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“El éxito se alcanza convirtiendo cada paso

en una meta y cada meta en un paso”

C. C. Cortez.
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Vil Resumen y Abstract

Resumen

En el desarrollo y progresion de Céncer de Cérvix (CC), ademas de la infeccién con
Virus de Papiloma Humano (VPH), existen factores asociados como la inmunosupresion
ocasionada por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). Los programas de
prevencion de CC basados en la citologia, presentan limitaciones que han llevado a
explorar muestras alternativas como la de orina. El objetivo de este trabajo fue
determinar las frecuencias de infeccion y distribucion tipo-especifica de VPH en cérvix y
orina en mujeres VIH positivas, y establecer sus caracteristicas operativas. Se determiné
una alta prevalencia de infeccién por VPH (70,1% en cérvix y 63,9% en orina), siendo el
tipo VPH-16 el mas prevalente en los dos tipos de muestra. Las caracteristicas
operativas de las dos fuentes de muestra fueron comparables. Adicionalmente, se
encontré una asociacion positiva entre anormalidad cervical y la deteccion viral en orina.
En conclusion, la deteccion de VPH en muestra de orina es una herramienta que
contribuye en el mejoramiento de los programas de tamizacion cervical, por su
economia, practicidad, aceptabilidad y caracteristicas operativas similares a las ofrecidas

por la muestra cervical.

Palabras clave: Virus de Papiloma Humano; Virus de Inmunodeficiencia Humana;

cancer de cérvix; muestra cervical, muestra de orina; caracteristicas operativas.
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Abstract

In addition to the infection with Human Papillomavirus (HPV), other factors are associated
with the development and progression of Cervical Cancer (CC), such as the
immunosuppression caused by the Human Immunodeficiency Virus (HIV). The CC
prevention programs based on cytology have certain limitations that have led to explore
alternative sample sources, such as urine. This study aimed at determining the frequency
of infection and type-specific distribution of HPV in cervical and urine samples from HIV-
infected women, and to determine the operative characteristics. High prevalence of HPV
infection was found (70.1% in cervical and 63.9% in urine samples, respectively); HPV-16
was the most prevalent viral type in both sample sources, being the operating
characteristics of them comparable. Positive association was found between cervical
abnormalities and viral detection in urine. In conclusion, the detection of HPV in urine
might become a useful tool to improve cervical screening programs due to its low cost,
ease to obtain, acceptability and operational characteristics similar to those offered by the

cervical sample.

Keywords: Human papillomavirus; human immunodeficiency virus; cervical cancer;

cervical sample; urine sample; operative characteristics.
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Introduccioén

Los Virus de Papiloma Humano (VPH) han sido relacionados con una serie de
enfermedades, entre las cuales el Cancer de Cérvix (CC) es la mas ampliamente
estudiada. La relacion de causalidad ha sido bien establecida, generando una elevada
carga de morbi-mortalidad en la poblacién femenina a nivel mundial, con mayor impacto
en los en paises en vias de desarrollo, donde se presentan el 85% de los casos,

ocupando el segundo lugar en incidencia y mortalidad [1].

En Colombia, segun el dltimo reporte de la organizacién mundial de la salud para 2010,
se presentd una incidencia de 32,4 casos/afio/100.000 mujeres, asociada a una

mortalidad de 18,2 casos/afio/100.000 mujeres [2].

Teniendo en cuenta la relacion entre la presencia de infeccién por VPH y el desarrollo de
CC, se han llevado a cabo estudios acerca de la frecuencia de infeccién en diferentes
poblaciones del mundo [3]. Para el caso de Colombia, estudios en poblacion bogotana
han reportado una prevalencia viral de 14,8% y un porcentaje de infeccion por mas de un
tipo viral (coinfeccion) del 20-30% [4, 5]. En estudios transversales realizados por la
Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), se incluyeron mujeres de
diferentes grupos étnicos y sitios de origen, y se reportaron frecuencias de infeccion por
VPH del 50% [6-8].

Sin embargo, se ha descrito que en la poblacién general, a pesar de que se pueden
presentar altas tasa de infeccién, los porcentajes de regresién espontanea son elevados,
por lo que del total de mujeres infectadas con VPH, solo el 10% presentan una infeccion
persistente luego de cinco afios, y de ellas, alrededor del 50% desarrollan lesiones de
alto grado o CC [9].

Aunque se ha descrito que la infeccion persistente con VPH es una causa necesaria para

el desarrollo de CC, existen otros factores de riesgo involucrados en la progresion de la
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enfermedad [10], entre los cuales se destacan caracteristicas como: edad, grupo étnico,
factores relacionados con el comportamiento sexual (inicio temprano de la vida sexual y
namero de compafieros sexuales), algunos habitos como el uso prolongado de
anticonceptivos hormonales y el tabaquismo, y las caracteristicas relacionadas con la

capacidad del sistema inmune del hospedero para controlar y depurar la infeccién.

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es la infeccion de trasmisién sexual mas
frecuente en la actualidad, caracterizada por la falla del sistema inmune, que limita la
eficiencia del organismo para actuar contra otros patdgenos [11]; en el caso de la
infeccion por VPH, el riesgo aumenta aproximadamente 6 veces [12], presentando una
mayor frecuencia de infecciones mdltiples, una disminucién significativa de las tasas de
depuracion que se relaciona directamente con la disminucion de los niveles de CD4+ [13]
y la aparicion de lesiones refractarias al tratamiento [14].

Estudios acerca de la frecuencia de aparicion de VPH en poblacion infectada con VIH,
han reportado prevalencias superiores al 70% [15], siendo VPH-16 el tipo mas
frecuentemente encontrado sin embargo, la distribucion de los demas tipos de VPH es
variable [16]. Adicionalmente, se ha reportado que la infeccién por varios tipos de VPH en
forma simultanea (coinfeccion) es muy frecuente en esta poblacién [13], no obstante, en
Colombia no existen estudios dirigidos a determinar la frecuencia de diferentes tipos

virales en pacientes infectadas con VIH.

La estrategia mas utilizada para reducir el impacto del CC a nivel mundial es la citologia
cervical [17], que se enfoca en la deteccion temprana de anormalidades celulares en el
cérvix no obstante, en el caso de mujeres infectadas con VIH, esta prueba es poco
sensible, lo que ha llevado a la evolucién de las pautas de deteccion citologica. Estas
pautas incluyen actualmente una prueba cada seis meses durante el primer afio, y de ser

reportadas como negativas para anormalidad cervical, se realiza un esquema anual [18].

La citologia cervical detecta cambios celulares que solo se visualizan en estadios
avanzados de la infeccion por VPH [19], por lo que se han venido implementando
técnicas moleculares que permiten la identificacién del ADN de VPH de forma sensible y
especifica, incluso cuando se trata de infecciones con un nimero bajo de copias virales

[20], para esto se ha implementado principalmente la técnica de Reaccion en Cadena de
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la Polimerasa (PCR), que se basa en el empleo de iniciadores para detectar secuencias
especificas del ADN viral. Una de las dificultades de este tipo de técnicas es que la
fuente de muestra sigue siendo células cervicales durante el examen citolégico, por lo

gue la aceptabilidad entre las mujeres es reducida.

El uso métodos de muestreo diferentes al frotis cervical, buscan ser no invasivos. Las
estrategias de auto-muestreo tienen una mayor aceptacion entre las mujeres, lo que
influiria de forma directa el cubrimiento y el seguimiento de los programas de prevencion
y control del CC, de especial importancia en mujeres con algun tipo de compromiso
inmunoldgico [16].

Dentro de las técnicas de auto-muestreo, se ha trabajado en los dispositivos tipo tampén,
frotis vaginales y muestras de orina, siendo esta Ultima la mas utilizada por su féacil
obtencion, confiriendo una mayor aceptacion en la poblacion, por lo que ha sido utilizada
para la deteccion de otros patégenos de transmisién sexual que afectan la zona cervical
[21]. Sin embargo, esta fuente de muestra presenta algunas limitaciones para la
deteccion molecular de VPH, entre ellas la baja carga celular, por no provenir
directamente del sitio de la infeccion; esto podria significar que los resultados obtenidos
en este tipo de muestra pueden no reflejar el verdadero estado clinico de la infeccion.
Otras limitaciones son la presencia de posibles inhibidores y el sesgo relacionado con el

momento de toma de muestra [22].

A pesar de sus limitaciones, usar muestras de orina como una prueba para detectar la
presencia de ADN de VPH, podria facilitar la frecuente toma de muestras, debido a su
practicidad y una mayor aceptacion entre las mujeres. Esto podria ser util en estudios de
seguimiento donde un gran nimero de muestras es requerido, ademas podria evitarse el
examen pélvico, lo que significa que la toma de muestra no afectaria a la historia natural

de la infeccion por VPH por no generar micro-lesiones [19].

Teniendo en cuenta que la informacion disponible acerca de la identificacién de VPH en
muestra de orina es variada, el presente estudio tiene como objetivo determinar las
prevalencias de infeccion con VPH y la distribucion tipo-especifica de seis tipos de VPH
de Alto Riesgo (VPH-AR) y dos tipos de Bajo Riesgo (VPH-BR), en muestras

emparejadas de cérvix y de orina de mujeres infectadas con VIH (con diagndstico
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confirmado por Western blot), que acuden al programa de prevencién y control del CC

ofrecido por Asistencia Cientifica de Alta Complejidad.

Adicionalmente, este estudio evaluara las caracteristicas operativas de las dos fuentes
de muestra, con el propésito de comparar la eficiencia en la deteccién de VPH y la
asociacion con el hallazgo citologico, con el fin de proponer el empleo de fuentes
alternativas de muestra que permitan la inclusion de un mayor nimero de mujeres en los
programas de prevencion y control del CC. Finalmente, con el desarrollo del presente
trabajo se podra contribuir en el conocimiento epidemiolégico de los patrones de
infeccion de VPH de la poblacion colombiana infectada con VIH.



1.Capitulo 1: Formulacién del
problema

1.1 Planteamiento del problema

El Cancer de Cérvix constituye un grave problema de salud puablica a nivel mundial [23].
En Colombia, este tipo de cancer ocupa el primer lugar en mortalidad, seguido del cancer
de mama [1]. La infeccién con VPH (VPH), es el principal factor asociado al desarrollo de

CC, siendo determinante en la progresion de la enfermedad cervical [24].

Ademas de los factores de riesgo asociados al virus (genotipo viral infectante y presencia
de infeccién simultdnea por mas de un tipo de VPH), existen factores asociados al
huésped, que favorecen el progreso de la historia natural de la enfermedad cervical [25],
siendo la inmunosupresién uno de los principales factores asociados a la progresion a

neoplasia cervical [12].

La mas estudiada de las inmunosupresiones es la ocasionada por el VIH, que infecta
principalmente linfocitos T CD4+, disminuyendo asi la respuesta inmune celular [12], la
cual es el principal mecanismo de defensa del organismo frente a la infeccién por VPH.
La disrupcion de este mecanismo de defensa, explica en parte por qué el CC es el tipo

de cancer mas frecuente en mujeres diagnosticadas con VIH [26].

La presencia de VPH generalmente es determinada cuando ocurren cambios
morfoldgicos a nivel celular que son evidenciados a través de la citologia cervical, por lo
gue constituye una herramienta que ha contribuido significativamente a la reduccién de

las tasas de incidencia y mortalidad ocasionada por CC [17].

A pesar de que la citologia cervical no es considerada como prueba diagnostica, se ha
descrito que al ser incorporada en programas de cribado sisteméticos y rigurosos, se ha

logrado reducir la carga del CC. Lo anterior se relaciona de forma directa con la cobertura
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y eficiencia de los programas de prevencion, implementados en la poblacién en riesgo, lo

cual ha sido ampliamente corroborado en paises desarrollados [17].

Sin embargo, la citologia cervical presenta ciertas limitaciones relacionadas con la
incomodidad de la toma de muestra para las usuarias, por lo que en ciertas poblaciones
es dificil de implementar (por condiciones religiosas, culturales, entre otras), ademas, se
considera un método invasivo, por lo que requiere de personal entrenado para su
ejecucion, tiene moderada sensibilidad e identifica lesiones que podrian estar

relacionadas con enfermedad cervical avanzada [19].

Gracias al establecimiento del vinculo entre la infeccion persistente con VPH y el
desarrollo de CC [24], se han implementado pruebas moleculares que tienen como
objetivo detectar de forma especifica el ADN viral, en cualquier momento de su ciclo de
vida, permitiendo asi la identificacién de las mujeres en riesgo de desarrollar CC [26].

Se ha demostrado que la identificacion de VPH por técnicas moleculares ofrece un buen
comportamiento diagndstico para la tamizacion de mujeres en riesgo de desarrollar
anormalidades cervicales [27]. Considerando que este tipo de estrategias han sido
realizadas a partir de muestra provenientes de raspado cervical y esta muestra se
obtiene durante la citologia cervical, la toma estaria influenciada por las mismas

limitaciones.

Con el fin de reducir las desventajas relacionadas con la toma de muestra, se han
propuesto algunas alternativas como los dispositivos tipo tampén y la muestra de orina,
siendo esta Ultima la de mayor aceptabilidad entre las mujeres; esto que podria influir en
el incremento de la adherencia a los programas de tamizacién y su continuidad en el
tiempo. Por ende es necesario llevar a cabo estudios que contribuyan en el conocimiento

de la deteccién viral y el comportamiento diagnéstico de este método de muestreo.

1.2 Justificacion

El Cancer de Cérvix es el tercer cancer en frecuencia de aparicion a nivel mundial,

presentando un mayor impacto en paises en vias de desarrollo, donde se ha reportado



Comparacion de pruebas para la deteccién de Virus de Papiloma Humano (VPH) en 7
cérvix y orina de mujeres infectadas con Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

hasta el 85% de los casos. El CC causa cerca de 275.000 muertes al afio, situandose

como el segundo cancer mas comun en las mujeres alrededor del mundo [1].

En Colombia, es el segundo cancer mas frecuente en incidencia (36,4 casos por 100.000
mujeres/afio) y el primero en mortalidad dentro de los canceres que afectan a la mujer
(18,2 muertes por 100.000 mujeres/afio). Por lo anterior, el CC es considerado un
problema de salud publica, principalmente en paises en vias de desarrollo, donde las

estrategias para la prevencién y el control de la enfermedad no han sido efectivos [19].

El ADN de VPH se detecta en mas del 99% de los casos de CC, siendo la infeccién viral
persistente el principal factor para el desarrollo de este tipo de cancer. No obstante, se
han descrito otros factores de riesgo que facilitan la adquisicion, persistencia de la
infeccion y/o la progresion de las lesiones cervicales, algunos de ellos asociados al virus
(como el tipo viral infectante, persistencia de la infeccién, carga viral) y otros asociados al
huésped (como caracteristicas socio-demograficas, conducta sexual e inmunosupresion,

como en el caso de la disminucion de la respuesta inmune causada por el VIH).

Debido a la asociacion entre la infeccion persistente por VPH y el desarrollo de neoplasia
cervical, se plantea que la deteccion de VPH en muestras provenientes de cérvix puede
ser una opcion para identificar mujeres en riesgo de desarrollar lesiones de mal
pronéstico que progresen a CC; no obstante, este método de toma de muestra implica un
procedimiento que resulta incémodo para las mujeres, requiere que los centros de salud
tengan una infraestructura adecuada para la toma de la misma, y entrenamiento especial
del personal encargado, procesos que directa e indirectamente afectan la adherencia y el

desarrollo de los programas de tamizacion.

En esta medida, la deteccion de ADN del VPH en orina es factible y puede convertirse en
una herramienta util, siempre y cuando se cuente con procedimientos estandarizados.
Asi, la implementacion de este método no invasivo, de auto-muestreo en los programas
de tamizacion existentes, podria tener un impacto favorable en la aceptabilidad de las
mujeres, lo que a su vez permitiria la tamizacion de grandes poblaciones, la deteccién de

mujeres con infeccion en estadios tempranos y brindaria una mayor adherencia a los
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programas de tamizacion, con la participacion activa de las mujeres por las ventajas que

esta muestra proporciona.

Teniendo en cuenta esto, es relevante evaluar nuevas estrategias que contribuyan al
conocimiento de la historia natural de la infeccion por VPH, y que a futuro permitan
proponer la implementacion de nuevos métodos de tamizacion o refuerzo de los
actualmente utilizados. El fortalecimiento de los programas de prevencion basados en la
educacioén y capacitacion de las mujeres, pueden contribuir a la reduccion del impacto de
esta enfermedad en las mujeres, principalmente en aquellas infectadas con VIH de

nuestro pais.

1.3 Preguntas de investigacion

v' ¢Cual es la frecuencia de infecciones Unicas y multiples de VPH en muestras de
cérvix y orina de mujeres colombianas infectadas con Virus de Inmunodeficiencia

Humana?

v ¢Es la distribucién de seis tipos de VPH de Alto Riesgo y dos de Bajo Riesgo
diferencialmente detectable en muestras de cérvix y orina obtenidas de la

poblacion de estudio?

v ¢Existen diferencias en las caracteristicas operativas de las pruebas para la
deteccion de VPH realizadas a partir de células cervicales y de orina de las

mujeres incluidas en el estudio?

v ¢Presenta alguno de los factores de riesgo previamente reportados en la literatura
asociacion con la determinacion de presencia de infeccibn en cada tipo de

muestra (cérvix y orina) de la poblacién de estudio?
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Comparar las pruebas para la deteccién de Virus de Papiloma Humano en cérvix y orina,

obtenidas de mujeres infectadas con Virus de Inmunodeficiencia Humana.

1.4.2 Objetivos especificos

v Describir las caracteristicas socio-demograficas, clinicas, de comportamiento
sexual y factores de riesgo de las mujeres que participan en este estudio.

v' Determinar la frecuencia de infeccién de VPH en las muestras de cérvix y orina,
utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), con
diferentes juegos de iniciadores genéricos (GP5+/6+, MY09/11 y pU1M/2R).

v Describir la identificacion tipo-especifica para seis tipos de Alto Riesgo (VPH-AR)
(VPH-16, -18, -31, -33, -45 y -58) y dos tipos de Bajo Riesgo (VPH-BR) (VPH -
6/11).

v' Determinar las caracteristicas operativas de las pruebas para la detecciéon de

VPH en cérvix y orina.

v Identificar la eventual asociacion entre la presencia de factores de riesgo y la

deteccion de infeccion con VPH en cérvix y orina.
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2.1 Biologia de los Virus del Papiloma
Humano

Los Virus de Papiloma (VP), pertenecen a la familia Papillomaviridae; estos virus cuentan
con amplia distribucion en la naturaleza e infectan desde aves hasta mamiferos,
incluyendo humanos [28]. Las especies que infectan humanos (VPH), pertenecen al
grupo de virus que infectan epitelios de la piel o tejidos internos, por lo que han sido
clasificados en los que tienen tropismo cutaneo y mucoso; estos Ultimos a su vez, han
sido divididos en VPH de alto y bajo riesgo (VPH-AR y VPH-LR, respectivamente),
dependiendo de su potencial para desarrollar lesiones, por lo que son considerados de
importancia en Salud Publica [29, 30]

2.1.1 Estructuray genoma

Los VPHSs se caracterizan por ser pequefios, miden aproximadamente 55 nm de diametro
y son virus desnudos (no cuentan con una envoltura externa) con una capside

icosahédrica, compuesta por 72 capsémeros (60 hexameros y 12 pentameros) [28].

Su genoma consiste en una molécula de ADN circular de doble cadena de 8.000 pb [31]
divida en tres regiones (Figura 1): una region que codifica para proteinas tempranas (E:
del inglés Early, tamafio aproximado de 4.000 pb), llamada asi por su momento de
aparicion dentro del ciclo replicativo del virus, esta region se caracteriza por codificar las
proteinas no estructurales (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y E8), necesarias para los
procesos de replicacion, trascripcion y cito-transformacion; la region tardia (L: del inglés
Late, tamafio aproximado de 3.000 pb) codifica para las dos Unicas proteinas
estructurales (L1 y L2), las cuales, en conjunto, conforman la capside viral; y finalmente,

una region regulatoria (URR de la sigla en inglés: Upstream Regulatory Region, de
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aproximadamente 1.000 pb), descrita como una region no codificante, que contiene

elementos reguladores de la expresion y transcripcidén de las proteinas virales [32].

E2

L2

L1

URR

Figura 1. Representacion del genoma de VPH [33].

El genoma contiene ocho marcos de lectura abiertos, que son expresados a partir de
ARN mensajeros policistronicos [34], a partir de los cuales se transcriben las ocho
proteinas virales, cuyas funciones incluyen: inicio del proceso de replicacion del genoma
viral (por parte de E1), regulacién de los elementos transcripcionales de la URR (por
parte de E2, a manera de factor de transcripcion) [35], estimulacion de la actividad
transformante, evitando la acidificacién de los endosomas (por parte de la proteina E5,
gue ademas favorece el reciclaje de los factores de crecimiento celular) [36] y la
modificacion del cito-esqueleto para facilitar la liberacion de los viriones (a cargo de la

proteina E4, que actua al final del ciclo replicativo) [33].

Sin embargo, la principal estrategia para el proceso de transformacion del epitelio est4 a
cargo de las proteinas E6 y E7, que son las encargadas, en el caso de las E6, de
interactuar con p53, bloqueando la apoptosis, y con factores de transcripcion celulares
(como p300 y CBP), aumentando el tiempo de vida celular por la sobre expresion de la
telomerasa y, por otra parte de E7, de interactuar con la proteina de retinoblastoma

(pRB), alterando su funcionalidad, lo que evita la regulacion del crecimiento celular [32].
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Las proteinas estructurales (L1 y L2) permiten el ensamblaje de los viriones en las capas
superficiales del epitelio, para lo cual L1 interactia con L2 a través de un dominio
hidrofébico ubicado en la region carboxi-terminal de L2, ésta Ultima despliega un dominio
de unién al ADN viral y un epitope que permite el reconocimiento inmune [37]. La
proteina mayoritaria L1 (proporcién 5:1 con respecto a L2) estd implicada en la invasion

del virus a las células epiteliales [36].

2.1.2 Ciclo de vida

Los viriones ingresan en el epitelio a través de micro-abrasiones o lesiones, que permiten
el contacto entre la particula viral con las células basales del epitelio. EI complejo
integrina a6 — B4 ha sido propuesto como receptor de membrana que permite la entrada
del virus, y los proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en la membrana
plasmatica, podrian actuar como co-receptores, permitiendo un reconocimiento inicial
[38, 39].

La internalizacion del virus ocurre por endocitosis de vesiculas cubiertas de clatrina o
caveola, seguido del posterior desensamble del virion a través del rompimiento de
enlaces disulfuro internos de la capside, a causa del ambiente reductor de la célula, lo

gue permite la liberacién y transporte del ADN viral al nacleo [40].

Posteriormente, el genoma se puede mantener en dos formas diferentes: i) la forma
episomal, durante la cual el ADN de VPH se mantiene en bajo nimero de copias debido
a la accion de las proteinas E1 y E2, lo que da lugar a una infeccién persistente, definida
como permanencia del virus en el nicleo de las células de la capa basal, replicandose
como un plasmido multicopia de manera estable (episoma), pero sin la produccion de
virus infeccioso. Bajo la influencia de ciertos factores endbgenos y exdgenos
(inmunodepresion local o general) no demasiado conocidos todavia, se podria promover
el avance al siguiente estadio de la infeccion que corresponde a ii) la forma productiva
del virus, donde se da la integracion del ADN del VPH al de la célula. Esta fase
usualmente esta relacionada con pérdida de parte del genoma viral, que incluye la
disrupcién en la expresion de E2, y la proliferacién de las células infectadas en la capa
basal del epitelio, que debe estar precedida por la expresion de las proteinas E6 y E7
(Figura 2) [33].
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Figura 2. Ciclo del VPH en el epitelio [33].

De esta forma, para que se complete el ciclo de vida del VPH, se debe dar una
replicaciéon eficiente del genoma viral y un posterior empaquetamiento de los viriones
infecciosos, que se desarrolla en las capas superiores del epitelio. Finalmente, las células
infectadas pueden ser liberadas y permanecer en el medio, antes de que el VPH pueda
volver a entrar en la capa basal del epitelio [36].

2.1.3 Clasificacion

La clasificacion taxonémica de los papilomavirus ha sido propuesta por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (CITV), con base a la similitud en el marco de
lectura abierto de L1 (la proteina mas conservada entre los papilomavirus) de 118 tipos

gue cuentan con la secuencia completa de su genoma [31].

Teniendo en cuenta esta informacion, los tipos virales que integran la familia
Papillomaviridae han sido agrupados en géneros denominados por letras griegas, siendo
los Alfa, Beta y Gama papilomavirus los mas estudiados; esta clasificacion permitio
dividirlos en géneros, especies, tipos, subtipos y variantes; los diferentes géneros

comparten menos del 60% de identidad, las especies de un género comparten una
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identidad de secuencia de 60 a 70% Y los tipos virales dentro de una especie comparten

entre un 71 a 89% de identidad [31]. El &rbol filogenético se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Clasificacion filogenética de los VPH [31].

Con base en esta informacion, se puede concluir que los PV se agrupan en 16 géneros,
de los cuales, los géneros Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu infectan a humanos [41], mientras
gue los géneros restantes comprenden exclusivamente tipos virales encontrados en

varios mamiferos y aves.

Se ha descrito que el género mas importante en el area clinica es el Alfa-papilomavirus,
ya que en este grupo estan incluidos tipos virales que poseen capacidad para desarrollar
lesiones cervicales (potencial oncogénico). A este género pertenecen los tipos VPH-16 y
-18, que son los mas frecuentemente detectados en cerca del 70% de los casos de CC
(prevalencia de 54,6% y 15,8%, respectivamente), junto a los tipos VPH-33, -45, -31, -52,

-58 y -35, que en conjunto son detectados en mas del 85% de los casos de CC [42].
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2.2 Relacion del Virus de Papiloma Humano
con el Cancer de Cérvix

El Cancer de Cérvix es el tercer cancer mas frecuente en el mundo, con mas de 453.000
casos al afio y ocasiona aproximadamente 242.000 muertes al afio. Es la tercera causa
de muerte por neoplasias malignas en mujeres a nivel mundial y se estima que el 85%

del total de casos se presentan en paises en vias de desarrollo [1].

El CC es considerado como una enfermedad de transmision sexual, cuya relacion causal
con la infeccién por VPH ha sido ampliamente establecida, debido a que el ADN viral ha
sido detectado en mas del 99% de los casos diagnosticados para este tipo de cancer
[24]. Se ha descrito que la transmision de VPH se da principalmente por contacto directo
piel a piel y estudios epidemioldgicos indican que el riesgo de contraer una infeccion
genital por este virus esté influenciado por la conducta sexual [33].

Las lesiones precursoras a la neoplasica ocurren en mujeres menores de 40 afos,
mientras que el desarrollo de CC se presenta en edades mas avanzadas, en promedio
de 54 afios [43]. En Colombia, este tipo de cancer es el segundo mas frecuente en
incidencia, y el primero en mortalidad dentro de los canceres malignos que afectan a la
mujer. Segun el Ultimo reporte de la Organizacién Mundial de la Salud, la incidencia es
de 36,4 casos por 100.000 mujeres/afio y la mortalidad de 18,2 por 100.000 mujeres/afio
[2, 44].

Ademas de ser una de las neoplasias mas frecuentes e importantes en mujeres, el CC
también tiene importancia e impacto social, ya que provoca mortalidad en mujeres en
edad fértil, esto debido en gran medida a la inexistencia o insuficiencia de los programas
de deteccién precoz, y a la ausencia de estrategias de tratamiento adecuada. Por esta
razon, se estan tratando de implementar acciones enfocadas a la prevencion y control de
la enfermedad cervical, basadas en la deteccion molecular de los genotipos del virus del

papiloma humano (VPH) de alto riesgo [42].
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2.3 Historia natural de la carcinogénesis
cervical

Las infecciones genitales con VPH habitualmente son transitorias y asintométicas (la
duracién promedio de la infeccion suele ser de 8 meses); en este periodo, alrededor del
80% de las mujeres depuran la infeccion viral. El restante 20% de las mujeres
desarrollaran Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), sin embargo, en este Ultimo grupo se
conserva la capacidad de depuracion de la infecciébn y de regresién de las lesiones
cervicales, por lo que 80% de estas consiguen la eliminacion del virus. Finalmente, solo
un pequefio grupo sufrird una infeccién persistente con VPH y la lesién progresara de

NIC a cancer cervical invasivo [45].

Se cree que el desarrollo gradual de una respuesta inmunitaria eficaz es el mecanismo
mas probable para la depuracion del VPH; sin embargo, es posible que el virus
permanezca en un estado latente indetectable y luego se reactive afios después debido a
la presencia de estimulos, como sucede en mujeres con menopausia O post-
menopadusicas, en las que la reactivacion se da debido a los cambios hormonales. Otro
estimulo descrito es la senescencia del sistema inmune, lo cual podria explicar el
aumento de la frecuencia de infeccién por VPH en mujeres de mayor edad, a pesar de

llevar una relacion monégama por largo tiempo [46].

2.4 Factores de riesgo involucrados en la
carcinogénesis cervical

Se ha identificado que el principal factor para el desarrollo de CC, es la infeccién
persistente con VPH. Entre los distintos tipos de papilomavirus que infectan humanos, 15
han sido descritos como de alto riesgo (VPH-AR), por su elevado potencial oncogénico
(VPH -16, -18, -31, -33, -35, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -68, -73, y -82), sin
embargo, se ha reportado que la mayoria de las lesiones son causadas por 6 tipos
particulares: VPH-16, -18, -31, -33, -45 y -58 [42].

Teniendo en cuenta esta relacion causal, se ha avanzado en la descripcién de los
factores de riesgo asociados al virus, que resultan determinantes en el progreso de la

historia natural de la enfermedad; dentro de ellos se destacan: el genotipo viral
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infectante, la infeccibn simultanea con mas de un tipo de VPH (relacionada
principalmente con mayor severidad de las lesiones) [7] y la carga viral, definida como el
namero de copias de un tipo de VPH presentes por célula del hospedero, la cual se

correlaciona con el grado de avance de la enfermedad cervical [47].

Adicionalmente, se han descrito cofactores del huésped que podrian estar relacionados
con una mayor adquisicion y/o persistencia de la infeccién, asi como en la regresién y/o
progresion de las lesiones preneoplésicas [48]; dentro de estos factores se destacan
algunas caracteristicas como edad [49], grupo étnico [7], factores relacionados con el
comportamiento sexual (incluyendo variables como el inicio temprano de las relaciones
sexuales, multiples compafieros sexuales y el uso prolongado de anticonceptivos
hormonales), la paridad, la exposicion a otras infecciones de transmisién sexual, el
tabaquismo [25], variacion en los genes de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) vy,
finalmente, alteraciones en la inmunidad (infeccibon por VIH o tratamiento

inmunosupresor) [48, 50].

Finalmente, otras variables que influyen en las elevadas tasas de neoplasia cervical son:
la presencia de dificultades en el acceso a los servicios de tamizacion, la no adherencia a
los programas de prevenciéon y promocion, los factores sociales asociados al bajo estrato
socioecondmico y niveles de educacién, situaciones que son observadas con mayor
frecuencia en paises no desarrollados, donde las prevalencias de VPH y de esta

neoplasia son elevadas [50, 51].

2.5 Coinfeccion entre Virus de
Inmunodeficiencia Humanay Virus de
Papiloma Humano

La infeccion con el Virus Inmunodeficiencia Humana (VIH) es actualmente una de las
causas mas frecuentes de inmunosupresion en la poblacion. Esta infeccion se
caracteriza por la reduccién en el niumero de linfocitos T CD4+, lo que disminuye la
eficiencia del organismo para actuar contra otros patdgenos, haciendo mas vulnerable al

individuo a infecciones concomitantes [52].
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Teniendo en cuenta que las fases iniciales de la infeccion con VPH son localizadas, la
respuesta inmune del cérvix juega un papel determinante en el control de la infeccién, por
lo que la inmunosupresion, particularmente la ocasionada por la infeccién por VIH, altera

e influye en el curso natural de la enfermedad cervical [14].

En este sentido, se ha descrito que mujeres con conteos de linfocitos T CD4+ menores
de 200 células/mm? presentan mayores prevalencias de infeccién con VPH e incremento
en las tasas de incidencia de lesiones intraepiteliales cervicales, en comparacién con las
mujeres con recuentos de linfocitos T CD4+ mayores de 500 células/mm?®, lo cual
sumado a una alta carga de viral (medida en ndmero de copias de VIH), podria
incrementar 10 veces el riesgo de desarrollar este tipo de lesiones [26].

Aunque los dos virus pueden llegar a ser detectados en el epitelio cervical de zonas con
lesiones, estos no tienen tropismo por el mismo tipo de células, por lo que se han
descrito otro tipo de interacciones como: i) Incremento de la eficiencia de la actividad
transformante de VPH gracias a la disminucion de la respuesta inmune tras la infeccion
con VIH; ii) favorecimiento de la expresion de las oncoproteinas de VPH debido a la
accion de transactivadores solubles del VIH (p.ej. tat); iii) Activacion de la replicacion del
VIH como consecuencia de la produccién de citoquinas (como IL-6), por parte de células

cervicales infectadas por VPH [12].

Debido a las interacciones antes mencionadas, las mujeres infectadas con VIH muestran
un incremento en la frecuencia de infecciones con uno o mdltiples tipos de VPH, lo que
sumado a un sistema inmune deficiente, incapaz de eliminar el virus, aumenta el riesgo
del desarrollo de CC. Adicionalmente, la condicion de inmunosupresion implica el
desarrollo de lesiones mas agresivas y menores respuestas al tratamiento [53], esto
conlleva a la aparicion de lesiones precancerosas en cerca del 60% de las mujeres con
infeccion por VPH, que evolucionan en menos de 3 afos [53, 54], raz6n por la cual, este
tipo de cancer esta catalogado como el mas frecuentemente diagnosticado en mujeres
infectadas con VIH [55, 56].
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2.6 Estrategias para prevenir el impacto del
Céancer Cervical

La citologia cervical es la herramienta de tamizaciébn mas utilizada para la evaluacion del
estado de las células escamosas en la zona de transformacion del cérvix, la cual permite
la deteccion temprana de mujeres que cursen con lesiones de mal pronéstico y que
requieran un manejo clinico adecuado e inclusién en programas de tratamiento oportuno
[57].

A pesar de su conocida utilidad prondstica, la citologia cervical presenta una serie de
desventajas que incluyen: una toma de la muestra incbmoda para las mujeres, requiere
entrenamiento especial por parte del personal de los servicios de salud que toma la
muestra, y problemas técnicos como son: i) sensibilidad muy baja y variable (de un 41 —
73%) lo que se ha tratado de solucionar realizando citologias anuales en esquema 1:1:3;
ii) presenta un reporte de falsos negativos variable (mujeres con lesiones precancerosas
no detectadas por el test de Papanicolaou) entre 1,5 a 55% vy iii) posee una naturaleza
subjetiva, puesto que se basa en la interpretacion individual y lector-dependiente. Por lo
anterior, estas caracteristicas influyen directa e indirectamente en la reduccion de la
participacién activa por parte de las mujeres, principalmente en paises en vias de
desarrollo [58, 59].

Debido a las desventajas y a los bajos niveles de cobertura, técnicas de deteccion de
ADN del VPH complementarias a la citologia han sido desarrolladas, que actualmente
son consideras como herramientas con un alto valor diagndstico y pronéstico [42, 60, 61];
estas técnicas son altamente sensibles y especificas, pudiendo ademas realizarse a

partir de diversas fuentes de muestra [27].

Adicionalmente, se ha planteado que el uso de métodos no invasivos de auto-muestreo,
brinda ventajas relacionadas al incremento de la aceptacion, la adherencia y el
seguimiento de las mujeres principalmente inmunocomprometidas [60, 61]. Entre los
métodos de auto-muestreo mas estudiados se encuentran los dispositivos tipo tampdn,
hisopos vaginales y la muestra de orina; esta ultima fuente de muestra ha sido empleada

en la deteccion de patdégenos de transmision sexual que afectan el cérvix [15, 22].
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La utilizacion de la orina como muestra para la deteccién de VPH implica varias ventajas,
tales como: i) facil obtencion de la muestra mediante un método no invasivo tomado por
la misma paciente; ii) mayor aceptacién entre las mujeres, lo que podria influir en una
mayor frecuencia en la toma de muestras, valoracion de grandes poblaciones y una
mayor cobertura de los programas de tamizacion; iii) se evita el examen pélvico que
requiere la citologia, por lo que se obtendria, ademas de comodidad para las mujeres,
una reduccion de costos y iv) no interfiere con la historia natural de la infeccién, en
contraste con las muestras cervicales, donde se crean micro lesiones o reaccion

inflamatoria en el tejido [60].

No obstante, se han descrito retos en el uso de la orina para la deteccién de VPH. Dentro
de estos se mencionan: i) la presencia de inhibidores de la PCR en la muestra como
proteinas, urea 0 nitritos, ademas de bacterias y/o endo-nucleasas, que pueden
deteriorar el ADN; ii) el hallazgo de ADN del VPH en orina podria indicar una infeccion
del tracto urinario o genitales externos, afectando la especificidad; iii) la muestra no es
obtenida del sitio original de la lesion sino de células exfoliadas, afectando asi la
sensibilidad de la prueba, dado que la deteccién de ADN viral puede no reflejar el estado
clinico de la infeccion por VPH [61] y iv) la cantidad de ADN viral que se puede obtener
€s menor, ya que en esta muestra se encuentran células exfoliadas espontaneamente

del cérvix con infeccién persistente [21, 22, 42].

Considerando estos inconvenientes técnicos, se han propuesto algunas estrategias
relacionadas con la estandarizacion de la toma, almacenamiento de la muestra y la
necesidad de utilizacién de un método de deteccion sensible como la PCR para hacer la
identificacion de ADN [60], a fin de que las muestras provenientes de orina puedan ser
consideradas como una buena alternativa para la identificacion de VPH e indirectamente
deteccién de mujeres con lesiones pre-neoplasicas de cérvix [21]; sin embargo, se deben
realizar mas estudios con el fin de aportar informaciéon acerca del comportamiento

diagnostico de esta fuente de muestra.

Aunque la muestra de orina, presenta porcentajes de deteccion de VPH variables,
encontrandose frecuencia de infeccién entre 44 y 455% en mujeres con lesiones

cervicales de bajo grado, de alrededor del 11% en mujeres sin anormalidad citolégica
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[21, 62, 63] y superior al 70% para el caso de mujeres infectadas con VIH, se ha descrito
gue esta fuente de muestra podria tener aplicabilidad clinica, sobre todo en este Ultimo
grupo [15, 64]; para este fin, se debe contar con procedimientos estandarizados que

aseguren la calidad de los resultados.
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3.1 Poblacién de estudio

Este es un estudio de tipo observacional analitico de corte transversal, en el que fueron
incluidas mujeres infectadas con VIH (con diagndstico confirmado por Western blot), que
acudieron al programa de prevencion y control de CC, ofrecido por el centro “Asistencia

Cientifica de Alta Complejidad S.A.S.”, en Bogota-Colombia.

El tamafio de muestra para el estudio fue calculado asumiendo una proporcion estimada
de infeccién por VPH en mujeres VIH positivas de 83% [64], teniendo en cuenta una
precision alrededor del estimador de 0,05 y un nivel de confianza de 95%. Este andlisis

se realizé con el comando sampsi del programa STATA 11 ®.

Como criterios de elegibilidad, fueron incluidas pacientes clinicamente estables y que no
estuviesen hospitalizadas en el momento de su evaluacién y como criterio de exclusion,
se tuvo en cuenta la presencia de alteraciones en el tracto genito-urinario que impidieran

la toma de la muestra.

3.2 Aspectos éticos

Este estudio fue realizado con la aprobacién y supervisién de los comités de ética de las
instituciones participantes: “Comité de ética de Fundacion Instituto de Inmunologia de

Colombia” y “Comité de ética de asistencia cientifica de alta complejidad S.A.S.”.

No se llevaron a cabo intervenciones experimentales, ni modificaciones intencionadas en
los sujetos de investigacion, por lo que este proyecto fue considerado como una
investigacion de bajo riesgo, segun los criterios expuestos en la resolucion 008430 de
Octubre 4 de 1993, articulo 11, del Ministerio de Salud.
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3.3 Toma de las muestras

Todas las mujeres incluidas en el estudio fueron informadas acerca del objetivo de la
investigacion, firmaron un consentimiento informado (anexo 1) y diligenciaron una
encuesta con informacion de los datos socio-demogréficos, de comportamiento sexual y
de otros factores de riesgo relacionados tanto con la adquisiciéon infeccion con VPH,
como con la probabilidad de progresion de enfermedad cervical (anexo 2).

Dos tipos de muestras fueron colectadas para cada una de las mujeres que accedieron a
participar en el estudio: una muestra inicial de orina a partir de auto-muestreo, que una
vez recolectada fue almacenada a 4°C, hasta su procesamiento dentro de las siguientes
72 horas; el segundo tipo de muestra fue la cervical, obtenida durante examen citoldgico,
en donde se colectaron células del cérvix utilizando un citocepillo, con el que se hizo el
extendido en placa para la lectura de la citologia cervical, y posteriormente fue
almacenado en un tubo con etanol al 95% como medio de preservacion y transporte [6,
65].

El examen citoldgico fue llevado a cabo siguiendo las pautas establecidas en la norma
técnica para la deteccion temprana del cancer de cuello uterino del Ministerio de Salud
de Colombia [57]. La lectura de la placa de la citologia cervical fue realizada por un
laboratorio independiente (Instituto de Diagnéstico Médico, IDIME S.A). Los resultados
fueron reportados siguiendo la clasificacion de Bethesda [66], asi: Células Escamosas
Atipicas de Significado Indeterminado (ASCUS), Lesién Intraepitelial Escamosa de Bajo
Grado (LSIL) y Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (HSIL).

3.4 Procesamiento de las muestras

Las muestras colectadas fueron transportadas al laboratorio de Biologia Molecular de la
FIDIC, donde fueron procesadas de forma independiente. El volumen total de las
muestras de orina fue centrifugado a 2.300 gravedades (g) durante 20 minutos a 4°C. Por
otra parte, las células cervicales fueron liberadas de los citocepillos por friccion mecanica,
y posteriormente, la mitad del volumen fue centrifugado a 15.000 x g por 10 minutos a
4°C, el volumen restante fue almacenado en el banco de células de la Fundacion Instituto
de Inmunologia de Colombia-FIDIC. ElI ADN total fue extraido de los precipitados

celulares obtenidos de los dos tipos de muestras, utilizando el kit comercial
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QuickExtract™ DNA Extraction Solution (Epicentre, Madison, WI), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Todas las muestras fueron sometidas a protocolos de

amplificacién de ADN empleando la técnica de PCR.

Como primer paso, se realizd una evaluacion de la integridad del ADN, a través de la
amplificaciébn de dos fragmentos del gen constitutivo celular de la B-globina humana,
utilizando los iniciadores GH20/PC04 y PC03/PC04 (Tabla 1) [67].

3.5 Identificacion genérica de infeccidn con
VPH

Las muestras positivas para amplificaciéon del gen de la B-globina humana, fueron
sometidas a tres protocolos para la deteccion genérica de VPH, previamente reportados
en la literatura y dirigidos hacia dos regiones del genoma viral: la primera, corresponde a
la regién que codifica para la proteina viral tardia L1, para ésta, fueron empleados dos
juegos de iniciadores: GP5+/6+, caracterizado por detectar infecciones con una reducida
carga viral [6, 68] y MY09/11, que permite identificar mujeres infectadas con mas de un
tipo de VPH (co-infecciones) [6, 69] (Figura 4).

La segunda regién detectada es la que codifica para las oncoproteinas E6-E7
(relacionadas directamente con la transformacion celular), el iniciador empleado para
esta deteccion fue pULM/2R, cuya utilidad para la deteccién de mujeres con alto riesgo
de desarrollar enfermedad cervical, ha sido reportada en estudios previos por su con alta
precision para detectar infecciéon por VPH, en mujeres que tienen hallazgos citolégicos

anormales [70, 71] (Figura 5) (Ver informacion de los iniciadores en la Tabla 1).
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Figura 5. Sitio de anillamiento de los iniciadores pU1M/2R [70].

de fueron simultanea e

independientemente con el propésito de detectar la mayor cantidad de mujeres

Los protocolos amplificacibn  genérica aplicados
infectadas, puesto que ha sido reportado que el uso de méas de un juego de iniciadores
de deteccidon genérica aporta robustez y sensibilidad en los estudios epidemioldgicos, en
comparacion con el uso de un solo sistema de amplificacién, que podria subestimar la

prevalencia viral [20, 73].

3.6 Identificacion tipo-especifica de las

muestras infectadas con VPH

Las muestras positivas para cualquiera de los juegos de iniciadores genéricos, fueron
incluidas en protocolos de identificacion viral tipo-especifica para seis tipos virales de alto
riesgo (VPH-AR-16, -18, -31, -33, -45, -58) (Tabla 1), relacionados con aproximadamente

el 90% de los casos de CC reportados a nivel mundial [74] y considerados como los de
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mayor prevalencia en estudios previos llevados a cabo en poblacién colombiana [4, 7,

71].

Adicionalmente, el disefio metodolégico incluy6é un protocolo para la identificacién de dos

tipos de VPH de bajo riesgo (VPH-BR-6 y -11, simultAneamente) [75], considerados

como los tipos de VPH-BR de mayor distribucién a nivel mundial, los cuales estan

relacionados principalmente con el desarrollo de verrugas genitales [75]. Los iniciadores

tipo-especificos fueron dirigidos a las regiones E5, E6 y E7 del genoma viral [6, 76, 77]

(Tabla 1).
Tabla 1. Iniciadores incluidos en el estudio.
Nombre . Producto
del Iniciador Sec,uenfna amplificado Gen Referencia
(5°-3)
protocolo (pb)
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC GH20/PCO04:
B-globina  PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC 25t & glelvine 67]
PCO03/PC04: Humana
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC 110
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
GP5+/6+ 150 L1 [72]
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC
MY09/11 450 L1 [78]
MYO011 GCMCAGGGWCATAAYAATGG
pU1lM TGTCAAAAACCGTTGTGTCC
pUIM/2R 228 - 268 E6/E7 [70]
pU2R GAGCTGTCGCTTAATTGCTC
16-D TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA
VPH-16 120 E6 [76]
16-R CGTGTTCTTGATGATCTGCAA
18-D CGACAGGAACGACTCCAACGA
VPH-18 202 E6-E7 [77]
18-R GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT
31-D CTACAGTAAGCATTGTGCTAT
VPH-31 155 E5 [76]
31-R ACGTAATGGAGAGGTTGCAATAACCC
33-D AACGCCATGAGAGGACACAAG
VPH-33 212 E7 [76]
33-R ACACATAAACGAACTGTGGTG
45-D ACGGCAAGAAAGACTTCGCA
VPH-45 134 E6-E7 [76]
45-R CACAACAGGTCAACAGGATC
58-D CGAGGATGAAATAGGCTTGG
VPH-58 109 E7 [76]
58-R ACACAAACGAACCGTGGTGC
BR-D TGCAAGAATGCACTGACCAC
VPH-6/11 334 E6-E7 [75]
BR-R TGCATGTTGTCCAGCAGTGT
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3.7 Condiciones de amplificacion de los

protocolos de PCR

Todos los protocolos de amplificacion se llevaron siguiendo las condiciones descritas en
la Tabla 2, las cuales fueron estandarizadas con base en los reportes disponibles en la
literatura citada en la Tabla 1. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un
termociclador LABNET MultiGene™ Thermal Cycler (Woodbridge, NJ, USA).

Los productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa tefiidos con
SYBR Safe™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El corrido electroforético fue desarrollado
en camaras de electroforesis LABNET Enduro™ Gel XL a 100 voltios (V) durante 15
minutos. Como patrén de peso molecular se utilizé HyperLadder™ |l (Bioline, London,
UK) para el caso de los productos con un tamafio superior a 200 pb, e HyperLadder™ V
(Bioline) en caso de productos amplificados de menor tamafio.

Como controles positivos de PCR se utilizo6 ADN plasmidico extraido de células Sf21
transfectadas con un vector de clonacion que contiene la secuencia del gen L1 de VPH-
16 (en el caso de GP5+/6+y MY09/11) y ADN extraido a partir de muestras previamente
identificadas por secuenciacibn como positivas para VPH (para el caso de pU1M/2R).
Los controles positivos para la identificacion tipo-especifica fueron genes sintéticos para
los tipos de VPH-18, -31, -45 y -58 [79], y para VPH-16, -33 y -6/11 se emplearon
muestras tipificadas por secuenciacion. Como control negativo en todas las
amplificaciones, se emple6 agua destilada ultrapura, libre de DNasas y RNasas

(Invitrogen).



Tabla 2. Condiciones de amplificacioén para cada protocolo.

Condiciones de termociclado

Nombre

Buffer MgCl,  dNTPs** Iniciadores - Temperatura y tiempos de amplificacion
del Polimerasa ;

protocolo X) (mM) c/u (mM) (HM) Td inical . Teofcl:nal

Td Ta Te Ciclos de (°C)

amplificacion
. 05U - 94°C - 10 94°C - 1 55°C - 1 72°C - 2 . 72°C -7
- * 3

B-globina 1 2,5 0,25 1 Biotaq t min min min min 35 ciclos min
1U- 94°C - 10 94°C-30 42°C-30 72°C-30 . 72°C -7

GP5+/6+ 1 3 0,1 2 Biotaq t min seg seg seg 35 ciclos min
1U- 94°C -5 94°C -30 51°C-45 72°C-45 . 72°C-7

MY09/11 1 3 0,1 2 Biotaq t min seg seg seg 40 ciclos min
1U- 95°C - 10 94°C - 1 53°C - 2 72°C - 2 . 72°C-7

pUIM2R 1 1.5 0.2 1 MangoTagq % min min min min 30 ciclos min
05U - 94°C - 7 94°C -30 54,3°C- 72°C-30 . 72°C-5

VIHaERY e % s s MangoTaq min seg 30 seg seg 8 EEls min
1U- 95°C - 5 95°C -30 57°C-30 72°C-30 . 72°C-5

VPH-18 1 2,5 0,25 1 Biotaq 1 min seg seg seg 35 ciclos .
VPH-31 95°C_:- 7 95°C -30 56°C-30 72°C-30 35 ciclos 72°C_:- 5

05U - min seg seg seg min
1 2 025 1 Man’goTaq i 0 0 0 0 72°C- 5

VPH-33 95 C -5 95°C -10 55°C-10 72°C-10 35 ciclos C-

min seg seg seg min
1U- 95°C -5 94°C - 1 65°C - 1 72°C -1 . 72°C-5

e 1 2 0.25 1 Biotaqg t min min min min 35 ciclos min
05U - 95°C - 7 95°C-20 60,5°C- 72°C-20 . 72°C-5

Kl 1 2 Uz 1 MangoTaq % min seg 20 seg seg S el min
05U - 95°C -5 95°C -30 57°C-20 72°C-30 . 72°C-5

VPH-6/11 1 2,5 0,25 1 MangoTaq % min seg seg seg 35 ciclos il

* Agua con BSA a una concentracién de 0,8 ug/uL. Aditivo utilizado para incrementar la eficiencia de la PCR, ya que actlia como una proteina
captadora de iones y de otros inhibidores de la polimerasa como la melanina [80]. ** ANTP MixTM (Bioline). T BioTaqTM DNA Polymerase
(Bioline). ¥ MangoTaqTM DNA Polymerase (Bioline). Ta: Temperatura de anillamiento. Te: Temperatura de extension. Td: Temperatura de
denaturacion.
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3.1 Analisis estadisticos

Para la descripcion de las variables continuas, se utlizaron medias con su
correspondiente Desviacion Estandar (DS). Las variables categoricas fueron expresadas
en términos de frecuencias y proporciones. La frecuencia de los eventos de interés fue
reportado junto con sus correspondientes Intervalos de Confianza (IC) al 95%. La
asociacion entre variables categoéricas fue evaluada utilizando pruebas chi® (x°) y test
exacto de Fisher. Variables como edad, método anticonceptivo, gestaciones, edad de la
primera relacion sexual, nimero de compafieros sexuales, estado civil, grupo étnico y

otros factores de riesgo, fueron considerados como variables categéricas.

Razones de disparidad (ORs, por sus siglas en ingles Odds Ratios), con su
correspondiente IC al 95%, fueron utilizadas para medir la fuerza de asociacion entre el
resultado de cada prueba (considerando como prueba el resultado de cada juego de
iniciadores independientemente, o el resultado de PCR como combinacion de los tres
juegos de iniciadores) y las variables de interés (variables socio-demogréficas, factores
de riesgo tanto del huésped como del virus y los hallazgos citolégicos). Los ORs fueron
ajustados a través de regresion logistica.

La concordancia entre los resultados para la deteccion de VPH entre la muestra cervical
y de orina, fue evaluada utilizando el coeficiente kappa (k), con su correspondiente
intervalo de confianza al 95%, teniendo en cuenta la siguiente clasificacién: valores
negativos y de 0 a 0,2: pobre, de 0,21 a 0,4: leve, de 0,41 a 0,6: razonable, de 0,61 a 0,8:

moderado, de 0,81 a 0,99: sustancial y 1,0: concordancia perfecta [68].

Las caracteristicas operativas de las pruebas para detectar mujeres con anormalidad
cervical, fueron evaluadas a través del célculo de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivos y negativos, tomando los resultados de la citologia cervical como
prueba de referencia imperfecta. El ajuste por patron de oro imperfecto fue llevado a
cabo teniendo en cuenta los valores de sensibilidad y especificidad reportados en
estudios previos para la citologia cervical en poblacion de mujeres infectadas con VIH
[81]. Todos los andlisis fueron realizados en el programa estadistico STATA 11 ®, fijando

un nivel de significancia del 5% para todas las pruebas de hipétesis.
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4.1 Caracteristicas de la poblaciéon

Un total de 245 mujeres infectadas con VIH fueron incluidas en este estudio. La
verificacion de la calidad de las muestras (amplificacion de la B-globina humana), resulté
satisfactoria para 239 de las 245 muestras cervicales (97,6%; 1C95%=94,7-99,2), y para
208 de las 226 muestras de orina (92,0%; 1C95%=87,7-95,2). En este sentido, 23

muestras negativas para la amplificacion fueron excluidas de los analisis estadisticos.

Adicionalmente, otras 18 muestras fueron excluidas de los analisis debido a que no
fueron tomadas o remitidas a la FIDIC (cervical y/o de orina), y finalmente 10 tuvieron
resultado insatisfactorio para la citologia cervical. De acuerdo a lo anterior, el nUmero

total de mujeres incluido en los analisis estadisticos fue n=194.

El rango de edad de las mujeres estuvo entre 20 y 73 afios (edad promedio 38,0 afios;
DS=10,8 afos), la mayoria de mujeres (45,4%) tuvo una edad inferior a 34 afios (n=88;
IC95%=38,2-52,6). Los grupos étnicos predominantes incluidos de la poblacién de
estudio fueron el blanco (68,4%; n=130; IC95%=61,3-75,0) y el mestizo (27,9%; n=53;
IC95%=21,6-34,8).

Las variables relacionadas con factores de riesgo mostraron que el 60,8% de las mujeres
iniciaron su vida sexual antes de los 18 afios (n=115; 1C95%=53,5-63,8), el 36,7% tuvo 4
0 mas comparfieros sexuales a la fecha de inclusién (n=69; 1C95%=29,8-44,0) y por
ultimo, el tipo de método anticonceptivo mas utilizado fue el de barrera, siendo empleado
por el 32,9% de las mujeres (n=52; IC95%=25,7-40,8) (Figura 6).
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Figura 6. Caracteristicas socio-demogréaficas y de factores de riesgo de las mujeres incluidas en
el estudio.
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4.2 Deteccion de VPH y distribucidon tipo-
especifica

La prevalencia general de infeccién por VPH en la poblacion de estudio fue de 85,1%
(n=165; 1C95%=79,2-89,8), considerando como positivas aquellas muestras con
detecciodn viral en cualquiera de las fuentes de muestra (cérvix u orina). La prevalencia de
infeccién viral detectada en muestras cervicales fue de 70,1% (n=136; IC95%=63,4-76,8)
y de 63,9%, a partir de las muestras de orina (n=124; 1C95%=56,9-70,9).

Los resultados de la distribucion tipo-especifica (Figura 7) mostraron que VPH-16 fue el
tipo viral mas prevalente, tanto en cérvix como en orina, seguido por VPH-31 en cérvix y
VPH-58 en orina, los tipos virales restantes mostraron una distribucion variable en las

dos fuentes de muestras.

La prevalencia de infecciones Unicas fue de 19,6% en muestras provenientes de tejido
cervical (n=38; 1C95%=14,2-25,9) y de 25,8% en muestra de orina (n=50; 1C95%=19,8-
32,6), siendo menores que las infecciones multiples halladas, las cuales fueron de 54,6%
(n=106; 1C95%=47,4-61,8) y 40,2% (n=78; 1C95%=33,2-47,5) para cérvix y orina,

respectivamente.

Los resultados de las diferentes pruebas moleculares tanto para la identificacidon genérica
de VPH, como para la distribucién viral tipo-especifica, de acuerdo al estado de la

infeccidn viral (sin infeccidn, infeccidn Gnica o multiple) se describen en la Tabla 3.

Para el caso de la distribucion genérica, los porcentajes de deteccidn viral por cada juego
de iniciadores (analizados independientemente) resultaron similares (Tabla 3); sin
embargo, el porcentaje de deteccion por PCR (analizando la combinacion de los tres sets
de iniciadores genéricos), resultdé ser mayor en las dos fuentes de muestra. Finalmente,
los analisis mostraron que todos los tipos de VPH evaluados en la poblacién, fueron mas

frecuentemente encontrados en infecciones multiples (Tabla 3).
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Figura 7. Frecuencia relativa de infeccion con los tipos de VPH evaluados en cérvix y orina de las
mujeres incluidas en el estudio.

El analisis de asociacion entre la deteccion de VPH por cada juego de iniciadores (en
cérvix y orina) y la presencia de infecciones mdultiples, mostré resultados
estadisticamente significativos (p=0,000) para todas las pruebas realizadas, tanto en

muestra cervical como en la de orina (Tabla 4). La asociacion mas fuerte fue para
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pULM/2R, en donde los ORs ajustados fueron de 11,9 (IC95%=4,8-29,6) para el caso de

la muestra cervical y de 8,6 (IC95%=3,6-20,4), para el caso de la muestra de orina.

Tabla 3. Frecuencia relativa de infeccion por VPH y distribucion tipo-especifica a partir de
muestra de cérvix y orina

Resultado en muestra cervical Resultado en muestra de orina
Sin Infeccion Infeccion Sin Infeccion Infeccion
Infeccién Unica multiple n Infeccién Unica multiple
n (%) n (%) (%) n (%) n (%) n (%)

Deteccion genérica

GP5+/6+ 110 ( 56,7 ) 16 ( 82 ) 68 ( 351 ) 126 ( 64,9 ) 27 ( 13,9 ) 41 ( 211
MY09/11 108 ( 55,7 ) 18 ( 93 ) 68 ( 351 ) 122 ( 629 ) 26 ( 134 ) 46 ( 23,7
pULIM/2R 115 ( 59,3 ) 11 ( 57 ) 68 ( 351 ) 133 ( 686 ) 18 ( 9,3 ) 43 ( 2222

Distribucion tipo-especifica

VPH-16 104 ( 53,6 ) 11 ( 57 ) 79 ( 40,7 ) 118 ( 60,8 ) 21 ( 10,8 ) 55 ( 284
VPH-18 137 ( 70,6 ) 4 ( 21 ) 53 (273 ) 153 ( 789 ) 4 ( 21 ) 37 ( 191
VPH-31 130 ( 67,0 ) 6 ( 31 ) 58 ( 299 ) 156 ( 80,4 ) 3 ( 15 ) 35 ( 180
VPH-33 154 ( 794 ) 1 ( 05 ) 39 ( 201 ) 170 ( 876 ) 2 ( 10 ) 22 ( 113
VPH-45 179 ( 92,3 ) 2 ( 1,0 ) 13 ( 67 ) 171 ( 881 ) 6 ( 31 ) 17 ( 88
VPH-58 155 ( 799 ) 4 ( 21 ) 35 ( 180 ) 149 ( 768 ) 7 ( 3.6 ) 38 ( 196
VPH-6/11 153 ( 789 ) 2 ( 1,0 ) 39 ( 201 ) 171 ( 881 ) 3 ( 15 ) 20 ( 103

~— ~— ~— ~— ~— ~— ~—

Los porcentajes fueron calculados por filas.

Tabla 4. Razones de disparidad (ORs) para la deteccion de infecciones por multiples tipos de
VPH para cada prueba molecular en las dos fuentes de muestra.

Resultado para ORs crudos (IC95%) ORs ajustados (1C95%)

mnfqzﬁfiﬁggs GP5+/6+ MY09/11 pULM/I2R GP5+/6+ MY09/11  pULM/2R
E Negativo Ref Ref Ref Ref Ref Ref
& B 8.1 7.0 12.5 55 7.5 11.9
) (3.8-17.2) (3.4-14.4) (5.2-30.1) (2.5-12.2) (3.3-17.1) (4.8-29.6)
© Negativo Ref Ref Ref Ref Ref Ref
= o 3.7 5.0 6.7 4.2 6.6 8.6
@) Positivo

(1.9-7.0)  (2.5-9.8) (3.2-14.0) (1.9-9.2) (2.9-15.3) (3.6-20.4)

Odd ratios (ORs) fueron ajustados a edad, grupo étnico, edad de la primera relacion, nimero de
compafieros sexuales, método anticonceptivo, habito de fumar y nimero de embarazos.

El nUmero de tipos de VPH presentes simultaneamente (coinfeccién) en cérvix y orina se
muestran en la Figura 8; los resultados indican que en la muestra de orina se detecta un
mayor numero de mujeres sin infecciéon y con infeccién Gnica (0 y 1 respectivamente), a

diferencia de lo que ocurre en muestra cervical, donde se detecta un mayor nimero de
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infecciones multiples (de 2 a 7 tipos), siendo estas distribuciones estadisticamente

significativas (p = 0,000).
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Figura 8. Distribucion del nUmero de tipos virales presentes para cada fuente de muestra.

4.3 Anormalidades citolégicas y presencia
de VPH

La frecuencia de anormalidad citoldgica en la poblacion analizada fue de 28,9% (n=56;
IC95%=22,6-35,8). En el 357% de estas muestras se detect6 ASCUS (n=20;
1C95%=23,4-49,6), en el 57,2% se detectd LSIL (n=32; 1C95%=43,2-70,3) y en el 7,1%
HSIL (n=4; 1C95%=1,9-17,3).

En la Tabla 5 se observa la identificacion viral en las dos fuentes de muestra, de acuerdo
al hallazgo citolégico; los resultados indican que en comparacién a las mujeres con
hallazgo citolégico normal, en aquellas que presentan algun tipo de anormalidad, la
presencia del VPH fue detectada en mayor proporcién, tanto en la muestra de orina como

en la de cérvix.



38 Capitulo 4: Resultados

Tabla 5. Deteccién de VPH en muestras de cérvix y orina de acuerdo al hallazgo citolégico.

Deteccién de VPH n (%)

Resultado
citologia Positiva en Positiva solo en  Positiva solo Negativa en Total
cervical cérvix y orina cérvix en orina cérvix y orina
Normal 57 (41,3) 35 (25,4) 22 (15,9) 24 (17,4) 138
ASCUS 12 (60,0) 4 (20,0) 3 (15,0) 1(5,0) 20
LSIL 24 (75,0) 1(3,1) 3(9,4) 4 (12,5) 32
HSIL 2 (50,0) 1(25,0) 1(25,0) 0 (0,0) 4

Los porcentajes fueron calculados por filas. ASCUS: células escamosas atipicas de significado
indeterminado; LSIL: lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; HSIL: lesion intraepitelial
escamosa de alto grado.

El 20,4% (n=12) de las mujeres que presentaron hallazgos citolégicos anormales
resultaron negativas para VPH en muestra cervical, mientras que el 78,6% tuvo resultado
positivo (n=44). Por otra parte, se encontré que el 19,6% (n=11) de las muestras con
anormalidad cervical tuvo resultado negativo para VPH en muestra de orina, comparado
con el 80,4% (n=45) donde la infeccibn fue detectada, esta tendencia fue

estadisticamente significativa (p= 0,002).

Adicionalmente, se evalud la asociacién entre la identificacion de VPH (para cada fuente
de muestra) y el hallazgo citolégico categorizado en tres niveles: Normal, ASCUS y SIL
(esta dltima incluye los resultados de LSIL y HSIL). En la muestra de orina los resultados
sugieren una asociacion positiva entre deteccion viral y el hallazgo citolégico de ASCUS
(OR ajustado=4,4; 1C95%=1,1-17,7) y SIL (OR ajustado=3,2; 1C95%=1,1-9,2), en
comparacion con aquellas que tienen resultado normal; para el caso de la muestra
cervical no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas luego del ajuste

de ORs, para la deteccién por PCR (Tabla 6).

En este contexto, los resultados de los juegos de iniciadores (analizados
independientemente), se encontré una asociacion positiva entre la deteccién viral en las
muestras de orina empleando pU1M/2R y el hallazgo de SIL, siendo 3,7 mas
frecuentemente detectado (1C95%=1,4-9,3), comparado con la categoria de referencia.
Para el caso de la muestra cervical, se observo posible asociacién positiva entre la
deteccién con GP5+/6+ y la presencia de ASCUS (OR=5,8 IC95%=1,7-19,4) (Tabla 6).



Tabla 6. Indicadores de asociacion (ORs) entre la deteccion de VPH y los hallazgos citoldgicos.

Fuente Resultado Resultado positivo para VPH n (%) ORs crudos (IC95%) ORs ajustados (IC95%)
de - -
muestra citologia GP5+/6+ MY09/11 pU1IM/2R PCR GP5+/6+ MY09/11 pU1IM/2R PCR GP5+/6+ MY09/11 pUIM/2R PCR
Normal 49 (35,5) 53(38,4) 50(36,2) 92(66,7) Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref
3,4 2,4 1,8 2,0 5,8 3,1 1,6 2,8

Cérvix ~ ASCUS  13(650) 12(60,0) 10(500) 16(80.0) (15492  (00'64)  (0,7-46) (0.6-64) (L7-194) (1,0-9,8)  (0.6-47)  (0.7-11,4)
2,2 1,3

SIL 22 (61,1) 21(58,3) 19(52,8) 28 (77,8) (1,3:6,2) (1,1:4,8) (0,91412) (0,71412) (1,0:6,2) (0,714,4) (0,513,2) (0,413,0)
Normal 44 (31,9) 50(362) 36(26,1) 79 (57,3) Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref
_ 1,7 1,8 15 52 3,1 25 1,4 44
Orina  ASCUS  9(450) 10(300) 7(50) 15(50) (o746  (07.46) (0641 (0866 (1,097 (0874 (0543 (11177
15 0,9 2,8 3,7 1,2 0,6 3,6 3,2

sl 15(41,7) 12(33,3) 18(500) 30(83.3) 733  (0420) (1,361) (1498 (0531 (0216  (1,493)  (1,1-9.2)

Odd ratios (ORs) fueron ajustados a edad, grupo étnico, edad de la primera relacién, nUmero de compafieros sexuales, método anticonceptivo,
hébito de fumar y nimero de embarazos. Los valores en negrita fueron estadisticamente significativos. ASCUS: células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL: lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; HSIL: lesién intraepitelial escamosa de alto grado.
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4.4 Concordancia y caracteristicas
operativas de las pruebas moleculares

La deteccion molecular de VPH entre las muestras de cérvix y orina, mostré una
concordancia superior al 50% (en los tres juegos de iniciadores utilizados), mientras que
para la identificacién tipo-especifica, las mayores concordancias fueron encontradas para
los tipos VPH-33 y -45, que ademas mostraron las menores prevalencias de infeccion. En
general, los valores obtenidos por el estadistico kappa mostraron una correlacion pobre

en todos los casos

Figura 9. Concordancia de la deteccién genérica (A) y tipo-especifica (B), a partir de las dos
fuentes de muestra
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Las caracteristicas operativas de las diferentes pruebas moleculares empleadas

mostraron que la sensibilidad de la prueba de PCR resulté ser mayor que los resultados
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de los juegos de iniciadores al ser analizados de forma independiente. Finalmente, los
resultados indican que todas las pruebas realizadas a partir de la muestra de orina
presentaron caracteristicas muy similares a las realizadas en la muestra cervical (Tabla
7).

Tabla 7. Caracteristicas operativas de las pruebas moleculares para la deteccién de infeccion de

VPH en muestra cervical y de orina

Pruebas
parala Fuente de Sensibilidad % Especificidad % VPP% VPN%
deteccion muestra (1C95%) (1IC95%) (1C95%) (1C95%)
de VPH
GP5+/6+ Cérvix 354 (27,6-43,4) 36,9 (24,0-50,6) 58,6 (47,8-69,3) 185 (11,6-77,9)
Orina 31,9 (24,0-40,0) 56,9 (43,4-69,9) 65,0 (53,3-76,8) 24,9 (17,6-33,0)
MY09/11 Cérvix 38,4 (30,3-46,6) 40,6 (27,5-54,3) 61,9 (51,3-72,2) 20,7 (13,1-29,2)
Orina 36,2 (28,3-44,4) 60,7 (47,8-73,9) 69,9 (58,6-80,6) 27,4 (19,6-35,7)
DUIM/2R Cérvix 36,2 (28,4-44,4) 479 (34,8-61,0) 62,6 (53,1-74,2) 23,0 (155-31,1)
Orina 26,0 (19,0-33,8) 55,0 (41,6-68,6) 59,3 (46,6-71,7) 22,8 (15,8-30,5)
PCR Cérvix 66,6 (58,7-74,5) 21,2 (10,7-32,8) 68,0 (59,7-75,7) 20,1 (10,2-31,6)

Orina 57,2 (48,8-65,6) 19,1 (9,0-30,1) 64,0 (554-72,2) 151 (6,9-24,1)

Los resultados descritos en la tabla fueron ajustados teniendo en cuenta los datos de sensibilidad
y especificidad de la citologia cervical [81], la cual se consideré como prueba de referencia
imperfecta. IC: intervalo Confianza; VPN: Valor Predictivo Negativo; VPP: Valor Predictivo
Positivo.

4.5 Factores de riesgo asociados con
presencia de VPH

La asociacion entre la presencia de infeccion para cada tipo de muestra (cervical y de
orina) y los factores de riesgo es descrita en la Tabla 8. Los resultados a partir de
muestra cervical indican una asociacion positiva para el grupo de mujeres que emplean
los métodos anticonceptivos de barrera y la deteccion de ADN de VPH (OR=4,2;
IC95%=1,1-16,0), sin embargo, para las demas variables evaluadas no se encontraron

asociaciones estadisticamente significativas.
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Tabla 8. Descripcion de las caracteristicas socio-demograficas y de factores de riesgo, con su

correspondiente fuerza de asociacion, en las dos fuentes de muestra (cervical y de orina).

Muestra cervical

Muestra de orina

Caracteristica  pgsjtivas ~ ORs crudos a'u(s)tF;:jos Positivas  ORs crudos a'u(s);fjos
n (%) (IC95%) J(|C95%) n (%) (IC95%) ‘(IC%%)
Edad
(n=194)
20-34 65 (73,9) Ref 54 (61,4) Ref
35-49 42 (60,0) 05[0,3-1,1] 0,4[0,1-1,1] 52 (74,3)  1,8[0,9-3,6] 1,9 [0,7-4,8]
=50 29 (80,6) 1,5[0,6-3,8] 4,9 [0,8-30,1] 50 (50,0) 0,6 [0,3-1,4] 0,9 [0,3-3,2]
Grupo étnico
(n=190)
Blanco 91 (70,0) Ref 80 (61,5) Ref
Mestizo 38 (71,7) 1,1[0,5-2,2] 1,3 [0,5-3,6] 35 (66,0) 1,2 [0,6-2,4] 1,2 [0,5-2,9]
Negro 3(75,0) 1,3[0,2-12,9] 0,5[0,0-7,9] 4 (100) n.c.
Indigena 2 (66,7) 0,9 [0,1-9,8] 1,1[0,1-22,1] 2 (66,7) 1,3[0,1-14,3] 1,0[0,1-12,6]
Edad primera relacion
(n=189)
218 51 (68,9) Ref 49 (66,2) Ref
<18 83(72,2) 1,2[0,6-2,2] 1,8[0,6-4,8] 71(61,7) 0,8[0,4-1,5] 0,7 [0,3-1,7]
Nimero de compafieros
(n=188)
1 21 (70,0) Ref 20 (66,7) Ref
2 33(71,7) 1,1[0,4-3,0] 0,5[0,1-2,5] 28 (60,90 0,8[0,3-2,1] 0,9 [0,2-3,8]
3 30(69,8) 1,0[0,4-2,8] 1,0 [0,2-4,7] 26 (60,5) 0,8[0,3-2,0] 0,8 [0,2-3,4]
24 49 (71,0) 1,1[0,4-2,7] 1,0 [0,2-4,2] 45 (65,2)  0,9[0,4-2,3] 1,0 [0,3-3,7]
Método anticonceptivo
(n=158)
Ninguno 20 (62,5) Ref 19 (59,4) Ref
Hormonal 3(37,5 04[01-19] 0,3[0,0-3,0] 5(62,5)  1,1[0,2-5,7] 1,5[0,2-13,2]
Cirugia 22(68,8) 1,3[0,5-3,8] 2,0[0,5-7,6] 25(78,1)  2,4[0,8-7,5] 3,2[0,8-12,0]
Barrera 39(75,00 1,8[0,7-4,7] 4,2[1,1-16,0] 34(654) 1,3[0,5-3,2] 2,0 [0,6-6,6]
Barreratotro  15(62,5) 1,0[0,3-3,0] 1,6 [0,4-7,1] 14 (58,3) 1,0[0,3-2,8] 1,2 [0,3-4,7]
DIU 10 (100)  n.c. 5(50,0) 0,7[0,1-2,9] 1,1[0,2-5,7]
Fumar
(n=187)
No 112 (70,5) Ref 103 (64,8) Ref
Si 22 (78,6) 1,5[0,6-4,1] 2,3[0,6-8,5] 18 (64,3) 1,0[0,6-4,1] 0,7 [0,3-2,1]
Embarazos
(n=186)
Ninguno 6 (66,7) Ref 7(77,8) Ref
1 32(71,1) 1,2[0,3-5,8] 0,3 [0,0-3,2] 27 (60,00 0,4[0,1-2,4] 0,3 [0,0-3,0]
2 31(66,0) 1,0[0,2-4,4] 0,3 [0,0-2,5] 36 (76,6) 0,9[0,2-5,3] 0,7 [0,1-7,8]
3 34 (73,90 1,4[0,3-6,7] 0,4 [0,0-4,0] 23 (50,00 0,3[0,1-1,6] 0,2 [0,0-2,6]
>4 28(71,8) 1,3[0,3-6,1] 0,4[0,0-4,2] 25(64,1)  0,5[0,1-2,9] 0,3 [0,0-3,4]

Las categorias descritas no tienen el mismo nimero de mujeres, debido a datos incompletos en la
encuesta. Los resultados de razén de disparidad (OR), fueron ajustados a edad, grupo étnico,
edad de la primera relacion, nimero de compafieros sexuales, método anticonceptivo, habito de
fumar y nimero de embarazos. Los valores en negrita son estadisticamente significativos.
Abreviaturas: DIU: Dispositivo Intra-Uterino. n.c. (no calculable): El estimador no puede ser
calculado porque uno de los campos no contenia datos durante el andlisis de dispersion.



5.Discusion

El CC representa un grave problema de salud publica en la poblacion femenina a nivel
mundial [1], principalmente en paises en vias de desarrollo, donde los programas de
tamizacion basados en la citologia cervical, estan limitados por factores relacionados con
el requerimiento de personal capacitado, errores de muestreo, lecturas subjetivas de los
resultados [19], y reducidas tasas de cobertura, asociadas con la incomodidad de la toma
de la muestra durante examen ginecolégico [82].

Teniendo en cuenta que la infeccién persistente por VPH constituye el principal factor de
riesgo asociado en el desarrollo de CC [24, 83], se han desarrollado estrategias que
buscan reducir las limitantes de los programas de tamizacion, a través de la
implementacién de pruebas moleculares complementarias a la citologia, que permitan la

deteccion viral [27], incluso antes de que ocurran cambios morfologicos.

Sin embargo, estas pruebas, siguen estando limitadas al método de colecciéon durante
examen ginecoldgico, por lo que han sido sugeridas nuevas fuentes de muestra como la
de orina, la cual presenta ventajas relacionadas con la adherencia de las mujeres a los
programas de promocién y prevencion [82]. Por este motivo, son de particular interés los
estudios que evalian el comportamiento de la muestra de orina como herramienta

diagnostica.

El presente trabajo es el primero realizado en Colombia, donde se determind la
prevalencia de infeccion por VPH en dos tipos de muestras (cervicales y de orina) en
mujeres VIH positivas. Los resultados obtenidos mostraron que los métodos de
preservacion, transporte y extraccion de las muestras fueron adecuados, lo cual fue
confirmado a través de la amplificacion de dos segmentos del gen de la B—Globina

humana, encontrando un menor porcentaje de pérdida de muestras que lo reportado
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previamente; adicionalmente, los resultados sugieren que la muestra de orina puede ser
considerada como una fuente de ADN adecuada para la amplificacion de blancos

especificos por técnicas de biologia molecular [84, 85].

La prevalencia general de VPH en la poblaciéon analizada concuerda con lo reportado
previamente en estudios llevados a cabo en poblaciones con caracteristicas similares
(VIH positivas) [15, 64]. No obstante, la frecuencia de infeccion viral en la muestra de
orina fue menor que la encontrada en la muestra de cérvix, hallazgos que coinciden con

reportes previos para esta fuente de muestra [86].

La diferencia de deteccion viral en las muestras (cérvix y orina) podria estar relacionada
con que la muestra de orina no proviene del sitio original de la infeccién [61] y s6lo se
estaria detectando VPH presente en células exfoliadas cuyo numero es reducido [84], o
con que durante la fase inicial de la infeccion por VPH, los viriones se mantienen en bajo
namero de copias en las células basales del epitelio [33], fase durante la cual aln no se
generan cambios en el tejido, por lo que este tipo de infecciones se estarian escapando a
la deteccién en orina. Sin embargo, aunque la deteccién viral fue menor en orina, los

valores encontrados resultaron ser comparables a lo hallado para la muestra cervical.

La alta frecuencia de deteccion de VPH obtenida en este trabajo, fue favorecida por el
disefio metodolégico, que empled tres juegos de iniciadores genéricos, lo cual brinda

mayor robustez y sensibilidad a los estudios epidemiol6gicos [20, 73].

Los juegos de iniciadores implementados arrojaron diferencias en las frecuencias
relativas de infeccion por VPH detectadas, lo que podria estar relacionado con los
diferentes sitios de anillamiento a los que se dirigen y por las caracteristicas particulares
de su disefio. Reportes previos han sugerido que el genoma viral sufre cambios durante
la integracion al genoma de la célula huésped, que pueden resultar en la pérdida parcial
o total de fragmentos del genoma, lo que soporta el uso de diferente blancos moleculares

para las técnicas de tamizacion [71].

Por otro lado, la distribucion tipo-especifica obtenida a partir de la muestra de cérvix
resultdé similar al perfil reportado para poblacién general colombiana, en el que se

encontré al tipo VPH-16 como el de mayor prevalencia, seguido de VPH-31 [7]. Los
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demas tipos de VPH mostraron una distribucion diferencial en las dos fuentes de
muestra, lo que podria estar asociado con la afinidad particular por cierto tipo de epitelio
(queratinizado o no) reportada para algunos tipos virales [87]; bajo esta premisa, ciertos
tipos virales infectarian con mayor frecuencia el tracto reproductivo bajo [18] y asi

favorecerian su deteccidon en muestras de orina.

Por otra parte, fue detectado un mayor porcentaje de infecciones Unicas en las muestras
de orina que en las de cérvix, lo cual podria estar relacionado con el curso normal de las
infecciones persistentes, donde se da un incremento en el nimero de copias de solo un
tipo de VPH, que favorece el inicio del programa de recambio celular (ligado a la
culminacion del ciclo de replicacibon del virion) [88]; estas células
diferenciadas (infectadas con un Unico tipo de virus) son desprendidas en una mayor

proporcion, lo que haria posible la deteccién viral en orina.

Los resultados también mostraron una elevada frecuencia relativa de infecciones
multiples (co-infecciones), lo cual puede ser explicado por caracteristicas de la poblacion
analizada (mujeres VIH positivas) [13], que, segun lo reportado previamente, presentan
una baja tasa de depuracion de la infeccion, debido a la disminucién en la eficiencia de la
inmunidad mediada por células , tanto sistémica como local, lo que podria influir en la

permanencia de mas de un tipo viral en el epitelio cervical [12, 89].

Adicionalmente, en las muestras de cérvix y orina, los analisis mostraron una asociacion
positiva entre la presencia de co-infeccidn y la deteccion molecular genérica del virus (en
mayor proporcién con pU1M/2R). Este resultado podria sugerir la utilidad de las pruebas
moleculares (principalmente las que detectan genes codificantes para las proteinas
virales oncogénicas), para la identificacion de mujeres en riesgo [71]. Ademas, la
presencia de co-infecciones puede constituir un factor de riesgo que contribuye en mayor

medida a la persistencia viral y al aumento del riesgo de desarrollar CC [6].

La frecuencia de anormalidades cervicales detectadas por citologia cervical,
principalmente LSIL, resultd ser considerablemente alta, en comparacién con la
poblacién general Colombiana [7, 71], lo cual concuerda con los resultados descritos en

poblacién infectada con VIH, en quienes generalmente son diagnosticadas lesiones
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cervicales, posiblemente relacionadas con la reduccion en la eficiencia de su sistema

inmune [81].

De manera interesante, se encontré que la muestra de orina resultdé positiva en mayor
porcentaje de mujeres con anormalidades detectadas por citologia, en comparacion con
la muestra cervical, la cual proviene directamente del tejido. Estos hallazgos coinciden
con lo reportado por Vosters et al. [60], donde describen mayores prevalencias de ADN
del VPH en orina de mujeres con lesiones de alto grado o cancer, comparadas con
mujeres con hallazgo citolégico normal o con lesiones bajo grado. Este fendmeno podria
deberse a que en el curso de las infecciones persistentes, se presentan cambios en la
arquitectura del epitelio [33], los cuales podrian favorecer recambio celular del epitelio del

cérvix y por tanto la presencia de células en la muestra de orina.

Las asociaciones encontradas entre la deteccion de infeccion viral en orina (tanto por
PCR como combinacion de los tres juegos de indicadores, como por pU1M/2R) vy el
hallazgo citolégico anormal, aportan evidencia adicional para el uso de esta fuente de
muestra como parte de una prueba de tamizacion, la cual ademas de presentar ventajas
relacionadas con la practicidad para la toma, bajo costo y mayor aceptabilidad entre la
mujeres [90], también exhibe utilidad para la identificacibn de mujeres en riesgo con

lesiones pre-neoplasicas.

La concordancia entre los resultados obtenidos a partir de las dos fuentes de muestra fue
pobre, tanto en la identificacion genérica, como en la tipo-especifica, lo cual podria estar
relacionado con la baja carga de VPH esperada en muestra de orina (50 veces menor en
comparacion a la encontrada en muestra cervical), por lo que un namero reducido de
células producto de la exfoliacién del epitelio cervical se encuentran presentes en esta

muestra [61].

Otra posible explicacion es la deteccion de infecciones que cursan en tracto genito-
urinario bajo, donde se han reportado neoplasias de alta frecuencia en la poblacién VIH
infectada (5 veces mas frecuentes que en la poblacién general) [18]. A pesar de la
reducida concordancia, la muestra de orina ofrece buena aplicabilidad clinica

(comparable con la detectada en citologia), ademas, nuestros resultados mostraron que
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detecta con mayor frecuencia mujeres con anormalidad cervical, reportadas a través de

la citologia cervical.

Las caracteristicas operativas de las pruebas realizadas a partir de las dos fuentes de
muestra fueron bajas, sin embargo, estas fueron determinadas considerando los
resultados de la citologia cervical como patron de oro imperfecto, prueba que identifica
presencia de enfermedad cervical, y no de infeccion por VPH (esta Ultima es determinada
por las pruebas moleculares). Con esta premisa, cabe resaltar que las pruebas mostraron
resultados similares en las dos fuentes de muestra, lo cual aporta evidencia a la utilidad
de la muestra de orina para la identificacion molecular de ADN de VPH, ya que presenta
una sensibilidad comparable a la reportada previamente para cérvix [71]. Sin embargo,
resulta necesario desarrollar estudios que involucren procesos de validacién de la

muestra de orina.

Se identificd una asociacién positiva entre la deteccion molecular de VPH en muestras de
frotis cervicales y el uso de anticonceptivos de barrera; a pesar de que en estudios
previos, esta estrategia de anticoncepcion ha sido considerada como de prevencién
primaria de lesiones cervicales [91], los hallazgos de este estudio pueden en parte ser
explicados con las caracteristicas del estilo de vida y comportamiento sexual, que
habitualmente acompafan el uso de este tipo de métodos y que favorecen la adquisicion
de la infeccién con VPH [92]. Para el caso de la muestra de orina, no se encontraron

asociaciones para ninguno de los factores de riesgo evaluados.

En este contexto, y a pesar de que este estudio no fueron identificadas asociaciones
estadisticamente significativas entre los factores de riesgo evaluados, ha sido
ampliamente descrito que estos afectan el desarrollo de la historia natural de la
enfermedad, lo cual es explicado en las limitantes del tipo de estudio empleado en el
presente estudio (descriptivo de corte transversal), y no permite verificar relaciones entre
variables que se alteran con el tiempo de exposicion, y que pueden ser evaluadas con

otros tipos de estudio como los de tipo cohorte.

Teniendo en cuenta la informacién obtenida en este estudio, pruebas moleculares

podrian ser consideradas como alternativas para ser incluidas en los programas de
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tamizacion cervical en mujeres infectadas con VIH, realizadas no solo a partir de
muestras provenientes del tejido cervical, sino de otros tipos de muestra como los de
auto-toma (muestra de orina); esta muestra, ademas de tener un comportamiento
diagnéstico similar a lo reportado para la muestra cervical, presenta mayor aceptabilidad
por parte de la poblacion femenina, su coleccién resulta ser mas facil, practica y
economica, y no genera micro-lesiones que podrian favorecer el progreso de la historia

natural de la enfermedad [60].

Finalmente, y de acuerdo a los resultados obtenidos, el auto-muestreo de orina podria
ser sugerido como fuente de muestra Optima para la tamizacion rutinaria y la
identificacion de VPH, principalmente en mujeres con caracteristicas de riesgo, como es
el caso de aquellas infectadas con VIH, o poblaciones en paises en vias de desarrollo,
donde las tasas de incidencia y mortalidad son elevadas, y los programas de promocién y
prevencion actualmente implementados no han logrado una reduccion significativa de las

tasas de mortalidad por esta neoplasia cervical.
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6.Divulgacién de los resultados

Finalmente, los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo han permitido
la generacion de dos articulos cientificos, el primero de ellos publicado en la revista PLoS
ONE (Anexo 3) y el segundo se encuentra sometido a revision en la revista Journal of

Clinical Microbiology (Anexo 4 — Portada).



7.Conclusiones y
recomendaciones

7.1 Conclusiones

La poblacién de mujeres incluida en este estudio puede ser considerada como una
poblacion en riesgo para el desarrollo de CC, al estar constituida por mujeres infectadas
con VIH y por presentar una elevada prevalencia de anormalidades cervicales; esto le
confiere especial interés para ser incluida en programas de prevencion y seguimiento,

enfocados a disminuir la carga de la enfermedad cervical.

Las frecuencias de infeccion por VPH encontradas fueron elevadas, tanto en muestra
cervical como en la de orina, siendo principalmente relacionadas con la presencia de mas
de un tipo viral (co-infeccién). A pesar de que la prevalencia es mayor que lo reportado
para Colombia en poblacion general, coincide con lo encontrado es en otras poblaciones
infectadas con VIH. Los resultados mostraron que la identificacion molecular de VPH a
través del uso de varios juegos de iniciadores, brinda robustez al estudio epidemiol6gico
y permite la identificacion de una mayor cantidad de mujeres que cursan infecciones con

este virus.

La distribucion viral especifica encontrada en este estudio permitié determinar que VPH-
16 es el tipo viral mas prevalente para las dos fuentes de muestra, y que los demas tipos
virales tuvieron distribuciones diferentes entre ellas, por ejemplo, el segundo tipo mas
prevalente en cérvix fue VPH-31, mientras que para orina fue VPH-58. De esta forma, los
resultados indican la existencia de variaciones tipo-especificas en la poblacién infectada
con VIH.

A pesar de que las caracteristicas operativas de las pruebas en general fueron bajas, se

encontré que la deteccion molecular de VPH a través de PCR es sensible en la
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identificacion de mujeres con anormalidades cervicales. Adicionalmente, se encontr6 que
las pruebas llevadas a cabo en muestra de orina tuvieron comportamiento diagndstico

similar a las realizadas en muestra de cérvix.

Entre los factores de riesgo analizados, se encontré una asociacion positiva entre la
deteccion de VPH en cérvix y el uso de anticonceptivos de barrera, en comparacién con
aquellas mujeres que no emplean métodos anticonceptivos. Para las demas variables

analizadas no se encontraron tendencias de asociacion.

Finalmente, se puede sugerir la deteccibn molecular de la infeccion por VPH en muestra
de orina como una potencial estrategia de tamizacién de CC, por ser facil de colectar,
economica, de mayor aceptabilidad en la poblacion y por tener caracteristicas operativas

similares a la muestra cervical.

7.2 Recomendaciones

Los resultados de este trabajo pueden ser complementados y fortalecidos a través de
nuevos estudios que evallen las condiciones de coleccién, almacenamiento y
procesamiento de la muestra de orina, y que puedan mejorar las estrategias de
amplificacién de los genes de interés de VPH. En este sentido, se deben realizar estudios

experimentales que contemplen diferentes condiciones en los protocolos mencionados.

Los hallazgos de esta investigacion confirman la importancia de avanzar en la evaluacion
de la relacién biolégica y clinica de la infeccién simultanea VIH-VPH, virus de transmisién
sexual de mayor prevalencia a nivel global. Sin embargo, es necesaria la realizacion de
estudios adicionales donde se evallen caracteristicas clinicas involucradas en la historia
natural de la infeccion con VIH (como conteo de linfocitos T CD4+ o tratamiento utilizado,
entre otras), con el fin de identificar su efecto en el comportamiento de las pruebas para

la deteccién molecular de VPH.

Las asociaciones encontradas entre la deteccién de VPH y los hallazgos citol6gicos
anormales, abren paso al planteamiento de estudios de cohorte que permitan establecer
la verdadera fuerza de asociacion de estos determinantes en la historia natural de la

enfermedad.
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El disefio de este tipo de estudios podria contribuir ademas a la evaluacion de la
eficiencia de la muestra de orina en la identificacibn de mujeres en riesgo de desarrollar
la lesiones cervicales, y asi determinar su utilidad en programas de seguimiento de un

amplio nimero de mujeres o de poblacion en riesgo (inmunosuprimidas, entre otras).

Finalmente, resulta importante y necesario desarrollar estudios de costo efectividad y de
validacion de una prueba basada en la identificacion molecular de ADN a partir de
muestra de orina, que a futuro permitan su implementacién como parte de los programas

de prevencion y control de CC.
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Consentimiento Informado Para Participar En El Proyecto.

Participante N°

va Cieyy, .
o G 71‘,

’o

m// o S . L DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE INFECCION DE VIRUS
S & \" ; DE PAPILOMA HUMANO (VPH) Y PREVALENCIAS TIPO-
2 gpf{‘“\o ESPECIFICAS EN MUJERES COLOMBIANAS INFECTADAS CON
ACAC VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH). FIDIC

CONSENTIMIENTO INFORMADO

ASISTENCIA CIENTIFICA DE ALTA COMPLEJIDAD & FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMBIA

Solo ingresara al estudio previo a la firma de este consentimiento informado. Se le
recuerda que su participacién es totalmente voluntaria.

El virus de papiloma humano (VPH) causa el cancer de cuello uterino. Es el segundo cancer
mas frecuente en las mujeres del mundo y el primero en paises en vias de desarrollo
como el nuestro. Tu participacidon en este estudio es para tu propio beneficio, ya que te
tomas la citologia cervical de tu control rutinario, obtienes un resultado que podria
ayudarte a tomar tratamiento adecuado y ademads realizas una generosa contribucion al
desarrollo de la ciencia y a la mejoria de la salud de nuestros semejantes.

Procedimientos a seguir

Si estds de acuerdo en participar en este estudio, se te solicitara la donacién de una (1)
muestra de orina y una (1) muestra citoldgica cervico-vaginal para andlisis de ADN viral.
Periodo de participacion

El tiempo necesario para la obtencién de la muestra de orina y para la toma de la muestra
de la citologia. El analisis de resultados serd junto con tu médico tratante.

Riesgos

Este estudio se considera de bajo riesgo. La toma de la muestra de orina es sencilla y
rapida y la toma de la muestra cervical no presenta molestias adicionales a la citologia-
colposcopia.

Beneficios

Recibirds a través de tu médico tratante, el resultado de los examenes practicados. Esto
ayudara para la toma de decisiones en tu caso particular. Ademas significa un nuevo
conocimiento acerca de la infeccién por VPH en pacientes conviviendo con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Confidencialidad

Tu nombre no serd usado en ningun informe de este estudio.

IMPORTANTE: Si existe alguna parte de este documento que no entiendas, por favor
pregunta a uno de los investigadores antes de firmar.




Por medio de la presente constancia, en pleno y normal uso de mis facultades mentales,
otorgo en forma libre mi consentimiento a la FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA
DE COLOMBIA y ASISTENCIA CIENTIFICA DE ALTA COMPLEJIDAD LTDA para proporcionar la
muestra de orina y que me sea practicada la citologia y la determinacién de infeccidn virus
del papiloma humano (VPH) y su correspondiente genotipificacién.

Declaro que se me ha suministrado informacion sobre la prueba y aspectos concernientes
a la infeccién por el VPH, dentro del desarrollo de mi tamizacion rutinaria para la
deteccidon de lesiones cervicales, y para un trabajo de investigacion que busca detectar
este virus en mi muestra de orina y de mis células cervicales, para recibir posteriormente
las indicaciones que se requieran en el manejo de esta infeccidén.

La informacion acerca del resultado de esta prueba se maneja con confidencialidad por
parte del equipo de salud que participa de la investigacion.

Soy consciente que la muestra de orina y de células cervicales que donaré y la
colaboracion que prestaré, sera utilizada con fines de investigacion solamente y que
nadie obtendra ningun tipo de lucro con ellas. Soy también consciente que mi
participacion en este estudio no representa ninguin peligro para mi salud y que el
procedimiento para la toma de la muestra es seguro.

Firma

Nombre: Identificacion

Direccion:

Lugar y fecha:
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q{ ‘ = , DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE INFECCION DE VIRUS
l;. "55"1"; §' DE PAPILOMA HUMANO (VPH) Y PREVALENCIAS TIPO-
"a,.ﬂlﬁw\ﬂ' ESPECIFICAS EN MUJERES COLOMBIANAS INFECTADAS CON
VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH). FIDIC
ACAC
ASISTENCIA CIENTIFICA DE ALTA COMPLEJIDAD & FUNDACION INSTITUTO DE INMUNOLOGIA DE COLOMEIA
Formato De Historia Clinica
Fecha: Ciudad: Participante N°:
Nombre: Cédula:
Direccién de residencia habitual Municipio Departamento
Teléfono Fijo: Teléfono Celular:
Ha pensado cambiar de residencia en los proximos dos afios: sil_] no[] Estrato Socieconémico:

Nivel Educativo: Analfabeto |:| Primaria |:| Secundaria |:| Técnica |:| Superior |:|

Fecha de Nacimiento:D/M/A Edad:
Cuantas personas componen su nucleo familar: Promedio de ingresos mensuales en su nuicleo familiar:
Raza: [] Indigena [ Blanca [] Negra [ ] Mestiza [ ]otra G P A
Fuma actuaimente: || Si [ INo Cuantos cigarrillos fuma semanalmente:

Ha consumido alguna de estas sustancias: MarihuanaID Heroina |:| Cocaina |_I__| otra [ Cual

Hace cuanto Tiempo: Con Que Frecuencia:
| Edad primera relacion: N° de comparieros sexuales: ||
Citologias previas: [Isi [Ino Fecha ultima citologia. D/M/A Resultado: [ Normal [_] Anormal
Método de planificacion: []1. sin Método [J3. Ant orales O 5. Condén L 7.Norplant []9. Embarazo

[ ]2.p.1U []4. Inyectables [ 16. Cirugia []8. Menopausia
Infecciones concomitantes: ~ Gonorrea |:| Sifilis |:| Condiloma |:| Candidiasis [_] Otras|:| Cual

Estado civil: [_]soltera  [_] Union libre [ Jcasada [] Separada [ viuda Vida sexual activa: [Isi [ INo

Alguna vez le practicaron:

[] Cauterizacién del Cuello Uterino [ ] Histerectomia [ ] Ninguna

D Conizacion del Cuello Uterino D Radioterapia

Citologia compatible con:

[ ]o. Asc-us []3. Lesién intraepitelial escamosa de Alto grado (LEI AG)
[ ]1. Asc-H [] 4. carcinoma Invasino
[ ]2. Lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI BG) []s. Negativo para lesiones intraepiteliales o malignidad

Observaciones:

Firma del Responsable:
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role of HIV-related immunosuppression in favoring carcinogenesis
[5].

The immunosuppression can be attenuated through using
antiretroviral therapy which favors balanced counts of CD4
lymphocytes, however, this therapy has not been consistently
implicated in the reduction of HPV-related diseases [6].

The CC incidence in the Colombian general population is 36.4
cases/year/ 100,000 women [7]; the disease onset occurs approx-
imately between 7 and 12 years after initial HPV infection [8].
These clinical features are altered in women infected simulta-
(2]. neously with HPV and HIV where a short-term clinical outcome

Introduction

The human immunodeficiency virus (HIV) is a sexually-
transmitted infection (STD) having a great impact around the
world due to the large amount of people living with such infection
(34.2 million) and the frequent appearance of new cases (2.5
million in 2011) [1]. It is characterized by affecting immune system
CD4+ cells, thereby leading to a reduction in the body’s efficiency
regarding the presentation of a response against other pathogens,
making an individual more vulnerable to other types of infection

Some studies have suggested that women living with HIV/
AIDS have increased frequency and incidence of single and
multiple infections caused by human papillomavirus (HPV) [3];
the natural history of infection becomes altered, thereby leading to
an increased risk of developing cervical cancer (CC) and
contributing towards this type of cancer being the most frequently
diagnosed in HIV-positive women [4]. This relationship may be
due to: higher HPV exposure in HIV-infected women, increased
frequency of main risk factors involved in CC development or the
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usually occurs, involving lesions developing more aggressively,
slower HPV infection regression rates and poorer responses to
treatment [9]; such factors mean that pre-cancerous lesions could
reach 60% (evolving in less than 3 years) [10].

Cervical cytology is the most widely used strategy for reducing
the cervical cancer burden around the world [11]. However, this
screening test has reduced impact in HIV-infected women, as this
group has a greater probability of becoming infected with HPV
and developing cervical lesions [12], which has led to cytological
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screening guidelines being rewritten, now including a test every six
months during the first year followed by a yearly check-up scheme
if no lesions are observed [13]. Nevertheless, cytology coverage in
this group of women is poor and insufficient [10], therefore,
monitoring programs that allow the constant screening in
extended time periods is thus suggested, considering the high risk
associated with this group of women.

In view of the above, the use of complementary techniques to
the Papanicolau test could represent a useful tool in detecting
women at risk. Some of these methods are non-invasive, such as
self-sampling, as when they are used in screening programs they
could provide advantages related to increased acceptance regard-
ing sample-taking, adherence and following-up women, especially
those having some form of immunological compromise [14,15].

Specimen tampons, vaginal swabs and urine samples have been
studied as self-sampling methods; such sampling methods are also
used for detecting other sexually-transmitted pathogens affecting
the cervical area [9,16], urine samples being the easiest to obtain
and having had the greatest acceptance in the population.
However, they do have some limitations, including low cellular
load and they are not taken directly from the HPV infection site;
this could mean that the results obtained from this type of sample
might not reflect the real clinical state of an infection [14].

In spite of their limitations, using urine samples as a test for
detecting HPV-DNA presence could facilitate frequent sample-
taking due to their practicality and greater acceptance among
women. This could be useful in studies involving a large number of
samples and a pelvic examination is also not required, meaning
that sample-taking will not affect the natural history of HPV
infection as there is no risk of micro-lesions being produced, nor
will inflammatory reactions occur [15].

Despite of multiple studies available in the literature that have
evaluated HPV-DNA detection from urine sample [15], a few
number of these have been described the diagnostic performance
of this sample in HIV-positive women population. Furthermore
those who have done it had included a limited number of
individuals [9,17].

In Colombia high prevalence of HPV infection and co-infection
in healthy women population have been reported, using cervical
samples [18,19]. However haven’t be evaluated HPV DNA
detection from urine samples neither in HIV-positive women
population.

This study aimed at identifying the infection, coinfection
(defined here as being infection by more than one type of HPV
simultaneously) and type-specific distribution profile of six high-
risk HPV (HR-HPV) types and two low-risk (LR-HPV) types, from
paitred cervical and urine samples of women diagnosed with HIV/
AIDS, confirmed by Western blot. Finally, we evaluated the
diagnostic performance of urine samples compared to cervical
samples for detecting HPV infection.

Materials and Methods

Study population and sample size

HIV-infected women (such infection having been confirmed by
Western blot) participating in cervical cancer screening campaigns
being offered by the Centro de Asistencia Cientifica de Alta
Complejidad S.A.S., in Bogota, Colombia, were included in the
present study. The study was approved and supervised by the
participating institutions’ ethics committees: Fundacién Instituto
de Inmunologia de Colombia’s ethics committee and Centro
de Asistencia Cientifica de Alta Complejidad S.A.S.” ethics
committee.
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Sample size was calculated assuming an estimated 80% HPV
infection rate in HIV-positive women [4,17,20], according to data
reported in the literature. Estimators were calculated using 0.05
precision along with 95% confidence intervals (95%CI) using
STATA9 software sampsi command.

Collecting and processing cervical and urine samples

All the women enrolled in the study were informed about the
research objective; they signed an informed consent form and
filled in a questionnaire to facilitate collecting socio-demographic
data and information regarding their sexual habits and other risk
factors related to acquiring HPV infection.

Each woman’s urine and cervical samples were taken on the
same day; the first sample from a midstream urine specimen was
self-collected, kept at 4°C and processed within 72 hours after
being collected. The second sample taken from cervical cells was
obtained during Papanicolau test, following Colombian obligatory
health plan guidelines regarding cervical cancer detection and
control programs in Colombia [21]; these cells were preserved in
95% ethanol [22,23] and kept at 4°C until being processed. The
histological findings were reported following the Bethesda
classification [13].

The cells were precipitated by spinning at 2,300x g for
20 minutes at 4°C for urine samples and at 15,000x g for
10 minutes at 4°C for cervical samples. DNA was extracted from
cell pellets of paired samples using a QuickExtract DNA extraction
kit (Epicentre, Madison, WI), following the manufacturer’s
instructions. Two PCR amplifications were made with specific
primers directed at a segment of the human B-globin constitutive
gene (GH20/PC04 and PCO03/PC04) for evaluating DNA
integrity [18,22,24].

Detecting human papillomavirus DNA by PCR
amplification

Samples yielding a positive result for the human B-globin gene
were amplified for detecting HPV using three consensus primer
sets (for detecting more infected women) as it has been reported
that using a single set might lead to underestimating viral
prevalence compared to studies using more than one generic
detection system [25].

Two of the primers sets were directed to the region encoding
late viral protein Ll: GP5+/6+ and MY09/11 [26,27]; PCR
conditions have been described previously [22]. A third set of
primers (pUIM/2R) was directed to the HR-HPV E6/E7 region
[28,29]. Assays were run in a final 25 ul volume. The mix
contained 1x amplification buffer, 100 uM of each dNTP,
2.5 mM MgCl2, 1 U MangoTaq DNA polymerase (Bioline,
London, UK) and 1uM of each primer. The following
amplification profile was used: an initial denaturing step at 94°C
for 10 min, followed by 30 amplification cycles lasting 1 min at
94°C, 2 min at 53°C and 2 min at 72°C, followed by a final
extension step for 7 min at 72°C.

Generic primer sets’ HPV-DNA detection analytical sensitivity
has been reported in previous studies, the detection limit being 107
and 10* plasmid copies in 100 ng HPV-DNA for HPV-16 and -45,
respectively, using a GP5+/6+ primer set [30], 10 HPV copies of
HPV-31 type and 10> HPV copies of HPV-16, -18, -33, -45 and -
58 using an MY09/11 primer set [31] and 0.1 copies of the HPV-
16 genome per cell using a pUIM/2R primer set [28].

Samples which proved positive for any of the three generic
primer sets were amplified by PCR for identifying the six HR-
HPV viral types (HR-HPV-16, -18, -31, -33, -45, -58), using type-
specific primers targeting the E5, E6 and E7 regions, according to
that reported in the literature for each viral type [22,32,33]. Two
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types of LR-HPV were detected (LR-HPV-6/11) [22,34]. The
amplification products were visualized on 2% agarose gels for
human B-globin and the three generic reactions, and on 2.5% gels
for the type-specific reactions. All gels were stained with SYBR
Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Statistical analysis

Means and standard deviations were used for describing
continuous variables; categorical variables were expressed in terms
of frequencies and percentages. The frequency of events of interest
was reported together with their corresponding 95% confidence
intervals that were calculated using the bootstrap method. The
association between categorical variables was evaluated with Chi-
square ()2) tests, using a significance level of 0.05.

Agreement between HPV results for urine and cervical samples
was evaluated using the kappa coefficient (x), and its correspond-
ing 95%CI, classified as follows: negative values, as well as values
from 0 to 0.2=poor, from 0.21 to 0.4 =slight, from 0.41 to
0.6 = fair, from 0.61 to 0.8 = moderate, from 0.81 to 0.99 = sub-
stantial and 1.0 = perfect agreement [27]. The urine HPV tests’
operative characteristics were evaluated for determining sensitiv-
ity, specificity, positive and negative predictive values and receiver
operating characteristic (ROC) area (as the average of sensitivity
and specificity), taking the HPV cervical sample result as
reference. STATA 9 software was used for all statistical analysis.

Results

Socio-demographic data

Two hundred and forty five women between 20 and 73 years
old, were enrolled in the study (mean age: 38.1 years; SD 10.7
years) (Table 1). Two hundred and thirty nine of the 245 cervical
samples (97.6%) were positive by human B-globin amplification
and 208 of the 226 urine samples (92.4%). Fifty one women were
not included in the statistical analysis due to their samples’ low
DNA quality (negative result for B-globin) or a lack of either of the
samples (cervical or urine).

Human papillomavirus prevalence and type-specific
distribution

HPV infection frequency in cervical and urine samples was
70.6% (n=144; 63.8-73.7 95%CI) and 63.2% (n = 129; 56.2-69.9
95%CI), respectively. Type-specific viral identification revealed
that HPV-16 had the greatest prevalence in both samples, whilst
HPV-31 had the second greatest prevalence in the cervical
samples and HPV-58 in urine samples; the other viral types had a
variable distribution in both samples (Figure 1).

It was found that 55.4% (n=113; 95% CI=48.3-62.3) of the
cervical samples had coinfection, compared to 40.2% (n=82;
33.4-47.3 95%CI) of the urine samples. Regarding a description
of the number of types of HPV simultaneously present in each
sample analyzed, urine samples revealed more uninfected women
or those having just one HPV-type compared to the results
obtained for cervical samples where more coinfections were
detected (2 to 8 types of HPV). The presence of multiple infection
per sample type had a statistically significant relationship (Fisher’s
exact test, p=0.000) (Figure 2).

Cytological abnormalities and HPV presence

The Papanicolau test gave abnormal cytological findings in
28.9% of the population (n=56; 95% CI=22.6-35.8), results
being classified as follows: 10.3% (n=20) had atypical squamous
cells of undetermined significance (AS-CUS), 16.5% (n = 32) low-
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Table 1. Description of the socio-demographic characteristics
of the female population enrolled in the study.

Characteristic Categories n (%)*
Age, years (201) 20-34 91 (45.3)
35-49 72 (35.8)
=50 38 (18.9)
Ethnicity (197) White 132 (67.0)
Indigenous 3 (1.5)
Mestizo 58 (29.5)
Black 4 (2.0)
Marital status (186) Single 52 (27.9)
Married 24 (12.9)

Common law marriage 60 (32.3)

Separated 21 (11.3)
Widowed 29 (15.6)
Age at first intercourse (195) <18 118 (60.5)
=18 77 (39.5)
Pregnancies (192) None 9 (4.7)
1 45 (23.4)
2 51 (26.6)
47 (24.5)
=4 40 (20.8)
Life time number of sexual 1 30 (15.5)
partners (194)
2 48 (24.7)
3 43 (22.2)
=4 73 (37.6)
Contraceptive method** (165) None 33 (20.0)
Hormonal 5(3.0)
contraceptives
Intrauterine device 11 (6.7)
Surgery 35(21.2)
Condom 54 (32.7)
Condom + other 27 (16.4)
Smoking status (193) No 163 (84.5)
Yes 30 (15.5)

*Categories have a size lower than 204, given that data was missing from the
surveys.

**Contraceptive method used at the moment of enroliment in this study.
doi:10.1371/journal.pone.0056509.t001

grade squamous intraepithelial lesions (L-SIL) and 2.1% (n=4)
high-grade squamous intraepithelial lesions (H-SIL).

The HPV infection results obtained from the two samples were
classified according the cytological results; data are shown in
Table 2.

The association between the presence of HPV-DNA in each
sample and the cytological findings (categorized as being normal/
abnormal) revealed that 20.4% (n=12) of the women having
abnormal cytological findings had a negative result for HPV
infection in the cervical sample while 78.6% gave a positive result
(n=44). Such difference was mnot statistically significant
(¢*(1)=2.69; p=0.101). On the other hand, it was found that
19.6% (m=11) of the samples having abnormal cytological
findings had negative test for HPV-DNA in the urine sample,
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Table 2. HPV detection in both sample sources according to
the cytological results.

HPV detection n (%)

Both Cytology Both
positive  only Urine only negative Total (194)

Normal 57 (41.3) 35 (254) 22 (15.9) 24 (17.4) 138
ASC-US 12 (60.0) 4 (20.0) 3 (15.0) 1(5.0) 20
L-SIL 24 (75.0) 13.1) 3(94) 4 (12.5) 32
H-SIL 2 (50.0) 1 (25.0) 1 (25.0) 0 (0.0) 4

The percentages show the frequency of women that tested positive with
respect to the total per row. AS-CUS: Atypical squamous cells of undetermined
significance. H-SIL: high-grade squamous intraepithelial lesions. L-SIL: Low-
grade squamous intraepithelial lesions.

doi:10.1371/journal.pone.0056509.t002
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compared to 80.4% (n=45) where viral DNA was detected; this
9

trend was statistically significant (x°(1) =9.22; p =0.002).

Agreement between both samples and clinical
performance

The results obtained for infection (generic and type-specific) in
both samples (cervical and urine) were compared to cytological
findings, categorizing the population as normal or abnormal
(Tables 3-A and 3-B, respectively), where the generic identification
of HPV-DNA, showed the greatest percentage agreement.

Agreement between paired samples showed that generic viral
detection had greater than 50% agreement in the results obtained
for the three sets of primers used, while greater agreement was
found for HPV-33 and HPV-45 types for type-specific identifica-
tion (even though these were the least prevalent in the population
being studied). However, the x values gave poor correlation in all
cases (Figure 3).

The urine sample’s diagnostic performance revealed 68.8%
sensitivity (60.5-76.2 95%CI), 50% specificity (36.8-63.2 95%CI),
76.7% positive predictive value (PPV) (68.5-83.7 95%CI), 40%
negative predictive value (NPV) (28.9-52 95%CI) and a 0.59
ROC area (0.52-0.67 95%CI).

Discussion

Developing cervical cancer has been related to factors
determining its progression, including the type of HPV infection,
viral load and persistence of the infection [35]. Nevertheless, as
most women have an efficient immune system they can manage to
rid themselves of infection within a period of less than two years
[36].

However, when immune system activity becomes compromised,
as in HIV-positive women, the elimination of concomitant
infection is less efficient; a clear example lies in that described
for women suffering simultaneous HIV-HPV infection whose
natural history of infection becomes altered, thereby leading to the
appearance of cervical lesions in less time. This is related to a
reduction in HPV elimination rates, greater efficiency regarding
the cellular transformation of all viral types and lower lesion
regression rates [4].

normal and abnormal cytological findings.

HPV in HIV-Infected Women Paired Samples

According to the data obtained in this study, DNA integrity
confirmed by amplifying two segments of the human B-globin
gene (as an indirect measurement method) revealed that the
percentage of samples having degraded or non-amplifiable DNA
were low in both cervical and urine samples, thereby highlighting
that the latter also represents a good source of DNA for amplifying
specific targets using molecular biology techniques and could thus
be considered as a useful cervical screening tool (in spite of 30%
inhibition having been reported for such amplification) [37,38].

The frequency of HPV infection detected in the present
population agreed with that reported in previous studies carried
out on populations having similar characteristics, such as that
reported by Ferenczy et al,, who described 73.6% crude HPV
infection prevalence from cervical samples taken from sexually-
active HIV-positive women [3]. Nevertheless, HPV infection
prevalence in urine in the present study was lower than that in
cervical samples; similar data have been reported previously for
this type of sample [39]. Such difference in viral detection
percentage could have been related to the low number of
exfoliated cervical cells present in urine, to the presence of PCR
inhibitors in this sample [37] or to methodological issues related
with sampling strategies, storage conditions, sample manipulation
and DNA extraction method that could affect the HPV-DNA
detection [15]; therefore is necessary to continue working on the
mmprovement of protocols for HPV-DNA detection from urine
sample.

Regarding type-specific distribution, the data obtained from
cervical samples agreed with published reports concerning the
general Colombian population, HPV-16 being the most prevalent
type, followed by HPV-31 [18]. However, urine samples’ type-
specific distribution profile revealed some differences compared to
that for the cervical samples, HPV-18 being the second most
prevalent type, this being similar to worldwide data reported in the
pertinent literature [40]. It was also found that HPV-58 and HPV-
45 were the only two viral types more prevalent in urine samples
than in cervical samples, which could have been related to the fact
that some viral types may preferentially infect the vagina’s
keratinized tissue than the non-keratinized tissue of the cervix
[41]; however, more research needs to be done into HPV infection
profiles regarding different areas of the lower genital tract.

Table 3. HPV detection and type-specific distribution from each source sample (cervical and urine) in the group of women having

Women having a normal cytology result (n=138)

Women having an abnormal cytology result (n=56)

n (%)

n (%)

Cervical sampleUrine sample

Cervical sampleUrine sample

Both positive only only Both negative  Both positive only only Both negative
HPV infection®* 57 ( 413 ) 35 ( 254 ) 22 ( 159 ) 24 ( 174 ) 38 ( 679 ) 6 ( 107 ) 7 ( 125 ) 5 ( 89 )
HPV-16 23 (202 ) 41 ( 360 ) 22 ( 193 ) 28 ( 245 ) 14 ( 275 ) 12 ( 235 ) 17 ( 333 ) 8 ( 157 )
HPV-18 6 (53 ) 33 ( 289 ) 19 ( 167 ) 56 ( 49.1 ) 6 ( 118 ) 12 ( 235 ) 10 ( 196 ) 23 ( 451 )
HPV-31 7 ( 6.1 ) 31 ( 272 ) 17 ( 149 ) 59 ( 518 ) 5 (98 ) 21 ( 412 ) 9 (176 ) 16 ( 314 )
HPV-33 4 (35 ) 20 ( 176 ) 12 ( 105 ) 78 ( 684 ) 5 (98 ) 11 ( 216 ) 3 (59 ) 32 ( 627 )
HPV-45 0 (00 ) 7 (62 ) 12 ( 105 ) 95 ( 833 ) 1 (20 ) 7 (137 ) 10 ( 196 ) 33 ( 647 )
HPV-58 4 (35 ) 20 ( 175 ) 22 ( 193 ) 68 ( 597 ) 6 ( 118 ) 9 ( 176 ) 13 ( 255 ) 23 ( 451 )
HPV-6/11 2 (18 ) 20 ( 175 ) 14 ( 123 ) 78 ( 684 ) 5 (98 ) 13 ( 255 ) 2 ( 39 ) 31 ( 608 )

doi:10.1371/journal.pone.0056509.t003

PLOS ONE | www.plosone.org

*The positivity percentage for HPV infection (using generic primers) in each sample source. Type-specific identification was used in some HPV infection-positive women
regarding any of the sample sources (n=114 and n=51 for the groups of women having normal or abnormal cytology result, respectively).
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Figure 3. Agreement between generic and type-specific detection in cervical and urine samples taken from HIV-positive women.
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In addition, the variations in HPV type-specific distribution
profile could have been related to the presence of HIV infection as
it has been described that such distribution in immunologically-
compromised women could vary; moreover, it has been described
that such incidence is 16 times higher in the immunologically-
compromised group than that found in immunologically-compe-
tent women [3]. An additional explanation for the different viral
type distribution between samples could be attributable to a
varying exfoliation pattern in cells infected with each viral type,
however, it has not yet been established whether exfoliated cells in
urine are influenced by viral infection type or the state of infection
[15].

Coinfection was found in both urine and cervical samples in
around half the study population; this could have been attributed
to the low infection elimination rate allowing different viral types
to settle in the cervical epithelium; multiple infection events could
have been also due to the reduced systemic and local cell immunity
found in HIV-positive women [12].

There was poor agreement between generic and type-specific
identification results; this may have been related to the samples’
different nature, as well as HPV tropism for cervical epithelium. A
lower number of viral copies in urine are expected regarding
cervical samples, as the latter would have been taken from the
pathogen’s direct localization site.

Interestingly, the test involving self-collected urine samples had
greater sensitivity (68.8% in this study vs. 55.3%) and more
specificity (50.0% 1n this study vs. 44.9%) for detecting HPV-DNA
compared with a previous study using the same identification
protocol [19], which could indicate a potential use for the clinical
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