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RESUMEN

El Virus del Papiloma Humano afecta la piel y las membranas mucosas, incluyendo el tracto
genital. La genotipificacion se realiza para identificar las cepas especificas de los virus,
consideradas de alto riesgo, asociadas con un mayor riesgo de desarrollar cancer, mientras
que las de bajo riesgo pueden causar verrugas genitales, pero raramente se asocian con
cancer. Esta investigacion de campo se realiz, con el objetivo de recopilar diferentes
muestras cervicovaginales para ser analizadas mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, detectando los genotipos de Virus del Papiloma Humano de alto y bajo riesgo.
Es un estudio de tipo, cuantitativo, exploratorio, de campo y no experimental, donde se
analizaron muestras de 124 mujeres de la Facultad de Ciencias de la Salud en el periodo
2023-2S, de las cuales 27 presentaban lesiones cervicales importantes las mismas que se
analizaron por técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa para deteccion de genotipos
de Virus de Papiloma Humano con los resultados se logré alcanzar los objetivos propuestos
donde se evidencid, que el genotipo 31 presenta mayor prevalencia con el 12,50%
considerandose de alto riesgo oncoldgico, mientras que dentro de los genotipos de bajo
riesgo con un 50% de prevalencia se presenta el genotipo 43, las muestras se analizaron
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, basada en la tecnologia
Tacman con el instrumento cuantitativo de fluorescencia, el mismo que demuestra una gran
prevalencia de resultados positivos de Virus del Papiloma Humano, siendo esta prueba

confirmatoria para un diagndstico final.

Palabras Clave: Virus del Papiloma Humano, Reaccion en Cadena de la Polimerasa,

genotipificacion, cervicovaginal, lesiones cervicales.



ABSTRACT

Human papillomavirus affects the skin and mucous membranes, including the vaginal tract.
Genotyping is used to detect high-risk strains of the virus, which are associated with an
elevated chance of developing cancer, whereas low-risk variants can cause genital warts but
are rarely related with cancer. This field research was conducted with the aim of collecting
different cervicovaginal samples to be analyzed by Polymerase Chain Reaction, detecting
high and low risk Human Papillomavirus genotypes. It is a quantitative, exploratory, field
and non-experimental study, where samples from 124 women from the Faculty of Health
Sciences were analyzed in the period 2023-2S, of which 27 had important cervical lesions,
which were analyzed by the Polymerase Chain Reaction technique for the detection of
Human Papillomavirus genotypes. With the results, the proposed objectives were achieved,
where it was evident that genotype 31 has a higher incidence with 12.50% being considered
high oncological risk, while within the low-risk genotypes with a 50% incidence, genotype
43 is present. The samples were analyzed by real-time Polymerase Chain Reaction, based
on Tacman techno,th the quantitative fluorescence instrument, which demonstrates a high
incidence of positive results for Human Papillomavirus, this test being confirmatory for a
final diagnosis.

Keywords: Human Papillomavirus, Polymerase Chain Reaction, genotyping,

cervicovaginal, cervical lesions.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El VPH es un virus desvainado conformado principalmente por ADN, contando con un
diametro de 52-55 nm, perteneciente a la familia Papillomaviridae. Ademas, las particulas
que conforman este virus poseen cépsides proteicas, que consisten en un 95% de proteina
L1y un 5% de proteina L2, las mismas que se unen para constituir capsémeros icosaédricos,

y solo codifica de 9 a 10 tipos de proteinas, logrando carecer de proteasas.

Este virus tiene un tropismo por las células del epitelio plano estratificado de piel es decir
los queratinocitos, infectando en especial a las células metaplasicas y células del estrato
basal, lo cual es la razén que suele manifestarse en la franja de mutacion del cérvix

generando asi una lesion intraepitelial tanto bajo como de alto grado?.

El mismo es el origen de la infeccion de transmitida sexualmente en personas con sexualidad
activa, la misma que antecede a sufrir una lesion intraepitelial escamosa también conocida
como LIE, donde la infeccion procede a ser perseverante coexistiendo con componentes de

riesgo que beneficia el crecimiento de lesiones de bajo a un alto grado®.

Los principales factores de riesgo para contraer VPH son la inauguracion de una vida sexual
desde muy jovenes, con anterioridad a los 14 afios, mantener relaciones sexuales sin
preservativo, sistema inmune debilitado, otro componente de riesgo para adquirir la
infeccion es haber tenido multiples parejas sexuales, por lo que se deduce que la infeccidn

esta estrechamente relacionada con las costumbres sexuales de los individuos®.

La genotipificacion de los tipos de VPH es necesaria para estudios epidemiolégicos y de
diagnostico de las infecciones por este virus en individuos y poblaciones, debido a que, de
los diferentes genotipos van a depender factores significativos como la gravedad de la

infeccion, las personas mas expuestas y el area de distribucion geografica®.
En la actualidad se realizan fundamentalmente tres tipos de metodologias de hibridacion de

acidos nucleicos para descubrir los diferentes genotipos de VVPH, de los cuales encontramos:

las sondas continuas de &cidos nucleicos como Southern Blot, técnicas de acrecentamiento
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de blanco como la resistencia en cadena de la polimerasa y el aumento de la sefial de
hibridacion®.

Acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud el virus tiene una incidencia mundial de
660 casos diagnosticados por afio, siendo la cuarta causa de cancer de cuello uterino y muerte
en las mujeres en el afio 2022°. En Estados Unidos se prevé aproximadamente que 3 de cada
4 féminas entre 15 y 49 afios se encuentran infectadas por VPH en el lapso de sus vidas, en

cuanto que en Latinoamérica la frecuencia esta entre 6,9% - 21,8%?.

Se han examinado mas de 200 cepas de VPH, de las cuales no todas tienen el mismo
potencial oncogénico, clasificandolas en alto y bajo riesgo, por otra parte, la genotipificacion
del VPH favorece fundamentalmente en la investigacion, diagndstico y monitoreo de los

diferentes genotipos de esta infeccion viral®.

Un apartado divulgado de la revista “Cancer Prevention, Hereditary Genetics, and
Epidemiology

” menciona que en el Continente Americano el contagio por VPH es un problema
significativo debido a que su incidencia es el doble a comparacion de otros continentes. Se
evalud los casos que para el 2020 la cifra de incidencia en individuos menores de 65 afios es
de 72 500 y de 23 100 en personas mayores a 65 afios; de la misma manera los casos
reportados América son de carcinoma de Cuello Uterino permaneciendo de 20 a 80 casos

por cada 100 000 mujeres’,

En Sudamérica en una investigacion ejecutado en Venezuela se evidencio que en hombres y
mujeres supuestamente saludables existi6 una gran incidencia del genotipo 16 en la
poblacion femenina, mientras que en hombres el genotipo 18 fue el mas representativo, por
otra parte, una publicacion perpetrada en la ciudad de Carabobo alrededor de 1999 y 2009

se identifico que el genotipo 45 era el que presentaba mayor incidencia®.

En una investigacion elaborada por Ramos®?, en estados latinoamericanos como Colombia,
Brasil y Argentina se observd una mayor frecuencia, 97,43% en Colombia, 83,33% en
Argentina y 72,35% en Brasil, asimismo se constatd que el genotipo encontrado en mas
prevalencia en Argentina fue el 16, por otra parte, en Colombia fue de la misma forma el 16,

posteriormente en Brasil fueron los genotipos 16, 26, 31y 33%°.
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Los estudios iniciales de genotipificacion en Ecuador se dirigian a la identificacion de los
tipos de VPH asociados con verrugas genitales y otras lesiones benignas, posterior se
identificaron ciertos tipos de alto riesgo, que se asocian con un alto riesgo de cancer cervical,
de esta manera las pruebas de deteccion de este contribuyen a mejorar la observacion de la

salud de los individuos femeninos y la prevencidn del cancer cervical®!.

Estas pruebas permitieron la identificacion de la presencia del virus, pero inicialmente no se
realizaba una genotipificacion exhaustiva de los tipos. Ecuador ha adoptado tecnologias mas
avanzadas para la genotipificacion del condiloma acuminado, como la (PCR) en tiempo real,
esta técnica consiente una identificacion mas precisa de los especimenes en muestras

cervicovaginales®!,

En el 2015, en Ecuador las mujeres en edad fertil aproximadamente el 50% eran sexualmente
activas y presentaban una infeccion, de las cuales el 1% presentaba verrugas genitales, un
4% posee lesiones intraepiteliales de bajo o alto grado en cérvix y el 8,41% murieron por
cancer cervicovaginal. Esta enfermedad oncoldgica, es la segunda causa de muerte en

Ecuador!?.

En la investigacion llevada a cabo por Zapata'?, en la UFSQ, titulada "Genotipificacion del
Virus de Papiloma Humano en mujeres que asisten a dos centros médicos privados entre
2013 y 2017", se encontr6 que el 82,6% de las sefioras mayores de 40 afios presentaban
genotipos de alto riesgo. Ademas, se igualaron 14 serotipos de mayor riesgo, siendo los mas
prevalentes el 31 (19,5%), 52 (18,6%), 53 y 58 (16,1%)*".

En Chimborazo no se inspeccionan datos puntuales sobre la inoculacion por VPH, no
obstante, Pagalos y Ramirez®3, en el afio 2016 — 2018 realizaron una investigacion en donde
se determin0, que coexiste una apariencia reveladora en los genotipos 16 y 18 en la localidad
de Riobamba, mientras que segun datos de Solca'®, en diferentes localidades como Quito
con el 18,5% al igual que el 17,2% en Guayaquil el carcinoma uterino es de los carcinomas

habituales.

Existen otros estudios recientes realizados donde se mostraron una baja incidencia de cancer

cérvico uterino en la provincia por lo que de esta manera se realizan pruebas de deteccion
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de VPH como parte de los programas de salud publica para mujeres en donde el ensayo méas

manejado es la citologia cervicovaginal seguido de la genotipificacion del virus“.

Sin embargo, a pesar de los diferentes estudios que existen sobre la prevalencia de genotipos
de VPH ejecutados en los desemejantes territorios del Ecuador, no concurre una publicacion
que redna todos estos datos, como derivacion, al no poder dilucidar de manera contigua se

pueden formar errores en la administracion de este problema de salud en el pais®?.

Segln la normativa Ecuatoriana en el articulo 17 del reglamento del marco juridico y
dependiente de la directiva acuerda: “Aprobar y ejecutar los Protocolos para la deteccion
oportuna del cancer de cuello uterino, elaborada por el Ministerio de Salud Publica” y
“Disponer que los protocolos para la deteccion oportuna del cancer de cuello uterino sean
aplicables a nivel nacional como una normativa del Sistema Nacional de Salud”, Lo cual
incluiria la deteccion temprana del VPH por medio de la genotipificacion del virus en

muestras citoldgica de en mujeres expuestas a diferentes factores de riesgo®®.

La infeccion causada por el VPH se ha transformado en un cuestionamiento significativo de
salud publica, por lo cual, se ha reconocido a la poblacion expuesta a los diferentes factores
de riesgo, por lo que se rigen todas las estrategias de prevencién y diagnostico anticipado,

ademas de la aplicacidon de técnicas de genotipificacion para determinar el grado oncoldgico.

Es forzoso acrecentar las operaciones de educacién y las culturas de tamizaje en estos
conjuntos de pacientes de supuesto bajo riesgo como las estudiantes de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo con el fin de hacer

diagnosticos tempranos, tratamientos menos agresivos y mas efectivos.

Las beneficiarias fueron las alumnos de los ultimos periodos de las diferentes catedras de la
institucién ya que al ser una poblacion joven y mantener una vida sexual activa estan
relacionadas con varios factores de riesgo como mantener contacto sexual a prematura edad,
tener varias parejas sexuales, tabaquismo, anticoncepcion prolongada, uso inadecuado del
preservativo o un sistema inmunitario debilitado, por ende, los factores se relacionan con el

comportamiento sexual a largo de la vida y estan expuestas a contraer VPH.
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Contraer VPH se convierte en un problema de salud, psicolégico, social y econémico por lo
que, la identificacion del condiloma acuminado de alto riesgo con mayor grado oncoldgico
y genotipos de bajo riesgo mas relevantes, por medio de la PCR en las estudiantes del periodo

2023- 2S ayudo a identificar los tipos especificos de VPH.

Lo cual permitid identificar patrones especificos de genotipos asociados con mayor amenaza
de desarrollar lesiones y carcinoma cervicales, ya que esta diversidad de genotipos puede
influir en la variabilidad de la respuesta inmune y la gravedad de las infecciones, ademas
contribuy6 a mejorar las estrategias de vacunacién y prevencion contra el VPH al conocer

los genotipos predominantes en una poblacién especifica.

El capitulo 1l fue conformado por literatura encontrada segun el tema de investigacion
gozando de modelos y teorias que conforman el marco teérico, de igual manera se tomé en
cuenta otras investigaciones realizadas en base al tema de investigacion y se interpreto

conceptos que fueron utilizados a lo largo del trabajo de investigacion.

El Capitulo IlI, detalldé el marco metodoldgico, el mismo que, describié el enfoque
cuantitativo a partir de datos estadisticos recolectados en la investigacion, con un nivel
descriptivo, disefio de campo, no experimental, secuencia y cronologia de los hechos,
fundamentandose a través de los fendmenos observados, las caracteristicas, clasificacion y
factores de riesgo del VPH, de igual manera se explica la poblacion, muestra y criterios de

inclusion y exclusion.

El capitulo IV, mostré todos los resultados derivados a lo largo de la exploracion los cuales
se presentan de manera ordenada y detallada, ademas de que cada dato es presentado con su
analisis e interpretacion asi mismo los datos recopilados se compararon con resultados de
otras investigaciones con tematica similar, finalmente los resultados se vincularon a los

objetivos planteados en la investigacion.

El capitulo V, presenta las conclusiones a las que se llego en base a la investigacion realizada
y segun los objetivos planteados, ademas, plantea las recomendaciones en base a lo
observado a lo largo del trabajo de investigacién, por ultimo, se incluy6 la bibliografia y

anexos generados durante la investigacion.

17



Por lo que por medio del presente trabajo se tuvo por objetivo tipificar los genotipos de VPH,

mediante técnicas moleculares en muestras cervicovaginales de estudiantes pertenecientes a

la Facultad de Ciencias de la Salud; esto sera cumplido siguiendo los siguientes items:

Constatar la presencia de los genotipos de VPH a traves de la técnica de PCR
en tiempo real en las estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Chimborazo para clasificarlos en genotipos de alto y

bajo riesgo.

Analizar la relacion entre los resultados de la citologia cervicovaginal y la
genotipificacion del VPH de alto y bajo riesgo por medio de la aplicacién de
matrices comparativas en las estudiantes participes de la investigacion, para

corroboracion de las pruebas moleculares como diagndstico confirmatorio.

Valorar la relacion entre la presencia de genotipos de VPH y los factores
predisponentes obtenidos mediante un formulario aplicado, para
correlacionarlo con el factor de mayor prevalencia presente en las estudiantes
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
Chimborazo.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Virus del Papiloma Humano

Es un virus no envuelto que conserva una capside de 0.0006 milimetros de forma icosaédrica
conformada por 72 capsdmeros, en la parte interna de esta se halla la informacion genética
del virus el cual consta de un ADN de doble cadena y radial de al menos 8000 pares de bases
y sus viriones llegan a resistir sustancias como éter, acido y condiciones fisicas como calor
de 50 °C*®.

El VPH segun su taxonomia pertenece a la familia Papillomaviridae la misma que clasifica
diferentes géneros segun la afinidad que muestren con los tejidos humanos, ademas la
clasificacion de los genotipos de VPH también se relaciona con su nivel oncogénico

clasificandose en serotipos de bajo riesgo y alto riesgo (Tabla 1) 7.

Tabla 1. Clasificacién de genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico.

Riesgo Genotipos
Alto Riesgo 16, 18, 33, 39, 45, 59, 35, 66, 51, 52, 53,
68, 31, 56, 58, 26, 82, 73
Bajo Riesgo 6, 11, 81, 42, 43

Fisiopatologia

La infeccion comienza cuando el virus entra en el tejido a traves de heridas en la piel. Se ha
observado que las células uterinas y anales son mayormente susceptibles a sufrir lesiones
durante el acto sexual, lo que las hace mas accesibles para iniciar la enfermedad. Después
de la entrada del virus, comienza su ciclo de vida, durante el cual los diferentes genotipos de

VPH pueden codificar tanto proteinas tempranas como tardias®®.

El proceso oncogénico se clasifica en dos fases: una inicial, denominada fase de expansion,
y una posterior o de replicacion. El proceso inicial comienza con el ingreso de viriones en la
célula del hospedador, seguido de su migracion hacia los queratinocitos a través de la
proteina L1, para luego integrarse en el ndcleo celular, donde inicia la manifestacion de los

genes tipo E*°.
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Las proteinas catalogadas E1 y E2 tienen la funcion de regular la cantidad de copias, mientras
que las proteinas E5 a E7 son responsables de la proliferacion y transformacion en la célula.
En particular, la proteina E7 activa el agente de transcripcion E2F, se une a él y

posteriormente comienza la replicacion genética del virus?.

En la fase tardia, se inicia la duplicacion del ADN y se aumenta la manifestacion de los genes
que codifican E6 y E7, las cuales son cruciales en la transformacion celular y en la
inhibicién de la apoptosis. La proteina E6 degrada a p53, que en condiciones normales
induce la apoptosis en células sanas. La ausencia de p53 provoca un descontrol en el ciclo

celular, lo que favorece el desarrollo del cancer?.

Transmision

El individuo adquiere la infeccion por contacto directo es decir por el roce entre la epidermis
y fluidos por lo general por ruta sexual, también puede existir un contagio vertical a traves
de la placenta o en el momento del parto donde el recién nacido va estar directamente
expuesto a fluidos cervicales de la madre, la supervivencia del virus fuera de un organismo
es limitada por lo que no puede adquirirse al entrar en contacto con superficies como bafios
0 duchas pero si es posible adquirir la infeccion por el contacto directo de juguetes

sexuales?t2,

La transmision por saliva es posible de la misma manera por medio de los ovarios, semen,
endometrio demostrando que se puede adquirir una infeccion por VPH tanto durante como
después de la fertilizacion, el contagio méas frecuente es de mujer a varon con el 17,5 %
mientras que de vardn a mujer es solo del 5% ademas, el traspaso de mujer a hombre por via
rectal es del 47% a diferencia del contagio de hombre a mujer por via vaginal con un 28%

demostrando que la contaminacion de mujer a varon es mas frecuente??2,

Una investigacion nueva ha documentado la infeccién por VPH en los profesionales de la
salud que tratan lesiones genitales. Se evidencid que lo mismo, puede ocurrir debido a la
transmision aérea del ADN viral a través del humo quirurgico. No obstante, este asunto sigue
existiendo como objeto de controversia, ya que la accion sexual sigue siendo la vital via de

contagio, y hay pocos informes al respecto®*.
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Epidemiologia

La infeccion por VPH se ha convertido en el padecimiento de transmision sexual mas comin
en la ultima década con una gran diseminacion y prevalencia a nivel mundial de 630 millones
aproximadamente y cada afio se reportan aproximadamente 6 millones de casos nuevos, la
probabilidad de contraer la enfermedad en personas con una sola pareja sexual es del 49,1%
y esto aumenta al 99,9% cuando el individuo tiene méas de 5 parejas sexuales y llega al 100%

cuando a la cifra de parejas sexuales es mayor a 15 en un afio®®.

El predominio de la infeccion por VPH alcanza el punto maximo en mujeres de 15 a 19 afios,
mientras que, en mujeres de 55 afios 0 mas se observa un ligero aumento, que se atribuye a
la reaccidn o aceleracién del virus. En el caso de las mujeres, la infeccidon por VPH se revela
mediante la aparicion de lesiones cervicales, lo que puede llevar a la formacidn de lesiones

de alto grado que, eventualmente, pueden evolucionar hacia un carcinoma cervical®>2°,

En el pasado, el carcinoma cervical tenia un hecho de 7 por cada 100,000 mujeres
anualmente, pero en mujeres infectadas por el VIH, esta cifra podia aumentar hasta 40 de
100,000. Sin embargo, en los afios transcurridos, se han apuntado cambios relevantes en la
incidencia de distintos carcinomas, con un aumento del 2.5% en los casos de carcinoma

orofaringeo y anal®’.

La tasa de infeccién en hombres es comparable o incluso superior a la de los individuos
femeninos, debido que las ilustraciones indican el contagio por VPH varia entre el 1,3% y
el 72,9%. A pesar de esto, en los hombres, las infecciones asumen menor probabilidad de
mantenerse en comparacion con féminas, dado que el 75% de contagios se resuelven en los

12 meses siguientes a su adquisicion. 1.

En individuos heterosexuales, el 95% de los contagios por VPH se delimitan en el pene y el
escroto, siendo el genotipo 16 el mas usual. En cambio, en hombres homosexuales, la
frecuencia estadistica indica que la infeccidn anogenital corresponde al 63,9%, de la cual el
37,2% incumbe a genotipos cancerigenos. En el plano oral, la prevalencia es del 17,3%, con
un 9,2% de los casos asociados a genotipos de alto riesgo?®.
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Manifestaciones Clinicas

Se pueden presentar manifestaciones clinicas tanto benignas como malignas debido al grado
oncologico de los 200 genotipos que pueden afectar células de la piel y fluidos corporales,
los genotipos de disminuido riesgo son autores de verrugas o también conocidos como
condilomas perturbando a hombres y mujeres en la zona externa genital, mucosa oral, zona
anogenital, etc. Mientras que los genotipos de alto grado estan estrechamente relacionados
con carcinomas de diferentes tipos como el carcinoma del tracto anogenital, mucosa
orofaringea, carcinoma cervical, cancer de vulva, neoplasia de cabeza y cuello, sarcoma de

pene entre otros?%-3C,

Cancer de cuello uterino

El carcinoma uterino, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sigue siendo una
contrariedad de salud global con un impacto significativo en la poblacion femenina, sin
importar su cultura o regién. A pesar de los avances en programas de deteccion temprana y
prevencion, muchas mujeres contintan sufriendo y muriendo debido a esta enfermedad, lo

que refleja las barreras persistentes en el acceso a cuidados médicos®.

Este cancer, que se origina en la zona de transformacion uterina, comienza como lesiones de
bajo grado. Si no son diagnosticadas y tratadas a tiempo, estas lesiones pueden evolucionar
a lesiones de alto grado, lo que incrementa significativamente el riesgo de desarrollar

metastasis®?.

En el afio 2018, el carcinoma uterino estuvo en el ranking cuatro de los carcinomas
diagnosticados y uno de los mas significativos en mortalidad entre las mujeres, con cerca de
570,000 casos y 311,000 muertes. Del total de fallecimientos, el 90% ocurrieron en paises
de ingresos bajos y medianos, afectando mayormente a mujeres entre los 40 y 50 afos.
Aunque el VPH es un agente clave en este tipo de cancer. Sin embargo, los genotipos 16 y
18 del VPH son especialmente peligrosos, ya que son responsables del 70% de los casos

debido a su alta capacidad oncogénica®.
La mayoria de las mujeres con sistemas inmunoldgicos saludables que contraen HPV logran

eliminarlo de su organismo con el tiempo y no presentan sintomas. No obstante, los signos

del cancer de cuello uterino suelen tardar entre 15 y 20 afios en aparecer, lo que indica que
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la enfermedad ha avanzado considerablemente. En las fases iniciales o en el estado
precanceroso, no suelen manifestarse sintomas evidentes. Sin embargo, cuando la
enfermedad progresa, pueden presentarse sintomas graves como sangrado vaginal anormal,
especialmente después de las relaciones sexuales, secreciones inusuales mezcladas con

sangre, dolor durante el acto sexual (dispareunia) y dolor en la region pélvica®>°.

Segun la OMS y la OPS, la neoplasia uterina se diagnostica mediante varias pruebas, como
el Papanicolaou, la citologia liquida (LBC), la colposcopia, biopsia, y la deteccion del virus
del HPV mediante técnicas moleculares como la PCR. En Ecuador, se realizan tamizajes
citologicos en mujeres entre 21 y 35 afios, mientras que las pruebas de PCR o captura hibrida
se aplican a mujeres de entre 30 y 65 afios que previamente hayan obtenido resultados

positivos®.

Genética del VPH

Genomay proteinas
Es un virus de ADN circular, este virus no tiene envoltura, su didmetro es de 52-55nm, tienen
una capside proteica, las mismas que estan conformadas por la proteina L1 en un 95% y por

L2 en un 5%, las mismas que se juntan y dan formacion a capsomeros icosaédricos®.

La Cépside del genoma del virus tiene aproximadamente 8000 pares de bases y esta
compuesto por 8 genes, junto con una region regulatoria no codificante llamada LCR. Esta
region contiene sitios especificos donde se unen factores proteicos y hormonales del

huésped, los cuales son esenciales para que el virus ejecute su ciclo de replicacion®.

Segun la similitud de la secuencia genémica, se han encontrado mas de 200 tipos de VPH,
de los mismos que se puede considerar un 10% de diferencias en el gen L1 altamente
conservado, se puede dividir el VPH en cinco géneros (a, B, v, uy v), de los mismos el grupo
a-papiloma virus, es el que infecta la mucosa epitelial, también se puede diferenciar el virus

por el potencial oncogénico, ya sea de tipo de alto riesgo o bajo riesgo®’.
La utilizacion de la correccion del ADN polimerasa del huesped para la replicacion de este

Virus se debe a que tiene un ADN bicatenario, evitando las altas tasas de mutacion; de esta

manera los cambios en los genomas del VPH han sido lentos, definiendo tipos de VPH cuyo
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ciclo de infeccion se ha adaptado a diferentes células huésped. Eventualmente las mutaciones
aleatorias que ocurren dentro de los tipos virales han generado los polimorfismos de

nucledtidos contenidos en las variantes intratipo del VPH®'.

Ciclo de Replicacion

El Virus del VPH en su genoma, esté constituido por dos tipos de genes, los genes E (Early)
los cuales aparecen en las fases prematuras de la infeccion, y se expresan a partir del epitelio
basal indiferenciado, estos codifican las proteinas implicadas en la replicacion y regulacion
viral, pero también estan presentes en la capacidad carcinogénica, y los genes L (Later), los

cuales como su nombre indica aparecen en las etapas tardias del ciclo replicativo®.

El Virus del Papiloma Humano en su ciclo replicativo, depende del proceso de
diferenciacion del epitelio, de esta manera los genes E1 y E2 normalizan la replicacion
genéticay en especial el E2, al igual que, interviene en la locucion de las proteinas oncogenes
del gen E6 y E7%'.

Los genes E6 y E7 del VPH codifican oncoproteinas que desactivan las proteinas p53 y pRb
de manera secuencial. Esta desactivacion provoca una desregulacion en el periodo celular,
lo que lleva a la metamorfosis neoplésica del tejido infectado. Durante las primeras etapas
de la infeccion, el VPH permanece relativamente inactivo, pero impide que la célula entre

en un estado de reposo (fase G0)%8.

Estas células infectadas crecen y maduran, el gen E2 regula la evolucion de los genes del
periodo temprano al periodo tardio de la infeccidn. Esto permite que el virus acreciente la
fabricacion de viriones, favoreciendo su diseminacion. Este incremento en la fabricacién
viral en las lesiones causadas por el VPH suele manifestarse como una hipertrofia del tejido
afectado (lesiones engrosadas, como las verrugas comunes). En los casos de infeccion de

alto riesgo, estas lesiones pueden presentar atipias y transformarse malignamente®.

La Infeccion del virus debe comenzar en las células basales de un epitelio diferenciador, de
esta manera el genoma viral comienza la amplificacion, luego se empaqueta, permitiendo la
generacion de nuevas particulas virales, el VPH infecta mayor mente en micro heridas que
le permiten alcanzar las células basales mit6ticamente activas que eventualmente se

dividiran y entraran en el manto parabasal, experimentando diferenciacion®’.
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La endocitosis es el ingreso del VPH a la célula, independiente de la clatrina, la caveolina,
la balsa lipidica y la dinamina, de esta manera el virus se une al proteoglicano (HPSG) de
heparan sulfato libre de células o al proteoglicano de heparan (Sdc), Sdc2 y Sdc4, unidos a
la membrana celular. Se han identificado receptores de membrana celular, incluidos EGFR,
a6-integrina, CD63 y CD151 tetraspannina, y anexina A2/S100A10 heterotetramero (A2t),

que son necesarios para la absorcion del VPH?'.

La transcripcion del VPH es impulsada por p97 y p105, volviéndose parte de los genotipos
de alto riesgo permitiendo la expresion de genes E6, E7, E1 y E2, necesarios para las
primeras etapas de la amplificacion del genoma viral, finalmente estas proteinas virales
encontradas en la capside. De esta manera el proceso de infeccion genera especies que seran
reactivas de oxigeno, inestabilidad genémica y roturas de cadenas de ADN, beneficiando la

integracion del genoma viral en el genoma celular®”.

Proteinas del Virus del Papiloma Humano
Tempranas o no estructurales
E1: Es una proteina principal para la replicacion y transcripcion del virus.
E2: Importante para la replicacion, segregacion de los genes y la encapsulacion viral.
E4: Regula la expresion de genes tardios, la maduracion del virus y la salida de los
viriones.
E5: Incita la inestabilidad de los cromosomas y en la evasion a la respuesta
inmunitaria, al mismo tiempo transforma la proteina E6 a la E7.
E6: Contribuye a la inhibicién de la apoptosis y la evasion de la respuesta
inmunitaria.
E7: Afecta la expresion de genes en la fase S, de igual manera contribuye en la
evasion de la respuesta inmunitaria®.
Estructurales o tardias
L1: Esta es la proteina principal de la capside ya que conforma el 95%, la misma que
reconoce a los receptores de la célula huésped, de funcion inmunogénica.
L2: Constituye una parte menor de la capside, su funcion esté en la alianza e ingreso

del virion a la célula y el transporte de esta al nticleo®.
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Diagnostico
Citologia Cervical

La citologia cervical o PAP TEST, es un procedimiento de tamizaje y diagnostico de CACU,
reside en la recoleccion de células encontradas en la ZT del cuello uterino, tratando de
recoger y visualizar en el microscopio, después de la tincion de Papanicolau, en busqueda
de células superpuestas, parasitos y morfologia anémala de las células®.

El diagnostico se realiza, obteniendo con la espatula de madera de Ayre las células del
exocervix y con el cepillo cervical o citobrush las células del endocérvix, se extiende la
muestra en un portaobjetos y de fija con alcohol etilico al 96% o citospray, y se colorea con
tincion de PAP,

Tipos de Lesiones Citologicas
ASC-US
Caracteristicas Citoldgicas:
e Células Escamosas: Leve aumento en el tamafio nuclear y la hipercromasia.
e Alteraciones Nucleares: Anomalias nucleares sutiles que no son suficientes para
clasificar la muestra como L-SIL o H-SIL (Anexo #1).
e Citoplasma: Normal o ligeramente alterado.
¢ Relevancia Clinica: Lesion indeterminada que puede ser causada por infecciones,
inflamaciones o cambios benignos. Generalmente, se recomienda repetir la citologia
en 6-12 meses o realizar pruebas adicionales de VPH para determinar la presencia de

tipos de alto riesgo??.

ASC-H
Caracteristicas Citologicas:
e Células Escamosas: Mayor cantidad de células atipicas comparado con ASC-US.
e Alteraciones Nucleares: Anomalias nucleares mas pronunciadas que en ASC-US,
pero insuficientes para un diagnostico definitivo de H-SIL (Anexo #2).
e Citoplasma: Puede mostrar caracteristicas que sugieren displasia moderada a severa.
e Relevancia Clinica: Indica una mayor probabilidad de lesiones de alto grado (H-
SIL). Necesita una evaluacion colposcépica y biopsias adicionales para determinar

la naturaleza exacta de las anomalias celulares*.
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L-SIL

Caracteristicas Citoldgicas:

H-SIL

Células Escamosas: Presencia de células escamosas maduras y metaplasicas.
Alteraciones Nucleares: Displasia leve, aumento del tamafio nuclear, hipercromasia
y contornos nucleares irregulares (Anexo #3).

Citoplasma: Cantidad abundante de citoplasma, a menudo con halos perinucleares
(indicativos de infeccién por VPH).

Células Kaoilociticas: Frecuentes, caracterizadas por nucleos agrandados y
vacuolizacion citoplasmatica perinuclear.

Relevancia Clinica: Indica una infeccion activa por el VPH y cambios celulares que,
generalmente, se resuelven espontaneamente en la mayoria de los casos sin

tratamiento®2.

Caracteristicas Citoldgicas:

Células Escamosas: Mas inmaduras y displasicas.

Alteraciones Nucleares: Displasia moderada a severa, nacleos muy aumentados de
tamarfio, hipercromaticos y con irregularidades en la cromatina (Anexo #4).
Citoplasma: Relativamente escaso en comparacion con L-SIL, con un borde
citoplasmatico mas denso.

Mitosis Atipicas: Pueden estar presentes, indicando una actividad proliferativa
elevada.

Relevancia Clinica: Mayor riesgo de progresion a carcinoma in situ o cancer
invasivo. Requiere un seguimiento mas cercano y, a menudo, tratamiento para

prevenir el desarrollo de cancer?.

Resultados

Los resultados de la citologia cervical se hacen mediante la nomenclatura de acuerdo con la

OMS, el sistema de Bethesda, clasificacion segiin NIC (41). Estas nomenclaturas ayudan

para la interpretacion de los cambios celulares existentes en las células, o lesiones existentes

en el cuello cervicouterino, de esta manera se logra comprender los estadios encuentre la

neoplasia cervicouterina®!.
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Manejo y Seguimiento
e L-SIL: Repetir citologia en 12 meses, pruebas de VPH y colposcopia si persisten los
cambios.
e H-SIL: Colposcopia inmediata y posible tratamiento.
e ASC-US: Repetir citologia en 6-12 meses o realizar pruebas de VPH.
e ASC-H: Colposcopia inmediata para evaluar la presencia de H-SIL o lesiones mas

graves®,

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (rt)-PCR

Se crea a través de una modificacion del PCR, de esta manera el PCR es un proceso
enzimatico utilizado in vitro para la amplificacion de una regién de ADN seleccionada a
través de varios 6rdenes de magnitud, generando de miles a un sinnimero de copias de una
porcion especifica, para la realizacion de esta técnica se necesita un ADN molde del virus,

cebadores, nucledtidos (ANTP) y ADN polimerasa termoestable®.

Fundamento de la prueba

El diagnostico del ADN del VPH se realiza mediante fluorescencia por PCR, esta detectara
23 genotipos de PCR (tipo 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,
66, 68, 73, 81, 82) los mismos que estan presentes en células exfoliadas del cuello uterino®.
La tecnologia Tacman, mediante fluorescencia por PCR, ha creado un kit diagnostico
(Anexo #5).

En el kit diagnostico indica la utilizacion de pares de cebadores especificos y sondas de
fluorescencia especificas de los 23 tipos de ADN del VPH mencionados anteriormente para
probar los diferentes fragmentos de ADN especificos de 23 tipos de ADN del VVPH para el
genotipado dividiéndose en 6 tubos de reaccidn. Este sistema utiliza una prueba con la
enzima UNG + dUTP para degradar completamente los posibles productos amplificados por

PCR con el fin de evitar un resultado falso positivo®.

Toma de muestra para PCR en Tiempo Real mediante Fluorescencia
La toma de muestra cervical se debe realizar por medio de un cepillado o biopsia,
dependiendo de la localizacion, en el cepillado, se usa un cepillo desechable o citobrush que

sea especificamente disefiado, no puede ser de algodon, ni de madera, ya que puede inhibir
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la PCR*. Se debe recoger las células del canal endocervical, introduciendo las dos terceras
partes del tubo endocervical, se rota suavemente en direccion de las agujas del reloj, si hay
secrecion excesiva se limpia con un hisopo de algodon en la abertura cervical, luego se
coloca el cepillo en un tubo de recogida de muestra estéril, que contenga reactivos de

almacenamiento de la muestra®>-6,

Extraccion del ADN de VPH
Para la extraccion del ADN de VPH, se realiza la preparacion de los reactivos a usar®.
El kit diagndstico de fluorescencia por PCR por la tecnologia de Tacman menciona que:

1. Se debe mezclar 6 tipos de VPH-PCR (nx38 pl) respectivamente con la mezcla de
enzimas del genotipo del VPH (6n x 2 ul) (n = nimero de muestras + 2 controles de
calidad)®.

2. Al mezclarlos completamente se hace un PCR-Mastermix. Centrifuga a 2000 rpm
durante 10 segundos y guardalo a 2-8 °C para su uso posterior,

3. Control negativo Pipetear 1 ml de eluyente de la muestra del tubo de recogida de
muestras en un tubo esterilizado de 1,5 mI*.

Existen dos métodos de procesamiento para la extraccion del ADN de VPH
1. Se usa el reactivo de liberacion de muestras (S1013E) fabricado por Sansure

Biotech Inc. para la extraccion de acido nucleico®.
2. Usar el kit de extraccién y purificacion de acido nucleico (S10016E) fabricado

por Sansure Biotech Inc. para la extraccion de acido nucleico (Anexo #6)*.

Procedimiento
Toma de muestra para (rt)PCR:
1. Realizar el cepillado o biopsia con un cepillo desechable o citobrush.
o Introducir 2/3 del cepillo en el canal endocervical.
o Girar suavemente el citobrush en circulos.
o Si existe secrecion excesiva, limpiar con un hisopo de algodon en la abertura
cervical.
2. Colocar el citobrush en un tubo de recogida de muestra estéril que contenga reactivos
de almacenamiento.
Procesamiento de muestra:
1. Almacenar la muestra en refrigeracion.

2. Atemperar la muestra en el area de biologia molecular antes del procesamiento.
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7.

Cargar las muestras en la region de procesamiento de muestras:
o Preparar y cargar 10 ul de &cido nucleico de las muestras y el control del
genotipo negativo del VPH en 6 tubos de reaccion de PCR.
Preparar los controles:
o Cargar 10 ul del control positivo del genotipo del VPH en el tubo de reaccion
de PCR. Repetir este paso 6 veces.
o Colocar el cepillo en el tubo de reaccion, evitando obtener impurezas. Repetir
este paso 6 veces.
Agregar 40 pl de los 6 tipos de VPH PCR-Mastermix preparados anteriormente en 6
tubos de reaccion de PCR.
Centrifugar a 2000 rpm durante 10 segundos o agitar suavemente hasta que no haya
gotas en la pared del tubo.

Colocar los 6 tubos de reaccién en el equipo Termociclador Bioer LineGene MinisS.

Amplificacion del ADN en el termociclador:

1.

2
3.
4

Primer ciclo: 50°C por 2 minutos para la reaccion de la enzima UNG.

Segundo ciclo: 94°C por 5 minutos para la activacion de la enzima Taq.
Desnaturalizacion: 94°C por 15 segundos durante 45 ciclos.

Recogido, extensiony recoleccion de sefiales de fluorescencia: 57°C por 30 segundos

durante 45 ciclos (Anexo #7)%.

Resultados:

1.
2.

Utilizar las secuencias gendmicas generadas para disefiar primers y sondas Tacman.
El equipo termociclador genera frecuencias para cada tipo de carga viral,
diferenciando los tipos de VPH.

Una vez identificado el genotipo de cada paciente, los resultados son entregados de

manera electronica.

Primers y sondas disefiadas para genotipificacion de VPH

Los primers son disefiados a partir de codones presentes en los tipos de VPH, se han tomado

entre 18 a 24 pares de bases y una temperatura de melting o temperatura de fusion del ADN

de 58 a 61, al igual que el primer de avancé tendra una cadena que sintetiza de 5" a 3' y el

primer de reversa de 3'a 5°, para la amplificacion o fragmentacion del ADN, por el método

de PCR en Tiempo Real mediante Fluorescencia®’ 2.
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Las secuencias genémicas han sido obtenidas de National Center for Biotechology
Information, U. S (NCBI), procesandose en base a las situaciones de reaccion del PCR en
Tiempo Real mediante Fluorescencia, al igual que, se tomd en cuenta el disefio del equipo

Tacman*®, de esta manera se considera una mayor especificidad y eficiencia.

Resultados
Se revisa las sondas y primer a través de graficas que se generan en un PC con software

disefiado especificamente para la cuantificacion genética®.

Tratamiento

Se evalua aisladamente a cada paciente, pero por lo regular se utiliza la crioterapia en dénde
se emplea directamente nitrogeno liquido gaseoso o criosonda en la lesion®®. Ademas,
actualmente se han desarrollado estudios, que indican que el tratamiento con Lactobacillus
crispatus, ayuda a crear y mantener una barrera que inhibe la entrada del VPH al epitelio
cervical por lo que de igual forma se esta utilizando como un tratamiento alternativo, pero

sin embargo no erradica la presencia de este virus®?.

Prevencion

La prevencion por medio de la vacunacién es una forma efectiva a largo plazo para evitar la
morbilidad y mortalidad por la infeccion de VPH. Las vacunas aprobadas por el momento
son Cervarix®, Gardasil® y Gardasil9® los esquemas de vacunacién son dirigidos
principalmente a nifias entre la edad de 9 y 13 afios, en algunos paises también se ha

incentivado a que los nifios empiecen a ser vacunados de igual manera®?.
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

Tipo de Investigacion
Segun su enfoque fue cuantitativo, porque se fundamentd en gran parte en analisis

estadisticos y se tom¢ datos cuantitativos obtenidos durante la investigacion.

Segun el nivel fue descriptiva, porque se analizaron los fendmenos observados y se
especificaron caracteristicas, clasificacion y factores de riesgo del VPH, ademas se
detallaron tendencias de un grupo o poblacion en especifico en este caso estudiantes de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo.

Segun el disefio fue de campo y no experimental, debido a que se realizaron en el lugar
donde ocurrieron los hechos, es decir en las instalaciones de la Universidad Nacional de
Chimborazo con estudiantes de las carreras de la Facultad de Ciencias de la Salud, donde
las muestras obtenidas se analizaron en el laboratorio de Biologia Molecular, y no
experimental, porque no se vio la necesidad de manipular variables de estudio basandose en
la compilacion, andlisis e interpretacion de datos obtenidos a partir de los resultados de

citologia cervical.

Segun la secuencia temporal fue de cohorte transversal, debido a que el estudio se realizé
en un periodo de tiempo determinado, es decir, octubre de 2023 a febrero de 2024, con una
sola medicién donde se selecciond informacion relevante para su posterior analisis y

seguimiento, presentandose en un solo bloque de resultados sin grupos controles.

Segun la cronologia de los hechos fue de tipo retrospectivo, debido a que partié de los
resultados obtenidos de las diferentes muestras que fueron analizadas y evaluadas mediante

la técnica de biologia molecular.

Técnicas de Recoleccion de Datos, se utiliz6 como método de recoleccion de datos,
encuestas dirigidas hacia las estudiantes que formaron parte de la investigacion las cuales
pertenecen a la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo,
ademas para el procesamiento de datos se utilizd la aplicacion Excel y una plataforma de

software IBM SPSS para analisis estadistico.
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Poblacion

La poblacién fue conformada por 1939 mujeres de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Chimborazo en el periodo 2023-2S, las mismas pertenecientes a
las carreras de Medicina, Enfermeria, Laboratorio Clinico, Fisioterapia, Odontologia y
Psicologia Clinica, los datos fueron obtenidos del Sistema Informéatico de Control
Académico (SICOA) (Anexo #8).

Muestra

De acuerdo al célculo para una poblacion finita la muestra fue de 129 mujeres, de la misma
se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia en donde se aplic6 métodos de
seleccion, excluyendo a mujeres que no desearon realizarse el PAP Test, se encontraban
menstruando o no han iniciado una vida sexual e incluyendo a quienes se realizaron un PAP
test por primera vez 0 presentaban cambios citoldgicos anteriormente, obteniendo un total
de 124 mujeres pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Chimborazo, de estas resultaron con lesiones citologicas 30 estudiantes, no
obstante 3 de ellas no aprobaron realizarse la genotipificacion de VPH, obteniendo 27

pacientes para el analisis.

Muestreo para genotipificacion

El tipo de muestreo que se realizé fue no probabilistico por conveniencia, debido a que la
muestra fue seleccionada a partir de pacientes con resultado positivo a diferentes grados de
lesiones cervicales como ASC-US, ASC-H, L-SIL y H-SIL siendo un total de 27 estudiantes
pertenecientes a las disimiles carreras de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Chimborazo de las cuales 19 estudiantes obtuvieron un resultado

positivo para Virus del Papiloma Humano.

Consideraciones Eticas

El proyecto de investigacion "Relacion de las caracteristicas genotipicas del VPH mas
frecuentes y las variables epidemioldgicas encontradas en las estudiantes de la Facultad de
Ciencias de la Salud periodo 2023-2S." del que se deriva este trabajo de titulacion, ha sido
aprobado por el comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos (CEISH) de la
Universidad Central de Ecuador con el codigo 0004-EXT-2021 (Anexo #9).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el actual apartado se ejecutd el anélisis de los datos obtenidos en la muestra estudiada
conformada por 27 estudiantes universitarias de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Nacional de Chimborazo.

En la (Tabla 2) se presenta la prevalencia de los genotipos de VPH, distinguiendo entre
resultados positivos y negativos en una poblacion especifica. Los datos recopilados son

fundamentales para entender la distribucion de los diferentes genotipos de VPH.

Tabla 2: Resultados positivos y negativos para VPH.

Comparacion de resultados Positivos
y Negativos de Genotipificacién HPV

Frecuencia Porcentaje
Positivo 19 70.4
Negativo 8 29.6
Total 27 100.0

La tabla proporcionada muestra que existe un mayor indice de casos positivos para VPH
tanto de alto y bajo riesgo donde el 70,4% del total de pacientes dieron un resultado positivo
mientras que el 26,9% obtuvo un resultado negativo. Este alto porcentaje de positividad
destaca la importancia de una vigilancia continua y de programas de prevencion eficaces,
contra el VPH.

Clifford et al®®, en su estudio titulado “Prevalence and Genotype Distribution of Human
Papillomavirus in Women with Abnormal Cervical Cytology in North America”, publicado
en Journal of Clinical Virology, encontraron una prevalencia similar del VPH en mujeres
con citologia anormal en América del Norte. Este estudio indico que los genotipos de mayor
riesgo, como el VPH 16 y 18, eran los mas comunes en esta poblacion. Esto es consistente
con nuestros hallazgos, donde una alta proporcién de las pacientes dieron positivo para el
VPH.

A su vez Castle et al®, en su estudio “Clinical Outcomes of ASC-H Cytology: A Multi-

Institutional Study”, publicado en Cancer Cytopathology, encontraron que las mujeres con
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ASC-H y H-SIL tienen una mayor probabilidad de estar contagiadas por VPH. Este hallazgo
concuerda con nuestra investigacion debido a que la muestra estudiada fue conformada por
pacientes con lesiones citoldgicas como ASC-H, ASC-US, L-SIL Y H-SIL.

La alta prevalencia de resultados positivos de VPH observada en nuestra tabla coincide con
los hallazgos de investigaciones recientes. Los estudios revisados enfatizan la importancia
de la genotipificacién, cribado y vacunacion en la lucha contra el VPH. La implementacion
de tacticas de prevencion y manejo son fundamentales para comprimir la carga de

enfermedades afines con el VPH y mejorar los resultados de salud a largo plazo.

En la (Tabla 3) se presenta la prevalencia de los genotipos de alto riesgo en un conjunto de
habitantes especifico, destacando la prevalencia de cada genotipo. La informacion contenida

en esta tabla es crucial para entender la distribucion y frecuencia de estos genotipos.

Tabla 3. Prevalencia de Genotipos de VPH de Alto Riesgo.

Genotipo de Alto Riesgo

Frecuencia Porcentaje

VPH 16 1 2.5
VPH 18 4 10.0
VPH 26 1 2.5
VPH 31 5 12.5
VPH 33 4 10.0
VPH 35 3 7.5
VPH 39 2 5.0
VPH 45 1 2.5
VPH 51 1 2.5
VPH 52 2 5.0
VPH 53 1 2.5
VPH 56 3 7.5
VPH 58 4 10.0
VPH 59 1 2.5
VPH 66 3 7.5
VPH 68 1 2.5
VPH 73 2 5.0
VPH 82 1 2.5
Total 40 100.0
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Se puede evidenciar en los resultados de la genotipificacion realizada que existen un alto
indice de genotipos de alto riesgo, donde el genotipo 31 del HPV una prevalencia del 12,50%
seqguido del genotipo 18, 33, 58 con una prevalencia del 10%, siendo estos los que
presentaron mayor prevalencia, donde el analisis molecular del VPH identifica los diferentes
genotipos presentes en la muestra estudiada y se pueden clasificar segin su grado

oncologico.

Rodriguez et al®®, en su articulo “Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real”
menciona que el uso de tecnologia fluorescente permite que la rapidez con la que la sefal
fluorescente alcanza un umbral especifico sea un indicador de la cantidad inicial del
fragmento amplificado, facilitando asi su cuantificacion. En la investigacion realizada se
verifica, que la amplificacion de la muestra por medio de la (rt)PCR logré identificar 18
genotipos de alto riesgo incluyendo los de grado oncol6gico como el genotipo 16 y 18, al

tratarse de una técnica cuantitativa con mayor sensibilidad.

De esta manera se evidencio en la investigacion realizada, debido a que se utilizé la PCR en
tiempo real con fluorescencia lo que proporciond resultados confiables y nos permitio
determinar 18 diferentes genotipos de alto grado y clasificarlos segln su grado oncolégico
en el caso de nuestra investigacion se pudo determinar que existe mayor prevalencia del

genotipo 31 con el 12,50%.

Bonifaz et al*®, en su estudio " Identificacion Molecular de los VPH Oncogénicos Mediante
PCR en Tiempo Real con Sondas Tagman" se utilizaron técnicas de PCR en tiempo real con
fluorescencia para identificar genotipos de VPH en una poblacion femenina, los resultados
mostraron que el genotipo méas frecuente fue el VPH 16 con una frecuencia de 24.4% al
contrario de nuestra investigacion en donde la frecuencia del VPH 16 fue del 2.5% vy el
genotipo con mayor frecuencia fue el genotipo 31 con el 12,50%. Esta diferencia
significativa sugiere una alta variabilidad en la prevalencia de VPH 16 en diferentes

poblaciones y tipos de muestras.

En el estudio y en la investigacion de Bonifaz et al*®, se identifican una variedad de genotipos

de alto riesgo, lo que refleja la diversidad genética del VPH y la importancia de realizar una
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genotipificacion amplia para la deteccion y prevencion efectivas, ademéas, ambos estudios
utilizan PCR en tiempo real, garantizando precision y rapidez en la deteccion de genotipos
de VPH. Sin embargo, las diferencias en la prevalencia pueden deberse a variaciones en las
caracteristicas de la muestra y la poblacion estudiada, mas no de la técnica utilizada en la

investigacion.

En la (Tabla 4) se ensefia la prevalencia de genotipos de bajo riesgo; la informacion
contenida en esta tabla es esencial como una base para la consumacion de programas de
prevencion y tratamiento, ademas, los genotipos considerados de bajo riesgo en esta tabla
incluyen, pero no se limitan a los genotipos 6 y 11, sino que también incluye los genotipos
42,43y 81, proporcionando un panorama completo de la prevalencia de estos patdgenos en

la poblacion estudiada.

Tabla 4: Prevalencia de Genotipos de VPH de bajo riesgo

Genotipos de VPH de Bajo Riesgo

Frecuencia Porcentaje
VPH 6 0 0
VPH 11 1 16.7
VPH 42 2 33.3
VPH 43 3 50
VPH 81 0 0
Total 6 100

Se puede evidenciar en los datos proporcionado que los resultados de la genotipificacion
realizada existen un menor indice de genotipos de bajo riesgo en la muestra estudiada, donde
el genotipo 43 presenta una prevalencia del 50%, seguido del genotipo 42 con 33,3%,
mientras que el genotipo 11 presenta una prevalencia del 16,67%. Finalmente, los genotipos

6 y 81 no presentaron prevalencia en la investigacion realizada.

El analisis molecular del VVPH identifica los diferentes genotipos presentes en la muestra
estudiada y se pueden clasificar segun su grado oncologico en el caso de los genotipos de
bajo riesgo causan una infeccion clinicamente visible denominada verrugas o condilomas.
Un estudio de Serretiello et al®®, “Prevalence and Distribution of High- and Low- Risk HPV

Genotypes in Women Living in the Metropolitan Area of Naples: A Recent Update”
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encontr6 que el VPH 6 era el mas comun en lesiones benignas con una frecuencia del 8,6%,
a diferencia de nuestra investigacion en donde el genotipo 6 no presentd ningun valor, a

diferencia del genotipo 43 que presentd una prevalencia del 50% en la muestra estudiada.

Bonifaz et al*, en su estudio " Identificacion Molecular de los VPH Oncogénicos Mediante
PCR en Tiempo Real con Sondas Tagman" determino que la técnica utilizada es cuantitativa
con mayor sensibilidad lo que nos permite determinar con mayor exactitud que genotipos se
encuentran presentes en cada muestra analizada. Lo cual fue evidenciado en la investigacion,
donde se utilizd la misma técnica que permitid identificar 5 genotipos de bajo riesgo de los
cuales en nuestra investigacion el mas comun fue el genotipo 43 con el 50%, mientras que

los genotipos 6 y 81 no presentaron ningun porcentaje.

En la (Tabla 5 y Tabla 6) se ensefia un balance entre los resultados de citologia y
genotipificacion de VPH en una poblacion especifica, distinguiendo entre resultados
positivos y negativos para genotipos de alto y bajo riesgo, la informacién contenida en esta
tabla es crucial para evaluar la concordancia y la efectividad de cada método en la deteccién

de la infeccion por VPH.

Tabla 5. Numero de casos positivos para genotipos de alto de riesgo segun la lesion cervical

Positivos para Genotipos de Alto Riesgo

Frecuencia Porcentaje
ASC-US 11 40.7
L-SIL 6 22.2
ASC-H 1 3.7
H-SIL 1 3.7
Resultado Negativo 8 29.6
Total 27 100.0
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En la tabla presentada se observa una mayor de prevalencia de casos positivos para genotipos
de alto riesgo oncoldgico en las pacientes que presentan ASC-US con un 40,7% seguido de
pacientes con L-SIL con un 22,22%, pero en la misma tabla se puede apreciar que el 29,63%
se trataron de pacientes con cambios morfologicos en la citologia, pero resultados negativos
para VPH.

En la investigacion realizada por Castle et al®*, indico que las atipias celulares leves (ASC-
USy L-SIL) son las presentaciones citologicas mas comunes en féminas con infecciones por
VPH de alto riesgo. En comparacién con el presente estudio, los resultados coinciden en que
ASC-US representa el mayor porcentaje de casos siendo 40,74%.

La distribucion de los resultados citoldgicos en la localizacion de genotipos de alto riesgo
del VPH muestra una notable variabilidad, con un predominio de casos en lesiones de bajo
grado como ASC-US, H-SIL y una menor frecuencia de lesiones de alto grado como ASC-
H y H-SIL. Este patrdn es consistente con estudios previos que han observado gque la gran
parte de infecciones por VPH de alto grado inicialmente producen cambios celulares leves

antes de progresar a lesiones mas graves.

Tabla 6. NUmero de casos positivos para genotipos de bajo riesgo segun la lesion cervical

Positivos para Genotipos de Bajo

Riesgo
Frecuencia Porcentaje
ASC-US 1 3.7
L-SIL 2 7.4
ASC-H 1 3.7
H-SIL 1 3.7
Resultado Negativo 22 81.5
Total 27 100.0
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Los pacientes que presentaron un L-SIL representan un 7,41% de casos positivos para
genotipos de bajo riesgo, seguido de las demas lesiones citoldgicas con un 3,70% cada una
de ellas, al contrario, los resultados negativos para genotipos de bajo riesgo fueron del
81,48% del total de pacientes por lo que se podria decir que la mayoria de las pacientes no
presentan resultados positivos para genotipos de bajo grado, como se observa en la tabla 7.

Mendoza et al®’, corrobora que el diagnostico molecular de VPH y la relacién con las
lesiones cervicales de bajo grado puede ser variable en las evoluciones de estas, en cambio
en la investigacion de Sequera et al °8, indica que la mayoria de las pacientes en edades de
18-25 afios que presentaron genotipos de bajo grado de VPH, presentaban ASC- US, lo cual
contrasta con la investigacion, ya que las pacientes en estudio presentan un L-SIL, por tanto,
se puede aludir que esta diferencia puede deberse al grupo de acompariantes sexuales de las

pacientes.

La realizacion de citologia cervical y PCR en tiempo real para VPH como lo manifiestan
Sequera et al *® y Mendoza et al®’, ayuda a una mejor deteccion y sensibilidad de casi el
100% en los tipos de Virus de VPH.

Estos hallazgos resaltan la importancia de utilizar una combinacion de métodos de deteccion,
como la citologia y la genotipificacion, para una evaluacion mas completa y precisa del
riesgo de VPH en la poblacion. Ademas, la estratificacion de los resultados por categorias
citoldgicas especificas permite una alta comprension del ascenso de la enfermedad y una

gestién mas efectiva de los casos de alto riesgo.

En la (Tabla 7) se muestra la prevalencia de los genotipos de VPH en una poblacion
especifica, distinguiendo entre resultados positivos y negativos, y analizando la influencia
del compilado de compafieros sexuales y la edad de la primera relacion sexual como factores
predisponentes. La informacion contenida en esta tabla es crucial para comprender cémo la
exposicion a varias parejas sexuales y el inicio de una vida sexual muy corta edad puede

afectar la prevalencia de distintos genotipos del virus.
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Tabla 7: Factores predisponentes para el contagio de VPH

Factores Predisponentes para el contagio de VPH

Numero de comparieros sexuales |Edad de la primera Relacion Sexual
Frecuencia  Porcentaje Frecuencia  Porcentaje
1 5 26.3 <15 1 5.3
2 3 15.8 16-18 10 52.6
3 6 31.6 >18 8 42.1
>3 5 26.3
Total 19 100.0 Total 19 100.0

Para el anlisis del nimero de compafieros sexuales, se tuvo en cuenta 19 muestras de las 27
analizadas. Estas 19 son las muestras positivas para genotipificacion de VPH. Donde se
observa que las pacientes que tienen uno y mas de tres comparieros sexuales representa un
26.32%, pero existe un porcentaje del 31,58% que representa a quienes han tenido 3
comparieros sexuales, es decir, los compafieros sexuales es un factor predisponente, en la
adquisicion del Virus del Papiloma Humano, cada nueva pareja sexual aumenta la

probabilidad de exposicidn al virus tanto de la paciente como del comparfiero sexual.

Mientras que dentro de la edad de la primera relacion sexual existe una prevalencia de
52,63% de pacientes que tuvieron su primera relacion sexual entre las edades de 16 a 18
afios, mientras que un 42,11% su primera relacion sexual fue siendo mayor de 18 afios, y en
un menor porcentaje 5,26% siendo menores de 15 afios. La edad de iniciacion de la accién
sexual esta asociada como un factor predisponente para contraer el VPH, al tener una

exposicion previa al virus y las pacientes pueden hacerse mas susceptibles a la infeccion.

Los principales causas para la inoculacion por VPH en féminas estan influenciados
principalmente por la actividad sexual, esto menciona Vilema et al*®, el mismo que se ve
afectado especialmente por la conducta sexual de la pareja influye, aunque la infeccion por
VPH se distingue de otras infecciones de transmision sexual (ITS) porque puede ocurrir
incluso sin que haya penetracion durante el acto sexual, por otro lado, en la investigacion de

Salazar et al®®, se observd que hay una mayor prevalencia en las mujeres con numerosos
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compafieros sexuales que en las mujeres con solo una. Encontrandose una relacién

significativa entre la cantidad de compafieros sexuales y la inoculacion del VPH.

En la investigacion realizada se pudo establecer que las pacientes con mas de 3 parejas
sexuales representan casos positivos, tanto en la citologia como en la genotipificacion por

medio de PCR en tiempo real con fluorescencia tanto para genotipos de alto y bajo grado.

Ademas, Medina et al*, explican que la iniciacion de la sexualidad con otras personas a edad
temprana, es decir, menor de 14 afios, compone uno de los primordiales riesgos, motivando
a direcciones riesgosas, acompafiado con la reducida proteccién de que las parejas llegaran
a estar contagiadas, aumentando los riesgos de transmisién sexual, de la misma manera,
Malave et al®!, corroborany mencionan que la actividad sexual puede ser un factor de riesgo

evitable en el cual se deben estructurar medidas de prevencion.

Por tanto, se puede observar este comportamiento en la poblacion estudiada, debido a que la
generalidad de las pacientes comenzo su vida sexual entre los 16 y 18 afios que representa
55,6% y de las mismas, la mayoria presentd lesiones cervicales en la citologia cervical, asi
como un resultado positivo en biologia molecular, demostrando que al iniciar una vida

sexual a muy temprana edad puede contribuir al riesgo de contraer VPH.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En relacion con los genotipos de VPH de alto riego analizados por medio de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se establecié que el genotipo
18 presenta una prevalencia del 10.0% seguido del genotipo 31 con el 12,5%
existiendo mayor indice de afectacién en mujeres mayores de 18 afios, mientras que
dentro de los genotipos de bajo riesgo el genotipo 43 presenta una prevalencia del
50%, seguido del genotipo 42 con 33,3% afectando a mujeres entre 20 a 25 afios en

la muestra estudiada.

El principal diagnostico presuntivo de la citologia cervicovaginal, fue ASC-US,
ASCH, H- SIL y L-SIL, los mismos que se relacionaron con los resultados del
andlisis de la técnica de PCR, para identificar los genotipos de alto y bajo riesgo de
VPH como prueba confirmatoria para el diagnostico final y la deteccién temprana
del virus, con resultados positivos de genotipificacion un 70.4% y un 29.6% de
resultados negativos, es decir, el diagnostico por citologia cervicovaginal de VPH no

es definitivo.

Los diferentes factores predisponentes que estan asociados a la existencia de
genotipos de alto riesgo oncoldgico, identificados en el formulario, fueron los
antecedentes sexuales como la edad de la primera relacion sexual con un 52,63% de
las pacientes inicio su actividad sexual entre los 16 y 18 afios, ademés se tomd en
cuenta el nimero de parejas sexuales en donde el 26,3% tuvo mas de 3 compafieros
sexuales lo cual también esta asociado como otro factor de riesgo, de esta manera se
da a conocer que el formulario facilita a la identificacion de grupos de riesgo, al
mismo tiempo ayuda a conocer cuales pueden ser las medidas preventivas adecuadas
para la poblacion de estudiantes, para una deteccion temprana y un tratamiento

adecuado.
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Recomendaciones

Tras analizar los resultados del estudio, se proponen las siguientes recomendaciones para
minimizar los factores de riesgo asociados con la transmision del Virus del Papiloma

Humano:

e Impulsar a que todos los estudiantes que forman parte de la Facultad de Ciencias de
Salud asuman la importancia de la enfermedad y buscar estrategias para brindar toda
la informacién necesaria sobre el tema incentivando a charlas en cada una de las

carreras de la Universidad Nacional de Chimborazo.

e El Rectory los Docentes de la Universidad Nacional de Chimborazo es esencial que
tengan un conocimiento adecuado sobre las enfermedades de transmision sexual,
incluido el Virus del Papiloma Humano. evitando que los temas se conviertan en tabu

y lograr que se puedan tratar ampliamente en cada carrera.

e Motivar a los estudiantes que muestren sintomas del virus para que visiten los centros
de salud y reciban el tratamiento correspondiente, al mismo tiempo que se fomente
en toda la comunidad el conocimiento sobre la enfermedad. Esto permitira que se
conviertan en voceros en otras comunidades sobre las implicaciones del VPH,

incluyendo el riesgo de desarrollar diferentes carcinomas.
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Anexo 5. Inserto “Human Papillomavirus DNA (23 genotypes) Diagnostic Kit (PCR-

Fluorescence Probing)”

Sansure Biotech
Human Papillomavirus DNA (23 genotypes) Diagnostic Kit (PCRFluorescence Probing)

Rafaranca Numibsar
S3I0E

Produci Nama
Hurman Papiloma s DG CEL gancly g | Diagrost ¢ ML PCR-Flusmscsnce Probing]

Package Specification
24 el ML 43 testalit

Intandad Usa
Thix Human Prap lomadnes DRG] T gemobypaes) Diagnos i c Bt (PCR-F uoes oencs Probing (9 used for in o gual Batve dabect on of himan pepd iomains ype £ 11, 80 828 31 33 35 39,
42 43 45 81 52 51 A3 84 85 80 3. T2 81 8Z) presented inedol aed celds from females’ cerdx
This kitis used for the audiary dagnosis of human pag | omasd nus infiec on and can ident iy the specfic ypes of human papd omas s inthe sample. The testres uls are for cinical refarerceony.
ard ahosd fd be mad as the oy Rdcaor for avalisting the palients cormfilicn I s mcommandsd 1o condie! & compratune e armbas o the coadlion Besed on the ateet's dinical
o ftal] e and odher | aborabony bt

Forin W disgnoste use anly. For professions) use anly.

Summary
Fman papdlanasarus (HPV) 5 akind of ronsenveloped double-stranded d mutar DRA e with smal mokecul ar weightt Itinkcis andparasii zes egthelial ceds of human reproduciye ogans and
oiher organs. MPY falls N two types dincallyinducing highenisk and low-risk MY acconding to the diferert degrees of mithogenicity or cardrogenic sk of diferent subtypes. Lowrisk MFY
iy cissid path opical changm auchas sagenety wart in aml skin mak sdemal genitala fermals lilia. unthral orifion and vagim lowsr segment and ow-gride condcal nf mpitheld
ol dska Highe sk HPV can ¢ aus @ nodenky extimal geni Bl waits, but more sl ousky. exte nal genital cancee cervical can noma and b gh-grace ¢ o v al inraepd thel al necplasa

Tast Principl
By applying PCR ichnclogy and Tagman tedhndogy. the dagrostic KE use pars o spaclic pimens and specific fLDnesoence probas of th abowe-mend onsd 23 HP DR hpes b hest the
specific DMA fragments of 273 bypes of M MO for genobyping by dividing inbo & reaction iubes
This PCR datacticr iy abarm ussia UG ang s o ST conbami mation-procd ayabem i hul y degr ade poss bl PCR amp fied [rofecds inomder & avoid & fale pos e mall
Thiz PCR. S O Sy Shsi Ui & Podli W inbernal control {inbeimal standaid) o maoni B B of ol i Purman o o il Cool S Ao thad ool sation Of armpd i Calion 7 st o Of Spac i and B moni i
tha presanoe of PR nhibon. 2 well 23 bo aval unbe the macie: aa d extraclon efldency imione o avoid  false negoiive result

C s of the Diagnostic Kit
Mo Fotagant Mamd e Loy Main kgyadimnts
24 sk 5 heain Mt
1 Y Ganchype-Ensmes M T ks = 1 ks Fadpl ks = 7 ke Ty DA pol yrrasss, UG andyme
z HP B0 PCR M DA pl bk = 1 bk AT pl b = Jiubes Prima, probe, dMTPa, Mgl POR buller
3 HPA M0 PCR Mx BT plbube = 1hube B2 pl ke = Ziubes Primec probe. dM TP, Mgll, POR bufer
4 A SRR ) PCR Mx BT plbube = 1hube B2 pl ke = Ziubes Primer. probe. dNTPs Mgll;. PCR bufer
E HIN3 B8 R-globin |- PCR Mx G pl bk = 1 b G1F pl ks = ke Prirmar. probs, @NTRy_ MoCl, PCR buer
B HPETER1 BT HPCR M ST plhuber = 9 b 17l ke = F ibes Prima, probe. diTPa, MgT,, POR buller
T FER T MM AT PR M BT plbube = 1hube B1Zplfube = 2 hibes Primec probe. dM TP, MgCl, POR bufer
& HIR Carctypa-Pagati e Cortrol V00 b v 1 b 000 pl i w1 b Mol gl ra
] HPY Garotype- Poaiiw Contrel 200 itk = 1 ke 200 b s = 1 ke Clening plasmic containing the s gil gans bagrent

Mo
1. DA T 00 PG 2 CAMRONENES o ciMerent WElots
2 Maberials required buk ot provided: The nucleic acid exracion-purification KE( 5100088 or Sample Fd e e Feagent (51012 | manufacred by Sanspre Bichech inc_for nackec acid
maradio

‘Storage Condition and Shalf Like
The cabcticr it ahouks e s ered i asmibed pouch al-J0 15 G and kepd avay fromlight The s belflife o the KE B 12monba. Pleas s rafer 1o the cuber B for the prodiction dabe and
o i oy
1. Thee it can be stoned stably at- 20 & *Cafer opaning the il Onceused the Kt should be Fozen and thawed no mone Hhan S imes.
2 The reagerts keepyalid and abble bafors the egry Gate on the cuter package when transpoing for 7 days in & ssaled foam boe containing coolart with the temper sturs |ower than
w0
Compatible Instrumant
Th dagnestic KE s apploable o Sratapens JEIT00, Lke Techndogles CuantSsdio'™S and SLAM-SEF PCR instrument

Spaciman Requiremants

1 Appicakie apecienen 1ype
Exfolated cells from females’ cervin
2. Spaciman ool lon
2.1 Requirements baf e thebest
1.1 Sy rmamrs i hicake rct b ol ing females’ maminal paricd
212 T chjcts shcidldl nok havd 5 during tha 43 hours Bafons tha ool iion
2.1.3 The chjedts should not have vaginal douching or use niravaginal dnug sach as confracepliive salve during the 3 days before the coledion

Doc. #: HPV 23 Genotypes Manual Doc. Version: VOO
2

53



&3 A dapon able aterd e cerdcal sampla (ndiadng cerdeal basband call e valion schaion) B used for sampe collection, and the apecific depds are as olows
For fiamal o5 who Pt & uspa bind coryical infi on, oolisct dodoliated cels fromihe comibe. L e @ ollion swaks b0 wip B @ easias & o0 ong on the cendca opening. Lse anciher
mwabior cervical brushj thathas been soakedin salne and insert itho the cervcal mouth. Genlly press E and mfabe (f dockwise for 3 < cindes to ool lect exfolated cells. Place the swab
o crvical bt specimen ina sherle specimien cdledion hibe contaring samge sorage reagents. Seal £ and send It for debecion

1 Speciman slorage and delvery
Spacimands collchid v the abow-manticred mathod can Be wad for mmadiabe Satection, or sored al oo Wemparaurs b e than 2 Boun @ ol 3-8 °C for s than 120 heun,
of al -20% 4°C for [ess thar Tmontha. Freese- thaw cydes should ned exceed 7. Specimens shoukd b irans pored in & 5 ealed frozen icher wih os of i@ sealed foam boa with e

Please dace the specimens af .70 *C for longberm shorage.
Tost Mathod
1. Pesparafion of reagend s performad af ‘reagent prepanation regon’]

1.1 Take cut each component from the detection kit and place them af oom bemperabure. When the components’ lemperaiune has reachsd room bemperabure, mix tem o kb

12 bz & kinh of FPVPCR Mix (= 3 pl) meapectiwely with HPY Ganotype-Enzymae Mic (Bn = 2 pl) 0 = rumber of apscmens « 3 quality cotol). Fully mic thim 1o make &
PCR-asbermia. C oty fuges it al 7000 mpm for 10 Seconds and store £ab 3-8 °C for laber U

2 Promasing of Specimaes (per oM df * 9paciTien Proes Sng g av, the ngalive cord should be ex acted wththe s pacimens wogaher |

Pipatte 1ml of spadmen ehsent from the specimen oollecbon hebe inio a 18 miL sterilzed cenirfuge fube as the specimen fo be bested. and prooes s iE as follows

1 Pricas ing maethod 1. 1 |5 e ommsndid 1 s Sampls Relaes Reagent (5 10116 mandacted by Sarasrs Bobich Inc. ko niadeic add adr adion aca ding I 1 el icticn b
[F 1

2 2Pmcessing Method 2 B |5 recommendsd o use The Muddc fcid Exradion-Punicaion K (510018E] manufachured by Sarsune Biobech Inc. for nisdeis acid edradion socording bo
3 instnaction for use.

3. Lo ing of Specimans (pedomed ab "spedmen processing region’]

31 Spacimana and HR Ganolyse-Negative Cortrol : Lead 10 L nuclac add of sped mans and th HPY Genoty pe Magati w Control thatl kave ban pre-procesed sbove int the PCR
Tt o ks el getng impurities such as cell debiis) and repsal i for 6 mes {Load 10 L of thanud elc add of one specimen T sspedively (o & PCR e bes. Be carefd rot
T onfus e tham |

33 HPY Ganctype-Postve Cortrel: Load 10 pl of the HPY Genolyps-Posi s Cortrd inb the PCR; reaction b and rapial § for & time the HPY Genoty pe- Poaiiwe Contrel dos not
TG pr -l

33 A3 40 L of e above-prapantd B kinda of HPY PCR-Mas e inbo 8 PCR rt on Db in saguence Cowr th tube d §F thene are bubblies, you can Mick with your fingeds i
e . et fuge & o 2000 mm for 10 seconds or shake if gently by hand untl] thens is no obvious droget on e hube wall

4. PCR Ampification (Pisass reder 1o wser marmal of sadh imsinument forife safings)
A 1Piacs the PCR madion s into the s pad man well of amplifer. inpul the sstinga of HPY Ganolyps-Negatie Contrel | PV Gandly pe- Poaitive Cortrol and unkrown apsdman inthe
CONTRpeing 8 dlatn & and Inpul e Spedmena’ naimes

4 25 election of PCR best chamel
4.2 1 Select FAM channal to test WPV (iype 811 184551 35004)
427 Salwct HEX or VIC channal bo bt HPY (iype 18435358 50 82-DA)
423 Sl FRIOX channsl o hest HPY (DpeZe 36, 3542 B-DMA and P-giobin)
424 Select CYS channel o best MRV (iyped L3352 00 73 81.0MA)
4.3 Bal chgle panmalen

Mo, St Tasrguraturs Tien Mo, of yehes
UNG g yime action e 2min 1
] Ty ity i d oalion weC 5 min 1
Denabunalcn M 15 sec m
Ainnealing. =xtension, Aucescenos signal oollection a7 W
4 Dvdcd coning foptioml | FeR 0 e 1

'Wihan the satings are complabed, asve the aeiings and camy cul thereadion roosdiune.
S Rusult Anabysks (Pl refer o s mansal of sach nstument for the sefings)
Fasuls will b saved automaticaly whin naactions ane compleied. Adjust Sart, End and Thieshold values of Baseine accordng o the analyzed graph (Users can aduat the values
accarding bo e achul sbuion. Sart value can be sef bebween 3215, and End valse bebween 20 Adjust the ampificafion curve o MV Genobype-Megative Conirod Bo be flak or below
thradbcld] Maks au e thal sach poramsber sl fies the mquinemants ghen in 8. Quality Contrel” and mecond Y valus
& Quality Contml
B 1 HPY Gty P Mgl v Coondrol- Mo CI values ab PR, HEXAVIC, ROX, and CYS channsl
& 2MPY Genobype- Positive Control: Thene are typical S4ype amplilcation curves and the tested C vakses range from 24 to 30 at FAM, MEXAAC. BOX, and CYE dhannel
153 The above requiremants shal be met af the same time in the same spenment. Cthenvee the tast reault is reabedas v idand neads bobe rebested

Positive Refennce Values
Thicugh the ras sar ch on mefrences valus [AOC are methed | the 01 posllve mference vakes of the dagroaic KL o delcting the L gel gene B debermined & b 39, and the O pedie
T e & ke o7 disbecting th iniemal coninod & o Bedi

Explanation of Dewction Resulis
Determmination of fagaive o padilive maul
Thee test resulbs of spedmeens are debemmi nedaccordng bo the fdlowng tables

. P RMI IFEAM chann@ £33, s IFHEXchannals 39, Ml IFRON charned £39, M08 IFCYS channed £33, itis
1 HRV ) Y AL MY 28 Y
H HR 4SS MR 45 M 88 Rk MRV
3 HPA SIS HRY 51 HPY 53 HPY R Y S
4 HPVEEEglobin] HPY 56 HRY 58 getin HRY 3
Revision Date: 10-10-2020 Page 1/

54



Sansure Biglech

] HPVEER18) HVE HPY 82 H I HAY 1
[ R IMATE HPY 1 H A3 R AT Y T3
£ O wak of nasg s 1 s o fi-g bolin
Poskive %35 {at any channel of FAM, HEX. ROK or CY#) 540
hars* =35 (ol any channel of FAM. HEX. ROK or CY5) = i r WA
Megatie =3 (at all channels of FAM, HEX. ROX and CY'5) =40
vl =35 (at all channels of FAM. HEX_ ROX and CY5) = 40 or W
[

I thee besst result of o spedmenis invalid the causes should be found and eliminabed. And Fs neoes sary o resoollect

th s paci iy dnd besl it again (F the resull of the mpaeated teal |a atllimalid please comact Sanaune Biotech inc. |

* Thin aaggeata thal thans ans no cordcal spihelial oslls inthe s pecime n. Bl the patisnt Bas recently Baen sgpcaed b

HPAL sk B cain mod Ba ol armmsinad whasthar thae padient |9 infeched with PV I B sugoeated bo collect th s pacimen again
o chtac o I bl - G vl el B 7o thas saima B b 9 i 8 itk it thar

Limitations of Detection Method

1. This disgroatic Kt can aily be wid for the detection of the T3 tees of HPY DA Qyee 6. 11, 8. 18026 30, 30,36 B 42 40 45. 51 5. 53, 56 58 5. 6. 68 73 &
1 83

2 The best result can be used orly for cincal reference. Clinical diagnosis should take other factions inbo account. ssch as symptoms_medca hstory. best resuls from other labs and
reatment response.

3 Poamibe mdom for & falie regatl e sl
3.1 Inappr opriabe colledion, G lvery and prooss sng of P maeng and ow vinl e may result in e fake negad v reslt
3.2 Mutalions in Banget sequences of Hgherisk MPY or sequence change due o ofher causes may reslt n a false negadveresut
3.3 Ingppropriate stomge of dagrostic Rits may resull in o fake regatiwe reul
3.4 Cehar urnproyad inlefarancs of PO inhiblion may alas meaull in & flas regaliee remul

4. CTo6S O Nall o ©oCLUming [n e M processing may reslt in @ false posiive resul

Product Parformance Index
1. Accwracy
Use the kit bo detect nalicnal genolype references o the enbarise’s work relerences i the 23 bypes of MP'Y hat have been sndiardi zed. and the resuls ane ol positive and gendypng
sl ane comedt withaut aross contami mation
2 Speciciy
Thee: vz fieed] c roess- renc A By of other BFY genoiypes. relaied pathogena. sic. and ther v fied conc endration| evels ane s fdlows (A resulbs tested by this KE ae negaiive)

Names Croas A eadion Conceniration Names Croas Fieachon Conceniration
Fizlated Fathogens
Chiamydia Fachomatis 1 O0E 08 IFLVmL Mg maria gono hoeae 1008 <0 CFVmL
el aama Ureal ylicun 100606 COANmL Cancuia abicara 1,00 =08 CRUNmL
Peyoopd asma homin s 100E=06 CONmL Trichomaonas vaginalis 100E=0 calls'ml
oo simpledt v bpe 3 1.00E +06 PFU ml. Trapormma palidun 1006 0 cop ewirl
Human papilomayirus cul of the debecon rngs of the kit
HPVAD 100 #06 cpimainl, HPY 44 1HE (G copmatml
HPWVES 1.00E +08 copl sl HPW B 100E0E c of el
HPVET 1.00E =0 coplmmiml. HPY 100E-Df copesml
HPVTD 1.00E =06 coplesinl. HPYV T1 10CE =06 coplesiml
HPVTEZ 1.00E #06 copdamiml. HPY &3 100Es0E copeaiml

3 Precibon
Th coalficart of v al o (V.5 of the 1 val us of sach genctis with n and Bsbyeen batches B ol mone than 56
A Lirni of DaticBon
Limitod detedion shudy has been conduded on 23 bypes o MR DA ard the limit of detection for each genobype s deter mined bo be 400 copesiml

5 rdedering substances
Thiss il i ccrcartrad o iy il 5 and | ibersnenc & ¢ ol orm of e e led | rareing sl trces am as idicwa
a Lewal Wiwtibhar Bere is
Hamigglobin gL MO
Lkt 100E + 07 colls 'mL N0
Coardcad misos 10% HO
Confracepdve gus 12 [a]
Vaginal lvage 05 WO
A furagal cindmasnd conbadning 2% d olr massle Q5 HO
Anfifungal cinfment containing 4% miconazcle 12 [a]
“Vagiral lubricant 0% 2]
Precautions
1. Thee proiuet cam onky b ussed for in Wi diagrosia. Plesss read the product mancal canshl |y befons qeeraticn
Doc. #: HPV 23 Genotypes Manual Doc. Version: V00

2



2 1A dapoaabie sbide cerdcal sampler Grdudng cerdcal Brish and coll fressralion sckaicn] B ued for sampde collection, and the speciic aepa areas folows
Fiod faimaal e wihs Pt 5 Lsipai e corvical it o, ool ol iabed ool from {h ceri. LS @ @ colion swals 0o wip e e e ive 56 ond of e cerdcd opening. U e ancdher
wwabdor cervical brush) that has been soakedin saline and insert |tho the cerdcal mouth. Genlly press | and rotabe|t dodswisefor 3 < cirdes to ool lect efolatedcells. Place the swab
or el brushwith specimien ina sterle seecimen cdledionhibe conbaning sampe sorage reagens. Seal kand send It for debecion

3 Spaciman shorage and delvery
Spacimana colleced via the abows-manticrad msthod can bs wad for mmadiale datecion. or soradal rom terpardurs b les than M koum_ o ol 248 °C for e than 130 hoirs,
oral -20% 4 °Cforless tham 7mentha. Froess- thaw cydes should not exceed 7. Specimens shoukd be anspomsd in & seded fozen micher wih o of in & sealed foam oo with ke
Please dace the specimens af <70 *C b kongberm storage.

Tis | Mathod

1. Pmparafion of reagents | parfomed af eagent preparation regon’|
1.1 Take ot each component from the detection KE and place them ak room temperature. When he componenis' lemperaiure: has reachad roam temperabune, mix them i aber
13 Mix & kinh of HPASPCR Mix i = 38 ) mespactively with HPY Ganctyps- Enayme Mic (n « F pl] (v = rumber of spsdmanm + F quality cortro). Fully mis them b make &
PCRAdaabermix . Centrfugs It at 2000 pm for 10 econds and store £ al 28 " for laber use.
T Proceasing of Spcienens {For fomabd a °Spacimen s S ng region” e gativg conrd hould b ey acted vath the s pecimend toget her |
Fipetts 1ml of spedmen ehent from the specimen collection Bube irfo 2 1.8 mLsteriized cerirfuge ube as the s pacimen bo be bested, and process | as follows
2 1 Pricc | madhed 1 1 6 e ormmanded I e Sampl Feledss Reagent (310138 mandaciund by Sanaar s Bobedh Ine. for fiader add sdr adion aEcading 1o (8 inslr cion i
[F 13
2 2Processing Method 2 I is recommended bo use The Meddc bcid Exradion-Punicaion Kt (5 10018E) manufaciured by Saneune Biobech inc. for nudeic acid esracdion aocording i
5 inst nuction for use.

3. Loasding of Spacimens: (perommed af "sped men processing region]

31 Spacimena and HPY Ganolyps-egaltiog Cortrol © Lead 10l nuclaic add of spedmand and the HPY Genoty e Magatiwe Contol that have been pre-procis ad sbove inti the PCR
neaction tubak @l geting impurities such as cel| debiis) and nepdat £ for 6 times (Losd 10 L of thenid 6iC add o one spadmen fes pecively ino 6 PCR iead o iubes. Be caehd not
b confuse tham |

3 3 HP Ganotypa-Postve Cortrol: Load 10l of the FPY Genciype-Positve Cortrd int the PCR radction hubs and repeal i for & tmea dhe HPY Ganctype- Poaliw Conirl dos not
e pra-irealman|

33 Al 40 Pl of the above- prapansd B Mnds of HPY PCR-Adas b inio & PCR. neaction fubas in seguence Cover th ke lid. (F ek aie bubbles, you can lids with your fingsrs io
remane tham], cenirifuge & at 2000 mm for 10 seconds or shake |f gently by hand und| thans i no obwious drodet on the fube wall

4. PCR Am pificafion (Please reder 10 wser manusl of sach siroment foribe sefings)
4 1Piacs the PCR reaction iubes into e s pedman wil of anplifier. inpul the ssitings of HPY Ganclype-hegatiye Control | HPY Gandy pe-Poailiw Contrel and unk nowna pad man inthes
T RSpCraling 8 b, aind |npl th & pad mena’ names

4 2 Selection of FCH hest chamel
421 Select FAM channal to test HPV fype 511104581 36008
427 Salwct HEX or VIC channal 1o et HPY (lype 18435358 50 82-DMA)
423 Solect ROK channl o best HPY (a5 35 3342 F-DRA and P-globin
4.2 Select CYS chonnel o best MRV (hyped L3082 B07281-0MA)
4.3 Bl cie i paramalen

Ha. St Tarnparaturs Tien Mo, of cychia
MG ey e lion @ec 2 i 1
2 Ty erigyima acth alion [ £ i, 1
Denaburation -] 15 mac m
#inrealing. extersion Aucrescence signal oollection . T 0 mc
4 Do ool ng foptiol | Fo R 10 1

‘Wihanthe sstings are complabed, save hadalings and camy cul the reacdion [ oosdun.
5. Rasall Anabysks (Ploaie nefier 10 s manual of gach instrumend for the settings|
Pl will bk gabvend aubomabicaly whan reachions ane compleied. Adjust Start, End and Thieshoid valus of Baseine accordng bo e analyzed graph (Users can adust the vales
according bo the achual shedon St value can be set bebween 318, and End valse between S0 Ad|ust the amplfication curve o BPYV Genobype-Megabive Condrod o be flak or below
tyaabicld] Make g thal sach poramster aliaf es the reguinments ghen in B Quality Contrel” and mcond C1 valus
& Quality Comml
B 1HPY Gty Misgatie Conirol- Mo CE valuss at FAM, HEXVIC, RO, and VS channs
& 2HPY Genoype-Positive Control- There aretyplcal S4ype amplifcation curves and the fested Ct vakes range from 2460 30 at FAM, MEXMC. ROX_and CY& channel
8.3 The abaowe raquiremants shal be met at the same ime in the mame spenmant. Ctharwme the best regult o eabed a8 invalid and neads tobe rebeated

Pasitive Referance Values
Thicigh the rmearch con elerercs yvalie FO0 aave mathed). the €1 pos e referencs vakas of the dagroaic kil delcting the b gel gers b determined & be 39 and the 01 poslie
T I il o caticting e nipmall conined B o bed 0

Explanation of Dot ction Results
Datermrination of negaive of poaiive Ml
Thee b remults of specmens are detsmined acoordng bo thefdlowng tables

Mo PE R FEAM channed £33, s FHEXcharnelS 39, Mis  IFRON channel £33, M8 IFCYS chamned 539, iRis
1 HE A LAl B MY 38 Cak
2 | MY 44 LRk MRV 38 Eal]
3 HPASNSSRE) HY 51 HY 5 HPV 63 k]
4 HPV{3EEEgibn] HPY 56 HRY 52 P gokin BV 3
Revision Date: 10-10-2020 Page 1/

56



Jons shoukd ot be aoss -used

o ahadd be handied @ if infecicus. Weer lboraloy coals, Eaeciw daposable gloves and change the gicwms often [ mokd oo -Conbam ral o Bty
TS A WA i sl e neheyand el rermanis oLt red imcoal, Sabe and raional regu ations

st b sl by Hhaawwed ak oo bemper abure: and md sedl thomughl y

e N, o CALML ShahK\ T s lbonebveen haman s rd endcs cancr Gl Pl 2502 84 244.205 \

as I, . P opoous oss oniug i oy S cusonti M oman il S RN Ve ey el ecr TH Gt opuoncs. Sysscol, Seon

g Pl Y B 8 s o, ot WorChn. Farghl B, Yo, et of M9 s PORFsescrce Yoo Corvic

c“zr;m; B 2o 5007 0 mow sy B Nmanpegionuii g s vomen B Guhos, W B

wocke — —— ——

VD] i caguascneam oece (] Dule of Mansdactrs

Anexo 6. Reactivos del Kit diagnostico de PCR
Nombre del reactivo Especificaciones
HPV Genotype-Enzyme Mix Tag DNA polymerase, enzima UNG
HPV (16/18/33/39)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgClI2, PCR buffer
HPV (45/59/35/66)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgClI2, PCR buffer
HPV (51/52/53/68)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgCl2, PCR buffer
HPV (31/56/58/p-globin)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgCl2, PCR buffer
HPV (6/26/81/82)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgClI2, PCR buffer
HPV (11/42/43/73)-PCR Mix Primer, probe, dNTPs, MgCI2, PCR buffer
Control Negativo Solucioén salina normal
Control Positivo Plasmido de clonacion que contiene el

fragmento del gen diana.

Fuente: Biotech S, inventor; Biotech S, assignee. Human Papillomavirus DNA (23

genotypes) Diagnostic Kit (PCR-Fluorescence Probing). Indonseia. 2020 Agosto 10.

57



Anexo 7. Pasos de la amplificacion de la PCR

Procedimientos Temperatura

Tiempo

Namero
de ciclos

Reaccion de enzima UNG 50 °C

2 min

1

Activacion enzima Taq 94 °C

5 min

1

Desnaturalizacion 94 °C

15 min

Recocido, extension, recoleccion de sefales de |57 °C

fluorescencia.

30 seg

45

Refrigeracion del dispositivo (opcional) 25 °C

10 seg

Fuente: Biotech S, inventor; Biotech S, assignee. Human Papillomavirus DNA (23

genotypes) Diagnostic Kit (PCR-Fluorescence Probing). Indonseia. 2020 Agosto 10.

Anexo 8. Estadistica de la poblacion de la Facultad de Ciencias de la Salud 2023-2S

(SICOA)
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Anexo 9. Carta de aprobacion definitiva- estudios observacionales/de intervencion

Anexo 25

Nombre del Investigador Principal: Gisnella Maria Cedeiio Cajas,
INSTITUCION A LA QUE PERTENECE: Instituto Posgrado de la Universidad Estatal del Surde Manabi

ASUNTO: REVISION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION (observacional/intervencién)

Por medio de la presente y una vez que el protocolo de investigacion presentado por el (la) Sr (a),
ella Maria Cedefio Cajas, que titula "Determinacion de los genotipos del VPH y los diferentes grados de
nes citologicas en las estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
Cl unborazo durante el pcnodo 2023- 2025 Rlobumba lu.uador" ha mgmsado al Comité de FEtica de

(version I) y cuyo obdngo asignado es 1692888695, luego de haber sido revisado y evaluado, dicho proyecto
esti APROBADO para su ejecucion en la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
“himborazo durante el periodo 2023-2025. Riobamba, Ecuador al cumplir con todos los requerimientos éticos,
metodologicos y juridicos establecidos por el reglamento vigente pam tal efecto.

‘j‘ mo respaldo de lo indicado, reposan en los archivos del CEISH-ITSUP, tanto los requisitos presentados

por el investigador, asi como también los formularios empleados por el comité para la evaluacion del
cionado estudio.

En tal virtud, los documentos aprobados sumillado del CEISH-ITSUP que se adjuntan en fisico al
presente informe son los siguientes:

Copia del protocolo de investigacion " Determinacion de los genotipos del VPH y los diferentes grados
de lesiones citologicas en las estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Chimborazo durante el periodo 2023-2025. Riobamba-Ecuador", Nro. de version 2
#1692888695, fecha de aprobacion 16 de septiembre 2023 y Nro. de hojas (27),

Documento de consentimiento informado, Nro. de hojas (5).

Otros Instrumentos presentados y aprobados, segin sea el caso: Carta de autorizacion fecha de
aprobacion 28-07-2023 Nro de hoja 1., Carta de interés fecha 18-08-2023 Nro de hoja 2, Declaracion de
conflicto o no conflicto de intereses fecha 30407-2023 Nro de hoja 1, Cumriculo Nro de hojas 23, Carta
de compromiso del investigador principal fecha 18-08-2023 Nro de hojas 2, Solicitud de Evaluacion
Nro dehojas 1.

Cabe indicar que la informacion de los requisitos presentados es de responsabilidad exclusiva del
investigador, quien asume la veracidad, originalidad y autoria de los mismos.

Asi también se recuerda las obligaciones que el investigador principal y su equipo deben  cumplir
durante y después de lagjecucion del proyecto en la(Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional de Chimborazo).

Informar al CEISH-ITSUP la fecha de inicio y culminacién de la investigacion,
Presentar a este comité informes periddicos del avance de ¢jecucion del proyecto, segiin lo estime
elCEISH-ITSUP.
Cumplir todas las actividades que le corresponden como investigador principal, asi como las descritas
en el protocolo con sus tiempos de ejecucion, segiin el cronograma establecido en dicho proyecto,
_vigilando y respetando siempre los aspectos éicos, metodologicos y juridicos aprobados en ¢l mismo.
\plicar el consentimiento informado a todos los participantes, respetando el proceso definido en el
rotocolo y el formato aprobado.
\ flnalllar la investigacion, entregar al CEISH-ITSUP el informe final del proyecto.

tentamente,

Dr. Mabel Sénchez Rodriguez Dr. Roberth Zambrano Sant
Presidenta del CEISH- Secretario del CEISH-
ITSUP ITSUP

Q carcia Morena y Amarica ﬁ 593-5-2636514 @ 097 854 7839
ookl Am
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