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RESUMEN

Objetivo: Comparar dos métodos de recoleccion de muestras de fluido exo-endocervical en la deteccion molecular de
infecciones del virus de papiloma humano.

Meétodos: Se tomaron dos muestras del fluido exo-endocervical a 95 pacientes durante julio 2015 a febrero de 2016 en Maracay
Edo. Aragua. Primero, se tomé una muestra con hisopo estéril y seguidamente, otra por lavado con solucion fisiologica.
Se aislo ADN para detectar virus de papiloma humano mediante Reaccion en cadena de la polimerasa; los resultados se
analizaron estadisticamente.

Resultados: Las concentraciones y calidad del ADN fueron mayores en las muestras tomadas por lavado que por hisopado. Se
evidencio que solo con hisopos hubo extraccion de ADN de bajisima calidad en 6,3 % de las muestras. El método de lavado
detecto mas muestras positivas de virus de papiloma humano que por hisopado.

Conclusion: El método de lavado es el mas apropiado para extraer ADN en alta calidad y cantidad, el cual permite un
diagndstico eficiente de virus de papiloma humano.
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SUMMARY

Objective: To compare two methods of collection of exo-endocervical fluid samples in the molecular detection of human
papillomavirus infections.

Methods: Two samples of the exo-endocervical fluid were taken to 95 patients during July 2015 to February 2016 in Maracay
Edo. Aragua. First sample was taken with sterile swab and then another by lavage with physiological solution. DNA was
isolated to detect HPV by polymerase chain reaction and the results were analyzed statistically.

Results: The concentrations and quality of DNA were higher in samples by lavage than by swabbing. It was evidenced that
extraction of very low-quality DNA occurs only with swabs in 6.3% of the samples. The lavage method detected more human
papillomavirus infections positive samples than the swabbing one.

Conclusion: The lavage method was most appropriate for extracting high quality and quantity DNA suitable for efficient

human papillomavirus infections detection.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, segin la Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer (International Agency for
Research on Cancer: IARC), en sureporte GLOBOCAN
2012, habia un estimado de 528 000 casos de cancer
(Ca) de cuello uterino para el afio 2012, con una
proyeccion de 266 000 casos mortales por lo cual ocupa
el cuarto lugar entre los canceres femeninos (1). La
mayoria de los casos (cerca de 85 %) se presentarian en
las naciones menos desarrolladas, ubicadas en Africa,

Rev Obstet Ginecol Venez



H. AGUIAR ET AL.

Oceania, Asia y Centro y Sur América. En Venezuela,
se ha reportado que el cancer de cuello uterino es un
problema de salud publica (2) y los diferentes tipos de
cancer cervical tuvieron el primer lugar como causal de
muerte por cancer entre las mujeres para el afio 2005
(3). Ultimamente, las cifras oficiales de prevalencia y
proyeccion de la mortalidad para este tipo de patologia
son escasas en el pais; sin embargo, segtin el Informe de
la TARC, para el afio 2012, se estimaron 4973 nuevos
casos con una mortalidad de 1780 mujeres y para el afio
2015 la estimacion de nuevos casos se incrementd a
5313 (1).

Elimpacto del Ca de cuello uterino podria ser disminuido
enlapoblacion femenina mediante un diagndstico certero
y precoz de los factores predisponentes e iniciadores
de la patologia. Entre estos factores se encuentra el
virus del papiloma humano (VPH), el cual se transmite
sexualmente y cuyos genotipos mads importantes, 16
y 18, estan distribuidos con una frecuencia mediana
de 25,7 % y una alta de 51,8 % en las lesiones de bajo
y alto grado de cérvix, respectivamente (4). E1 VPH
representa un grupo de virus de ADN de mas de 100 tipos
los cuales se clasifican en alto, bajo o indeterminado
riesgo segun puedan originar lesiones intraepiteliales
que evolucionen en neoplasias o carcinomas (5).

Los estudios realizados en el pais reflejan una variacion
en la prevalencia de la infeccion por VPH la cual oscila
entre 14 %-40% (6 - 10). Dicha diferencia puede deberse
al método anticonceptivo empleado (anticonceptivos
orales o preservativos) ya que se ha reportado que los
métodos de barrera (conddon) disminuyen el riesgo de
infeccion por VPH (11). Asimismo, hay diferencia en los
genotipos de alto riesgo, tanto en la identidad como en
la proporcion, lo cual indica que el patrén de genotipos
que esta circulando en el pais varia dependiendo de la
region.

Ahora bien, el diagnoéstico exitoso del VPH de alto
riesgo dependera de un método con alta sensibilidad
y especificidad el cual permita ofrecer un tratamiento
efectivo que logre impedir, detener y hasta erradicar el
avance hacia estadios mas agresivos de cancer. En este
sentido, la amplificacion del acido desoxirribonucleico
(ADN) se considera uno de los métodos mas importantes
que requiere que el ADN a utilizar sea de buena calidad
y cantidad (6); para ello, la toma y el procesamiento de
una muestra clinica deben ser adecuados.
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El objetivo de este trabajo consistio en la comparacion
de dos métodos de recoleccion de muestras de fluido
cérvico-vaginal (el hisopado tradicional y el lavado
vaginal) exo-endocervical en la deteccion molecular de
VPH.

METODOS

La muestra estuvo integrada por pacientes femeninas
(n=95) elegidas entre 300 pacientes voluntarias a un
llamado publico y abierto para un tamizaje de lesiones
en el cuello uterino, realizado durante los meses de
julio 2015 a febrero de 2016 en el laboratorio clinico
CienPlus Salud C.A., ubicado en Maracay Edo. Aragua.
Las pacientes firmaron un consentimiento informado,
aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco Triana
Alonso” de la Universidad de Carabobo (CB-BIOMED-
UC). Las muestras por duplicado fueron tomadas por un
solo ginecdlogo en un mismo procedimiento. Primero,
se tomo una muestra convencional de hisopado vaginal
y se preservo en un vial de vidrio con tapa de goma
hermética, en solucion salina al 0,9 %, (muestra de
hisopo). Seguidamente, se tomo otra muestra por lavado
exo-endo cervical. Para ello, se utilizd una jeringa de
10 cc y previa colocacion del espéculo se roci6 el cuello
con 3 cc de solucion fisiologica al 0,9 %, luego se recogio
con la misma jeringa en la valva inferior del espéculo
para luego emplear un aplicador de algodon con el fin
de alcanzar el fondo de saco vaginal y el canal cervical.
La solucion recolectada junto al aplicador se coloco en
un tubo de vidrio el cual se refriger6 a 4 °C (muestra
de lavado). Todas las muestras fueron trasladadas en
hielo desde CienPlus Salud C.A. al BIOMED, para la
deteccion molecular de VPH.

Procedimiento

Las muestras obtenidas se procesaron para extraer
el ADN siguiendo el método modificado de fenol-
cloroformo y precipitacion con etanol (12). La
cuantificacion se realizO mediante mediciones
espectrofotométricas a 260 nm, la calidad en cuanto a
pureza de contaminantes proteicos se determino por la
relacion de absorbancia 260 nm/280 nm y la integridad
se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

La presencia de VPH fue detectada mediante un ensayo
de reaccion en cadena de polimerasa (PCR), en un
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volumen final de 25 uL segin protocolo previamente
optimizado en el laboratorio (6). Como control positivo
se empled VPH 18, identificado en el BIOMED. En
todos los ensayos se amplifico) una secuencia del gen
del antigeno leucocitario humano (HLA) como control
interno. El producto de PCR se refriger6 a 4°C hasta
su posterior utilizacion. La positividad del ensayo se
considero en funcion de la presencia de una secuencia
con un tamafio de 450 pb, correspondiente a una region
altamente conservada del gen L1 viral.

Analisis de la informacion

Con el fin de realizar el analisis estadistico se elaboro
una base de datos en formato .xls, de Microsoft Excel®,
que posteriormente se exportd al paquete estadistico
IBM SPSS Statistics® version 23.0.0.0 para Windows®y
OpenEpi® para Windows®. Utilizando esta herramienta
se evaluo la eficiencia de los dos métodos en la obtencion
de ADN con la prueba estadistica de Wilcoxon-Mann-
Whitney y para evaluar cudl método permite una mejor
deteccién de infecciones de VPH, minimizando la
aparicion de falsos negativos, se recurri6 a la prueba de
Chi-cuadrado.

RESULTADOS

Se constituyeron dos grupos de 95 muestras los cuales
representaron al grupo de lavado y al grupo de hisopado
y se determind para cada muestra de cada grupo la
concentracion de ADN. La tabla 1 reporta los valores de

las concentraciones de ADN los cuales se agruparon de
acuerdo a diferentes rangos. Se puede observar que el
numero de muestras por intervalo fue variable para los
dos grupos; sin embargo, en el lavado exo-endocervical
la distribucion de los valores de las concentraciones
de ADN fue mas homogénea ya que en el hisopado,
el 61% de las muestras tuvo una concentracion que
oscilé entre 0 — 100 ng/ul.. También, se observd que
los valores de las concentraciones de ADN son mayores
en las muestras obtenidas por lavado que por hisopado
y estos resultados son estadisticamente significativos
(p =0,0055).

La determinacion de la calidad del ADN para los
dos grupos de muestras mediante la relacion
de absorbancia a las longitudes de onda
260/280 nm, se presenta en la tabla 2. Se observa
que en el procedimiento del hisopado se produjo un
mayor porcentaje de muestras con A260/280 > 2 que
en el del lavado (~ 5 veces mas: 5,3 % / 1,1 %). De la
misma manera, se obtuvo mas ADN (2,3 veces mas)
de optima y buena calidad (A260/280 entre 1,7-<2) en
las muestras obtenidas con lavado (22,1 %) que en las
del hisopado (9,5 %). La distribucion de las muestras
en los otros rangos <1,7-1,5 y <1,5-1,1 fue similar
con ambos métodos. Sin embargo, se evidencidé que
solo con el uso de hisopos hubo extraccion de ADN de
bajisima calidad (A260/280 <1,1) en un 6,3 % de las
muestras. Todos estos resultados tienen significancia
estadistica (p <0,05).

Tabla 1
Determinacion de la concentracion de ADN por ambos métodos.

Lavado exo-endocervical
Intervalo de N°de muestras
concentracion de por intervalo

Hisopado convencional
Intervalo de N°de muestras
concentracion de por intervalo

ADN (ng/pL) (%) ADN (ng/uL) (%)
16 - 80 17 (17,9) 0-100 58 (61)
114 - 170 21 (22,1) 101 —200 17 (17,9)
171 — 495 25(26,3) 201 —479 15 (15,8)
524 -1779 14 (14,7) 620 — 1190 5(5,2)
800 — 1420 18 (18,9) - -
p =0,0055

273

Rev Obstet Ginecol Venez



H. AGUIAR ET AL.

Tabla 2
Calidad del ADN medido por A260/280
Rango de Lavado Hisopado
A260/280  N°de % N° de %
muestras muestras
>2 1 1,1 5 5,3
2-1,7 21 22,1 9 9,5
<1,7-1,5 36 37,9 39 41,1
<1,5-1,1 37 38,9 36 37,9
<1,1-0 0 0 6 6,3
p =0,001

Las frecuencias obtenidas para la deteccion molecular
de VPH se compararon entre ambos grupos de muestras
(Tabla 3). Los resultados se presentan con los simbolos
“+y -” para indicar positivo o negativo para VPH. Se
observa que el método de lavado detectd mas muestras
positivas que el del hisopado y este resultado fue
estadisticamente significativo (p <0,05).

Tabla 3
Relacion de las frecuencias
de ambas muestras con VPH

M¢étodo Hisopado + Hisopado - Total
Lavado + 14 8 22
Lavado - 4 69 73
Total 18 77 95
p=0,03
DISCUSION

La comparacion del método de lavado con el
convencional para la toma de muestra de fluido exo-
endocervical, con el proposito de determinar presencia
de VPH, representa el primer reporte realizado en
Venezuela. Globalmente, existen estudios que comparan
la toma de muestra de fluido cérvico vaginal para
realizar la prueba citoldgica de la forma convencional,
en la cual las células son extendidas directamente sobre
una lamina, con respecto a la transferencia de las células
a un medio liquido (13-15). En este caso no se trata de
lavado vaginal sino de dispersion de células atrapadas
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en el hisopo o cepillo antes de aplicar la prueba de
Papanicolaou; dicha dispersion no evita resultados
contradictorios.

Adicionalmente, esta comparacion de ambos métodos
de toma de muestra, se realizd en una misma paciente
de forma secuencial, lo cual presenta la ventaja de
uniformidad en cuanto al tiempo de colecta, el personal
médico, los materiales y reactivos utilizados y los
laboratorios involucrados, entre otros factores.

En este trabajo se evidencid la obtencion de mayor
cantidad de ADN por el lavado adicional del exo-
endocérvix, lo cual significa que este método facilita
la recoleccion y, probablemente, el desprendimiento
de células que origina mayor fuente de ADN lo cual es
uno de los requisitos para que en el procedimiento de
extraccion de esta macromolécula, se obtenga puro, no
degradado, libre de ARN y de inhibidores de la PCR

(16).

Por otra parte, la calidad del ADN de las muestras
obtenidas por lavado es superior al del método de
hisopado porque un ADN de alta calidad debe tener una
relacion A260/280 entre 1,7- <2 y el método de lavado
tiene 2,3 veces mas ADN en ese rango de absorbancia
(16). Asimismo, cuando la relacion A260/280 es > 2
significa que hay contaminacion considerable de ARN
en la muestra; esta contaminacion se presenté en un
5,3 % de las muestras de hisopados en comparacion
con un 1,1 % del otro método. En este caso, habria
que afiadir un paso mas de purificacion para eliminar
el ARN contaminante y asi obtener una respuesta mas
confiable lo cual encarece y enlentece el proceso. Por el
contrario, cuando la relacion de A260/280 es muy baja
(<1,1) significa que las muestras estdn contaminadas
por proteinas o fenoles y esta situacion se evidencid
solamente en las muestras por hisopado en un 6,3 %. A
estas muestras también habria que hacerle un tratamiento
para eliminar los contaminantes o tomar de nuevo la
muestra en estas pacientes con la consiguiente pérdida
de tiempo, recursos y molestia para las pacientes.

Un ADN de buena calidad permite realizar diagndsticos
moleculares mas precisos y disminuir los falsos
negativos. Esto se demostrd, con una probabilidad
bastante significativa, cuando se compararon los
resultados del lavado exo-endocervical con respecto
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al hisopado convencional ya que, utilizando el método
del lavado exo-endocervical, la deteccidon de muestras
positivas a VPH incremento.

En conclusion, utilizando el método de lavado exo-
endocervical para la obtencion de muestras, se obtiene
mayor cantidad y calidad de ADN lo cual permite una
mayor precision en el diagnoéstico de VPH y por lo
tanto, en la prevencion y diagnostico, en sus primeras
etapas, del cancer cervicouterino.
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