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RESUMEN

El virus del papiloma humano (HPV) es el causante de Cancer de cuello uterino en
mujeres, siendo este la segunda causa de muerte en el Ecuador. EI HPV es la infeccién
por transmision sexual mas frecuente en el mundo y se caracteriza por ser precedido por
un conjunto de lesiones cervicales intraepiteliales, las mismas que de no ser tratadas a
tiempo evolucionan en Cancer de células escamosas. En el presente trabajo de
investigacion se realiz6 un estudio descriptivo, cuali-cuantitativo de corte transversal,
no experimental, cuyo objetivo fue determinar la presencia del virus del papiloma
humano en el area de Laboratorio Clinico del Hospital Andino de Riobamba durante el
periodo mayo 2017 — junio 2018. Se trabajé con 53 resultados de muestras con
diferentes lesiones displasicas de citologia convencional, con un diagnéstico presuntivo
de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS) 98% vy lesion
intraepitelial de alto grado 2%. Al obtener los resultados de Bilogia Molecular mediante
la técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, se determind
que, el 22,64% de los resultados obtenidos corresponden a 12 mujeres detectadas con
HPV de alto riesgo oncogénico y el 77,36% de los resultados obtenidos corresponden a
41 mujeres detectadas con HPV de bajo riesgo. Las pruebas moleculares han sido
exitosas en el diagnostico de Cancer de Cuello Uterino, en la cual la prueba de PCR en
tiempo real es muy utilizada al momento del estudio de cepas de HPV, con una
especificidad y sensibilidad mas alta que otras pruebas como captura Hibrida.

Palabras claves: Virus del papiloma humano, Céancer de cuello uterino, Lesiones

intraepiteliales, PCR.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is the cause of cervical cancer in women, this being the
second cause of death in Ecuador. HPV is the most frequent sexually transmitted infection in
the world and is characterized by being preceded by a set of cervical intraepithelial lesions,
which, if not t-reated in time, evolve in squamous cell cancer. In the present research work, a
descriptive, quantitative, cross-sectional non-experimental study was carried out, whose
objective was to determine the presence of human papillomavirus in the Clinical Laboratory
area of the Hospital Andino de Riobamba during the period May 2017 - June 2018. We
worked with 53 results of samples with different dysplastic lesions of conventional cytology,
with a presumptive diagnosis of atypical squamous cells of undetermined significance
(ASCUS) 98% and low grade 2% intraepithelial lesion. When obtaining the results of
Molecular Biology using the technique of real-time polymerase chain reaction (PCR), it was
determined that 22.64% of the results obtained correspond to 12 women detected with high-
risk oncogenic HPV and 77.36% of the results obtained correspond to 41 women detected
with low-risk HPV. Molecular tests have been successful in the diagnosis of Cervical Cancer,
in which the real-time PCR test is widely used at the time of the study of HPV strains, with
a higher specificity and sensitivity than other tests like Hybrid Capture.

Keywords: Human papillomavirus, cervical cancer, intraepithelial lesions, PCR.
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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano es un virus de doble banda de ADN circular, no
encapsulado, perteneciente a la familia Papovaviridae, incluida en el género
Papilomavirus. El virus del papiloma humano es una causa necesaria, pero no
suficiente, para desarrollar cancer de cuello uterino. Muchas mujeres se infectan con el
virus del papiloma humano alguna vez en su vida, usualmente al inicio de la actividad
sexual. La mayoria de infecciones se resolveran espontaneamente desde los 6 hasta los
24 meses, tanto hombres como mujeres estan involucrados en la cadena epidemioldgica
de la infeccidon, pudiendo ser acarreadores asintomaticos, transmisores y también

victimas de la infeccion por VPH®.

La transmision del VPH se da generalmente por el contacto directo con la piel de
genitales infectados, las membranas, mucosas, y a través del coito y del sexo oral,
permitiendo asi su transferencia entre las células epiteliales. Entre los factores que
aumentan el riesgo de infectarse con una enfermedad de transmision sexual como lo es
el papilomavirus encontramos, edad de inicio de vida sexual, mantener contacto sexual

sin proteccion con individuos de alto riesgo, tener multiples parejas sexuales®.

Los papilomavirus han cohabitado con la especie humana hace muchos afos, sufriendo
pocos cambios en su composicion genomica. Basado en el analisis de secuencia de
DNA, hasta el momento se conocen méas de 100 tipos de papilomas. Los VPH tipo 16 y
18 son considerados de alto riesgo por estar asociados con la gran mayoria de cancer de
cuello uterino, vagina y ano, ademas de presentarse también escasos de cancer de vulva,
pene e incluso cavidad bucal, pero con una fraccidn atribuible considerablemente menor
a la del cancer de cérvix, Los tipos 6 y 11 son considerados de bajo riesgo ya que son
causantes de la aparicion de verrugas genitales .

El céncer del cuello uterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio del
cérvix que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras de lenta y
progresiva evolucion, las cuales progresan a cancer in situ o0 un cancer invasor en donde

las células con transformacion maligna traspasan la membrana basal @.

El cuello del utero es el area genital con mayor riesgo para que se produzcan

infecciones persistentes por VPH, este mayor riesgo se explica porque en el cuello



uterino existe una zona susceptible a la infeccién por el VPH llamada la zona de
transformacion. El cancer de cuello uterino es una enfermedad en la que se presentan
cambios en las células que cubren las paredes del cuello uterino. Estos cambios cuando
son precancerosos se conocen como neoplasia intraepitelial cervical (CIN), lesion
intraepitelial escamosa (SIL) de bajo y alto grado y displasia con sus tres grados: leve,
moderada y severa, luego se presenta el cancer in situ (si no invade la membrana basal)

y el cancer invasor (cuando atraviesa la membrana basal) “*

El virus del papiloma, es uno de los tipos mas comunes de cancer que afectan a mujeres
en el mundo ocupando el cuarto lugar con 266.000 muertes y un nimero estimado de
528.000 nuevos casos en 2012. El 85% de esas muertes se produjeron en regiones
menos desarrolladas, en donde este virus es el causante de casi el 12% de todos los
canceres femeninos. La mayor prevalencia de Virus del papiloma humano de alto riesgo
oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, 59, se encuentra en Africa y América
Latina. EI numero 16 es el més frecuente en el mundo, excepto Indonesia y Argelia

donde el numero 18 es el mas comdn ©.

El Céancer de cuello uterino es un problema de salud publica a nivel mundial. En los
Gltimos afios, la mortalidad por Cancer de Cuello uterino ha disminuido, principalmente
en los paises desarrollados gracias al aumento en la disponibilidad de programas de
deteccion oportuna a través del estudio citologico. La incidencia, a su vez, muestra una
tendencia al aumento en los afios recientes entre mujeres menores de 50 afios en Estados
Unidos y Europa, lo que podria estar reflejando un aumento de deteccion por el uso de

técnicas diagndsticas®.

En Ecuador el cancer de cuello uterino es la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres, solo superada por el cancer de estobmago. La tasa cruda de incidencia del
cancer cervical es de 20 casos por cada 100.000 habitantes, ocupando el segundo puesto
en incidencia después del cancer de mama, con variaciones regionales importantes, asi
por ejemplo en Quito la incidencia del cancer del cuello uterino por cada 100.000
habitantes es de 19 y en Loja es aun mas alarmante por cada 100.000 habitantes es de
320,



La asociacion de los resultados de prueba citoldgica convencional con las técnicas
moleculares es de gran importancia ya que los resultados a obtener, demostraran la
presencia de la infeccion causada por este virus en nuestra poblacion y ayudara para
entender de mejor manera la evolucion de la infeccion por HPV en sus diferentes
estadios, permitiendo detectar, prevenir e intervenir precozmente en los factores de
riesgo que causan la infeccion. El objetivo de este trabajo es determinar la presencia del
virus mediante la técnica de PCR en tiempo real por lo cual, este estudio beneficiara
directamente a la poblacion femenina que acude al Hospital Andino de Riobamba
puesto que se generara una base sobre la investigacion y permitird formular nuevos
planteamientos y preguntas de investigacion. Este proyecto de investigacion puede ser
de gran interés social, ya que facilita informacién que ayudara en futuras
investigaciones. El impacto social del tema es de vital importancia tomando en cuenta
que la poblacion en estudio son mujeres infectadas con VPH y posible Cancer de Cuello

uterino.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

» Determinar la presencia del Virus del Papiloma Humano por Biologia Molecular

en el Hospital Andino de Riobamba periodo mayo 2017 -junio 2018.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» ldentificar el Virus del Papiloma Humano de alto y bajo riesgo oncogénico
mediante resultados obtenidos con la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real.

» Analizar la calidad del método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
tiempo real utilizado para la determinacion del Virus del Papiloma Humano de
muestras cérvico uterinas.

» Caracterizar las lesiones segun el diagnostico por la citologia convencional con
los resultados de las pruebas realizadas para establecer nuevos posibles

diagnosticos.



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

UTERO

El Gtero es un 6rgano muscular en forma de pera, tiene una pared gruesa el cual esta
ubicado entre la vejiga urinaria y el recto, mide cerca de 7.5 cm de longitud, 5 cm de
ancho y 2 cm de grosor y pesa unos 90 gramos. Dividido en dos partes: el cuello uterino
o0 cérvix y el cuerpo. El cuerpo constituye los dos tercios superiores, dispone de dos
partes: (Fondo: situado por encima de los orificios de las trompas uterinas e Istmo:

longitud aproximada de 1cm justo por encima del cuello uterino)®.

CUELLO UTERINO
El cuello uterino es la porcion inferior del Gtero, el cual estd delimitado hacia arriba por
el istmo y protruye en la vagina. Mide entre 2,5 y 3 cm de longitud y se ubica hacia

atras en forma oblicua®.

En el cuello uterino existen dos porciones bien delimitadas: el exocérvix y el canal

endocervical ©.

Exocérvix
La superficie del exocérvix normal tiene la apariencia de una mucosa uniforme lisa, de

coloracion rosada y brillante, esta recubierto por el epitelio escamoso ®©.
Este epitelio se divide en tres estratos:

e Estrato basal / parabasal, se encuentra constituido por una sola hilera de células
basales que presentan nlcleos alargados. Las células parabasales constituyen las
dos hileras superiores, mas grandes que las parabasales, son células con mayor
cantidad de citoplasma. Estas células son las encargadas del crecimiento y la
regeneracion epitelial *:

e Estrato medio o espinoso, se encuentra formado por células que estan
madurando, las mismas se caracterizan por el aumento del tamafio en el
citoplasma. Su nucleo es redondo con una cromatina finamente granular. Pueden
tener glucégeno en el citoplasma y dar una imagen caracteristica de vacuola

clara en el citoplasma™?.



e Estrato superficial: Este es el compartimento mas diferenciado del epitelio. Las
células presentan citoplasma abundante y un ndcleo picnético caracteristico. La

funcion de estas células es de proteccion y evitar de infecciones V.

Canal endocervical o Endocérvix

No siempre se puede observar, en caso de normalidad, su mucosa aparecera con discreto
relieve papilar, rosado, liso, y brillante “%. El mismo est4 formado por una hilera de
células cilindricas muciparas las cuales revisten la superficie y las estructuras

glandulares.

Las células cilindricas del endocérvix tiene un nucleo basal con eje perpendicular hacia
la membrana basal y citoplasma alto, finamente granular lleno de pequefias vacuolas

mucinosas®.
Union escamocolumnar

En esta parte el epitelio escamoso del exocérvix se une al epitelio cilindrico muciparo
del endocérvix. Desde el nacimiento, el punto de union entre el epitelio escamoso y el
cilindrico se denomina union escamocolumnar original. Durante la infancia y la
pubertad el cuello uterino produce su alargamiento y por consiguiente la salida del
epitelio muciparo. Posteriormente el epitelio muciparo es reemplazado por un epitelio
escamoso metaplasico. La unidn entre este nuevo epitelio escamoso y el epitelio
cilindrico se llama ahora unién escamocolumnar fisiolégica o funcional. La zona entre

la unién escamocolumnar original y la funcional se denomina zona de transformacion®.
Zona de transformacion

En esta zona del cuello uterino el epitelio cilindrico es remplazado o esta
reemplazandose con el nuevo epitelio escamoso de tipo metaplasico y es el area de

todas las lesiones precursoras del cancer de cuello uterino ®

PATOLOGIA

CANCER DE CUELLO UTERINO

El cancer de cuello uterino inicia como una lesién displasica o intraepitelial cervical, la
cual afecta principalmente a la zona de transformacién (la union de los epitelios

escamoso y columnar). En algunos casos esta lesion intraepitelial evoluciona de manera



paulatina hasta un carcinoma in situ, con una posibilidad de romper la membrana basal
y asi invadir el estroma adyacente y convertirse en un carcinoma micro invasor (nivel
de invasion menor de 5 mm). En esta etapa puede continuar su infiltracion, hasta

convertirse en carcinoma invasivo®?.

El VPH alcanza el cuello uterino mediante transmision sexual infectando las células
basales y parabasales en la union escamocolumnar de la zona de transformacion. La
mayoria de lesiones de bajo grado experimentan una regresion y no progresan,
especialmente en mujeres jovenes portadoras de infecciones transitorias. Esto se debe a
que los mecanismos de defensa del organismo erradican el virus. Se estima que el 5%

de las mujeres infectadas con VPH de alto riesgo contraen infecciones persistentes.

Las lesiones de alto grado, son menos comunes Yy pueden surgir tanto por una
progresion de las displasias de bajo grado, o directamente de la infeccion persistente por

VPH. Algunas de estas lesiones de alto grado progresan a carcinoma invasor®,

LESIONES HISTOLOGICAS CAUSADAS POR EL VIRUS

La infeccién persistente por VPH puede provocar lesiones precancerosas como:
neoplasia intraepitelial cervical (NIC Il o NIC I1l) o adenocarcinoma in situ - AIS. Si
las mismas no se tratan, las NIC Il y 11l tienen mayor probabilidad de progresar a cancer
de células escamosas, y el AIS hacia adenocarcinoma. El tiempo entre la infeccion

inicial por VPH vy el desarrollo de cancer cervical promedia los 20 afios .

Histoldgicamente se pueden diferenciar por el grado de proliferacién del epitelio
basaloide, la actividad mitotica, la atipia celular y los cambios coilociticos existentes en
el epitelio. En las lesiones de bajo grado predomina la coilocitosis, que causa la
infeccion por VPH en el epitelio escamoso cervical, la proliferacion celular del epitelio
basaloide es escasa y las mitosis se encuentran Unicamente en la zona basal., En las
lesiones de alto grado por el contrario se observa mayor atipia celular, menor cambio
coilocitico, la actividad mitética aumentada con mitosis que alcanzan la superficie

epitelial y la proliferacion del epitelio basaloide y puede alcanzar la superficie epitelial
()



CLASIFICACION CITOLOGICA DE BETHESDA

Resultados e interpretaciones.

e Negativo para lesion intraepitelial o malignidad:
Cuando no existe evidencia celular de neoplasia, aunque existan otros hallazgos

no neoplasicos como microorganismos.
Células epiteliales anormales

Células escamosas

e Células escamosas atipicas (ASC).
v De significado indeterminado (ASC-US).
v Que no pueden excluir lesion escamosa intraepitelial de alto grado
(ASC-H).
e Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL).
Incluye infeccion por VPH / displasia leve / CIN 1.
e Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL).
Incluye displasia moderada y severa / CIN 2 y CIN 3 / carcinoma escamoso in
situ. Con caracteristicas sospechosas de invasion. (Si se sospecha invasion).

e Carcinoma escamoso.

Células glandulares

e Células glandulares atipicas (AGC)
Células endocervicales, células endometriales o células glandulares sin
especificar origen.

e Células glandulares atipicas, posiblemente neoplasicas.

e Adenocarcinoma endocervical in situ (AlS).

e Adenocarcinoma endocervical, endometrial, extrauterino o sin especificar *°.

Factores de riesgo de cancer
El consumo de tabaco y de alcohol, la mala alimentacion y la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo de céncer en el mundo, y lo son también de otras

enfermedades no transmisibles™®.



Factores de riesgo de infeccion por el virus
e Coito sin proteccién, con varias parejas 0 coito con un varon que tiene varias
parejas sexuales.
¢ Inicio temprano de la actividad sexual.
e Uso prolongado de anticonceptivos hormonales.
e Varios embarazos.
e Otras infecciones genitales de transmision sexual, como Chlamydia o el virus

herpes simplex 2.

Entre los cofactores o factores de riesgo para la persistencia viral y el desarrollo de
lesiones intraepiteliales o invasoras, podemos mencionar el habito de fumar, la dieta, el
uso de anticonceptivos orales por periodos prolongados, estados de inmunosupresion
entre los que se destacan la infeccion por HIV o el uso de drogas ilicitas. Si bien el
preservativo puede prevenir la infeccion, no lo hace en el 100 %, debido a que es un
virus mucoso y cutaneo tropico que puede alojarse en zonas del tracto genital no

protegidas por el preservativo 7.

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO ( HPV)

El Virus del Papiloma Humano pertenecen a la familia Papovaviridae, es un grupo de
virus de ADN de doble banda, no poseen envoltura, tiene una estructura icosaédrica con
un diametro aproximado de 52-55 nm. Las particulas virales estan formadas por una
capsida proteica, en la cual el 95% pertenecen a la proteina L1 y un 5% pertenece a la
proteina L2. Hacia el interior de la capsida se encuentra un ADN circular de doble
cadena con aproximadamente 8000 pares de bases, constituido también por ocho genes
y una region regulatoria no codificante, la cual contiene sitios de unién necesarios para

que el virus pueda completar su ciclo de replicacion @®.

PROTEINAS DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y FUNCIONES
ASOCIADAS

No estructurales

e E1 Es esencial para la replicacion y la transcripcion
e E2 Esencial para replicacion y transcripcion viral, segregacion gendémica y

encapsidacion



e E4 Regula la expresion de genes tardios, controla la maduracion viral y la salida
de los viriones

e E5 Estimula la actividad transformante de E6 y E7, promueve la fusién celular
generando inestabilidad cromosomica, contribuye a la invasion de la respuesta
inmunitaria

e EG6 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores p53,
inhibiendo la apoptosis; interactda con proteinas del sistema inmunitario innato,
contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria y a la persistencia del virus;
activa la expresion de la telomerasa

e E7 Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRB;
incrementa la actividad de cinasas dependientes de ciclinas; afecta la expresion
de genes de fase S por interaccion directa con factores de transcripcion E2F y

con histona desacetilasa; contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria
Estructurales

e L1 Proteina principal de la capside. Reconoce receptores sobre la célula
hospedera. Es altamente inmunogeénica e induce anticuerpos neutralizantes

e L2 Proteina secundaria de la c&pside. Participa en la unidn del virion a la célula,
en su entrada a la célula y su transporte al ndcleo, la liberacién del genomay el

ensamble de los viriones™®.

CICLO REPLICATIVO

El ciclo replicativo de los papilomavirus se divide en dos etapas, temprana y tardia.
Estas etapas estan ligadas al estado de diferenciacion de la célula epitelial presente en el
tejido del ciclo vital del HPV@?,

La E1 y la E2 son de las primeras proteinas en expresarse, lo cual genera un control en
el nimero de copias del genoma viral episomal (no integrado al genoma celular). Esas
proteinas se mantienen entre 20 y 100 copias por célula. Ambas forman un complejo
para reclutar la maquinaria de polimerizacion celular y factores para la replicacion del
genoma. En la capa suprabasal la expresion de los genes E1, E2, E5, E6 y E7 contribuye
al mantenimiento del genoma viral e induce la proliferacion celular, incrementando el
namero de células susceptibles de ser infectadas, lo cual redunda en una mayor

produccion viral. En las zonas donde se encuentran las células mas diferenciadas se
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mantiene la expresién de los genes E1, E2, E6 y E7, ademas se comienza a expresar el
gen E4, que tiene la funcién de amplificar la replicacién del genoma viral,
incrementando significativamente el nimero de copias del genoma, mientras que se
activa la transcripcion de los genes tardios L1 y L2, involucrados en el ensamble y en la

salida de los nuevos viriones®?,

Las funciones tardias de los papilomavirus, tales como la sintesis de ADN viral, de las
proteinas de la capside, asi como el ensamble de los viriones ocurren exclusivamente en
queratinocitos diferenciados. La regulacion transcripcional de los genes tardios es
dirigida por un promotor especifico que solo responde en queratinocitos diferenciados.
Poco es lo que se sabe del proceso de ensamble y liberacion de las particulas virales; sin
embargo, la encapsidacion del genoma es asistida por L2 y es facilitada por E2. Las
particulas se han observado en la capa granular del epitelio, pero no en estratos
inferiores. Se asume que el virus no es citolitico y la liberacion de las particulas virales

no ocurre antes de la capa cornificada del epitelio queratinizado™®.

En los serotipos de VPH 16 y 18, E2 reprime el promotor a través dela cual se
transcriben genes E6 y E7. A causa de la integracion los genes E6 y E7 se expresan
como positivo en cancer de HPV. Posiblemente los Unicos factores virales necesarios
para la inmortalidad de células epiteliales genitales humanas son los E6 y E7. Ademas,
estas oncoproteinas forman complejos con otras proteinas reguladoras de las células
(P53 y pRB) producen degradacién rapida de la P53 e impiden, su funcion normal en
respuesta al dafio del ADN inducido por otros factores (12)

TIPOS DE VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Existen diferentes tipos de HPV que pueden producir el papiloma oral, papiloma
laringeo y algunos otros el papiloma en la conjuntiva y nasal, aunque los de mayor
importancia epidemiol6gica son aquellos que ocasionan verrugas en el cuello del utero,
vagina, uretra, pene y ano. Asimismo, aquellos que se encuentran intimamente

relacionados al desarrollo del cancer Cervicouterino®.

e HPV de alto riesgo
Encontramos a los HPV:16-18-31-33-35-39-45-51-52-53-56-58-59-66-68-73,

son considerados de alto riesgo oncogeénico; entre ellos, los mas comunes son los
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HPV 16 y 18, responsables de aproximadamente el 70% de los casos de cancer
Cervicouterino en todo el mundo, estan relacionados con las L-SIL y las lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (H-SIL), con carcinomas escamosos
invasivos (cérvix, vagina, vulva, ano, pene, etc.) y con adenocarcinomas. Estas
lesiones constituyen el espectro de una misma enfermedad pudiendo evolucionar
de maés bajo a mas alto grado de alteracion celular, desde formas de L-SIL hasta

carcinoma in situ (C1S) v, finalmente, cancer invasivo ©2.

e HPV de bajo riesgo
Encontramos a los HPV: 6- 11- 40-42- 43- 44- 54-55-57- 61-62-64-69- 70-71-
72- 81-83-84), son los responsables del desarrollo de los condilomas
acuminados o también llamado cresta de gallo y de las lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (L- SIL), que son considerados benignos con minimo
riesgo de progresion maligna. En ocasiones, este HPV puede también provocar
cambios visibles en el area genital, denomindndolos verrugas genitales. Las
verrugas genitales son crecimientos anormales del tejido de la piel en la zona
genital de mujeres y hombres, no causan dolor. Pueden ser planas o elevadas,
grandes o pequefias, simples o maltiples. No se conoce por qué el HPV de bajo
riesgo causa verrugas genitales en algunos casos, y en otros no, que pueden

terminar en CA @2,

PRUEBAS PARA IDENTIFICACION

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En la actualidad, la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, es la técnica
mas sensible para la deteccion de acidos nucleicos (ADN y ARN). La PCR en tiempo
real se basa en el principio del método de la PCR desarrollado por Kary Mullis en la
década de los 80, que permite detectar ADN a partir de pequefias cantidades,

amplificandolas hasta mas de un billén de veces®.

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacién y la deteccion en un
mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una
sefial de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes como alta

especificidad, amplio rango de deteccion (de 1 a 107 equivalentes gendmicos de la
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secuencia blanco) y rapidez en la visualizacion del producto ya que no es necesario
realizar una electroforesis posterior. Los ensayos de la PCR en tiempo real son entre
10,000 y 100,000 veces mas sensibles que las pruebas de proteccion por ARNasa, 1,000
veces mas sensibles que la hibridacion por Dot blot2 y pueden detectar diferencias de

una sola copia del ADN®.

La amplificacion de genes mediante PCR permite obtener millones de copias a partir de
un fragmento de ADN particular. Se han disefiado diferentes conjuntos de primers o
cebos, que en su mayoria han sido dirigidos hacia la regién L1 y que permiten
diferenciar, mediante sondas especificas, los tipos mas frecuentes de VPH de alto,
intermedio y bajo riesgo efectuando una hibridacion en placa de los productos
biotinilados previamente amplificados por PCR. Esta técnica es muy sensible, con un
nivel de deteccidn hasta de una copia viral. Sin embargo, debido a su alta sensibilidad,

este método es muy susceptible a contaminacion
La prueba de VPH ADN se usa con mas frecuencia en dos situaciones:

e La prueba genética del VPH se puede usar en combinacion con la prueba de
Papanicolaou para detectar el cancer de cuello uterino. La Sociedad Americana
Contra El Cancer recomienda esta combinacion para las mujeres a partir de los
30 afios de edad. La prueba de VPH ADN no se recomienda para detectar cancer
de cuello uterino en mujeres menores de 30. Esto se debe a que las mujeres de
20 a 29 afios que estan sexualmente activas tienen una gran probabilidad de
contraer infecciones por VPH que desapareceran por si solas. Para estas mujeres
mas jovenes, los resultados de esta prueba no son tan importantes y pueden
causar mas confusion.

e La prueba de VPH ADN también se usa en mujeres que obtuvieron resultados
ligeramente anormales en la prueba de Papanicolaou (ASC-US) con el fin de

determinar si es necesario que se hagan mas pruebas o recibir tratamiento .

Obtencion de la muestra

Citologia con base liquida: Es una variacion de la citologia en la que la toma de la
muestra es parecida a la del Papanicolaou. En ésta se utiliza un cepillo cervical y la
muestra extraida se introduce en un frasco con un medio de transporte liquido para su

envio al laboratorio y, posteriormente, procesar la muestra (@5)
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Tabla N°1. Relacién entre PCR en tiempo real y convencional

PCR Convencional

PCR Tiempo Real

Amplificacién y deteccion de productos
en 2 etapas separadas:

La retro transcripcion y amplificacion
ocurren separadamente.

Ventajas: Permite corroborar la eficiencia

de la retro transcripcion y mayor
sensibilidad.
Desventajas: Mayor probabilidad de

contaminacion de la muestra.

Amplificacion y  deteccion  de
productos en una misma etapa:

La retro transcripcion y amplificacion
ocurren en el mismo tubo.
Ventajas: Se  minimizan
variaciones experimentales
posibilidad de contaminaciones.
Desventajas: EI ADNc generado
sirve solo para una amplificacion y se

ha reportado que es menos sensible.

las

y la

Rango dinamico de deteccion estrecho

Rango dinamico de deteccién amplio

durante la fase exponencial

Deteccion durante la fase
exponencial temprana (maxima
eficiencia de reaccion).

Menor sensibilidad

Mayor sensibilidad

Menor especificidad

Mayor especificidad con el uso de
sondas

Requerimiento de equipamiento y
reactivos de bajo costo

Requiriendo de equipamiento y
reactivos muy costosos

Lectura

Lectura

16000
180
! 12000 i e

E 10200

............................................
WARL2A25WBWN0RABBAAIH

Cycie

Fuente: http://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2013/ir132d.pdf
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OTRAS PRUEBAS

Prueba de Papanicolaou

La prueba de Papanicolaou es usada en todo el mundo como método de exploracion

para la deteccidn del cancer pre invasivo e invasivo temprano del cuello uterino.

La prueba consiste en tomar una muestra de células epiteliales de la superficie del

cuello uterino usando una espatula u otro instrumento para el muestreo.

La Tincion de Papanicolaou es una tincion policromica con el que se busca obtener
contraste entre el ndcleo y el citoplasma de las células; consiste en introducir las
laminillas, de una manera secuencial y por tiempo predeterminado, en diferentes
soluciones que incluyen: agua, alcohol etilico a diferentes concentraciones, colorantes,
acetona y xilol con el proposito hidratar las células y prepararlas para la tincion,

colorear los componentes celulares y facilitar la observacion al microscopio®®®.

Colposcopia

Es un procedimiento exploratorio instrumentado estereoscépico que realiza el médico
especificamente capacitado en colposcopia, en el que se emplea un microscopio
modificado con magnificaciones a través del cual se puede observar el tracto
reproductor inferior periné y ano, visualizandose las condiciones de su epitelio. El
colposcopista establece la sospecha diagnostica colposcopica, realiza biopsia dirigida y

efect(ia el tratamiento correspondiente "),
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METODOLOGIA

TIPO DE INVESTIGACION

El enfoque de esta investigacion fue de tipo cuali-cuantitativa, cualitativa ya que se
extrajo informacion de fuentes bibliograficas y es cuantitativa porque parte de una
realidad que se debe conocer y se trabajo con datos representados en tablas con sus

respectivos porcentajes.

El cohorte fue de tipo transversal retrospectivo porque se lo realiz6 en un periodo de
tiempo determinado que fue mayo 2017 — junio 2018, disefiado para medir la presencia
de HPV en la poblacion definida.

El nivel fue de tipo descriptivo ya que se trabajé con la realidad de los hechos, sobre

datos existentes los cuales permitié una visién mas amplia del tema.

El disefio fue no experimental porque se trabajo con las condiciones que presento la

investigacion sin manipular variables

DETERMINACION DE LA POBLACION Y MUESTRA.

La poblacién de estudio para este proyecto de investigacion estuvo constituida por 53
muestras que fueron realizadas por raspado de cuello uterino en el area de Laboratorio

Clinico del Hospital Andino de Riobamba durante el periodo mayo 2017 — junio 2018.

La muestra con la que se trabaj6 fue el universo de la poblacion, resultados obtenidos de

Biologia Molecular por el método de PCR en tiempo real.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica realizada fue la observacion y el instrumento fue la guia de observacion
(Anexo 1).
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PROCEDIMIENTO

Para la realizacién del proyecto de investigacion en primera instancia se realiz6 un
acercamiento administrativo con las autoridades para obtener una autorizacion del Tema
de Investigacion basado en la obtencion de resultados de las pruebas realizadas de HPV
(Anexo 2). Una vez obtenido la autorizacion se coordind con el personal competente
para la recoleccién de los datos estadisticos de las pruebas realizadas de Bilogia
Molecular en el periodo mayo 2017 — junio 2018 por el método de PCR en tiempo Real
(Anexo 3).

Los resultados obtenidos fueron de 53 pacientes con diagnéstico presuntivo de ASCUS,
los cuales fueron relacionados con los resultados obtenidos por la técnica de PCR en

tiempo real.

ANALISIS DE DATOS

Para el analisis estadistico de datos se utilizo el paquete de Windows 10, Microsoft
Excel, para ingreso de datos.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla N#2.Presencia del HPV de alto y bajo riesgo en el Hospital Andino

Frecuencia Prevalencia Porcentaje
HPV alto riesgo 12 0,2264 22,64%
HPV bajo riesgo 41 0,7736 77,36%
Total 53 1 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

N2 de casos con la enfermedad en un momento dado
X 100

Prevalencia = —
Total de poblacién en ese momento

Prevalencia = ﬁz 0, 2264 x100=22,64%

En la tabla N°1 se puede apreciar que, de los 53 resultados obtenidos en el Hospital
Andino de Riobamba, el 22,64%fueron HPV de alto riesgo con 12 resultados positivos,
mientras que el 77,36% con 41 resultados fueron HPV de bajo riesgo, dandonos a
conocer que el HPV con mayor prevalencia fue el HPV de bajo riesgo. En estudios
realizados, en el Hospital Carlos Andrade Marin en el afio 2013, sefiala que la
prevalencia de HPV de alto riesgo fue del 11,9% y HPV de bajo riesgo 88,1% en lo cual
hay una relativa concordancia con los resultados del presente trabajo
realizado.VivarDiaz, N®®. Asi mismo en otro Investigacion con embarazadas del
Hospital Gineco Obstétrico Isidro Ayora en el afio 2014 indica que la prevalencia del
virus de alto riesgo es del 51%, virus de bajo riesgo es de 32,7%, el 6% de pacientes
presento una infeccion mixta y el (10,2%) no se logro determinar el genotipo por una
carga viral baja. Goyes, M@, Por otro lado, en la ciudad de Cuenca en el afio 2013, en
estudio con una poblacion de 110 mujeres obtuvo resultados en donde el 72,7%
presentaba HPV de alto grado y el 27,3% presento HPV de bajo riesgo. Coronel
Daquilema, V®. En ambos casos no existe una relacién con el presente trabajo
realizado ya que el HPV del alto riesgo tiene una prevalencia mayor en las dos

investigaciones, esto puede deberse al tipo de poblacidn y area geogréafica estudiada.
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Tabla N23. HPV de alto riesgo relacionado con edades

HPV Alto Riesgo

Edad n %
24 afos 2 17%
25 afios 1 8%
27 ainos 1 8%
29 afios 1 8%
35 afios 2 17%
38 afos 1 8%
39 afios 1 8%
40 anos 1 8%
59 afos 1 8%
71 afos 1 8%

Total 12 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

En la tablaN°2 se puede observar que, el HPV de alto riesgo se presenté con mas
frecuencia en mujeres en edades de 24 y 35 afios de edad con dos casos respectivamente
(17%), por otro lado, en edades como 25, 27, 29, 38, 39, 40, 59 y 71 afios de edad se
presentd con un caso respectivamente (8%). En estudios realizados en la ciudad de
Cuenca en el afio 2013, con una poblacion de 110 mujeres indica que la presencia de la
infeccion por HPV de alto riesgo es mas comin en mujeres de 20 a 29 afios, en la cual
si existe una relacion con la investigacion del trabajo realizado ya que parte de la
poblacién mas afectada es de 24 afios. Coronel Daquilema, V©?.En otra Investigacion
con embarazadas del Hospital Gineco Obstétrico Isidro Ayora en el afio 2014, indica
que la prevalencia del HPV de alto riesgo fue del 53,6% en mujeres de 20 a 26 afios de
edad y el 46,4% pertenecen al grupo 27 a 35 afios de edad. Goyes, M. Y en el
Hospital Carlos Andrade Marin en el afio 2013, se detectd al Virus de alto riesgo con el
11,9% en mujeres de 34 a 52 afios de edad. Vivar Diaz, N ®®. En ambos casos también
existio una relacion con la investigacion del trabajo realizado ya que la poblacién més

afectada se encuentra entre los 24 y 35 afios de edad.
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Tabla N24. HPV de bajo riesgo relacionado con edades

HPYV bajo riesgo
Edad n %
21 afios 1 2%
25 afios 1 2%
29 afios 1 2%
32 afios 2 5%
34 anos 1 2%
36 afnos 4 10%
38 afios 5 12%
41 anos 6 15%
44 afos 4 10%
49 afios 3 7%
55 afos 6 15%
60 afios 5 12%
85 afios 2 5%
41 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

Lo que se puede interpretar en latablaN°3es que, el HPV de bajo riesgo afecta con mas
frecuencia a mujeres en edades de 41 y 55 afios, con 6 casos respectivamente (15%),
seguido por las edades de 38 y 60 afios, con 5 casos (12%), por otro lado también se
puede observar en las edades de 36 y 44 afios, con 4 casos (10%), a continuacién en una
edad de 49 afios con 3 casos (7%), asi mismo en las edades de 38 y 85 afios con 2 casos
(5%),y finalmente mujeres en edades de 21, 25, 29 y 34 afios con 1 caso (2%). En
estudios realizados en la ciudad de Cuenca en el afio 2013, en una poblacion de 110
mujeres indica que la presencia de HPV de bajo riesgo es de un 27.3% con una mayor
frecuencia en mujeres entre 31 y 40 afios de edad. Coronel Daquilema V®?. En lo cual
hay una ligera relacion con la presente investigacion ya que la poblacion mas afectada
fue de 36 a 60 afios de edad.
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Tabla N&5.Diagnostico presuntivo de las pacientes por citologia convencional

Diagnostico presuntivo por
citologia convencional n %
ASCUS 52 98%
LSIL 0 0%
HSIL 1 2%
Total 53 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

Lo que la Tabla N24 puede indicarnos es que, la mayoria de pacientes que acudieron al
area de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba ingreso con un diagnoéstico
presuntivo de ASCUS, con 52 pacientes (98%) y HSIL 1 paciente (2%). Por otro lado,
se puede observar que no existié ninguna paciente con un diagndstico de LSIL. En una
investigacion realizada en la ciudad de Cuenca en Solca en el afio2013 se encontré que
las lesiones pre malignas o malignas se presentan con mayor frecuencia en ASCUS
53.40%, LIE bajo grado 23.70% AGC 8,68&, LIE de alto grado 6,22%, Carcinoma
escamoso 3,52%, ASC-H 1,64%. Castro, P Y. En la cual si existe una relativa
concordancia ya que la mayoria de pacientes acudieron con un diagnostico de ASCUS.
En otro estudio realizado en Bogota en el afio 2015, el porcentaje de casos positivos
segun diagnostico citologico fue: 60,2% en ASCUS, 84,7% en LIEBG y 84,5% en
LIEAG. Trujillo, E y Morales, N ©®?. En la cual no hay relacién con los resultados de la
presente investigacion ya que la mayoria de pacientes acudieron con un diagnostico
presuntivo de ASCUS y ninguno con LSIL o HSIL, lo que puede deberse al uso de

técnicas de laboratorio més especificos.
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Tabla N#6.Resultados positivos para LSIL segun PCR en Tiempo Real.

Diagnostico de la

Diagnostico por PCR

citologia convencional (LSIL)
n %
ASCUS 41 100%
LSIL 0 0%
HSIL 0 0%
Total 41 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

En la Tabla N3 se puede observar que, luego de la realizacion de la Prueba para

identificacion de HPV mediante PCR en tiempo Real, 41 pacientes que acudieron con

un presunto diagndstico de ASCUS, resultaron ser positivo para LSIL (100%). En una

investigacion realizada en la ciudad de Ambato en el afio 2016 se determind que, de 43

pacientes con un diagnostico de atipias el 9.30%, presentd genotipos de HPV de bajo

riesgo. Ramos, R ®3 En lo cual no hay una relativa relacion con la investigacion

realizada ya que la totalidad de reportes por Atipias fue detectada con un HPV de bajo

riesgo, esto puede deberse a que el HPV de alto grado sea méas frecuente en dicha

Ciudad.
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Tabla N@7.Resultados positivos para HSIL segun PCR en Tiempo Real.

Diagnostico de la Diagnostico por PCR
citologia convencional (HSIL)
n %
ASCUS 11 92%
LSIL 0 0%
HSIL 1 8%
Total 12 100%

Fuente: Archivos de Laboratorio del Hospital Andino de Riobamba

En la Tabla N se puede observar que, luego de la realizacion de la Prueba para

identificacion de HPV mediante PCR en tiempo Real, 11 pacientes que acudieron con

un presunto diagnostico de ASCUS, resultaron ser positivo para HSIL (92%). Por otro

lado, se puede evidenciar que 1 paciente acudié con un diagnostico de HSIL y al

realizar la prueba de PCR nos confirmo su diagnostico. En una investigacion realizada

en la ciudad de Ambato en el afio 2016 se determind que, de 43 pacientes con un

diagnostico de atipias el 90.70%, presentd genotipos de HPV de alto riesgo oncogénico.

Ramos, R®. En lo cual no hay una relativa relacién con la investigacion realizada ya

que la mayoria de reportes por Atipias fue detectada con un HPV de bajo riesgo.
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CONCLUSIONES

» Se identificO mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
tiempo real 18 genotipos de HPV de alto riesgo, el donde el 22,64% de la
poblacidn pertenece a este grupo, siendo la poblacion mas afectada mujeres de
edades entre los 24 y 35 afios y el 77,36% de la poblacién fue diagnosticada por
HPV de bajo riesgo, siendo la poblacion méas afectada mujeres entre los 36 y 60

afios de edad.

» La prueba de PCR es muy usada al momento del estudio de cepas de HPV, con
una especificidad y sensibilidad mas alta que otras pruebas como captura hibrida
que tiene muchos falsos positivos al tener reacciones cruzadas o Papanicolaou
que nos indica solamente la presencia de dafio epitelial, lo que le da mayor

confianza y credibilidad a la técnica de PCR en tiempo real.

» El diagndstico presuntivo con el que acuden las pacientes al laboratorio segun
citologia convencional fueron de ASCUS 92% y HSIL 2% y al relacionarla con
los resultados arrojados por la prueba realizada de PCR en tiempo real, se
concluye que 41 pacientes arrojaron un resultado de LSIL y 12 pacientes
arrojaron un resultado de HSIL. Dando a conocer que la terminologia de
ASCUS no es un diagndstico definitivo para relacionarla con HPV de alto o bajo
riesgo y necesita de una prueba adicional confirmatoria para dar un diagnostico
final a la paciente.
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RECOMENDACIONES

> Se recomienda a la institucion a cargo buscar las estrategias correspondientes
para la creacién de nuevos métodos de PCR en Tiempo Real en el cual se pueda
identificar el gen exacto del virus sin perder su sensibilidad y especificidad y asi

tener mayor confianza al momento de trabajar y dar un resultado.

» Se recomienda usar todos los protocolos de bioseguridad al momento de trabajar
con este tipo de muestras ya que al estar trabajando con material genético existe
un gran riesgo de contaminacion de la muestra al momento de trabajar y

producir una posible contaminacién cruzada.

» Recomiendo realizar mas investigaciones sobre el virus del papiloma humano ya
que en la provincia de Chimborazo no se cuenta con cifras estandarizadas sobre
la prevalencia genotipica del Virus y factores de riesgo asociados a la region

geogréfica.
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Anexo 2.
Carta de autorizacion por parte del Hospital

Andino de Riobamba para la realizacion del

proyecto de investigacion.
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FUNDACION SOCIAL ALEMANA ECUATORIANA

HOSPITAL

et SALUD Y VIDA PARA TODOS

Riobamba, 06 de julio del 2018
OF No.296-DDI-HACH.2018

Mgs. Ximena Robalino

DIRECTOR DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO E
HISTOPATOLOGICO DE UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
Presente.-

De mi consideracion:

Por medio de la presente y en respuesta al oficio N° 295-CLCH-FCS-2018, de fecha 14
de junio de 2018, AUTORIZO, a la Srta. Tania Brigitte Cabezas Chavez, estudiante de la
Universidad Nacional de Chimborazo — Carrera de Laboratorio Clinico e Histopatologico,

a acudir al Area de Laboratorio Clinico de esta casa de salud, para la realizacion del
Proyecto de “Virus del Papiloma Humano identificados por Biologia Molecular.
Hospital General Andino de Chimborazo. Mayo 2017- Junio 2018”, debiendo cumplir
200 horas, bajo la tutoria de la Dra. Ménica Moreno Jefe del Area de Laboratorio de la
Institucion.

Recalcando que durante su asistencia, el estudiante no tendra ninguna relacion de tipo
laboral con esta casa de salud.

Por la atencion prestada mi agradecimiento.

Atentamente,

ENCARGADO DE DOCENCIA E INVESTIGACION
HOSPITAL GENERAL ANDINO DE CHIMBORAZO
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Certificado de haber cumplido con la obtencion
de resultados del Area de Laboratorio Clinico

del Hospital Andino de Riobamba.
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Anexo 4.

Guia de Observacion: Modelo de pedidos con el
que ingresan las pacientes al area del
Laboratorio con diagndsticos presuntivos

diferentes
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Anexo 5.

Técnica de PCR Fluorescente para la
determinacion del Virus del Papiloma Humano

de alto riesgo



j=1 instruccicnes de Uso
&@ﬁﬂ Kit de PCR Fluorescente parz Iz Determinacién de!
2k 5 Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo

CP. 008. 019

48 determinaciones por kit
Vida dtil: 9 meses. :
Almacenamiento y Transporte: Almacenar los reactivos de extraccién de dcidos nucleicos a
temperatura ambiente. Los reactivos de PCR y los controles de calidad son estabies de 2 - 8°C
durante el transporte; sin embargo, una vez recibidos deben ser almacenados a -20+5°C.

TABLA DE CONTENIDOS

USO PREVISTO pégina 1

PRINCIPIO Pégina 2

MATERIALES PROVISTOS EN EL KIT Pégina 2

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS © pagina3

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES Pigina 4

MUESTRAS : Pagina 4

PROCEDIMIENTO : > Pégina 5

A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS Pégina 5

3. PREPARACIGN DE REACTIVOS Pégina 5

C. EXTRACCION DE ADN Pégina 6

D. PREPARACIGN DE LA PCR Pégina 7

E. AJUSTE DEL TERMOCICLADOR DE PCR EN TIEMPG REAL Pégina 7

F. ANALISIS DE RESULTADOS Pégina 8

G. DETERMINACION DE RESULTADOS Pégina 8
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO Pagina 10
ARACTERISTICAS DE DESEMPERC Pégina 10
FABRICANTE : Pégina 11

USO PREVISTO

Este kit es apropiado para iz deteccién de ADN del Virus de Papiloma Humano {18 genctipos: 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 v 82) en muestras de células
desprendidas dei cuello uterine o secreciones del tracto genitourinario. Este kit es adecuado para
la deteccién cualitativa de HPV de aito riesgo mas no para la tipificacién genética. E! resuitado es



: fnstrucciones de Uso
Kit de PCR Fluorescente para la Determinacién del
Virus de Papiloma Humano de Altc Riesgo

CP. 008. 019
sélo para propésitos de informacién, y no deberiz ser |2 base para el diagnéstico final o para
descartar casos.

PRINCIPIO

Este kit toma la regién veriable L1 del genoma de HPY como regién diana. Se han disefiado 18
tipos de cebadores y sondas fluorescentes {(FAM) especificas, cebadores y sondas fluorescentes
marcadas con HEX como control interno, una Hot-Start Tag DNA polimerasa, y otros reactivos para

la amplificacién de ADN.

Se debe utilizar los reactivos de extraccién de &cidos nucleicos provistos en e kit para la
preparacion da muestras clinicas y la extraccién de ADN. Preparar ios reactivos de PCR provistos
en e! kit en tubos de reaccién de PCR. Afiadir el ADN viral extraido a los tubos de reaccién de PCR,
utilizar el termociciador de PCR en tiempo real para la amplificacién v deteccidn de izs safiales de

fluorescencia. El sofiware del equipo dibujard automaticamente la curva de amplificacion en
~ tiempo real, y la deteccign de las muestras desconocidas podra ser realizada.
MATERIALES PROVISTOS EN EL KIT
Nombre Contenido
Columna de centrifugacion 48 unidades
Tubo de coleccién 2 x 86 unidades
Solucidn de lisis dei virus ix1iiml
Reactivos para la Buffer de remocidn del inhibidor (concentrada) 1x16.5ml
Extraccién de Acidos -
Nucleicos Solucién de desalinizacidn (concentrada) 1x11mi
i: Buffer de elucién 1x6ml
Proteinasa K (polvo seco) 1 2
| RNA carrier (polvo seco) 2




9’ = Instrucciones de Uso

;'l‘\ ey Kit de PCR Fiuorescente para la Determinacion del
BN s Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo
CP. 008. 019
Buffer A HPV 2 %360 pl
Reactivos de PCR Buffer B HPV : 2x75u
Agua Purificada Estéril 2x2mi
Control Negativo 5522 X 50}
Controles de Calidad

Control Positivo HPV 2x50ul

MATERIALES REQUERIDOS PERC NO PROVISTOS

— Sistema dptico de deteccidn fluorescerite rrogramable {Termociclador PCR Tiempo Real)

— (Cabina de flujo laminar

— Tubos para centrifuga de 1.5 m|

~ Tubos para reaccién de PCR :

— Guantes desechables de l4tex libres de talco o material similar

— Microcentrifuga de mesa (3,000 - 12,000 RPM)

— Bloque de calentamiento (72°C]

- Vortex

— Micropipetas y puntas estériles con filtro o desplazamiento positivo (0.5-10u, 2-20p1, 5-50u,
50-200ul}

— Solucién Salina

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Este kit esta disefiado exclusivamente para uso in vitro.

Por favor lea cuidadosamente las instrucciones de uso antes de utilizar.
Manipular vy descartar todas ias muestras biclégicas como si fuesen capaces de transmitir
agentes infeccicsos. Evite el contacto directs con las muestras bioidgicas. Evite derrames o
zerosoles.

3. Manipular y descartar todos los reactivos y materiales utilizados para llevar a cabo el ensayo

como si fuesen capaces de transmitir agentes infecciosos. Evite el contacto directo con los




instrucciones de Use
Kit de PCR Fluorescente para la Determinacién del
Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo

CP. 008. 019
reactivos. Evite la produccién de derrames y aerosoles. Los desechos deben ser manipulados y
descartados de acuerdo a2 medidas adecuadas de seguridad.

4. Los procedimientos de biologia molecular, tales como la extraccidn de &cidos nucleicos,
transcripcién revearsa, amplificacién y deteccién reguisren personai calificado para evitar el
riesgo de resultados errénecs, especiaiments debido a la degradecidn de écidos nucleicos
contenidosﬂen las muestras o contan;linacién ae la muesira por productds de amplificacion:

5. Es necesario disponer de zonas séparadas para la extraccién/preparaéién de rszcciones de
amplificacién y para la emplificacién/deteccion de productos amplificados. Nunca introduzca
un producto de amplificacién en el &rez disefiade para {z exiraccién/praparacion de

reaccionss de amplificacion.

2]

. Todas las muestras y reactivos deben ser manipulados bajo una cakina de flujo laminar. Las
pipetas dehen ser de dispensacién positiva o utilizar puntas con filtro. Las puntas empleadas
deben ser estériles, libres de ADNasas y ARNasas, libres de ADN y ARN.

7. Descongelar completaments todos los reactives antes de usar, centrifugar 2 8,000 rpm por 10

segundas. Evitar la congelacidn-descongelacion repetida de los reactivos.

8. Almacenar todas las mussiras de exiraccidn de &cides nucleicos 2 -20°C si no van a ser

utilizadas inmediatamente.

9. No utilizar el kit cespués de la fecha de expiracién provista.

MUESTRAS

Este kit debz szr utilizedo con lzs siguientes muestras bioidgicas: células desprendidas del cuello

uterino o secraciones del tracto genitourinario.

Lzs muestras puscen sar utilizadas inmediztamente 0 eimacenadas de 4 ~ & °C por dos semanas.
Las muestras pueden sar zlmacenadzs 2 -20£5°C en una solucidn de preservacion de & 2 12 meses
luego de eluir las céluias, s= debe centrifugar ia muestra para remover la solucién de preservacién
antes de su uso. Parz distancias largas, las muestras deben transporiarse en un biogue de hielo a

0°C.
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PROCEDIMIENTOC

A. Preparacion de Muestras:

x:
2z

Marcar las muestras y preparar tubos para centrifuga de 2 mi, respectivamente.

Afadir 1 — 2 ml de solucién salina al tubo que contiene el cepilic y empapar
completamente el hisopo en el liguido, agitar durante 30 — 60 segundos para lavar las
células en el lquido y luego transferir fa mezcla obtenida del lavado 2 los tubos de 2 ml
apropiados. ;

Centrifugar la mezcla 2 10,000 rmp por 3 minutos y descartar el sobrenadante.

Afadir 1 mi de solucién salina al sedimento, lavar y precipitar per completo, luego
centrifugar la mezcla 16,000 rmp por 3 minutos y descartar ef sobrenzadante.

Colocar 200 1 de sofucitn salina &l sedimento, agitar durante 30 — 60 sagundos para re-
suspender el sedimento. G tomar la cantidad d= muestra de acuerdo al protocolo de
extraccién de ADN.

Proceder a la Seccidn C. Extraccién de ADN.

B. Preparacién de Reactivos

1

(9]

w

(%]

Afadir 1375 ul de Buffer de Elucidn (provisto en el kit) a la Proteinasa K (polvo seco,
provisto en el kit), mezclar bien, y almacenar a -20°C después de su completa disolucidn.
Afiadir 210 ul de Buffer de Elucidn (provisto en el kit) al RNA Carrier {polvo seco, provisto
en el kit), mezclar bien, y almacenar a -20°C después de su completa disolucién (El RNA
Carrier es blanco o semi-transparente. Por favor, asegurarse de que éste se ha disuelto por
completo). 3

Afadir 10 m! de etanoi absoluto al Buffer de Remocién del inhibidor (concenirado,
provisto en el kit) y preservar a temperatura ambiente.

Afiadir 44 mi de etanol zbsoiuto a fa Solucidn de Desalinizacion (concentrada, provista en
el kit) y preservar a temperatura ambiente.

Antes de! experimento, la Solucidn de Lisis del Virus (provista en el kit) debe ser mezclada
con la Solucién de RNA Carrier (recién preparada). Las proporciones de preparacién de la

mezcla se muestran a continuacién:
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1 determinacién | 24 determinacionss | 48 determinaciones

Solucidn de Lisis dei Virus 200 4.8 mi 9.6 mi

RNA Carrier - 4 il 96 ui 192 ul

Nota: Si la Solucidn de Lisis del Virus v el Buffer de Remocién del Inhibidor son
inapropiadamente colocados a2 bajas temperaturas, puede ocurrir cristalizacién y
precipitacién. incubar las solucionas a 37°C hasta que los cristales y precipitados

desaparezcan. No olvidar de cerrar ia taps daspués de! usc.

6. Proceder ala Seccién C. Extraccién de ADN.

Extraccion de ADN

1. Afadir 50 pi de Proteinasa K a las muestras de células preparadas en la Seccién A.
Preparacién de Muestras.

2. Colocar 200 w! de a Selucidn de Lisis del Virus {que contiene el RNA Carrier).

Cerrar Ia tapa y mezclar bien por vartex durante 15 segundos.

4. Centrifugar @ mdxima velocidad por 10 segundos para prevenir ia generacién de burbujas
durante la incubacidn.

5. Calentar iz mezcia a 72°C por 10 minutos.

6. Pre-calentar el Buffer de Elucién a 72°C.

7. ARadir 250 pl de etanol absolista’y mezclar por vértex durante 15 segundos.

8. Pipetear toda Iz mezcia a una columnz de centrifugacion, centrifugar & 12,000 rpm por 1
minuto a temperatura ambiente, y colocar ia columnia en un tubo de coleccidn iimpio.

9. Adicionar 500 pl de Buffer de Remoci6n del Inhibidor a I columna de centrifugacién,
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, y colocar la columna en
un *g_ubo de coleccién limpio.

10. Adicionar 500 ul de Iz Solucion de Desalinizacién a la columna de centrifugacién,
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, y colocar la columna en
un tubo de coleccién limpio.

11. Adicionar nuevamente 500 pl ee la Solucidn de Desalinizacidn a iz columna de

centrifugacién, centrifugar a 12,000 rom por 1 minuto a temperatura ambiente, y colocar

la columna en un tube de coleccién limpio.
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12. A temperatura ambiente, centrifuger la columna de centrifugacién ~ tubo de coleccioén a

12,000 rpm por 2 minutos para remover el etano! residual.

-
w

. Colocar la columna de centrifugacién en un tubo limpio de 1.5 mi, abrir la tapa de la
columna y calentar a 72°C por 2 minutos {usar ¢l blogue de calentamiento, el bafio marfa
no puede ser utilizadc).

14. Afiadir 60 pf del Buifer de Elucion pre-calentado justo sobre la membrana de la c=lvmna

de centrifugacion. ; :

15. Cerrar la tapa de la columna e incubar & temperatura ambiente durante 2 minutos.

16. Centrifugar 2 12,000 rpm por 2 minutos. La sustancia en el tubo de centrifugacidn es la

solucién de 4cido nucleico viral. Se recomienda usar la solucién inmediatamente o

almacenaria 2 -20°C para su usoc posterior.

17. Proceder a la Seccién D. Preparacién de la PCR.

D. Preparacién de [a PCR

1. Tomar varios tubos para reaccién de PCR. Afiadir 15 i de Buffer A HPV {nrovista en el kit),
3 pl de Buffer B HPV (provista en el kit) y 12 ul de Agua Purificada és‘téri! (provista en el kit)
a cada tubo.

2. Afiadir 20 pi de las muestras preparadas en fa seccién C. Extraccién de ADN, 20 pl de
control negativo y 20 ul de control positivo de HPV a los tubos de PCR preparados en el
paso 1.

3. Centrifugar a 3,000 rpm durante 30 segundos.

FAN

Cargar los tubos en el termociclador de PCR en Tiempo Real y proceder con la seccién E.

E. Ajustes del Termociclador de PCR en Tiempo Rez!
Por favor tener en cuenta que el procedimiento es para el ABI 7500. Para todos los demés
Termocicladores PCR Tiempo Real, favor consultar el rﬁanual de operacién del fabricante.
Abrir el programa AB! 7500.
Ajustar el “reporter dve 1" como FAM
Ajustar el “guencher dve 1” como NONE
Ajustar el “reporter dye 2” como VIC

Ajustar el “auencher dye 2” como NONE 0

LA Bl T o M

Ajustar el “passive reference” como NONE s
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7. Ajustar el tipo de reaccion como control negative (NTC), muestra (UNKNOWN), control

positivo (STANDARD) de acuerdo z la posicién del tubo en los pozos del instrumento.

8. Introduzca las concentraciones de los controles de referencia cuantitativos.

9. Ajustar las condicioneas de ciclado:

Programa Temperatura Tiemnpo {min}) Ciclos
< 95°¢ 15:00 i
84°C 0:15
2 40
55°C 0:45

10. Ajustar “Data Collection” 2 “etapa 2, paso 2 {(55@0:45)"

11. Guardar y hacer click en Correr.

Andlisis de Resultados

1. Hacer ciick en “Resuiis” v seleccicnar “Amplification Plot”.

U

valor final {entre 15 y 20).

wn

Hacer ciick en “Analyze”.

Determinacidn de Resultados

1. Control de Calidad

Hacer ciick en “Graph Settings” v seleccionar “Linzar”.
Ajustar el umbral, de acuerdo a |z curva de amplificacidn,

Ajustar la linea base de acuerdo 3 la curva de amplificacidn o al valor inicial {(entre 8 y 10) y

Centrol de Calidad Canal de Deteccién Curva de A&mplificacidén
FAM No incrementa en la fase logaritmica
Centrof Negativo
ViC - No incrementa en la fase logaritmica
FAM Incremento obvio en la fase logaritmica y Ct < 35
Control Positivo
ViC Incremento obvio en la fase logaritmicay Ct< 37
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Tener en cuenta que si los requisitos de control de calidad antes mencionados no se

cumplen, el ensayo es considerado no vélido y debe repetirse.

2. Muestra
Canal de Deteccidén Curva de Amplificacidén Resultado
FAMI No incrementa en la fase logaritmica
wvic Incremento obvio en la fase logaritmica
Negativo
FAM Ct > 37 e incremento obvic en la fase logaritmica
ViC Ct > 37 e incremento obvio en la fase logaritmica
FAM Ct < 37 e incremento cbvio en {a fase logaritmica
VIC . Ct <37 e incremento cbvio en la fase logaritmica
Positivo
FAM Ct < 33 e incremento obvio en {a fase logaritmica
vIC No incrementa en la fase logaritmica

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Este kit es usado para deteccién cualitativa. Sélo puede identificar el virus si fa muestra estd

infectada con alguno de los 18 tipos de HPV en &l rango de deteccion de este kit. No se puede

diferenciar una infeccién simple de una infeccién mixta. Ademds, no es posible detectar si la
muestra estd infectada con un virus de HPV de bajo riesgo ni se puede identificar el tipo de HPV.

La contaminacidn cruzada gue puede ocurrir durante la recoleccion, procesamiento, transporte y

conservacién de la muestre, producira falsos resultados.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPERNO

Limite de Deteccién Bajo: 1.0 x 10* copias.
Rango de Deteccién: 1.0x 10% a 2.0 x 10’ copias.

Este kit no tiens reaccién cruzada con los tipos comunes

de

CP. 008. 019

HPV

(como

6/11/40/42/43/44/54/61/70/72/81/83/cp8304) en el rango de deteccidn de otros kits, ni con las
patoiogias generadas por especies similares o sintomas similares (como Chiamydia trachomatis,

Ureaplasma ureclyticum, Virus de Herpes Simple tipo 2, y Citomegalovirus).

FABRICANTE

Guangzhou LBP Medicine Scierice and Technology Co., Ltd.

Direccién del Fabricante: No. 19 Xiangshan Road, Luo Gang District, Guangzhou, Guangdong, P. R.

China
Cédigo Postal: 510665
Tel: +86-20-32299997, Fax: +86-20-32068126

Pagina web: htip://www.gzlbp.com
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Anexo 6.

Recoleccion de datos del area de laboratorio

clinico del Hospital Andino de Riobamba.
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