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RESUMEN

La consecuencia mas importante de la infeccién por VPH es el desarrollo de cancer
cérvicouterino. La alta sensibilidad y especificidad del PCR hace posible la deteccion y
tipificacién del VPH. Un examen no invasivo podria ser una herramienta util para la
determinacion viral. Objetivo: Deteccion y tipificacion de VPH en muestras de orina y
muestras cervicales por PCR en mujeres atendidas en consulta de colposcopia del
Hospital Universitario Dr. Angel Larralde en Julio — Septiembre 2014. Materiales y
Métodos: Estudio descriptivo, no experimental, transversal, de campo y prospectivo.
Muestra: 18 pacientes con citologia sugestiva de LIE-BG (11 muestras), o diagnostico
confirmado por biopsia de infeccién por VPH o NIC (7 muestras), se realizé
interrogatorio, indicando posteriormente autorrecoleccion de muestra de orina y
llevandose a cabo toma de muestra de hisopado cervical, analizandose ambas por PCR,
vaciandose resultados en una ficha. Resultados: Hubo 94,44% de resultados positivos
para VPH en muestras cervicales y 61,11% en muestras de orina. Se reporté una
sensibilidad de la prueba de PCR en muestra de orina de 58,82%. Los genotipos mas
frecuentes encontrados en hisopado cervical fueron el 11 (47,06%) y 16 (17,65%),
predominando los de bajo riesgo oncogénico. En orina hubo deteccién superior de
genotipos 6 y 45 (36,36% cada uno) siendo mas frecuentes aquellos genotipos de alto
riesgo oncogénico. Hubo 10 muestras positivas en ambos especimenes, existiendo una
correspondencia de genotipos detectados en 5 de ellas. Conclusiones: A pesar de que el
hisopado cervical analizado por técnicas de biologia molecular es el método ideal para
deteccion y tipificacion de VPH, la muestra de orina puede ser tomada como una
herramienta util con fines de vigilancia epidemiol6gica, y para evaluar poblaciones
donde el examen ginecoldgico no sea posible.

Palabras clave: VPH, Muestras de orina, muestras cervicales, PCR, genotipo
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ABSTRACT

The most important consequence of HPV infection is the development of cervical
cancer. The high sensitivity and specificity of PCR enables the detection and typing of
HPV. A noninvasive test could be a useful tool for viral determination. Objective:
Detection and typing of HPV in urine and cervical samples by PCR in women attending
colposcopy clinic at the University Hospital Dr Angel Larralde in July-September 2014.
Materials and Methods: A descriptive, non-experimental, cross-country and
prospective. Sample: 18 patients with cytology suggestive of SIL-L (11 samples),
confirmed by biopsy or HPV infection or CIN (7 samples) diagnostic interview was
conducted later indicating self-collection of urine sample and taking After sampling
cervical swab, analyzed both by PCR, emptying results in a tab. Results: There were
94.44% of positive results for HPV in cervical samples and 61.11% in urine samples.
Sensitivity of the PCR test urine sample 58.82% was reported. The most common
genotypes found in cervical swabs were 11 (47.06%) and 16 (17.65%), predominantly
low oncogenic risk. In urine detection was superior genotypes 6 and 45 (36.36% each)
most frequent being those of high oncogenic risk. There were 10 positive samples in
both specimens, there is a correspondence of genotypes detected in 5 of them.
Conclusions: Although cervical swab analyzed by molecular biology techniques is
ideal for HPV detection and typing method, the urine sample may be taken as a useful
tool for epidemiological surveillance and to assess populations where the gynecological
examination is not possible.

Keywords: HPV, urine sampling, cervical sampling, PCR, genotypes



INTRODUCCION

El virus papiloma humano (VPH) constituye uno de los grupos virales mas frecuentes
en el mundo que afecta piel y zonas mucosas del cuerpo, siendo un virus ADN
altamente especifico®. De los 120 tipos de papilomavirus identificados molecularmente,
alrededor de 40 infectan la mucosa genital mediante transmision sexual, y entre 13 y 18
son considerados carcinogénicos®. Existe un cuerpo de evidencia convincente que
demuestra que el VPH actiia como agente etiologico del cancer de cérvix. Se ha
encontrado ARN mensajero y proteinas de serotipos de VPH de alto riesgo oncogénico
en la mayoria de las lesiones displasicas y canceres cervicales, y ADN en el 99,7 % de
los tejidos cancerigenos cervicales. De hecho, el VPH cumple los criterios marcados por
la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer para ser considerado un

agente carcinogénico ©.

Estudios epidemiol6gicos sobre la prevalencia de los diferentes serotipos de VPH,
muestran que la mayoria de las lesiones intraepiteliales de alto grado (LIE-AG) y
canceres cervicales (60 a 72%), estan relacionados con sélo dos serotipos: el VPH 16 y
18“, Por otro lado, la infecciéon con virus considerados de bajo riesgo oncogénico,
fundamentalmente los serotipos 6 y 11, puede causar verrugas anogenitales (condilomas

acuminados) y lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIE-BG)®.

Aquellos individuos que inician su actividad sexual precozmente, adquieren la infeccién
por VPH con mayor frecuencia®; sin embargo hay que tomar en cuenta que este virus
tiene especial avidez por las células cilindricas, por lo que los cambios metaplasicos que
acontecen de forma natural en el cérvix de las adolescentes, lo hacen terreno fértil para
la adquisicién viral. La incidencia de infeccién por VPH disminuird con la edad, por
cambios en la respuesta inmunitaria, repuntando nuevamente en la perimenopausia y

postmenopausia®.

La carga de enfermedad cervicouterina atribuible a la infeccion por el VPH no se limita
al cancer, sino que incluye una proporcion incluso mayor de lesiones cervicouterinas

premalignas®, y ha sido implicado en el desarrollo de tumores malignos en ano, vagina,



vulva, pene e incluso cavidad oral®. Tanto en paises subdesarrollados como
desarrollados, es un reto conseguir que las mujeres, sobre todo de zonas rurales, se
sometan periédicamente al examen pélvico para obtencién del frotis cervical necesario
para la deteccion viral y despistaje del cancer de cervix. La falta de acceso a servicios
de salud, la escasez de recursos humanos y de laboratorio, el temor al examen
ginecologico, la ignorancia acerca de la utilidad de la prueba, son algunos de los
factores que explican la poca frecuencia con que se efecttian frotis cervicales en algunas

partes del mundo en desarrollo”.

En paises desarrollados la incidencia y la mortalidad por cancer cervical han decrecido
de manera significativa, mientras que en paises pobres o en vias de desarrollo no se ha
observado este descenso y en particular los paises de América Latina se han
caracterizado por notificar las mayores tasas de incidencia en todo el orbe®,
estimandose que en esta region, 1 de cada 1000 mujeres de 35 a 55 afios padece cancer
del cuello uterino, enfermedad que es precedida durante meses o afios de una lesion
premaligna in situ®. Para el afio 2011, en Venezuela, el cancer en drganos genitales
femeninos represent6 la primera causa de muerte en mujeres con edades comprendidos

entre 25 a 64 afios®.

Aproximadamente 10% de las mujeres en Estados Unidos nunca se han realizado una
citologia, y 30% no tienen control citologico regular. En Corea, so6lo 58,5% de las
mujeres mayores de 30 afios se han realizado citologia ginecologica al menos dos afios
consecutivos®. Las tasas de participacién son mucho peores en paises latinoamericanos.
De hecho, 8,2% de las mujeres afirman que el temor y la incomodidad de realizarse un

examen pélvico es el principal motivo para no tener un control citolégico anual®?.

La citologia cérvicovaginal es un método sencillo, econémico y rutinario de rastreo, util
para descartar cancer de cuello uterino, y ocasionalmente nos sugiere la presencia de
alteraciones celulares que pueden hacer sospechar la presencia de VPH. Existe una
correlacién directa entre la frecuencia del screening y la disminucién de la tasa de
mortalidad por cancer cervical. La Sociedad Americana del Cancer recomienda que toda
mujer sexualmente activa o de 18 afios o0 mayor debe contar con un extendido anual y
un examen ginecologico™. Esta actividad debe ser realizada por un médico

debidamente capacitado, con el fin de obtener una muestra para estudio de las células
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del exocervix, la unién escamocelular y del endocérvix, e identificar posibles

alteraciones preneoplasicas o neoplasicas"?.

Hay varios sesgos que se deben considerar en relacion a las limitaciones de la citologia
convencional, las cuales se relacionan con la obtenciéon de una muestra inadecuada, y
por errores en el screening o de interpretacion. Las tasas de falsos negativos, que oscilan
entre 50% o mas son cruciales, no obstante la citologia revela una especificidad del
90% o mas, lo que refleja un valor predictivo positivo elevado™. La citologia
unicamente permite sugerir la presencia de una infecciéon por VPH pero no es posible
hacer la deteccion certera del virus y los genotipos correspondientes, lo que ha
conllevado a diagnosticar cambios atipicos ambiguos, tratamientos excesivos, y manejo

inadecuado de pacientes con lesiones cervicales cuya citologia fue negativa.

Otra forma de diagnosticar las lesiones causadas por el VPH es la biopsia®*'¥, Puede
sospecharse una neoplasia intraepitelial cervical (NIC) por examen citolégico o
mediante examen colposcopico, pero el diagnostico final de NIC y cancer, se establece
por examen histopatolégico de una biopsia cervical con sacabocados o una muestra de

escision.

De la misma forma, es preciso establecer que la detecciéon del VPH por técnicas de
biologia molecular es un método ttil para tipificar el genotipo de VPH presente, y asi
conocer el riesgo oncogénico a la cual estd sometida la paciente™. La utilizacién de las
técnicas de biologia molecular contribuye a detectar la presencia de genoma viral en
material de citologia, biopsia y orina aun si la infeccién es oculta o el nimero de
particulas virales es bajo™. La muestra requerida para la identificacion de VPH es
hisopado genital (uretra, vagina, cuello y glande), orina, y tejidos (biopsia fresca y
parafina). Los resultados se expresan como negativo (no se detecta ADN de VPH) y
positivo (deteccion de ADN de VPH). Cuando el resultado es positivo se reporta el
genotipaje de VPH"®: genotipos de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81.), genotipos de alto riesgo (16, 18, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,58, 59, 68, 73,
82.) y genotipos potencialmente de alto riesgo (26, 53, 66).

La alta sensibilidad y especificidad del PCR hace posible la deteccién y tipificacion del

virus en una etapa muy temprana de la infeccién aun cuando todavia no hay anomalias
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citologicas, por lo tanto, la PCR debe ser parte del arsenal de estudios con el cual cuenta
el ginecologo. De la misma manera, este estudio molecular deberia integrarse a los
laboratorios de anatomia patologica, ya que las muestras de biopsia cervical o citologia
en fase liquida son adecuadas para el analisis molecular del ADN viral, y de esta forma
realizar la tipificacion de manera rutinaria en todas estas muestras. La utilizacion de
muestras de orina para deteccion de VPH por técnicas de biologia molecular podrian
proveer un screening preliminar para cancer de cuello uterino y de este modo eludir la
necesidad del examen citol6gico anual para las mujeres que son negativas para ADN de
VPH"., Un examen no invasivo, facil de realizar, que no requiere personal adiestrado
para la toma de la muestra, como lo seria la orina autorecolectada analizada por PCR,

puede incrementar las tasas de participacion de estas pacientes.

Desde hace mas de 20 afios se ha estudiado la presencia de VPH en orina. El tropismo
epitelial que posee el virus, y la proximidad anatémica que guardan la vagina y cuello
uterino con la uretra y vejiga, dieron a multiples investigadores la idea de que el epitelio
de la vejiga urinaria también es susceptible a la infeccion por VPH. La vejiga seria por
lo tanto, un reservorio de particulas virales. Muchos estudios revelan resultados
alentadores que apuntan a la posibilidad del uso de una muestra de orina
autorecolectada por la mujer, y tras analisis por técnicas de biologia molecular, hacer
posible el diagnostico de la infeccion viral”. Este método seria ideal en personas que
por razones culturales o religiosas no se realicen examen ginecolégico anual, necesario
para obtener muestras de frotis cervical, o en aquellas cuya obtenciéon de muestra sea

dificil, como nifias o adolescentes®.

Es indudable que el epitelio de la vejiga también puede ser susceptible a la infeccién por
VPH, especialmente el condiloma acuminado, el cual es caracteristico de la infeccion
por VPH y ha sido reportado en vejiga. Incluso han sido estudiadas la prevalencia de
infeccion por VPH en varios tipos histologicos de cancer de vejiga, principalmente el
de células transicionales. Entre tanto, numerosos estudios de casos y controles han

detectado ADN para VPH en tejido vesical maligno y benigno®?,

En el afio 2007, Song ES y colaboradores estudiaron en Corea la eficacia clinica de la
deteccion de VPH por muestra de orina con la aplicacion de PCR, los resultados del test

de VPH fue comparado con muestras cervicales por hisopado, con la citologia y los
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hallazgos histopatologicos. El virus fue detectado en 70 de 100 muestras cervicales,
siento VPH 16 el mas prevalente (38/70), seguidos por los tipos 18, 58, 52, 33, 35, 31y
51. E1 ADN viral fue identificado en 47 de 90 muestras de orina, de igual forma el VPH
16 fue el tipo mas prevalente, seguidos por los tipos 18, 52, 35, 51, 58, 33 y 56. Hubo
concordancia entre el genotipo mas frecuente en muestras de orina y cervicales. Los
investigadores proponen que la deteccion de VPH en muestras de orina es un método
apéndice valioso cuando una citologia ginecol6gica no pueda ser empleada como

método de screening por motivos culturales o religiosos.®

Alameda F y colaboradores realizaron en el 2008 en Espafia una investigacion
comparando 50 muestras de orina y 50 muestras de cérvix, analizandolas por PCR. La
concordancia de los resultados entre los dos grupos de muestras fue del 80%; en las
muestras de orina, la sensibilidad de la PCR para la deteccion de LIE fue del 100%, la
especificidad del 80%, el valor predictivo positivo de 91% y el valor predictivo
negativo de 100%. Concluyeron que la deteccion de VPH en muestras de orina puede
utilizarse como método alternativo de deteccion sistémica en mujeres con deficiente

control ginecol6gico™.

Asi mismo, en el afio 2009 fue realizado en India un estudio clinico por Robbins D y
colaboradores®”, donde recolectaron muestras de orina y muestras cervicales de 270
sujetos de alto riesgo de burdeles del distrito este de Bengal y 50 sujetos de bajo riesgo,
las cuales no tenian predisposicion a la enfermedad, reclutadas en Mumbai. La
deteccion de ADN del VPH fue aislado en orina y se realizo PCR con amplificacion de
la region E1 para detectar la presencia de tipos de VPH de alto riesgo. En este se
concluy6 que el ADN del VPH puede ser aislado de muestras simples de orina, y
detectado con una sensibilidad y especificidad igual o mejor que los ensayos actuales

basados en una muestra cervical.

Cuschieri K y colaboradores®” dirigieron una investigacién en Edimburgo - Reino
Unido en el 2011, con el fin de evaluar la ejecucién de prueba PCR de VPH en orina
para valorar su conveniencia con fines epidemioldgicos y de vigilancia, reclutando 90
mujeres que asistieron a clinicas que ofrecen servicios de salud sexual integrada,
recolectando muestras de orina, y de hisopado cervical (etiquetados como estandar de

oro). La sensibilidad de la orina versus la prueba estandar de oro fue de 90,5%. La
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distribucion total de los tipos de VPH en orina fue similar que con la prueba estandar de

oro, concluyendo que la orina, es un espécimen ttil con propdsito de vigilancia de VPH.

En Latinoamérica fue llevado a cabo un estudio en Bogota — Colombia en el 2013 por
Muiioz M y colaboradores®” donde realizaron deteccion de VPH en muestras de orina
y cervical, en 204 mujeres con infecciéon por virus de inmunodeficiencia humana,
mediante el uso de la PCR, obteniéndose seis tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31,
33, 45y 58) y dos de bajo riesgo (6 y 11). La prevalencia de infecciéon por VPH fue
70.6% en muestras de cuello uterino y el 63,2% en las muestras de orina. VPH 16 fue
el tipo mas frecuente en ambos tipos de muestra (cervicales 66,7% y 62,0% en la orina),
seguido por el VPH 31 (47,2%) en muestras de cuello uterino y el VPH 58 (35,7%) en
las muestras de orina. El 55,4% tenian coinfeccion en muestras cervicales y 40,2% en
las muestras de orina. Se concluyé que las muestras de orina podrian ser una buena
estrategia para garantizar la adherencia a los programas de deteccion destinados a
reducir el impacto del cancer de cuello de ttero, ya que esta muestra es facil de obtener

y mostr6 un buen rendimiento diagndstico.

Sahasrabuddhe V y colaboradores®), publicaron en el afio 2014 una investigacién
llevada a cabo en el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos, donde
compararon la deteccion de VPH en muestras de orina, vulva y cervix, a través de PCR,
en mujeres atendidas en una clinica de colposcopia, realizando genotipado del VPH en
la orina y muestras de hisopado vulvar y cervical en 72 mujeres sometidas a
colposcopia, a las cuales se le realiz6 citologia en fase liquida y biopsia cervical. La
deteccion de VPH en orina fue menor (75%) que la deteccién cervical (87,5%) y vulvar
(82,4%). En pacientes con NIC II o III por histologia, la deteccién del VPH de alto
riesgo oncogénico en orina tenia una sensibilidad del 80,8%, y una especificidad del
53,3%; 90 % de pacientes con NIC III fueron positivas para VPH en orina. VPH 16 era
el genotipo carcinogénico mas comun detectable en los tres especimenes, con
prevalencia creciente con el grado de la enfermedad cervical, independientemente del
método de muestreo. Concluyeron que el muestreo basado en orina puede ser un
método viable para la deteccién viral en mujeres con mayor riesgo de enfermedad
cervical que carecen de acceso a la deteccion del cancer de cuello uterino, asi como la
vigilancia de las poblaciones vacunadas contra VPH, donde los examenes pélvicos no

sean factibles o deseables.



Es importante destacar que a pesar de ser un tema objeto de investigacion en varios
paises del mundo, en Venezuela no se encontraron estudios clinicos sobre deteccion de

VPH por PCR en orina.

En resumen, las ventajas que ofreceria un analisis de VPH en orina a través de técnicas
de biologia molecular son: el incremento de la tasa de participacién de las pacientes, al
ser una muestra autorecolectada que podria ser utilizado como método de cribaje en
pacientes con deficiente control ginecolégico, nifias y adolescentes, y mujeres que por
motivos religiosos o culturales no puedan realizarse examen ginecologico; de la misma
forma podria ser usado con propésito de vigilancia en poblaciones de riesgo y
poblaciones vacunadas, pudiendo ser un método alternativo de deteccion sistémica,
abriendo la posibilidad de eludir la citologia anual en pacientes con resultados

negativos.

Por estas razones la presente investigacion tiene como principal objetivo general:
Determinar la presencia de infeccion por Virus de Papiloma Humano en muestras de
orina y muestras cervicales a través de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en mujeres
atendidas en la consulta de colposcopia del Hospital Universitario Dr. Angel Larralde en
el periodo Julio — Septiembre 2014, asi como correlacionar los resultados de la PCR
obtenidos en muestras de orina y muestras cervicales segun los resultados de citologia o
biopsia; determinar la sensibilidad de la PCR para deteccion viral en muestras de orina,
identificar los genotipos predominantes del VPH en ambos especimenes analizados por
PCR y evaluar concordancia entre ambos genotipos, asi como determinar las

caracteristicas epidemioldgicas y ginecoldgicas de las pacientes estudiadas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de tipo descriptivo, no experimental, transversal, de campo y
prospectivo. De las 234 pacientes atendidas en la consulta de colposcopia del Hospital
Universitario Dr. Angel Larralde en el periodo Julio — Septiembre 2014, sélo se tomaron
en cuenta las pacientes que acudieron por primera vez, las cuales fueron 45, de estas
solo 18 cumplieron con los criterios de inclusion en este estudio, los cuales fueron: 1.

Tener un resultado de citologia sugestiva de lesion intraepitelial escamosa de bajo o alto

7



grado, o resultado de biopsia confirmando diagnoéstico de VPH o NIC; 2. No presentar
tratamiento previo para enfermedad cervical (acido tricloroacético, electrofulguracién,
cono con asa diatérmica, cono frio, crioterapia, laser); 3. No poseer antecedentes de
histerectomia; 4. Expresar por escrito su deseo de formar parte de la investigacion a
través del consentimiento informado (Anexo A). Por lo tanto la muestra fue de tipo no
probabilistica e intencional, conformada por 18 pacientes, de las cuales 11 tenian

resultados de citologia sugestivas de LIE-BG, y 7 diagndstico de VPH por biopsia.

Mediante la técnica del interrogatorio, se obtuvo informacién sobre las variables
involucradas en la investigacion (datos epidemioldgicos y antecedentes ginecoldgicos).

Los datos obtenidos fueron vaciados en un instrumento tipo ficha (Anexo B).

Posterior a la indicacién de tomar la muestra de orina autorrecolectada (primer chorro),
previo aseo genital, colectando entre 20 a 30 cc de orina en un contenedor estéril, el
mismo fue conservado a 4°C en una nevera habilitada para tal fin. Posteriormente se
procedid a la toma de muestra cervical por hisopado, la cual fue conservada y enviada a
4° C en buffer lisis suministrado por el laboratorio. Luego de la toma de la muestra, se
llevo al laboratorio seleccionado para realizar la prueba de PCR a los dos especimenes

biologicos recolectados.

Se sistematizo la base de datos en Microsoft ® Excel, para luego a partir del procesador
estadistico Statgraphics Plus 5.1 realizar analisis de datos. A las variables cuantitativas
tales como: edad y sexarquia, se les calcul6 media + error estandar, dato minimo,
maximo, coeficiente de variacion. Se compar6 el porcentaje de positividad de ambas
pruebas y con el resultado de citologia o biopsia, a través de la prueba de hipotesis para
diferencia entre porcentajes. Se adopt6 como nivel de significancia estadistica P valores

inferiores a 0,05

RESULTADOS

De las 18 mujeres que conformaron la muestra en estudio, se registr6 una edad
promedio de 33,6 afios + 2,7 con una dispersion promedio de 11,7 afios, una edad
minima de 14 afios, una maxima de 55 afios y un coeficiente de variacién de 35% (serie

levemente heterogénea entre sus datos).



TABLAN° 1

ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS
METODOS EN ESTUDIO PARA EL DIAGNOSTICO DE VPH. CONSULTA DE
COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. ANGEL LARRALDE.

PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Negativo Positivo
F % f % F %
VPH por hisopado
5,56 17 94,44 18 100
cervical
VPH por orina 7 38,89 11 61,11 18 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cenddn; 2014)

Segun lo expresado en la Tabla N°1, a través del estudio de PCR de muestras cervicales
(hisopado) se pudo constatar que un 94,44% (17 casos) resultaron positivas para VPH;
mientras que a partir del estudio de PCR para muestra de orina se detecté un 61,11% de
casos positivos (11 casos). Se encontrdé una diferencia estadisticamente significativa
entre los porcentajes de casos positivos segun los métodos estudiados (Z= 2,63; P=

0,0086 < 0,05)



TABLA N° 2

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VPH POR BIOPSIA Y POR
CITOLOGIA SEGUN LOS METODOS ANALIZADOS. CONSULTA DE
COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. ANGEL LARRALDE.
PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Positivo por Positivo por

biopsia citologia

VPH por PCR de Hisopado F % F % F %
Positivo 6 33,33 1 61,11 17 94,44
Negativo 1 5,56 0 0 1 5,56

VHP por PCR de Orina F % F % F %
Positivo 4 22,22 7 38,89 11 61,11
Negativo 3 16,67 4 22,22 7 38,89

Total 7 38,89 11 61,11 18 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cendén; 2014)

De las 18 pacientes estudiadas, a 7 se le realizé diagnostico de VPH por biopsia
cervical, lo que representa el 38,89%, reportando en todos los casos hallazgos
compatibles con infecciéon por VPH, no hubo ningiin caso de NIC. De estas, 6 casos
fueron positivos por el PCR de muestra cervical (33,33%) y 4 casos fueron positivos
para VPH por el PCR de muestra de orina (22,22%). Aunque el porcentaje de estas
pacientes con hallazgos compatibles con VPH en biopsia, con resultados positivos por
PCR en muestra cervical fue mayor, no se encontré una diferencia estadisticamente
significativa tras ser analizado por PCR en muestras de orina (Z2=1,25; P= 0,2112 >

0,05).

Por el andlisis citoldgico se realizé diagnostico sugestivo de LIE-BG a 11 pacientes de
las 18 estudiadas (61,11%). Posterior al analisis por PCR en muestras cervicales, las 11
pacientes tuvieron resultados positivos (61,11%), mientras que 7 pacientes tuvieron
prueba positiva por PCR de orina (38,89%). Aunque el porcentaje de estas pacientes con
LIE BG con PCR positivo para VPH por muestras cervicales fue mayor que aquellas
con PCR positivo para muestra de orina, no se encontré una diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos (Z=1,02; P= 0,3078 > 0,05).
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TABLAN° 3

ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DEL ANALISIS DE VPH POR PCR DE
ORINA. CONSULTA DE COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO
DR. ANGEL LARRALDE. PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Positivo Negativo

VPH por
F % F % F %
PCR de orina
Positivo 10 55,56 1 5,56 11 61,11
Negativo 7 38,89 0 0 7 38,89
Total 17 94,44 1 5,56 18 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cendén; 2014)

Se obtuvo una sensibilidad del PCR para VPH en orina de 58,82%, no pudiéndose

calcular especificidad del mismo ya que la celda de verdadero negativo esta vacia.

TABLA N° 4
ANALISIS DE GENOTIPOS PREDOMINANTES DE VPH EN LAS PACIENTES
ESTUDIADAS SEGUN LOS METODOS ESTUDIADOS. CONSULTA DE
COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. ANGEL LARRALDE.
PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Genotipo F %

6 2 11,76

11 8 47,06

16 3 17,65

18 2 11,76

30 1 5,88

45 1 5,88
Riesgo oncologico F %

Alto 7 41,18

Bajo 10 58,82
Total 17 100
Genotipo F %

6 4 36,36

11 1 9,09

16 1 9,09

30 1 9,09

45 4 36,36
Riesgo oncologico F %

Alto 6 54,55

Bajo 5 45,45
Total 11 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cendén; 2014)

Segun lo evidenciado en la tabla n° 4, entre las pacientes que resultaron positivas para
VPH por PCR de hisopado (n=17) fue mas frecuente el genotipo 11 con un 47,06% (8
casos), seguido del genotipo 16 (3 casos= 17,65%). Siendo los genotipos de bajo riesgo

oncogénico los mas frecuentes (58,82% = 10 casos). Por su parte, entre las pacientes
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que resultaron positivas para VPH por PCR de orina (n=11) fueron mas frecuentes los
genotipos 6 y 45 con 4 casos por igual (36,36% cada uno) siendo levemente mas
frecuentes aquellos genotipos con alto riesgo oncogénico (54,55%= 6 casos). (Ver tabla

N° 4)

Hubo 10 pacientes con resultados positivos para PCR en ambos especimenes (55,56%),
en 5 de ellas existia correspondencia entre los genotipos detectados tanto en PCR de
orina como de hisopado cervical (27,78%), mientras que en las 5 restantes no existia tal
correspondencia.

TABLA N° 5
ANALISIS DE LA PRESENCIA DE VPH EN LAS MUJERES ESTUDIADAS
SEGUN CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS. CONSULTA DE
COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DR. ANGEL LARRALDE.
PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Edad (aiios) F %
<20 2 11,11
20-29 6 33,33
30-39 4 22,22
40 - 49 5 27,78
>50 1 5,56
Edo. Civil F %
Casada 6 33,33
Concubina 6 33,33
Divorciada 1 5,56
Soltera 5 27,78
Nivel educativo F %
Primaria completa 1 5,56
Primaria incompleta 1 5,56
Secundaria completa 4 22,22
Secundaria incompleta 7 38,89
Universitaria 5 27,78
Graffar F %
11 4 22,22
111 4 22,22
v 8 44,44
\Y 2 11,11
Total 18 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cendén; 2014)

Tal como se aprecia en la Tabla N° 5, el 33,3% de las pacientes estudiadas tenian edades
comprendidas entre 20 y 29 afios. En cuanto al estado civil fueron mas frecuente las
casadas y las concubinas con 6 casos por igual (33,3%); el estrato mas frecuente entre

las pacientes fue el IV (pobreza relativa) con un 44,44% (8 casos) y en cuanto al nivel
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educativo fueron mas frecuentes aquellas mujeres con secundaria incompleta (7 casos=

38,89%).

TABLA N° 6
ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN MUESTRAS DE ORINA'Y
MUESTRAS CERVICALES SEGUN LOS ANTECEDENTES
GINECOLOGICOS DE LAS MUJERES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO.
CONSULTA DE COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DR.
ANGEL LARRALDE. PERIODO JULIO - SEPTIEMBRE 2014

Sexarquia (afios) f %

13-16 9 50,00

17 -20 5 27,78

21-24 4 22,22
Uso ACO f %

No 8 44,44

Si 10 55,56
Anticonceptivos de barrera f %

No 15 83,33

Si 3 16,67
Parejas sexuales f %

1 5 27,78

2-3 12 66,67

4-5 1 5,56
Gestas f %

0 3 16,67

1-3 12 66,67

4-7 3 16,67

Total 18 100

Fuente: Datos propios de la Investigacion (Cendén; 2014)

En la tabla N° 6 se muestran las caracteristicas ginecologicas de las pacientes incluidas
en el estudio, evidenciando que en estas la sexarquia ocurri6 entre los 13 y 16 afios (9
casos= 50%), registrandose un promedio de 18,06 afios + 0,69. Asimismo,
predominaron aquellas que utilizaban anticonceptivos orales (10 casos= 55,56%); que
refirieron no utilizar anticonceptivos de barrera (15 casos= 83,33%); que tenian entre 2

y 3 parejas sexuales (12 casos= 66,67%) y con I y III gestas (12 casos= 66,67%).
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DISCUSION

La deteccion de ADN de VPH en muestras de orina a través de técnicas de biologia
molecular ha sido sujeto de estudio por mas de 20 afios, ya que es un espécimen
biolégico facil de obtener que podria ser de utilidad con propésitos de vigilancia

epidemiologica.

De las 18 mujeres que conformaron la muestra en estudio, se registr6 una edad
promedio de 33,6 afios + 2,7 contrastando con lo sefialado por Cardozo y col, quienes
encontraron en su investigacion acerca de factores epidemiolégicos asociados a
infeccion por VPH una edad promedio de 20,32 afios + 12,77. Sin embargo las
caracteristicas epidemiolégicas de la poblacion referentes a estrato socioeconémico,
nivel de instruccion, son similares en ambos estudios, al igual que las caracteristicas
ginecologicas en ambas investigaciones tienen coincidencia en cuanto a sexarquia,

paridad, uso de anticonceptivos orales y métodos de barrera.®”

A través del estudio de PCR de muestras cervicales (hisopado) se pudo constatar que un
94,44% (17 casos) resultaron positivas para VPH; mientras que a partir del estudio de
PCR de orina se detecté 61,11% de casos positivos (11 casos). En el estudio realizado

(23)

por Sahasrabuddhe y col*™” se obtuvo una positividad en muestras cervicales
ligeramente por debajo de nuestros hallazgos (87,5%), sin embargo tuvieron mayor
ntmero de resultados positivos en muestras de orina (75%). No obstante, hubo una
marcada diferencia en cuando a lo encontrado por Alameda y col™, los cuales
evidenciaron solo 34% de resultados positivos en PCR para muestras de hisopado

cervical y 22% de resultados positivos en muestras de orina.

Por analisis de biopsia, 7 pacientes presentaron hallazgos compatibles con VPH
(38,89%) de los cuales 6 casos fueron positivos por el PCR de muestra cervical
(33,33%) y 4 casos fueron positivos para VPH por el PCR de muestra de orina
(22,22%).

En cuando a la citologia, 11 pacientes presentaron LIE-BG, dando en su totalidad
resultados positivos de PCR por muestras de hisopado cervical, mientras que en

muestras de orina hubo un 63,6% de PCR positiva. En el estudio realizado por Mufioz y
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col®, hubo mayor deteccién viral en aquellas pacientes cuyas citologias reportaban
LIE-BG, con una determinacion de ADN de VPH en muestras de orina en 84,4% de las
pacientes estudiadas, vs 78,1% obtenidos por hisopado cervical, lo que contrasta con los

resultados obtenidos en la presente investigacion.

Tomando como gold estandar el estudio de VPH por PCR de muestra cervical, se
obtuvo una sensibilidad del 58,82% en la prueba de PCR de orina para deteccion de
VPH en esta investigacion. Lo cual difiere de lo encontrado Cuschieri, cuya sensibilidad

detectada para esta prueba fue de 90,5%.?"

Entre las pacientes que resultaron positivas para VPH por PCR de hisopado (n=17) fue
mas frecuente el genotipo 11 con un 47,06% (8 casos), seguido del genotipo 16 (3 casos
= 17,65%). Siendo los genotipos de bajo riesgo oncogénico los mas frecuentes (58,82%
= 10 casos). Esto discrepa el hallazgo realizado por Song y col en Corea®, y Mufioz y
col® en Colombia, cuyo genotipo mds frecuente fue el 16, siendo los de alto riesgo los
mas detectados en este tipo de espécimen. Por su parte, entre las pacientes que
resultaron positivas para VPH por PCR de orina (n=11) fueron mas frecuentes los
genotipos 6 y 45 con 4 casos por igual (36,36% cada uno) siendo ligeramente mas
frecuentes aquellos genotipos con alto riesgo oncogénico. Estos resultados, al igual que
el anterior varia a lo encontrado por los autores antes mencionados en el cual el
genotipo mas prevalente en orina fue el tipo 16. Similar resultado obtuvo

Sahasrabuddhe durante su estudio clinico.®

De las 10 pacientes que resultaron positivas tanto para PCR de muestra cervical como
para el PCR de orina (55,56%) se tiene que en 5 pacientes existia correspondencia entre
los genotipos detectados en ambos estudios (27,78%), mientras que en las otras 5 no
existia tal correspondencia, por lo que contrasta con el estudio de Alameda donde se

calcul6 una concordancia de 80% entre ambos especimenes.'?)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este estudio la edad promedio de las pacientes fue cercana a los 34 afios; siendo mas
frecuente la infeccion en mujeres casadas y concubinas, del estrato socioeconomico IV,
con estudios de secundaria incompleta. Asi mismo, la mayoria inici6 su actividad sexual
entre los 13 y 16 afios, con historia sexual de 2 a 3 parejas en promedio, utilizaban

anticonceptivos orales y refirieron no utilizar métodos de barrera.

A través del estudio de PCR de muestras cervicales (hisopado) se pudo constatar que un
poco mas de 94% resultaron positivas para VPH; mientras que a partir del estudio de
VPH por PCR de orina se pudo detectar un 61,11% de los casos fueron positivos,
encontrandose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos métodos de
deteccion (P < 0,05). Se reporto una sensibilidad de la prueba de PCR en muestra de

orina de 58,82%.

Comparando resultados obtenidos por biopsia y citologia cervical, a pesar que hubo
mayor deteccion y tipificacion de VPH, si se realizaba andlisis por PCR de hisopado
cervical, no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre la

determinacion VPH por PCR de hisopado y muestra de orina (P > 0,05).

El genotipos mas frecuente detectados por PCR en muestras de hisopado fue el 11,
predominando los tipo de bajo riesgo oncogénico, mientras que en muestras de orina los
mas frecuentes fueron el 6 y 45, predominando en un poco mas de la mitad de los casos
los genotipos de alto riesgo oncogénico. Hubo 10 pacientes que resultaron positivas tras
el analisis de ambos especimenes por PCR, 5 de ellas presentaron correspondencia entre

los genotipos detectados, mientras que en las 5 restantes no existia tal correspondencia.

A pesar de que el hisopado cervical analizado por técnicas de biologia molecular es el
método ideal para deteccién y tipificacion de VPH, la muestra de orina puede ser
tomada como una herramienta util con fines de vigilancia epidemiolégica, y para
evaluar poblaciones donde el examen ginecolégico no sea posible. Asi mismo, se
recomienda aplicar ese método de deteccién a grandes poblaciones, para valorar de
manera adecuada la sensibilidad y especificidad, valor predictivo positivo y negativo, y

de esta forma conocer la verdadera utilidad del método, para en un futuro llegar incluso
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a formar parte de los métodos de pesquisa, ya que por la simplicidad de la obtencién de
la muestra la cual es autorrecolectada, podria calar en la poblacion femenina que por

temor al examen pélvico no lleva un control ginecol6gico adecuado y deseable.
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ANEXOA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, titular de la cédula de

identidad , mayor de edad 'y con residencia en

DETECCION DE INFECCION POR VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN
MUESTRAS DE ORINA Y MUESTRAS CERVICALES A TRAVES DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN MUJERES ATENDIDAS
EN LA CONSULTA DE COLPOSCOPIA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO
DR. ANGEL LARRALDE. PERIODO JULIO — SEPTIEMBRE 2014. Acepto
participar libre y voluntariamente como sujeto de muestra en la investigacion titulada
llevada a cabo por la Dra. Cendén M. Adriana C.I. 18.958.033. Dejo claro que estoy
consciente que los datos obtenidos en este estudio seran an6nimos y utilizados con fines

médicos y cientificos.

Firmo Conforme

Dra. Adriana Cend6n M.

Testigo

Valencia a los dias del mes de de 2014
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ANEXO B

FICHA
Apellidos Nombres N° Historia
Sexo Edad Cédula de identidad Estado civil Ocupacion
Fecha de Nacimiento Lugar de Nacimiento Nacionalidad
Direccion de Habitacién Completa Teléfono
Motivo de consulta:
Enfermedad actual:
Antecedentes Personales:
Antecedentes Ginecoobstetricos: Menarquia: ainios, Ciclos:
Cantidad de la Menstruacion: , Dolor: , Sexarquia: afos, N°
Parejas sexuales:
Uso de ACO:
Uso de DIU: R Otros metodos anticonceptivos:
Pariadad: Gestas , Paras , Abortos , Cesareas , E. Molar , EE
Otros antecedentes ginecologicos:

Infecciones de transmision sexual:
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FICHA

Numero de Edad de la
historia paciente
Citologia endo - exocervical segiin
Sistema de Bethesda S NO
LIE-BG LIE-AG
Biopsia SI NO
E;lezsncpojz:;?es " N NIC II NIC 11
PCR
Muestra de Orina
Resultado Pos Neg
Tipo de VPH
Riesgo oncogénico | Bajo Pot. Alto Alto
Infeccién Mixta Si No
Muestra Cervical
Resultado Pos Neg
Tipo de VPH
Riesgo oncogénico | Bajo Pot. Alto Alto
Infeccion Mixta Si No

22




ANEXO C
Estratificacion Social

Meétodo Graffar Méndez-Castellanos

Marcar con X la casilla vacia a la cual se corresponda su estratificacion

Profesion del jefe de familia

1 Universitario. Alto comerciante con posiciones gerenciales.
Oficiales de las FAN.

2 Técnico o medianos comerciante o productores

3 Empleado sin profesién universitaria o técnica media. Pequefios
comerciantes o Productores propietarios

4 Obreros especializados (chéferes, albaiiiles, etc.)

5 Obreros no especializados (Buhoneros, jornaleros, etc.)

Nivel de instruccion de la madre

1 Ensefianza universitaria o equivalente.
2 Ensefianza Secundaria completa o técnica superior
3 Ensefianza secundaria incompleta o técnica inferior
4 Enseflanza primaria o alfabeta
5 Analfabeta

Principal fuente de Ingresos familiares

1 Fortuna heredada o adquirida

2 Ganancias, beneficios, honorarios profesionales

3 Sueldo mensual

4 Salario semanal por dia o tareas a destajos

5 Donaciones de origen publico o privado

Condiciones de la vivienda

1 Optimas condiciones sanitarias en ambiente de lujo

2 Con optimas condiciones sanitarias en ambiente sin lujo pero
espaciosa

3 Con buenas condiciones sanitarias en espacios reducidos

4 Con ambientes espaciosos o reducidos con deficiencias en algunas
condiciones sanitarias.

5 Rancho o vivienda con una habitacion y condiciones sanitarias

inadecuadas

Los resultados estan representados por la sumatoria de la respuesta de cada uno de los items.

e Los resultados entre 4,5y 6 corresponden al estrato I, clase alta

e Los resultados entre 7,8 y 9 corresponden al estrato II, clase media alta.

e Los resultados entre 10,11 y 12 corresponden al estrato III, clase media baja.

e  Los resultados entre 13,14,15 y 16 corresponden al estrato IV, clase obrera con pobreza relativa

e Losresultados entre 17, 18, 19 y 20 corresponden al estrato V, pobreza critica o estructurada.

Resultado: puntos, equivalente al estrato social: I () II () HI() IV ()
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