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Resumen

Introduccion: El virus papiloma humano (VPH) causa infecciones
transmitidas sexualmente. Objetivos: Conocer la prevalencia de infec-
ciones genitales por VPH, identificar factores clinico-epidemiologicos
asociados a dicha prevalencia y determinar la frecuencia de los tipos
virales. Material y Métodos: Se estudiaron muestras endo-cervicales
de 505 mujeres entre 15 y 49 afios, que concurrieron para estudio de
exudado vaginal al laboratorio del Instituto de Prevision Social, resi-
dentes de Posadas, Misiones, entre enero de 2012 y junio de 2013. Se
amplific6 una seccion de 450 pares de bases del genoma viral pertene-
ciente al fragmento L1 del VPH. La deteccion del genotipo se realizo
mediante el estudio del polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP). Resultados: La prevalencia de la portacion de
VPH total fue 30,7%, y de éstos 71,6% correspondi6 a los de alto
riesgo (principalmente VPH 16 [35,1%], 58 [10,8%] y 31 [8,1%)]). La
deteccion del VPH fue mayor en mujeres de 15 a 24 afios (OR: 1,48;
IC 95% :1,01-2,18) y con mas parejas sexuales (OR:1,81; IC 95%:
1,02-3,22). No hubo asociacion con el embarazo, la estabilidad de
la pareja, métodos anticonceptivos, edad de inicio de las relaciones
sexuales ni tabaquismo. Conclusiones: Los resultados de identifica-
cion y tipificacion de VPH en este estudio aportan informacion sobre
una prevalencia elevada de VPH en mujeres sexualmente activas, asi
como porcentajes elevados de genotipos oncogénicos en esta region.

Palabras clave: virus papiloma humano; genotipos; prevalencia;
factores de riesgo.
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Abstract

Background: Human papilloma virus (HPV) is one of the most fre-
quent sexually transmitted infections, especially among young people.
Aims: To describe the prevalence of genital HPV infections, to identify
clinical-epidemiological factors associated with them and to determine
the frequency of viral strains. Methods: Endocervical samples were
studied of 505 women between 15 and 49 years old, who attended
the laboratory of the Institute of Social Security, residents of Posadas,
Misiones, for the study of vaginal exudate, between January 2012 and
June 2013. A 450-base pair fragment within the HPV L1 region was
amplified. Genotype detection was performed through the study of
the restriction fragment length polymorphism (RFLP). Results: The
prevalence of total HPV carriage was 30.7%, and of these 71.6%
corresponded to high risk (mainly HPV 16 [35.1%], 58 [10.8%] and
31 [8.1%]). HPV detection was higher in women aged 15 to 24 years
(OR: 1.48, 95% CI: 1.01-2.18) and with more sexual partners (OR:
1.81,95% CI: 1, 02-3.22). There was no association with pregnancy,
stability of the couple, contraceptive methods, age at onset of sexual
intercourse, or smoking. Conclusions: The identification and typing
of HPV in this study provides information regarding the high preva-
lence of HPV and the substantial proportion of cases with oncogenic
genotypes among sexually active women in this region of Argentina.

Keywords: human papilloma virus; genotypes; prevalence; risk
factors.
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Introduccion

las infecciones de transmision sexual mas frecuen-

tes!. Los datos publicados muestran un rango de
prevalencia de 30 a 60% entre los 15 y 25 afios de edad?.
Se ha demostrado que el VPH favorece el desarrollo de
lesiones pre-neoplasicas o neoplasias muco-cutaneas?.

El cancer cervical es el cuarto tipo de cancer mas comuin
en mujeres de todo el mundo y el primero en paises en
desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud reporta
una incidencia mundial de cancer cervical de aproximada-
mente 570.000 casos invasores diagnosticados por afio*. En
el afio 2018, més de 72.000 mujeres fueron diagnosticadas
de cancer cérvico-uterino y casi 34.000 fallecieron por esta
enfermedad en la region de las Américas’.

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
(IARC) informo en el afio 2012 que el cancer de cérvix,
con 4.956 casos notificados en Argentina, represent6 8,2%
-tercero en orden de mayor frecuencia- del total de los
canceres anuales identificados en mujeres®.

Los VPH que infectan el tracto ano-genital son alre-
dedor de 40 tipos y han sido subdivididos en dos grupos
sobre la base de su potencial oncogénico: VPH de bajo
riesgo (tipos 6, 11,42, 43, 44), comiinmente encontrados
en condilomas acuminados y neoplasias intra-epiteliales
de bajo grado y con minimo riesgo de progresion maligna,
y VPH de alto riesgo (tipos 16, 18, 31 y 45, entre otros),
asociado a infecciones persistentes que pueden conducir
al cancer’. El VPH 16 es el genotipo mas frecuente del
grupo de alto riesgo y ha sido identificado en casi la mitad
de todos los canceres de cuello uterino.

En el caso de infeccion por VPH de alto riesgo y bajo
condiciones favorables, el genoma viral se integra al
genoma de la célula hospedera, lo que es necesario para
la inmortalidad de los queratinocitos®.

La mayoria de las infecciones, aun las producidas por
los tipos de alto riesgo (con o sin anomalias citologicas),
se mantienen por un tiempo acotado’. La duracion me-
dia estimada es de 8 a 12 meses'. Son auto-limitadas y
no dejan secuelas onco-patogénicas. Sin embargo, los
VPH pueden generar una infeccién persistente en una
proporcion minoritaria, aunque en valores absolutos son
de importancia sanitaria por la elevada prevalencia de cir-
culacion viral en la poblacion. La infeccion persistente es
un factor causal necesario para la neoplasia intra-epitelial
cervical. Se estima que deben transcurrir varios afios (20
afios aproximadamente) entre la infeccion inicial y el
desarrollo del cancer de cérvix’.

Al momento de redactarse este manuscrito, estan
disponibles y licenciadas dos vacunas contra el VPH (una
tetravalente, dirigida contra VPH 6, 11, 16 y 18, y la otra,
bivalente, disponible en la provincia de Misiones, dirigida
contra VPH 16 y 18). Ambas son preparadas por tecno-

El virus papiloma humano (VPH) representa una de

logia recombinante, utilizando proteinas estructurales L1
purificadas, que son ensambladas en particulas simil virus
(VLP). Ninguna contiene virus vivos ni ADN viral. No
tienen accion terapéutica®.

Objetivos

Determinar la prevalencia de las infecciones genitales
por VPH, identificar factores clinico-epidemiologicos
asociados a dicha prevalencia y obtener la frecuencia de
los tipos virales en mujeres sintomaticas, asintomaticas,
embarazadas o no, usuarias del laboratorio de analisis
clinicos del Instituto de Prevision Social (IPS).

Materiales y Métodos

Se estudiaron 505 muestras endo-cervicales de mu-
jeres, que residian en la ciudad de Posadas, Misiones,
Argentina, durante el periodo comprendido entre enero
de 2012 y junio de 2013. Fueron incluidas todas aquellas
mujeres sexualmente activas, incluso las menores de edad.

Las pacientes concurrieron al laboratorio del Instituto
de Prevision Social (IPS) de la provincia de Misiones,
con una solicitud de estudio de exudado vaginal por
sospecha clinica de patologia de tracto genital inferior o
estudio de control periddico promovido por los médicos
de la obra social.

El trabajo fue aprobado, por el Comité de Bioética de
la Unidad Académica del Parque de la Salud de Posadas
(Misiones). Todas las pacientes recibieron informacion
oral y escrita sobre los objetivos del estudio. A las pa-
cientes menores de edad se les exigio el consentimiento
de sus padres o tutores.

A las participantes se les realizé una encuesta sobre
factores clinicos (presencia y caracteristicas del flujo,
embarazo) y epidemiolégicos (nimero de hijos, método
anticonceptivo, edad de inicio de las relaciones sexuales,
nimero de parejas sexuales, tabaquismo).

Se tomaron muestras del cuello uterino con hisopos
de dacron. La extraccion de ADN se realizé en forma
manual utilizando el kit de extraccion de Machery-Nagel
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evaluar la
calidad de la muestra, integridad del ADN y/o la presencia
de inhibidores, se amplific una porcion del exon 111 del
gen de la B-actina humana!'®.

Para la deteccion del VPH se amplificé una seccion
de 450 pares de bases del genoma viral perteneciente al
fragmento L1 mediante los cebadores consenso MY 09
y MY 11, seglin protocolo de Manos y cols.!!. La am-
plificacion se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl
que contenia una mezcla de reaccion con 0,05 U de Taq
polimerasa, 2 pM de cada uno de los oligonucledtidos,
2,5 mM de MgCl,, 0,5 mM de cada uno de los cuatro
dNTPs, tampon para la enzima Taq polimerasa y 10 pl
del templado.

Rev Chilena Infectol 2020; 37 (2): 111-116



La reaccion de polimerasa en cadena (RPC) se llevo
a cabo utilizando un termociclador compacto Labnet,
modelo MultiGene™II Personal Thermal Cycler, con un
programa que incluia una desnaturalizacién inicial a 94°C
durante tres minutos, seguido de 35 ciclos de un minuto
a 94°C, un minuto a 50°C y un minuto a 72°C, con una
extension final de cinco minutos a 72°C. Como control
negativo de la RPC se utiliz6 la misma mezcla de reaccion
sometida a las mismas condiciones con el agregado de
agua ultra pura y como control positivo genoma de la linea
celular CaSki infectada persistentemente con VPH16. Los
productos de amplificacion se corrieron por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio,
a 90 voltios durante 20 minutos y se observaron por
exposicion a luz ultravioleta en el transiluminador.

La deteccion del genotipo de VPH se realizé mediante
el estudio del polimorfismo de la longitud de los frag-
mentos de restriccion (RFLP). A partir del fragmento
amplificado se realizd la digestion enzimadtica con las
siguientes endonucleasas de restriccion: Bam H1, Ddel,
Haelll, HinfT, PstI, Rsal y Sau 3 Al, de acuerdo a la técnica
propuesta por Bernard y cols'?. Se prepard un tubo para
cada enzima con 10 pl de agua. Se adiciond 6,5 pl del
producto de la RPC, 2 pl de tampoén y 1,5 pl de enzima
de restriccion. Se incubd 2-4 h a 37°c. Se analizaron los
patrones de corte tipo viral especificos producidos por las
enzimas mencionadas en un gel de agarosa al 2% en tam-

pon tbe 1x se sembrd un control sin digerir del producto
de 450 pb, se corrid 60 min a 60 voltios y se compararon
los patrones contra patrones de digestion conocidos para
su identificacion'.

Los casos positivos, en los que no se pudo determinar el
genotipo por la metodologia empleada, fueron catalogados
como VPH-x. La deteccion de dos o mas secuencias de
ADN del VPH detectadas simultaneamente en una misma
muestra se considerd una infeccion multiple.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se efectud con la prueba de 2,
con el programa SPSS version 21.0. Se consideraron es-
tadisticamente significativos los valores con p <0,05. Los
resultados de prevalencia se mostraron con un intervalo
de confianza (IC) de 95%. La asociacion entre variables
se midi6 mediante el calculo de Odds Ratio (OR) con un
IC de 95%.

Resultados

Se estudiaron 505 mujeres cuyo rango de edad estuvo
comprendido entre 15 y 49 afios de edad, con una media
de 28,4 afios (DE 8,2). Se detecto VPH en 155 de ellas,
lo que representa una prevalencia de 30,7%.

En la Tabla 1 se analizan los factores clinico-
epidemioldgicos considerados de interés y de probable
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Tabla 1. Caracteristicas clinico epidemioldgicas de las pacientes VPH (+) y VPH (-)
Total VPH (+) VPH (-) OR (IC 95%) Valor p
n = 505 n =155 n = 350

Edad media (DE) 28,4 (88,2) 27,4 (7,9) 28,8 (8,4) 0,98 (0,95-1,00) 0,067
Rango de edad, n (%)

25-49 anos 304 (60,2) 83 (53,5) 221 (63,1) 1

15-24 anos 201 (39,8) 72 (46,5) 129 (36,9) 1.48 (1.01-2.18) 0,042
Embarazo, n (%) 106 (21,0) 29 (18,7) 77 (22,0) 0,82 (0,50-1,31) 0,402
Sintomas, n (%) 265 (52,5) 78 (50,3) 187 (53,4) 0,88 (0,60-1,28) 0,519

Numero embarazos, media (DE) 1,1(1,3) 1,0(1,3) 1,2 (1,3) 0,86 (0,74-1,01) 0,065

Numero de hijos, media (DE) 0,8 (1,1) 0,7 (1,1) 0,9 (1,1) 0,88 (0,73-1,05) 0,167
Edad de inicio de relaciones sexuales, n (%)

Entre 19y 33 afos 140 (27,7) 41 (26,5) 99 (28,3) 1

Entre 13y 18 afios 365 (72,3) 114 (73,5) 251 (71,7) 1,09 (0,71-1,68) 0,671
Numero de parejas sexuales, n (%)

1 108 (21,4) 25(16,1) 83(23,7) 1

2-5 267 (52,9) 84 (54,2) 183 (52,3) 1,52 (0,90-2,55) 0,108

>5 130 (25,7) 46 (29,7) 84 (24,0) 1,81 (1.02-3,22) 0,040
Uso de anticonceptivos orales, n (%) 188 (37,2) 1(39,4) 127 (36,4) 1,13(0,77-1,78) 0,511
Uso de preservativo, n (%) 90 (17,8) 0(19,4) 60 (17,1) 1,16 (0,71-1,89) 0,549
Tabaquismo, n (%) 74 (14,7) 7 (11,0 57 (16,3) 0,63 (0,36-1,13) 0,119
Notas: DE: Desvio Standard, OR: Odds ratio, IC: Intervalo de Confianza.
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asociacion a la infeccion por VPH. La prevalencia de VPH
en mujeres entre 15 y 24 afos fue de 35,8% (72/201),
mayor que en mujeres entre 25 y 49 afos (27,3% [83/304])
(OR: 1,48; IC 95%: 1,01-2,18). Se encontr6 asociacion
con el mayor numero de parejas sexuales (OR: 1,81; IC
95%: 1,02-3,22). Al analizar la asociacion de VPH con
métodos anticonceptivos, embarazo, edad de inicio de
las relaciones sexuales y tabaquismo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

Se realizd la técnica de RFLP a las 155 muestras po-
sitivas, logrando la genotipificacion solamente en 74 de
ellas (47,7%). En 52,3% (81/155) de los casos positivos
para VPH no se logré identificar secuencias patrones a
través del método de deteccion utilizado (VPH-x). En
71,6 % (53/74) se detectd secuencias de ADN de VPH
de alto riesgo, asi como en 28,4% (21/74) secuencias de
VPH de bajo riesgo. La infeccion multiple por VPH estaba
presente en 21,6% (16/74) de las muestras genotipificadas.

La distribucion de los 16 tipos de VPH identificados
y su frecuencia se observa en la Tabla 2. Los cinco tipos
de VPH de bajo riesgo identificados fueron: 6, 11, 54, 57
y 61 y los once tipos de VPH de alto riesgo: 16, 18, 31,
33, 35,45, 53, 58,59, 66 y 68.

Discusion

Es dificil establecer estimaciones referidas a la
cantidad de mujeres portadoras de infecciones ocul-
tas por VPH. Mediante técnicas altamente sensibles
como hibridacién molecular o RPC, puede obtenerse

Tabla 2. Distribucién de genotipos de VPH detectados mediante RFLP

Infecciones unicas

VPH-AR n (%)
16 2(29,7)
18 2 (2,7)
31 5 (6,8)
33 1 (1,4)
35 1 (1,4)
45 1 (1,4)
53 2 2,7)
58 6 (81)
59 1 (1,4)
66 2 (2,7)

Total 43 (58,1)

Infecciones multiples

VPH-BR n (%) Combinacion n (%)

6 5 (6,8) 6 + X 2 2,7)
11 4(5,4) 6+ 16 2 2,7)
61 6(8,1) 16 + X 3 (4,1)
16 + 53 1 (1,4

16 + 54 T (1.4

16 + 58 1 (1,4)

18 + 31 1 (1,4)

57 + 45 1 (1,4)

58 + X T (1.4

61 + 33 1T (1.4

61 + X 1 (1.4

68 + X 1 (1,4)

Total 5(20,3) Total 16 (21,6)

Nota: X: Secuencias de VPH no identificadas. RFLP: restriction fragment length polymorphism.
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la prevalencia de VPH en la poblacion femeninal. La
prevalencia de VPH y distribucion de genotipos es
altamente deseable para evaluar el impacto profilactico
de las vacunas contra VPH.

Un meta-analisis de estudios publicados entre 1995
y 2009 utilizando RPC para la detecciéon de VPH en
1.016.719 mujeres con resultados citologicos normales,
inform6 una prevalencia global estimada para VPH de
11,7% (IC del 95%, 11,6% - 11,7%); en este estudio,
Latinoamérica (16,1%) mostré una de las prevalencias
mas altas'. En nuestro estudio es superior la prevalencia
de VPH (30,7%), siendo similar a la encontrada por
Sotlar y cols.', en un estudio realizado en 294 mujeres
en la Universidad de Tiirbingen, Alemania (34,7%) u otro
realizado por Camargo Pinzén y cols., en 210 mujeres en
el Departamento de Salud de Cauca en Colombia donde
la prevalencia fue de 39%".

Nuestra prevalencia fue similar a otras evaluaciones
realizadas en nuestro entorno. Asi, el primer estudio en
Misiones, Argentina, fue realizado por Tonon y cols.!¢,
quienes informaron una prevalencia de VPH de 43% en
mujeres seleccionadas aleatoriamente y residentes en
diferentes ciudades de esta provincia. Posteriormente,
datos obtenidos de Badano y cols.!’, mostraron una pre-
valencia de VPH de 33,1% en mujeres de bajos recursos
de la ciudad de Posadas, Misiones.

De las 155 muestras positivas, se logré genotipificar
a 74 de ellas; esto pudo deberse a que las muestras pre-
sentaban una carga viral baja, manifestado por la débil
intensidad observada en las bandas de precipitacion en
gel de agarosa que imposibilitaron una resolucion eficaz
por la técnica de RFLP. Esto es una limitante de la técnica
de RFLP, resultando un método no 6ptimo para tipificar
los VPH. También, en algunos casos, podria tratarse de
virus nuevos o variantes ain no identificadas.

Los 15 tipos virales hallados en este estudio coinciden,
en general, con los genotipos prevalentes en la poblacion
mundial*'®, Los tipos de VPH 16, 18, 31, 52 y 58 se
encuentran entre los 10 tipos mas comunes.

En nuestra experiencia, los tipos virales de alto riesgo
mostraron mayor prevalencia respecto a los de bajo
riesgo 'y el VPH 16 fue el més frecuente coincidiendo con
reportes nacionales e internacionales'’2.

En segunda frecuencia se observo el VPH 58 (10,8%)
y luego el VPH 31 (8,1%). Es importante destacar el
hallazgo del VPH 58, no habitualmente encontrado en
nuestro pais'”'8; aunque Venezuela y cols., en un estudio
realizado en la provincia de Coérdoba, informaron que
este genotipo comparte el segundo lugar con el VPH 1818,
Clifford y cols., en un estudio que incluyé mujeres de 13
areas de 11 paises, informo que en Sudamérica el segundo
tipo viral mas frecuentemente encontrado fue el VPH 58
con una prevalencia de 7%?'. En un estudio en Paraguay,
pais colindante con Misiones, el VPH 58 también se
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observo como el segundo en orden de frecuencia (2,4%)%.
De acuerdo a estos resultados, se podria sugerir que el
genotipo VPH 58 se incluyera en la formulacion vacunal,
aunque se deberian realizar estudios de persistencia para
evaluar su potencial oncogénico.

Los genotipos VPH 6 y VPH 61, mas frecuentemente
detectados en nuestro estudio, tuvieron una prevalencia
relativamente mas alta (10,8%) a lo reportado por Tonon y
cols.!', para el VPH 6 (8,4%) en una poblacion semejante
a la nuestra. Sin embargo, Deluca y cols., encontraron
5,3% de VPH 6 en un estudio de mujeres aborigenes del
nordeste de Argentina. Golfetto y cols., en un estudio
realizado en 325 mujeres que acudieron a un servicio
publico por un tamizaje cervical en el estado de Santa
Catarina, Brasil, encontraron que el genotipo de bajo
riesgo prevalente fue el VPH 61 (3,8%)%.

En este estudio, la infeccion multiple por VPH (21,6%)
fue menor al 27% obtenido por Miranda y cols., en San
Pablo, Brasil, en una poblacién de mujeres con citologia
normal, y muy superior al 1,5% observado por Toro de
Meéndez y cols., en Mérida, Venezuela. Ambos estudios
utilizaron una metodologia molecular de deteccion de
VPH semejante a la técnica RFLP empleada en la presente
investigacion®.

En este trabajo no se obtuvo asociaciones estadis-
ticamente significativas en la poblaciéon VPH positiva
con factores de riesgo, tales como: alta paridad, inicio
temprano de las relaciones sexuales, tabaquismo, métodos
anticonceptivos, no uso de profilactico de barrera, resul-
tando diferente a lo observado por otros autores’!¢:17-24,

Por otro lado, se encontrd una asociacion significativa
con la edad. Nuestros hallazgos de prevalencia (35,8%) en
mujeres bajo 24 afios de edad, coinciden con los reportes
internacionales que estiman una prevalencia entre 30-40%
en este grupo etario'. Este resultado concuerda con lo
informado por Venezuela y cols.', con Toro de Méndez
y cols., y difiere de Tonon y cols., quienes hallaron una
mayor frecuencia en el rango de 31-35 afios'®%.

Aunque es muy probable que las infecciones por VPH
detectadas en las jovenes sean transitorias, es destacable
que fueron mujeres que acudieron al laboratorio por un
estudio de exudado vaginal, sin antecedentes de lesion
cervical o estudio previo de Papanicolau alterado.
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En general, se ha reportado en varios estudios asocia-
cion entre infeccion por VPH y el inicio temprano de las
relaciones sexuales, aunque esto también esta relacionado
al comportamiento sexual y habitos culturales de una
comunidad'. En nuestro estudio se observo que 73,5 % de
las pacientes infectadas con VPH se iniciaron sexualmente
entre los 15 y 18 afios, pero no resultd con significacion
estadistica. Ponce-Coello y Uyaguari Diaz realizaron un
estudio en Ecuador en mujeres trabajadoras de la salud y
tampoco hallaron significacion estadistica®.

Hemos encontrado que la prevalencia de VPH au-
mento6 con el nimero de parejas sexuales y esto resultd
estadisticamente significativo, coincidiendo con Medina
y cols., y Badano y cols.!”?*. En el grupo de mujeres con
infeccion por VPH, que usaban el método anticonceptivo
oral no se encontr6 asociacion significativa (p = 0,511),
aunque Bosch y cols., encontraron asociacion entre el uso
de anticonceptivo oral y la infeccion con VPH'.

De las 155 mujeres con infeccion por VPH, 11%
manifesté el habito de fumar y no se encontré asociacion
estadistica significativa con este factor de riesgo. Sin
embargo, Badano y cols., y Tonon y cols., hallaron al
tabaquismo como un factor de riesgo en mujeres de la
provincia de Misiones'®!7,

El estudio tiene las limitaciones de ser unicéntrico
y restringido a la poblacion atendida en el IPS, por lo
que la prevalencia encontrada en este estudio puede no
ser representativa de otras poblaciones de Argentina o
Latinoamérica.

Los resultados de identificacion y tipificaciéon del VPH
en este estudio, aportan informacion sobre la persistencia
de una prevalencia elevada del VPH en mujeres sexual-
mente activas, pertenecientes a la principal obra social de
la ciudad de Posadas. El estudio destaca los porcentajes
elevados de genotipos oncogénicos en esta region de Ar-
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