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RESUMEN

El cancer de cuello uterino es la primera causa de muerte por cancer en mujeres en
paises en vias de desarrollo, con una tasa de incidencia de 34,2 por 100.000 mujeres y
de mortalidad de 15,7 por 100.000 mujeres en Paraguay. La sensibilidad de la citologia
esta entre 30-60%, mientras que la de la deteccion molecular del Virus Papiloma Humano
(VPH) en muestras cervicales, es mayor al 90% para detectar neoplasia intraepitelial
cervical de grado 2 (CIN II) o mas. El objetivo de este trabajo fue describir la frecuencia
de deteccion de VPH de alto riesgo (AR) y su distribuciéon por edad en mujeres que
concurrieron al Hospital San Pablo, de mayo a agosto de 2.013. Se estudiaron 170
muestras cervicales de pacientes que accedieron a participar firmando un consentimiento
informado. Se utilizé el sistema Cobas 4800 HPV Test (Roche) que detecta los VPH-AR 16
y 18, y un pool de 10 VPH-AR (31,33,35,39,45,51,52,56,58,59) y dos de “probable” alto
riesgo (66,68). La frecuencia de infeccion por VPH-AR fue del 16%, la infeccion decrecia
con la edad y el mayor nimero de casos aparecié en mujeres menores de 30 afos. El
VPH-16 fue encontrado en todos los grupos de edades. Este es el primer reporte de la
deteccion de ADN de VPH-AR en el LCSP, y se muestra que la prevencion y control del
cancer cérvico-uterino es una prioridad de salud publica en el pais por la gran carga de la
enfermedad evidenciada por su alta incidencia y mortalidad.
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ABSTRACT

Cervical cancer is the leading cause of cancer death in women in developing countries,
with an incidence rate of 34.2 per 100,000 women and 15.7 deaths per 100,000 women
in Paraguay. The sensitivity of cytology is 30-60% while molecular detection of Human
Papilloma Virus (HPV) in cervical samples is over 90% for cervical intraepithelial neoplasia
grade 2 (CIN II) or more. The aim of this study was to describe the frequency of
detection of high-risk HPV (HR) and their distribution by age in women who attended the
Hospital San Pablo, from May to August 2013. One hundred seventy cervical samples
from patients who agreed to participate by signing an informed consent. The 4800 Cobas
system HPV Test (Roche), which detects the HR-HPV genotypes 16 and 18, a pool of 10
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HR-HPV (31,33,35,39,45,51,52,56,58,59) and two "probable" high risk (66.68). The
frequency of HR-HPV infection was 16%, the infection decreased with age and the highest
number of cases occurred in women under 30 years. HPV-16 was found in all age groups.
This is the first report about detection of DNA HR-HPV in the LCSP and it showed that
prevention and control of cervical cancer is a public health priority in the country by the
large burden of the disease as evidenced by its high incidence and mortality.

Keywords: Human Papilloma Virus, COBAS 4800 HPV Test, cervical samples.

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es el tercer tipo de cancer mas comun que afecta a las
mujeres en el mundo y la primera causa de muerte por cancer en mujeres en paises en
vias de desarrollo. Se estiman mas de 528.000 casos nuevos y 266.000 muertes al ano.
La tasa de incidencia estandarizada por edad en América del Sur es 24,1 por 100.000
mujeres y en Paraguay la incidencia es muy superior a las observadas en otros paises
vecinos, siendo la tasa de incidencia 34,2 por 100.000 mujeres y la tasa de mortalidad es
de 15,7 por 100.000 mujeres (1).

Esta comprobado que la infeccidn persistente por el virus papiloma humano (VPH) es la
causa necesaria para el desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas y del cancer
cervical. Mas de 120 genotipos han sido identificados y aproximadamente 40 infectan el
tracto anogenital femenino y masculino. Han sido clasificados de acuerdo con el potencial
para provocar cambios malignos en el epitelio cervical en VPH de alto riesgo (VPH-AR),
como VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59; VPH de probable alto riesgo
(VPH-pAR) como VPH-26, 53, 66, 68, 73 y 82, y VPH de bajo riesgo (VPH-BR), como
VPH-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108) (2-5).

El uso de la citologia cervico-vaginal convencional ha logrado reducir la mortalidad por
cancer de cuello uterino en paises desarrollados (6,7), tanto cuando es aplicada en
programas organizados de deteccion como cuando se tamiza una proporcion grande de
mujeres de manera oportunista (8). Estudios recientes han demostrado que aun con un
adecuado control de calidad, la citologia convencional tiene en promedio una sensibilidad
del 53% (ICgyse, 48,6-57,4%) en Europa y Estados Unidos (9). Sin embargo, en América
Latina su uso ha tenido poco impacto en la incidencia y mortalidad de cancer de cuello
uterino, debido a la baja sensibilidad de la prueba, |a baja cobertura de los programas de
tamizaje y el elevado porcentaje de mujeres con anormalidades citoldgicas que no son
evaluadas y/o tratadas adecuadamente.

En consecuencia, desde la década de los 90, se han venido estudiando pruebas de
tamizaje alternativas como la inspeccion visual después de la aplicacion del acido acético
(IVAA) y principalmente la deteccion del material genético del VPH. La validez y precision
de esta Ultima han sido evaluadas extensamente en varios estudios en Latinoamérica y el
mundo (10).

La prueba del ADN de los genotipos de VPH-AR en muestras cervicales tiene una
sensibilidad mayor al 90% para detectar lesiones de neoplasia intraepitelial cervical de
grado 2 (CIN II) o mas, aunque es menos especifica que la citologia. Por ello, se propone
esta prueba para el tamizaje en mujeres mayores de 30 afios y en cohortes vacunadas
(9, 11,12). Sin embargo, un valor importante de la prueba de ADN es su altisimo valor
predictivo negativo cercano al 100% que permite espaciar los cribados con la seguridad
de no desarrollar CIN III en tres afios, y algunos autores aseguran hasta en cinco anos
(13,14).

Diferentes técnicas moleculares para la deteccion vy tipificacion de VPH se han ido
introduciendo en Paraguay en los ultimos afios. Asi pues, con los métodos de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmento
de Restriccion) se realizé un estudio en materiales de biopsias de cancer de cuello uterino
que demostro la presencia de ADN de VPH en el 73,1% de los casos y los tipos mas
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comunes fueron de 16, 18, 45, 33, 31, 52, 35 y 39. El HPV-16 era el mas frecuente en
carcinomas de células escamosas, mientras que el VPH 18 y 45 en tumores glandulares
(15).

Otra metodologia posteriormente introducida en el pais fue la captura hibrida (HC II,
Corporacion Digene, EEUU), primera metodologia aprobada por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA, EEUU) para cribado primario del cancer cervicouterino.
En un reporte de Torres LM et al., se analizaron muestras cervicales utilizando el ensayo
de HC II para la deteccion del genoma de VPH-AR. El 25% de las mujeres con citologia
negativa para lesidn intraepitelial escamosa y el 72% de las mujeres con células
escamosas atipicas de significado incierto fueron positivas para VPH-AR. Esto demuestra
la alta sensibilidad de la prueba para detectar la infeccién incluso en tejidos de apariencia
normal, corroborando que el uso de la citologia junto a la HC II podria incrementar la
eficiencia de los programas de tamizaje de cancer de cuello uterino (16).

En un esfuerzo por aumentar las capacidades de deteccién y diagndstico de VPH en el
pais, el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (MSPyBS) instalé en el 2.013 la
Prueba para HPV Cobas 4800 HPV Test (Roche Diagnostics, Alemania) en el Laboratorio
de Salud Publica (LCSP). Este sistema ha sido validado por la FDA en el 2.011 para
cribado primario del cancer cervicouterino en mujeres mayores de 25 afos y clinicamente
validado por el estudio de referencia ATHENA (Addressing The Need for Advanced
Diagnostics/Respondiendo a la Necesidad de un Diagndstico Avanzado) (17).

Esta metodologia presenta la principal ventaja de identificar separadamente los
genotipos 16 y 18, que han sido detectados en el 70% de las CIN III y en el 75% de los
casos de cancer cervical. Ademas, estudios han observado que el grupo de mujeres
infectadas con los genotipos 16 y 18 tiene un riesgo mayor de presentar lesiones de alto
grado, 20% y 17% respectivamente, frente al 1-2% si estan infectadas con otros VPH-AR
(18,19). Por lo tanto, la utilizacién de una prueba que determine individualmente los VPH-
16 y 18 podria identificar un grupo de mujeres con mayor riesgo a desarrollar lesion.

El objetivo de este estudio fue describir la frecuencia de deteccion de VPH-AR por el
Cobas 4800 HPV Test y su distribucion por edad en mujeres que concurrieron al
consultorio externo del Programa de Patologia Cervical del Hospital San Pablo del
Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social de mayo a agosto de 2.013.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio observacional de corte transverso, en el que se incluyeron
muestras cervicales pertenecientes a mujeres que acudieron al consultorio externo del
Programa de Patologia Cervical del Hospital San Pablo, dependiente del MSP y BS, de
mayo a agosto de 2.013. A este servicio de salud, acuden normalmente las pacientes
para realizarse el examen citoldgico cervicovaginal (PAP) que es el método de tamizaje de
rutina en el pais. Fueron invitadas a realizarse la prueba de VPH aquellas pacientes que
cumplian con criterios de seleccion preestablecidos: ser sexualmente activa, no
embarazada, sin histerectomia total y sin una citologia previa anormal. Se excluyeron
pacientes con antecedentes de anormalidades citoldgicas (ASCUS o mas) detectados por
la prueba de Papanicolau de acuerdo con los criterios de Bethesda-2.001. Las
participantes firmaron un consentimiento informado y respondieron un cuestionario sobre
caracteristicas socio-demograficas y factores de riesgos asociados al cancer cérvico-
uterino.

Los especimenes clinicos consistieron en células exfoliadas recolectadas usando un
cepillo citolégico para endocervix. Una vez tomada la muestra, se hizo girar el cepillo
suavemente unas tres a cuatro veces para desprender las células exfoliadas dentro del
vial que contiene el medio para Recoleccién de Células Cobas PCR (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Este medio permite conservar la integridad de las muestras por un
periodo maximo de 6 meses a temperaturas entre 2 y 30°C.
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La deteccion de VPH se realizd en el LCSP con el Cobas 4800 HPV Test (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), aprobado por FDA en el 2.011 y que consiste en un
ensayo cualitativo PCR en tiempo real totalmente automatizado que permitié la deteccién
individual de los VPH-16 y VPH-18 y de un pool de 10 genotipos de AR (31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58 y 59) y dos de pAR (66 y 68). Este sistema esta compuesto por el
Cobas x 480, con el que se realiz6 la extraccién y purificaciéon simultdnea de ADN del VPH
y ADN celular a partir de las muestras cervicales sin tratamiento previo como indica el
fabricante; y el Cobas z 480, con el cual se realizd6 deteccion del ADN de los VPH-AR
mediante la amplificacion de una secuencia de 200 pares de bases de la regién L1 del
genoma del VPH y del gen de la B-globina humana mediante la amplificacién de una
secuencia de 330 pares de bases usada como control interno para validacién del proceso.
Sondas TagMan®, marcadas con cuatro diferentes fluoréforos, fueron utilizadas para la
deteccion de los productos amplificados durante la PCR y finalmente los resultados fueron
interpretados por el software como “negativo”, “"VPH-16", “"VPH-18", “otros VPH-AR"” o la
combinacién de los tres ultimos.

Los resultados del Cobas 4800 HPV Test fueron agrupados en las siguientes categorias:
a) positivos para VPH-16, excluyendo co-infecciones con VPH-18 u otros VPH-AR; b)
positivos para VPH-18, excluyendo co-infecciones con VPH-16 u otros VPH-AR; )
positivos para otros VPH-AR, excluyendo co-infecciones con VPH-16 6 VPH-18; d)
combinaciones de los resultados anteriores se consideraron co-infecciones y e) negativos
para la deteccion VPH-AR. Se estudié la distribuciéon de los distintos genotipos por tres
grupos de edades: menores de 30 afios, de 30-50 afios y mayores de 50 afios. )

El protocolo de este estudio fue revisado y aprobado previamente por el Comité de Etica
en Investigacion del LCSP de acuerdo a lo estipulado en la Declaraciéon de Helsinki
(1.964). Los datos fueron codificados para mantener la confidencialidad de los mismos vy
se realizd un analisis descriptivo de las caracteristicas epidemioldgicas de las pacientes
calculando las medias y las desviaciones estandar para las variables cuantitativas,
frecuencias y porcentajes para las cualitativas utilizando herramientas estadisticas de
Microsoft Excel 2.010.

RESULTADOS

Se incluyeron 170 muestras de mujeres que consultaron en el Servicio de Patologia
Cervical del Hospital San Pablo, entre mayo y agosto de 2.013, cumplieron con los
criterios establecidos y accedieron a participar del estudio. Solo una muestra fue invalida
por el sistema Cobas 4800 HPV Test por fallo de detecciéon del control interno de B-
globina, por lo que el analisis fue realizado con 169 muestras.

Las pacientes estudiadas tenian una edad promedio de 37,6%11,2 afios, encontrandose
que el 56,2 % tenia entre 30-50 afios. El inicio de las relaciones sexuales fue a los
18,3+3 afios. El promedio del nimero de parejas sexuales fue de 2 (min 1 - max 6) y
para la paridad fue de 3 (min 1 - max 10). El uso de anticonceptivos orales fue referido
por el 17,8% de las pacientes y se declar6 fumadora el 6,7 % de ellas.

Teniendo en cuenta los datos globales, se pudo observar que el 16,0% (27/169) de las
pacientes evaluadas fue positivo para VPH-AR. La Tabla 1 muestra la distribucion por
grupos de edad de los casos positivos para VPH-AR y puede apreciarse que la infeccion va
decreciendo con la edad, estando el mayor nimero de casos en el grupo de mujeres
menores de 30 afos.



Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, Vol. 13(1) Abril 2015: 17-23 21

Tabla 1. Distribucion de la frecuencia de VPH-AR segun la edad.

n=169
Edad N° Pacientes N° VPH-AR positivo (%)
Menor de 30 afios 50 14 (28,0)
30 - 50 afios 95 12 (12,6)
Mayor de 50 afios 24 1(4.2)

Infecciones multiples fueron detectadas en el 2% (4/169) de las muestras analizadas y
en el 15% (4/27) de los casos positivos de VPH-AR. El VPH-16 fue encontrado en todos
los grupos de edades y representd el 22% (6/27) de los casos excluyendo las co-
infecciones con otros VPH-AR. El VPH-18 se encontré Unicamente acompafiado de otros
VPH-AR, representando el 7,4% (2/27). No fueron detectadas co-infecciones de VPH 16 y
VPH 18 (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion por edad de los genotipos de VPH-AR detectados por
el Cobas 4800 HPV Test. n = 27 mujeres positivas para infeccién viral

VPH-16 VPH-18

Otros + +

Edad VPH-16 VPH-18 VPH-AR

(*) Otros Otros
VPH-AR VPH-AR
Menor de 30
afios 3 ) / 2 2
30 - 50 anos 2 - 10 - -
Mayor de 50 1 _ B ) }
afos

(*) excluyendo co-infecciones con VPH-16 y VPH-18.

DISCUSION

Este es el primer reporte de la frecuencia de deteccion de ADN de VPH-AR desde la
implementacion de la prueba en el Laboratorio Central de Salud Publica. La frecuencia de
la infeccion por VPH-AR en las mujeres estudiadas fue del 16,0%, similar a la descripta en
otros paises latinoamericanos como México, 14,5%; Costa Rica, 16%; Colombia, 14,8% y
Chile, 15,8% en estudios de cribado primario en pacientes sin historia previa de citologia
anormal (9,20,21). Ademas, es semejante al detectado en un estudio realizado en
comunidades indigenas del Paraguay, que reportd una prevalencia de 23% para cualquier
tipo de VPH y de 16,1% para VPH-AR, en el que todas las pacientes estudiadas fueron
negativas para lesiones escamosas intraepiteliales (22).

El mayor nimero de casos se encontré en los grupos de mujeres menores de 30 afios y
fue decreciendo con la edad, coincidiendo con lo observado en América Latina que se
caracteriza por un pico antes de los 25 afios, representando infecciones recientes. Sin
embargo, no se presentd un segundo pico en mujeres mayores de 50 afios, como se ha
observado en varios estudios de la regién, lo que podria ser atribuido al comportamiento
sexual de las mujeres o sus comparfieros o a la reactivacion de infecciones latentes (9).
Cabe destacar que estudios incluyendo un mayor nimero de muestras deben realizarse
para obtener resultados mas concluyentes. Se sabe que en mujeres jovenes, menores de
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30 afios, la infeccion por VPH, incluyendo los VPH-AR es eliminada en mas del 80% de los
casos. Sin embargo, se ha confirmado también que el cancer cervical invasivo por VPH-16
y VPH-18 se presenta mas en mujeres mas jovenes que los tumores malignos producidos
por otros genotipos de alto riesgo (23). Debido a ello, la utilizacién de una prueba de
deteccion de ADN de VPH-AR que identifique separadamente los genotipos 16 y 18 podria
contribuir a identificar grupos de mujeres con mayor riesgo a desarrollar lesiones y cancer
de cuello uterino, quienes podrian recibir un seguimiento mas cercano.

El sistema Cobas 4800 HPV Test utilizado en este estudio presenta la ventaja principal
de identificar separadamente estos genotipos, ademas de otras como la facilidad del flujo
de trabajo del laboratorio, la automatizacion de la prueba, la utilizacion de viales
primarios para citologia liquida, la inclusion de un elevado numero de muestras y la
ausencia de reactividad cruzada con genotipos no carcinogénicos. Es una de las
metodologias de eleccion actualmente para los programas de tamizaje del cancer cérvico-
uterino (24). No obstante, este sistema no permite genotipificar los VPH-AR no 16 y no
18, haciendo necesaria la utilizacién de otras metodologias de tipificaciéon comerciales
como Linear Array HPV Genotyping Test (Sistema Molecular de Roche, Alemania),
Microarray (Papillocheck Greiner Bio One, Alemania); o no comerciales, como la PCR
asociada a la hibridacién reversa (PCR-RLB) (25).

En el afio 2.013, el MSP y BS ha incorporado este método de deteccion como estudio
piloto dentro de los programas de tamizaje y ha introducido la vacunacion contra el VPH,
demostrando que la prevencidon y control del cancer cérvico-uterino es una prioridad de
salud publica en el pais debido a la gran carga de la enfermedad probada por su alta
incidencia y mortalidad. El tamafio de la muestra analizada es una limitaciéon importante
en este trabajo; pero puede observarse que la frecuencia de VPH-AR coincide con lo
hallado en la region. Sin embargo, se evidencia la necesidad de aumentar el nimero de
pacientes estudiadas y realizar el cruce de los resultados con los de la citologia
convencional para evaluar la sensibilidad clinica de esta metodologia para detectar
lesiones precancerosas (11).
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