23). Aunque sélo un pequeno
numero de éstas infecciones puede eventualmente progresar a CCU, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (24), el VPH esta asociado con 530.000 nuevos casos de CCU y 270.000
muertes; siendo los genotipos VPH-16 y VPH-18 responsables de aproximadamente 70% de
todos los casos.

La ocurrencia de las LIEAG y de CCU no puede ser posible sin la existencia previa de una
infeccion persistente por subtipos de alto riesgo del virus (25); de alli el auge y la importancia
de métodos como la captura de hibridos y reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) que
permiten identificar los diferentes genotipos de este virus; sobre todo los de alto riesgo
oncogénico (25-28). Asi pues, la genotipificacién viral constituye un marcador sensible para
mujeres en riesgo tanto de LIEAG como de CCU; estando aprobado como método anexo al
tamizaje citolégico en mujeres mayores de 30 anos, complementar el estudio de citologias
atipicas de significado incierto, establecer el prondstico y en el seguimiento (curacidn o
persistencia) de lesiones pre-invasoras tratadas con métodos ablativos (28-30).

Ante este panorama, se propuso determinar los principales genotipos del VPH presente en el
cérvix de las pacientes atendidas en tres centros de salud de Il y IV nivel ubicados en tres de



las principales ciudades del Estado Zulia, Venezuela: Hospital Materno Infantil Dr. Rafael
Belloso Chacin (San Francisco), Maternidad Dr. Armando Castillo Plaza (Maracaibo) y Hospital
Dr. Pedro Garcia Clara (Ciudad Ojeda).

PACIENTES Y METODOS

Investigacion descriptiva con diseno no experimental, transeccional transeccional y de campo,
en la cual se estudio una muestra intencionada y no aleatoria conformada por 236 mujeres en
edad reproductiva atendidas en el Hospital Materno Infantil “Dr. Rafael Belloso Chacin” (Grupo
A), Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza” (Grupo B) y Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara”
(Grupo C). Se incluyeron mujeres sexualmente activas, con edades entre 18-45 anos,
reclutadas por diferentes estrategias de convocatoria (bola de nieve, grupos comunitarios
organizados y citacion por el personal de salud); quienes fueron remitidas a la consulta
ginecoldgica para tamizaje del cancer de cuello uterino; excluyéndose pacientes con
diagndstico o presuncidon de embarazo, con diagndstico confirmado de cancer cervical o con
contraindicaciones para la realizacidn de la genotipificacion viral y/o la citologia cervico-
vaginal, o que no aprobasen la realizacion de tales procedimientos.

Las pacientes seleccionadas fueron valoradas en la consulta ginecoldgica, donde con la ayuda
de una ficha de trabajo diseflada ad hoc, se asentaron datos socio-demograficos y clinicos
obtenidos por medio de la entrevista clinica, asi como los resultados de las pruebas y
procedimientos realizados. Seguidamente, se realizé una valoraciéon por sistemas y un examen
ginecoldgico, realizandose los siguientes procedimientos:

- Toma de muestra para citologia cervico vaginal: con la paciente en posicion de litotomia, se
procedid a visualizar los genitales externos e introducir un especulo vaginal de GCraves
desechable y una vez fijado el cuello uterino, se inspecciond el mismo y se tomaron muestra
de endocérvix con un cepillo (citoblush) y con espatula de Ayre para el exocérvix y fondo de
saco vaginal posterior. Las muestras recolectadas se extendieron en una ldmina portaobjeto,
previamente rotulada, y se fijaron con fijador citoldgico en espray, a una distancia de un metro
aproximadamente; manteniéndose almacenadas a temperatura ambiente en un laminario
hasta el momento de su procesamiento. Posteriormente, fueron tefidas con la tincién de
Papanicolaou y se procesaron en los laboratorios del Departamento de Anatomia Patoldgica
del Hospital General del Sur, sede del postgrado en esa especialidad de la Universidad del
Zulia. Los resultados se reportaron siguiendo la nomenclatura Bethesda y ademas en el
informe de la citologia se incluyeron los grados de inflamacién observados, la presencia de
microorganismos o cambios que sugieren la presencia del VPH (31).

- Toma de muestra para genotipificacion de VPH: Se tomdé un hisopado del canal
endocervical con un hisopo de dacrdn esteril, el cual se insertd de 1 a 1,5 cms del orificio
cervical externo del cuello uterino (zona de transicion escamo-columnar de la regidn
endocervical) y fue rotado 3 veces, retirado del canal e introducido en un tubo que contiene 1
ml de buffer de preservacidon-lisis estéril como medio de transporte, previamente identificado
y rotulado. Las muestras se trasladaron al laboratorio Diagndstico Molecular (DIAGMOLCA),
empresa privada con reconocida trayectoria en la realizacion de pruebas de biologia



molecular, mantenidas a 4° C y procesadas dentro de los primeros 3 dias de su recepcion.

En primer lugar, se realizé la extraccion del ADN de las muestras endocervicales. Para ello, se
transfirio 500 pl del buffer de lisis, contentivo del hisopo a un tubo de 1,5 ml, se centrifugd a
12.000 rpm por 10 minutos y el sedimento se resuspende en 500 ul de buffer de lisis (50 mM
Tris-Hecl pH 7.5, 1% Triton X-100, T mM EDTA, 150 pg/ml de proteinasa K). La muestra es
incubada a 56°C por 2 horas, los lisados se centrifugan a 14000 rpm y el sedimento se
resuspende en 30 ul de buffer TE; se utiliza 10 ul de la muestra para ensayos de amplificacion.

Para la deteccion y genactipificacion viral se llevaron a cabo reacciones de amplificacion por
PCR utilizando un formato de PCR multiple que incluyd oligonucledtidos iniciadores dirigidos
a secuencias especificas del genoma viral de genotipos de bajo riesgo oncogénico VPH 6/11
(Oligonucledtidos VPHG/IF y VPH 6/11: R GenBank: KC300186.1) y cinco genotipos de alto
riesgo oncogénico: VPH 16 (Oligonucledtidos VPH16F y VPH16R: GenBank: KF181718.1), VPH
18 (Oligonucledtidos VPHI18!F y VPH18R, GenBank: KC470230.1); VPH 31 (Oligonucledtidos
VPH31!IF y VPH31R, GenBank: KC662562.1); VPH 33 (Oligonucledtidos VPH33F y VPH 33R,
GenBank: JQ976784.1); y VPH 35 (Oligonucledtidos VPH35F y VPH 35R, GenBank: 3X129488.1).
La identidad y especificidad de los oligonucledtidos se verifico en las bases de datos
gendmicos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI: National Center for
Biotechnology Information) de Estados Unidos. Se incluyeron como control positivo ADN
aislado de muestras caracterizadas con el kit Seeplex de Digene, USA y como control negativo
se utilizara ADN gendmico humano (PROMEGA); dichas reacciones se llevaran a cabo en un
termociclador MJ Research PTC-100™,

Los productos obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 2 %, los cuales fueron tenidos
con bromuro de etidio, visualizados en transiluminador ultravioleta y fotografiados con sistema
de fotodocumentacion DigiDoc, UVP; una muestra se considerd positiva para uno o mas
genotipos determinados, cuando el patrén de migracién de los productos de PCR
amplificados a partir de la muestra, coincida con el patron de migracion (peso molecular) de
los productos de PCR especificos de los genomas virales presentes en el control positivo. Los
resultados positivos se calificaron segun el riesgo oncogénico de los genotipos detectados y en
caso de existir co-infeccidén entre genotipos de alto y bajo riesgo se consideré como de alto
riesgo.

Todas las pacientes participaron de manera voluntaria, suministrando su consentimiento
informado para su inclusién en la investigacion y no se encontraron expuestas a riesgos fisicos
0 psicoldgicos, ni se vulneraban los principios de la Declaracion de Helsinki para estudio en
humanos; asimismo, el protocolo de estudio fue previamente revisado y aprobado por los
comité de bioética de cada uno de los centros de salud donde se ejecutd la investigacion.
Posteriormente, fueron citadas para la entrega de resultados y los casos donde se detecto el
virus o que presentaron alteraciones citolégicas se derivaron a la consulta ginecoldgica para
realizacion de colposcopia, toma de biopsias y recibir el manejo o tratamiento especifico.

Para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizé el Paquete Estadistico para Ciencias
Sociales (SPSS), version 21. Se ejecutd un analisis de tipo descriptivo, donde los mismos fueron
expresados en frecuencias absolutas, frecuencias relativas (porcentajes), medidas de tendencia
central (medias) o medidas de dispersion (desviacion estandar) y se presentaron en tablas de



distribucion de frecuencias.

RESULTADOS

Respecto a la edad promedio de las pacientes participantes fue de 29+7,57 anos con rango
entre 19 y 39 anos, mientras que el promedio en edad para la presentacion de la menarquia
fue de 12,33+1,34 con rango de 11 a 14 anos y para el inicio de las relaciones sexuales resultd
en 182,59 anos con rango alrededor de los 13 y 21anos. Por su parte, la paridad fue en
promedio de 21,51 con rango entre 0 y 4 hijos; mientras que el numero de pareja tuvo una
media de 3%4,76 con rango entre 1y 13. Al comparar los grupos por medio del analisis de la
varianza, se encontraron niveles de significancia bajos lo cual traduce el comportamiento
independiente de los grupos (Tabla /).

Tabla |
Caracterizacién de la muestra de mujeres en edad reproductiva.

CARACTERISTICAS GRUPO A GRUPO B GRUPO C P*

X:DE X:DE X DE
Edad 277,89 301849 316,36 0,001
Menarquia 121,78 13+1,09 121,17 0,005
Sexarquia 1743,24 1942,53 18+2,01 0,001
Paridad 03+1,55 02+1,63 02+1,37 0,000
N® de parejas 02+1,71 05+7,65 03+4,92 0,001

X+DE: Media £ Desviacion estandar

* ANOVA de un factor, con significancia de p< 0,05

Grupo A: Hospital Materno Infantil “Dr, Rafael Belloso Chacin®™ (San Francisco), n= 141
Grupo B: Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza® (Maracaibo), n= 30

Grupo C: Hospital *Dr. Pedro Garcia Clara" (Ciudad Ojeda), n= 65

De igual manera, se encontrd una gran cantidad de pacientes con factores de riesgo para la
adquisicion del VPH y el consecuente riesgo para el desarrollo de CCU (Tabla /), entre los
cuales destacaron altos porcentajes de mujeres con parejas no estable (75,42%), con
relaciones desprotegidas al no utilizar el preservativo (75%), uso de anticonceptivos orales
(ACO) por mas de cinco anos (68,64%), pobre adherencia a la pesquisa oncoldgica reflejada en
un numero de citologia igual o menor a 3 en los ultimos cinco anos (69,49%) vy 89,41%
pertenecian a estratos socioecondmicos bajos (estratos Il -V).



Tabla ll
Factores de riesgo asociados con la infeccién por el VPH y lesiones
cervicales premalignas en mujeres en edad reproductiva

Factor de riesgo GRUPOA GRUPOB GRUPOC  X2& P
Fa %* Fa %* Fa %*
* Pareja no estable 103 7305 22 7333 53 8154 181 0405
* No usar preservativo 104 73,76 20 6667 53 8140 0,18 0,671
* Tabaquismo 26 1844 07 2333 19 2923 005 0,823
* Anticonceptivos orales 101 7163 20 6667 41 63,08 004 0842
* Antecedente de Ceséarea 39 2766 06 2000 26 40,00 020 0,655
* No. de Citologia <3 102 7234 19 6333 43 66,15 033 0,566
* Niveles socioeconémicos bajos 125 8865 26 8667 60 9231 0,01 0920
* Procedencia Rural 25 17,73 01 0333 15 23,08 168 0,195

Grupo A: Hospital Materno Infantil *Dr. Rafael Belloso Chacin®™ (San Francisco), n= 141
Grupo B: Matemidad “Or. Armando Castillo Plaza™ (Maracaido), n= 30

Grupo C: Hospital *Dr. Pedro Garcia Clara™ (Ciudad Ojeda), n= 65

% Prucba del Chi cuadrado con significancia de p <0,05

* Porcentajes ostimados con base ol total de cada grupo.

En cuanto a los hallazgos de las citologias cervico-vaginales (Tabla [ll), se determindé una
calidad satisfactoria de la muestra en un 100% y en la mayoria de las pacientes no se
evidenciaron atipias celulares (60,60%). En las citologias alteradas, se detectd
mayoritariamente LIEBG debido a la presencia de observaciones positivas de células
coilociticas asociadas a la infeccion por el VPH (34,32%); siendo muy bajo el diagnodstico
citolégico de LIEAG (508%), representando en su totalidad por casos de neoplasias
intracervicales grado Il (NIC Il). No se detectaron casos de NIC grado | o lll, células atipicas de
origen indeterminado (ASCUS) ni cancer in situ.

Tabla lll
Hallazgos citolégicos en mujeres en edad reproductiva

Hallazgos GRUPO A GRUPO B GRUPO C TOTAL
Fr % Fr % Fr % Fr %

LIE de Bajo Grado:

*VPH 44 31,21 11 36,67 26 40,00 81 34,32
LIE de Alto Grado:
*NIC I 02 0142 01 0333 09 13,85 12 05,08
Sin atipias celulares 95 67,37 18 60,00 30 46,15 143 60,60
TOTAL 141 100,00 30 100,00 65 100,00 236 100,00

Grupo A: Hospital Materno Infantil “Dr. Rafael Belloso Chacin® (San Francisco)
Grupo B: Maternidad "Dr. Armando Castillo Plaza™ (Maracaibo)

Grupo C: Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara” (Ciudad Ojeda)

* Porcentajes estimados con base al total de cada grupo.

X?= 18,087; p= 0,001

Se obtuvieron
resultados positivos para la deteccidn del ADN viral en 91,10% de las muestras (h= 215/236),
mientras que en el restante de las pacientes (8,90%; n= 21/236) el ensayo no identificé el
genoma viral (Tabla 1V); demostrandose que la mayoria de las pacientes presentaban LIEBG
debido a la presencia del VPH (89,36%; 96,67 y 90,77%; Grupos A, By C, respectivamente).



Tabla IV
Diagnéstico de VPH por ensayos de PCR en hisopados cervicales de
mujeres en edad reproductiva

RESULTADO GRUPO A GRUPO B GRUPO C TOTAL
Fr % Fr % Fr % Fr %
Negativo 14 0993 01 03,33 06 09,23 21 08,90
Positivo 127 90,07 29 96,67 59 90,77 215 91,10
TOTAL 141 100,00 30 100,00 65 100,00 236 100,00

Grupo A: Hospital Materno Infantil “Dr. Rafael Belloso Chacin” (San Francisco)
Grupo B: Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza” (Maracaibo)

Grupo C: Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara” (Ciudad Ojeda)

X?= 1,562; p= 0,458

En cuanto a la tipificacion de los diferentes genotipos del VPH, en las 215 pacientes con PCR
positiva se detectaron 382 genotipos del virus. En la mayor parte de la muestra, se logro la
identificacion de la presencia de genotipos de bajo riesgo oncogénico: VPH-6 (31,15%) y
VPH-11 (28,53%), seguidos de genotipos de alto riesgo como el VPH-16 (14,66%) y VPH-33
(9,96%). Este mismo orden de presentacion se mantuvo en los grupos “A” y “C" grupo, en tanto
gue en el grupo “B” donde luego de los genotipos de bajo riesgo prevalecieron en tercer lugar
el VPH-31 (13,21%) y en cuarto lugar el VPH-16 (9,43%). Respecto al genotipo 18, solo fue
positivo en 6,28% de las muestras procesadas, sin detectarse ningun caso positivo en el grupo
“B”; mientras que el genotipo 35 fue

Tabla V
Genotipos del VPH identificados en ensayos de PCR de hisopados
cervicales de mujeres en edad reproductiva

GRUPO GRUPOA GRUPO B GRUPOC TOTAL
GENOTIPOS Fr % Fr % Fr % Fr %

6 62 2756 18 3396 39 3750 1189 31,15
1 62 2756 16 30,19 31 2981 109 28,53
16 34 1511 05 0943 17 1635 56 14,66
18 15 06,67 - -- 09 0865 24 06,28
31 19 0844 07 1321 02 01,92 28 07,33
33 28 1244 04 07,55 06 0577 38 09,96
35 05 0222 03 0566 - - 08 02,09
TOTAL 225 100,00 S3 100,00 104 100,00 382 100,00

Casos positivos para VPH= 215

Grupo A: Hospital Materno Infantil “Dr. Rafael Belloso Chacin™ (San Francisco), n= 127
Grupo B: Maternidad "Dr. Armando Castillo Plaza” (Maracaibo), n= 29

Grupo C: Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara® (Ciudad Ojeda), n= 59

* Porcentajes estimados con base al total de genotipos identificados.

Se evidencid un predominio de los genotipos de alto riesgo oncoldgico investigados (63,26%),
salvo en el grupo “C" que prevalecieron genotipos de bajo riesgo (Tabla VI); asimismo, mas de
la mitad de las pacientes estudiadas (57,67%) presentaban co-infeccion por diferentes
genotipos del VPH, estando infectadas simultaneamente con al menos dos o hasta cuatro



genotipos distintos. (Tabla ViI).

Tabla VI
Distribuciéon de pacientes segun el riesgo oncogénico de los genotipos del VPH
identificados en ensayos de PCR de hisopados cervicales de mujeres en edad

reproductiva
GRUPO GRUPOA GRUPO B GRUPO C TOTAL
RIESGO Fr % Fr % Fr % Fr %
Bajo riesgo 35 2756 11 3793 33 5593 79 36,74
Alto riesgo 92 7244 18 62,07 26 4407 136 63,26
TOTAL 127 100,00 29 100,00 59 100,00 215 100,00

Grupo A: Hospital Materno Infantil *Dr. Rafael Belloso Chacin” (San Francisco)
Grupo B: Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza®™ (Maracaibo)

Grupo C: Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara™ (Ciudad Ojeda)

* Porcentajes estimados con base al total de pacientes por grupo.

Finalmente, en la Tabla Vill se muestran las frecuencias de los genotipos detectados en las
muestras de hisopados cervicales. De manera general, predominaron los hallazgos de co-
infeccion por VPH-6 y VPH-11 (32,56%), seguida de la infeccion por VPH-16 (13,95%) o VPH-
33 (9,75%). Sin embargo, en el grupo “B” el segundo lugar lo ocupd la infeccion por VPH-31
(17,24%) y en tercer lugar la co-infecciéon por los genotipos de VPH-6, VPH-11 y VPH-16
(13,79%): mientras que en el grupo “C" el tercer puesto con un 6,79% de los casos lo ocuparon
tanto la infeccidon por VPH-6 o VPH-33, como la co-infeccidn por genotipos de VPH-16 y

VPH-18.



Tabla Vi
Distribucién de pacientes segin los genotipos de VPH identificados en ensayos de
PCR de hisopados cervicales de mujeres en edad reproductiva

GRUPO GRUPOA GRUPOB GRUPOC TOTAL
GENOTIPOS Fr % Fr % Fr % Fr %

6 -- - 02 069 04 06,79 06 02,79

11 = - - - 02 0339 02 00,93

16 21 1654 01 0345 08 13,56 30 13,95

18 09 07,09 - - 01 0169 10 04,65

31 11 0866 05 17,24 - - 16 07,44

33 16 1260 01 0345 04 06,79 21 09,78

35 02 01,57 03 10,34 - - 05 02,33

6, 11 35 2755 09 31,03 25 4237 70 32,56
6, 16 -- - - - 02 0339 02 00,93
6, 18 -- - - - 02 0339 02 0093
6, 31 -- - - - 01 0169 01 0047
6, 33 -- - - - 01 0169 01 0047
16, 18 03 0236 - - 04 06,79 03 01,40
31,33 01 00,79 01 0345 - -- 02 00,93
6, 11, 16 10 07,87 04 13,79 02 0339 16 07,44
6,11, 18 02 01,58 - - 01 0169 03 0140
6, 11, 31 05 0393 01 0345 - - 06 02,79
6, 11, 33 08 06,30 02 069 01 0169 11 0512
6, 11, 35 01 00,79 - - - -- 01 00,47
16, 18, 31 -- - - - 01 01,69 01 0047
31, 33, 35 02 01,58 - - - - 02 00,93
6, 11, 18, 33 01 00,79 - - - - 01 00,47
Total 127 100,00 29 100,00 59 100,00 215 100,00

Casos positivos para VPH= 215

Grupo A: Hospital Materno Infantil “Dr. Rafael Belloso Chacin® (San Francisco), n= 127
Grupo B: Maternidad “Dr. Armando Castillo Plaza® (Maracaibo), n= 29

Grupo C: Hospital “Dr. Pedro Garcia Clara” (Ciudad Ojeda), n= 59

* Porcentajes estimados con base al total de casos positivos en cada grupo.

DISCUSION

Coincidiendo con el rango etario frecuentemente relacionado con el VPH en otras
investigaciones (2, 27), los resultados sefalan que se tratan de mujeres jovenes alrededor de
los 30 anos. En cuanto a los principales factores de riesgo asociados a la patologia cervical,
similar a estudios previos (2, 26, 32), se determind que no tener una pareja estable, el uso de
anticonceptivos orales, la no utilizacidon del preservativo, la falta de adherencia a los programas
de tamizaje para CCU o pertenecer a estratos socioecondmicos bajos prevalecieron en la
investigacion.

Se ha reportado que en las mujeres infectadas por VPH de alto riesgo el uso de los ACO
constituye un factor de riesgo significativo (26). La pobreza condiciona un riesgo mayor de
adquirir la infeccion por el VPH con altas tasas de persistencia y progresion dado a que se
relaciona con deficiencias en el sistema inmune debidas a las carencias nutricionales; ademas
de dificultar el acceso al sistema sanitario y al tamizaje del CCU (2, 33, 34).
Desafortunadamente en Latinoamérica, la pesquisa del CCU no ha logrado cumplir con sus



objetivos debido principalmente a la baja cobertura del tamizaje, seguimiento y tratamiento
de mujeres con lesiones pre-cancerosas, y al tamizaje oportuno centrado en mujeres jovenes
con menor riesgo de desarrollar la enfermedad (35); circunstancia observada en la muestra
estudiada.

En relacion con los hallazgos citolégicos encontrados, la mayoria no presentd atipias celulares
y de los resultados anormales el mayor porcentaje correspondid a cambios coilociticos
sugestivos de VPH (LIEBQG), situacion similar a la reportada en otros estudios realizados (27, 30,
34, 36, 38). Esta circunstancia aprobaria en estas pacientes el tamizaje del VPH mediante
estudios moleculares en mujeres mayores de 30 anos o con citologias que reporten LIEBG o
ASCUS, siguiendo los lineamientos establecidos en el conceso venezolano de CCU (37); a fin
de poder detectar las mujeres con genotipos que condicionen una mayor predisposicion al
desarrollo del cancer.

Resulta alarmante la alta prevalencia de positividad al VPH detectada en esta serie (91,10%),
mucho mas elevada que la reportada tanto en estudios nacionales e internacionales (2, 7,
12-17, 19, 30, 39, 40). De los 386 genotipos amplificados en las 236 pacientes evaluadas, los
genotipos de bajo riesgo fueron los mayormente detectados, resultados similares a los
encontrados en otros estudios venezolanos (16, 20, 27, 30, 40, 41). Contrariamente, otros
estudios reportan que la prevalencia de genotipos de alto riesgo era mayor (15, 42, 43).

En cuanto a la frecuencia de los genotipos de alto riesgo, en 63,26% de las pacientes
evaluadas se determind al menos un genotipo de alto riesgo, siendo el VPH-16 el
principalmente detectado (14,66%); coincidiendo con otras investigaciones nacionales (8, 12,
30, 44, 45) y latinoamericanas que destacan que el genotipo oncogénico dominante es el
VPH-16 (2, 25, 46), pero contrario al hallazgo de Pacheco y col. (27) quienes reportan al
VPH-16 como el genotipo de alto riesgo menos frecuente en una muestra de mujeres del
estado Trujillo.

En otros estudios nacionales, en conjunto con el VPH-16, predominaron también el VPH-51 y
VPH-52 (17, 44); mientras que en una reciente investigacion efectuada en la Ciudad de México
(19) los genotipos mas prevalentes fueron los VPH-52 y VPH-51, los cuales no fueron
investigados en esta serie. Otros genotipos de alto riesgo oncogénico como el VPH-31, no
fueron tan prevalentes como se encontré en otras investigaciones desarrolladas en la regidn
central de Venezuela (13), en el estado Mérida (30) o en la ciudad de Caracas (44). El VPH-18
mostré una frecuencia baja entre las mujeres estudiadas, contrario a lo reportado por Michelli
y col. (39), quienes reportaron gque éste era uno de los genotipos Mmas frecuentes (76,92%); su
baja prevalencia se puede deber al daflo que ocasiona el VPH-18 en la estructura celular, lo
cual ocasiona su muerte y por ende su eliminaciéon, ademas de la inestabilidad gendmica
generada por la expresion del genoma del VPH-18 (23).

Llama la atencidon la alta prevalencia de co-infecciones por diferentes genotipos del VPH
(57.67%); resultado similar al encontrado en otros estudios realizados tanto en Venezuela (12),
Colombia (32) y México (19) donde estas infecciones mixtas predominaron tanto en las
pacientes asintomaticas como en aquellas con lesiones premalignas o con CCU. Se ha
sugerido que los genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico pudieran actuar sinérgicamente,
de tal manera gque se promueva facilmente el desarrollo de cancer cervical, a diferencia de



aguellas pacientes infectadas con un solo genotipo (47); la co-infecciéon con genotipos de VPH
de alto y bajo riesgo sugiere la necesidad de brindar seguimiento a estas mujeres en un futuro
a mediano y largo plazo para detectar y prevenir futuras complicaciones (19).

Es evidente que en la mayoria de los estudios existen coincidencias entre los genotipos
identificados, sin embargo, también existen diferencias en cuanto al niumero de genotipos
detectados y en cuanto a sus frecuencias, lo que confirma que la zona geografica, la edad de
las pacientes y la metodologia empleada son importantes en la distribucién reportada del
VPH (2). De igual manera, estas variaciones entre diferentes regiones geograficas pueden
explicarse por una parte, al comportamiento endémico del virus en poblaciones especificas y
por otra, pueden estar relacionadas con los habitos comportamentales de cada poblacién, su
exposicion a los factores de riesgo y las condiciones genéticas de los hospederos (8).

Un hecho que debe considerarse es que la mayoria de las pacientes no presentaban
alteraciones citoldgicas a pesar de la alta prevalencia de la infeccidon por el VPH y sobre todo
por genotipos de alto riesgo oncogénico; resultado que coincide con otro estudio nacional en
donde mas del 50% de las pacientes VPH positivas tenian colposcopia y/o citologia normal;
evidenciando la importancia de incluir las pruebas de deteccion e identificacion de VPH en la
evaluacion ginecoldgica de rutina (39). Aunque la sensibilidad de la citologia convencional en
detectar lesiones premalignas es de 51%, cada ano alrededor de 30% de los nuevos casos de
CCU ocurren en mujeres con citologia cervical previa negativa, bien sea debido a errores en el
muestreo, fijacion o en su interpretacion (48); por lo que en poblaciones sin los recursos
necesarios para el analisis y la interpretacion 6ptima de las muestras es necesario desarrollar
herramientas sencillas que no necesiten una amplia estructura funcional (33).

La presencia latente del virus, indica que debe haber mayor vigilancia médica para las
pacientes positivas, con evaluaciones peridédicas mas estrictas, lo que favorecera la prevencién
y permitird un control mas efectivo del riesgo a desarrollar CCU, especialmente en los casos
donde se detectd genotipos de alto riesgo oncogénico (14). Debe recordarse que el éxito no
reside en la sensibilidad de la citologia, sino en la repeticidon constante de la misma y en el
seguimiento sistematizado de mujeres con anormalidades citoldgicas; lo cual puede explicar
porque en los paises latinoamericanos no se han observado sus efectos en la disminucion de
la mortalidad por cancer cervicouterino (6, 23).

En relaciéon a las metodologias usadas para la deteccion del VPH, aunque el ensayo de captura
de hibridos tiene como ventajas su facil aplicaciéon y el estar reconocidos por la FDA (49); la
utilizacion de técnicas de biologia molecular como la PCR y sus variantes es una de las mas
utilizadas bien sea en programas de cribado o en estudio realizados, tanto en poblaciones
asintomaticas como sintomaticas, por su sensibilidad y especificidad (7). 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 de
riesgo y mayor susceptibilidad a desarrollar CCU (13).

Sin embargo, algunos investigadores (50) sugieren que la determinacion viral es util sélo en
pacientes con citologia atipicas, mas no cumple ningdn propdsito en pacientes que se
presentan con citologia de neoplasia intraepitelial grado 1, debieéndose considerar tanto las
consecuencias psico-sociales de evidenciar la positividad del test virolégico como el gasto de



la prueba y cuestiones éticas relacionadas con la solicitud solicitar un examen que no es
indispensable para su manejo clinico. Los altos costos de las pruebas moleculares las hacen
ciertamente limitadas para la mayor parte de la poblacién, sobre todo en los paises en vias de
desarrollo (26); por lo que en el caso de Venezuela se ha sugerido realizar esta prueba
solamente cuando la citologia senale casos de inflamacidén severa, lo cual impactaria
positivamente en la supervivencia de las pacientes y podria ser sostenible por parte del estado
y la comunidad (12).

El alto costo de estas pruebas representd una limitacion para el desarrollo del estudio, puesto
gue debido a las restricciones presupuestarias se restringio la investigacion a los genotipos
mas frecuentemente encontrados en la poblacion venezolana segun los estudios
anteriormente discutidos y trabajar con una muestra intencionada y no con una muestra
representativa de cada centro donde fue desarrollada la investigacién; con lo cual el margen
de error y/o sesgos se hubiese minimizado y se pudiera conocer con mayor precision la
ecologia de este virus y la prevalencia real del mismo en la poblacion femenina zuliana. Por
otra parte, aunque en el pais la vacunacién contra el VPH no estd incluida en el esquema
nacional de vacunacioén ni se encuentra disponible para su comercializacion y aplicacién, una
fortaleza del estudio realizado es que al conocer el comportamiento y la distribucion de los
genotipos analizados en la poblacidn estudiada, permitiria optimizar los programas de
vacunacion y lograr un maximo costo-beneficio; asi pues, seria recomienda incluir la vacuna
tetravalente en el esquema de vacunacion nacional, tomando en cuenta la experiencia
positiva que han tenido otros paises con su uso (6, 51).

CONCLUSIONES

Como pudo observarse, existe una alta prevalencia de LIEBG debidas a la presencia del VPH
en mujeres en edad reproductiva, caracterizadas por la co-infecciéon por diferentes genotipos
del VPH vy la presencia de genotipos de alto riesgo oncogénico en la mayoria de las pacientes
estudiadas. Desde el punto de vista de salud publica, estos resultados implican que se trata de
un grupo de mujeres potencialmente vulnerable para el desarrollo de lesiones del aparato
reproductivo y eventualmente CCU precoz, traduciendo la necesidad de promover una cultura
de prevencidon y auto-cuidado desde las edades mas tempranas, de manera de ir
sensibilizando a la poblaciéon femenina al tema de la infeccion por VPH y las medidas
preventivas para evitarlo. Asimismo, es necesario que las instituciones sanitarias faciliten la
inclusion de las pruebas moleculares para la genotipificacion viral, en concordancia con los
protocolos vigentes y particularmente en el estado Zulia, al incluir la vacuna tetravalente
contra el VPH como medida preventiva primaria se disminuirian considerablemente las
infecciones genitales, puesto que la misma ofrece inmunidad contra tres de los genotipos
prevalentes en esta investigacion (VPH-6, VPH-11 y VPH-16).
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