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Resumen

Objetivo: determinar mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la infeccion por el virus del
papiloma humano de alto riesgo (DNA-HPV-H) y la presencia de cambio morfoldgico con atipia en la
citologia de mujeres que laboran en un hospital y un ente educativo. Métodos: serie de casos de muestras
cérvico uterinas con citologias convencional y en base liquida, y PCR para DNA-HPV-H; se incluyeron
las pacientes que tuvieron uno o mas resultados positivos en citologia (ASC-USy LSIL). Resultados: la
tipificacion de DNA-HPV-H fue positivaen 12 de 41 casos. Se observé un mayor nimer o de citologias con
atipia celular en el rango de mujeres jévenes (22-49 afios), comparado con las mayor es (50-72 afos). L os
casos positivos para DNA-HPV-H tanto en citologia convencional como en base liquida fue similar. Hubo
11 con infeccion simpley uno multiple positivo para altoriesgo (HPV-H y HPV-16). Conclusiones: laPCR
identifico 12 pacientesinfectadas con HPV dealtoriesgo, 11 con infeccion ssmpley una multiple; el grupo
que predomind fue el HPV-H (9 casos), seguido del subtipo HPV-18 (5) y por HPV-16 (1).

Abreviaturas: ASC-US atipia indeterminada de células escamosas; ASC-H, atipia que no descarta alto
grado; HPV, virusdel papiloma humano; LSIL, lesién escamosa intraepitelial debajo grado; HSIL, lesién
escamosa intraepitelial de alto grado.

Palabrasclave: virusdel papilomahumano, cancer decuellouterino, citologia, neoplasiacervical intraepitelial.

DNA-HPV-H DETECTION IN ATYPICAL SQUAMOUS CELLS.
A CASE SERIES: ASC-US AND LSIL

Abstract

Objective: to determine high-risk human papillomavirus (DNA-HPV-H) infection and atypical changes by the
polymerase chain reaction (PCR) method based on cytology among women who work at a hospital and a school.
Methods: case series based on conventional or liquid-based cytology of cervical samples and PCR testing for DNA-
HPV-H; patients with one or more positive resultsin their cytology (ASC-US and LSIL) were included. Results:
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DNA-HPV-H typing was positive in 12 to 41 cases. Atypical cells were mostly present in younger women (22-49
years), compared with older women (50-72). The number of DNA-HPV-H positive sampleswas similar for liquid-
based and conventional cytology. Eleven cases had a simple infection and one a multiple positive result for high-
risk (HPV-H and HPV-16). Conclusions: high-risk HPV infection was identified by PCR in 12 patients, 11 had a
simpleinfection and onea multipleinfection; HPV-H positive (9 cases) samples predominated, followed by subtype

HPV-18 (5) and by HPV-16 (1) type.

Key words: human papillomavir us, cervical cancer, cytology, cervical intraepithelial neoplasia

Introduccidon

La evolucion de las costumbres ha llevado a la so-
ciedad modernaafrecuentesinfeccionesvirales, las
cuales pueden desencadenar procesos inflamatorios
y precancerosos, siendo mas frecuentes en muje-
res jovenes.! Las causadas por tipos oncogénicos
(alto riesgo) de HPV han sido reconocidas como
el evento indispensable en el desarrollo del cancer
cervical y sus lesiones precursoras.?® La persisten-
ciade estas infecciones (la mayoria de transmision
sexual*®) en el cuello uterino®, llevan aun espectro
de cambios morfoldgicos celulares con atipia de
diferente intensidad clasificados segun el sistema
Bethesda’® en: ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL y
carcinoma invasivo.

Paralelo al cambio de costumbres, la cienciay la
tecnologia han desarrollado pruebas auxiliares
como herramientas mas sensibles y reproducibles
paradetectar el riesgo delainfecciony su persisten-
cia, permitiendo identificar los diferentes subtipos
del HPV, que en conjunto con la citologia conven-
cional o ladelabase liquida, ayudan aclarificar el
cambio celular®en mejora de una exactitud diagnés-
tica, de unaremisiony de un tratamiento adecuado
y oportuno.®

Paraeste estudio, se utilizo citologia convenciona y en
base liquida paraidentificar a mujeres con resultados
clasificados como ASC-US o L SIL aquienes después
se lesrealizd pruebas de PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa COBAS® 4800).

Materiales y métodos

Poblacion: estudio de serie de casos, se tomaron
muestras a 121 mujeres que participaron en la 112y
122 Jornadas de Salud Ocupacional en un hospital de
cuarto nivel, en Bogota DC (Colombia), del 20 al 22
de septiembre de 2011 y 25 al 29 de junio de 2012.
Se les explicé la finalidad del estudio y aceptaron
firmar el consentimiento informado para participar
en la investigacion. De este grupo, se incluyeron
guienes tuvieran una o mas pruebas positivas para
citologia convencional o en base liquida. Se ex-
cluyeron las que no firmaron el consentimiento
informado o fueran histerectomizadas. Para la re-
coleccion de datos fue utilizado el instrumento de
anamnesis y resultados en citologia, el andlisis se
basd en la clasificacion de Bethesda 2001. Se midio:
edad, nUmero de gestaciones, método de planifica-
cion y hébito de fumar.

Muestra citolégica: Convencional: el material para
el estudio fue obtenido en la consulta de ginecologia
bajo colposcopio por |os especialistas, quienes elabo-
raron |los extendidos convencionales y guardaron los
elementos de toma (citocepillo Rovers®) en un vial,
para luego realizar las preparaciones en base liquida
y las determinaciones de biologia molecular, siendo
ésta una muestra compartida.t*?

Baseliquida: estas muestras se procesaron en el labo-
ratorio de citologia de la Facultad de Citohistologia,
de laFUCS, segiin el manual del equipo BectonDic-
kinson®. Los viaes con la muestra residual fueron
guardados y refrigerados a 4°C.
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Prueba DNA-HPV-H: del material residual conteni-
do en el vial de las 41 mujeres, se realizé la prueba
molecular con el equipo Cobas® 4800 (Laboratorios
Roche SA). Para un primer grupo de doce subtipos
de alto riesgo (HPV-H: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 56,
58, 59, 66 y 68) y por separado otros dos genotipos
considerados de més alto riesgo HPV-16 y HPV-18,
siendo el 16 el responsable de cerca del 60% del cancer
cuello uterino y el HPV 18 representa otro 10%'34,
para un total de 14 subtipos.

Procesamiento y analisis: tanto las citologias conven-
cionales como las de base liquida se colorearon con
Papanicolaou y se clasificaron segin Bethesda 2001.
La primera lectura la realiz6 una citohistéloga; todos
los casos con atipia celular y el 10% de los negativos
fueron revisados por una pat6loga. Los formatos de
los resultados de citologia una vez diligenciados y
firmados fueron entregados en la oficina de Coordi-
nacion de Salud Ocupacional, para hacerlos llegar a

cada una de las participantes y su posterior remision a
la consulta de colposcopia, segun las recomendaciones
de las guias de manejo para estos casos.'®

Resultados

Se analizaron en total 121 muestras, de las cuales 41
cumplieron con los criterios de inclusion, constituyen-
do el grupo de estudio. Se observé un mayor nimero de
casos con atipia celular en el rango de mujeres jovenes
(22-49 afios), comparado con el grupo de las mayores
(50-72 anos) (Tabla 1).

La determinacion de los casos positivos para DNA-
HPV-H tanto en citologia convencional como en base
liquida fue similar, presentandose once casos de infec-
cion simple (HPV-H nueve, HPV-16 dos y HPV-18
dos) y un caso de infeccion multiple positivo para el
grupo de alto riesgo (HPV-H y HPV-16) (Tablas 2
y 3). Las variables clinicas frente a HPV-H llamaron

Tabla |. Caracteristicas clinicas y demograficas segun citologia convencional y en base liquida

Citologia base liquida

Citologia convencional

1
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Caracteristicas z n > 0 i o
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> 2 - > @ 3
3 3 @ 2 3 i
o 8 - =) 8 &
(3] (3] =
2 < 2 < g
£
Edad, afios
22 a 49 9 18 13 13 | 34
50a72 2 3 0 7
Habito de fumar, n
Si | | | 0 2 | 0 3
No 9 18 14 12 6 | 33
No hay reporte | 2 2 | 0 5
Gestaciones, n
3aé6 2 6 3 3 5 2 | I
0a2 7 14 5 12 9 5 0 26
No hay reporte 2 I | I | 0 4
Método de Planificacion, n
No 0 5 4 3 0 I
Si 13 2 10 8 | 22
No hay reporte 4 2 2 5 0 8
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la atencidn porque entre gestantes de 0-2 se registra-
ron ocho casos con respecto a gestantes 3-6 tres casos
(Tabla 4).

Discusion

La oportunidad de realizar este estudio de serie
de casos para tamizaje en citologia cérvicouterina

utilizando conjuntamente las técnicas de citologia
convencional, la de base liquida y la prueba mole-
cular para HPV oncogeénico, permitio establecer
los verdaderos casos con atipia (12:41 casos) para
ser enviados a la consulta de ginecologia, segln las
recomendaciones y las guias de manejo.*'" La li-
teratura sugiere el uso de nuevas tecnologias como
citologia en base liquida y PCR que en conjunto con

Tabla 2. Frecuencia de citologia convencional frente a tipificacion DNA-HPV-H

Tipificacion HPV

Citologia
convencional
Negativa I 7 2 I 0 I
ASCUS 21 I5 2 0 | 3
LSIL 9 3 5 | | 2

Tabla 3. Frecuencia de citologia en base liquida respecto a tipificacion DNA-HPV-H

Citologia base Tipificacion HPV

I, L
e . Invalidada
Negativa 16 I | 0 | 3
ASCUS 16 I 3 I 0 3
LSIL 8 2 5 | | 0
Insatisfactoria | | 0 0 0 0

Tabla 4. Caracteristicas clinicas

Caracteristicas

HPV negativo
n=29

HPYV positivo

=12
i Invalidada

Edad, Mediana (RIQ) NA 33 (36.6) NA NA NA NA
22249 20 10 8 2 | 4
50a72 5 2 | 0 | 2

DATOS DEMOGRAFICOS

Habito de fumar
Si | | | 0 0 |
No 20 10 7 2 2 5
No hay reporte 4 | | 0 0 0

Gestaciones
3-6 7 3 3 0 0 3
0-2 15 8 6 2 | 3

Métodos de planificacion
Si 13 6 4 0 I 3
No 5 6 4 0 2

Resultado de citologia
Citologia convencional 25 12 9 2 2 6

Citologia en base liquida 25 12 9 2 2 6
NA: No Aplica
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lacitologia convencional contribuyen a disminuir la
prevalencia de cancer de cuello uterino.

ASC-US representan cerca de 5% de los andlisis de
citologia seguin el estudio ALTS 2006 y arededor de
50% de estos casos son positivos para HPV-H, como
lo reportalapublicacion ALTS 2003. En estaserie de
€asos No Se tienen porcentajes para comparar con los
hallazgos de |os estudios publicados; sin embargo se
observo que en e grupo de 41 muestras clasificadas
con atipiacelular, once fueron positivas parainfeccion
simple y una para infeccion mdltiple (grupo de doce
subtipos de ato riesgo: HPV-H y HPV-16).

De igua manera como lo reportan algunos estudios,
se obtuvieron casos con reporte negativo para anor-
malidades de las células epiteliales en laclasificacion
de la citologia, pero positivos para algunos subtipos
HPV-H.2 Revisando € ciclo vital del HPV, la infec-
cion tiene dos fases: unalatentey otra productiva. En
la primerael DNA permanece en el nucleo en forma
circular libre, sin producir atipiacelular, sdlo se puede
detectar mediante método molecul ar.'81°

Diferente eslainfeccién productiva, donde existe una
actividad del DNA vira que permite ser detectado por
laprueba molecular y ademés el cambio celular puede
observarse tanto en lacitologiacomo en el estudio del
tgjido enlabiopsia.®®? Por diferentes circunstancias,
apesar deverseatipiacelular enlacitologia, laprueba
para biologia molecular fue invalidada.?? Dentro de
las causas reportadas tenemos que las muestras no
siempre estan sujetas a la temperatura adecuada, en
especia durante el transporte.

Una de las limitaciones de este estudio fue haber
detectado solo lainfeccion para el grupo de virus on-
cogénico, lo que no permitioé explicar los casos con
atipia celular del informe de citologia con un reporte
de DNA negativo. Una primera hipétesis podria ser
gue éste cambio se debaalapresenciade virusde bajo
riesgo como HPV 6y 11%, u otro subtipo. La segun-
da es que podria corresponder a un proceso o estadio
regresivo, donde persista el cambio morfoldgico sin
lapresenciavira .

Trabajar con subtipos de altoy bajo riesgo quiza permi-
taestablecer diagndsticos diferencial es® con aquellos
cambios celulares exuberantes que corresponden a
procesos inflamatorios o bien a cambios regenerati-
VOS 0 reparativos frecuentes en |las preparaciones de
citologiay que son motivo de interconsulta.

Este trabajo espera contribuir con una de las metas
propuestas por € Ministerio de Salud y Proteccion
Saocial en conjunto con el Instituto Nacional de Cancer,
en el Plan Nacional para el Control del Cancer en
Colombia 2012-2020, paralatransicion detamizacion
de cancer de cuello uterino con citologia a pruebas
moleculares de deteccion temprana de HPV del afio
2013.2"28

Para proyeccion social de la Fundacion Universitaria
deCienciasdelaSalud y laFacultad de Citohistologia
es importante haber realizado esta primera camparia
de citologia en conjunto con latipificacion para HPV
oncogeénicos, permitiendo la aplicacion de nuevas
tecnologias y colaborando a disminuir € riesgo de
mortalidad en nuestro pais.

Conclusion

El uso delaPCR permiti6 identificar infecciones sim-
plesy multiples por HPV de ato riesgo. Las mujeres
con atipiacelular (ASC-USy LSIL) fueron remitidas
a colposcopia para su correspondiente estudio. No se
habia tenido experiencia en el uso de la citologia en
base liquida comparado con resultados de estudios
virales moleculares (Cobas® 4800). Asi mismo fue
un aprendizaje el enfoque multidisciplinario de las
lesiones del cérvix, las cuales se abordaron desde la
observacion colposcopica, la realizacion de los dos
tipos de citologia y la intervencion en el manejo de
las pacientes.
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