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OPINION DEL TUTOR
En el curso del desarrollo de la Tesis “TIPIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA

HUMANO EN EL SERVICIO DE PATOLOGIA DEL HOSPITAL MILITAR ESCUELA
“DR. ALEJANDRO DAVILA BOLANOS DE ENERO DEL 2015 A JUNIO DEL 2018”,
nuestra residente Maria Dolores Gaitan Gutiérrez nos revela por primera vez en
nuestra institucion la cantidad y los genotipos de cepas del virus que afectan a nuestros
pacientes.

Como resultados més relevantes del trabajo esta el conocimiento del grupo etario
mayormente afectado, asi como también, y muy importante, los serotipos que con
mayor frecuencia obtuvimos.

Durante el desarrollo del trabajo, nuestra excelente residente, aplicé con éxito
diversos métodos estadisticos valorados. Demostré poseer profundos conocimientos
respecto al virus la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa utilizada para la
amplificacion e identificacion del virus, asi como también su alta destreza en el uso del
paquete estadistico SPSS y EXCEL.

Asi mismo disefié y dirigi6 el estudio apoydndose en los especialistas de la
produccién de los resultados. Supo conciliar las virtudes de disciplina e independencia
en la realizacion del trabajo investigativo. Por todo lo anterior, asi como su desempefio
en estos 3 afios, consideramos que la residente Dra. Maria Dolores Gaitan Gutiérrez es

merecedora del Titulo de Médico Especialista en Patologia.

Dra. Haydee A. Gonzalez Morales

Médico Patdlogo



RESUMEN

Objetivo: Determinar la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de
patologia del Hospital Militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafios” de Enero del 2015
a Junio del 2018.

Métodos: el estudio es descriptivo, observacional, retrospectivo y de corte transversal,
fue desarrollado en el Servicio de Patologia del Hospital Militar Escuela Dr. Alejandro
Davila Bolafios desde enero del 2015 a junio del 2018.

Resultado: Se evaluaron 282 tipificaciones del virus del papiloma humano mediante
reaccion de cadena de la polimerasa correspondientes de citologias liquidas (81.6%) y
tejidos histolégicos (18.4%), encontrandose 220 genotipos de alto riesgo y 62 genotipos
de bajo riesgo. El 98.6% fue femenino y 1.4% fue masculino. Hubo mayor afectaciéon en
los grupos etarios 20-29 afios en un 45.7% y 30-39 afios en un 28.4%. El 81.9% eran
pacientes asegurados, 13.1% privados y 5% fue cobertura militar. El sitio anatémico
mas afectado correspondié al cérvix en un 97.1%. En citologias liquidas y tejidos de
parafina se aislaron mas de 2 genotipos en un 75% las cuales se asociaban a
coinfeccién es decir cepas mixtas (alto y bajo riesgo oncogénico).

Conclusion: En citologias liquidas hubo mayor frecuencia de infeccién por VPH de alto
riesgo oncogénico, siendo el lugar serotipo 16; en cuanto a los de bajo riesgo, se aislé
en primer lugar el serotipo 43. En muestras histolégicas se encontr6 mayor frecuencia
de infeccién por VPH con alto riesgo oncogénico, siendo el primer lugar serotipos 16,
52 y 59; en cuanto a los de bajo riesgo, el primer lugar correspondi6é a serotipos 6y 11.

En citologia liquida y en tejidos histolégicos hubo mas de una cepa.



. INTRODUCCION

En 1980 se establecio la relacion que existe entre el VPH y los diversos procesos
malignos neoplasicos del area genitourinaria y, desde entonces, la investigacion en
este campo de la virologia se ha multiplicado exponencialmente.

El cancer de cuello de utero es la tercera de causa de incidencia y la cuarta de
mortalidad por cancer en mujeres de todo el mundo y responsable de un 5,2% de todos
los tumores en humano. (Parkin, 2019). El cancer cervical es el cancer femenino mas
comun en mujeres nicaraglenses entre 15 y 44 afios, con alrededor de 870 casos
nuevos diagnosticados anualmente y una mortalidad estimada de 14.3 por 100,000
mujeres (MINSA, 2011).

Actualmente, la importancia de su diagnostico y las expectativas de su conocimiento
en la oncogénesis son cada dia mas relevantes, principalmente por las enfermedades
tumorales femeninas, como es el cancer de cuello de Utero, y otros sitios anatomicos,
no obstante, en el transcurso del tiempo se han venido reportando casos tumorales en
hombres, siendo un nuevo precursor para cancer de pene.

Las técnicas de cribado que se iniciaron, la citologia y el test de Papanicolaou han
reducido la mortalidad, pero no cabe duda de que la implantacibn de técnicas
moleculares para el diagndstico viral ha contribuido a aumentar la sensibilidad en el
diagndstico y el descenso afiadido y sustancial de la mortalidad.

Por lo tanto, las técnicas de deteccion de VPH son necesarias para conocer el riesgo

de agresividad del tratamiento y seguimiento clinico. (Rodriguez-Iglesias, 2012).



1. ANTECEDENTES

Se revis6 en conjunto con el Jefe de servicio y médicos especialistas en patologia
temas sobre la deteccion y la tipificacion del Virus del Papiloma Humano, y se concluyo
gue no existen recientes estudios sobre el tema.

En el Hospital Aleman Nicaraguense, la Dra. Emilce Lazo Benavidez, realizdé un
estudio de lesiones tempranas durante los meses correspondiente de julio a diciembre
del 2014, revisO expedientes clinicos y realizé entrevistas a las pacientes
seleccionadas, posteriormente se efectué la toma de hisopados endocervicales, la
muestra correspondi6é a 32 citologias liquidas, a las cuales se les realizd la extraccion
del ADN mediante el Kit comercial AxyPrep Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep
(Axygen); entre los resultados citolégicos principales se identifico que el 46.9%
Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Riesgo (High grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL)), 21.9% de las pacientes presentaban Lesiones de
Significado Incierto (ASCUS), en el 18% Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo
Riesgo (Low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL)) y en el 12.5% se reportaron
cambios celulares por VPH. EI 78% fueron positivas para la deteccién por infeccién de
VPH; el 84% fueron positivas para serotipos de alto riesgo y el 16% a VPH de bajo
riesgo. Del total de pacientes se encontro al menos dos subtipos (tasa de coinfeccion
de 48% de tipo mixta). Los subtipos mas frecuentes fueron 16, 6, 11 y 18; también se

detectaron 35, 39, 45, 51, 43, 44, 70 y 74. (Benavidez, 2014)



La Dra. Dafne Diaz Gémez, realiz6 en el Hospital Escuela Antonio Lenin Fonseca,
en el periodo comprendido de enero a diciembre del 2017, un estudio descriptivo,
observacional, prospectivo de corte transversal en 24 pacientes a quienes se les realizo
microcirugia laringea por el servicio de otorrinolaringologia, se procesé la muestra
mediante PCR QIAmp® DNA Mini Kit, en el laboratorio de biologia molecular en el
POLISAL UNAN Managua, obteniendo el resultado de 24 casos estudiados, en quienes
predominaron individualmente el VPH tipo 6 con un 21% de los casos (5 pacientes), el
VPH tipo 11 con un 17% de los casos (4 pacientes); predominaron las coinfecciones
del VPH 6 y 11 en un total de 42% de los casos. (Gomez, 2017)

En el afio 2017 se publico una Tesis para optar al titulo de ginecoobstetra de la Dra.
Claudia Blanco Rocha, la cual abordaba la correlacion entre la infeccion por virus del
papiloma humano genotipos 16, 18, 33 y lesiones intraepiteliales cervicales por
biopsias en pacientes atendidas en el servicio de colposcopia del Hospital Bertha
Calderén Roque, en el periodo correspondiente a noviembre del 2015 a febrero del
2016, fue un estudio descriptivo, retrospectivo, tipo de muestreo probabilistico aleatorio
simple, contdndose con una muestra de 50 pacientes, de las cuales se observé que el
Virus del Papiloma Humano (VPH) estuvo presente en la gran mayoria de las pacientes
con lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado, siendo el genotipo mas frecuente VPH
16 y menos de la mitad se asociaron al tipo 16 y 18; por lo tanto se recomendo al
MINSA como primera instancia la incorporacion de las vacunas contra los diferentes
genotipos de VPH y a su vez disminuir la incidencia del VPH y cancer cervico uterino.

(Roque, 2015 - 2016)



. JUSTIFICACION

En la actualidad, la tipificacion del genotipo de VPH es importante tanto clinicamente
para el seguimiento y tratamiento a un paciente dado; asi como para permitir la
deteccion, identificacion y la cuantificacion de los tipos virales que circulan en una
poblacién determinada; cuando se utilizan estudios de diagndstico molecular se ha
demostrado la presencia de VPH hasta en 80% de las mujeres sexualmente activas,
las cuales cursan completamente asintomaticas. En nuestro pais se debe implementar
este tipo de diagnéstico para observar el comportamiento de estas cepas en la
poblacién que se encuentra en riesgo debido al incremento de afectaciones por el virus
del papiloma humano.

Se ha observado que estas lesiones no solo afectan al cérvix, dado que se han
encontrado afectaciones laringeas, en amigdalas, pene, vulva, ano y otros sitios
anatémicos, por lo tanto genera un interés saber qué tipos de virus nos encontramos
expuestos.

Al realizar tipificaciones mediante reaccion en cadena de la polimerasa, esto a pesar
de tener un costo bastante alto y una disponibilidad limitada, simplificaria el desarrollo
de programas de prevencion y tratamiento de esta enfermedad y asi generar cambios
gue faciliten todo el proceso de deteccién temprana de las lesiones precancerosas.

En vista de la ausencia de trabajos similares en nuestra institucion, este servira
como punto de referencia para futuros trabajos y planes de intervenciéon de mediano y

largo plazo.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion por Virus del Papiloma Humano, es la principal enfermedad de
transmision sexual en el mundo y se ha observado en los ultimos afios un incremento
en su incidencia, en la actualidad se han identificado méas de 70 tipos distintos de VPH
como resultado de hibridizacion molecular del ADN extraido de lesiones escamosas
intraepiteliales tanto de bajo grado y de alto grado.

Por lo antes expuesto surge la siguiente interrogante:
¢,Cudles son las tipificaciones del virus del papiloma humano mediante reaccion en

cadena de la polimerasa en estudios cito-histologicos en el servicio de Patologia?



V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de patologia

del hospital militar escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafios” de enero del 2015 a del junio

del 2018.

Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Describir las caracteristicas sociodemograficas de los paciente que se les realizo
tipificacion del virus del papiloma humano.

Conocer el tipo de muestra que se le realizo tipificacion del virus del papiloma
humano.

Establecer la distribucion de los serotipos de virus del papiloma humano, de bajo
y alto riesgo, encontrados mediante la técnica de amplificacion en Reaccion en
Cadena de Polimerasa en citologia liquida y bloques de parafina.

Identificar los serotipos Unicos y multiples del Virus del Papiloma Humano de
bajo riesgo y alto riesgo en las muestras citolégicas a las que se les realizo
amplificacion en Reaccion en Cadena de Polimerasa.

Reconocer los serotipos Unicos y multiples del Virus del Papiloma Humano de
bajo y alto riesgo, en las muestras de biopsias histolégicas a las que se les

realizo amplificacion en Reaccién en Cadena de Polimerasa.



VI. MARCO TEORICO

En 2018, mas de 72.000 mujeres fueron diagnosticadas de cancer cervicouterino y
casi 34.000 fallecieron por esta enfermedad en la Regién de las Américas (Paho,
2018). Los papilomavirus comprenden un grupo de virus pequefios, no envueltos con
genoma de ADN de doble cadena, los cuales tienen afinidad por el tejido epitelial.
Muchos de ellos estan asociados con infeccion en humanos; producen lesiones en piel
(verrugas) y en mucosas (condilomas), pero también estan asociados con algunos
procesos malignos en epitelio, especialmente con cancer cervico-uterino y otros
tumores de tracto urogenital, regién anal, asi como de cabeza y cuello (Carballal &
Oubifa, 2014).

La asociacion entre verrugas y el virus del papiloma humano se documentado desde
principios del siglo XX, cuando el italiano G. Ciuffo reportdé que a partir de un filtrado
libre de células se podia reproducir la presentacion de verrugas (Lopez, Dominguez,
Leyva, & Ruiz, 2015). Méas tarde, en 1935, R. Shope y E.W. Hurst demostraron que los
papilomavirus pueden causar carcinoma de piel en un modelo de conejo y unos afios
mas tarde la presencia del virus pudo ser comprobada visualmente mediante
microscopia electrénica con los trabajos de M.J. Strauss en 1949.

Fue hasta principios de la década de 1970 que H. Zur Hausen (zur Hausen H.
Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application. Nat Rev Cancer.
2002, 2:342-350.) Propuso “Un virus podria ser el agente etiologico del cancer cervical
en humanos. Y en la década de 1980 su grupo demostrd, con un analisis de Souther

blot, la presencia de ADN de dos tipos de virus de papiloma en biopsias de cancer
7



cervical, nuevos por aquel entonces: los virus de tipo 16 y los de tipo 18”. Durante el
tiempo transcurrido, desde entonces muchos trabajos de investigacion han definido la
importancia del VPH en el cancer y han mostrado que es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de cancer cervico-uterino y que existen variedades de estos virus que
estan directamente relacionadas con estos procesos de transformacion y otras que no,
lo cual permite tener herramientas para el diagndstico y tratamiento de este importante
problema de salud publica.

Las particulas del VPH son icosaédricas, no presentan envoltura y miden entre 52 y
55 nm de diametro. La capside esté constituida por 72 capsémeros pentameéricos de la
proteina mas abundante (L1) en un arreglo con numero de triangulacion (T) de 7. Otra
proteina de la capside denominada L2 se asocia internamente a un subgrupo de
capsomeros formados por L1. Los viriones son resistentes a tratamientos con éter,
acidos y calor (50° por una hora). En los viriones no se han encontrado componentes
de naturaleza lipidica ni glicosidica. Dentro de la capside se ubica el genoma viral, que
esta constituido por ADN de doble cadena covalentemente circularizado (Patrick R.
Murray, PhD, & Michael A. Pfaller, 2013).

GENOMA Y PROTEINAS DEL VIRUS

El genoma de los papilomavirus mide entre 6800 y 8400 pares de bases (pb) y se
encuentra asociado con proteinas del hospedero, las histonas H2a, H2b, H3 y H4, en
una estructura del tipo de la cromatina del hospedero.

El genoma ha sido dividido en tres regiones principales: una region reguladora no

codificante de aproximadamente 1 kb, la cual se denomina region larga de control



(LCR, del inglés long control regidn); una regiébn que incluye genes de expresion
temprana, que dan origen a proteinas no estructurales y una region que contiene los
genes de expresion tardia, que dan origen a dos proteinas estructurales. En total se
encuentran 9 o 10 marcos de lectura abierta y en todos los papilomavirus estan
localizados en una sola de las hebras del ADN gendémico. (DeViller, 2013)

La LCR contiene elementos de respuesta para factores de transcripcion celulares,
tales como AP1, SP1, Octl, etcétera, asi como para las proteinas virales E1 y E2, que
controlan la replicacion y la expresion del genoma viral. Particularmente, se ha
determinado que el VPH 16 posee elementos conocidos como PE (o p97) y PL (o
p670), que son promotores que regulan la expresion de genes tempranos y tardios,
respectivamente, asi como la presencia de ARNm con modificaciones de corte y
empalme (splicing) durante la diferenciacion de las células epiteliales.
Los marcos de lectura se agrupan en dos conjuntos denominados genes de expresion
temprana (E, early) y genes de expresion tardia (L, late). En el primer grupo se
encuentran E1, E2, E4, E5, E6 y E7, mientras que en el segundo se encuentran L1y
L2. (10) (11). En algunos nos papilomavirus se pueden identificar dos marcos de
lectura adicionales, denominados E3 y E8. Las proteinas codificadas en el genoma que
forman parte de la estructura del virion son solo dos: L1 y L2. Las demas proteinas
virales cumplen diferentes funciones durante el ciclo replicativo (Bouvard V, 2009).
CICLO REPLICATIVO

Los papilomavirus tienen una alta especificidad por células epiteliales escamosas,

donde se lleva a cabo la sintesis de nuevas particulas virales. El ciclo replicativo de los



papilomavirus se divide comiunmente en dos etapas, denominadas temprana y tardia.
Estas etapas estan ligadas al estado de diferenciacion de la célula epitelial presente en
el tejido. (Carballal & Oubifa, 2014)

El establecimiento del virus en el tejido requiere de la infeccidén de los queratinocitos
basales, frecuentemente a través de lesiones o abrasiones en el tejido lo cual sugiere
gue es necesaria la presencia de células con actividad mitética. La introduccion de los
viriones en la célula es iniciada por la interaccion de la proteina L1 con heparan-sulfato
y sindecano 3 en la superficie celular. (Patrick R. Murray, PhD, & Michael A. Pfaller,
2013)

La mayoria de los papilomavirus parece entrar a la célula mediante endocitosis
dependiente de clatrina mediada por receptor. EI desnudamiento del virién y la salida
del genoma viral ocurren en el endosoma. Posteriormente la proteina L2 y el genoma
migran al nucleo. Hay varios trabajos que muestran la importancia de la proteina L2 en
este proceso (Morgan AH, 1986)

Una vez dentro del ndcleo, el genoma es transcrito en una serie de procesos
complejos que involucra la presencia de mdultiples promotores, patrones diversos de
modificacién del ARNm (splicing), asi como una produccién diferenciada de los mismos
entre distintas células.

La E1lyla E2 son de las primeras proteinas en expresarse, lo cual genera un control

en el numero de copias del genoma viral episomal (no integrado al genoma celular).
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Esas proteinas se mantienen entre 20 y 100 copias por célula. Ambas forman un
complejo para reclutar la maquinaria de polimerizacion celular y factores accesorios
para la replicacion del genoma.

En la capa suprabasal la expresion de los genes E1, E2, E5, E6 y E7 contribuye al
mantenimiento del genoma viral e induce la proliferacion celular, incrementando el
namero de células susceptibles de ser infectadas, lo cual redunda en una mayor
produccion viral. En las zonas donde se encuentran las células méas diferenciadas se
mantiene la expresion de los genes E1, E2, E6 y E7, ademé&s se comienza a expresar
el gen E4, que tiene la funcion de amplificar la replicaciéon del genoma viral,
incrementando significativamente el nimero de copias del genoma, mientras que se
activa la transcripcion de los genes tardios L1 y L2, involucrados en el ensamble y en la
salida de los nuevos viriones. (Patrick R. Murray, PhD, & Michael A. Pfaller, 2013)

Las funciones tardias de los papilomavirus, tales como la sintesis de ADN viral, de
las proteinas de la capside, asi como el ensamble de los viriones ocurren
exclusivamente en queratinocitos diferenciados. La regulacion transcripcional de los
genes tardios es dirigida por un promotor especifico que solo responde en
gueratinocitos diferenciados. Poco es lo que se sabe del proceso de ensamble y
liberacion de las particulas virales; sin embargo, la encapsidacion del genoma es
asistida por L2 y es facilitada por E2. Las particulas se han observado en la capa
granular del epitelio, pero no en estratos inferiores. Se asume que el virus no es

citolitico y la liberacion de las particulas virales no ocurre antes de la capa cornificada
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del epitelio queratinizado; sin embargo, los mecanismos son aun desconocidos. (Lopez,
Dominguez, Leyva, & Ruiz, 2015)

Las proteinas E6 y E7 han sido ampliamente estudiadas y se sabe que son muy
importantes en la transformacion celular. La proteina E6 de los virus de alto riesgo, por
ejemplo, es capaz de unirse e inducir la degradacion de la proteina supresora de
tumores p53, lo cual hace que la célula infectada no entre en proceso de apoptosis y
pueda seguir albergando el virus. Algo similar sucede con la proteina E7, que se une e
induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRB con consecuencias
similares. Se ha asociado selectivamente a la proteina E6 y su efecto sobre p53 en la
discriminacion de virus de alto riesgo con los de bajo riesgo, ya que los primeros
poseen una proteina E6 muy activa contra p53, mientras que la E6 de los virus de bajo
riesgo tiene una menor afinidad por p53 y estos casi no tienen efecto sobre ella.

Otra importante caracteristica, usualmente asociada a los virus de alto riesgo, es
gue el genoma viral se integra al genoma de la célula, mientras que en los virus de bajo
riesgo el genoma permanece de manera episomal. Este proceso de integracién se ha
asociado con el paso de una lesion de alto grado a cancer invasivo. Se ha reportado
gue en més de la mitad de los casos de cancer con infeccion VPH 16 y la mayoria con
infeccion por VPH 18 tienen integrado el genoma viral. No se han identificado de
manera especifica sitios en los que se da la integracion del genoma viral; sin embargo,
se ha detectado que ocurre en sitios fragiles de regiones de inestabilidad gendémica. En
las etapas tempranas de la infeccion los genes E6 y E7 son reprimidos por la proteina

E2; empero, cuando el genoma viral se integra al genoma celular, se interrumpe el gen
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E2 y se pierde la sintesis de su proteina y por tal motivo las proteinas E6 y E7 se
incrementan, con lo cual la célula puede ser transformada, inmortalizada vy
consecuentemente puede aparecer el cancer (Lopez GS, 2015 Mayo).
CLASIFICACION DE LOS PAPILOMAVIRUS

En la actualidad, los papilomavirus forman una familia denominada Papillomaviridae,
la cual contiene hasta el afio 2013, un total de 170 miembros reconocidos como
papilomavirus humanos. Los miembros estan agrupados en 16 géneros, los cuales son
nombrados con una letra griega como prefijo y con la terminacién papillomavirus. Por
ejemplo: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, etcétera.

Dentro de cada género existen las especies; por ejemplo, en el género
Alphapapillomavirus hay 15 especies, entre ellas el virus de papiloma humano 16, que,
como hemos mencionado, tiene variedades genéticas que pueden ser nombradas con
un namero diferente (papillomaviruses., 2013).

Los genotipos del VPH se clasifican en genotipos de "alto riesgo oncogénico”
(VPHAR) que comprenden los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59,
“probable/posible alto riesgo oncogénico * (VPH-PAR) (68, 26, 53, 64,65, 66, 67, 69,
70, 73, 82) "y "bajo riesgo, no oncogénicos” (VPH-BR) siendo los més frecuentes entre
estos ultimos, el VPH6 y el VPH11. (Rodriguez-lglesias, 2012)

Las infecciones por tipos de alto riesgo siguen predominantemente un curso silente,
tienden a establecer infecciones persistentes y generan alteraciones citologicas
caracteristicas englobadas mayoritariamente en el grupo de las neoplasias cervicales

de grado 1 (CIN 1), o lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LSIL). En una
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proporcién menor, las infecciones por VPH de alto riesgo pueden progresar a lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado (CIN 2/3, HSIL) y a cancer de cuello uterino.
Algunos de los tipos virales de alto riesgo estdn también asociados a tumores en otras
localizaciones ano-genitales. Mas del 90% de los canceres de ano son producidos por
el VPH. Una fraccion considerable de las infecciones por VPH es autolimitado,
particularmente las que se asocian a variaciones morfolégicas de tipo CIN 1 / 2. Los
VPHSs de tipo 6/11 rara vez se encuentran en lesiones neoplésicas cervicales y cursan
predominantemente con infecciones clinicamente visibles, denominadas condilomas
acuminados (CA). Ocasionalmente, las infecciones por VPH se transmiten de la madre
al recién nacido abocando a infecciones del tracto respiratorio superior y ocasionando
una rara entidad clinica denominada papilomatosis laringea. (Espafia, 2017)
RESPUESTA INMUNE

La defensa del hospedador tiene un rol fundamental en la definicion de la evolucién
de las lesiones asociadas con VPH, su extension y gravedad y del resultado de su
eventual tratamiento. La respuesta inmune se inicia en promedio, 3 meses después de
haber comenzado una infeccion productiva, aunque puede ser mucho mas rapida como
también nunca ocurrir. EI VPH no penetra de bajo de la membrana basal por lo tanto la
exposicion inmunoldgica primaria se da a nivel epitelial. Las caracteristicas del ciclo
replicativo le brindan al VPH una alta eficiencia para evadir la inmunidad del
hospedador. Las células epiteliales no son buenas presentadoras de antigenos; asi, en
tanto la célula intacta, el virus permanece oculto dentro de ella. Debido a que el VPH no

lisa a la célula, puede permanecer sin ser advertido por las células dendriticas y
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mononucleares y los macrofagos que inician el reconocimiento inmune. El trauma que
surge de la friccibn o de un tratamiento, frecuentemente produce la lisis celular y
desenmascara al VPH (Carballal & Oubiia, 2014).

El rol crucial de la inmunidad celular en el control de esta infeccibn queda
evidenciado en los pacientes trasplantados y con serologia positiva para VIH que con
frecuencia presentan lesiones floridas y muy extendidas.

En el caso de lesiones persistentes, las células dendriticas estan disminuidas y la
actividad de las células natural killer estaria afectada. La produccion disminuida de
interferébn gama e interleucina 2 ha sido detectado en condilomas persistentes.

La respuesta inmune normal ocurre en forma natural en el 20 — 30% de los
individuos infectados, conduciendo a la eliminacion de la lesion. En el 60% de los
casos, la destruccién localizada de los condilomas estimula esta respuesta, llevando
finalmente a una remision clinica. Sin embargo, en aproximadamente un 20%, las
lesiones no generan una respuesta inmune y se hacen refractarias a los tratamientos
convencionales. Los agentes inmunomoduladores pueden ayudar a estimularla y los
tratamientos de reseccion pueden reducir el volumen de la lesién.

Un grupo encabezado por una investigadora colombiana reunié los datos aportados
por 11 estudios de casos y testigos efectuados en nueve paises (Brasil, Colombia,
Espafa, Filipinas, Mali, Marruecos, Paraguay, Peru y Tailandia), con un total de 1,928
mujeres con carcinoma escamoso del cuello uterino, principalmente de tipo invasor
(aunque también se incluyeron casos de carcinoma in situ), y 1,928 testigos con la

enfermedad, quienes en su mayoria fueron pareadas con los casos por grupo de edad.
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Un mismo protocolo de investigacion y cuestionario fueron utilizados en todos los
estudios y los factores de riesgo individuales se exploraron por entrevista. Se
recogieron muestras celulares del cuello uterino para determinar la presencia de acido
dexosirribonucleico (ADN) de VPH vy tipificar los virus en un laboratorio central. La
tipificacion se llevd a cabo mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP)
aplicando cebadores MY09/MY11 y GP5+/6+. (DeVillier, 2013)

Los resultados revelaron la presencia de ADN de VPH en 1,739 de las 1 918
mujeres con cancer cervicouterino (90,7%) y en 259 de las 1,298 testigos (13,4%). Los
tipos de VPH que se encontraron con mayor frecuencia, en orden descendiente, fueron
los tipos 16, 18, 45, 31, 6, 68, 35 y 33. La razon de posibilidades asociada con la
presencia de cualquier tipo de VPH, teniéndose en cuenta los datos de todos los
estudios en conjunto, fue de 158,2 (IC95%: 113,4 a 220,6). Las razones de
posibilidades fueron mayores de 45 para los tipos de VPH méas y menos comunes. Los
siguientes 15 tipos de VPH se clasificaron de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Los tipos 26, 53 y 66 se clasificaron como de posible alto
riesgo, y 12 tipos se clasificaron de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81.

El estudio aportd estimaciones robustas, aunque no exentas de la posibilidad de un
sesgo de sobreestimacion. No obstante, los autores consideran que de haberlo, este
sesgo es pequefio, por lo que se puede concluir que cinco tipos de VPH que
anteriormente se clasificaban de bajo riesgo pasan ahora a la categoria de alto riesgo o

de posible alto riesgo. Estos son los tipos 26, 53, 66, 73 y 82. La ausencia de estos
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tipos de VPH de algunas pruebas de deteccion comerciales puede llevar, por lo tanto, a
gue estas infecciones pasen desapercibidas.

Los tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35 se asociaron con 95% de todos los casos
de céncer cervicouterino positivos a ADN de VPH, lo cual implica que una vacuna
contra los cinco tipos mas comunes de VPH podria prevenir alrededor de 90% de los
casos de esta enfermedad en el mundo, aunque es preciso tener en cuenta las
diferencias en la distribucion de estos tipos de VPH por zonas geograficas (Ochoa
Carrillo FJ, 2015)

ENFERMEDADES CLINICAS
VERRUGAS

Se tratan de proliferaciones benigna de resoluciébn espontanea de la piel que
termina por desaparecer con el paso del tiempo. La mayoria de las personas con una
infeccion por el VPH presenta los tipos habituales del virus (serotipos 1 a 4), los cuales
afectan las superficies queratinizadas, normalmente de las manos y los pies. La
infeccion inicial se produce durante la infancia o en el comienzo de la adolescencia. El
periodo de incubacién hasta la aparicion de la verruga puede ser de hasta 3 0 4 meses
(Patrick R. Murray, PhD, & Michael A. Pfaller, 2013).

TUMORES BENIGNOS DE CABEZA Y CUELLO

Los papilomas orales aislados son los tumores epiteliales mas benignos de la
cavidad bucal. Se tratan de estructuras pedunculadas con un tallo fibrovascular y cuya
superficie suele tener un aspecto aspero y papilar. Pueden aparecer en individuos de

cualquier grupo de edad, acostumbran a ser solitarios y rara vez recurren tras su
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extirpacion quirdrgica. Los papilomas laringeos se asocian habitualmente al VPH 6 y
11, y constituyen los tumores epiteliales benignos més frecuentes de la laringe. Los
papilomas laringeos pueden representar un riesgo de muerte en la poblacion pediatrica
debido a la posible obstruccion de las vias respiratorias. En algunas ocasiones, los
papilomas se encuentran en la traquea y en los bronquios.

La papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) es una enfermedad infrecuente de la
via aéreo-digestiva que se caracteriza por la proliferacion de lesiones epiteliales
exofiticas, fundamentalmente, en la laringe. Su prevalencia se estima en 1,452.93 de
cada 100 000 nifios. Esta enfermedad tiene un curso clinico impredecible, tendencia a
la recurrencia y a la diseminacion extralaringea.

La morbilidad puede ser significativa y ocasionar una obstruccion potencialmente
mortal o progresar hacia el desarrollo de neoplasias malignas, principalmente, con el
virus del papiloma humano (VPH) tipo 11. En el 75% de los nifios, los sintomas se
inician antes de los 5 afios. Como las cuerdas vocales suelen ser la localizacion inicial
y predominante, el llanto débil o la disfonia son los sintomas de presentacion
principales. La disfonia se caracteriza por ser persistente y progresiva, sin periodos de
voz normal (Morgan AH, 1986).

El retraso diagnostico puede conducir a la obstruccion de la via aérea superior. A
medida que los papilomas aumentan su tamafio, comienzan a obstruir la via aérea, lo
gue se manifiesta con dificultad respiratoria progresiva y estridor inspiratorio de tono

grave, que, con la extension de la enfermedad, puede ser bifasico. Otros sintomas son
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los ronquidos y apneas del suefio, la tos crénica, las infecciones respiratorias
recurrentes, la disfagia y el retraso del crecimiento.

Actualmente, no existe un tratamiento curativo. Todos los tratamientos disponibles,
tanto médicos como quirdrgicos, son paliativos, enfocados en lograr una via aérea
segura, mejorar la calidad de la voz, disminuir la extension de la enfermedad e
incrementar el intervalo de tiempo entre las cirugias (P., 2011).

VERRUGAS ANOGENITALES

Las verrugas anogenitales (condilomas acuminados) aparecen casi exclusivamente
en el epitelio escamoso de los genitales externos y la region perianal. Alrededor de un
90% de los casos se debe a una infeccion por VPH 6 y 11. Estas lesiones tienden a ser
probleméticas pero en raras ocasiones se tornan neoplasicas en sujetos, por los
demas, sanos. (Carballal & Oubifia, 2014).

DISPLASIAS Y NEOPLASIAS CERVICALES

En la actualidad la infeccién del tracto genital por VPH se considera una enfermedad
comun de transmision sexual (Centro para el control y prevencion de enfermedades,
2018). La infeccién acostumbra a ser asintomatica aunque pueden producir ligero
prurito. Las verrugas genitales aparecen como verrugas blandas de coloracién normal y
morfologia aplanada, elevada o en ocasiones, semejante a una coliflor. Se desarrollan
durante las semanas o0 los meses posteriores a un contacto sexual con un sujeto
infectado. Las modificaciones citologicas indicativas de infeccion por VPH (coilocitos)
se detectan mediante frotis cervicales tefiidos en Papanicolaou. La infeccion del tracto

genital femenino por los tipos de VPH de alto riesgo se asocia a neoplasias cervicales
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intraepiteliales y cancer. Una proporcién de las displasias leves comprendida entre un
40% y un 70% desaparece espontaneamente (Carballal & Oubifia, 2014)
DIAGNOSTICO MOLECULAR

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El ADN extraido de la muestra clinica se amplifica por PCR empleando los
cebadores consenso MY 9, 11 que permiten amplificar un fragmento de
aproximadamente 450 pares de bases, correspondiente a la region L1 del genoma
viral. Por ser esta altamente conservada, es posible de esta manera detectar un amplio
espectro de VPH que habitualmente infectan el tracto anogenital (cerca de 40
serotipos) con Unico par de cebadores y en una sola reaccién. Para tipificar, los
productos de PCR son posteriormente analizados por restriccidn enzimética (restriction
fragment length polymorphism, RFLP), dirigiendo con siete endonucleasas distintas;
cada tipo viral puede diferenciarse por un patron de bandas caracteristico. (Parkin,
2019)

El ADN extraido y purificado (PCR- hibridacion en dot blot) de la muestra clinica se
amplifica por PCR empleando los cebadores genéricos GP 5+, 6+ que permiten
amplificar un fragmento de aproximadamente 140 pares de bases, correspondiente a la
region L1 del genoma viral. Por la misma razén que en el caso anterior, es posible de
esta manera detectar un amplio espectro de VPH que habitualmente infectan el tracto
anogenital, con un unico par de cebadores y en una sola reaccion. Para tipificar, los

productos de la PCR luego son aplicados en forma de gota (dot en inglés) sobre una
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membrana especial de nylon y son hibridados con sondas sintéticas de
oligonucledtidos (20-30 nucleétidos) tipo especificas (Rodriguez-Iglesias, 2012).
HIBRIDACION IN SITU

El ADN viral es identificado en cortes histologicos o células fijadas sobre
portaobjetos empleando sondas marcadas, en general no radioactivas. El sistema de
revelado de los hibridos formados depende del tipo de marcacion de las sondas
empleadas; en el caso de biotiniladas, se realiza mediante una reaccién
inmunoenzimética. Cuando la reaccién es positiva, se obtiene una coloracion especifica
en los nucleos de las células infectadas, observable en un microscopio 6ptico.

El numero limite de copias de ADN viral capaz de ser detectado por este ensayo,
varia de acuerdo a la marcacion de la sonda; en general se requiere un minimo de
alrededor de 10-100 copias por células. (Bouvard V, 2009)

Es el Unico ensayo que hace posible observar en forma conjunta la arquitectura del
tejido y la morfologia celular, correlacionando el diagnostico cito-histolégico con la
presencia y distribucion del ADN viral. También es de gran utilidad en diagndsticos
retrospectivos en materiales de archivo.

CAPTURA DE HIBRIDOS

Este es un ensayo comercial que se basa en una hibridacion en fase liquida. El
material clinico es tratado con una solucion alcalina desnaturalizante e hibridado en
condiciones de alta exigencia con dos mezclas de ribosondas (sondas a ARN)
correspondientes a los VPH de bajo riesgo (tipos 6, 11, 42, 43 y 44) y de alto riesgo

(tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). La presencia de cualquiera de
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estos virus permite la formacion de un hibrido ADN- ARN que es reconocido por un
anticuerpo monoclonal especifico conjugado con fosfatasa alcalina.

El revelo se realiza por la accion de un sustrato quimioluminiscente y la luz emitida
se mide en un luminédmetro. Esta lectura final indica si la muestra resulto o no positiva
para algun o algunos de los tipos virales presentes en alguna de las dos mezclas o en
ambas coinfecciones. No tipifica, solo indica si el virus que se detecta en la muestra es
de alto o bajo riesgo oncogénico. Si bien no permite medir la carga viral posibilita una
semicuantificacién del ADN viral. (Bouvard V, 2009)

VACUNAS FRENTE AL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El desarrollo de las vacunas profilacticas para VPH se ha centrado en una proteina
estructural de la envoltura externa del virus obtenida mediante técnicas de ingenieria
genética (proteina L1). Esta proteina se autoensambla cuando se expresa en cultivos
de células eucariotas y forma particulas similares al virus (virus-like particles o VLPS)
gue son capaces de inducir una respuesta inmunitaria de anticuerpos neutralizantes
gue permite prevenir la infeccion por VPH. Estas VLPs al no contener genoma viral no
pueden causar infeccion ni tienen potencialidad para causar lesiones neopléasicas.

Las vacunas son meramente profilacticas, ofreciendo la posibilidad de prevenir la
infeccion inicial por el VPH frente a los genotipos incluidos en ellas, sin efecto
terapéutico alguno sobre la infeccion ya establecida previamente ni sobre las
potenciales lesiones secundarias a la misma.

Actualmente, existen tres vacunas profilacticas frente al VPH registradas en Espafia,

autorizadas a través del procedimiento centralizado por la Agencia Europea de

22



Medicamentos (EMA): la vacuna bivalente Cervarix (vacuna VPH-2), la vacuna
tetravalente Gardasil (vacuna VPH-4) y la vacuna nonavalente Gardasil 9 (vacuna
VPH-9).

Todos los preparados vacunales han mostrado en los estudios una elevada
inmunogenicidad, con tasas de seroconversion proximas al 100 % para las tres
vacunas.

VACUNA VPH-2 (CERVARIX)

La vacuna VPH-2 presenta en mujeres de 15 a 25 afios tasas de seroconversion del
100 % tras la vacunacién con tres dosis, manteniendo a los 8 afios tasas de
seropositividad >98 % con titulaciones 11 veces superiores a las generadas por la
infeccidn natural para ambos genotipos de VPH.

Esta vacuna ha demostrado, en el estudio HPV-048, la no inferioridad con 2 dosis (0
y 6 meses) en chicas entre 9 y 14 afios, frente a la pauta de 3 dosis en chicas de su
misma edad y de hasta 25 afios, no solo para VPH 16 y 18, sino también para VPH 31
y VPH 45, que ha servido para la autorizacion, en febrero de 2014 por parte de la EMA,
de la pauta de 2 dosis en chicas de 9 a 14 afos. En este estudio, se observo esta no
inferioridad durante 4 afios seguidos. A partir de 15 afios se mantiene la posologia con
3 dosis hasta tener méas datos.

La inmunogenicidad en varones fue evaluada en 2 ensayos clinicos: HPV-011
(N=173) y HPV-040 (N=556). Los datos demostraron una inmunogenicidad comparable

entre varones y mujeres. En el estudio HPV-011, todos los sujetos seroconvirtieron
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para ambos tipos de VPH 16 y 18 y los niveles de GMT fueron no inferiores a los
observados en mujeres de 15 a 25 afios de edad en el estudio HPV-012.
VACUNA VPH-4 (GARDASIL)

La vacuna VPH-4 presenta en mujeres de 16 a 23 afios tasas de seroconversion del
99-100 % para los tipos incluidos tras la vacunacion con tres dosis, manteniéndose a
los 10 afios tasas de seropositividad >98 % para el VPH16 y del 65-% para el VPH18.

Esta vacuna ha demostrado, en el estudio de Dobson et al., la no inferioridad con 2
dosis (0 y 6 meses) en chicas entre 9 y 13 afios, frente a la pauta de 3 dosis en chicas
de su misma edad y de mujeres de 16 a 26 afios, para VPH 16 y 18, que ha servido
para la autorizacion en junio de 2014 de la pauta de 2 dosis en chicas y chicos de 9 a
13 afos. En este estudio, se comprob6é esta no inferioridad durante 3 afos
consecutivos. A partir de 14 afios se mantiene la posologia con 3 dosis hasta tener mas
datos.

VACUNA VPH-9 (GARDASIL 9)

La vacuna VPH-9 ha demostrado una adecuada inmunogenicidad, que se mantiene
durante un periodo de, al menos, 5 afios en los estudios realizados. Induce una
respuesta potente anti-VPH 6, anti-VPH 11, anti-VPH 16, anti-VPH 18, anti-VPH 31,
anti-VPH 33, anti-VPH 45, anti-VPH 52 y anti-VPH 58. En todos los grupos analizados
en los ensayos clinicos, 99,6 % al 100-% de los individuos que recibieron la vacuna
VPH-9 fueron seropositivos para los anticuerpos frente a los 9 tipos vacunales en el
mes 7. Las GMTs fueron mayores en nifias y niflos que en mujeres de 16 a 26 afios de

edad y mayores en niflos que en nifias y mujeres. En base a esta inmunogenicidad
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puente, se infiere la eficacia de la vacuna VPH-9 en nifias y nifios de entre 9 y 15 afios
de edad.

La vacuna VPH-9 ha demostrado la capacidad de inmunizar frente a los 9 tipos de
VPH incluidos en el preparado vacunal VPH (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58), que
causan aproximadamente el 90 % de los canceres de cérvix, mas del 95 % de los
adenocarcinomas in situ, 75-85 % de las neoplasias cervicales intraepiteliales de alto
grado, 85-90 % de los canceres vulvares asociados con VPH, 90-95 % de las
neoplasias vulvares intraepiteliales de alto grado asociados con VPH, 80-85 % de los
canceres vaginales asociados con VPH, 75-85 % de las neoplasias vaginales
intraepiteliales de alto grado asociados con VPH, 90-95 % de los canceres anales
asociados con VPH, 85-90 % de las neoplasias anales intraepiteliales de alto grado
asociados a VPH y 90 % de las verrugas genitales. (Comité Asesor de Vacunas (CAV-
AEP). Virus del papiloma humano. Manual de vacunas en linea de la AEP [Internet].
Madrid: AEP; jun/2018. [consultado el 10/10/2019])

En un metaandlisis con 8,706 casos se encontr6 que la prevalencia del VPH
muestra particularidades en las regiones norte, centro y sur de México. En el norte del
pais se identificaron con mayor frecuencia los serotipos 16, 58, 18 y 33 del VPH,
mientras que en la region central se registraron los tipos 16, 18, 45y 58 del VPH. En la
region sur se observo la presencia de los tipos 16, 18, 31 y 58 del VPH. Estos
hallazgos son de enorme relevancia puesto que permitiran disefiar politicas de
prevencion especificas para cada grupo poblacional, especialmente con el desarrollo

de vacunas (Ochoa Carrillo FJ, 2015).
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VIl. MATERIAL Y METODO.

Tipo de Estudio
El presente estudio es de tipo no experimental, de corte transversal, descriptivo,
retrospectivo.
Lugar del estudio
Hospital Militar Escuela Dr. Alejandro Davila Bolafios.
Area de Trabajo
Departamento de Medios Diagnésticos, Servicio de Patologia.
Periodo
Se realiz6 del 1 de enero del 2015 al 30 de junio del 2018.
Universo
El universo esta conformado por un total de 477 tipificaciones mediante la reaccion de
cadena de la polimerasa en estudios cito-histoldgico.
Muestra
La muestra esta constituida por un total de 282 pacientes.
Técnica de Obtencién de la muestra
No probabilistico, por conveniencia.
Criterios de seleccion:
— Pacientes en los que se haya realizado el estudio de deteccion y tipificacion del
virus del papiloma humano por PCR ya sea en citologia liquida o biopsias en

parafina para estudio histolégico.
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Criterios de exclusion:
— Diagnésticos “Blanco”, “Error” y “No determinado”.
— Diagnosticos “Negativos”
Enumeracion de las variables:
— Variables principales:
» Caracteristicas sociodemograficas
= Serotipos de alto y bajo riesgo de VPH en Citologia liquida y bloques de
parafina.
— Variables:
1. Caracteristicas sociodemograficas:
1.1. Genero
1.2. Edad
1.3. Categoria
1.4. Sitio anatébmico
2. Tipo de Muestra
3. Distribucion de los serotipos en alto y bajo riesgo.

4. Serotipos bajo riesgo y alto riesgo de VPH en Citologia liquida

5. Serotipos bajo y alto riesgo de VPH en Bloques de Parafina
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Operacionalizacion de Variables:

OBJETIVO 1
DEFINICION
VARIABLE OPERACIONAL INDICADOR VALORES CODIFICACION
Conjunto caracteristicas
peculiares que definen a los
individuos de una especie, Femenino 1
Género. d|V|d|ér_1doIos en masculino y Fenotipo
femenino, los cuales hacen Masculino. 2.
posible la reproduccion,
garantizando la diversidad
genética.
Menor de 19 1.
Tiempo de vida transcurrido 20 829
en afios de la paciente, desde a 2.
Edad. que nace hasta la fecha de ARos 30 a 39 3
ingreso de la biopsia por '
congelacion. 40 a 49. 4
Mayor de 50 5.
anos
INSS (Instituto
Nicaragliense
de Seguridad
. . - Social). 1
Dicese del tipo especifico de :
Categoria. cober_tura medmg Tipo de cobertura PAME 2.
correspondiente sometidos a (Programa de
tipificacion mediante PCR. Atencion 3
Médica :
Especializada).
EN (Cobertura
Militar).
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Sitio Anatémico

Unidad funcional de un
organismo multicelular, el
cual constituye una unidad

estructural, y tiene a su cargo
funciones determinadas.

Localizacion
topogréfica

Cérvix
Laringe
Region anal
Amigdala

Prepucio

Una muestra es un
subconjunto de casos o
individuos de una poblacién.

Muestra a
valorar

Tipo de muestra

Citologia liquida

Bloque de parafina

Subdivision de una especie o

subespecie que se distingue
Serotipo de otra, como las cepas,
basandose en la
antigenicidad.

Resultado de la
amplificacion
mediante Reaccion
en Cadena de
Polimerasa

Bajo Riesgo

Alto Riesgo
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Citologia liquida
Serotipos de bajo y
alto riesgo

La citologia liquida es una técnica en
que después de recoger la muestra
en lugar de extenderla directamente
sobre el cristal porta objetos se
introduce en un recipiente con un
liquido conservante.

Bajo Riesgo

Cepa Unica

11

40

42

43

44

54

55

61

62

67

69

70

71

72

81

84

89

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16

17.

18.

30



16 2.

18 3.

26 4.

31 5.

33 6.

35 7.

39 8.

Alto Riesgo 45 9.

Cepa Unica 51 10.

52 11.

53 12.

56 13.

58 14.

59 15.

66 16

73 17.

82 18.

2 cepas 1.

Multiples 3 cepas 2.
cepas

>4 cepas 3.
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Bloques de parafina
Serotipos de bajo y
alto riesgo en

Tejido observado por microscopio
mediante tinciéon de hematoxilina 'y
eosina

Bajo Riesgo

Cepa Unica

11

40

42

43

44

54

55

61

62

67

69

70

71

72

81

84

89

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16

17.

18.
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16 2.

18 3.

26 4.

31 5.

33 6.

35 7.

39 8.

Alto Riesgo 45 9.

Cepa Unica 51 10.

52 11.

53 12.

56 13.

58 14.

59 15.

66 16

73 17.

82 18.

2 cepas 1.

Multiples 3 cepas 2.
cepas

>4 cepas 3.
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Procedimiento:

HPV Direct Flow CHIP se basa en una metodologia que consiste en la amplificacion
de un fragmento de la regién virica L1 mediante PCR (reaccién de cadena de la
polimera) seguido de hibridacion en membranas con sondas de ADN especificas
mediante la tecnologia DNA-Flow con el equipo automatico HibriSpot 24™. A diferencia
de otros métodos, este sistema no requiere la extraccion previa de ADN de las
muestras, sino que se procede directamente a su amplificacion a partir de
suspensiones celulares fijadas o secciones de tejido parafinado, con la consecuente
reduccién en tiempo de manipulacién de muestras y obtencion de resultados.

Métodos e instrumentos para recoger la informacién:
Unidad de Analisis

Muestras de citologia liquida y bloques de parafina de las biopsias histolégicas de
los pacientes en que se efectud el estudio de tipificacion por PCR del VPH.
Fuente de Obtencidn

La informacién fue obtenida a través de una fuente secundaria ya que se recogio
directamente de los reportes de determinacién del VPH por PCR, asi como de las
bases de datos del servicio de patologia.

Técnica de obtencion de los datos:

— Reuvision de reportes de PCR para deteccion y tipificacion del VPH.

— Bases de datos del servicio de patologia.

Métodos e instrumentos para analizar la informacion: Se creé una base de datos

en SPSS version 24 y se realizaron tablas de frecuencia y porcentajes.
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VIll. RESULTADOS

Este estudio de tipificacion del VPH se conté en un inicio con un universo de 477

pacientes. Cada muestra de tejido de estas pacientes cuenta con un diagnostico

citolégico (382 casos) o histologico (95 casos). No obstante, de estas 477 muestras

s6lo 282 casos (228 de Alto Riesgo y 63 de Bajo Riesgo) cumplieron con los criterios

para ser incluidos en el estudio.

Para simplificar el analisis se decidio tabular y analizar los 282 casos del estudio,

separando los casos correspondientes a citologias liquidas y tejidos histologicos,

distribuyéndose de la siguiente manera:

125 casos de cepa Unica de VPH de Alto Riesgo provenientes de 95
diagndsticos de citologias liquidas y 30 de biopsias de tejido.

41 casos de cepas multiples de VPH de Alto Riesgo provenientes de 41
diagndésticos de citologias liquidas.

54 casos de cepas mixtas de VPH de Bajo y Alto Riesgo provenientes de 50
diagndsticos de citologias liquidas y 4 de biopsias de tejido, tomando en cuenta
de forma exclusiva solo los serotipos de alto riesgo dado que son los que
mayoritariamente presentan alto riesgo oncogénico, por la tanto se decidié omitir
los serotipos de bajo riesgo de este grupo.

62 casos de VPH de Bajo Riesgo con cepas Unicas (39 casos) y cepas multiples
(23 casos) provenientes de 44 diagndsticos de citologia liquidas y de 18 biopsias
de tejido.
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Es importante mencionar que no se repitieron casos y que cada diagnostico es
independiente.

Objetivo 1: Describir las caracteristicas sociodemogréaficas de los paciente que
se les realizo tipificacion del virus del papiloma humano.

De los 282 casos estudiados, la mayoria de pacientes fueron del género femenino
con un 98.6% y solo 1.4% correspondio al género masculino. (Ver Tabla 1).

La mayoria de los pacientes se encuentran entre los grupos etarios de 20-29
(45.7%) seguido por el grupo 30-39 (28.4%) y el grupo 40- 49 afos (14.5%); en cuanto
a los grupos menos afectados se ubican en los extremos de mayores de 50 afios
(6.4%) y las pacientes menores de 19 afios (5%). (Tabla 2).

En relacibn a la categoria del tipo de seguro, la mayor parte eran pacientes
asegurada via INSS representado el 81.9%; el 13.1 % correspondieron a casos
privados (PAME); y representados con 5% tenemos pacientes de cobertura militar.
(Tabla 3).

El sitio anatomico de las muestras se ubica principalmente en el cérvix (97.1%) dado
que la mayor parte de la muestra incluidas correspondian a pacientes del género
femenino a quienes por tamizaje se les realiza prueba de citologia liquida, no obstante
se encontrd la afectaciobn otros sitios anatémicos tales como: cuerdas vocales
representando el 1.7%; region anal, amigdalas y prepucio correspondiendo al 0.4%
cada una. (Ver tabla 4)

De las muestras valoradas un 81.6 % correspondieron a muestras citologicas y un

18.4% a biopsias histoldgicas. (Tabla 5)
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Objetivo 2. Conocer el tipo de muestra que se le realizo tipificacién del virus de
papiloma humano.

En cuanto a la frecuencia por tipo de VPH, detectamos que el grupo
correspondiente a las cepas de alto riesgo fueron un total de 220 casos (78%), en lo
gue respecta a las cepas de bajo riesgo se obtuvieron 62 casos (22%); en estas
poblaciones se incluyeron los serotipos aislados tanto en citologias liquidas y bloques
de parafina, ademas de los subgrupos que presentaron cepas Unicas y mas de dos
cepas. (Tabla 6).

Objetivo 3. Establecer la distribucién de los serotipos de virus del papiloma
humano, de bajo y alto riesgo, encontrados mediante la técnica de amplificacion
en Reaccion en Cadena de Polimerasa en citologia liquida y bloques de parafina.
..... Se encontro tanto en citologia liquida como en tejidos histolégicos un total de 220
cepas que correspondieron a genotipos de alto riesgo oncogénico, representando el
78% Yy los genotipos de bajo riesgo oncogénico fue de 62 cepas, representado el 22%.
Objetivo 4. Identificar los serotipos Unicos y multiples del Virus del Papiloma
Humano de bajo riesgo y alto riesgo en las muestras citolégicas a las que se les
realizo amplificacion en Reaccion en Cadena de Polimerasa.

Se aislaron un total de 95 cepas Unicas de serotipos de alto riesgo en citologia
liquida, las cepas mas frecuentes pertenecieron a los serotipos 16 (13.7%), serotipo 66
en un 12.6%, los serotipos 51 y 52 correspondieron al 9.5% cada uno, los serotipos 39,
56, 58 en un 8.4% cada uno; seguido por el serotipo 31 (6.3%), luego los serotipos 53,

59 y 68 con el 4.2% cada uno; el serotipo 73 (3.2%), con un 2.1% cada uno se
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presentaron los serotipos 33, 35 y 45; en menor frecuencia el serotipo 18 con el 1.1%.
(Ver Tabla 7.1.1).

Al realizar el cruce de variables de los VPH de Alto Riesgo con el grupo etario se
encontrd que los potencialmente oncogénico y mas agresivos son los 16 (17 casos) y
18 (1 caso) los cuales en nuestro estudio afectan esencialmente (14 de los 18 casos) a
los pacientes que tienen menos de 50 afios. También afectan a los pacientes <50 afios
los VPH de Alto Riesgo mas frecuentemente encontrados (66 y 52) (Ver Tabla 7.1.2).
Los serotipos de alto riesgo que presentaron cepas mdltiples, se encontré mayor
afectacion en un 7.3% al grupo 31,51, hubo mayor predileccién con la cepa 16 en
combinacion de los serotipos 45, 58 y 59 en un 4.9% cada uno, se encontré el grupo
18,52 en un 4.9% vy los grupos 31, 52; 31,66; 53,58; 52,58 y 51, 73 al igual que los
anteriores en una afectacion de un 4.9% cada uno, los menos frecuentes con un 2.4%
cada. (Ver tabla 7.2.1.).

Las agrupaciones de cepas mdltiples de Alto Riesgo mas frecuentes se encuentran
en los grupos etarios 20-29 (en 23 de las 41 pacientes) y en 2do lugar el grupo de 30-
39 afios (13 de los 41 pacientes). La cepa “31,51” es la mas frecuente, figura en 3
casos. En tanto los serotipos “16” y “18" conforman 6 y 4 cepas distintas
respectivamente.

No estd de mas precisar que las 2 variables -cepas multiples de Alto Riesgo y
Grupos etarios- son independientes (p=73.9%). (Ver tabla 7.2.2.).

Se analizé la tabla que contenia los grupos mixtos, es decir que llevaban tanto

serotipos de alto riesgo como serotipos de bajo riesgo, sin embargo al ser el grupo de
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alto riesgo con mayor potencial oncogénico, se decididé excluir los serotipos de bajo
riesgo, de los cuales se encontré mayor frecuencia en un 14% al serotipo 66, seguido
del serotipo 52 en un 10% y a los serotipos 16 y 31 con un 8% cada uno, esto es en
relacion aquellos que presentaron una cepa Unica, en cuanto a los tuvieron mas de 2
cepas hubo mayor frecuencia en los grupos 16, 59, 16,66; 18, 52; 18,56; 18; 58 con el
2% cada uno, siendo estos los més significativos desde el punto de vista clinico. (Ver
tabla 7.3).

Los serotipos de bajo riesgo con cepas Unicas aislados en citologias liquidas, fueron
un total de 23, de los cuales se observé mayor frecuencia en el serotipo 43 (17.5%),
seguido de los serotipos 6, 42, 70 (13.1 % cada uno), posteriormente los serotipos 40 y
54 representaron el 8.7% cada uno; los serotipos 11, 31, 61, 71, 84 vy 89 se
presentaron con menor frecuencia en un 4.3%respectivamente cado uno. (Ver tabla
8.1).

Objetivo 5. Reconocer los serotipos unicos y multiples del Virus del Papiloma
Humano de bajo y alto riesgo, en las muestras de biopsias histoldgicas a las que
se les realizo amplificacion en Reaccion en Cadena de Polimerasa.

Dentro de los serotipos de bajo riesgo se encontraron 21 cepas en total, de las
cuales las mas frecuentes con un 23.7% correspondi6 al grupo 62, 81; seguido por los
grupos 44, 55 en un 14.3% vy los grupos 42, 62,81 y 6, 62,81 que represento cada uno
el 9.4%, el resto de cepas multiples correspondieron al 4.8% cada una. (Ver tabla 8.2).
En el analisis correspondiente a las cepas multiples tanto en serotipos de alto riesgo

como de bajo riesgo, se observo un total de 77 serotipos, distribuyéndose de la
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siguiente manera: 2 cepas representan un 75.3%; con 3 cepas 23.4% y aquellas con
mas de 4 cepas en un 1.3% (Ver tabla 9.).

Los serotipos de alto riesgo con cepas Unicas en bloques de parafina fueron de 30
casos, de los cuales los méas frecuentes de estos serotipos correspondieron a los
serotipos 16, 52, 59 (13.3%) cada uno, seguido por los serotipos 35, 56, 58 y 66 (10%),
el serotipo 68 correspondi6 al 6.8%, seguido por los serotipos 31, 33, 39 y 45 con un
3.3% cada uno. (Ver tabla 10.1).

Dentro de los grupos que presentaron serotipos de bajo riesgo como de alto riesgo
en una misma tipificacion en los tejidos histolégicos, se decidié excluir las cepas de
bajo riesgo puesto que clinicamente es mas importante el grupo de alto riesgo, en las
cepas Unicas se encontrd al serotipo 59 con un 50% y al serotipo 45 con un 25% y
Unicamente se encontrd el grupo 66, 68 con un 25%. (Ver tabla 10.2).

Los serotipos de bajo riesgo con cepas Unicas en biopsias histologicas
correspondieron a 16 serotipos, de los cuales los mas frecuentes representan un
18.8%, y corresponden a los serotipos 6 y 11, seguido por los serotipos 69, 43, 54 y 61
con un 12.5% cada uno; los serotipos 67 y 42 se presentaron en menor frecuencia con
un 6.7 % cada uno (Ver tabla 11.1).

Al analizar aquellos serotipos de bajo riesgo con cepas multiples, se encontr6 al
grupo 61,72 en un 100%. Por lo tanto fue el tnico  que presento 2 cepas. (Ver tablas
11.2 y 12).

En cuanto a la distribucion de los serotipos ya sea unicos o multiples en relacion con

grupos de edades, en las cepas uUnicas que afectan el 6 y 11 hubo un predominio en las
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edades menores de 19 afos y aquellas que se encontraron entre los 20 y 29 afios, el
grupo 62, 81 afecto més al grupo que se encontré en edades entre los 30 a 39 afios (3
casos) posteriormente se observd que aquellos grupos de edades que se encontraron
entre los 20 afios a 39 afios fueron més afectados por los siguientes serotipos: 43 (en 6
casos); 42 y 54 cada uno en 4 casos y los otros grupos mas frecuente corresponden a
61, 44, 55y 70 con 3 casos cada uno. (Ver tabla 13).

Al realizar los cruces de variables de serotipos de alto riesgo en relacion con el sitio
anatémico y se encontrd afectacion por el serotipo 59 en Amigdala (h= 1 caso); a nivel
del prepucio se encontré afectacion por el serotipo 66 (n= 1 caso) y Cuerda vocal con
alteracién por el serotipo 39 (n= 1 caso). Ver tabla (14.1). Se encontré una cepa mixta
es decir que presento coinfeccion de un serotipo de bajo riesgo con uno de alto riesgo
que se presentd en cuerda vocal (n=1 caso). (Ver tabla 14.2). Posteriormente se
realizaron los cruces de variables de los serotipos de bajo riesgo con el sitio anatdmico
y se encontrd6 mayor afectacién por el Serotipo 6 (n= 2 casos) y el serotipo 11 (n=1

caso) en cuerda vocal y el 11 en region perianal (1 caso). (Ver tabla 14.3).
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IX. DISCUSION

Es una clara evidencia de que el VPH es el principal responsable del dicho cancer,
sin embargo, también ha sido reconocido recientemente como un factor de riesgo
emergente para el Carcinoma de Células Escamosas Orofaringeas, representando el
5-20% de todos los carcinomas de cabeza y cuello. El virus del Papiloma Humano,
también se ha asociado con varios otros tipos de carcinomas y sus precursores en
diferentes sitios, como piel, vulva, vagina, pene, esoéfago, conjuntiva, senos
paranasales y bronquios (Monnier P. Recurrent respiratory papillomatosis. , Springer;
2011.Pags.220-7)

Los pacientes del presente estudio tienen un rango de edad que oscila entre 4 y 69
afios, con una media de 31 afios. El grupo etario mayormente valorado se encontrd
entre los 20-29 afios, reflejando la importancia que dicha poblacion es sexualmente
activa y requiera de las pruebas de tamizaje mediante citologia liquida para la
prevencion del Cancer cervico-uterino y para la identificacion de cepas de alto riesgo
del Virus del Papiloma Humano obtenidas a partir de la amplificacion mediante la
técnica de amplificacibn en Reaccion en Cadena de Polimerasa. La mayor parte de
estas pacientes son aseguradas por el Instituto Nicaraguense del seguro social.

La prueba de citologia, que se utiliza como herramienta de deteccion del cancer de
cuello uterino, se ha realizado con éxito, contribuyendo a una disminucion en la
incidencia de céancer cervical y su mortalidad asociada. Sin embargo, directrices
recientes favorecen la realizacion de pruebas de ADN del VPH ademas de la prueba de
citologia (cotesting) (19).
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Es Importante destacar que la Sociedad Americana Contra EI Cancer recomienda
gue las mujeres entre los 21 y los 29 afios deben hacerse la prueba de Papanicolaou
cada 3 afios (a las edades 21, 24 y 27) para detectar cancer y lesiones pre-malignas en
el cérvix. Este grupo etario no deberia realizarse la tipificacion del VPH junto con la
prueba de Papanicolaou de forma rutinaria, ya que el VPH es tan comun en las mujeres
de estas edades que no resulta util hacerles la prueba de este virus. Sin embargo, la
tipificacion del VPH se puede usar en este grupo de edad luego de obtener un
resultado anormal de una prueba de Papanicolaou, siendo asi se deberan
complementar con otras pruebas diagndsticas. (28) (29).

El sitio anatomico que se vio mas afectado en nuestro estudio correspondié al
cérvix, sin embargo es importante destacar que el virus del papiloma humano también
es un precursor para cancer de pene, ano, amigdalas, cuerdas vocales, entre otras
localizaciones anatémicas. Es significativo mencionar que en nuestro estudio se
encontr6 en menor porcentaje lesiones provocadas por el mismo virus a nivel de las
cuerdas vocales, amigdalas, pene y region anal, tomando en cuenta que “La infeccion
por el virus del papiloma humano genital (VPH) es la infeccién de transmisién sexual
mas frecuente en Estados Unidos. Existen mas de 40 tipos de VPH que pueden
infectar las areas genitales de los hombres y las mujeres, como la piel del pene, la
vulva (area fuera de la vagina) y el ano, asi como las membranas de la vagina, el cuello
uterino y el recto. Estos tipos de virus también pueden infectar las membranas de la
boca y la garganta”. (Centro para el control y prevencion de enfermedades, 2018)

También es importante tomar en cuenta que los serotipos aislados en estos sitios
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anatomicos mencionados correspondieron tanto a los de bajo como de alto riesgo
oncogenico.

Las citologias liquidas fueron las que en mayor porcentaje se les realizo tipificacién
del VPH dado que “Las pruebas moleculares actuales en citologia liquida han
demostrado mayor efectividad; reconociendo de forma secuencial el acido
desoxirribonucleico (ADN) del VPH por medio de técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)” (Caballero, Lopez, & Hernandez, 2017).

La distribucion de los serotipos de VPH tanto en citologias liquidas como en bloques
de parafina pertenecieron a las cepas de alto riesgo, siendo este grupo el mas
frecuente en afectar a la poblacion sexualmente activa a nivel de Latinoamérica como
precursoras de lesiones premaligna. (Caballero, Lopez, & Hernandez, 2017)

En las citologias liquidas se encontré un predominaron los serotipos de alto riesgo
oncogeénico, estos afectaron mas a las mujeres que se encontraron entre los 20 y 39
afios de edad, se aislé en mayor frecuencia el serotipo 16 y en menor frecuencia el
serotipo 18, ademas se identificaron los siguiente serotipos: 66, 51, 52, 39, 56, 58 31,
53, 59, 68, 33, 35 y 45, puesto que aun no hay suficientes fuentes de evidencia que
indiqguen desarrollar de forma directa un carcinoma, estos serotipos ya han sido
descritos en lesiones premaligna otros estudios realizados en Europa y Latinoamérica.
Algo llamativo en nuestro estudio es que este grupo de alto riesgo se presentd con mas
de dos cepas algunas correspondian a coinfecciones mixtas y otras portaban mas de
dos cepas de un mismo grupo oncogenico, lo cual se han descritos que son lesiones

complejas de erradicar en la practica clinica,
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En la ampliacién del virus del papiloma humano por PCR, es un reto extraer la
muestra para la tipificacion del virus, sin embargo nosotros encontramos casos que
correspondian a otros sitios anatémicos ademas del cérvix donde el grupo de alto
riesgo oncogénico fue el mas frecuente en comparacion a las afectaciones por los
grupos de bajo riesgo, datos similares al igual que las citologias liquidas, debutaron con
coinfecciones pero en menor cantidad y presentaron mas de dos cepas por lo tanto el

VPH se presentara como un factor etiologico, cada vez méas evidente.
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X.

CONCLUSIONES
Las edades de riesgo se presentaban entre los 20 y 49 afios con una media de
31 afos.
El sitio anatdbmico donde se aislaron mas serotipos fue en el cérvix, sin embargo
se encontraron afectaciones por el virus a nivel de cuerdas vocales, amigdalas,
prepucio y region anal.
En citologias liquidas se encontr6 mayor frecuencia de infeccién por virus del
papiloma humano de alto riesgo oncogénico, en primer lugar se aisl6 el serotipo
16; en segundo lugar el serotipo 66 y en tercer lugar los serotipos 51 y 52. En
cuanto a los de bajo riesgo, en primero lugar se aislo el serotipo 43, en segundo
lugar los serotipos 6, 42, 70, y en tercer lugar los serotipos 40 y 54.
En tejidos histologicos se encontr6 también mayor frecuencia de infeccion por
virus del papiloma humano con alto riesgo oncogénico, en primer lugar se
aislaron los serotipos 16, 52 y 59; en segundo lugar se encontré los serotipo 66,
58, 56 y 35, en tercer lugar se aisl6 el serotipo 68. En cuanto a los de bajo
riesgo, correspondi6 en primer lugar a los serotipos 6 y 11, en segundo lugar los
serotipos 69, 54 y 43, y en tercer lugar los serotipos 67 y 42.
Tanto en citologia liqguida como en tejidos histolégicos se observé que la
mayoria presentaba mas de una cepa, y otros debutaban con coinfecciones de

ambos serotipos (de alto y bajo riesgo oncogénico).
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XI.

1.

RECOMENDACIONES
Integrar la deteccion vy tipificacion de VPH en pacientes con lesiones
intraepiteliales en citologia liquidas en las normativas nacionales
A la institucion se le debe plantear la incorporacién de aparatos automatizados
para realizar tipificaciones del VPH.
La vacunacion contra el virus del papiloma humano (VPH) puede reducir
significativamente el riesgo de cancer cervicouterino. La OPS recomienda
vacunar a las nifias de 9 a 14 afios, cuando la vacuna es mas efectiva, por lo
gue recomendamos integrarlas en esquemas de vacunacion nacional.
Al servicio de patologia, realizar nuevamente un estudio ampliando los datos
adquiridos y asi lograr ver de forma mas determinada el comportamiento de

estas cepas.
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ANEXOS



ANEXO 1: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE LA MUESTRA

Tipificacion del virus del papiloma humano en el Servicio de Patologia del
Hospital Militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolaihos” de Enero del 2015 a de
junio del 2018.

1. DATOS GENERALES (CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS):

= CODIGO DE TIPIFICACION:

= FECHA:

= EDAD:

= SEXO:

= EXPEDIENTE:

= CATEGORIA:

= SITIO ANATOMICO:

= TIPO DE MUESTRA:

= NUMERO DE QUIRURGICA/CITOLOGIA:

2. DIAGNOSTICO:
= DIAGNOSTICO CITOLOGICO
= DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
= RESULTADO DE TIPIFICACION DE PCR — VPH:
o ALTO RIESGO:
o BAJO RIESGO:
o NUMERO DE CEPAS AISLADAS:



ANEXO 2: TABLA DE RESULTADOS

Objetivo 1: Describir las caracteristicas sociodemograficas de los paciente

que se les realizo tipificacion del virus del papiloma humano.

Tabla 1. Distribucion por género de las muestras evaluadas para la tipificacion del
virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.
Alejandro Davila Bolanos”

Sexo Frecuencia Porcentaje
Femenino 278 98.6
Masculino 4 1.4
TOTAL 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 2. Grupo etario de las muestras evaluadas para la tipificacién del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.
Alejandro Davila Bolaihos”

Edad Frecuencia Porcentaje
<=19 14 5
20-29 129 45.7
30-39 80 28.4
40-49 41 14.5
>=50 18 6.4
Total 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Tabla 3. Tipo de seguro de la poblacién de las muestras evaluadas para la
tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital

militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolanos”

Categoria Frecuencia Porcentaje
INSS 231 81.9
PAME 37 13.1
Cobertura 14 5
Total 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 4. Sitio Anatdbmico de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.

Alejandro Davila Bolanos”

Localizacion Anatémica Frecuencia Porcentaje
Cérvix 274 97.1
Amigdala 1 0.4
Cuerda vocal 5 1.7
Region anal 1 0.4
Prepucio 1 0.4
Total 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Objetivo 2. Conocer el tipo de muestra que se le realizo tipificacion del virus de
papiloma humano.

Tabla 5. Tipo de muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma

humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila

Bolaios”
Tipo de Muestra Frecuencia Porcentaje
Citologia 230 81.6
Tejido 52 18.4
Total 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Objetivo 3. Establecer la distribucion de los serotipos de virus del papiloma
humano, de bajo y alto riesgo, encontrados mediante la técnica de amplificacién en

PCR en citologia liquida y bloques de parafina.

Tabla 6. Distribucion de serotipos de las muestras evaluadas para la tipificacion del
virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.

Alejandro Davila Bolaios”

Serotipos Frecuencia Porcentaje
Alto riesgo 220 78
Bajo riesgo 62 22
Total 282 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Objetivo 4. Identificar los serotipos Unicos y multiples del Virus del Papiloma
Humano de bajo riesgo y alto riesgo en las muestras citoldégicas a las que se
les realizo amplificacion en Reaccion en Cadena de Polimerasa.

Tabla 7.1.1 Serotipos de alto riesgo, cepas Unicas en citologia liguida de las
muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolaihos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje
16 13 13.7
66 12 12.6
51 9 9.5
52 9 9.5
39 8 8.4
56 8 8.4
58 8 8.4
31 6 6.3
53 4 4.2
59 4 4.2
68 4 4.2
73 3 3.2
33 2 2.1
35 2 2.1
45 2 2.1
18 1 11
TOTAL 95 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Tabla 7.1.2. Cruce de variable grupo etario con serotipos de alto riesgo, cepa Unica
en citologias liquida de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.

Alejandro Davila Bolainos”

Grupo Etario
VPH AR Total
<=19 20-29 30-39 40-49 >=50
16 1 4 6 2 4 17
66 1 5 5 3 1 15
52 0 6 5 1 1 13
56 0 5 2 2 2 11
58 1 5 4 1 0 11
39 0 3 4 1 1 9
51 1 5 2 0 1 9
59 0 3 2 3 0 8
31 0 4 1 1 1 7
68 0 4 1 1 0 6
35 0 4 1 0 0 5
53 0 1 2 0 1 4
33 0 0 2 1 0 3
45 0 2 0 0 1 3
73 0 1 1 1 0 3
18 0 1 0 0 0 1
Total 4 53 38 17 13 125

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Tabla 7.2.1 Serotipos de alto riesgo, cepas con multiples en citologia liguida de las
muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolaihos”

Cepas multiples Frecuencia Porcentaje
31, 51 3 7.3
16, 45 2 4.9
16, 58 2 4.9
16, 59 2 4.9
18, 52 2 4.9
31,52 2 4.9
31, 66 2 4.9
53, 58 2 4.9
51, 73 2 4.9
52, 58 2 4.9
16, 18 1 24
16, 45, 52 1 24
16, 51, 66 1 24
18, 58 1 24
18, 66 1 24
31, 52, 56 1 2.4
31, 53 1 2.4
32,52 1 24
35, 52, 56 1 24

45, 51 1 2.4



45, 51, 68 1 2.4

45, 57, 53 1 24
45, 66 1 24
51, 56 1 2.4
51, 56, 58 1 2.4
51, 58 1 24
51, 66 1 24
52, 68 1 2.4
59, 66 1 2.4
66, 68 1 2.4
Total 41 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 7.2.2. Cruce de variables de los serotipos de alto riesgo con el grupo etario de
las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafios”

Cepas Grupo etario

multiples Total

VPH-AR <=19 20-29 30-39 40-49
31,51 0 2 1 0 3
16, 58 0 0 1 1 2
16, 59 0 1 1 0 2
18, 52 0 1 1 0 2
16, 45 0 2 0 0 2
31, 52 1 1 0 0 2
31, 66 0 1 0 1 2




51,73

52, 58

53, 58

16, 18

16, 45, 52,

16, 51, 66

18, 58

18, 66

31, 52, 56

31, 53

32,52

35, 52, 56,

45, 51

45, 51, 68

45, 57, 53

45, 66

51, 56

51, 56, 58

51, 58

51, 66

52, 68

59, 66

66, 68




Total 1 23 13 4 41
Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 7.3. Serotipos de alto riesgo obtenidos de los grupos mixtos aislados en
citologia liquida de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.

Alejandro Davila Bolanos”.

Serotipo Frecuencia Porcentaje
66 7 14
52 5 10
16 4 8
31 4 8
39 3 6
56 3 6
59 2 4
16, 59 1 2
16, 66 1 2
18 1 2
18, 52 1 2
18, 56 1 2
18, 58 1 2
31, 39 1 2
31, 45 1 2
31, 45, 52 1 2

31, 51 1 2



33, 39 1 2

35 1 2
39, 56, 73 1 2
45 1 2
51 1 2
51, 58 1 2
51, 73 1 2
52, 56 1 2
53 1 2
56, 66 1 2
58, 68 1 2
68 1 2
TOTAL 50 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 8.1. Serotipos de bajo riesgo, cepa Unica en citologias liquidas de las
muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje
43 4 17.5
6 3 13.1
42 3 13.1
70 3 13.1
40 2 8.7

54 2 8.7



11 1 4.3

31 1 4.3
61 1 4.3
71 1 4.3
84 1 4.3
89 1 4.3
Total 23 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 8.2. Serotipo bajo riesgo en cepas multiples en citologia liquida de las
muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolahos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje
62, 81 5 23.7
44, 55 3 14.3
42,62, 81 2 94
6, 62, 81 2 9.4
11, 62, 81 1 4.8
40, 62, 81 1 4.8
40, 89, 84 1 4.8
42,43, 61, 62 1 4.8
42, 44, 55 1 4.8
6, 40, 54 1 4.8
6, 43 1 4.8

62, 81, 89 1 4.8



69,6 1 4.8

Total 21 100
Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.
Tabla 9. Cantidad de cepas aisladas en citologias liquidas de las muestras
evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de

patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolanos”

Cantidad de cepas Frecuencia Porcentaje
2 58 75.3
3 18 23.4
>4 1 1.3
Total 77 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Objetivo 5. Reconocer los serotipos unicos y maualtiples del Virus del
Papiloma Humano de bajo y alto riesgo, en las muestras de biopsias
histologicas a las que se les realizo amplificacién en Reaccion en Cadena de

Polimerasa.

Tabla 10.1. Serotipos de alto riesgo, cepas Unicas en tejidos de las muestras
evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de

patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje
16 4 13.3
52 4 13.3
59 4 13.3

35 3 10



56 3 10

58 3 10
66 3 10
68 2 6.8
31 1 3.3
33 1 3.3
39 1 3.3
45 1 3.3
TOTAL 30 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 10.2. Serotipos de Alto riesgo obtenidos de los grupos mixtos en tejidos de
las muestras evaluadas para la tipificacién del virus del papiloma humano en el

servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje
59 2 50
45 1 25
66, 68 1 25
Total 4 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 11.1 Serotipos de bajo riesgo, cepas Unicas en tejidos de las muestras
evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de

patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafos”

Serotipo Frecuencia Porcentaje

11 3 18.8



6 3 18.8

69 2 12.5
43 2 12.5
54 2 12.5
61 2 12.5
67 1 6.2
42 1 6.2
Total 16 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 11.2. Serotipos multiples de bajo riesgo en tejidos de las muestras evaluadas
para la tipificacién del virus del papiloma humano en el servicio de patologia,

Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”

Serotipos Frecuencia Porcentaje
61, 72 2 100
Total 2 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 12. Cepas multiples en tejidos de las muestras evaluadas para la tipificacion
del virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela

“Dr. Alejandro Davila Bolanos”

Cantidad de cepas Frecuencia Porcentaje
2 2 100
Total 2 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Tabla 13. Cruce de Variable. Distribucion de los serotipos del virus del papiloma
humano de Bajo Riesgo en relacion a los grupos etarios tanto en citologias como
en tejidos de las muestras evaluadas para la tipificacién del virus del papiloma

humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila

Bolaiios”
VPH de Bajo
Sfiigoy Grupo etario
Mltiple <=19 20-29 30-39 40-49 >=50 Total
6 2 3 1 0 0 6
43 0 3 2 1 0 6
62, 81 0 1 3 1 0 5
11 1 3 0 0 0 4
42 0 3 1 0 0 4
54 0 1 2 1 0 4
61 0 0 2 1 0 3
70 0 2 0 0 1 3
44, 55 0 1 0 1 1 3
40 0 1 1 0 0 2
6, 62, 81 1 1 0 0 0 2
61, 72 0 0 2 0 0 2
42, 62, 81 0 1 0 1 0 2
69 0 0 0 2 0 2
11, 62, 81 0 0 0 0 1 1
31 0 0 0 1 0 1
40, 62, 81 0 0 1 0 0 1




40, 89, 84 0 0 1 0 0 1
42, 43, 61, 62, 0 0 0 1 0 1
42, 44, 55 0 1 0 0 0 1
6, 40, 54 0 1 0 0 0 1
6, 43 0 1 0 0 0 1
62, 81, 89 0 0 1 0 0 1
67 0 1 0 0 0 1
69,6 0 1 0 0 0 1
71 0 0 1 0 0 1
84 0 0 1 0 0 1
89 0 1 0 0 0 1
Total 4 26 19 10 3 62

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 14.1. Cruce de Variable de serotipos de alto riesgo en relacion con el sitio
anatémico de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma

humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila

Bolafos”
Serotipos de Sitio Anatoémico otal
Alto Riesgo
Cuerda Vocal Amigdala Prepucio
59 0 1 0 1
39 1 0 0 1
66 0 0 1 1
Total 1 1 1 3

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



Tabla 14.2. Cruce de Variable de serotipo de alto riesgo con bajo riesgo (Mixto) en
relacion con el sitio anatdmico de las muestras evaluadas para la tipificacién del
virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.

Alejandro Davila Bolanos”.

Sitio Anatémico
Serotipo BR/AR
(rr?ixto) Total
Cuerda Vocal
6, 59 1 1
Total 1 1

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.

Tabla 14.3. Cruce de Variable de serotipos de bajo riesgo en relaciéon con el sitio
anatémico de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma

humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila

Bolafos”
Sitio Anatdémico
J g Cuerda Vocal Regién Anal
6 2 0 2
11 1 1 2
Total 3 1 4

Fuente: Ficha de recoleccion de datos y Base de datos SPSS.



ANEXO 3: GRAFICOS

Gréafico #1: Distribucion por género de los resultados de las muestras
evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio
de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”.
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99%

Fuente: Tabla 1.

Gréfico #2: Grupo etario de los resultados de las muestras evaluadas para la
tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de patologia,
Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolafios”.
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Fuente: Tabla 2.



Gréfico #3: Tipo de seguro de las muestras evaluadas para la tipificacién del
virus del papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar
Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”.
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Fuente: Tabla 3.

Gréfico #4: Tipo de muestra que se incluyeron en las muestras evaluadas
para la tipificacion del virus del papiloma humano en el servicio de
patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolaihos”.

m Citologia

M Tejido

82%

Fuente: Tabla 5.



Gréafico #5: Distribucién de serotipos en los resultados de las muestras
evaluadas para la tipificacién del virus del papiloma humano en el servicio
de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”.

22%

M Alto Riesgo
M Bajo Riesgo

Fuente: Tabla 6.

Grafico #6: Serotipos de alto riesgo, cepas unicas en citologia de los
resultados de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.
Alejandro Davila Bolanos”.
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Fuente: Tabla 7.1.1




Gréafico #7: Serotipos de bajo riesgo, cepa unica en citologias de los
resultados de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.
Alejandro Davila Bolanos”.
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Fuente: Tabla 8.1.

Grafico #8: Cantidad de cepas aisladas en citologias liquidas y tejidos
histolégicos de las muestras evaluadas para la tipificacion del virus del
papiloma humano en el servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr.
Alejandro Davila Bolanos”.
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Fuente: Tabla9y 12.



Gréfico #9: Serotipos de alto riesgo, cepas Unicas en tejidos de las muestras
evaluadas para la tipificacién del virus del papiloma humano en el servicio
de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila Bolainos”.

13.3%13.3%13.3%

10% 10% 10% 10%
6.8%
3.3% 3.3% 3.3% 3.3%
16 52 59 35 56 58 66

68 31 33 39 45

Fuente: Tabla 10.1

Gréfico #10: Serotipos de bajo riesgo, cepas Unicas en tejidos de las
muestras evaluadas para la tipificacion del virus del papiloma humano en el
servicio de patologia, Hospital militar Escuela “Dr. Alejandro Davila
Bolanos”.

18.8% 18.8%

12.5% 12.5% 12.5% 12.5%
I I I I 6.2% 6.2%
11 6 69 43 54 61 67 42

Fuente: Tablal11.1.




