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Resumen

OBJETIVO. Determinar la frecuencia de infeccion del virus de Epstein-Barr (ves), citomegalovirus (cmv) y virus de papiloma
humano (vrH) a través de la técnica de RT-PCR en muestras cervicales de pacientes atendidas en un hospital de tercer nivel de
atencién en Chiapas.

MATERIALES Y METODOS. Se desarrollé un estudio descriptivo, transversal y prospectivo. Mediante un muestreo no pro-
babilistico por conveniencia, se recolecté un total de 104 muestras, 89 cumplieron los criterios de inclusion. Se utilizé un
cuestionario con variables de interés, a las participantes se les solicitd un consentimiento informado; posteriormente, a cada
paciente que aceptd, un médico ginecdlogo le tomdé una muestra cervical. El andlisis estadistico aplicado fue descriptivo. La
extraccion de AbN fue por estuche comercial, la calidad se verificé por pcr punto final y electroforesis en gel de agarosa; la
deteccion de los virus fue por pcr en tiempo real (rRT-pcr), utilizando ensayos especificos para cada virus con los respectivos
controles de reaccion.

RESULTADOS. La media de edad fue de 47.18+12.04 afios, 48.3% (n = 43) eran casadas, se encontré 78% (n = 69) positivas
a presencia de AbN viral; la mayor frecuencia fue por veH con 46.1% (n = 41). Se observé coinfeccion de veH con cmy y/o ves de
27% (n = 24).

CONCLUSIONES. Las infecciones virales juegan un papel importante en la génesis del cancer cervicouterino, diversos estudios
han encontrado integracion genémica de virus como VPH, VEB, entre otros, en las células del cuello uterino, lo cual provoca el
desencadenamiento de procesos ontogénicos. ldentificar la infeccién con estos virus da la pauta para el manejo y seguimiento
de las pacientes con lesiones en el cérvix.
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Abstract

OBJECTIVE. To determine the frequency of infection of Epstein-Barr virus (esv), cytomegalovirus (Hcmv) and human papillomavi-
rus (Hpv) through the rT-PCr technique in cervical samples from patients treated in a tertiary care hospital in Chiapas.

MATERIALS AND METHODS. A descriptive, cross-sectional and prospective study was developed. Through convenience
non-probability sampling, a total of 104 samples were collected, 89 of which met the inclusion criteria. A questionnaire with
variables of interest was used, an informed consent was obtained. To each patient who accepted, a cervical sample was taken
by a gynecologist. The statistical analysis applied was descriptive. bna extraction was by commercial kit, quality was verified by
endpoint pcr and agarose gel electrophoresis; the detection of the viruses was by real-time pPcr (RT-PCR), using specific assays
for each virus with the respective reaction controls.

RESULTS. The mean age was 47.18 (=12.04) years, 48.3% (n = 43) were married, 78% (n = 69) were found to be positive for
the presence of viral bnA; the highest frequency was due to Hpv with 46.1% (n = 41). HPv coinfection with Hovv and/or EBv was
found in 27% (n = 24).

CONCLUSIONS. Viral infections play an important role in the genesis of cervical cancer, several studies have found genomic
integration of viruses such as: Hpv, EBv, among others in the cells of the cervix, causing the triggering of oncogenic processes.
|dentifying the infection with these viruses provides guidelines for the management and monitoring of the patient with lesions
in the cervix.

Keywords: Epstein-Barr virus, cytomegalovirus, human papillomavirus.

"Laboratorio de Investigacién, Hospital Regional de Alta Especiali-  * Universidad Auténoma de Nuevo Leodn, Facultad de Medicina, vy
dad Ciudad Salud, Tapachula, Chiapas, México Hospital Universitario Dr. José E. Gonzalez, Monterrey, N.L., México
2 Laboratorio de Investigacion, Hospital Regional de Alta Especiali- Correspondencia: Dra. Maria Guadalupe Trujillo Vizuet

dad Ciudad Salud, Tapachula, Chiapas, México. Red Mexicana de  Carretera Puerto Madero s/n km 15200, Col. Los Toros, Puerto Ma-
Investigacion Clinica Enfermedades Infecciosas Emergentes dero, C.P 30830, Tapachula, Chiapas, México

3 Servicio de Ginecologia y Obstetricia, i1ssste, Tapachula, Chiapas,  Direcciéon electrénica: vizuet16@hotmail.com

México Teléfono: 96 2620 1100, ext. 10122

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 43, nim. 3, julio-septiembre 2023

87



88

ARTICULOS ORIGINALES

Introduccion

En todo el mundo, el cancer cervicouterino ocupa el cuar-
to lugar entre los més comunes que afectan a la poblacién
femenina y es una de las principales causas de muerte en
dicho grupo,® tiene una mayor prevalencia que el céncer
de mama (2.1 millones de casos), el cancer colorrectal (0.8
millones) y el cancer de pulmon (0.7 millones)." En el afio
2020 se reportaron 604 mil nuevos casos de céncer cer-
vicouterino y 342 mil muertes.? En lo que va del ano 2022,
en Estados Unidos se ha reportado un estimado de 14 100
casos nuevos y un cdlculo de 4 280 muertes por cancer cer-
vicouterino.

En los paises desarrollados de Occidente la inciden-
cia del cancer ha disminuido, esto se debe a un cambio en
el estilo de vida de la poblacion femenina, asi como a una
mejoria en la deteccion y tratamiento del mismo. En cam-
bio, en paises en vias de desarrollo y de bajos ingresos se
ha registrado un aumento tanto de casos nuevos como de
mortalidad. En estos paises se observa una afectacion por
agentes infecciosos relacionados con el céncer cervicou-
terino, y ademas cuentan con pocos recursos materiales y
financieros para programas de deteccion.*

El desarrollo del cancer cervicouterino esta asociado
a diversos factores de riesgo, como la infeccién por el vrH,
la edad, tabaquismo, una mala alimentacién, uso de anti-
conceptivos orales y el parto. Una infeccién crénica por veH
del tipo de alto riesgo es el principal factor de riesgo para
desarrollar neoplasia.® Existen de 30 a 40 genotipos de VPH
que infectan el tracto anogenital, de los cuales 13 son de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 56, 59 y 68).
Los mas agresivos son los tipos 16 y 18, la infeccion tiende
a persistir y esto conlleva a que se integre con el genoma
del hospedador causando una neoplasia cervical. En todo el
mundo, 70% de los casos de cancer cervicouterino estéan
relacionados con vrH de alto riesgo.®

Gran parte de las infecciones con veH no conducen a
una patologia cervical. Se considera que se requiere la coin-
feccién con otros virus que son de transmisién sexual como
cofactor adicional en la infeccion cervical con vpH para una
evolucién a cancer cervical. Estudios anteriores encontraron
que el virus de herpes simple (vHs), cmv, Ve y el virus de
inmunodeficiencia humana (viH) podrian ser cofactores de la
carcinogénesis asociada al vpH. ®

El objetivo del presente estudio fue determinar la fre-
cuencia de infeccion del ves, el cmv y el veH a través de la téc-
nica de RT-PCR en muestras cervicales de pacientes atendidas
en el Hospital Regional de Alta Especialidad Ciudad Salud.

Metodologia

Se desarrollé un estudio descriptivo, transversal y pros-
pectivo aprobado por el comité de investigacion, ética en
investigacion y bioseguridad del Hospital Regional de Alta
Especialidad Ciudad Salud.

Previa obtencion de muestras bioldgicas, se aplicéd
un consentimiento informado con base en las considera-
ciones éticas, se utilizd un cuestionario con variables de
interés, y el médico ginecélogo obtuvo un raspado cervical
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utilizando material nuevo y estéril, el cepillo se colocd en
medio de transporte digene® Hc2 pna Collection Device; las
muestras se almacenaron a -20 °C hasta su procesamien-
to. Se obtuvieron 104 muestras de mujeres que acudieron
al Servicio de Ginecologia, 89 muestras cumplieron con la
calidad e integridad deseada para posteriormente procesar
por RT-PCR.

La extraccién del material genético se hizo a partir de
células contenidas en el cepillo utilizando el estuche ainamp/
bNA/Minikit® (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se cuantifico
el abN usando el fluorémetro Quantus™ Flourometer (Pro-
mega Corporation, Madison, WI, EUA), la lectura se realizd
con 2 uL de muestra. Se verifico la calidad del AbN para pcr
amplificando un fragmento del gen p-globina.’

La deteccién del veH se hizo mediante RT-PCR, usando
el estuche QuantiNova™ syBr® Green pcr (Qiagen, Hilden,
Alemania) empleando los primers consenso my09/my118 de
acuerdo con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C 15
seg, b5 °C 30 segy 72 °C 30 seg, una curva de fusién a 95 °C
15 seg, 60 °C 1 miny 95 °C 15 seg con un aumento de 0.5 °C
por segundo para evaluar la longitud de amplificacién; cmv
y VEB se realizd mediante sondas TagMan;®'° todas las re-
acciones se llevaron a cabo con un volumen final de 25 uLy
con las siguientes condiciones TagMan Universal pcr Master
Mix™ 2X (Applied biosystems, Woolston, Warringtoon, GB)
800 nm de cada primer, 400 nm de la sonda especifica, en
cada corrida se usé un control negativo y un control positi-
VO (REALQUALITY RQ-CMV STANDARD Y AmpliRun® Total esv control
Vircell, respectivamente). La mezcla de reaccién contenfa 5
L de ADN extraido, la amplificacion se llevd a cabo bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por
10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C 15 seg y 60 °C 1 min.
Se consideraron positivas las muestras con un valor de ct
=<37.00.

Analisis estadistico

La base de datos con las variables de interés se analiz
mediante una estadistica descriptiva, se utilizd el programa
estadistico 1Bm spss version 23.0, la representacion de las
variables cualitativas fue por frecuencia y porcentajes, vy las
variables cuantitativas con media y desviacién estandar.

Resultados

Entre las caracteristicas sociodemograficas de las partici-
pantes se encontré que la media de edad de las participan-
tes fue de 47.1 = 12.04 anos, el estado civil de 48.3% (n
= 43) fue casadas, 53.9% (n = 48) con nivel maximo de
escolaridad primaria, 89.9% (n = 80) con ocupacién ama de
casa y la region de origen del 55.1% (n = 49) fue el Soco-
nusco (cuadro 1).

Entre las caracteristicas ginecoobstétricas, 64% (n
= 57) no cuenta con antecedentes patoldgicos, 68.5% (n =
61) menciond no tener antecedentes no patolégicos, 92.1%
(n = 82) comentd haber tenido la menarca en el rango de
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11 a 15 afos, 60.7% (n = 54) dijo haber tenido el inicio de
vida sexual activa en el rango de edad de 16 a 20 afios. Con
respecto al nimero de gestas, 21.3% (n = 19) menciond
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Cuadro 2.
Caracteristicas ginecoobstétricas de las participantes

tres gestas; de las cuales 19.1% (n = 17) tuvo dos partos, Variables Frecuencia %
13.5% (n = 12) comentd haber tenido un aborto, 18% (n —
, , . Antecedentes patolégicos
= 16) tuvo una ceséarea. Acerca del uso de métodos anti- - = .
conceptivos, 64% (n = 57) no habfa usado; en cuanto al :
numero de parejas sexuales, 66.3% (n = 59) comentd sélo No 57 64
una pareja sexual (Cuadro 2) Antecedentes no patolégicos
Si 28 315
Cuadro 1. No 61 685
Caracteristicas sociodemogrdficas de las participantes T I———
=10 afos 3 34
Variables Frecuencia % 11-15 afios 82 92.1
— =16 afos 4 4.5
Estado civil VoA
Union libre 24 27 11-15 afos 8 202
16-20 anos 54 60.7
Casada 43 48.3 -
21-25 afos 1 12.4
Viuda 8 9 =26 afos 6 6.7
Gi
Soltera 14 15.7 et
0 8 9
Escolaridad 1 9 101
Analfabeta 15 16.9 2 I 10
3 19 213
Primaria 48 53.9 B 13 6
Secundaria 16 18 5 1 124
. =6 16 18
Preparatoria 8 9.0
Partos
Licenciatura 2 2.2 0 19 213
oz 1 9 10.1
Ocupacion
2 17 19.1
Ama de casa 80 89.9 3 1 12.4
Desempleada 3 3.4 4 18 146
- 5 7 7.9
Comerciante 5 5.6
=6 13 14.6
Empleada 1 1.1 Abortos
oz . 0 69 775
Region de origen
1 12 136
Metropolitana 2 2.2 2 8 9
Valles Zoque 3 3.4 CEstreR
0 67 75.3
Mezcalapa 1 1.1
1 16 18
De Los Llanos 1 1.1 2 2 22
Istmo-Costa 12 13.6 3 3 34
4 1 1.1
Oaxaca 1 1.1
Métodos anticonceptivos
La Frailesca 2 2.2 S 2 %
De Los Bosques 4 4.5 No 57 64
Parejas sexuales
Soconusco 49 55.1
1 59 66.3
Sierra Mariscal 7 7.9 2 18 203
Selva Lacandona 1 1.1 s ° 101
4 1 1.1
Meseta Comiteca 6 6.7 - 5 s
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Se detectd AbN de Ve, cMmv y vPH en 78% (n = 69) de las
muestras en algunos casos en coinfeccién, no se encontré
presencia de AbN en 22% (n = 20) (figura 1).

Se observd la presencia de AbN de vpPH en 46.1%
(n = 41), 23.6% (n = 21) tenia coinfeccién de vpPH y VEB,
4.5% (n = 4) aoN de veB, 2.2% (n = 2) coinfeccion de veH
y cmv, s6lo 1.1% (n = 1) presentd coinfeccidn con VEB, vPH
y cmv (figura 2).

Figura 1.
Porcentaje de deteccidn positiva y negativa de ADN
de VEB, CMV y VPH

M Positiva B Negativa

Figura 2.
Presencia de ADN de VPH, ADN de VEB y coinfeccion
de VPH-VEB, VPH-CMV y VPH-VEB-CMV

vPH-cmv IlvPH-VEB

ves IMvPH-cMV-vEB

M\ rH
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Discusion

En estudios realizados en pacientes con céncer o asintoma-
ticas se ha observado presencia de ADN de VPH, VEB, cMv, en-
tre otros. En 2016, Staykoba y colaboradores® investigaron
las infecciones virales cervicales en mujeres asintomaticas,
y encontraron una prevalencia de infeccién con uno o mas
virus de 61.5% (n = 32), 32.7% (n = 17) fueron positivas
para vpH, 9.6% (n = 5) y 5.8% (n = 3) fueron positivas para
VEB Yy cMv, respectivamente. Comparado con nuestro estu-
dio, se encontré una mayor prevalencia de infeccion viral
de 78% (n = 69), vpH en 46.1% (n = 41), 23.6% (n = 21)
tenia coinfeccién de veH y Ve, 4.5% (n = 4) de ve, 2.2% (n
= 2) coinfeccion de veH y cmy, y sélo 1.1% (n = 1) presentd
coinfeccidén con VeB, VPH y cMv; no se observo cwv en las
muestras cervicales como soélo infeccion. Con respecto al
rango de edad, en el estudio mencionado fue de 17 a 57
afos, con una media de de 39 afios; el rango de edad de
nuestra investigacion fue de 28 a 76 afnos, con una media
de de 47 anos. De la poblacion estudiada, la mayoria de las
mujeres (63.5%, n = 33) eran casadas, al igual que en el
nuestro con 48.3% (n = 43).

Sin embargo, se ha investigado la posible asociacién
del ves, el vpH y el vIMR con el desarrollo y la evolucion del
cancer de mama. En un estudio realizado por Naushad y co-
laboradores en 2017 para investigar la posible asociacion
de la infeccién, analizaron 250 biopsias de tejido con céncer
de mama y encontraron una prevalencia de ves en 24.4%,
de veH en 18.1% y de viMRr en 29.3%, los cuales son distin-
tos a nuestros resultados, ya que nosotros observamos una
mayor prevalencia de infeccién con vrPH sobre VEB; mientras
que la coinfeccion de vrH y Ves se detectd en 9.2% (n = 23),
al igual que en nuestro estudio con una mayor prevalencia,
coinfecciéon de veH y vIMR en 3.2% (n = 8) y coinfeccion de
VEB Y VIMR en el 6% (n = 15). Nuevamente, en este estudio
se puede notar como la presencia de una infeccién de ves
y una coinfeccién de este mismo con vpPH podria estar rela-
cionada con el desarrollo de una oncogénesis en el cdncer
de mama.

Por otro lado, en 2019 Putri y colaboradores' de-
terminaron la prevalencia de la infeccién congénita por
cmv en Yakarta, Indonesia: de un total de 411 neonatos
obtuvieron como resultado una prevalencia de 5.8% (n =
24) de recién nacidos infectados por cmv; al comparar con
nuestros resultados, se encontr6 una diferencia debido
a que su poblacién de estudio fue 4.6 veces mayor que
nuestra poblacion.

En otra investigacion en cancer de mama, en 2020
Golrokh y colaboradores™ realizaron un estudio para de-
tectar la presencia de AbN de ve. En 6.7% (n = 4) de las
muestras de las pacientes se encontré AbN del ves, las
cuatro pacientes estaban en un alto grado de tumoracién
con respecto al resto y tenfan un bajo nivel de educacion.
Aunque en 4.5% se observd Abn de VEB y en coinfeccion
con vrPH-VEB de 23.6%, se debe vigilar a la poblacién de es-
tudio debido al alto grado de tumoracién que desencadena
este virus. Sin embargo, en su estudio de 2020, Syeda y
colaboradores™ hallaron la prevalencia de ves, de cmv y de
VPH en tejidos con cancer oral de células escamosas obteni-
das de 58 pacientes. Ninguna muestra resulté positiva para
vPH. Se identifico ves en 15 pacientes (25.86%) y cmv en tres
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(5.17%); comparado con nuestros resultados, se encontrd
vPH en 41 pacientes (46.06%). La coinfeccion con uno o mas
virus se detect6 en dos pacientes y fue una coinfeccién con
CMV Y VEB.

Conclusiones

Las infecciones virales juegan un papel importante en la gé-
nesis del cancer cervicouterino, diversos estudios han en-
contrado integracién genémica de virus como VPH, VEB, CMV,
entre otros, en las células del cuello uterino, provocando el
desencadenamiento de procesos ontogénicos. Identificar la
infeccion con estos virus da la pauta para el manejo y segui-
miento de las pacientes con lesiones en el cérvix.
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