MULTIDISCIPLINARY & HEALTH EDUCATION JOURNAL, Vol. 6. No. 2, 2024, Pages 1270-1277

http://journalmhe.org

7Y Health Education

5 Multidisciplinary
2‘- Journal

Copyright: © 2024 by the authors. Licensee by M&HEJ. This article is an open access article distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

ARTICULO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Estudio de la infeccion por Virus Papiloma Humano en el estado de

Guaira, Venezuela

Study of Human Papillomavirus infection in the state of Guaira, Venezuela

Dayahindara Veitia', Maira Avila!, Andreina Fernandes', Diana Ortiz?, Mariana
Aurrecoechea®, Jeison Marcano®, Juan Lopez®, Maria Correnti!

y Maria Eugenia Cavazza®*

! Laboratorio de Genética Molecular, Instituto de Oncologia y Hematologia, Caracas. Venezuela
Laboratorio de Microbiologia Molecular, Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina, Caracas. Venezuela
3Servicio de Ginecologia y Obstetricia. Hospital José Maria Vargas. IVSS. La Guaira. Venezuela

Article history:

Received April 1, 2024
Received in revised from April
27,2024

Accepted April 29, 2024
Available online

May 14, 2024

" Corresponding author:

Maria Eugenia Cavazza Porro
Electronic mail address:
cavazzaster(@gmail.com
ORCID: https://orcid.org/0000-
0002-9605-8295

ABSTRACT

RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo contribuir con la data nacional, mediante del
tamizaje de VPH a través de pruebas de biologia molecular y compara su efectividad
respecto al Papanicolaou. Se incluyeron 119 pacientes, del género femenino, a
quienes se les tomaron las muestras correspondientes para la deteccion molecular
de VPH y la evaluacion citologica del cuello uterino. Posterior a la evaluacion de
calidad, se excluyeron 2 pacientes por no cumplir con los criterios, quedando 116
muestras incluidas para el estudio. El aislamiento de ADN asi como deteccion y
tipificacion de VPH se realizaron con los estuches comerciales Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega®) y Seeplex HPV4A ACE (Seegene, Corea)
respectivamente siguiendo las especificaciones de las casas comerciales. La edad
promedio de las pacientes fue de 39,39 + 13,255, con respecto al diagndstico
citologico se pudo observar que la inflamacion moderada inespecifica fue el
diagnostico mas frecuente (28,4%) seguido de la inflamacioén leve inespecifica
(23,3%); las LIEbg fueron reportadas en 8,6% de los casos evaluados. El1 30% de
las pacientes resultd positivas para la infeccion por VPH siendo los genotipos de
AR los mas frecuentes (80%) seguidos de la co-infeccion del genotipo 16 con otros
de AR (11,4%). Se observo una relacion entre el diagnostico citologico inflamatorio
y la infeccion viral por lo que se sugiere un seguimiento de este grupo de mujeres
ya que esto se asocia con la progresion hacia LIEbg y posterior desarrollo de cancer
cervical.

Palabras claves: Cuello uterino, Virus Papiloma Humano (VPH), Deteccion,
Infeccion

This study aims to contribute to the national data, through HPV screening through molecular biology tests and compares its
effectiveness with respect to the Pap smear. 119 female patients were included, from whom the corresponding samples were
taken for molecular HPV detection and cytological evaluation of the cervix. After the quality evaluation, 2 patients were
excluded for not meeting the criteria, leaving 116 samples included for the study. DNA isolation as well as HPV detection
and typing were performed with the commercial kits Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega®) and Seeplex HPV4A
ACE (Seegene, Korea) respectively following the specifications from the commercial companies. The average age of the
patients was 39.39 + 13.255, with respect to the cytological diagnosis it could be observed that moderate non-specific
inflammation was the most frequent diagnosis (28.4%) followed by mild non-specific inflammation (23 ,3%); LIEbg were
reported in 8.6% of the cases evaluated. 30% of the patients tested positive for HPV infection, with HR genotypes being the
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most frequent (80%) followed by co-infection of genotype 16 with other HR (11.4%). A relationship was observed between
the inflammatory cytological diagnosis and viral infection, which is why follow-up of this group of women is suggested since
this is associated with progression towards LIEbg and subsequent development of cervical cancer.

Keywords: Cervix, Human Papillomavirus (HPV), Detection, Infection

INTRODUCCION

En 2013 la OMS identifico al cancer cervical (CC)
como una intervencion prioritaria en su Global
Action Plan for the Prevention and Control. Esta
malignidad tiene como agente etioldogico a la
infeccion persistente por los denominados
genotipos de alto riesgo del Virus Papiloma
Humano (VPHar), especialmente los genotipos 16
y 18. El riesgo de contraer la infeccion
generalmente predomina en mujeres jovenes
menores de 25 afios de edad, alcanzando este
grupo etario aproximadamente el 30% de las
infectadas. Diversos estudios han colaborado en
que existen también otros factores de riesgo
asociados al desarrollo de la enfermedad como por
ejemplo la edad en la que se produjo la primera
relacion sexual, el numero de hijos, los
antecedentes sexuales de la pareja, el naumero de
compafieros sexuales, no utilizar preservativo, y la
falta de recursos para no realizarse tamizajes (1).

La asociacion de la infeccion por VPH con el
carcinoma cervical fue descrita por primera vez en
los afios 80 por Zur Hausen, desde ese entonteces
y durante los ultimos treinta afios se han realizado
estudios prospectivos que han confirmado la
presencia de genotipos de bajo y alto riesgo
oncogénico de VPH en la poblacion sexualmente
activa y han demostrado que la persistencia de la
infeccion viral conlleva al desarrollo del cancer de
cuello uterino (2).

Los estudios de cohortes aleatorizados indican que
el cribado basado en la prueba molecular para la
deteccion del VPH proporciona un 60-70% mas de
proteccién contra el CC que el cribado citolédgico,
permitiendo ademds ampliar los intervalos de
cribado con seguridad (3), es por esta razon que las
directrices de los paises desarrollados, entre ellos
las estadounidenses, australianas y europeas,
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recomiendan la implementacion de las pruebas
moleculares de VPH para la deteccion temprana de
CC (4).

El diagnostico precoz ha sido la intervencion
sanitaria mas eficiente y costo-efectiva a nivel
mundial, mediante el tamizaje de pacientes de
riesgo para detectar anomalias celulares en el
cuello uterino. En la actualidad, en Venezuela, el
método mas utilizado es la citologia cervical o
Papanicolau (PAP), cuya eficacia es limitada por
la calidad de la obtencion e interpretacion de la
muestra, por lo que su principal beneficio es su
bajo costo y facil realizacion (5) Sin embargo, las
pruebas de tamizaje de deteccion molecular de
VPH, generalmente se realizan en centros
privados. Lo cual no se encuentra disponible en su
totalidad en los centros de salud de la red
publica(6) (7).

El hecho de que la infeccion por VPH representa
el factor etioldgico del CC es de suma importancia
ya que actualmente existen vacunas que pueden
prevenir la infeccion viral, pues desde hace
algunos afos la vacunacion contra el VPH ha
demostrado ser altamente efectiva en la
prevencion de infecciones y lesiones relacionadas
con el virus en el tracto genital en adolescentes de
ambos sexos, con un alto margen de seguridad y
una respuesta inmune confiable a lo largo del
tiempo la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) promueve el programa 90-70-90, con el
objetivo de alcanzar 90 % de vacunacion de la
poblacién femenina entre 9 y 14 afios, 70 % de
cribado con pruebas de alto rendimiento para la
deteccion de VPH en mujeres a los 30 y 45 afios, y
90 % de tratamiento oncoldgico adecuado, con la
intencion erradicar el cancer de cuello uterino para
el ano 2030 (2).
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A pesar de los conocimientos actuales de la
relacion entre la infeccion por VPH y el desarrollo
de CC, en Venezuela no se dispone de datos
estadisticos actualizados de tamizaje de VPH ni
tampoco de alguna de las vacunas en el sistema
publico nacional de vacunacion, por lo que este
estudio tiene como objetivo contribuir con la data
nacional, mediante del tamizaje de VPH a través
de pruebas de biologia molecular y compara su
efectividad respecto al Papanicolaou.

METODOS

Poblacion de estudio

Se evaluaron de forma prospectiva a mujeres que
asistieron a consulta ginecologica Enel Hospital
Jos¢ Maria Vargas del estado la Guaira,
Venezuela, en el periodo octubre-noviembre 2022.
Las pacientes fueron invitadas a participar de
forma voluntaria en el estudio, previamente se les
suministro informacion sobre el disefio del estudio
y se les invito a firmar el consentimiento
informado, el cual fue aprobado por el Comité de
Bioética del Servicio Auténomo Instituto de
Biomedicina Dr. Jacinto Convit (BIOE-0003-
022010). Se incluyeron pacientes entre 15 y 65
afnos, que hubiesen comenzado actividad sexual,
sin distingo de su orientacion sexual, se
excluyeron mujeres positivas para el Virus de
Inmunodeficiencia ~ Humana  (VIH), con
histerectomia previa, embarazadas, que hubiesen
cumplido tratamiento vaginal o tenido relaciones
sexuales en las 48 horas previas a la toma de la
muestra.

Toma de la muestra

Las pacientes fueron sometidas a un examen
ginecologico, inicialmente se tomd la muestra exo-
endocervical con hisopo de rayon estéril (Puritan
Medical®); las muestras se almacenaron en un
tubo estéril con 1 mL de solucidn fisiologica, para
el diagndstico molecular de VPH. Las muestras
empleadas en el estudio citologico fueron tomadas
empleando con una espatula de Ayre, las células
exo-endocervicales fueron extendidas en una
lamina de vidrio y fijadas al momento, las mismas
fueron procesadas mediante la coloracion de

Papanicolaou y evaluadas en un mismo centro,
segun el sistema Bethesda del 2014 (8).

Extraccion del material genético

El aislamiento del material genético se realizb
empleando el estuche comercial Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega®), siguiendo las
especificaciones de la casa comercial.

Deteccion y tipificacion VPH

La deteccion del genoma viral se realizd
empleando el estuche comercial Seeplex HPV4A
ACE (Seegene, Corea), el cual esta disefiado para
la deteccion de VPH 16 y/o VPH 18, deteccion de
16 tipos de VPH HR (es decir, 26, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82), y VPH
de bajo riesgo tipos 6/11. La PCR multiplex
optimizada se realizé en reacciones de 20 pL que
contenian ADN, mezcla de cebador, mezcla
maestra 2X (Seegene, Corea) y 8-metocipsoraleno
(MOP), lo que evita la contaminaciéon del ADN
para su amplificacion. La amplificacion por PCR

se realizO en un termociclador Ependorff
(Mastercycler® ep) con las  siguientes
condiciones: Después de un paso de

precalentamiento a 94 °C durante 15 minutos, se
llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacion en el
termociclador, bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
recocido a 60 °C durante 90 segundos y extension
a 72 °C durante 90 segundos. La amplificacion se
completd con un paso de extension final a 72 °C
durante 10 minutos. Los productos de PCR
amplificados se separaron en un sistema de
electroforesis en agarosa al 2% tefiido con sybr
safe, y visualizado en un fotodocumentador
(ChemiDoc™ XRS +) BIO-RAD. Se incluye un
control positivo, un control interno de la reaccion,
asi como un control negativo.

Analisis estadisticos

Se realizaron analisis descriptivos, utilizando
medidas de tendencia central y de dispersion
(media, desviacion tipica) en el caso de variables
continuas y analisis de frecuencia y tablas de
contingencia en el caso de las variables discretas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de la muestra

La muestra de estudio estuvo constituida por 119
pacientes, del género femenino, a quienes se les
tomaron las muestras correspondientes para la
deteccion molecular de VPH y la evaluacion
citologica del cuello uterino. Posterior a la
evaluacion de calidad, se excluyeron 2 pacientes
cuyas muestras no cumplieron con los parametros
necesarios para el correcto procesamiento de las
mismas y 1 insatisfactoria para su evaluacion
citologica, obteniendo una muestra final de 116
pacientes, las cuales fueron incluidas en los
analisis estadisticos.

La edad promedio de las pacientes fue de 39,39 +
13,255 (rangol6-65) afos, las pacientes se
encontraban distribuidas de forma homogénea en
los diferentes grupos etarios (Tabla 1).

Tabla 1. Positividad para VPH en mujeres atendidas en
el servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital Dr.
José Maria Vargas- La Guaira.

Table 1. Positivity for HPV in women treated in the
gynecology and obstetrics service of the Dr. José Maria
Vargas Hospital - La Guaira.

VPH N Porcentaje (%)
Positivo 35 30
Negativo 81 70

Grupo etario

(afios)

16-25 22 18,8

26-35 27 23,3

36-45 28 24,14

46-55 21 18,1

56.65 18 15,5

Diagnostico molecular de VPH.

Del total de las muestras evaluadas el 30,1%
(35/116) resultaron positivas para la infeccion por
VPH (Tabla 1), de acuerdo con los grupos etarios
se pudo observar que la mayor proporcion de
pacientes positivas se encontrd en el grupo de 36-
45 afios de edad con 28,6% (10/35), seguido de los
grupos 16-25 y 26-35 afios con 25,7% cada grupo
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(9/35 para cada grupo), en el grupo de 46-35 afios
se observo una positividad 11,4% (4/35), mientras
en el grupo de mujeres ubicadas en el grupo de 56-
65 afios el porcentaje de positividad para la
infeccion viral fue de 8,5% (3/35) (Figura 1).
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Grupo etario
Figura 1. Distribucion de pacientes positivas para
VPH seglin el grupo etario
Figure 1. Distribution of HPV-positive patients
according to age group

Con respecto a los genotipos se pudo observar que
el 16 estuvo presente en el 5,7% (2/35) de las
pacientes positivas en forma de infeccion unica,
mientras que en forma de co-infeccion con otros
genotipos de alto riesgo en el 14,2% (4/35); el
grupo identificado como otros genotipos de AR se
observo en el 80% de los casos evaluados (28/35);
finalmente la infeccion mixta con los genotipos de
alto y bajo riesgo (6/11 y 18) se observo en el 2,8%
(1/35) (Figura 2).

Diagnostico Citolégico

La infeccion moderada inespecifica fue el
diagnostico citolégico reportado con mayor
frecuencia (28,4%) (33/116), la inflamacion leve
inespecifica (23,3%) (27/116) e inflamacion
moderada asociada a microorganismos (13,8%)
(16/116); de modo contrario, los diagnésticos
menos frecuentes fueron la atrofia, atrofia severa,
inflamacién severa inespecifica y/o asociada a
microorganismos, asi como la inflamacion leve
especifica, todas con 0,9% (1/116). El diagndstico
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de LIEbg fue realizado en el 8,6% de las mujeres
incluidas en el estudio (10/116) (figura 3)
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Figura 2. Genotipos de VPH detectados en las
muestras evaluadas
Figure 2. HPV genotypes detected in the samples
evaluated
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Figura 3. Resultados de la evaluacion citologica

segun el sistema Bethesda
Figure 3. Results of cytological evaluation according
to the Bethesda system
NLIM: negativo para lesion intraepitelial o malignidad;
ATR: atrofia; ALI: atrofia leve inespecifica; AMI: atrofia
moderada inespecifica; ASI: atrofia severa inespecifica; ILI:
inflamatorio leve inespecifico; ILE: inflamatorio leve
especifico; ILEAM: inflamatorio leve especifico asociado a
microorganismos; IMI: inflamatorio moderado inespecifico;
IMEAN: inflamatorio moderado especifico asociado a
microorganismos; ISEAM: inflamatorio severo especifico
asociado a microorganismos; LIEbg: lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado.

Discusion

El diagnostico, tratamiento y prevencion del
carcinoma cervical es un verdadero reto para
quienes conforman los equipos de salud por la
gravedad, el impacto y la mortalidad que
representa a nivel mundial, por ello los equipos
sanitarios han centrado principalmente su atencion
en la prevencion del desarrollo de esta patologia.
En las ultimas décadas se ha trabajado en la
prevencion inmunologica con la aplicacion de las
diferentes vacunas que venido a contribuir con la
disminuciéon de la curva de morbilidad; por otro
lado, se ha trabajado en la deteccion temprana de
VPH mediante la citologia de base liquida,
colposcopia, entre otras técnicas, en este sentido,
el andlisis de muestras ha permitido detectar
aquellas variantes del virus con potencial
oncologico y de esta forma llevar un control mas
preciso de la enfermedad (1).

Basados en la guia europea y en las directrices de
la OMS, en las que se propone a la aproximacion
molecular como estrategia primaria para el cribado
de cancer cervical, se realiz6 un cribado en el que
se analizaron 116 muestras de mujeres incluidas al
azar, encontrandose que el 30% resultd positiva
para la infeccion por VPH siendo los genotipos de
alto riesgo oncogénico los mas frecuentes(80%),
por otro lado se pudo observar que aquellos casos
VPH positivos se relacionan con la presencia de
inflamacién la cual fue determinada mediante
citologia. Estos resultados se asemejan a los
reportados por Garcia y col. (2017) (9) quienes
sefalan que las lesiones intraepiteliales de alto y
bajo grado, asi como la inflamaciéon son mas
frecuentes en las muestras VPH positivas,
indicando ademas que el genotipo viral es un
factor importante, ya que los VPH alto riesgo son
los de mayor prevalencia, lo que también coincide
con numerosos estudios internacionales donde se
sefala que aquellas pacientes con VPH-16 tienden
a presentar lesiones mas graves (10,11).

Relacionando  nuestros resultados con la
localizacion geografica en la que se realizé la toma
de muestras, se pueden comparar con los reportes
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de Orrego y col, (2017) quienes determinaron la
prevalencia y los factores de riesgo asociados a los
hallazgos citoloégicos anormales de mujeres
parejas de los pescadores de una ciudad del norte
de Peru, encontrando que el tener un diagnostico
previo de VPH se asocia con una lesion citoldgica,
en esta investigacion se encontr6 ademas que casi
el 100% de las mujeres tenian algun grado de
inflamacioén en el resultado de la citologia, lo que
posteriormente se relaciona con la aparicion de
lesiones citoldgicas al transcurrir el tiempo, siendo
estos estadisticamente significativos (12).

Como podemos observar, la inflamacién es un
factor relevante a considerar pues ésta se asocia
con lesiones tisulares repetidas y el desarrollo de
mutaciones en genes supresores de tumores, por
tanto, es importante comprender que la infeccion
persistente por VPH y su inflamaciéon cronica
asociada son responsables de la progresion de los
canceres inducidos por el virus. En este sentido,
estudios previos han descrito que los genes E5, E6
y E7 de VPH podrian regular positivamente la
expresion de la ciclooxigenasa (COX)-2 y la
prostaglandina (PG) E2, seguida de la activacion
de la via COX-PG, considerandose a esta via como
la principal causa de la inflamacion inducida por el
virus (13); ademads, los oncogenes de VPH podrian
tener un impacto en la regulacion positiva de las
citoquinas proinflamatorias en pacientes positivos
para la infeccion viral, esta regulacion en dichas
citoquinas acelera la incidencia de inflamacion
después de la infeccion por VPH (14). Por otro
lado, otros factores, como los microARN, que
intervienen en las vias de inflamacién y el
envejecimiento, dan lugar a un mayor nivel de
citocinas proinflamatorias y también podrian ser
responsables de la aceleracion de la inflamacion
inducida por el VPH, su progresion hacia lesiones
intraepiteliales y el consiguiente cancer de cuello
uterino (15).

Como podemos ver, las investigaciones realizadas
a nivel mundial, sefialan a la infeccion por VPH
como el paso previo, que precede al desarrollo de
una lesion intraepitelial escamosa (LIE), cuando la
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infeccion se hace persistente, aunado a otras
condiciones y factores de riesgo, favoreciendo asi
el desarrollo de lesiones y su progresion de bajo
(LIEBG) a wun alto grado (LIEAG), vy
posteriormente a carcinoma invasor, cuyo tiempo
de evolucion es variable y depende de diversos
factores (16) Asimismo, se conoce que €s mas
frecuente en mujeres jovenes, estimandose que
50% de las adolescentes y adultas jovenes la
adquieren en los primeros 4-5 afios de tener una
vida sexual activa; de las cuales el 25% podrian
desarrollar LIEBG (17).

Observando nuestros resultados y la relacion que
guarda la infeccion por VPH con la aparicion de la
inflamacién que posteriormente puede
desencadenar en lesiones citoldgicas le da un gran
valor a la inclusion de la prueba molecular para la
deteccion de VPH en el tamizaje del cancer de
cuello uterino, ya que brinda la posibilidad de
autotoma y un alto nivel de automatizacion, sin
embargo no podemos dejar de lado los altos costos
que ésta representa, aunque estudios realizados en
Colombia indican que el tamizaje con la prueba de
VPH resulto en el ahorro de costos en comparacion
con la citologia convencional en mujeres de 30 a
65 anos de edad. La estrategia de intervencion ha
demostrado tener un mayor impacto en la
deteccion primaria de mujeres en riesgo y asi logra
ahorros significativos, evitando costos
innecesarios en pruebas confirmatorias. Esta
informacion contribuye a la toma de decisiones en
torno al mejor uso de los recursos disponibles. La
implementacion de la estrategia de vacunacion
generalizada y los programas de tamizaje primario
de la infeccion de AR- HPV, contribuirian a una
reduccion significativa de las muertes por cancer
de cuello uterino (18).

La efectividad de la prueba de VPH para reducir la
mortalidad por cancer de cuello uterino fue
demostrada por un estudio aleatorizado controlado
realizado en la India (19) y confirmada por
Amezquita y col (2022) (20) en nuestro continente
sefialando que el impacto de la estrategia de la de
deteccion en la enfermedad fue mejor en el
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escenario de la prueba de VPH, con una estimacion
de la incidencia anual de cancer en la cohorte
tamizada de 6,20 por 100.000 mujeres y de 0,73
por 100.000 mujeres en el caso de la citologia (18);
este éxito se basa en una alta organizacién
programatica con estrictos controles de citologia e
histologia, = acompafiada de  capacitacion,
consejeria, y acceso al diagndstico y tratamiento
con lo que lamentablemente no contamos en la
actualidad en nuestro pais, por lo que se
recomienda el disefio de una organizacion
programatica con la finalidad de alcanzar estos
estandares y lograr una mejor cobertura para
nuestras mujeres, con la finalidad de disminuir la
morbilidad y mortalidad del céncer de cuello
uterino.
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