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RESUMEN

Con el objetivo de determinar las caracteristicas sociodemograficas del virus de pacientes con papiloma humano (VPH)
referidas al Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante los afios 2012-2014, se realiz6 la deteccion
del VPH en células cervicales por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En 465 muestras cervicales se detectaron
151 (32,5%) casos de VPH positivas. Los genotipos mas frecuentes fueron VPH-16 (23,8%) y VPH-6 (11,9%). La
presencia de VPH fue mayor en mujeres de 17 a 29 afos (OR 2,64, IC 95%:1,14-6,13) y solteras (OR 2,31, IC 95%:
1,37-3,91), la presencia de genotipos de VPH de alto riesgo fue mayor en solteras (OR 2,19, IC 95%: 1,04-4,62).
En conclusion, mujeres jovenes y solteras presentaron mayor frecuencia de casos VPH-positivos a quienes se debe
enfatizar la participacion en programas de tamizaje con métodos moleculares y citolégicos combinados, a fin de detectar
oportunamente el riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino.

Palabras clave: Papiloma virus humano; Genotipo,; Reaccién en cadena de la polimerasa (fuente: DeCS BIREME).

DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS
DETECTED BY PCR-RFLP IN PERUVIAN WOMEN

ABSTRACT

In order to determine the sociodemographic characteristics of human papillomavirus (HPV) in patients referred to the
National Institute of Neoplastic Diseases (INEN) between 2012-2014, the detection of HPV in cervical cells was performed
by polymerase chain reaction (PCR). In 465 cervical samples, 151 (32.5%) cases were HPV positive. The most common
genotypes were HPV-16 (23.8%) and HPV-6 (11.9%). The presence of HPV was higher in women aged 17-29 years (OR
=2.64, 95% CI 1.14 to 6.13) and single women (OR = 2.31, 95% CI 1.37 to 3.91). The presence of genotypes of high-risk
HPV was higher in single women (OR = 2.19, 95% CI 1.04 to 4.62). In conclusion, young and single women had a higher
frequency of HPV-positive cases. Therefore participation by these groups should be emphasized in screening programs with
combined molecular and cytological methods in order to detect the risk of developing cervical cancer in a timely manner.

Key words: Human papilloma virus; Genotype; Polymerase chain reaction (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU) es la neoplasia mas
frecuente y mortal en la poblaciéon femenina peruana,
presentandose aproximadamente 4600 casos nuevos
por afio y provocando cerca de 1700 muertes al afio M.
La infeccion persistente por los genotipos oncogénicos
virus de papiloma humano (VPH) es un agente causal
responsable del desarrollo del CCU. ElI ADN de VPH
se encuentra presente hasta en 98% de los CCU
invasivos @9,

El VPH se clasifica en mas de 189 genotipos segun la
secuencia de su ADN y 40 de estos son capaces de
infectar el cuello uterino. Se subdividen en genotipos de
bajo riesgo (BR) (VPH - 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54,
59, 61, 70, 72, 81) y alto riesgo (AR) (VPH - 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 y 58) segun su probabilidad
de producir CCU. Un reciente estudio con 8977
especimenes de CCU VPH positivo encontré que los
genotipos de AR son responsables de alrededor del 90%
de los casos, y los genotipos 16/18 son responsables
del 70% de los casos en el mundo “. En forma similar,
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Santos et al. encuentran la presencia de DNA de PVH
en mas del 90% de los CCU en mujeres peruanas ©.

Se han desarrollado diversos métodos de tamizaje de
infeccion por VPH, sin embargo, el andlisis molecular
mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR) permite
detectar hasta una molécula de DNAde VPH en 10° células
y es considerada la técnica mas sensible de deteccién de
VPH ©. La prevalencia global ajustada de PVH en mujeres
con citologia normal es alrededor de 10% ©78).

Factores sociodemograficos como la clase social han
sido fuertemente asociados con el diagnéstico de CCU,
sin embargo, la informacién es menor para los factores
asociados con infeccién por VPH. La identificacion de
factores asociados a esta infeccion viral permitira el
disefio de estrategias de politicas de salud publica para
reducir la mortalidad por CCU ©19),

El propdsito del presente estudio fue determinar la
asociacion entre la infeccion y genotipos de VPH
en muestras cervicales evaluadas mediante el
estudio por PCR y enzimas de restriccion y factores
sociodemograficos en mujeres peruanas referidas para
tamizaje al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN).

EL ESTUDIO
MUESTRAS CERVICALES

Entre los afios 2011 a 2014 se recibieron 465 muestras
de escobillados cervicales de pacientes sin diagnéstico
de cancer cervical remitidas de diversos centros de
salud de la ciudad de Lima, al Laboratorio de Biologia
Molecular del INEN, para el estudio molecular y
genotipificacion de VPH se realizd la extraccion del ADN
de las muestras con el kit comercial Purelink Genomic
DNA minikit Invitrogen por sistema de columnas, y la
cuantificacion por fluorometria, donde la mayoria de
muestras tenia una concentracién mayor a 100 ug/mL.

DETECCION Y GENOTIPIFICACION DEL VPH

El DNA de VPH fue extraido y almacenado a -20 °C.
Fue analizado mediante PCR y de acuerdo con la
metodologia descrita previamente (12, Se empled el
programa de amplificacion Concensus Primers-PVH
Y Gen betaglobina humana (tiempo aproximado 1 h
32 min), usando las siguientes condiciones: 94 °C por
5 min; 94 °C por 30 s; 56 °C por 35 s; 68 °C por 35
s; 68 °C por 5 min, y por ultimo 4 °C indefinidamente,
sumando 35 ciclos de amplificacion. En resumen, se
utilizaron cebadores especificos MY09/MY11 para el
gen L1 de la region comun de los VPH correspondiente
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a una banda de 450 pb. Posteriormente, en los casos
de deteccion VPH positivos, se determinaron por PCR-
RFLP los genotipos VPH-6, 11, 16, 18, 31 y 33 mediante
la accién de la enzima de restriccion AFA1. Los casos
positivos en los que no se pudo determinar el genotipo
fueron catalogados como VPH-X (3),

Como control de calidad de la extraccion del ADN se
utilizaron cebadores para el gen de la beta globina
humana (PCO4-GH20) que corresponde a una banda
de 268 pb. El control positivo fue una biopsia que
corresponde al VPH tipo 16 de 310 pb y un blanco como
control negativo, los productos amplificados fueron
corridos en un sistema de electroforesis horizontal
empleando gel de agarosa al 3% a 112 voltios por 40
minutos que luego se colored durante 15 minutos con
SYBR Safe y se visualiz6 en el transiluminador UV. Se
tomaron las impresiones fotograficas y se editaron al
formato de resultado de las pacientes.

CLASIFICACION

Se clasificaron los genotipos de VPH en relacion a su
asociacion con el cancer de cuello uterino, resultando
tres categorias: VPH de AR oncogénico (VPH: 16, 18,
31, 33), el VPH de BR oncogénico (VPH: 6 y 11) y el
VPH de riesgo no definido (VPH-X) 23,

INFORMACION EPIDEMIOLOGICA

Se obtuvo la informacion epidemiolégica de las
pacientes, incluidas en nuestra serie a través del sistema
informatico del Registro Nacional de ldentificacion y
Estado Civil (RENIEC). La informacion obtenida en
esta metodologia fue fecha de nacimiento, direccion de
domicilio, grado de instruccion y estado civil.

ANALISIS ESTADISTICO

Como el analisis de deteccion de los subtipos de VPH en
muestras cervicales fue considerado positivo o negativo,
empleamos regresion logistica simple para establecer silas
caracteristicas epidemioldgicas se asociaron a la infeccién
de alto riesgo y total, estableciendo OR crudos con sus
intervalos de confianza (IC) al 95%. Luego, se establecio
mediante regresion logistica multiple los OR ajustados con
sus IC al 95%. Se empled el software estadistico Stata
version 12, considerando un nivel de significacion de 0,05.

CONSIDERACIONES ETICAS

La informacion obtenida se mantuvo en completa
confidencialidad. El proyecto del estudio fue aprobado
por el Comité Revisor de Protocolo y el Comité de Etica
del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas.
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Tabla 1. Resultado de VPH en muestras cervicales referidas al Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas segun

caracteristicas sociodemograficas

Total Positivo Alto riesgo
(n=465) (%) (n=151) (%) (n=67) (%)
Mediana de edad +/-DIQ 33,5+/-7,5 32+/-6 31+/-6
Edad
17-29 162 (34,8) 67 (44,4) 30 (44,8)
30-39 160 (34,4) 48 (31,8) 22 (32,8)
40-49 104 (22,4) 27 (17,9) 11 (16,4)
> 50 38 (8,2) 8 (5,3) 4 (6,0)
Desconocido 1 (0,2) 1 (0,7) 0 (0,0)
Ubicacion del distrito
Norte 57 (12,3) 14 (9,3) 9 (13,4)
Este 87 (18,7) 24 (15,9) 14 (20,9)
Centro 142 (30,5) 49 (32,5) 21 (31,3)
Sur 16 (3,4) 9 (6,0) 3 (4,5)
Callao 25 (5,4) 13 (8,6) 2 (3,0)
Desconocido 138 (29,7) 42 (27,8) 18 (26,9)
Estado civil
Soltera 301 (64,7) 112 (74,2) 50 (74,6)
Casada/Divorciada/Viuda 108 (23,2) 22 (14,6) 9 (13,4)
Desconocido 56 (12,0) 17 (11,3) 8 (11,9)
Grado de instruccion
Sin instruccién 9 (1,9) 5 (3,3) 2 (3,0)
Primaria 49 (10,5) 7 (4,6) 4 (6,0)
Secundaria 306 (65,8) 110 (72,8) 49 (73,1)
Superior/Técnico 44 (9,5) 11 (7,3) 4 (6,0)
Desconocido 57 (12,3) 18 (11,9) 8 (11,9)
RESULTADOS

Un total de 465 mujeres fueron evaluadas con una
mediana de edad de 33,5+7,5 afios (rango de 17 a 78). La
mayoria de los casos tenian domicilio en Lima (67,1%).
Segun su procedencia distrital en Lima, el 12,7% tenian
domicilio en San Juan de Lurigancho; el 8,0% en la Victoria
y en Lima Cercado; el 6,2% en San Martin de Porras y el
3,4% en Santiago de Surco. El grado de instruccion fue,
en la mayoria, secundaria completa (65,8%), seguido de
primaria completa (10,5%) y superior/técnico (9,5%). El
estado civil predominante fue soltera (64,7%), seguido de
casada (20,2%) (Tabla 1).

La deteccion del VPH fue positiva en 151 (32,5%)
casos. Se pudo identificar el genotipo en 93 (61,6%)
de los casos positivos. El 44,4% de los casos positivos
pertenecieron a VPH-AR y el 55,6% a VPH-BR. Se
encontraron los genotipos VPH-16 en 23,8%; VPH-31
en 8,0%; VPH-18 en 3,3%; VPH-33 en 3,3%; VPH-6
en 11,9%, y VPH-11 en 5,3% de los casos positivos. El
6% de los casos positivos presentd dos genotipos de
VPH simultaneamente (tres casos VPH 6 y VPH 16; tres
casos VPH 16 y VPH 31; un caso VPH 11 y VPH 33,
y un caso VPH 16 y VPH 33). Un caso presento tres
genotipos de VPH 6, 16 y 31; el cual se traté de una
paciente de 24 afios, soltera y con secundaria completa
(Tabla 4), (Figura 1).

Caso VPH 6
M: Marcador de peso molecular
1: Paciente PVH-6 POSITIVO (159 pb)
2: Control PVH-16 POSITIVO (310 pb)

Caso VPH 16

M: Marcador de peso molecular
1: Paciente PVH-POSITIVO (450 pb)
2: Paciente PVH-16 POSITIVO (310 pb)
3: Control PVH-16 POSITIVO (310 pb)
Figura 1. Deteccidon y genotipificacion del VPH por PCR-
RFLP en muestras cervicales referidas al Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, 2012-2014

El modelo de regresion logistica crudo encontré que la
deteccién de ADN del VPH se relaciona directamente
con edad joven (OR=2,64, IC 95%: 1,14-6,13, p=0,023)
y estado civil soltera (OR=2,31, IC 95%: 1,37-3,91,
p=0,002) (Tabla 2). La posibilidad de detectar un
genotipo de VPH-AR se asocia con el estado civil soltera
(OR=2,19, IC 95%: 1,04-4,62, p=0,040) (Tabla 3).
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Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas de los
resultados de VPH en muestras cervicales referidas al
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Tabla 4. Genotipos positivos de muestras cervicales
referidas al Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2012-2014

OR
crudo

OR
ajustado

Valor

(IC 95%) Valor p (IC 95%)

Edad
17-29 2,64 (1,14-6,13) 0,023 1,80
30-39 1,61 (0,69-3,76) 0,274 1,40
40-49 1,31 (0,54-3,22) 0,549 1,12
250 1,00 1,00
Grado de instruccion

(0,68-4,80) 0,239
(0,53-3,68) 0,491
(0,42-2,99) 0,814

Sin ins-

riecion 375 (085-165) 0,080 372 (0,79-17,37) 0,095
Primaria 0,50 (0,17-143) 0,196 043  (0,15-1,26) 0,126
gaercig“' 1,68 (0,82-3,46) 0,157 1,27  (0,60-2,71) 0,531
$9pe.ri°r’ 1,00 1,00

ecnico
Estado
civil 231 (1,37-391) 0,002 1,84 (1,05321) 0,032
soltera*

*Comparado con el grupo de casada/divorciada/viuda

En el analisis multivariado el estado civil soltera se asocia
a la presencia de ADN del VPH (OR=1,84, IC 95%: 1,05-
3,21, p=0,032) (Tabla 2), mientras que la presencia de
genotipos de VPH-AR no presento variables asociadas
(Tabla 3).

DISCUSION

El presente trabajo es el primero, a nuestro conocimiento,
que describe la frecuencia de los genotipos del VPH en
muestras cervicales y su asociacion con caracteristicas
sociodemograficas en mujeres peruanas.

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas de los
resultados de VPH de alto riesgo en muestras cervicales
referidas al Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas

OR oy Valor OR oy Valor
crudo (IC 95%) p ajustado (IC 95%)

Edad
17-29 1,93 (0,64-5,86) 0,245 1,30 (0,37-4,62) 0,682
30-39 1,36 (0,44-4,19) 0,598 1,06 (0,30-3,74) 0,923
40-49 1,01 (0,30-3,71) 0,993 0,82 (0,23-2,97) 0,765
250 1,00 1,00

Grado de instruccion
Sin
e 2,86 (0,44-18,68)0,273 2,62 (0,37-18,69)0,337

Primaria 0,89 (0,21-3,79) 0,873 0,79
Secundaria 1,91 (0,65-5,57) 0,238 1,50

(0,18-3,43) 0,756
(0,49-4,55) 0,477

Superior/

Técnico 1,00 1,00
Estadocivil ) 19 (104462 0040 184 (0,834,05) 0,131
soltera* ] 3y £) £) E) E) £) )

*Comparado con el grupo de casada/divorciada/viuda
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Genotipos n=151 (%)

Genotipos simples
VPH-16 36 (23,8)
VPH-6 18 (11,9)
VPH-31 12 (8,0)
VPH-11 8 (5,3)
VPH-18 5 (3,3)
VPH-33 5] (3,3)

Genotipos mixtos
VPH6-VPH16 3 (2,0)
VPH16-VPH31 3 (2,0)
VPH16-VPH33 1 0,7)
VPH11-VPH33 1 0,7)
VPH6-VPH16-VPH31 1 0,7)
Genotipo VPH-X 58 (38,4)

Se encontraron 151 casos (32,5%) con presencia del ADN
de VPH en nuestra serie de pacientes referidas de distintos
centros. Esta frecuencia es mayor que la reportada por
Santos et al. ® quien encuentra una frecuencia de infeccion
cervical de 17,7% en su grupo control (196 mujeres sanas
provenientes de la ciudad de Lima), y que la reportada
por Almonte ef al. quien encuentra una frecuencia de
12,6% en 5435 muestras cervicales de la red de salud
del departamento de San Martin durante el 2001 ®. Sin
embargo, bastante similar al 34,5% de infeccion por PVH
de alto riesgo reportado por lwasaki et al. en una serie de
2247 muestras cervicales de mujeres de areas urbanas de
diferentes departamentos del Peru obtenidas entre 2011 y
2013 "; asi como al 33,6% reportado por Li Ning et al. en
poblacion de distintas ciudades de Pert (9.

En relacion a la prevalencia de otros paises de la region,
fue mayor que en Bolivia (3%), Chile (14%), México
(14,5%), Colombia (14,8%) o Costa Rica (16%). Sin
embargo, es inferior a la reportada en adolescentes
de Estados Unidos (64%), en trabajadoras sexuales
de Corea (47%) o mujeres brasileras con lesiones
cervicales (43%) (120, Esta diferencia puede deberse
a que la selecciéon de las pacientes incluidas en el
presente tamizaje fue realizada por el médico tratante
en la institucién de donde proviene el caso. Asi, estos
casos podrian pertenecer a una poblacion de mayor
riesgo de infeccidon que la poblacion promedio.

La alta frecuencia de cualquier VPH desde el extremo
inferior de edad, e incluso los casos con mas de
un genotipo de VPH a edad temprana, corrobora la
recomendaciéon de implementar métodos moleculares
de tamizaje y de educar a la poblacion en riesgo sobre
salud sexual.
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De los casos VPH-positivos, el mas frecuente fue VPH-
16 (23,8%), cifra superior a lo reportado por Santos quien
encontro una frecuencia de 16% ©. No se pudo definir
el genotipo de VPH del 38,4% de los casos debido a
caracteristicas de la metodologia utilizada en el presente
estudio. El uso de otras enzimas de restriccion como Hae
I1l, Dd I, Pst I, Hinf I, Bam HI Sau 3Al, o secuenciamiento
génico del VPH podria permitirnos identificar otros
genotipos de alto riesgo no reconocidos por AFA1, como
el VPH-52 que estuvo presente en el 3,2% de las mujeres
sanas del trabajo de Santos et al. ®. En la actualidad, se
ha incrementado el numero de enzimas de restriccion al
analisis de tamizaje que se realiza en el INEN.

Los casos catalogados como VPH-negativos estudiados
con cebadores especificos MY0O9/MY11 para el gen L1,
deberian de ser corroborados mediante la amplificacién
de otros genes como E6 y E7 para completar el estudio
y descartar la posibilidad de algun falso negativo, como
en el estudio realizado por Santos quien encontré que
19 de las 29 muestras negativas fueron realmente
positivas al estudiarse el oncogén E7 ©).

La edad y el estado civil sirven como importantes
marcadores de riesgo de exposicion de VPH vy otras
infecciones de ftransmision sexual. Ser soltera se
asocio con la presencia de infeccion de VPH-AR. En
forma similar a lo reportado por investigadores de otros
paises, y probablemente relacionado con ausencia de
educacioén sobre salud sexual y métodos de proteccion
contra enfermedades de transmision sexual. El largo
intervalo entre la infeccion por VPH y el desarrollo del
cancer explicaria por qué el CCU es mas frecuente en
mujeres mayores y casadas (9.

Una limitante del presente estudio es la ausencia
de informacién de otros factores asociados con la
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