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Resumen

Introduccién: La prevalencia de los diferentes genotipos de virus del papiloma humano (VPH) varia dependiendo de la
severidad de la lesién y region geografica. Objetivo: Identificar infecciones multiples de VPH en lesiones cervicales de bajo
y alto grado en un grupo de mujeres del Bajio mexicano referidas con citologia no concluyente. Métodos: Estudio piloto de
mujeres referidas de unidades del primer nivel de atencion de Guanajuato, México, por citologia sugerente de lesion cervical.
Los raspados cervicales fueron sujetos a extraccion de ADN y genotipificacion del VPH mediante microarre-
glos. Resultados: Se colectaron 100 casos consecutivos y fueron analizados 90; se observé 26 % de positividad a VPH en
mujeres sanas y 62 % presenté algun grado de lesion. Los genotipos de VPH mas frecuentes fueron 59, 31, 16 y 51. En la
mayoria de las muestras se encontré infeccion mdltiple. Conclusiones: Se identificé heterogeneidad de VPH en las mues-
tras de la poblacion estudiada en contraste con los reportes internacionales; ademas, son comunes las infecciones multiples
en lesiones precursoras y disminuyen en las lesiones de alto grado. Estos datos podrian influir en los actuales programas
de vacunacion anti-VPH.

Virus de papiloma humano. Genotipos de VPH. Prevalencia de VPH. Lesiones cervicales.

HPV infection profile in cervical lesions

Abstract

Introduction: The prevalence of the different genotypes of human papillomavirus (HPV) varies depending on lesion severity
and geographic region Objective: To identify multiple HPV infections in low- and high-grade cervical lesions in a group of
women from the Mexican Bajio region referred with inconclusive cytology. Methods: Pilot study of women referred from pri-
mary care units of Guanajuato, Mexico, with cytology suggestive of cervical lesion. Cervical smears were subjected to DNA
extraction and HPV genotyping using microarrays. Results: 100 consecutive cases were collected and 90 were analyzed; HPV
positivity was observed in 26% of healthy women, 62% had some degree of cervical lesion. The most common HPV genotypes
were 59, 31, 16 and 51. Multiple infections were found in most samples. Conclusions: HPV heterogeneity was identified in
the samples of the study population in contrast to worldwide reports; furthermore, multiple infections are common in precursor
lesions and decrease in high-grade lesions. These data could have an impact on current HPV vaccination programs.

Human papilloma virus. HPV genotypes. HPV prevalence. Cervical lesions.
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|ntroducci6n

El cancer cervicouterino (CaCU) y sus lesiones pre-
cursoras constituyen un serio problema de salud
publica en el mundo.! En México, el CaCU sigue siendo
letal; en 2020, se reportaron 9439 nuevos casos y
cerca de 5000 muertes.? Si bien hay decremento
importante en su incidencia de una década a otra, es
un problema que esta lejos de solucionarse.

El factor de riesgo méas importante para el desarro-
llo del CaCU es la infeccidn persistente por los virus
de papiloma humano (VPH) de alto poder oncogénico,
como el VPH 16 y el VPH 18.% Asimismo, la prevalen-
cia de los diferentes genotipos de VPH varia depen-
diendo de la severidad de la lesion y region geografica.
Diversos anélisis epidemiolégicos en el mundo des-
criben que entre las mujeres con citologia normal, la
prevalencia oscild entre 8 y 9 % en Asia y Europa y
fue > 20 % en Africa, el continente americano y
Oceania.

Por otro lado, en el noreste de México, los tipos 59,
52 y 16 son los mas frecuentes; en el sureste, los
tipos 16 y 18; y en el occidente, 16, 18 y 58.57 Asi, el
panorama del VPH en México es tan diverso como la
poblaciéon misma. Si bien hay regiones con prevalen-
cia similar a la mundial, existen poblaciones en las
que se encuentran genotipos no comunes,>® lo cual
indica que México cuenta con un mosaico genotipico
variado de VPH.

Con la intencién de fortalecer la literatura nacional
respecto a la prevalencia de VPH, en un estudio piloto
en primer nivel de atencion se investigd la genotipifi-
cacion de VPH en lesiones cervicales de bajo y alto
grado, y su correlacion con los factores sociodemo-
gréficos en mujeres del Bajio mexicano con diagnds-
tico citolégico de lesion.

Métodos

El presente es un estudio piloto exploratorio trans-
versal de casos consecutivos durante 2015, el cual
fue aprobado por el comité local de investigacion del
Hospital General Ledn, Guanajuato, con numero
GTSSA002101-300. La toma de muestras se llevd a
cabo en la Clinica de Displasias del hospital, después
de la firma del consentimiento informado por parte de
las pacientes. En total se colectaron 100 raspados
cervicales realizados con un cepillo cervical, de
pacientes que fueron referidas de su centro de salud
con diagnostico presuntivo de lesion de bajo grado

(LBG) o lesiones de alto grado (LAG) para realizacion
de colposcopia y confirmar el diagndstico; al término
se les aplicd un cuestionario sobre caracteristicas
sociodemograficas y factores de riesgo. Las muestras
se colocaron en solucion salina en hielo para su
transporte. El diagndstico histoldgico del patélogo se
tomo en cuenta para analizar los datos.

Extraccion y purificacion del ADN

De los raspados cervicales se extrajo el ADN. Para
comprobar la calidad, se realizd la amplificacién por PCR
en punto final de un fragmento de 110 pares de bases
(pb) del gen betaglobina, utilizando los oligonucledtidos
PCO3 (5-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3) y
PCO4 (5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3'). Los
casos positivos fueron sujetos a PCR para la amplifica-
cion de un fragmento de 150 pb del gen L1/VPH, para
lo cual se utilizaron los oligonucleétidos GPs.® Conforme
a estos criterios, 10 muestras fueron eliminadas.

Genotipificacion de VPH

Para la genotipificacion de los VPH se utilizd el
microarreglo CLART HPV2® (Gendmica, Madrid,
Espafia) de baja densidad, para lo cual se empled la
hibridacion por fragmentos de PCR de L1/VPH espe-
cificos de 35 genotipos, con sensibilidad analitica
calibrada con copias conocidas de plasmidos clona-
dos como controles internos.

Se utilizaron 200 ng de ADN purificado para la ampli-
ficacion de PCR. Durante la amplificacion, los fragmentos
fueron marcados con dUTP-biotina. Para la hibridacion
sobre el microarreglo, los productos de PCR (10 uL) se
usaron siguiendo las especificaciones del productor. Para
la visualizacion de las hibridaciones entre los blancos y
sus sondas especificas sobre el microarreglo, se proce-
di6 al desarrollo de color agregando el conjugado de
estreptavidina-peroxidasa, y su reaccion con perdxido de
hidrégeno/diaminobencidina tetrahidroclorada, lo que
genera un precipitado insoluble. La sefial del precipitado
se analiz6 en el Clinical Array Reader (CAR®, Gendmica,
Madrid, Espafia), el cual genera un reporte escrito. Los
controles positivos y negativos presentes en el microarre-
glo se encuentran por duplicado y aseguran la correcta
reaccion de hibridacion.

Anélisis de los datos

Se calcularon los porcentajes y las frecuencias de
los datos clinicos. Las tablas de contingencia de
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Frecuencia de factores de riesgo para cancer cervicouterino segtn la Norma Oficial Mexicana'® de acuerdo con la presencia
o ausencia de lesion, infeccion por virus de papiloma humano, infecciones Unicas y multiples

25-64 afios 23 68 45 80.4 27
Bajo nivel educativo 83 97 54 96.4 34
Ingreso < $2000 19 56 37 66.1 21
Menarca temprana 1 3 ® 9 2
IVSA < 18 afios 17 50 34 61 20
MPS 23 68 43 77 11
ACO 4 12 19 34 10
Multiparidad 25 74 43 77 8

No pap previos 13 38 24 43 24
< 5 citologias 25 74 44 79 25
ITS previas 1 3 2 4 1

Tabaquismo 19 56 319 4 18
Cancer familiar 2 6 2 4 2

Infeccién por VPH 15 44 39 70 0

75 41 76 20 87 21 68
94 53 98 22 96 31 100
58 35 65 16 70 19 61

6 4 7 1 4 3 10
56 31 57 13 57 18 58
31 4 76 13 57 28 90
28 13 24 3 13 10 32
22 40 74 22 96 18 58
67 29 54 12 52 13 42
70 44 82 21 91 23 74
9 2 4 0 0 2 7

50 20 87 7 30 13 42
6 2 4 0 0 2 7

0 54 100 23 100 31 100

ACO: anticoncepcion oral; pap: papanicolaou; ITS: infeccion de transmision sexual; IVSA: inicio de vida sexual activa; MPS: mdltiples parejas sexuales; VPH: virus del papiloma

humano; VPH-: virus de papiloma humano negativo; VPH+: virus de papiloma humano positivo.

infecciones multiples de VPH y su relacion con las
variables epidemioldgicas se analizaron mediante la
prueba de chi cuadrada y la prueba de Fisher, con
intervalos de confianza de 95 %. Se consider¢ signifi-
cativo un valor de p < 0.05.

Resultados

Las pacientes participantes pertenecen a la
region del Bajio noroccidental, en el estado de
Guanajuato (zona centro de México). Previo al ana-
lisis de las muestras, se eliminaron 10 por ser nega-
tivas para la amplificacion del gen constitutivo de
la betaglobina.

En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas demo-
graficas y los factores de riesgo de las pacientes en
estudio. Llamé la atencién el inicio temprano de la
vida sexual, las mlltiples parejas sexuales y el
numero de embarazos; 62 % (56/90) present6 algun
grado de lesion epitelial, 83 % con LBG (47/56) y
16 % con LAG y una paciente con diagnéstico de
CaCU epidermoide.

Deteccion de secuencias de VPH y
genotipificacion

Presentaron VPH, 54/90 (60 %) muestras; de estas,
15 (28 %) no presentaron lesion, 34 LBG y cuatro
LAG.

La Figura 1 muestra los genotipos virales identifi-
cados; se observoé equitativamente VPH de bajo y alto
poder (48 % versus 52 %), entre los cuales, el 59 fue
el mas frecuente, seguido por 31, 16 y 51 y escasa
presencia de los genotipos 6 y 61. La paciente con
CaCU presentd VPH 45. Interesantemente no se
detecté VPH 18.

Con el objetivo de conocer la probabilidad para el
desarrollo de lesiones de los diferentes genotipos de
VPH mas frecuentemente encontrados, se calcularon
las razones de prevalencia.

Se observo que el VPH 59 presentd PR = 1.01 para
el desarrollo de una infecciéon por VPH, y 0.73 para
LBG, lo que sugiere una baja actividad transformante.
Por el contrario, el VPH 51 present6 PR= 3.03 y
PR = 1.98 y 1.87 para LBG y LAG, respectivamente,
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Frecuencias de genotipos del virus del papiloma humano (VPH) de bajo y alto poder oncogénico en mujeres de Lebn, Guanajuato,
Meéxico. Barras en color rojo los VPH de alto poder, las barras azules los VPH de bajo poder.

lo que sugiere que este genotipo tiene una actividad
transformante mayor. En nuestra poblacion, el VPH
31 mostr6 también mayor actividad oncogénica
(PR = 7.89), aun mayor que el VPH 16 (PR = 0.97),
como se describe en la Tabla 2.

Infecciones mdltiples de VPH

Durante el analisis se observaron infecciones mul-
tiples en 57 % (31/54) de las muestras; de estas, 9/31
correspondieron a pacientes sin lesion, 19 a pacientes
con LBG y dos a mujeres con LAG (Figura 2).

En general se observo una tendencia a que el VPH
51 (grupo filogenético ao-5) y el VPH 59 (a-7) se aso-
cien mayoritariamente a los VPH -9 (VPH 16, 31, 33
y 58), y en menor porcentaje a -6 (VPH 53 y 56). Un
hecho interesante fue que el VPH 51 siempre estuvo
presente en las infecciones multiples. EI VPH 59 se
encontrd en su mayoria en infecciones mudltiples
(11/16), con una frecuencia similar al VPH 16; en
tanto, el VPH 31 se encontrd en infecciones unicas y
multiples (7/13 versus 6/13). Ademas, se encontré que
las infecciones multiples se asocian nuevamente a
multiples parejas sexuales (p = 0.0040) y multiparidad
(p = 0.0019), como se observa en la Figura 3 y la
Tabla 3.

Discusion

Durante afos, el CaCU (asi como sus lesiones pre-
cursoras y el VPH) ha persistido como una de las
principales causas de morbimortalidad en la mujer
mexicana, por lo que es indispensable la generacion
de conocimiento sobre este problema de salud, la
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Distribucién de los genotipos del virus del papiloma humano
en infecciones unicas y miltiples. VPH: virus del papiloma humano;
LBG: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; LAG: lesion esca-
mosa intraepitelial de alto grado.

optimizacién de herramientas éptimas de cribado y el
impacto presente y futuro de las vacunas.

Se ha demostrado que la prevalencia de VPH difiere
dependiendo de la severidad de la lesién y la regién
geografica: en promedio asciende a 12 % en las cito-
logias normales y a 89 % en CaCU.® Estudios en
México reportan que la incidencia de VPH varia de
11 a 16 % en mujeres sanas de la regién central, es
de 15 % en el caribe mexicano y de 33 a 40 % en el
sureste.”'*"® En el presente trabajo, uno de los prime-
ros realizados en poblacion del Bajio mexicano (region
central-occidental), se reporta 28 % de positividad.
Estos datos apoyan la gran variabilidad y heteroge-
neidad en diferentes regiones del pais, y la necesidad
de nuevos estudios al respecto. Llama la atencion que
el inicio de la vida sexual activa se presente en
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Prevalencia relativa de los virus de papiloma humano de alto poder oncogénico en muestras cervicales de mujeres del Bajio,

Guanajuato
16 9 5 33 6 18
31 9 1 6 11 32
88 9 2 13 1 8
85 9 2 13 1 3
45 7 1 6 0 0
51 5 2 13 9 26
52 9 2 13 1 8
53 6 1 6 2 6
56 6 2 13 7 21
58 9 2 13 6 18
59 7 6 40 10 29
66 6 2 13 3 9
82 B 0 0 1 8
85 7 0 0 0 0

0.52 2 50 1.5 1.06 13
4.85 2 50 i 8.66 14
0.22 0 0 0 0.33 3
0.22 1 20 1.87 0.66 4

0 0 0 0 0.66 2
1.98 1 20 1.87 3.33 12
0.22 1 20 1.87 0.66 4
0.88 1 20 3.75 2.00 4
1.54 0 0 0 2.33 9
1.32 0 0 0 2.00 8
0.73 0 0 0 1.1 16
0.66 0 0 0 1.00 5

0 0 0 0 0 1

0 1 20 0 0 1

LAG: lesion intraepitelial de alto grado; LBG: lesion intraepitelial de bajo grado; PR: relacién de prevalencia para el desarrollo de infeccion; SL: sin lesién. Intervalo de confianza a 95 %.

m Multiple
1o} 0
o » o ~
T o 2 o
£ s} s}
9]
2 = = = = = =
5 =S = E S = =]
o — — ~—
2 2
In~|
= =
o) [ o)
© ~ © - M 10 O N 0 — N ®
R e TR T B S VoS Vo R o)

%

100

Unica %
q =
o
Rk <
O] = (] = @ o o e @ -
O] = (= - = @ = = = -
ol —l— ~B-B-B-B-B-B-
N~
© 0O O —~ N © «~ «—~ N MO ¥ v O
D OO O © © ~ ® ©® O O O D
«
©
Q.
o

Genotipos identificados

Distribucién de infecciones tnicas y mdiltiples del virus del papiloma humano de acuerdo con el diagnéstico histopatoldgico.

menores de edad, asi como las multiples parejas
sexuales, lo que apoya los reportes publicados.
Los datos en México indican que los VPH 16, 18,
31, 39, 51 y 58 son los mas frecuentes, con variacio-
nes en provincia.>®'"'415 Este trabajo concuerda par-
cialmente con lo reportado en la literatura y seria el
segundo estudio en el que se describe al VPH 59
como el mas frecuente, ademas de los tipos 31, 16 y
51, lo que apoya resultados previos®8'214 y contrasta
con los hallazgos de otros informes.®'> Esta hetero-
geneidad en el VPH torna aun més compleja la

comparacion y unificacion de los datos. Por ejemplo,
las infecciones multiples son semejantes en poblacion
italiana (51 %)' y del noreste de México,® pero con-
trastantes con las de otros analisis,®" lo cual destaca
dicha diversidad. Los resultados apoyan que los VPH
0-9, 0-6 y -7 son los mas prevalentes en combina-
ciones, pero también a-5, 0-6, 0-8 y a-10.%"” Resaltan
los datos de que el VPH 51 tiende a presentarse en
infeccion multiple.'® Esto sugeriria que su capacidad
asociada a la transformacion debe estar en sinergia
con otros tipos de VPH. Son indispensable mas
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Andlisis de factores de riesgo en infecciones tnicas y multiples por virus del papiloma humano

MPS 13
ACO 8
Menarca temprana 1
Tabaquismo 7
ITS previas 1
Céncer familiar 1
Bajo nivel educativo 22
IVSA antes 18 afios 13
Ingreso < $2000 16
No pap previos 12
25-64 anos 20
< 5 citologias previas 21
Multiparidad 22

28 8.253 0.004069* 2.95
10 2.667 0.102451 1.5
3 0.546 0.495962 1.33
13 0.749 0.386251 1.22
2 0.111 0.735858 1.17
2 0.111 0.735858 1.17
30 0.047 0.829076 1.15
18 0.013 0.909737 1.02
19 0.396 0.528929 0.85
13 0.557 0.455981 0.83
21 2.667 0.102451 0.66
23 2.562 0.109463 0.65
18 9.713 0.001829* 0.48

ACO: anticoncepcion oral; ITS: infeccion de transmision sexual; IVSA: inicio de vida sexual activa; MPS: multiples parejas sexuales; pap: papanicolaou; PR: razon de prevalencia.

*Datos estadisticamente significativos.

investigaciones enfocadas a las mdltiples infecciones
en la transformacién de la célula epitelial.

Tres vacunas anti-VPH disponen de licencia para
su comercializacién en el mundo: una bivalente
(VPH 16 y 18), una cuadrivalente (los anteriores +
VPH 6 y 11) y una nonavalente (los anteriores +
VPH 31, 33, 45, 52 y 58)."®'9 La gran heterogeneidad
del VPH en México puede impactar en la eficacia de
la vacunacién como método de prevencion primaria.
Actualmente, la cobertura de vacunacion en México
es de 40 %;*° el objetivo es alcanzar una cobertura
nacional superior a 70 %, en el que se incluyan nifias
de 12 a 16 afios.?® Con los genotipos cubiertos, en
estos momentos se ofrece una proteccidn aproximada
de 30 %, proporcidn que se incrementaria obviamente
con el uso de la vacuna nonavalente, opcién poco
viable debido a su costo. La meta parece dificil por la
situacion socioecondmica en la que se encuentra el
pais, dado que las dosis son de un costo elevado, a
lo cual se adiciona la pandemia de COVID-19.

Por lo tanto, en la lucha contra el CaCU y el VPH
es necesario fortalecer programas y recursos que
favorezcan la implementacion de medidas preventivas
como la educaciéon sexual y el acceso universal a
métodos de cribado, gracias a la investigacion biomé-
dica, la innovacién e implementacion de nuevas

técnicas menos invasivas, pruebas de medicina de
precision y acceso universal a la vacunacion.

Conclusion

Se identificé pluralidad de los VPH en la poblacion
del Bajio mexicano afectada por LBG y LAG, repre-
sentada principalmente por los tipos 59, 31, 16 y 51.
Las infecciones multiples de VPH en lesiones precur-
soras resultarian en un evento comun con tendencia
a su disminucién en las LAG, lo que sugiriere la nece-
sidad de medidas mas precisas ajustadas al pano-
rama epidemioldgico de cada pais.
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