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RESUMEN

Antecedentes. El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas
en la mujer. Sin embargo, gracias la citologia y a la histopatologia se puede detectar y tratar
oportunamente, reduciendo el impacto de esta enfermedad. Para el cribado del cancer cervical se
ha utilizado tradicionalmente la citologia y actualmente la prueba para deteccién de biologia
molecular para determinar el ADN de los virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) en

mujeres a partir de los 35 afios de edad.

Objetivo: Determinar la prevalencia de infeccién de virus del papiloma de alto riesgo (VPH-AR)
genotipos 16 y 18 por medio de la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) a tiempo
real y relacionar sus resultados con los de la citologia tradicional, en poblacion de mujeres de

entre 35y 64 afios de edad.

Material y métodos: Investigacion experimental descriptiva, longitudinal, abierta, Se incluyeron
1237 pacientes del servicio de colposcopia a las cuales se les realizo de manera conjunta una
citologia cervical convencional y una toma para determinacién del ADN por medio de PCR en
tiempo real de los genotipos 16 y 18 con el sistema COBAS 4800 de Roche. Se realiz6 una base
de datos en Excel y analisis posterior de resultados positivos a VPH-AR y relacidn con citologia

cervical convencional.

Resultados: Con una muestra total 148 pacientes positivas a VPH-AR 16 y 18, siendo 111 de 35 a
64 afos. Se calcularon las variables edad y los resultados de la citologia cervical y PCR. La
distribucién por grupos de edades refleja que entre 45 a 49 afios se encontraron 29 pacientes con
frecuencia maxima de pruebas positivas (26.1%), seguido de 21 pacientes entre 50 a 54 afios
(18.9%). En la citologia cervical convencional se reporta negativo en 89 pacientes (80.1%), NIC 1,
NIC 2 en 14 pacientes (12.6%). En 77 muestras se encontraron resultados positivo al genotipo 16
(69.4%), 28 fueron positivas al genotipo 18 (25.2%) y 6 fueron positivas a ambos genotipo 16 y 18
(5.4%).

Conclusiones: La importancia de utilizar una prueba de deteccion de ADN de VPH-AR permite
identificar separadamente los genotipos 16 y 18, con el propdsito de establecer estrategias que
permitan un seguimiento selectivo de las pacientes infectadas por estos genotipos, que son

mujeres con posibilidades de generar una lesion intraepitelial grave asi como una lesién invasora.

Palabras claves: Virus papiloma humano, Reaccién en cadena de la polimerasa, Céancer

cervicouterino, citologia cervical, genotipo



SUMMARY

Background. Cervical cancer is the second leading cause of death from malignancy in women.
However, with cytology and histopathology can be detected and treated promptly, reducing the
impact of this disease. For cervical cancer screening has been used traditionally and currently
cytology test for detection of molecular biology to determine the DNA of human papillomavirus high

risk (HR-HPV) in women aged 35 years old.

Objective: To determine the prevalence of human papillomavirus infection of high risk ( HR-HPV )
genotypes 16 and 18 by means of the technique of polymerase chain reaction (PCR ) in real time
and relate their results with those of traditional cytology in population of women between 35 and 64

years old.

Material and methods: descriptive, longitudinal, open experimental Research, 1237 patients from
the colposcopy which were jointly performed a conventional cervical cytology and a socket for DNA
determination by real-time PCR genotypes were included 16 and 18 with the Roche COBAS 4800
system. A database in Excel and subsequent analysis of HPV - positive results regarding AR and

conventional cervical cytology was performed.

Results: With a total sample of 148 patients positive HR-HPV 16 and 18, being 111 35 to 64 years.
The following variables were calculated, resulting cervical cytology and PCR. The distribution by
age groups shows that between 45 to 49 years 29 patients were found with a high frequency of
positive tests ( 26.1 %) , followed by 21 patients aged 50-54 years ( 18.9 %). In conventional
negative cervical cytology reported in 89 patients (80.1 %) , CIN 1, CIN 2 in 14 patients (12.6 % ),
77 positive for genotype 16 (69.4 %) in 45-49 years , 28 positive for genotype 18 ( 25.2 % ) at 35-39
/ 50-54 years and 6 positive for genotypes 16 and 18 (5.4 % ) in 45-49 years . From a total of 8
positive cytology (7.8 %) (Graf.1-5.)

Conclusions: The importance of using a test for HR-HPV DNA can separately identify genotypes 16
and 18 in order to devise strategies for selective monitoring of patients infected with these

genotypes are women with the potential for injury severe intraepithelial lesion and invasive.

Keywords: Human papillomavirus high risk, chain reaction polymerase, Cervical Cancer, cervical

cytology, genotype.



INTRODUCCION

El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en la mujer. Sin
embargo, gracias a la citologia y a la histopatologia se le puede detectar tempranamente y tratar

oportunamente, reduciendo el impacto de esta enfermedad.*

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa
de mortalidad femenina por cancer en todo el mundo, con unas 300,000 muertes al afio. 2 El 80%
de los casos corresponden a los paises en vias de desarrollo cerca de 500 000 casos nuevos se
presentan cada afio. Tan solo en el afio 2002 se presentaron 493 243 y de estos, 273 505 fueron
decesos En México, en el afio 2002, se presentaron 12 512 nuevos casos de cancer
cervicouterino, de los cuales 5 777, el 46% de los casos, fueron decesos.” Esta enfermedad fue la
primera causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer, ocupando un 16.6% de otros
canceres.”? La mayoria de las mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y 50 afios de
edad. Sin embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jovenes infectadas, que a edades de 20y
30 afios se les diagnostica cancer cervicouterino.®

Casi todos (99,8%) los casos de cancer de cuello uterino se deben a tipos especificos de un virus

DNA tumoral transmitido por via sexual, que se denomina virus del papiloma humano (VPH). >6

El virus de papiloma humano (VPH) pertenece a la familia de Papoviridae. Ellos tienen una capside
de 72 capsomeros contenidos en el genoma viral. Los capsomeros estan formados por 2
estructuras proteicas: proteinas tardias 57 kD, L | (L de late tardio), el cual cuenta para el 80% de
las particula viral, y el menor 43-53 kD de la proteina cédpside L2. Los VPH son relativamente
estables y porque no tienen cubierta, permanecen contagiosos (contaminantes) en un ambiente

hamedo por meses. En general, causan infecciones epiteliales locales. 8

Clasificacion de los papilomavirus

Basada en las diferentes secuencias del DNA dentro del la regién del cédigo de las proteinas
tempranas E6, E7 y de la proteina tardia L1.Genotipos tienen < del 90% de la secuencia homéloga
del DNA en esas regiones: alrededor de 130 han sido descritos, a la fecha.® Subtipos tienen
homologia del 90-98% dentro de un genotipo. Las variantes tienen homologia del > 98% dentro

de un subtipo.®*®

El origen del cancer cervical ahora ha sido probado mas alla de cualquier duda razonable.
Estudios recientes han demostrado que el DNA del VPH, se puede encontrar en el 99.7% de todos
lo carcinomas cervicales, siendo los mas frecuentes los tipos de VPH 16, 18, 45 y 31. Basados en

esas observaciones, los VPH anogenitales se ha dividido en dos grupos: el primero asociado con

10



riesgo alto para el desarrollo de cancer cervico uterino. Los VPH de alto riesgo (HR) (16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82), y el segundo grupo con potencial bajo
carcindgeno (6, 11, 40, 43, 44, 54, 61, 72 y 81).">" Ahora se ha probado mas alla de una duda
razonable que la infeccién con VPH de alto riesgo es un prerrequisito necesario para el desarrollo
de céancer cervical, y la Organizacion Mundial de la salud (WHO) ha reconocido que los VPH 16 y

18 son agentes carcinégenos para los humanos.***%*

El riesgo de contraer un VPH genital esta influenciado por la actividad sexual, por lo que el CaCu

sigue un patron tipico de enfermedades transmitidas sexualmente.*?

» Promiscuidad. Hay una fuerte asociacion entre el numero de parejas que han tenido tanto la
mujer como su compafiero a lo largo de su vida y la adquisicion del VPH

*Actividad sexual a temprana edad.

* Tener historial de otras enfermedades transmitidas sexualmente.

» Verrugas genitales, test de Papanicolaou con resultados anormales.

* Pareja sexual con cancer de cérvix o de pene.

» Edad. La infeccion es mas comun en mujeres jovenes sexualmente activas

El CaCu es mas comin después de los 35 afios, lo que sugiere infeccibn a temprana edad y
progresion lenta a cancer

» Persistencia viral. Comun entre los tipos virales de alto riesgo y factor determinante en el
desarrollo a cancer. La persistencia puede inducir cambios genéticos secundarios dado que las
proteinas virales interfieren con los puntos de control del ciclo celular e inducen inmortalizacion de
los queratinocitos.

» Uso prolongado de anticonceptivos orales. La region larga de control, LCR por las siglas en
inglés, en el genoma viral, contiene elementos de respuesta a glucocorticoides, inducibles por
hormonas esteroidales como la progesterona (componente activo de los anticonceptivos orales) y
la dexametasona. Estudios han reportado el uso de anticonceptivos orales y la alta positividad al
DNA viral

» Coinfeccién con otros virus, como el del herpes simple (HSV) tipo 2, citomegalovirus (CMV),
herpes virus humano tipos 6 y 7(HHV-6), detectados todos en el cérvix.

» Carga viral. Correlaciona directamente con la severidad de la enfermedad. EI VPH 16 puede
alcanzar una carga viral mas alta que otros tipos virales.

» Predisposicién genética. Representa el 27% del efecto de los factores subyacentes para el

desarrollo del tumor. °*?
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La prevalencia de infeccion por VPH alrededor del mundo en mujeres va de un 2% a un 44%, mas
alta entre mujeres jovenes, decayendo conforme la edad aumenta. Ademaés, la incidencia de
infeccién con tipos virales oncogénicos parece ser mas alta que aquella con tipos virales no
oncogénicos. La mayoria de las lesiones leves o moderadas revierten espontdneamente en

individuos inmunocompetentes. **?

Se sabe que mas del 70% de las adolescentes sexualmente activas y mujeres jovenes adquieren
una infeccidn por VPH. Sin embargo, la mayoria son transitorias y solo cerca del 25% desarrollan
una lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL por las siglas en inglés bajo el sistema Bethesda de
clasificacion de células displasicas cervicales). Después, solo del 20 a 40% de estas LSIL
progresaran a lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL). Esto significa que aquellas mujeres
gue en alguna ocasion adquieren un VPH, solo el 5 o 10% de ellas desarrollaran una HSIL,
mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no mostraran evidencia alguna del tipo viral
adquirido después de 12 a 36 meses."? Sin embargo, en aquellos con una deficiencia inmune,
heredada o inducida farmacoldgicamente, hay una fuerte tendencia para que la infeccion persista
y malignice en caso de infeccion con VPH de alto riesgo oncogénico. Si el virus permanece en
forma latente, una mujer que parece haber tenido una regresién de su infeccién entre sus visitas de

seguimiento estaria aln en riesgo de desarrollar alguna lesion asociada al VPH.*

La prueba de ADN del VPH: Esta prueba detecta alrededor de 13 tipos del virus que son los que
estan asociados a la presencia de cancer cervical. La importancia de identificar en este estudio los
serotipos 16 y 18 es debido al alto porcentaje de presentacion para adquirir neoplasia intraepitelial,

siendo estos especificos de alto riesgo. ***

Estd indicada junto a la citologia en el escrutinio de mujeres a partir de 35 afios. Esta prueba
mostré que la capacidad de identificacién de la presencia de células pre cancerosas o el cancer de
cérvix fue del 94,6 por ciento en test de VPH, frente al 55,4 por ciento de la citologia. Una técnica
no excluye a la otra.”* En las mejores condiciones, el Papanicolaou tiene una sensibilidad (la
capacidad de la prueba de detectar el total de enfermas) del 58 por ciento y una especificidad_(la
capacidad de detectar el total de sanas) del 96 por ciento. En cambio, la prueba de VPH tiene una
sensibilidad del 95 por ciento y una especificidad del 94 por ciento. Dirigirla a las mayores de 30
afios, que por lo general no tienen capacidad de eliminar las lesiones, y que presenten una

infeccién persistente, para poder diagnosticar lesiones de alto riesgo. *
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Aunque la citologia cervical ha contribuido enormemente a la reduccion de la morbimortalidad del
cancer cervical, su sensibilidad para detectar lesiones precursoras de cancer es muy baja,
aproximadamente del 55,4%. En comparacion, la prueba de deteccion del ADN de los genotipos
VPH-AR en muestras cervicales tiene una sensibilidad de hasta el 96,6% para detectar lesiones

precancerosas aunque es menos especifica que la citologia. *°

Sin embargo, el verdadero valor de la prueba de deteccion del ADN de los VPH-AR es su altisimo
valor predictivo negativo cercano al 100% que permite espaciar los cribados con la seguridad de no
desarrollar NIC3 en, por lo menos, 3 afios y algunos autores aseguran que hasta 5 afios.™* 16
También hay que considerar que no todos los tipos de VPH son igual de oncogénicos. Los
genotipos 16 y 18 se encuentran en el 70% de lesiones LEIAG y en el 75% de los casos de cancer
cervical. Esta comprobado que el riesgo de desarrollar LEIAG en las mujeres infectadas por estos
genotipos es bastante mayor que en las infectadas por otros genotipos distintos.™*"
Recientemente se ha propuesto un seguimiento distinto de las pacientes mayores de 30 afios
infectadas con estos genotipos aunque la citologia sea normal o células atipicas de significado
incierto (ASCUS). Por lo tanto, es muy importante que las pruebas de deteccion del ADN de AR-
VPH detecten separadamente los genotipos 16 y 18 para hacer un seguimiento exhaustivo a estas
pacientes. El sistema cobas 4800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) esta compuesto por el
automatico cobas X, el termociclador cobas Z y el software necesario para la realizacién de una
PCR a tiempo real con primers de la regién L1 del VPH. Los resultados aparecen en pantalla
diferenciados en cuatro canales: genotipo 16, genotipo 18, otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 68, 66) y beta-globina que se usa como control interno en cada muestra.****°

13



OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia de los subtipos 16 y 18 del VPH-AR en mujeres de entre 35 a 64 afios en el

Hospital Regional ISSSTE “Lic. Adolfo Lopez Mateos” y su correlacidén con resultado de citologia

cervical tradicional.

o M WD

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar genotipos 16 y 18 del VPH con PCR a tiempo real implementando la prueba
VPH-AR COBAS 4800.

Analisis de resultados de citologia cervical con los resultados de la prueba de PCR.
Establecer las pacientes que tienen alto riesgo de progresar a cancer cervicouterino.
Desarrollar protocolos de manejo y tratamiento en pacientes con VPH de alto riesgo.

Darle seguimiento a estas pacientes durante el periodo de estudio.

HIPOTESIS
Ha: La prueba PCR muestra mayor sensibilidad ante la prueba de citologia convencional

Ho: La prueba PCR no muestra mayor sensibilidad ante la prueba de citologia

convencional

14



MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio abierto, descriptivo, experimental, longitudinal, comparativo, en las siguientes

etapas:

Etapa |: Recoleccién de datos bibliograficos, hemerograficos, via Internet e institucionales.
Redaccion y andlisis del proyecto de investigacion.

Etapa Il: Revision y correccion del protocolo, asi como su registro en el Comité Local de
Investigacion del ISSSTE.

Etapa Ill: Seleccion de pacientes con PCR para VPH-AR 16 y 18 con Cobas 4800 realizando una
amplificacion del ADN diana mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacion
de acidos nucleicos en tiempo real, se realiza el extendido en laminilla y fijado de manera
tradicional, el material excedente de la brocha se coloco en el vial correspondiente para su
procesamiento en el laboratorio de biologia molecular.

Etapa IV: Se inici6 el estudio de investigaciébn seleccionando las pacientes del servicio de
colposcopia: incluyendo a 1237 pacientes en el periodo comprendido de marzo 2012 a marzo
2014. Se les realizé toma de muestra de células de la zona de transformacién con una brocha de
polietileno desechable de manera conjunta, para un extendido de citologia cervical convencional y
posteriormente se colocd el resto del material en un vial para ser enviado al laboratorio de biologia
molecular y ser procesado con el sistema Cobas 4800 .

Etapa V: Se da seguimiento a la toma de muestras y recaban resultados durante un periodo de dos
afios, Se procedio a recabar mediante una base de datos generales de las pacientes; de un total
de las tomas 148 muestras resultan positivas a genotipo VPH 16 y 18. Se aplican criterios de
inclusidn y exclusion en edades de entre 35 a 64 afios, obteniendo dentro de este rango de edad
111 pacientes positivas a VPH-AR 16y 18.

Etapa VI: Se realiza analisis de resultados de citologia convencional con resultado de PCR positivo
a los genotipos del Virus del papiloma Humano 16 y 18, La informacion obtenida se coloco en una
hoja en formato Excel 2013 de recoleccion de datos con la Identificacién de la paciente, asi como
los resultados del estudio de citologia cervical y de PCR positivos a VPH 16 y 18.

Para comprobar la asociacién entre las diversas variables y sus categorias se aplicé la prueba de t
student, v de cramer, chi cuadrada, contingencia entre variables, frecuencia entre variables y

correlacion de gréfica 2x2 para andlisis de sensibilidad y especificidad
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GRUPO DE ESTUDIO Y TAMANO DE LA MUESTRA

Se recaban en total 1237 muestras de pacientes del servicio de colposcopia Hospital Regional Lic.
Adolfo Lépez Mateos ISSSTE, en quienes se realizé citologia cervical convencional y una prueba
de ADN por medio de PCR para deteccion VPH-AR.

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes de entre 35 a 64 afios del servicio de colposcopia que acudan a toma de
muestra para PCR, citologia cervical y colposcopia en Hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos
ISSSTE.

2. Resultados positivos a PCR para VPH-AR en el grupo muestra

CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes con diagnostico de cancer cervico uterino.
2. Pacientes menores de 35 afios y mayores de 64 afios.

3. Muestras con resultado no satisfactorio

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se ajustar a los lineamientos establecidos en la declaracién de Helsinki y por el Hospital
Regional ISSSTE “Lic. Adolfo Lopez Mateos” en materia de investigacion clinica.

En relacion al riesgo para el sujeto de estudio de acuerdo a la Ley General de Salud es
Investigacion sin riesgo para el sujeto de estudio.

También se ajustara a los lineamientos establecidos por la Secretaria de Salud y por el Hospital
Regional ISSSTE “Licenciado Adolfo Lépez Mateos” en materia de manejo de informacion del

expediente clinico.
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RESULTADOS

El presente andlisis lleva como objetivo conocer de manera estadistica la muestra de las 111
pacientes encontradas en el rango de edad entre 35 a 64 afios debido a que en este rango se
concentra la mayor parte de las 148 pacientes incluidas. Se utiliza chi cuadrada, v de cramer, t

student, contingencia entre variables, frecencia entre variables, coorrelacion y grafica 2x2

El primer acercamiento estadistico de la muestra lo encontramos al calcular la frecuencia de la de

las variables Edad de la paciente, Resultados de la Citologia Cervical y Resultados de PCR.

Sobre la variable Edad de la Paciente (ver Fig. 1); hallamos que las pacientes de entre 45 a 49
afios; del rango de 35 a 64 afios, obtuvieron la frecuencia maxima esperada con 29 pacientes que
equivalen al 26.1% del total de la poblacion, le sigue el rango de entre 50 a 54 afios con 21

pacientes equivalentes al 18.9% de las 111 pacientes incluidas (Grafica. 1).

La siguiente variable necesaria para nuestro analisis es Resultados de la Citologia Cervical (ver
Fig. 2) en la que encontramos que los Resultados Negativo y Negativo Respuesta Inflamatoria
suman 89 pacientes representando 80.1% y la Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC I, NIC II)
suman 14 pacientes (12.6%), la Atipia de Significado Indeterminado (ASC-US) conserva a 7

pacientes (6.3%) el reporte de NIC Il se encontr6 solamente en una paciente (0.9%) (Grafica. 2).

La Ultima variable de analizar es Resultados PCR de la Paciente (Figura. 3) donde las pacientes
con positivo 16 son 77 que equivalen al 69.4%, 28 pacientes resultaron positivo 18 (25.2%), 6 de

las 111 pacientes resultaron positivo 16-18 y representan al 5.4% (Grafica. 3)

Se realizaron dos céalculos de contingencia, uno para la variable Resultados de Citologia Cervical y
otro para la variable Resultados PCR con la variable Edad de la paciente para saber los
porcentajes y el grado de correlacion entre ellas. Encontramos los siguientes datos: la relacion
observada entre la edad y los positivos a NIC |, NIC 11 Y NIC lll, es positiva en el andlisis ya que el
rango de edad con mayor nimero de pacientes es el que va de 35 a 39 afios con 6 pacientes
(5.4%) las siguientes pacientes con resultados positivos se encuentran entre los 45 afios hasta los
64 afios, 8 pacientes en total, equivalentes al 7.2%. Con diagnostico citolégico de NIC Il lo tiene
solamente una paciente en el rango de edad de 40 a 44 (Figura. 4). Las clasificaciones Negativo y
Negativo Respuesta Inflamatoria contienen a la mayoria de las pacientes en la edad de los 45-49
(23 pacientes, 20.7%).
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La Atipia de Significado Indeterminado presenta la mayor frecuencia con 5 pacientes en las edades

45-49; al igual que la clasificacion anterior (ver Graf. 4).

La siguiente variable sometida al calculo de contingencia es resultados de PCR (ver Fig. 5);
encontrando que la clasificacion Positivo VPH 16 aparece en las pacientes de entre 45 a 49 afios,
ya que sefiala que 21 pacientes de las 77 incluidas en esta clasificacion, se encuentran en este
rango de edad. La clasificacion Positivo VPH 18 presenta la mayor frecuencia en dos grupos de
pacientes; la primera en las edades de 35 a 39 afios con 7 pacientes y el segundo grupo, en el
rango de 50 a 54 afios con 6 pacientes que equivalen al 46.4% de las 28 pacientes positivas en
esta clasificacién. El resultado Positivo a VPH 16 y 18 presenta una frecuencia maxima en el rango
de edad de entre 45 a 49 afios con 3 pacientes (50% de las 6 pacientes positivas en esta

clasificacion) (Graf. 5).

Para encontrar la prevalencia de las pacientes con NIC 1 y NIC2 que resultaron positivo al VPH AR
(16, 18 y 16-18) realizamos una tabla de contingencia donde encontramos que de las 77 pacientes
que resultaron Positivo al VPH 16; 4 (3.6%) se encuentran con un resultado positivo a NIC 1; 2
pacientes (1.8%) y 3 (2.7%) resultaron positivo a NIC 2. Por lo tanto estas 9 pacientes representan
el 8.1% del 69.4% total del resultado VPH AR 16.

Sobre las pacientes con resultado positivo a VPH AR 18; encontramos que s6lo 3 pacientes
(2.7%); de las 28 incluidas en esta clasificacion; resultaron positivo a NIC 1; es decir, casi una
décima parte del total de las pacientes positivas a VPH 18 que responden a una cuarta parte

(25.2%) de las 111 pacientes incluidas en el protocolo.

Se obtuvo el mismo patron de prevalencia en las pacientes con positivo en la prueba de PCR para
VPH 16-18 con un porcentaje menor al anterior ya que sélo 2 pacientes (1.8%) resultaron con NIC
1; que representan el 33.3% de las 6 pacientes positivas a VPH 16-18 (5.4%) de las 111 pacientes

incluidas en el protocolo (Graf. Contingencia)

Al célculo de las pruebas de contingencia, hallamos que la Chi-cuadrada de Pearson esperada
tiene un valor de 10,27; el valor de la significancia asintdnica es de ,592; los grados de libertad
alcanzan 12 puntos. La razén de verosimilitud tiene un valor de 10,52 y una significancia de ,570 y

comparte el mimo puntaje de grados de libertad.
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El coeficiente de Phi en la contingencia de variables nominales present6 un valor de ,304 con una
significancia aproximada de ,592 al igual que la VV de Cramer que presenta un valor de ,215.

En el célculo del coeficiente T de Student encontramos que al 95% de intervalo de confianza
tenemos un valor superior de 1,47 (96.47%) e inferior de 1,25 (93.75%), es decir, el grado de

confianza es apto para asumir la hipétesis de investigacion.

Por ultimo se analizaron graficos de dispersion, coorrelacion y grafica 2x2 para establecer la
sensibilidad y especificidad de ambas pruebas, asi mismo se aplico la curva COR, mostrando que
existe relacién directa entre ambas pruebas, sin embargo siendo esta relacion bastante estrecha
entre los resultados positivos con citologia cervical convencional y PCR para VPH-AR, en la curva

COR se muestra con mayor especificidad que las dos variables tienen una empatia similar.
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DISCUSION

Se ha probado que la infeccién con VPH-AR es un prerrequisito necesario para desarrollo de
cancer cervical, y la OMS ha reconocido que los VPH 16 y 18 son agentes carcindgenos en
humanos. La prueba de VPH con sensibilidad del 95% y una especificidad del 94 % en mujeres
mayores de 30 afios por disminucion en la capacidad de eliminar las lesiones, presentando una
infeccion persistente, por lo tanto la viabilidad para poder diagnosticar lesiones de alto riesgo es

también mas elevada.

En este protocolo hallamos que las pacientes que presentan VPH 18 se encuentran entre los 35 a
los 39 afios y de los 50 a los 54 afios; pero las pacientes con mas carga probable a salir positivas
en una prueba VPH 16 y VPH 16-18 son aquellas que se encuentran entre los 45 a los 49 afios de
edad. En nuestro servicio, la Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC1, NIC 2) suman 14 pacientes
(12.6%), la Atipia de Significado Indeterminado (ASC-US) conserva a 7 pacientes (6.3%) .

La asociacion de resultados positivos a citologia cervical convencional (NIC 1y NIC2) y la prueba
PCR para VPH-AR encontramos asociacion en prevalencia de 8.1% con resultado positivo a
citologia y VPH-AR genotipo 16, 2.7% positivo a citologia convencional y a VPH-AR genotipo 18, y
un mismo patrén de prevalencia en aquellas positivas a citologia cervical con PCR VPH genotipo
16-18 en 1.8% de las 111 pacientes incluidas en el protocolo. Esto nos ayuda a desarrollar

protocolos de manejo y tratamiento en pacientes con genotipos de VPH de alto riesgo.

Se analizaron gréficos de dispersion para establecer la sensibilidad de ambas pruebas, asi mismo
se aplico la curva COR, mostrando que existe relacion directa entre ambas pruebas, sin embargo
siendo esta relacién bastante estrecha entre los resultados positivos con citologia cervical
convencional y PCR para VPH-AR, en la curva COR se muestra con mayor especificidad que las
dos variables tienen una empatia similar. El calculo de t de student asume tomar en cuenta la
hipétesis alternativa por lo tanto la prueba PCR es mas sensible aunque la significancia de la

sensibilidad no es tan representativa al momento.

Los datos estudiados ejercen un peso sobre los tratamientos y las investigaciones péstumas ya
gue nos ayudaron a localizar; de manera empirica, los factores de riesgo para el probable
desarrollo de Cancer Cervicouterino en pacientes con ciertas caracteristicas. Lo que se pretende
es conocer a las pacientes con alto riesgo de progresar a cancer cervicouterino invasor, asi mismo
correlacionar su resultado con la citologia cervical; el uso de la nueva prueba de PCR nos
permitira desarrollar protocolos de prevencion y manejo para este tipo de pacientes en nuestro
hospital e interior de la republica para con esto lograr un mejor seguimiento y tratamiento oportuno

de la patologia.

20



CONCLUSIONES

Se incluyeron a 111 pacientes femeninas de 35 hasta 64 afios de edad, del servicio de colposcopia
en el Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos ISSSTE que acudieron a toma de muestra para

PCR y Citologia Cervical.

La evidencia reporta que podria considerarse como factor de riesgo; para el desarrollo de Cancer

Cervicouterino, la edad y un resultado positivo de las pruebas mencionadas.

Obtuvimos que la relacion observada entre la edad y los positivos a la Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC |, I/LEIBG, ll) es positiva en el analisis ya que el rango de edad con mayor nimero de
pacientes es el que va de 35 a 39 afios y representa el 5.4% las siguientes pacientes con
resultados positivos se encuentran entre los 45 afios hasta los 64 afios, equivalentes al 7.2%. El
resultado Positivo a VPH 16-18 presenta una frecuencia maxima en el rango de edad de entre 45 a
49 afos; 50% de las 6 pacientes positivas en esta clasificacion. La asociacion de pruebas positivas
a PCR VPH-AR y citologia convencional positiva (NIC I, NIC I/LEIBG, NIC Il) se encuentra con una
prevalencia de 8.1 % para genotipo 16, 2.7% para genotipo 18 y 1.8% para genotipo 16 y 18.

Actualmente la medicina debe enfocarse en la prevencién de las enfermedades antes que en la
curaciéon de las mismas, siendo de gran importancia para con ello evitar su presentacién y
complicaciones posteriores. Con este estudio pudimos analizar que la citologia cervical ha
contribuido enormemente a la reduccion de la morbimortalidad del cancer cervicouterino siendo en
primera instancia el principal método de deteccién, por lo que es indispensable la formacion de
Citotecndlogos en todos los paises en vias de desarrollo y el uso de los instrumentos que
mejoren la calidad de la muestra celular como es la brocha de polietileno en nuestro caso. Con la
nueva prueba de deteccién de VPH-AR para detectar los genotipos 16 y 18 se logra analizar la
presencia de virus de alto riesgo oncogénicos analizando que existe una relacion directa entre las
variables analizadas en citologia cervical convencional y PCR para deteccion de lesiones
precursoras de cancer cervicouterino, mostrando una mayor sensibilidad y epecificidad para la
prueba PCR, brindandonos informacion importante para continuar con estas pruebas de deteccion

en nuestro programa de salud de manera imprescindible.
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TABLAS Y GRAFICAS

TOTAL DE PACIENTES ESTUDIADAS CON PCR POSITIVO A VPH-AR 16-18 EN SERVICIO DE
COLPOSCOPIA HRLALM
HRLALM | Total de | Total de | Total de | Citologi | Citologia Positivo | Citologi | Positivo | Positivo | Positivo
muestras | pacientes | pacientes a Proceso ASCUS/ | a S S 16-18
procesad | Negativos | positivo 16 | Negativ | inflamatorio | LEIBG positiva | 16 18
as aléyl18 |yl8 aenpx|enpx(+)16 | en px|en px
(+) 16y | y18 (+) 16y | (+) 16y
18 18 18
COLPOS | 1237 1089 148 36 80 13 19 106 35 7
COPIA
Tab Datos 1. Tabla de recoleccién de datos en total de pacientes con prueba PCR;
positividad a VPH-AR 16 y 18, con resultados de citologia convencional
MUESTRA PACIENTES ENTRE 35 Y 64 ANOS DE EDAD CON PCR POSITIVO A
VPH-AR 16 Y 18 EN SERVICIO DE COLPOSCOPIA HRLALM
HRLALM | Total de | Total de | Total de | Citologia Citologia Positivo | Citologi | Positivo | Positivo | Positivo
paciente | pacientes | muestra Negativa Proceso ASCUS/ | a s S 16-18
S excluidos en px (+) | inflamatorio | LEIBG positiva | 16 18
positivo | por edad 16y 18 enpx(+)16 |en px [ NIC I o
16y 18 y 18 (+) 16 y | NIC Il
18 en pX
(+) 16 y
18
PACIENTE | 148 37 111 27 62 8 14 77 28 6

Tab Datos 2. Tabla de recoleccién de datos en muestra de pacientes entre 35y 64 afios de

edad con prueba PCR positiva a VPH-AR 16 y 18 con resultados de citologia convencional
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Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje
acumulado
35-39 19 17,1 17,1 17,1
40-44 17 15,3 15,3 32,4
45-49 29 26,1 26,1 58,6
Validos 50-54 21 18,9 18,9 77,5
55-59 16 14,4 14,4 91,9
60-64 9 8,1 8,1 100,0
Total 111 100,0 100,0
Fig. 1 Tabla de distribucidn de la variable Edad de la Paciente en pacientes con
Resultados positivos a VPH-AR 16 y 18
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Resultados positivos a VPH-AR 16y 18
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Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
ASC-US 7 6,3 6,3 6,3
LIEAG 9 i) 7,2
NEGATIVO 27 24,3 24,3 31,5
NEGATIVO PROCESO
62 55,9 55,9 87,4
Validos INFLAMATORIO
NIC | 8,1 8,1 95,5
NIC I/ LEIBG 1,8 1,8 97,3
NIC Il 2,7 2,7 100,0
Total 111 100,0 100,0
Fig. 2 Distribucién de la variable Resultados de la Citologia Cervical en pacientes
de 35 a 64 afios de edad con resultado positivo a VPH-AR 16 y 18
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Graf. 2 Distribucién de la variable Resultados de la Citologia Cervical en pacientes de 35 a 64
afios de edad con resultado positivo a VPH-AR 16y 18
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Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje
acumulado
POSITIVO 16 77 69,4 69,4 69,4
" POSITIVO 16-18 6 5,4 54 74,8
Validos
POSITIVO 18 28 25,2 25,2 100,0
Total 111 100,0 100,0
Fig. 3 Distribucion de la variable Resultados de PCR positivos a
VPH-AR 16 y 18 en rango de edad de 34 a 65 afios
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Graf. 3 Distribucién de la variable Resultados de PCR positivos a
VPH-AR 16 y 18 en rango de edad de 34 a 65 afios
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EDAD DE LA PACIENTE Total
35-39 | 40-44 | 45-49 | 50-54 | 55-59| 60-64
Recuento 1 1 5 0 0 0 7
ASC-US
% del total | 0,9%| 0,9% 4 5% 0,0%| 0,0% 0,0% 6,3%
Recuento 0 1 0 0 0 0 1
LIEAG
% del total | 0,0% | 0,9% 0,0% 0,0%| 0,0% 0,0% 0,9%
Recuento 4 5 7 5 3 3 27
NEGATIVO
% del total | 3,6%| 4,5% 6,3% 45%]| 2,7% 2,7%| 24,3%
RESULTADOS
NEGATIVO Recuento 8 10 16 14 9 5 62
CITOLOGIA
PROCESO
CERVICAL DE LA % del total | 7,2%| 9,0%| 14,4%| 12,6%| 8,1% 45%| 55,9%
INFLAMATORIO
PACIENTE
TG Recuento 4 0 1 1 3 0 9
% del total | 3,6%| 0,0% 0,9% 0,9%| 2,7% 0,0% 8,1%
Recuento 0 0 0 1 1 0 2
NIC | / LEIBG
% del total | 0,0%| 0,0% 0,0% 0,9%| 0,9% 0,0% 1,8%
I Recuento 2 0 0 0 0 1 3
% del total | 1,8%| 0,0% 0,0% 0,0%| 0,0% 0,9% 2, 7%
Recuento 19 17 29 21 16 9 111
Total 17,1] 15,3 14,4
% del total 26,1%| 18,9% 8,1%| 100,0%
% % %

Fig. 4 Tabla de Contingencia de las variables Resultados de la

Citologia Cervical vs Edad
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Graf. 4 Contingencia de las variable Resultados de Citologia Cervical vs Edad
de la paciente (34 a 65 afios) positivos a VPH-AR 16 y 18 en PCR
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EDAD DE LA PACIENTE Total
35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64

POSITIVO |Recuento 12 12 21 14 11 7 77

RESULTADOS 16 %deltotal | 10,8%| 10.8%| 18,9%| 12.6%| 99%| 6.3%| 69,4%
PCR DE LA POSITIVO |Recuento 0 1 3 1 1 0 6
PACIENTE 16-18 %deltotal | 0,0%| 09%| 27%| 09%| 09%| 00%| 54%
POSITIVO |Recuento 7 4 5 6 4 2 28

18 % del total 6,3% 3,6% 4 5% 5,4% 3,6% 1,8%| 25,2%

Total Recuento 19 17 29 21 16 9 111
% del total 17,1%| 15,3%| 26,1%| 18,9%| 14,4% 8,1%| 100,%

Fig. 5 Tabla de Contingencia de las variables Resultados de
PCR positivos a VPH-AR 16 y 18 vs Edad del Paciente
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RESULTADOS PCR DE LA PACIENTE Total
POSITIVO | POSITIVO 16- | POSITIVO
16 18 18
Recuento 6 0 1 7
ASC-US
% del total 5,4% 0,0% 0,9% | 6,3%
Recuento 1 0 0 1
LIEAG
% del total 0,9% 0,0% 0,0% | 0,9%
Recuento 18 2 7 27
NEGATIVO
% del total 16,2% 1,8% 6,3% | 24,3%
RESULTADOS PAP | NEGATIVO PROCESO | Recuento 43 2 17 62
DE LA PACIENTE INFLAMATORIO % del total 38,7% 1,8% 15,3% | 55,9%
Recuento 4 2 3 9
NIC |
% del total 3,6% 1,8% 2,7%| 8,1%
Recuento 2 0 0 2
NIC | / LEIBG
% del total 1,8% 0,0% 0,0%| 1,8%
Recuento 3 0 0 3
NIC I
% del total 2, 7% 0,0% 0,0%| 2,7%
Recuento 77 6 28 111
Total 100,0
% del total 69,4% 5,4% 25,2%

%

Tabla Contingencia. Resultados citolégicos * PCR positivos a VPH-AR 16 y 18

30




Recuento

S0

40—

30

204

10

RESULTADCOS
FCR DE LA
FPACIEMNTE

W rosITIVD 16
ErosImvo 16-18
CrosITIvVOD 18

[]
]
[

I :IIN—!
U
L

Il 200

e
DE374 | 3IN=

SM35V=
OALYOd

OO LTI 14N O53204d DALY

Graf. Contingencia de las variables Resultados Citolégicos vs
Resultados PCR positivos a VPH-AR 16 y 18
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Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 10,276 12 ,592
Razén de verosimilitudes 10,522 12 ,570
N de casos validos 111
Medidas simétricas
Valor Sig.
aproximada
Phi ,304 ,592
Nominal por nominal V de Cramer ,215 ,592
Coeficiente de contingencia ,291 592
N de casos validos 111
a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
Prueba para una muestra
Valor de prueba =0
t gl Sig. Diferencia 95% Intervalo de confianza
(bilateral) [ de medias para la diferencia
Inferior Superior
RESULTADOS DE
24,519 110 ,000 1,360 1,25 1,47
PCR CODIFICADOS
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Graficas de dispersion para establecer sensibilidad de la citologia cervical

convencional vs PCR positivo a VPH-AR 16 y 18
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RESULTADOS DE PCR
CODIFICADOS

0O 0o ¢ 0 O O 0

O

c 8 O O o

CODIFICADOS
o

RESULTADOS CITOLOGIA

RESULTADOS DE PCR
CODIFICADOS

RESULTADOS CITOLOGIA
CODIFICADOS

RESULTADOS
PCR DE LA
FACIENTE

I POSITIVD 16
CIPOSITVD 16-18
POSITIVG 18

Resumen del proceso de casos

EDAD DE LA PACIENTE

N valido ( segun lista)

Positivo®

19

Negativo

92

Los valores mayores en la variable de resultado de contraste indican una mayor

evidencia de un estado real positivo.

a. El estado real positivo es 35-39.
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Susceptibilidad

Curva COR

1,0

0,5 S

0,4~ -

0,0 T T T
04 0

1 - Especificidad

0,8

1,0

Pracedencia de la curva

___ RESULTADOS DE PCR
CODIFICADOS

__ RESULTADOS CITOLOGIA
CODIFICADOS

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Area bajo la curva

CODIFICADOS

Variables resultado de contraste Area
RESULTADOS DE PCR CODIFICADOS ,525
RESULTADOS CITOLOGIA 608

DE PCR CODIFICADOS ,
real positivo y el grupo de estado real negativo.

Los estadisticos pueden estar sesgados .

La variable (o variables) de resultado de contraste: RESULTADOS
RESULTADOS
CODIFICADOS tiene al menos un empate entre el grupo de estado

CITOLOGIA
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ANEXOS

Carta de Consentimiento informado

lSSSTE Fecha

Nombre:

En calidad de paciente del servicio de Colposcopia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez
Mateos” del I.S.S.S.T.E.

No. expediente

Acepto: Que el Doctor

Médico del servicio de colposcopia me informo en forma entendible lo siguiente:

1.- En qué consiste el procedimiento para la toma del estudio de citologia (conocido como
Papanicolaou).

2.- En qué consiste el procedimiento de toma de la prueba de PCR para deteccién del ADN del
virus del papiloma humano.

3.- En qué consiste el procedimiento para la toma de una biopsia en caso de requerirse de acuerdo
a mi evaluacion clinica.

4.- En qué consisten los procedimientos terapéuticos como: criocirugia, esferolisis, conizacién con
electrocirugia o laser.

5.-Me explico de manera clara, completa y oportuna las posibles complicaciones que se pueden
presentar durante la realizacion de los mismos asi como los posibles resultados asi como que el
plan de tratamiento a seguir dependera de los mismos acorde a las normas y lineamientos para tal
efecto.

6.- Por lo que tengo la informacién completa, no presentandose ninguna duda.

Firma del Médico tratante Firma de la paciente Firma del familiar o representante legal

Testigo Testigo
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NOMBRE DE LA PACIENTE:

NUMERO DE EXPEDIENTE:

EDAD:

RESULTADO CITOLOGIA CERVICAL

RESULTADO PCR (COBAS)

COMENTARIOS:

ATENTAMENTE

Dra. Brenda Valeria Gabilondo Acevedo

Investigador Principal
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