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RESUMEN

Objetivo: evaluar la utilidad de un dispositivo
para toma y preservacién del DNA del virus del
papiloma humano (VPH) de muestras vaginales
recolectadas por autotoma y almacenadas en seco
durante 14 dfas.

Materiales y métodos: estudio piloto de con-
cordancia diagnéstica. Se incluyeron mujeres ma-
yores de 25 afios no gestantes con un resultado de

neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 1 o
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mas, confirmado por biopsia en dos instituciones
de referencia en Bogota, Colombia. Se excluyeron
mujeres con antecedente de histerectomia total. Se
realizé un muestreo por conveniencia. El dispositivo
utiliza PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) en
tiempo real para deteccién del ADN. Se midieron
variables sociodemogrificas y clinicas, asi como el
resultado de la prueba por autotoma y la tomada
por el médico, y la cantidad de ADN de las mues-
tras tomadas el dia 1 procesadas ese dia, y el dia
14, por medio del Ct umbral. Se realizé estadistica
descriptiva. Se calculé la concordancia global por
medio del indice de kappa ponderado y la diferencia
de medias de la cantidad de ADN.

Resultados: la concordancia en la deteccién de
VPH de alto riesgo mostré un kappa = 0,84
(IC95%: 0,71-0,96) entre la muestra cervicovaginal

recolectada por autotoma frente a la muestra
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cervical recolectada por el médico. No hubo
diferencias en la cantidad de ADN viral entre el dia
1y el 14 (DM -0,34 ciclos; IC95 %: -2,29 a 1,61).
Conclusion: las muestras vaginales recolectadas por
autotoma usando el dispositivo de almacenamiento
son confiables para la deteccién de VPH de alto
riesgo en pacientes con displasia cervical, y preservan
el ADN viral por 14 dias si se almacenan en seco
a temperatura ambiente. Se requieren estudios en
poblacién general para confirmar su confiabilidad.
Palabras clave: pruebas de ADN del papilomavirus
humano, cribado, frotis vaginal, autoexamen,

manejo de especimenes.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the usefulness of a device
for collecting and preserving human papilloma virus
(HPV) DNA in self-collected vaginal samples stored
dry during 14 days.

Materials and methods: Diagnostic concordance
pilot study that included non-pregnant women over
25 years of age with a biopsy-confirmed result of
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grade 1 or
more, coming to two referral centres in Bogotd, Co-
lombia. Women with a history of total hysterectomy
were excluded. Convenience sampling was used.
The device uses real-time PCR (polymerase chain
reaction) for DNA detection. Sociodemographic
and clinical variables were measured, as well as the
results of the test when the sample was collected by
the patient and when it was collected by the physi-
cian, and the amount of DNA in the samples taken
and processed on day 1, and in those processed on
day 14, using Ct thresholds. Descriptive statistics
were applied. Overall concordance was estimated
by means of the kappa coefficient and mean differ-

ences in DNA amount.

Results: A kappa coefticient of 0.84 (95% CI: 0.71-
0.96) was found for concordance in high-risk HPV
detection between the self-collected cervicovaginal

sample and the sample taken by the clinician. There

were no differences in terms of the amount of viral
DNA between day 1 and day 14 (DM -0.34 cycles;
95% CI: - 2.29 to 1.61).

Conclusion: Self-collected vaginal samples using
the storage device are reliable for high-risk HPV
detection in patients with cervical dysplasia, and
preserve viral DNA for 14 days if stored dry at room
temperature. Confirmation studies in the general
population are required.

Key words: Human papilloma virus DNA testing,

vaginal smear, self-testing, specimen handling,

INTRODUCCION

El céncer de cuello uterino es el cuarto cancer més
frecuente en las mujeres y el séptimo en la pobla-
cién general en el mundo. En Colombia, en el ano
2012 se registraron 4.661 casos nuevos de cancer de
cuello uterino y 1.986 mujeres murieron por esta
enfermedad, lo que constituyé la segunda causa de
mortalidad por cancer en la mujer (1). Esta patologia
genera una gran carga social, especialmente porque
en Colombia, en el 40% de los hogares la mujer
tiene el soporte econémico y el mantenimiento de
los hijos (2). Desde el punto de vista etiologico se
ha demostrado que la enfermedad es precedida por
la infeccién con alguno de los 14 tipos oncogénicos
de virus del papiloma humano (VPH) [16, 18, 31,
33, 35, 45, 51, 53, 68] definidos de “alto riesgo”
(VPH-ar) por el Centro Internacional de Investi-
gaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) en el 2009 (3).

Luego de una infeccién con VPH-ar, un pequefio
porcentaje de mujeres desarrollan anormalidades
del epitelio cervical (denominadas en citologia
“lesiones intraepiteliales” [LIE] también llamadas
“neoplasias intraepiteliales” [NIC]). Las neoplasias
intraepiteliales de bajo grado (NICI) tienen una
alta probabilidad de regresién (60 al 80 %), dentro
de los 2 primeros anos luego de su deteccién, y no
ameritan tratamiento (4). Sin embargo, un 10%
de ellas puede persistir y transitar a neoplasias de

alto grado (NIC2 o NIC3), las cuales progresan a
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carcinoma en un 20 a 30 % y, por tanto, ameritan
tratamiento (4).

A diferencia de otros tipos de cncer, con el de
cuello uterino existe la posibilidad de realizar un
diagnéstico temprano, 10 a 15 afios antes de ma-
nifestarse, mediante la identificacién de lesiones
intraepiteliales precancerosas (LIE), ya sea por
medio de la citologia cervical o, més recientemente,
con la deteccién del VPH. Los programas de ta-
mizacién a partir de la citologia se iniciaron en
los afios sesenta con muy buenos resultados en
paises desarrollados donde se han implementado
este tipo de programas de una manera organizada
y garantizando coberturas superiores al 70 %, alli
las tasas de mortalidad por cdncer cervical se han
reducido en un 50-90 % (5). Sin embargo, en paises
de medios y bajos ingresos los resultados en cuanto
a incidencia y mortalidad no han sido los mismos,
debido a que la citologia tiene limitaciones impor-
tantes por problemas de cobertura y barreras de
acceso a los servicios de salud, mal procesamiento
de la muestra, baja sensibilidad, pobre seguimiento
de las positivas y los altos costos de infraestructura
y recurso humano (5). En el caso de Colombia, el
99% de las mujeres en edad de tamizacién nunca
se han realizado una citologia, el 12 % solo se la ha
tomado una vez en la vida, y el 30 % de las mujeres
no reclaman el resultado (2). Se ha descrito que
las mujeres no asisten a los programas de tami-
zaciéon por razones culturales o subjetivas como
dolor, miedo, vergiienza a la toma de muestras por
personal masculino o por desconocimiento de la
enfermedad (6).

Con la implementacién de programas de ta-
mizacién basados en VPH, se ha logrado reducir
la mortalidad por céncer de cuello uterino (3, 5).
Una revisién sistemética que incluy6 40 estudios
(144.000 mujeres) reporté que la sensibilidad re-
lativa de la prueba de VPH comparada con la cito-
logia tradicional para detectar NIC 3+ es de 1,46
(IC95%: 1,12-1,91) y la especificidad relativa 0,95
(IC95%: 0,93-0,97) (7). Por otra parte, Ronco et

al., con base en los datos de cuatro ensayos clinicos
controlados europeos concluyen que, dada su mayor
sensibilidad para la deteccién de neoplasia intrae-
pitelial cervical, las pruebas de VPH proporcionan
un 60-70% mas de proteccién contra el cancer
invasivo en comparacién con la citologia (8). La
identificacion del VPH se puede hacer con pruebas
que detectan directamente el ADN del VPH-ar, con
pruebas que amplifican un fragmento del ADN del
virus o con pruebas que identifican el ARNm viral.
Las primeras detectan el ADN de cualquier tipo de
VPH-ar sin realizar amplificacién previa del ADN.
Una segunda opcién utiliza la reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) convencional o en tiempo real,
amplifican un fragmento del ADN para obtener
millones de copias de este, y las pruebas de ARNm
identifican la sobreexpresién de las oncoproteinas
E6 y E7 del VPH-ar (7). Colombia esta en el pro-
ceso de cambiar gradualmente la citologia por las
pruebas de VPH en su programa de tamizacion (4).

La prueba del VPH tiene la ventaja de permitir
que la muestra sea recolectada por la paciente (auto-
toma) y entregada en los programas de tamizacién.
Se ha descrito que esta autotoma podria aumentar
la cobertura en un 10 a 15% y reducir las tasas
de cdncer cervical (9-11). La autotoma ofrece una
alternativa atractiva por su facilidad y privacidad en
paises donde las barreras culturales y la estructura
de los programas limitan el acceso a los programas
de tamizacién (12-15). Se han disefiado diferentes
tipos de dispositivos para la recoleccion de la mues-
tra por autotoma como: hisopos, cepillos, tampones
o dispositivos de lavado (16-18).

Un metaanalisis concluye que independien-
temente del tipo de dispositivo usado (hisopo,
cepillo, tampén) para la recoleccién de la muestra,
la sensibilidad y la especificidad de las muestras
recolectadas por autotoma son similares a las
muestras tomadas por el clinico para la deteccion
de infeccién por VPH (19). El lavado cervicovagi-
nal es la técnica de automuestreo mas estudiada,

su principal desventaja es el manejo adecuado
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de los especimenes liquidos que hacen dificil su
transporte. Por eso es importante tener alternativas
para que el ADN del VPH extraido pueda alma-
cenarse y transportarse en seco (11, 17). Lo que
tendrd un impacto favorable en el incremento de
la cobertura y oportunidad de la tamizacién del
cancer de cérvix en la atencién primaria (20, 21).

Debido a la heterogeneidad de su territorio,
la presencia de poblaciones indigenas y dreas con
dificil acceso a los servicios de salud, en la regién
latinoamericana la implementacién de la autotoma
es una estrategia de deteccién del cincer cervical
basado en VPH que se debe evaluar. Se requiere
valorar si hay concordancia entre la muestra obte-
nida por autotoma con la muestra obtenida por el
médico, como también si la muestra almacenada
mantiene la cantidad de ADN viral durante el
tiempo hasta el andlisis. Aunque a la fecha se han
publicado algunos estudios que reportan la estabi-
lidad del ADN de VPH en una muestra recolectada
hasta un mes (22, 23), en Colombia no encontramos
estudios que evalden este tema y es importante
valorar si la prueba se comporta de manera similar
en diferentes contextos.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la uti-
lidad de un nuevo dispositivo de recoleccién para
identificar y preservar el ADN de VPH de alto
riesgo de muestras cervicovaginales recolectadas
por autotoma y almacenadas en seco durante 14

dias a temperatura ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y poblacion. Estudio piloto de concordancia
diagnéstica. Se incluyeron mujeres mayores de 25
afos, no gestantes, que consultaron a las unidades
de patologia cervical y colposcopia, con un resultado
de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 1 o
mas, confirmado por biopsia. Se excluyeron mu-
jeres con antecedente de histerectomia total, que
estuvieran menstruando o que se hubieran aplicado
medicamentos t6picos vaginales 15 dias previos a la

consulta. El estudio se realiz6 entre el 1 de agosto

y el 30 noviembre de 2016 en dos instituciones de
la ciudad de Bogota: Clinica ESIMED, institucion
privada que atiende poblacién perteneciente al régi-
men de aseguramiento contributivo en el sistema de
seguridad social en Colombia, y el Hospital de En-
gativd, institucién publica que pertenece a la Subred
Integrada de Servicios de Salud Norte ESE, y atiende
poblacién adscrita al régimen de aseguramiento
subsidiado por el Estado. Se realizé6 un muestreo
por conveniencia a partir del universo de pacientes
con displasia cervical atendidas en las instituciones
participantes durante el periodo de estudio.
Procedimiento. El estudio se disefié en dos fases:
la primera se realiz6 con el objetivo de evaluar
la concordancia en el resultado de las muestras
vaginales recolectadas en seco por la paciente (au-
totoma) (utilizando el dispositivo HerSwab®, Eve
Medical, Toronto, ON) con el resultado de muestras
cervicales tomadas en medio liquido por el médico
para la deteccién de ADN de VPH en mujeres con
displasia cervical. La segunda fase se disefié para
evaluar la utilidad de este dispositivo para preservar
ADN de VPH de las muestras vaginales recolectadas
por autotoma y almacenadas en seco a temperatu-
ra ambiente durante 14 dfas, comparado con una
segunda muestra autocolectada el dia inicial con el
mismo dispositivo de autocoleccién y procesada el

mismo dia de la toma.

Fase 1: las mujeres candidatas a participar re-
cibieron informacién verbal sobre el objetivo del
estudio, aquellas que aceptaron participar firmaron
el consentimiento informado y se procedi6 a aplicar
una encuesta para determinar sus caracteristicas
sociodemogrificas. Posteriormente, por parte de
la enfermera de la unidad de patologia cervical,
recibieron instrucciones verbales sobre la técnica
de automuestreo utilizando un folleto con instruc-
ciones ilustradas. El médico entregé un dispositivo
HerSwab® para que la paciente recolectara por
autotoma, en el bafio del consultorio, una muestra

Vaginal de acuerdo con las siguientes instrucciones
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del fabricante: “introducir el dispositivo en vagina,
girar el extremo distal del dispositivo 5 veces en el
sentido del reloj para exponer el cepillo y, sin retirar
de la vagina, girar en sentido contrario 5 veces para
retraer el cepillo, luego retirar el dispositivo de la
vagina y entregar a la enfermera”. A continuacién,
la paciente era llevada al consultorio donde el mé-
dico recolectaba una segunda muestra mediante la
insercién del cepillo Cervicollect ® de Abbott en
el endocérvix girandolo 5 veces y después enjuagan-
dolo en el medio liquido de transporte siguiendo
las indicaciones del fabricante. La muestra reco-
lectada por el médico siempre se obtuvo después
de la recolectada por autotoma para evitar que el
espéculo lesionara la mucosa vaginal y contaminara
la muestra. Una vez recibidas las muestras en el la-
boratorio, fueron procesadas y analizadas el mismo
dia por una bacteriéloga entrenada, de acuerdo con
las indicaciones del fabricante.

Fase 2: un segundo grupo de mujeres recibié
informacién verbal sobre el objetivo del estudio,
y aquellas que aceptaron participar firmaron el
consentimiento informado y se procedi6 a aplicar
una encuesta para determinar las caracteristicas
sociodemogrificas. Posteriormente, recibieron de la
enfermera de la unidad instrucciones verbales sobre
la técnica de automuestreo utilizando un folleto
con instrucciones ilustradas. El médico entregé
dos dispositivos HerSwab® para que la paciente
recolectara por autotoma dos muestras vaginales,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, de
la misma manera como se entregaron a las mujeres
que participaron en la fase 1 de este estudio. Las
dos muestras fueron recibidas por la enfermera,
conservadas en seco y transportadas a temperatura
ambiente hasta el laboratorio. Una vez recibidas las
muestras en el laboratorio, una de ellas se proces6
y analiz6 inmediatamente (tiempo 0) y la segunda
muestra se almacené en el mismo dispositivo de re-
colecci6n a temperatura ambiente y fue analizada 14
dias después. La bacteridloga que procesé la muestra

el dia 14 desconocia el resultado de la primera.

Procesamiento de las muestras: para identificar ADN
de VPH en las muestras se usé la técnica de PCR en
tiempo real (Real Time de Abbott®), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y el procedi-
miento estdndar del laboratorio. Esta prueba fue
disefada para la deteccién de los 14 tipos de VPH
de alto riesgo [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 y 68] con genotipado para VPH16
y 18. Para la extracciéon del ADN cada una de las
muestras colectadas se preparé utilizando el Sis-
tema m2000sp de Abbott (Abbott, Wiesbaden,
Germany). Se definié como positiva la deteccién de
ADN viral cuando se logré un ciclo umbral (CT)
menor o igual a 32.

Se midieron las variables basales (sociodemo-
graficas y clinicas), y de desenlace (resultado de la
prueba por autotoma y de la prueba tomada por el
médico, cantidad de ADN de las muestras tomadas
el dia 1 (tiempo 0), procesadas ese dia, y la cantidad
de ADN viral de la procesada el dia 14).

Andlisis estadistico. Se realizé estadistica descriptiva
para las caracteristicas clinicas y sociodemograficas.
Se calculé la media y la desviacién estandar (DE)
o las medianas y el rango segtn el tipo de variable,
y se calcul6 la prevalencia de VPH por medio de la
PCR. Ademis, se calculé la proporcién de muestras
con un resultado positivo para infeccién por VPH
con base en las muestras por autotoma procesadas
en el dfa 0 de las dos fases del estudio y las tomadas
por el médico.

Se calculé la concordancia global para la detec-
cién de ADN de VPH entre las muestras tomadas
por la paciente (autotoma) y la muestra tomada por
el médico, y el indice de kappa ponderado de Cohen
(K). Valores de K< 0.40 indican pobre acuerdo,
valores de 0,41 a 0,75 indican buen acuerdo, y valores
de > 0,75 indican excelente acuerdo. Para determi-
nar la capacidad de preservacién del ADN viral en la
muestra por autotoma almacenada en seco se calcul6
la diferencia de medias para muestras relacionadas
del Ct umbral (nimero de ciclos necesarios para que

cada curva alcance un umbral en la senial de fluores-
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cencia) de las muestras secas procesadas en tiempo
0y alos 14 dias. El Ct umbral es un valor directa-
mente proporcional a la cantidad de ADN presente
en cada muestra: a mayor cantidad de ADN, menor
ntimero de ciclos (Ct) se requieren para alcanzar este
umbral. Los datos se analizaron con el programa
SPSS versién 19. Se presentan las proporciones de
la escala de preferencias de pacientes.

Aspectos éticos. El estudio fue aprobado por el Comité
de Ftica y por el Comité de Investigaciones de la USS
Engativa (julio 22 de 2016). A las mujeres que partici-
paron se les solicitd la firma del consentimiento infor-

mado. Se garantiz6 confidencialidad de la informacién.

RESULTADOS

Se incluyeron 93 mujeres, con informe histopatol6-
gico de biopsia: NIC 1 en 22, NIC 2 en 36, NIC 3
en 31 y carcinoma invasivo en 4; las pacientes habian
sido remitidas a colposcopia por citologia anormal:
ASCUS (n = 22), ASC-H (n = 11), LIE-BG (n = 35),
LIE-AG (n = 21) AGC-NOS (n = 2) y negativa
(n =2). La edad promedio fue de 35,1 afios (DE *
9,16), provenian de estrato bajo el 63,4% (59/93)
y medio 36,6 %, (34/93); primera relacién sexual

con una mediana de 17 (rango: 13-28) y mediana

del primer parto a los 19 (rango 3-32), mediana de
nimero de partos: 2 (rango 0-6), mediana de tres
companeros sexuales (rango 1-50).

En la fase 1 se incluyeron las muestras de 48
mujeres. La infecciéon por VPH-ar en muestras to-
madas por el médico se detect6 en 35/48 (72,9 %)
mujeres, en comparacién con 34/48 (70,8 %) de las
muestras por autotoma, con una kappa ponderado
de 0,84 (IC95 %: 0,71-0,96). Los diferentes geno-
tipos de VPH identificados mediante esta técnica
se presentan en la tabla 1.

En la fase 2 se incluyeron las muestras de 45
mujeres. Los datos de las 45 muestras analizadas
en los dias 0 y 14 se presentan en la figura 1. La
cantidad de ADN viral detectada en la muestra seca
procesada al dia 0: Media 20,11 Ct (DE % 9,10),
fue similar a la encontrada en la muestra procesada
al dfa 14: Media 20,45 Ct (DE = 8,79). Diferencia
de Medias = -0,34 (IC95%: -2,29 a 1,61). No
hubo diferencias en el porcentaje de positividad de
VPH-ar entre los especimenes que se analizaron el
mismo dia de la recoleccién, 38/45 (84,4 %), y las
muestras que se analizaron 14 dias después, 39/45

(86,6 %) (tabla 2). Una muestra que fue negativas

en el dia 0, fue positiva para otros VPH-ar al dia

14 (tabla 2).

Tabla 1.

Genotipo de VPH identificado por autotoma y muestra recolectada por el médico en mujeres

con displasia cervical en Bogota, Colombia, 2016
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Figura 1.

Comparacién de concentraciones de ADN de VPH al dia 0 y 14 de almacenamiento de la muestra
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DISCUSION

Nuestros resultados sefialan que muestras vaginales
recolectadas en seco por autotoma arrojan una alta
concordancia para la deteccién de ADN de VPH
comparado con muestras cervicales que se toman
en medio liquido por el médico.

Se encontr6 una prevalencia de infeccién por
VPH del 72,9 % en mujeres con displasia cervical,
esta es ligeramente superior a la reportada por
autotoma, que fue del 70,8 %. Esta frecuencia es
mayor a la informada por van Baars et al. (53 %) en
muestras recolectadas por autotoma con el mismo
cepillo. La diferencia se podria explicar porque en
nuestro estudio las muestras se analizaron con PCR
y van Baars lo hizo con el sistema SPF10-DEIA-
LiPA . (20). Nuestros resultados difieren con lo
reportado en la revision sistematica de Stewartet al.,
que encontré pobre concordancia para la deteccion
de infeccién por VPH entre las muestras recolec-
tadas por el paciente y el clinico (kappa < 0,6) en
tres estudios recuperados que utilizaron el cepillo
vaginal para la autotoma (21).

En nuestro estudio, la cantidad de ADN de VPH

detectado en una muestra recolectada por autotoma

O Dia

en seco con el dispositivo HerSwab y almacenada a
temperatura ambiente durante 2 semanas fue igual a
la de una muestra tomada en las mismas condiciones
y procesada el mismo dia. Estos hallazgos coinciden
con otros estudios que reportan que la estabilidad
del ADN en una muestra autorrecolectada en seco
se preserva hasta por dos semanas (22). Baay et al.
reporté que la cantidad y calidad del ADN de VPH
permanece estable hasta un mes (concentracién
media de ADN de las muestras almacenadas: 45,1
ng/ul, vs. 50,9 ng /ul para las muestras procesada el
mismo dia), sin perder su capacidad para detectar
lesiones intraepiteliales de alto grado (23).

El estudio tiene limitaciones por el tamano de
muestra pequeno y porque se realizé en dos centros
de referencia en mujeres con lesiones displdsicas,
lo que genera dudas en la posibilidad de extrapolar
nuestros resultados a poblacién general donde se
tienen prevalencias menores ya que se incluyen
mujeres sin lesiones preneoplasicas. Como fortalezas
del estudio se encuentra que los resultados de las
pruebas iniciales por autotoma dia 0 y la tomada
por el médico no fueron divulgados al personal del

laboratorio que procesé las muestras de autotoma
del dia 14 para la deteccién del ADN de VPH.
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Tabla 2.
Genotipo de VPH identificado en muestras recolectadas por autotoma en seco, segin el tiempo

de procesamiento, en mujeres con displasia cervical en Bogota, Colombia

Muestra analizada el dia 0 Muestra almacenada y analizada el dia 14

Negativo 7
VPH16 12
VPH18 3
Otros VPH-ar 17
16 y otros VPH-ar 6
Total 45
CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que las muestras vagi-
nales recolectadas por autotoma usando el cepillo

HerSwab® son similares a las obtenidas por el mé-

dico para la identificacién de ADN de VPH-ar, y que 5.

este dispositivo preserva el ADN de VPH durante
14 dfas si se almacena en seco a temperatura am-
biente. Se requieren estudios en poblacién general

para poder confirmar la utilidad de la prueba en

programas de tamizacién. 6.
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