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RESUMEN.

El VPH (Virus de papiloma humano) es el tnico virus asociado directamente con el desarrollo de
verrugas o tumores epiteliales. Una citologia normal no excluye la posibilidad que exista una
infeccion por el VPH. Por censo local IMSS CaCu, hay288 mujeres diagnosticadas en el afio 2016,
dando una prevalencia de 0.030.

Objetivo General: Identificar la relacion entre el diagnodstico del virus de papiloma humano con
PCR contra la citologia tradicional en mujeres de 20 a 59 afos para CaCu.

Material y métodos:

Estudio observacional, descriptivo, en expedientes de pacientes diagnosticadas con CaCu, en mujeres
de 20 a 59 afios, durante campafia realizada en Octubre del 2016. Se midi6 la relacion entre citologia
tradicional contra PCR, para el diagndstico de VPH, variables demograficas y factores asociados a
CaCu. El andlisis se realiz6 en el paquete estadistico SPSS V.21, iniciando con estadistica
descriptiva, porcentaje, media, moda para asociacion de variables se utilizd Ji2. Se respetaron
principios éticos de Belmont, confidencialidad de los sujetos, riesgo menor al minimo, se someterd al
CLIEIS 301 para evaluacion y registro.

Resultados: se obtuvo una sensibilidad del 100% asi como una especificidad del 95.2% de los
resultados obtenidos con pruebas realizadas, dentro de los cuales, indicé que efectivamente hay un
VPP del 14.3% que presentan alteracion en el PCR aun con citologias negativas.

Conclusiones. En el estudio se revisaron expedientes de pacientes con resultados, donde se observo
que aun con citologia cervical negativa, el PCR, esta positivo para VPH.

Palabras claves: VPH, Céancer cervicouterino, citologia cervical, PCR



SUMMARY.

HPV (Human Papilloma Virus) is the only virus directly associated with the development of warts or
epithelial tumors. A normal cytology does not exclude the possibility that there is an HPV infection.

By local census IMSS CaCu, there are 288 women diagnosed in 2016, giving a prevalence of 0.030.

General Objective: To identify the relationship between the diagnosis of human papilloma virus

with PCR against traditional cytology in women aged 20 to 59 years for CaCu.
Material and methods:

Observational, descriptive study in files of patients diagnosed with CaCu, in women from 20 to 59
years old, during a campaign carried out in October 2016. The relationship between traditional
cytology against CRP, for the diagnosis of HPV, demographic variables and associated factors was
measured to CaCu. The analysis was performed in the statistical package SPSS V.21, starting with
descriptive statistics, percentage, mean, mode for association of variables Ji2 was used. Belmont
ethical principles were respected, confidentiality of the subjects, risk less than minimum, will be

submitted to the CLIEIS 301 for evaluation and registration.

Results: a sensitivity of 100% was obtained as well as a specificity of 95.2% of the results obtained
with tests performed, among which, it was indicated that there is indeed a PPV of 14.3% that present

alteration in the PCR even with negative cytologies.

Conclusions In the study, records of patients with results were reviewed, where it was observed that

even with negative cervical cytology, CRP is positive for HPV.

Keywords: HPV, Cervical cancer, cervical cytology, PCR



Marco tedrico.

El VPH es el unico virus asociado directamente con el desarrollo de cancer en el tracto anogenital,
sefialindose como el agente etiologico del mismo. El VPH infecta las mucosas y las superficies
cutaneas, provocando la aparicion de verrugas o tumores epiteliales, que de acuerdo al riesgo de
transformacion maligna, se conocen los siguientes tipos: a) bajo riesgo: 6,11,32,42,43,44,54 y 81; b)
alto riesgo: 16,18,31,33,34,35,39,45,56,59,66,68 y 70. Estos virus atacan a las células de la capa
basal de la epidermis o la mucosa en donde se establece un reservorio viral y se multiplican en el
nucleo de las células y algunas variedades se integran en el ADN del huésped, lo que puede ocasionar

. . . 1-6
la transformacion maligna de la célula.

Estos son los tipos virales mas comunes en lesiones cervicales y han sido utilizados como sondas
para el diagnostico molecular. Se identifican de alto riesgo oncogénico principalmente 16 y 18, los
cuales son los responsables del 70% de los canceres de cuello uterino, vagina, ano y de 30-40% de
los canceres de vulva; también se ha relacionado con el cancer de pene y orofaringe. Otros factores
de riesgo y probables de progresion son el uso prolongado de anticonceptivos orales, la co-infeccion
por Chlamydia Trachomatis, el consumo de tabaco, alcohol, drogas y el déficit nutricional, frecuente
en adolescentes (dietas deficientes en frutas y verduras). De acuerdo con un estudio reciente del
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) la infeccion por virus del papiloma

A : -11
humano es la més frecuente, con una prevalencia de 18%.’

Los grupos de adolescentes mas afectados fueron las afro-americanas 48% seguido de las blancas
20%. Otro estudio realizado por la National Health and Nutricion Examination Survey con 838
adolescentes entre 14-19 afios, reportd una prevalencia de infecciones de transmision sexual de 40%
y la de virus del papiloma humano representd 13% de los casos, una de cada cinco mujeres tenia un

tipo viral de alto riesgo.'"'?

El impacto del Ca de cuello uterino podria ser disminuido en la poblacion femenino mediante un
diagnostico certero y precoz de los factores predisponentes e iniciadores de la patologia. Entre estos
factores se encuentra el virus del papiloma humano (VPH), el cual se transmite sexualmente y cuyos
genotipos mas importantes, 16 y 18, estdn distribuidos con una frecuencia mediana de 25.7% y un

alta de 51.8% en las lesiones de bajo y alto grado de cérvix, respectivamente. '*
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El Cancer Cervicouterino (CaCu) es causado por la infeccion persistente de Virus del Papiloma
Humano (VPH) de alto riesgo. Estudios sobre prevalencia de VPH oncogénico han reportado un
patron concordante de prevalencia de VPH con disminucion de la edad, eliminacion viral y reduccion
de exposicion a nuevos tipos de VPH. La prevalencia viral es el producto de la incidencia
(adquisicion de nuevas infecciones) y la duracion (persistencia). >

En la actualidad la neoplasia cervicouterina es una de las enfermedades mas frecuentes en la mujer y
se indica lo importante que es establecer un diagnostico temprano y oportuno para disminuir la
morbimortalidad por dicha entidad. Factores de riesgo aparte del clarisimo rol del VPH, tenemos a la

edad, habito de fumar, déficit nutricional, promiscuidad, como los mas importantes. 14

La infeccion por VPH es altamente prevalente en las poblaciones jovenes y sexualmente activas, con
una incidencia de hasta el 20% la infeccidon es casi pasajera, con una duracion media de unos ocho
meses en los serotipos VPH de bajo riesgo y de 13 meses en los serotipos carcinégenos de VPH. En
las pacientes infectadas, los tipos carcindgenos de VPH se vuelven persistentes y predisponen a las
mujeres al cancer 10 a 40 afios mas tarde. Se ha demostrado un pico méximo de presentacion en
mujeres menores de 25 afios, reportando una prevalencia de 16.7% de ADN-VPH en este grupo de
edad y en mujeres menores de 35 afos la prevalencia de VPH fue de 12.8% y de 7.1 entre los 35 y 54

afios. '°

Cuando se compara a México con diferentes paises del mundo, se demuestra un patrén similar
considerandose a las adolescentes un grupo de riesgo. En adolescentes sexualmente activas con
infeccion subclinica detectada por PCR, la frecuencia encontrada es de 20%, con un incremento del
riesgo a 50-60% cuando tienen o han tenido varias parejas sexuales. Mufioz y colaboradores
examinaron la incidencia en mujeres que inicialmente tenian citologia normal y virus del papiloma
humano negativo; esta incidencia fue mayor en adolescentes entre los 15-19 afios, con una incidencia

acumulada de 17% al afio y de 35.7 a los 3 afios. '*'®
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La infeccion por VPH es un factor predisponente, pero no suficiente, de cancer de cérvix. Existen
factores exdgenos y endogenos que conjuntamente con el VPH influyen en el riesgo de progresion de
la infeccion cervical a cancer de cérvix.3 El genotipo viral se considera el factor de riesgo mas
importante (ademdas del numero de parejas sexuales, edad de inicio de las relaciones sexuales,
antecedente de embarazo antes de los 17 afios de edad y zona de transformacion amplia e inmadura).
1920

Tradicionalmente se ha recomendado iniciar la citologia convencional un ano después de haber
iniciado relaciones sexuales y cada dos afios si la citologia es en base liquida; sin embargo, a pesar de
la alta frecuencia de infecciones por virus del papiloma humano y del incremento de la neoplasia

intraepitelial cervical en los ultimos afios en mujeres adolescentes sanas con sistema inmune intacto.
17

La infeccién por virus del papiloma humano y las lesiones de bajo grado tienen una tasa de
resolucion espontanea hasta de 80% de los casos durante el primer o segundo afio. En la actualidad y
de acuerdo con evidencias (ATLS TRIAGE STUDY ASCUS/LSIL) y recomendaciones de la
Sociedad Americana de Cancer (American Cancer Society) se recomienda iniciar las pruebas de

.. ~ ’ . s 1
escrutinio tres afios después de la primera relacion sexual."

Puesto que el VPH se considera el agente etiologico del céncer cervical, surge la necesidad de
disponer de ensayos que permitan el diagndstico temprano de la infeccion por VPH. Actualmente, se
utilizan ensayos moleculares para el diagnostico y tipificacion de VPH: la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). La PCR es una técnica molecular poderosa, muy especifica y sensible, capaz de
detectar entre 10 y 200 copias de genoma viral por muestra, aunque es muy laboriosa y relativamente

. , . 20-22
costosa, comparada con citologia tradicional. *°

La estrategia de la Secretaria de Salud a través del Centro nacional de Equidad de Género y Salud
Reproductiva es que en mujeres menores de 25 afios se debe realizar so6lo citologia y ser conservador
con los resultados y dejar como primer paso la deteccion de ADN-VPH en mujeres mayores de 30
afos. Si es positiva a virus de alto riesgo se realizaré citologia cervical, de ser anormal se realizara
colposcopia. La tendencia actual del tratamiento de pacientes con lesiones por virus del papiloma
humano sin displasia es mas conservadora y opta por la observacidon con citologia cervical cada seis

mescEs. 20
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La citologia cervical es la herramienta més usada para el cribado del cancer cervical, sin embargo,
dada la importancia de la infeccién por VPH como factor etiologico de esta tumoracion, se ha
propuesto la deteccion viral en los programas de cribado de céncer cervical en algunos paises y es
una técnica aprobada en fecha reciente por la OMS para la tamizacion primaria del cancer de cuello

uterino. >

La posibilidad de reducir el porcentaje de falsos negativos de citologia en el primer cribado de la
poblacion y la incorporacion de una prueba molecular de VPH son algunas de las razones para
evaluar estas pruebas. Se han realizado estudios, en donde los casos reportados con citologia cervical
normal, el 45.8% resulto positivo por PCR, de estos 12.5% present6 infeccion por un subtipo de alto
riesgo. La sensibilidad de la citologia para determinar la infeccion por VPH comparada con el
diagnédstico por PCR como prueba de oro, fue de 685 y su especificidad fue de 43.9% con un valor

predictivo positivo de 57%. ***°

La prevalencia maxima de HPV cervical estudiada por técnica de PCR se presenta entre los 20-25
afios de edad, 10-20% de mujeres VPH positivas en cérvix presentan alteraciones citoldgicas; 20% de
las mujeres jovenes sin actividad sexual presentan HPV en cérvix y el 60% de las mujeres
sexualmente activas, las mujeres con citologia cervical negativo presentan una prevalencia de VPH
variable entre 3.7-47.9% segun método y poblacion estudiada. De acuerdo a técnica de PCR, en el

cancer cervical se ha detectado DNA de los tipos de alto riesgo en un 93-99%.%*%

No hay duda, de que una citologia normal no excluye la posibilidad que exista una infeccion por el
VPH. Resulta obvio, que lo ideal seria trabajar con pruebas diagndsticas de alta sensibilidad y
especificidad, como las técnicas de biologia molecular, pero esto, lamentablemente no siempre es
posible por el alto costo de las mismas. A pesar de que la prueba de Papanicolau ha probado ser una
herramienta valiosa en la prevencion del cancer de cuello uterino, el andlisis de los frotis cervicales
es un proceso dispendioso con un alto costo por la mano de obra que puede ser llevado a cabo

tinicamente por citotecndlogos altamente calificados.”°

13



Mas atn, la interpretacion de los frotis es un proceso subjetivo y sujeto a error diagnostico. Una
prueba objetiva basada en la deteccion del ADN del VPH de alto riesgo pareceria ser una alternativa
préactica. Aunque a pesar de que la prueba de VPH es un método sensible en la deteccion de lesiones
NIC del cuello uterino, esta prueba no es lo suficientemente especifica para ser un método practico de

e , . 2829
exploracion primario del cancer de cuello uterino. =

La mayor prevalencia de VPH de alto riesgo oncogénico tipos 16,18,31,33,45,51,52,58,59, se
encuentran en Africa y América Latina. El VPH 16 es el mas frecuente en el mundo, excepto
Indonesia y Argelia donde VPH 18 es el mas comin. VPH 45 presenta alta frecuencia en Africa
Occidental. Los tipos 33,39 y 59 se encuentran en Centroamérica y Sudamérica. De acuerdo a
registros, se presentaron casos de mortalidad por cancer Cérvicouterino a nivel nacional, en un 11.9%
en el 2014, en el estado de Baja California Sur, 12.1 % tasas por cada 100,000 mujeres de 25 afios y
s, 2430
Para el cribado del cancer cervical se ha utilizado tradicionalmente la citologia o prueba del
Papanicolaou, sin embargo, su sensibilidad para detectar lesiones es baja, aproximadamente 55.4%.
En comparacion, la prueba de deteccion del ADN de los genotipos VPH-AR en muestras cervicales
tiene una sensibilidad hasta del 96.6% para detectar lesiones precancerosas, aunque €s 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 NIC 3 en por lo menos tres afios y algunos autores aseguran que

hasta 5 afios.>!??

La aplicacion extensa del cribado por citologia cervical ha reducido draméaticamente la incidencia y
las muertes por cancer cérvico-uterino en la mayoria de los paises desarrollados. Ya que la infeccion
aparece muchos afios antes que la neoplasia, la prueba de deteccion de ADN del VPH ofrece la
posibilidad de reducir mucho mas la incidencia del cancer si se aplica razonable y

extensamente.32’33’34

Mediante una hoja de recoleccion de datos se investigaron los siguientes datos: edad, practica de

tabaquismo, edad de la menarca, edad a la que iniciaron vida sexual activa, nimero de parejas

14



sexuales, numero de embarazos, partos, cesareas y abortos, método de planificacion familiar,

resultado de citologia, resultado de PCR y hallazgos colposcopicos.>

La infeccién causada por el VPH se ha incrementado en los Gltimos 20 afios y las tasas de mayor
prevalencia son en adolescentes y mujeres jovenes. Se realizé un estudio observacional, transversal,
descriptivo y clinico, incluyendo a 84 pacientes de 25 a 34 afos de edad, con un resultado de
citologia anormal a las cuales se les practico genotipificacion de 14 genotipos del Virus del papiloma
humano (VPH) de alto riesgo oncoldgico mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

con sistema COBAS 4800, en el Hospital Civil de Guadalajara Fray Antonio Alcalde.™

Resultados. El estudio citologico reporto a 15 (17.85%), mujeres con Atipia escamosa cervical (ASC-
US), 64 (76.35%) con Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LEIBG), cuatro (4.7%) con Lesion
Intraepitelial de Alto Grado (LEIAG) y una (1.1%) con Células Glandulares Atipicas (AGC).

En cuanto a los resultados de genotipificacion, se obtuvo lo siguiente: 66 casos (78.5%) fueron
positivos para el panel o “pool” de alto riesgo (12 genotipos de alto riesgo), seis fueron positivos para
el VPH-16 (7.14%), cinco positivos para el panel de Alto Riesgo (AR) mas VPH-16 (5.95%), tres
fueron positivos al VPH -18 (3.5%) y cuatro casos fueron negativos (4.76%).”

Al correlacionar las alteraciones citologicas con el tipo de VPH, se encontré que de los 15 ASC-US,
13 fueron positivas al panel de AR y 2 fueron negativas. De las 64 LIEBG: 51 fueron positivas al
panel AR, 6 positivas al VPH-16, 3 positivas al VPH 18, 2 positivas al pool de AR mas VPH-16y 2
negativas. De las 4 LIEAG, 1 fue positiva al pool de AR y 3 positivas al pool AR mas VPH-16. La
paciente que presento AGC fue positiva al panel de AR.

Conclusiones. La prevalencia de VPH de alto riesgo oncogénico es alta (95%) en las mujeres jovenes
con resultados anormales de citologia. Este estudio muestra que la infeccion por varios tipos de VPH
(“pool” de 12 genotipos) se encontrd en 78.57% de los casos, mientras que los genotipos 16 y 18 s6lo

se encontraron en el 16.66% de las citologias anormales.*

Técnicas de deteccion temprana y genotipicacion molecular del VPH como la reaccion en cadena de
la polimerasa convencional (Polimerase Chain Reaction, PCR), PCR en tiempo real (Real Time-
PCR) e hibridacion con sondas, se estan convirtiendo en importantes herramientas de los protocolos

de prevencion y manejo del cancer cervical in situ. Es asi por ejemplo que la PCR convencional
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posee una sensibilidad del 89.3% y especificidad cercana al 94% para la deteccion del VPH, de
manera que reduce los falsos negativos de las técnicas convencionales (citologia, colposcopia,

inmuno-histoquimica, etc).>*’

La comparacion del método de lavado con el convencional para la toma de muestra de fluido exo-
endocervical, con el propdsito de determinar presencia de VPH, representa el primer reporte
realizado en Venezuela. Globalmente, existen estudios que comparan la toma de muestra de fluido
cérvico vaginal para realizar la prueba citoldgica de la forma convencional, en la cual las células son
extendidas directamente sobre una ldmina, con respecto a la transferencia de las células a un medio
liquido. En este caso no se trata de lavado vaginal sino de dispersion de células atrapadas en el hisopo
o cepillo antes de aplicar la prueba de Papanicolaou; dicha dispersion no evita resultados

contradictorios. >’

Adicionalmente, esta comparacion de ambos métodos de toma de muestra se realizd en una misma
paciente de forma secuencial, lo cual presenta la ventaja de uniformidad en cuanto al tiempo de
colecta, el personal médico, los materiales y reactivos utilizados y los laboratorios involucrados,
entre otros factores. En conclusiones, utilizando el método de lavado exo-endocervical para la
obtencion de muestras, se obtiene mayor cantidad y calidad de ADN lo cual permite una mayor
precision en el diagnostico de VPH y por lo tanto, en la prevencidon y diagnostico, en sus primeras

etapas, del cancer cervicouterino.”®

Por tal motivo, considero relevante, la importancia de la realizacion de este estudio de investigacion,
el cual es para mejorar la calidad de atencion hacia las mujeres con respecto a la deteccion temprana
de factores de riesgo para céncer cervicouterino, como lo es el VPH, que conlleva a la evolucion de
displasia, por lo que se estaria a futuro controlando la evolucidon del mismo, se realizo en el Puerto de
Loreto de Baja California Sur, con los resultados de citologias cervicales y pruebas PCR, que se

obtuvieron en la campafia en el mes de Octubre del 2016.
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Planteamiento del problema.

De acuerdo a ultimos reportes de mujeres que han acudido a realizacion de PCR de manera
particular, en recientes campafias interinstitucionales, han presentado resultados positivos para
diferentes tipos de VPH, de los cuales predominan los de alta malignidad, observando que en
conjunto presentan resultados de citologia cervical negativa, sin datos de presencia de VPH, donde
mujeres menores de 20 afios, sin poder realizarse citologias de control, a pesar de haber iniciado vida
sexual activa, antes de los 20 afios, han sido pacientes que su PCR ha sido positiva, y en algunos
casos, han evolucionado hacia algin tipo de displasia; considero relevante, insistir en paciente
menores de 20 afios, acudan a realizacion de PCR y citologia cervical, en conjunto con la atencion
médica, para detectar oportunamente los cambios a nivel cervical, secundario a VPH. Por tal motivo,
surge la siguiente pregunta: ;Cuadl es la relacion entre el diagnostico de VPH, con PCR contra la

citologia tradicional en mujeres de 20 a 59 afios para Cancer Cervicouterino?
Justificacion.

En la UMF 11 en el Puerto de Loreto, B.C.S, se cuenta con un total de 1704 mujeres adscritas entre
20 y 59 afios de edad, de una poblacion total de 5942 derechohabientes, se atendieron un total de
1904 consultas en mujeres de 20 afios y mas, dentro de las cuales, 170 mujeres acudieron a medicina
preventiva y a la campaina de deteccion de CaCu durante el mes de Octubre del 2016 para realizacion
de acciones preventivas como: realizacion de citologia cervical y PCR. Se ha detectado en los
ultimos afios, que ha descendido la tasa de mortalidad, por cancer cervicouterino, de un 19% a un
11.9%, y a nivel del Estado de Baja California Sur, ha descendido del 19.8 aun 12.1 %, de acuerdo al
reporte establecido de la SSA/DGED/INEGI, en mujeres de 25 afios y mas. Se ha obtenido resultados
en pacientes menores de 20 afos, con vida sexual activa, PCR positivas a tipos de alto riesgo: 16,18;
y casos de mujeres mayores de 20 anos de edad, con PCR positiva a diferentes tipos de VPH, y con
citologia cervical negativa, por lo cual considero relevante, hacer hincapié, que se deberia de hacer
PCR en mujeres con factores de riesgo relevantes, para un pronto diagnostico, evitando
complicaciones sin opciones de tratamientos. Estableciendo con esto, la importancia, de continuar
informando sobre los cuidados al contacto sexual, con utilizacion de método de barrera: preservativo;
y la pronta atencion y realizacién de deteccion oportuna de VPH, para evitar el desarrollo hacia
displasia cervical. Es de suma importancia disminuir los factores de riesgos modificables y no

modificables, tratando que la identificacion de lesiones sea lo mas tempranamente posible.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Identificar la relacion entre el diagnostico de VPH con PCR vy la citologia tradicional en mujeres de

20 a 59 afios para Cancer Cervicouterino.
Objetivos especificos:

e Identificar factores de riesgo mas comunes en esta poblacion (edad, inicio de vida sexual
activa, numero de parejas)

e (Comparar resultados de PCR positivo y citologia cervical negativa en mujeres con inicio de
vida sexual activa antes de los 20 afios, con mujeres con inicio de vida sexual activa después
de los 20 afios.

e Identificar nimero de parejas sexuales en mujeres con PCR positivo

e Identificar a mujeres que acuden a consulta con PCR +

Hipotesis:

No hay relacion entre el diagnostico de VPH con PCR positiva contra la citologia cervical negativo

en mujeres de 20 a 59 afios.
Hipotesis alternativa:

Si hay relacion entre los resultados de prueba PCR positivo para deteccion de VPH en mujeres con

citologia cervical negativa.
Metodologia:
a. Diseiio del estudio: Observacional descriptivo.
b. Poblacion, lugar y tiempo de estudio.
Universo.

Mujeres en el rango de 20 a 59 afios que han presentado PCR positiva para VPH realizadas en
mujeres derechohabientes de UMF 11de la comunidad de Loreto B.C.S; y pacientes con resultados

de citologia cervical negativa en un rango de 20 a 59 afios.
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Poblacion de estudio:

Total de expedientes de mujeres derechohabientes de 20 a 59 afios que tuvieron resultados de PCR

(+) o (-) con citologia cervical negativa.
c. Tipo de muestreo: No probabilistico de casos consecutivos.

¢. Tamafio de la muestra: De una sola proporcion.

(Za)* (P)(q)
N= 5

En donde:

N: Tamafio de muestra que se requiere.

e *P: proporcion de sujetos portadores del fendmeno en estudio.

e q: 1-p (complementario, sujetos que no tienen la variable en estudio)

e 0: precision o magnitud del error que estamos dispuestos a aceptar.

e Zo: Distancia de la media del valor de significacion propuesto. Se obtiene de tablas de
distribucion normal de probabilidades y habitualmente se utiliza un valor a de 0.03, al que le

corresponde un valor Z de 1.96.

_(1.96)? (0.030)(0.97)
N = (0.03)2

_ (3.8416) (0.0291)

(0.03)2

N = o

N =124.1
N=125

Con un poder del 95% se calcula el tamafio de la muestra proporcional, quedando a razén de 125

pacientes por reposicion por perdidas.*p: prevalencia local 2016. (IMSSCaCu).
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d. Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

>

Mujeres de 20 a 59 afios de edad que acudieron a deteccion de VPH por medio de la prueba
PCR, campafia realizada en el mes de octubre 2016, derechohabiente de la UMF 11.

Mujeres con resultados de prueba de PCR (+) para serotipos de VPH, en el rango de edades
de 20 a 59 anos, con vida sexual activa, derechohabientes de UMF 11.

Mujeres con resultado de prueba de PCR (+), y citologia cervical negativa en los rangos de 20
a 59 afios, que pertenecen a la UMF 11.

Mujeres derechohabientes que acudieron a la campafia interinstitucional en el mes de octubre

del 2016.
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TABLA 1. TABLA DE VARIABLES
DEFINICION DEFINICION UNIDA
NOMBRE TIPO NATURALEZA CONCEPTUAL OPERATIVA TECNICA D
Ti h ~
emete | o
. Cuantitativa cumplidos al Revision ~
Edad Independiente . persona . afios
Discreta momento del expediente
contando desde . .
.. diagnostico
Su nacimiento
Afos
Inicio de Edad a la que cumplidos al .
. . I L momento de | Revision de <
vida sexual Independiente Cuantitativa inicia su . . afios
: -, su primera expediente
activa relacion sexual -,
relacion
sexual
Toma de
muestra de las
células del
endocérvix y Resultado de .
exocérvix. Es prueba hegattv
Citologia . Cualitativa ) . Revision de a
) Independiente . uno de los realizada a la . .
cervical discreta , expediente positiv
métodos para fecha del a
detectar en estudio
etapas
tempranas el
CaCu
Técnica de
laboratorio que
permite
amphficar Resultado de .
pequeiios Negati
fragmentos de la prucba Revision de va
PCR Dependiente Cualitativa realizada a la . .
ADN para expediente positiv
. . fecha del
identificar . a
. estudio
gérmenes
microscopicos
que causan
enfermedades.
Proceso
}nfecc1oso_e Numero de
inflamatorio veces que
localizado en 4
, o acudio a
. . utero, ce€rvix, sy "
Cervicovagi . . o . consulta por Revision de | numéri
o independiente cuantitativa vagina con . . .
nitis . sintomatologi expediente ca
presencia de
. ade
flujo, el cual . ..
. cervicovagini
varia tis
dependiendo del
agente causal
. N d
Total de parejas ur;zr'(;s ¢
Numero de con las cuales se pare) Revision de L
. . . o , sexuales . numéri
parejas independiente cuantitativa mantuvo algin . expediente
. . referido al .. ca
sexuales. tipo de relacion clinico.
momento del
sexual. .
estudio.

21



Descripcidn general del estudio.

Previa autorizacion del CLIES 301, se realizd un estudio observacional descriptivo, durante el
periodo del 1 de Marzo a 30 de Junio del 2018, con revision de expedientes en mujeres del grupo
blanco definido como todas las pacientes del grupo determinado, y que ademas se realizd la citologia
cervical de acuerdo a la NOM citologia cervical de acuerdo técnica establecida en NOM-14-SSA2-

1994 y que ademas se realizo la técnica de PCR.

» Mujeres con citologias negativas.
» Mujeres con citologias negativas y prueba de PCR (+)
» Mujeres dentro del rango de edad de 25 a 59 afios.
» Mujeres que pertenecen a la UMF 11, en Loreto, B.C.S.
La fuente primaria de informacion que se utilizé fue: expediente con resultados de prueba PCR y

citologia cervical.
Procesamiento de los datos y analisis estadisticos.

Se realizé estadistica descriptiva como promedios frecuencia, porcentaje, media, moda, desviaciones

estandar para asociacion de variables se utilizara ji2.

Se hizo un analisis inferencial de la informacion se utilizo la prueba t de Student para las variables
numéricas y de razén en caso de que la poblacion tenga normalidad, para el caso de variables
evaluadas mediante frecuencias se utilizo la Chi cuadrada de Pearson. Un valor de P igual o menor de

0.05 es considerado como significativo.
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TABLA 2. Recursos financieros y factibilidad.

Presupuesto por Tipo de Gasto

Gasto de Inversion

1 | Equipo de computo. 20,000
2 Herramientas y accesorios. 15,000
Subtotal Gastos de Inversion 35,000
Gasto Corriente

1 Articulos, materiales y utiles diversos. 10,000
2 | Gastos de trabajo de campo 20,000
3 Pago por servicios externos. 20,000
4 | Vidticos, pasajes y gastos de transportacion. 15,000
Subtotal Gasto Corriente 65,000
TOTAL 100,000

Recursos humanos:

Investigador principal: Ana Ruth Cota Pérez.

Asesor metodolégico: Dra. Ruth Garcia Valdez/ Dra. Andrea Alvarez Villasefior.

Asesor estadistico;: ARIMAC.

Otro personal: ARIMAC: Area de Informatica Médica y Archivo Clinico, medicina preventiva
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Recursos fisicos:

. Area fisica: se realizara en area de medicina preventiva de UMF 11 y en unidad donde se

realiz6 la campana para la prueba de PCR para deteccion de VPH, en el puerto de Loreto BCS.

. Formato de recoleccion de informacion: copia de los resultados de PCR y citologias
cervicales de las mujeres de 20 a 59 afios que acudieron a la campana de realizacion de citologia

tradicional y PCR.

. Papeleria: computadora personal, hojas blancas, carpetas de aro, folders, clips, corrector:

liquid paper, borrador, lapiz, plumas, bicolor, copias.
Financieros:

Seran proporcionados por el investigador.

Aspectos éticos.

Tal como se cita en los principios basicos de Belmont para la investigacion, se ha considerado el
respeto a las personas, beneficencia y justicia, este estudio primero es para beneficio de la paciente se
le toma a la paciente en cuenta y ella decidira si quiere participar o no, otorgandole una carta de

consentimiento informado, donde se le describe como va a participar y con qué proposito.

Con relacion a la declaracion de Helsinki, este estudio dentro de los principios generales, parrafo 10
que considera las normas y estandares éticos, legales y juridicos para la investigacion; Apartado de
Riesgos, costos y beneficios, parrafo 17 es de riesgo minimo, dentro del apartado de Consentimiento
Informado en el parrafo 32 requiere consentimiento informado por escrito, y dentro del apartado
Privacidad y Confidencialidad del parrafo 24 se considera la confiabilidad de su informacion

personal, resguardando la intimidad de la persona.

Ajustandose a las normas éticas y legales, de la Ley general de Salud, del Titulo Quinto, Capitulo

Unico, Articulos: 96 apartado I — I, articulo 100 apartado I, II, III, V y VL

Este protocolo se someterd al comité local de investigacion y ética en investigacion (CLIEIS 301)

para su evaluacion y registro.
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RESULTADOS.

Descripcion de los resultados estadisticos.
Se realiza estudio descriptivo y observacional en 125 pacientes a las cuales se les realiz6 citologia
cervical y PCR, para deteccion de VPH, se tomaron en cuenta algunos factores de riesgo como inicio

de vida sexual activa, nimero de parejas sexuales e infecciones vaginales.

De acuerdo al tamafio de muestra para el estudio realizado, se obtuvo de acuerdo a nuestras variables;

una media en edad 42.06, IVSA 18.42, nimero de parejas sexuales 1.18. TABLA 3.
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Se visualiza el impacto en el porcentaje en un 18.4%, que de acuerdo a la edad de inicio de vida
sexual, y el predominio es de 18 afios, seguido del 9.6% a los 15 afios, esto re que el promedio de
inicio de vida sexual, esta entre los 15 y 18 afios, impactando en la cuestion, del aumento de presentar
infecciones de transmision sexual, ya que a esta edad, no se presenta la educacion sobre estas

patologias, y de mayor relevancia hacia el VPH. TABLA 4

TABLA Num. 4. Inicio de vida sexual activa (IVSA) n=125

Variable Frecuencia Porcentaje

| Edad(Afos)

2 ! 08
s ! 08
I TR 9 7
s 12 9.6
I T 10 80
o 2 16
s 23 18.4
I : 64
I 15 12
T 6 48
o2 ; 4
I T 2 L6
T 7 56
s 4 32
T ! 08
. 1 08
' BN 100
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Las infecciones vaginales, se incrementan al iniciar vida sexual activa, lo cual se observa al realizar
las citologias cervicales, ya que es uno de los métodos que se utiliza para la deteccion de Céancer
cervicouterino, en donde también nos proporciona la deteccion de infecciones vaginales, de las
cuales se obtuvo un total de 29 pacientes con resultados de procesos infecciosos region vaginal, de
los cuales, la mayor frecuencia fue de 10 casos con un 8% en Cervicitis bacteriana por flora cocoide,

seguida de vaginosis por gardenella con una frecuencia de 9 casos y un porcentaje de 8%. TABLA 5.

TABLA Num. S. Distribucién por frecuencia de las infecciones vaginales n= 125

Frecuencia Porcentaje
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Al observar los resultados obtenidos, donde se realiza la asociacion entre los resultados de PCR y
citologia cervical, se obtiene chi cuadrada, de 0.000, donde encontramos PCR positivo con citologia
cervical positiva, y 6 negativos; y a su vez, PCR negativo con citologia cervical negativo de 118

casos. TABLA 6, 7.

Tabla Num. 6. citologia cervical n=125

Variable Frecuencia Porcentaje

1 0.8

124 99.2

Tabla Num. 7. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR) n=125

Variable Frecuencia Porcentaje

7 5.6
118 94.4
Total 125 100.0
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Por ultimo, para corroborar la sensibilidad y especificidad de la prueba, en esta serie de pacientes, se
encontr6 una sensibilidad del 100% (porcentaje de pacientes que detecta el test como afectados entre
los que efectivamente presentan la alteracion o enfermedad para la que esta disefiado el test).  Una
especificidad del 95.2% (porcentaje de pacientes que el test identifica como sanos entre los que no
presentan la alteracion). VPN 100%, (porcentaje de pacientes que efectivamente no presentan la
alteracion o enfermedad entre todos los que dan resultado negativo al test). VPP 14.3% (valor

predictivo positivo es el porcentaje de pacientes que efectivamente presentan la alteracién o

enfermedad entre todos los que dan resultado positivo al test). TABLA 8

. ) ) Valor de P
Citologia Cervical (IC 95%)
Positivo Negativo
1 6
14.3% 85.7% 0.000
0 118 (0.633-1.160)
0.0% 100 %

N
O



DISCUSION.

En base al estudio realizado de tipo descriptivo y observacional de 125 pacientes derechohabientes
IMSS, derivados de la campana que se realizo en el mes de Octubre del 2016, se observo que en base
a los resultados de las muestras realizadas de PCR y citologia cervical, aunado a algunos factores de
riesgo como la edad de inicio de vida sexual, que a menor edad sea su inicio, presenta mayor numero
de parejas sexuales, y a su vez, aumenta el riesgo de adquirir infecciones de transmision sexual,
donde el de mayor relevancia es el VPH, siendo algunos serotipos predictores para cancer cérvico
uterino, en comparacion con otros estudios realizados, obtenemos que la neoplasia cervicouterina es
una de las enfermedades mas frecuentes en la mujer por lo tanto es de suma importancia establecer

un diagndstico temprano y oportuno para disminuir la morbimortalidad por dicha entidad."

Las Técnicas de deteccion temprana y genotipificacion molecular del VPH como la reaccion en
cadena de la polimerasa convencional (polimerase chain reaction, PCR), PCR en tiempo real (Real
Time-PCR) e hibridacién con sondas, se estdn convirtiendo en importantes herramientas de los
protocolos de prevencion y manejo del cancer cervical in situ. Es asi por ejemplo que la PCR
convencional posee una sensibilidad del 89.3% y especificidad cercana al 94% para la deteccion del
VPH, de manera que reduce los falsos negativos de las técnicas convencionales (citologia,

colposcopia, inmuno-histoquimica, etc). >’

Segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud del afio 2008, 645 000 mujeres padecieron de

cancer de utero, 389.000 de ellas murieron por esta causa. >’

En relacion con el inicio de vida sexual activa, se refleja que la edad promedio se encuentra entre los
18 afios, al comparar con otros estudios arroj6 que la edad promedio de las pacientes el rango fue de
37 afios con una edad minima de 18 afios y una edad maxima de 55 afios. Se recomiendan para
screening primario de cancer de cuello uterino en mujeres mayores de 30 afos, ya que su uso en
adolescentes es controversial debido a que esta poblacion manifiesta infecciones nuevas y
transitorias, pero no una patologia maligna debido al largo periodo de latencia entre la infeccion y el
desarrollo del carcinoma, por lo que se puede rotular a mujeres de estar en alto riesgo cuando la

) ., , . 39
infeccion esté destinada a resolverse.
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Ademas, se realiza asociacion sobre los resultados de PCR vy citologia cervical, que nos refleja que,

aun presentando citologia cervical negativa, la PCR esta positiva para VPH (p: 0.000).

Es de suma importancia, conocer el tiempo de respuesta de cada uno de los test utilizados que se
toman para la deteccion oportuna para cancer cervicouterino, el tiempo estimado para la obtencién de
resultados de la citologia cervical, desde que se realiza hasta que llega al laboratorio y se devuelve al
personal responsable, conlleva 30 dias, de los cuales, si se obtiene un resultado positivo a VPH o
alguna lesion intraepitelial, se avisa al derechohabiente en menor tiempo, esto se realiza directamente
con el personal responsable del area; con respecto a los resultados de PCR, en la unidad de Loreto, no
se cuenta con laboratorio para la pronta respuesta de los resultados del mismo, motivo por el cual, los
resultados se obtuvieron hasta los 2 meses, desde que se realizo la toma y se entregaron al area
encargada, a diferencia de la citologia cervical, no se informa de manera inmediata al personal, sino

hasta que se obtiene el resultado por escrito, se informa al derechohabiente.
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CONCLUSION.

Acorde al analisis de investigacion realizado, se concluye que el cancer cervicouterino se sigue
detectando en etapas tardias, ya que a pesar de realizarse el cribado en las mujeres con vida sexual
activa, no se esta haciendo énfasis sobre la importancia de la deteccion oportuna, ya mencionado en
investigaciones previas, que la citologia cervical sigue siendo el estindar de oro para nuestra
deteccion de VPH e infecciones en cavidad vaginal, se ha iniciado la realizacion de deteccion de
VPH mediante la prueba de PCR, que logra detectar la presencia de VPH aun teniendo la citologia

cervical negativa para el mismo.

Ante la presencia de factores de riesgo, como el inicio a temprana edad de vida sexual activa,
incrementa el riesgo de adquisicion del VPH, y sobre todo al no contar con una educacion sexual y de

medidas preventivas sobre todo durante la etapa de la adolescencia.

Por lo que considero, debemos de realizar mayor énfasis en promocion a la salud, métodos de
planificacion familiar priorizando el uso de preservativo, VPH y su deteccion oportuna de céncer

cérvico uterina con la realizacion de citologia cervical, PCR o colposcopia.

En base a los resultados obtenidos de los test utilizados para deteccion de VPH, se observo que PCR
tiene mayor especificidad y sensibilidad sobre la citologia cervical, se esta utilizando a toda mujer
con antecedente de vida sexual activa, en comparacion con la citologia cervical, la cual se realiza con
un rango de edad de los 25 afios en adelante, siendo esto significativo al momento de la deteccion, ya

que podemos encontrar casos ya con lesiones en cérvix, secundario al VPH.

De acuerdo al rol tan importante que juega el médico familiar, podemos decir que es de suma
importancia integrar y sumar los esfuerzos del equipo multidisciplinario de las unidades de medicina
familiar a fin de llevar a cabo acciones especificas y sistematizadas para lograr un diagnostico
temprano y la referencia oportuna, contribuyendo a disminuir las cifras tan elevadas de
morbimortalidad y el saldo social, del cual no podemos ver cifras pero podemos inferir que la
orfandad y la desintegracion familiar forman parte del lastre de estas patologias, que lejos de

disminuir van a la alza con un marcado predominio en los paises en vias de desarrollo.
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Anexo 1.
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Anexo 2.

INSTITUTO MEXICANG DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DIE PRESTACIONES MEDICAS SOLICITUD DE CITOLOGIA CERVICAL
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DEL CANCER CERVICO UTERINO Folio a4 .
I. Identificacion de la unidad
Unidad Medica Delegacian Jurisdiccion
1L Identificacion de la solicitante Fecha |
Nam. de atiliacion |_| |_|_|_|__ﬁ|_|_|_|__l_| ]_|“|_|_|_|_|__|_| Consultorio_______ Turno
Nombre Fdad I_[_I anos
Apollico patermo Apellida maternt Nombre (6)
Lugar de residencia T Colonia o Toea wad
1_|_|_|_l_| Teléfona
NGTIE TS © G et N Foltic s Erticad Fedarativa o)
En caso de necesidad puede también localizarse a travez de
Nombre Domicilio
APt patemn Apelis matornn Nombre i Tall y rumors Tolonia o localioad
|_|_|_|_|__| Teléfono,
Municipio o delegacion pol tica Entidad Federativa P
. Deteccion de cancer del cérvix V. Condiciones gineco-obstétricas a la detecci6n
(1) Primera vez en la vida . (5) Embarazo actual
(2) Un afo o menos “) Puerperio postparto o postaborto (6) Post menopausia
(3) 2 Anos (2) DIU in situ (7) Histerectomra
{4) 3 6 m4s afas (3) Tratamiento hormonal
Fecha de altimo Papanicolau (4] Otro tratamiento ginecoldgico Fecha de la Gltima menstruacion
o o T | R [ [l  FE [ ) P ol ] ) |
Dia Nes A Dia Mes ARG
V. Actualmente presenta: VI. A la Exploracién se observa VIl. Derivada con el Médico Familiar
(1) Flujo (1} Cuello sano (1) Si
(2} Prurito o ardor vulvar (2] Cuelle anormal con lesién (2) No
(3) Sangrado anormal (3) No se observa cuello (3) Otro:
(4) Ninguno
VIll. Utensilio con el que se tomé la muestra (1) Espatula de Ayre (2) Citobrush (3] Pipeta (4) Abatelenguas (5) otro
IX. Tomd& la muestra citologica: X. Matricula:
RESULTADO DE CITOLOGIA CERVICAL
Xl. Laboratorio: XIl. Namero citolégico
ST Facha e radspeis il I SIS XIV. Fecha de interpretacion  |__|__ 1 1__1_1_1_I 1
Dia s Afio Dia e Aha
XV. Calidad del espécimen (1) Satisfactorio (2) Insatisfactorio
XVL. Diagnostico Citalogico (1) Pasitivo (2) Negativo
XVII. Hallazgos adicionales
Organismos: Cambios reactivos: Otros:
(1) Trichomanas (4) Inflamacion (1) Atrofia (4) Reparacion Presencia de células
(2) Bacterias (5) hongos (2) Radiacion (5) Efecto del DIU ;ﬂf:f:)me;'id’es en mayores
e 40 ahos
(3) Imagen del virus (B) Otro (3) Inflamacion (6) Otro
del herpes (7) Ninguno {7) Ninguno (1) si (2) No
XVIIl. Anormalidades Fpiteliales presentes: (1) Si (2) No
XIX. Anomalias en (1) ASC-US (2) ASC-H (3) Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (displasia leve y/o VPH)
células escamosas: Py o W i y
(4) Lesion intaepitelial escamosa de alto grado (displasia moderada y grave) (5) Carcinoma in situ
XX. Carcinoma epidermoide invasor: (1) Si (2) No
XX1. Anomalias del apitelio glandular: (1) Células glandulares atipicas (AGC) (2) Adenocarcinoma
XX, Repetir estudio por: (1) Celularidad escamosa (2) Muestra mal fijada  (3) Muestra mal tefiida  (4) Exudado inflamatario  {4) Sangrado
insuficiente abundante
(6) Laminilla rota o extraviada (7)) Muestra contaminada con: (8) Otra:
XX1ll. Nombre del Citotecnélogo: XXIV. Matricula
XXVII. La muestra fue revisada por el Patdlogo: (1) si {2) No XXV, Firma del Patélogo
XX11l. Nombre del Patélogo: XXIV. Matricula
XXIX. Cédula profesional de especialidad

320 001 8995 2200-54-001-A001-01



Anexo 3.

TABLA DE RECOLECCION DE DATOS:

nombre

num.

afiliacion

agregado

edad

IVSA

citologia

cervical

PCR

Num. de
parejas

sexuales

Cervicovaginitis

O 00| N| Oof Ll | W N

=
o

=
=

=
N

=
w

=
E

=
Ul
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Anexo 4.

>
>
>

Técnica para toma de PCR:

Atender los siguientes pasos para la toma de la prueba:
Explicar el procedimiento a realizar a la paciente solicitando su consentimiento.

Estar acompanado de la enfermera en caso de personal médico, en todos los casos, para la

Toma de la prueba.

>
>
>

Fecha.

>

Preparar el equipo necesario: guantes estériles de latex, espejo vaginal estéril, brocha cervical,
laminillas, 14piz de diamante, fijador y medios de transporte (PreservCyt),

Rotular laminilla y el medio de transporte (PreservCyt) con los siguientes datos nombre, RFC

y

Solicitar a la paciente que pase al vestidor para que se coloque la bata con abertura hacia atras

y se descubra de la cintura hacia abajo.

>
>
>

Lavarse las manos.

Colocar a la paciente en posicion ginecologica.

Llevar a cabo la exploracion de genitales externos con el fin de detectar alguna alteracion
evaluando: el aspecto de la piel de los muslos, las ingles y la vulva buscando
intencionalmente zonas eritematosas, huellas de rascado, manchas discromicas, lesiones
exofiticas, tumores o evidencia de prolapso uterino.

Introducir el espejo vaginal, localizar el cérvix y verificar lesiones tanto en vagina como
cérvix.

Obtener la muestra del cérvix con la brocha cervical. Inserte las cerdas centrales en el cérvix
lo suficiente como para permitir que las mas cortas entren en contacto con el cérvix. Presione
suavemente y rote la brocha en ambas direcciones 1 a 2 veces.

Extender la muestra obtenida con la brocha en la laminilla de un solo lado en sentido
longitudinal, monocapa y uniforme. Y fije inmediatamente la muestra con el cytospray a una
distancia de 25 cm en una sola aplicacion.

Enjuagar la brocha ripidamente en el frasco con medio de transporte (PreservCyt),
presionando la brocha en el fondo del frasco 20 veces, haciendo que las cerdas se separen.

Como paso
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final, agitar la brocha vigorosamente para liberar el material que pueda quedar adherido escurra
la brocha en las paredes del frasco, y tire la brocha, no debe dejarse en el medio de transporte.
» Cierre el medio de transporte (PreservCyt hasta el toque, use como indicador la sefal
colocada en el costado de la tapa la cual debe sobrepasar a la sefial encontrada en el vial.

» Identifique el vial con los datos de la paciente (nombre y fecha de toma).
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Anexo 5.

CITOLOGIA CERVICAL DE ACUERDO TECNICA ESTABLECIDA EN NOM-14-SSA2-
1994:

Generalidades de la Norma.

3.7 Citologia cervical: Es la toma de muestra de las células del endocérvix y exocérvix. Es uno de los
métodos para detectar en etapas tempranas el cancer cérvico uterino. También conocida como

Papanicolaou.

6.3.1 El estudio de citologia cervical es el método de eleccion para la deteccion oportuna del cancer

del cuello del utero.

6.3.2 La citologia cervical se realizara cada tres afios en aquellas mujeres con dos citologias previas
anuales consecutivas, con resultado negativo a infeccion por Virus del Papiloma Humano, displasias
o cancer; las mujeres con los problemas anteriores seran objeto de un seguimiento en una clinica de
displasias y, cuando sean dadas de alta, reiniciaran la periodicidad anual. Las mujeres con resultados
positivos a procesos inflamatorios inespecificos deberan continuar con exdmenes anuales hasta que
haya dos resultados consecutivos negativos. En las instituciones del Sector Publico la citologia
debera practicarse gratuitamente, sin exclusion de ninguna mujer solicitante por razones econdmicas

o de edad, pudiéndose brindar el servicio a quien lo solicite con mayor periodicidad.

6.3.3 Para la toma satisfactoria de la citologia cérvico vaginal es necesaria la observacion directa del
cuello uterino mediante el espejo vaginal, tomando una muestra suficiente del exocérvix y
endocérvix previo consentimiento informado de la mujer, y que no esté menstruando, elimindndose

otras barreras de los servicios y de las usuarias.
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