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RESUMEN

Introduccion: El Virus del Papiloma Humano (VPH) esta asociadeatamente
con el desarrollo del cAncer de céndbjetivo: tipificacion y asociacion de VPH
de alto riesgo en pacientes con LIEAG y cancecéwix que acudieron a la
consulta externa del ION SOLCA-GUAYAQUIL, duranteperiodo 2013- 2014.
Metodologia: el presente estudio fue de tipo descriptivo, olmmonal y
analitico, los examenes utilizados fueron el padaou, colposcopia, biopsia de
cérvix y tipificacion viral del VPH mediante ADNa¢ muestras analizadas fueron
de 175 paciente®Resultados:el subtipo detectado con mayor frecuencia fue el
genotipo 16 (25%), seguido del 58 (12.50%). El pajmau ha demostrado ser
uno de los pilares fundamentales en el cribado getectar LIEAG y Cancer de
Cérvix. Conclusiones:el virus causante del Cancer de Cérvix y LIEAG de
mayor frecuencia fue el genotipo 16 (0,44) y ekh8in (0,024), y el genotipo 58
(0,26), cabe indicar que al realizar el cribadotquoon la tipificacion viral
demostré ser unos de los mejores diagndsticosdedeatar la presencia del virus

y poder ayudar a la prevencion del cancer de cérvix

Palabras clave: Genotipificacion, LIEAG, Papiloma Virus Humano, €én

de Cérvix.
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ABSTRACT

Introduction: Human papilloma Virus (HPV) is directly associateith cervical
cancer developmenObjective: Typification and association of highly presence
HPV for High Risk Squamous Intraepithelial lesiofdRSIL) and cervical
cancerpatients seekingfor treatment through exteoresultation at ION SOLCA-
GUAYAQUIL, during period 2013-2014Methodology: The present study was
of descriptive observational and analyticaltypdse txaminations used, these
were papanicolaou, colposcopy, cervical biopsy amdl typification of HPV
through DNA, samples analyzed, these were frompients, Results: Detected
subtype with higher frequency was the genotype 2%, followed by 58
(12.50%). Papanicolaou has shown to be one ofutngaimental pillars on cribado
to detect HRSIL and cervical canc@onclusions:Virus causing cervical cancer
and HRSIL of higher frequency was the genotype,84) and 18 (0.024), and
the genotype 58 (0.26), for instance, cribado &shg with viral typification
shown to be one of the best diagnostic tools tealetirus presence and for
instance, to be able to prevent cervical cancer.

Keywords: Geno-typification, HRSIL, Human papilloma virus, r@ieal

cancer.
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1. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) es el uUnico sirasociado
directamente con el desarrollo del cancer en ekttdraano-genital,
sefialandosele como su agente etioldgico. Infestanlacosas y las superficies
cutaneas, y provoca la aparicién de verrugas o regnepiteliales. Hasta el
momento se han logrado identificar mas de dosaeigos virales clasificados
segun la homologia de sus genomas (Vargas-Hernah€e@ y Walboones,
1999).

Segun Gil (2009) la infeccién por VPH es un temaedtudio amplio que
estd en constante discusiéon debido a la identificade una serie de subtipos
qgue se relacionan con verrugas genitales o caneercévix. Gil y
colaboradores han reportado que los subtipos guertiuna mayor relacion
con estos problemas son el 16 y 18. Pese a essterewxarios factores que
pueden inducir una carcinogénesis de cérvix com@aadad, el uso de

contraceptivos orales, el tabaquismo y la co-infecyIH.

Como ya se mencion0, estudios han establecido & ®#mo principal
agente etioldgico del cancer de cérvix, demostraadpe el 95% de mujeres
con cancer cervicouterino estan infectadas connaggnotipo del VPH. La
transmision de este virus ocurre de persona a merpor contacto directo
basicamente via sexual (Cortes y Leal, 2001). Estuthan demostrado
también que cerca del 12% de la incidencia murdkatancer de cervix se
debe al VPH, siendo el genotipo 16 el de mayorglegia. Por tal motivo la
fabricacion de la vacuna se han perfilado por gsteotipo (Sanclemente,
2003).



El cancer de cérvix es la neoplasia maligna masiooen los paises que se
encuentran en via de desarrollo, donde la incideteiesta enfermedad llega a
40 casos cada 100,000 mujeres. Se ha estimadangaémente se presentan
aproximadamente 500,000 casos nuevos en el munibs deales 80% ocurre
en paises en vias de desarrollo. Estudios hanitdegoe la infeccion por el
VPH es una de las enfermedades de transmision Isevsafrecuente en las
mujeres y que algunos factores pueden influir emfieccion como son: la
edad, la raza, alto consumo de bebidas alcohdliedsquismo, el uso de
anticonceptivos orales, el numero de parejas sesual trauma cervical
durante el parto, factores genéticos y ciertooofasthormonales endégenos y

asociados con el embarazo (Hernandez-Gtdi, 2005).

En la actualidad, ensayos moleculares son utilg@doa el diagndéstico y la
tipificacion de VPH: eltestde captura de hibrido#iybrid Capture, Digene
Diagnostics INC. Silver Spring, Maryland EE.UU) aprobado por la FDA
(Food and Drug Administrationy la reaccion en cadena de polimerasa (PCR

en tiempo real) (Jastreboff, 2002).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad no existe una prueba seroldgicdiaie que permita
diagnosticar la infeccion por VPH; lo que dificultel desarrollo de
investigaciéon en cuanto a VPH. EIl desarrollo deepas diagndsticas ha
enfrentado los siguientes problemas: a) existe mmrwcimiento sobre los
mecanismos de respuesta inmune del huésped aelziin y la evasion de
esta respuesta por parte del virus; b) no pod@oder de una proteina viral
suficientemente antigénica y en cantidades abueslapara desarrollar la
prueba; y c¢) la incapacidad de poder cultivar rlsvin vitro, debido a que éste
sé6lo prolifera en células diferenciadas permisivastas no pueden mantenerse
en cultivo (Molderet al, 2005).



Puesto que el VPH es considerado el agente etiol@lgl cancer cervical, y
se ha establecido como el principal factor de desg el desarrollo de esta
enfermedad, surge la necesidad de disponer de gwuebe permitan el

diagndstico temprano de la infeccion por VPH (&dusiff, 2002).

Aunque las mayorias de lesiones que produce el 84PHbenignas, existen
algunos genotipos que mantienen una intima relactdncancer de cérvix,
cancer anal y la epidermodisplasia verruciforme. é&e motivo las lesiones
causadas por VPH se han clasificado en lesionaft@enediano y bajo riesgo
de acuerdo a su poder oncogénico. San Clementeaepee en el 2013 el
11.8% de la incidencia de cancer de cérvix a muahdial se debe al genotipo
VPH16 seguido por el VPH18.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Tipificacion molecular del Virus Papiloma Humano emestras de mujeres
con lesiones cervicales de alto grado y cancerédgxc atendidas en el Area
de Colposcopia en Consulta Externa de SOLCA. Pe26d3-2014.

3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar la frecuencia de las lesiones cervicatks alto grado y
cancer de cérvix en pacientes atendidas en el dee2olposcopia en Consulta
Externa de SOLCA.

2. Determinar el genotipo de mayor frecuencia en lasstnas estudiadas.

3. Analizar el diagnostico clinico de Papanicolaou glpBscopia en
relacion al genotipo presente en las muestra apaio cervico vaginal de las

pacientes atendidas en la consulta externa de SOLCA



4. MARCO TEORICO

El virus del papiloma humano es un tema de estgaiéoesta en constante
discusion debido a una serie de subtipos que seigehn con verrugas
genitales o cancer de cérvix, Gil, (2009) expresa lgs subtipos que tienen
una mayor relacion con estos problemas son el 18, \pero existen varios
factores que pueden inducir una carcinogénesigixacomo la paridad, uso

de contraceptivos orales, tabaquismo y VIH (AngéQ9).

Estudios establecen al VPH como principal agentéogico del cancer de
cervix y se ha demostrado que el 95% de mujerescanner cervicouterino
estan infectadas con algun genotipo del VPH. Landmasion de este virus
ocurre de persona a personas por contacto diredcdmente via sexual.
(Cortés, & Leal, 2001). Estudios han demostrado cgrea del 12% de le
incidencia mundial de cancer de cervix se debdrak\el papiloma Humano,
siendo el genotipo 16 el de mayor prvalencia, poatzon los estudios por la
fabricacion de una vacuna se han perfilado por gsttipo (Sanclemente,
2003).

Aungue las mayorias de lesiones que produce et delipapiloma humano
son beningnas, existen algunos genotipos que mantiena intimarelacion
con cancer de cervix, cancer anal y la epiderméaigpverruciforme, por este
motivo las lesiones causadas por VPH se han daddi en lesiones de alto,

mediano y bajo riesgo de acuerdo a su poder oncmgé&anclemente, 2003).

Sanclemente, 2013 expresa que el 11.8% de la mualale cancer de
cervix a nivel mundial se debe al genotipo VPHé&gusdo por el VPH18. El
conocimiento de la biologia del VPH es importantgappoder entender la
carcinogénesis cervical, se ha descrito evidengidemiologica y molecular



sobre la relacion del papiloma virus humano en ebadollo de la

carcinogénesis (De la Fuente-Villarreal et al, 2010

El cancer cervicouterino pertenece al grupo deplascipales neoplasias
malignas que afecta a las mujeres de nuestro gattoyel mundo, la infeccion
por vph es un importante problema de salud publieaa lo cual se han
identificado a los sectores con mayor riesgo delidiactores como inicio
temprano de la vida sexual y multiples parejas @lesuDe la Fuente-Villareal
et al, 2010).

CA de cervix es el cancer mas comun en los paisese encuentran en via
de desarrollo, donde la incidencia de esta enfesithdldga a 40 casos cada
100.000 mujeres. Anualmente se estima que se pagsaproximadamente
500.000 casos nuevos en el mundo de los cualeso8Qfie en paises en vias

de desarrollo (Hernandez-Giron et al, 2005).

Estudios han descrito que el VPH es una de lasrmeatiades de
transmision sexual mas frecuente en las mujerganas factores que pueden
influir en la infeccibn son la edad, la raza, attonsumo de bebidas
alcoholicas, tabaquismo , uso de anticonceptivaéesr numero de parejas
sexuales, trauma cervical durante el parto factgeegticos y ciertos factores
hormonales endb6genos y asociados con efi embaraznafttiez-Girén et al,
2005).

Durante el embarazo ocurren diversos cambios digicbs e inmunologicos
en el epitelio cervical que predisponen un incremele riesgo de infeccion
por VPH y su progreso, estudios han determinad@umaalencia de infeccion
de VPH de alto riesgo de 37.2% (Hernandez-Girci, &005).



4.1. Marco referencial

Genotipificacion del virus de papiloma humano enjamas con hallazgo
citolégico de lesion escamosa intraepitelial de lgmpdo (LSIL) o de significado
indeterminado (ASC-US) en Bogota, Colombia

El virus de papiloma humano (VPH) es el principattbr de riesgo
asociado al cancer cervical, y es la causa de enmefis comun por cancer
entre las mujeres en Colombia. Por tanto, credatetés a nivel mundial y
nacional por mejorar las estrategias de controlagrwstico de la infeccion;
incluyendo técnicas de diagndstico molecular qatifiquen y diferencien
tipos virales especificos para asi tener mejomeint@ento de la dinamica del
virus en la historia natural de la infeccion port\/P

En el presente trabajo se detecto el VPH en 36Rmas diagnosticadas
con lesiones ASC-US o LSIL en su citologia, perterdes al programa de
tamizaje de cancer de cérvix de la EPS Sanitas.&802 de estas muestras se
les pudo realizar genotipificacion por Reverse LBlet, de éstas el 20,5%
(62/302 pacientes) fueron positivas para vph; ilpsst virales de alto riesgo
estuvieron presentes en el 82,2% y los de bajgaje=n el 17,8%. Por primera
vez se realiza un acercamiento a la descripcidtipds virales especificos,
encontrados en muestras con diagnostico citolodedASC-US o LSIL en

Bogota (Farfan., Garcia., Arias., Morales., IsazAr&tizabal, 2010).

Deteccion vy tipificacion de virus papiloma humamolesiones preneoplasicas del

cuello uterino mediante PCR-RFLP

Antecedentes: La asociacion de diferentes genotipbsirus del papiloma
humano (VPH) con el cancer cervical es bien cormoc®in embargo, existe



poca informacién acerca de su asociacién con lesipne-cancerosas. Objetivo:
Evaluar la frecuencia de los diferentes genotip@d/BH en lesiones cervicales
precancerosas. Material y métodos: Una muestrace¢rse obtuvo mediante
cepillado en 15 mujeres con lesiones de bajo gyadld mujeres con lesiones de
alto grado, sometido a la conizacion por asa @eguirargica (LEEP). La
deteccion vy tipificacion del virus se utilizo laaceion en cadena de la polimerasa
y el polimorfismo de longitud de fragmentos denesibn. Resultados: Todas las
mujeres fueron infectadas con el VPH. El ochenteingo por ciento de las
muestras se tipificaron. Un Unico subtipo de HPVereontrd en 76% de las
mujeres. El catorce por ciento tenia una infeccidm multiples subtipos y en el
10%, el genotipo viral no fue identificado. Los spbs mas frecuentes
corresponden a VPH 16, VPH 52 y el VPH 53. Conohess: Existe una alta tasa
de la infeccién por VPH de alto riesgo oncogénintree estas mujeres (Aedo.,
Melo., Garcia., Guzman., Capurro & Roa, 2007).

Evaluacion del Papanicolaou y la colposcopia ahiagnostico de la infeccion

Por el virus del papiloma humano.

Objetivo: Comparar la eficacia de la citologia yctdposcopia en el diagnéstico
de las lesiones cervicales del virus del papilomandno. a) Determinar la
especificidad y sensibilidad del Papanicolaou ea dlinica de displasias, b).
Determinar la sensibilidad y especificidad de lpascopia, c) relacionar ambos
hallazgos con el diagndstico definitivo (histopéatpto), d) Conocer los factores
de riesgo de mayor prevalencia en la poblacionstiede con infeccion por el

virus del papiloma humano. Resultados y Conclusioha colposcopia mostré
una sensibilidad del 83% contra 41% de Papanicolaona especificidad del

66% menos que el 86% del frotis. Los factores éggo hallados coinciden con
los informados en el resto del mundo: niamero dejpsisexuales, multiparidad e
iniciacion temprana de actividad sexual (Zamudifepeda., Rodriguez &

Tenorio, 2001).



4.2. Marco teorico

4.2.1. Papiloma virus humano y embarazo

Durante la gestaciéon ocurre una leve inmunodepresitular, apareceran
paulatinamente cambios hormonales, presencia deormegscularidad y
cambios inmunologicos que permitiran el desarrdio condilomas. En las
lesiones asintomaticas y en las extensas se uditick tricloroacético para el
tratamiento, las grandes se extirpan después dwmepitrimestre (Vargas-
Hernandez, 1996).

Tras descartar la presuncion de cancer se debevabbasta que finalice el
embarazo y se debera continuar con tratamientotiueh post-parto. Existe la
posibilidad de contagio de la madre al feto durahfgarto o intrauterino tras el
contacto con el liquido amnidtico a pesar de aquell es necesaria la cesarea

hasta que no exista obstruccion del canal del feemas-Hernandez, 1996).

4.2.2. Identificacion de mecanismos de transmisibel virus papiloma

humano en mujeres infectadas

Las infecciones por HPV son mundialmente conocigassu asociacion al
cancer cervicouterino tras la presencia de indiesl que vuelven a las
personas vulnerables al contagio inminente comaguser: inicio temprano
de la actividad sexual ya sea genital, anal u oatias parejas sexuales,
multipariedad, fomites, via transversal, iatrogemiedica tras la exploraciéon
ginecoldgica con el mismo guante y material maerdstado o reutilizado
(Hernandez-Colin et al, 2006).



4.2.3. Evaluacion del Papanicolaou y la colposcopia el diagndstico de la

infeccién por el virus del papiloma humano

El HPV es el causante de una serie de patologragrses localizadas en la
piel y malignas que tienen relacion por la presedei verrugas en membranas
mucosas Yy se asocian como etiologia principal phi@@ncer cervicouterino
(Zamudio et al, 2001).

El tratamiento puede ser complicado debido a quexiste evidencia de un
tratamiento especifico y las técnicas utilizadasotadpicas y ablactivas, solo
consideran la eliminacion de la verruga superficaite sin considerar
aquellos agentes que circulan por el torrente saeguo las que estan

alrededor de las lesiones (Zamudio et al, 2001).

4.2.4. Papilomavirus virus humano (vph)

Es un virus oncogénico, no envuelto, de ADN cacuoble cadena, que
pertenece a la familia Papoviridae. Su genomafestéado por 7900 pares de
base, posee una capside icosahédrica, de un diddef0 a 55 nm y que esta

compuesta por 72 capsémeros (Molden, 2005 y Jastren02).

El cAncer de cuello uterino es un problema de galiidica a nivel mundial
se encuentra en un 99,8% de todos los casos aptas@ intracervical, la
infeccién por VPH es un factor fuertemente predatile las lesiones intra-
epiteliales escamosas cervicales subsecuentes gbltincer cervical es una
enfermedad prevenible porque tiene una causa amoouede ser prevenido
con un cuidadoso tamizaje y un seguimiento adecdadaresencia del VPH
aumenta el riesgo relativo de desarrollar canced, \&ces mas que aquellas

pacientes no portadoras, La linea epitelial detdranogenital es el blanco de
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la infeccion, al momento se han descrito mas de {€fbtipos distintos
(Gonzalez, 2006)

4.2.5. Genotipos de VPH

Los genotipos del VPH que afectan al tracto gefttaica de 25 genotipos)
son clasificados por su potencial malignidad enstide alto (16, 18, 45, 46,
53, 55, 56, 58, 61, 66, 68, 70, 73), mediano (3153552) y bajo riesgo (6, 11,
40, 42, 43, 44) y 6, 11, 42, 43, 44 se asociarsi@ries genitales benignas,
como condilomas (lesiones intraepiteliales escamsshsecuentes bajo riesgo
(SIL). Las variantes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, B4, 56, 58, 59, 68 estan
involucrados en la patogénesis de lesiones intelgdes escamosas
subsecuentes de alto riesgo (HSIL) y cancer invdsatre las cepas de mas
alto riesgo, los tipos VPH 16 y VPH 18 estan altafmemplicados en los
carcinomas cervicales. EL ADN del VPH 16 ha sidmalzado en mas del 50
% de los carcinomas de células escamosas, mienteasl ADN del VPH 18
ha sido encontrado en méas de la mitad de los cdsoadenocarcinomas
(Hernandez-Girén, 2005).

Los riesgos para el desarrollo de cancer cervid@ren mucho entre los
individuos infectados con VPH anogenital de bagsgb y personas infectadas
con VPH anogenital de alto riesgo. Por esta ragém valioso conocer el
genotipo exacto presentes en las muestras climdsagenotipos de estudio han
sido en gran medida limitada a estudios epidemioddgy han utilizado una
variedad de tecnologias, algunas de las que sativeehente de baja
resolucién que limitan a los genotipos que puatdntificar (Aedo € al,
2007).
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El VPH del hombre, es ubicuo en las comunidadesjymiendo infecciones
en la mayoria de los nifios, como se demuestra bactb de que la mayoria
de los adolescentes que ya tienen anticuerposobalge que la gran mayoria

de las infecciones sean subclini@@gconi, 2000).

4.2.5.1. Genotipificacion y secuenciacion

La clasificacion del HPV esta determinada por lzusacia nucleotidica de
la regidén L1 del Genoma que codifica la proteinagipal de la capside y es la
region del virus que se encuentra altamente coadar(Aedo et al, 2007). Los
tipos de HPV que infectan el tracto genitouringmieeden ser de alto riesgo y
de bajo riesgo segun la potencia oncogénica o asieplque contenga el virus
presente (Picconi et al, 2000).

El método mas sensible para realizar la detecaddRV es la Reaccion en
cadena de la polimerasa, se han descrito difergmtgecolos de PCR para
poder detectar una amplia gama de genotipos de péiiendo de secuencias
especificas del genoma viral, para poder genatguifiel HPV se han utilizado
distintos métodos entre ellos los mas usados OR{RFLP) y Secuenciacién
(Aedo et al, 2007).

Capogrosso y colaboradores estudiaron el nivebdeamiento que tenian
pacientes sobre el VPH en una poblacion de 934sledales solo el 51. %
tenia conocimiento sobre la infeccion vy los efeael vph, mientras que solo

el 36,5 % sabia sobre la existencia de la vacuapd@rosoet al, 2014).

Por otro lado el papel de los factores genéticohaseonvertido en otro
factor importante ya que pueden modificar o estdluenciados en la

carcinogenesis, las razones de por qué algunogdods son mas susceptibles
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a infecciones por vph mientras que otros no logtasarrollar un proceso
oncogénico, no estan claras, pero podrian obedecesriaciones génicas
(Habbous et al, 2014 y Zamudio, 2001).

4.2.6. Genética

Estudios recientes han demostrado la capacidadféoramante de estos
virus, el modo especifica de su integracion, ldigpacion de genes virales en
el mecanismo de la transformacion y el controlacgfular en la modulacién
de su expresién, un componente importante es kispamcia del virus y la
influencia de otros factores: enddgenos, depereBei¢l huésped o exdégenos
relacionados con el medio ambiente que pueden oadifh expresion o los
efectos del HPV (Melo, Garcia, 2010).

tempranos, E6 y E7. Las proteinas E6 y E7 actUanfinendo con la funcion
de las proteinas celulares Rb y p53, concretamEiitee une a Rb, y E6 activa
la degradacién de p53 por una proteolisis mediada ybiquitinas los

productos genéticos se designan E (early-temprdNhsjoz-Sandoval, 2012).

Las alteraciones de las células cancerosas sowa@adas que pueden
estudiarse desde distintos puntos de vista: loaalgerminales, tumorales y
tisurales, finamente genotipica y moleculares.rBt@so canceroso ejerce una
influencia directa sobre la propia célula y su ndaid (efecto local) o sobre la

totalidad del organismo (efecto generalizado @sigtico) (Mufioz, 2012).
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4.2.7. Aspectos epidemioldgicos, carcinogénicoagdodsticos y terapéuticos

El HPV es uno de los principales agentes etiol@yicausantes de cancer
anogenital con diseminacion mundial imposible deadécarlo debido al
fracaso de antirretrovirales, a su alta recidivancique no existan agentes
farmacoldgicos especificos, es necesario implemdamtarevencion con toma
de muestras citologicas, semestrales o anualess@lde mecanismos de
barrera masculinos sumados a los buenos habitaenitigs (Vargas-
Hernandez, 1996).

Las infecciones por el virus de papiloma humano ctssifican en
asintomaticas cuando no se observan aormalida@ésliggnostico se realiza
mediante tecnicas moleculares, Subclinicas cuarddetectan lesiones por
colposcopia y clinicas cuando se presentan condBoatuminados (Vargas-
Hernandez, 1996).

La alta incidencia y prevalencia de las infecciopes HPV es debida a la
alta promiscuidad sexual entre los individuos. tangmision sexual es alta
pero existen otros mecanismos tales como: autoiacion, fomites, iatrogenia
tras el uso del mismo guante en la exploracion cgidgica y anal, con
material no esterilizado o reutilizado y en mujengiles, confirmado con
PCR (Vargas-Hernandez, 1996).

Las mujeres blancas tienen mayor posibilidad degotar condilomas que
las mujeres negras 2:1 entre los 16 y 25 afodiéenihay mayor incidencia
de malignidad en el tejido femenino que en el maszulebido a las zonas de
transicion (ZT) que las mujeres presentan en sudadvgenital pero esta
posible malignizacion es debida o no a causa dénrdaunidad celular
dependiente de cada individuo, existiendo la phld#nd de involucion

espontanea de las lesiones (Vargas-Hernandez,.1996)
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4.2.7.1. Diagnostico

La electroforesis se la ha definido como el praméeinto IN VITRO que
permite separar biomoléculas basandose en la cglégdrica que contienen
mediante un campo eléctrico, para este procedimisatutilizan capilares que
miden aproximadamente de 75 a 100 cm de largaliénetros internos de 50 —
70 — 100 um y didmetros externos de 300 a 400Gastégnino, 2000).

La ventaja de esta técnica se basa en el capilailide fundida que con
regularidad se cubre con una capa de proliminaquareederle mayor resistencia,
la luz UV pasa por una ventana de tal manera gpeege visualizar el estado de
la electroforesis, mediante este procedimientousele separar proteinas, acidos

nucleicos, cationes, aniones y macromoléculas égasto, 2000).

La electroforesis capilar es una técnica usadaagas/ramas una de ellas es la
Biomédica y mediante este proceso podemos sepatainas, péptidos, ADN, y
realizar analisis de liquidos de perfusion, numeid de drogas, marcadores
genéticos tumorales y neurobioquimicos , drogashiéticas de abuso y pericias
forenses (Castagnino, 2000).

4.2.7.2. Pcr en tiempo real

La gPCR o Reaccién en cadena de la polimerasampdi real es una técnica
basada en la PCR convencional que permite obtepéiscde cadenas de ADN a
partir de un ADN molde brindando una gran cantidaddatos, especificidad y

sensibilidad en el proceso (Vninueza-Burgos, 2009).

Una de las ventajas de la gPCR es que el procattoni®mpleto ocurre en el

termociclador, de esta manera se disminuyen riesg@®ntaminacion, el sistema
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esta compuesto por dos componentes: elementoso®ptyc marcadores
fluorescentes que permiten cuantificar la ampldiéa (Vinueza-Burgos, 2009).

5. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

El 80 % de las pacientes con LIEAG y Ca de céatendidas en el area de
Colposcopia de la consulta externa del ION-SOLCAayaguil presentan VPH
de alto riesgo.

6. METODO

6.1. Justificacion de la eleccion del método

Es tipo cuantitativo debido a que se conoceradaqicia de los genotipos
del VPH en la poblacién de estudio, y cualitativ@ que se describe las

patologias causadas por el VPH de acuerdo al ca#idico de las pacientes.

6.2. Disefio de la investigacion

El presente estudio fue de tipo descriptivo-obsaovel y analitico debido
a gue tiene como propésito a partir de variablegaestigar como se
encuentran en la poblacion seleccionada las vasaj@notipicas del Papiloma
virus humano, segun el periodo de estudio y deedoahsversal, debido a que
se estudia las variables en un determinado momeatiendo un corte en el
tiempo, ya que tiene como objetivo determinarpéitiacion molecular en las
muestras de mujeres con lesiones cervicales degadtip y cancer de cérvix
atendidas en el Area de Colposcopia en Consult@rizxt|/ON-SOLCA
Guayaquil.
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6.2.1. Poblacion y muestra

En conjunto la poblacion de este estudio estuvatiaido por todas las
mujeres que acudian al Area de Consulta Extern@€algoscopia de ION-
SOLCA Guayaquil en el periodo de estudio 2013-2Q&4muestra se tomaba
en aquellas mujeres con diagnostico de lesion carde alto grado y/o cancer

de cérvix diagnosticada por PAP o biopsia de cuppia.

6.2.2. Técnica y recogida de datos

En el Area de Colposcopia de SOLCA se canalizénteedista de cada
paciente y se les realizé un examen fisico compéetdes explico los objetivos
del proyecto y se obtuvo un consentimiento infalongor escrito de
participacion. Se llené ademas una hoja de datescgatenia informacion
personal asi como de su PAP, el resultado de posobpia y las biopsias. Se

realiz6 ademas un consejeria a cada caso de nparécalar (Anexo # 1)

Mujeres en etapa reproductivas de 20 a 35 afios (en esta variable se incluyo

los niumeros de pareja sexual).

Grupos etarios: se tomaron en cuenta de 20-29 afios y 30-39 afios.

Raza: Esta variable se determind mediante una clasiina@cial de nuestro

medio las razas seran indigena, mestiza, blancagaflatoriana y asiatica.
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6.2.3. Técnica y modelos de andlisis de datos

El presente estudio se realizé en cuatro fases:

6.2.3.1. Fase 1 Seleccidn y recolecciéon de datos

Se seleccioné a todas las mujeres derivadas a Haulkta externa de
Colposcopia con un Papanicolaou o un resultadaagesian del cuello uterino

gue indicé lesion intraepitelial de alto grado aa&r de cérvix.

El Papanicolaou es el método de pesquisa pobkgmmr excelencia, que
evalla los cambios morfologicos de las célulaslexfas en forma espontanea
o inducida de células normales o patologicas dell@uuterino. Con la
colposcopia realizé el estudio directo del cuellerimo con un microscopio,
acido acético al 5% y lugol para encontrar lesiaccmssadas por el VPH, las

que resultaron positivas a lesiones se le tomdiomsia de la zona a estudiar.

Se realiz6 la encuesta en la hoja de datos, seéxdlmotivo del estudio y
si estuvieron de acuerdo firmaron el consentimianftrmado. Ademas de dar

consejeria personal a cada paciente escogida (Ah2xo

6.2.3.2. Fase 2 Toma de muestra

Con la paciente en posicion ginecolégica, se quidc a insertar
cuidadosamente un espéculo hasta llegar al cduago con la ayuda de un
cepillo endocervical que se inserta en el exo {epdel endocérvix en sentido
de las manecillas del reloj se tomé la muestraaqumenia células y mucosa

que se colocd en un recipiente con medio de toatespy fue llevado al
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Instituto de Biomedicina de la UCSG para procesatoiy posterior analisis.
La genotipificacion se realizo en el laboratoriovitelogia del INSPI (Anexo
# 3).

6.2.3.3. Fase 3 Extraccién del materia genético

Las muestras obtenidas fueron llevadas al Instidgtdiomedicina de la
Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquil,ddeaolocadas a 4°C. Luego
se registro con un codigo interno y posteriormgrasaron a congelacion a -
25°C hasta el andlisis. Se cre6 una base de datoslos codigos ya
establecidos de las muestras tomadas de las pEciedemas datos recabados

con la hoja de datos (Anexo # 4).

Para el analisis molecular se efectud el procesexttaccion de ADN del
hisopado cervico mediante kit comerd@aliaGensiguiendo el protocolo de la

casa comercial (Anexo # 5).

Una vez obtenido el material genético se procedia amplificacion, se
utilizaron los primers My09/My11 que amplificaron fragmento de 450 bp. El
analisis de los productos de amplificacion se zéalinediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, en el laboratorio de viralagi INSPI.

Oligonucleétido MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC

Oligonucleétido MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG

Codones degenerados: M=A+C R=A+G
W=A+T Y=C+T

Tamano del amplicdn 450 pares de bases
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Una vez realizada la mezcla se llevo al programaamplificacion 3
minutos a 95 °C, Posteriormente 35 ciclos que yechn los pasos de
Desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, seguidéaeiase de Hibridacion de
los cebadores a 55 °C por 1minuto, la Extensié@ &C7durante 1 minuto y
Finalmente 10 minutos a 72 °C para completar etqeo de polimerizacion.
Los productos amplificados fueron guardados a -Q0h&sta realizar la

tipificacion.

6.2.3.4. Fase 4 estudio del Genotipo

En el INSPI se realiz6 la técnica de reaccion ateia de la polimerasa
empleand@rimers genéricos que se basoé en el uso de los llamautiveets

degenerados” MY9, 11 (Manos y col.ppomers “consensus”.

Estos nos permitieron amplificar un fragmento deodmadamente 450
pares de bases, respectivamente correspondiemtaegibn L1 del genoma
viral. Por ser esta regién altamente conservadaosthle de esta manera
detectar un amplio espectro de VPH que habituakeneméctan el tracto ano
genital.

Una vez obtenido estos productos amplificados aézéeel proceso de
genotipificacion para poder conocer el genotipoaipoblacién de estudio
mediante Q-PCR en la cual nos permitié visualizaramplificacion del
material genético mediante la cuantificacion alisojula visualizacién de una

curva de amplificacion.
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6.2.3.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron ingresados a una hegréhica de Excel para
luego ser analizada con el programa estadisticoSSRSsion 21.00 para
Windows (IBM, SPSS, Armonk, NY, USA). Se considéracomo

significativas las diferencias grupales pargpun0.05
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7. RESULTADOS

Esta investigacion tuvo como objetivo general Taaif mediante técnica
molecular el Virus Papiloma Humano en muestras dgemas con lesiones
cervicales de alto grado y cancer de cérvix atEsden el Area de Colposcopia
en Consulta Externa de SOLCA. Periodo 2013-2014as muestras fueron
analizadas mediante la técnica Q-PCR en el INSRs$téuto de Biomedicina de
la Universidad Catdlica de Santiago de Guayaquils lesultados obtenidos
fueron analizados y expuestos en tablas y grafigesficando las lesiones
cervicales de alto grado y cancer de cérvix emepses atendidas en el Area de

Colposcopia y el genotipo de mayor frecuencia emlaestras estudiadas.

7.1. UNIVERSO Y TAMANO DE MUESTRA

El universo lo constituyé una muestra de 175 paegercon lesiones cervicales
de alto grado y cancer de cérvix atendidas erres e Colposcopia en Consulta
Externa de SOLCA. Periodo 2013-2014.

22



8. RESULTADOS

Tabla # 1. Distribucion del nimero de casos de aerdo al diagnostico y

al tipo de lesion de alto grado y cancer de cérvix

N=175 Lesiones de Alto grado (64) Cancer de Cérvix (63)
Biopsia de cérvix uterino 59 (92,19%) 60 (95,24%)
Papanicolaou 12 (18,75%) 18 (28,57%)
Colposcopia 44 (68,75%) 43 (68,25%)

Gréfico # 1. Distribucién del nUmero de casos decuerdo al diagndstico y
al tipo de lesion de alto grado y cancer de cérvix.

92 19% 95,24%

68,75% 68,25%

Biopsia de cérvix utrino Papanicolau Biopsia de exocéervix por
colposcopia
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En la tabla y grafico # 1 se observa la distribnaél nimero de casos de acuerdo

al diagnostico el 95,24% biopsia de cérvix uterumo,28,57% Papanicolaou y un

68,25% por colposcopia presentaron cancer de ¢émvientras que el 92,19%

biopsia de cérvix uterino, un 18,75% Papanicolaaun ¥68,75% por colposcopia

para lesion de alto grado.

Tabla # 2. Presencia de los genotipos de VPH y cancer de cérvix

Cancer de Ceérvix (63)

Genotipos de VPH
Genotipo 6
Genotipobl16
Genotipo 18
Genotipo 31
Genotipo 52
Genotipo 53
Genotipo 58
Genotipo 66
Genotipos 16/18/13/52/53/56
Genotipos 82/42

Genotipos no detectable

Frecuencia

25

63

Porcentaje

1,59

39,68

3,17

3,17

3,17

1,59

19,05

1,59

1,59

1,59

23,81

100,00
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Grafico # 2. Presencia de los genotipos de VPH y cancer de cérvix.
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En la tabla y grafico # 2 se observa la preseneitosd genotipos de acuerdo al
diagnoéstico cancer de cérvix, los genotipos de méngxuencia fueron el 16

(39,68%) y el 58 (19,05 %), los genotipos de méremuencia fueron el 6, 13, 18,
31,42, 52, 53,56, 66 y el 82.
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Tabla # 3. Presencia de los genotipos de VPH gil@n de alto grado.

Lesiones de Alto grado (64)

Genotipos de VPH Frecuencia Porcentaje
Genotipobl16 16 25,00
Genotipo 18 2 3,13
Genotipo 31 3 4,69
Genotipo 35 1 1,56
Genotipo 52 1 1,56
Genotipo 56 1 1,56
Genotipo 58 8 12,50
Genotipo 70 1 1,56

Genotipos no detectable 31 48,44
64 100,00

Grafico # 3. Presencia de los genotipos de VPH vy lesion de alto grado.

48,44%

4,69%

1,56% 1,56% 1,56%




En la tabla y gréfico # 3 se observa la presenei#s genotipos de acuerdo al
diagndstico lesion de alto grado, los genotiposndgor frecuencia fueron el 16
(25,00%) y el 58 (12,50 %), los genotipos de mdremuencia fueron el 18, 31,
35, 52, 56, y el 70.

Tabla # 4. Distribucion del nUmero de casos enffigion a la presencia del

material genético en la muestra de cepillado cenacvaginal

N=175
Material genético detectable 84 (48%)
Material genético no detectable 91 (52%)
Co-infeccion 7 (8,33%)
No - co-infeccion 77 (91,67%)

Grafico # 4. Distribuciéon del nimero de casos en funcién a la presencia del

material genético en la muestra de cepillado cervico vaginal.

Co-infeccion
8,33%
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En la tabla y gréfico # 4 se observa la distribnaé casos en relacion al material
genético, de los 175 pacientes el 52% no se ericémtpresencia del material
genético, y en el 84% de los pacientes se obsénADN viral de los cuales el
91.67% se trataba de genotipos diferentes, mieqtra®l 8.33% presentaron co-

infecciones.

Tabla # 5. Distribucion de los genotipos encontrados en muesiicepillado

cervico vaginal.

Co-infeccion N° Casos

Genotipos 16/18/13/52/53/56 1
Genotipos 33/31 1
Genotipos 16/18/58 1
Genotipos 72/59 1
Genotipos 73/34/64/33/42/68 1
Genotipos 82/42 1
Genotipos 97/18 1
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Genotipo encontrado

Genotipo 6
Genotipol6
Genotipo 18
Genotipo 31
Genotipo 33
Genotipo 42
Genotipo 52
Genotipo 53
Genotipo 56
Genotipo 58
Genotipo 59
Genotipo 64
Genotipo 68
Genotipo 69
Genotipo 70
Genotipo 72
Genotipo 73
Genotipo 82

Genotipo 97

N° de casos (n = 84)

37

Frecuencia

0,0120

0,4458

0,0241

0,0602

0,0120

0,0120

0,0241

0,0361

0,0120

0,2651

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120

0,0120
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Grafico # 5. Distribucién de los genotipos encontrados en muestrcepillado

cervico vaginal
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En la tabla y gréfico # 5 se muestra la distriboale los genotipos encontrados
en las muestras tomadas a partir de cepilladoscoeraginales donde el genotipo
16 fue mas prevalente ya que se encontro el 44d8% poblacion, seguido por

el genotipo 58 en un 26.51% Yy el genotipo 31uen6.02% de la poblacion. En

el 8.33% presentaron co-infecciones (16/18/13/5363
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Tabla # 6. Correlacion entre el examen de histopatologico prévy la

presencia de HPV

Diagnoéstico previo N° de casos %
Papanicolaou 20 11,43
Biopsia de cérvix uterino 65 37,14
colposcopia 48 27,43

Grafico # 6. Correlacion entre el examen de histopatologico prévy la

presencia de HPV

-
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Bigpsia de cérvix utrino
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Biopsia de exocérvix por colposcopia

En la tabla y grafico # 6 se observa la correlacemire los examenes

histopatolégicos previos y la presencia del vipepiloma humano, en esta tabla
se muestra que en los pacientes que se les redliPapanicolaou el 11.43%

presentaron HPV, en los pacientes que se someterbiopsia de cérvix el

37.14% presentaron algun genotipo de HPV miemuasen los pacientes que se
realizaron colposcopia el 27,43% presentaron kciibn.
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Tabla # 7. Correlacién entre el examen biopsia de cérvix utemo de previo y

la presencia de HPV

Biopsia de cérvix uterino

Genotipo encontrado N° de casos (n = 65) %
Genotipo 6 1 1,54
Genotipol6 31 47,69
Genotipo 18 2 3,08
Genotipo 31 5 7,69
Genotipo 33 1 1,54
Genotipo 52 2 3,08
Genotipo 58 18 27,69
Genotipo 69 1 1,54
Genotipo 70 1 1,54

16/18/13/52/53/56 1 1,54

73/34/64/33/42/68 1 1,54
82/42 1 1,54
Total 65 100,00
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Grafico # 7. Correlacion entre el examen biopsia de cérvix utemio de previo y

la presencia de HPV.
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En la tabla y grafico # 7 se muestra la correlaeptre el examen de biopsia de
cérvix uterino y la presencia de HPV en la cuat €6% presentaron el genotipo
16, el 27.69% genotipo 58 mientras que el 7.638notpo 31.
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Tabla # 8. Correlacion entre el examen por colpospia y la presencia de
HPV.

COLPOSCOPIA
Genotipo encontrado N° de casos (n = 48 %
Genotipo 6 1 2,08
Genotipol6 22 45,83
Genotipo 18 1 2,08
Genotipo 31 4 8,33
Genotipo 33 1 2,08
Genotipo 52 2 4,17
Genotipo 58 13 27,08
Genotipo 68 1 2,08
33/31 1 2,08
16/18/58 1 2,08
72/59 1 2,08
Total 48 100,00
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Grafico # 8. Correlacion entre el examen biopsia de cérvix utemio de previo y

la presencia de HPV.
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En la tabla y grafico # 8 se observa la correlagdtre los examenes de
colposcopia y la presencia del virus de papilomandno el 45.83%

presentaron el genotipo 16, el 27.08 % el gendipy el 8.33% el genotipo
31.
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Tabla # 9. Correlacion entre el examen Papanicolaae previo y la

presencia de HPV.

PAPANICOLAOU

Genotipo encontrado
Genotipo 6
Genotipol6
Genotipo 18
Genotipo 31
Genotipo 58

16/18/13/52/53/56
73/34/64/33/42/68

Total

N° de casos (n = 20) %
1 5,00
7 35,00
1 5,00
3 15,00
6 30,00
1 5,00
1 5,00
20 100,00

Grafico #9. Correlacion entre el examen Papanicolaou y la preseia de

HPV.
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En la tabla y grafico # 9 se muestra la correla@atre el Papanicolaou y la
presencia del virus el 35.0% presentaron el gemdi6, el 30.0% el genotipo

58 el 15 % presenta el genotipo 31.
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8. ANALISIS DE DE LOS RESULTADOS

1. Del universo de pacientes estudiadas (175) caonles de alto grado y
cancer de cérvix para deteccion del VPH, se detdotiius un 48% de
las pacientes, el virus detectado con mas frecacne el genotipo
16(37 casos), seguido del VPH 58 (22 casos), s@as@s presentaron
co-infeccion con otros tipos de VPH (8.3%), obsedea como el
comportamiento del virus del VPH influye firmemermn la principal

causa de cancer de cérvix,

2. De los tres tipos de pruebas diagnosticas reakizadas pacientes en
orden de eleccion, se comprobo la presencia del ¥RKGE5 casos) que
fueron de biopsia durante el estudio, la colposc@pimo un examen
directo detecto las lesiones causadas por el @rug48 casos) y la
deteccion mas baja se dio &st de Papanicolaou, coincidiendo con

estudios realizados dentro de la literatura.

Los genotipos encontrados en biopsias realizadesteade grupo de
pacientes fue el 16 seguido 58 mientras que adtgenl8 causantes

de lesiones de alto riesgo y cancer solo se lorgrazon en 2 casos.

3. La Colposcopia fue valorada como segundo mejorndistico para
VPH se identificOo en (27,4%) del grupo en estudendo los
resultados muy parecidos a los de biopsia, puetifide al genotipo
16 (22 casos), de igual forma precedido por el geo®8 (13 casos).

4. El Papanicolaou ha demostrado ser uno de los pifarmlamentales en
el cribado para detectar lesiones de alto riesge gancer de cérvix, en
este estudio ha sido uno de los que mas baja prasdel VPH ha

tenido con el (11,4) que corresponde a pacienteguenes se han
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detectado el VPH, guardando la misma relacion guslposcopia y la
biopsia, ya que en7 pacientes del total (20)esectH al genotipo (16),

asi mismo en 6 pacientes al genotipo (58).
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9. CONCLUSIONES

Los objetivos de este estudio se basaron aberssi efectivamente hay
asociacion de VPH de alto riesgo en pacientes lesiones de alto riesgo y
cancer de cérvix que acudieron a la consulta extde Colposcopia del ION
SOLCA-GUAYAQUIL, durante el periodo 2013- 2014.Lesdmenes utilizados
para esta investigacion fueron el Papanicolaowolposcopia, la biopsia de

cérvix y la tipificacion viral del VPH.

Obteniéndose como conclusién:

1. De las 175 pacientes en estudio la frecuenciaatté$ue de cancer de
cérvix seguido de lesiones de alto riesgo, estdedsdo a que eran
derivadas al éarea de colposcopia con diagnostiénical o de
Papanicolaou sospechoso de malignidad. Como eresplerarse, el
virus causante del cancer de cérvix y de laghes de alto riesgo en
la mayoria de las pacientes fue el genotipo 14648) , sin embargo
para nuestra sorpresa solo encontramos al gentigm (0,02%) , en

su lugar se identificé al genotipo 58(0,26%).

2. El Papanicolaou como diagndstico concluyente pes@gnes de alto
grado o en cancer de cérvix, resulto estar porjdelmla colposcopia y
de la tipificacion viral en esta investigacion, mds de demostrar que a
veces la valoracion clinica del especialista, syl acertada a pesar de
una citologia normal. Cabe la pena indicar quezaaln cribado junto
con la tipificacion viral sera uno de los mejoraagdosticos para
garantizar una mejor calidad de vida en la mujqug la vacuna debe
abarcar otros tipos de virus, no solo para el 18,ypara garantizar la

prevencion del cancer de cérvix
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10. VALORACION CRITICA DE LA INVESTIGACION

En el presente proyecto de investigacion se tuwnocbmitantes el espacio
donde se encuestaba a las paciente que asisfiancako de control asi como
el llenado de la encuesta en la cual habia queaagsda llenarla, otro
inconveniente fue en el proceso de extraccion @énal genético envista que
en algunas muestras se tuvo que repetir hastadoes el proceso por la poca

concentracién de ADN que se obtenia.

A pesar de algunas limitaciones que fueron supseradael trascurso de la
investigacion se contaba con el personal técnitificealo en la asesoria de
cada proceso ademas de contar la infraestructeuiypos para el desarrollo

del mismo.

Con el presente trabajo de investigacion se pogirigoner a futuro los
siguientes temas “Subtipos de Virus de Papiloma &hamen Lesiones
Intraepiteliales e Invasoras de Cérvix Uterino &fPbblacién Guayaquilefia”,
Genotipificacion del Virus Papiloma Humano de Aliesgo en pacientes

adolescentes”
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ANEXOS

Anexo # 1.Consentimiento informado
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Anexo # 2.Encuesta

Ficha de paciante para la investigacion de Papiloma Virus Humano
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Anexo # 3 Protocolo de toma de muestra, SOLCA

1. Alistar materiales a utilizar, cepillo cervicoutesi medio de transporte
COBAS de ROCHE, especulo esterilizado.

2. Colocar a la paciente en posicién para la respetdma de muestra.

3. Introducir el especulo con mucho cuidado con eletlap de poder
visualizar el cuello uterino

4. Con mucho cuidado tomar una pequefia muestra irtietio el cepillo
en el cuello uterino haciendo movimientos circuidacen el objetivo de
tomar la mayor cantidad de células posible.

5. Colocar el cepillo en los medios de transpdfieLL COLLECTION
MEDIO COBASde la casa comercial ROCHE.

6. Mantener la muestra a 20 °C.
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Anexo # 4.Protocolo de extraccion del material genético, iarad elkit

QuiaGen

9.

Colocar la muestra en un tubo eppendorf de 1.5 ratligionar 180 uL de
buffer ATL.

Incubar a 85 °C por 10 min.

Centrifugar rapidamente para bajar las gotas queiesan en la tapa y las

paredes del tubo.
Adicionar 10 uL de proteinasa K, mezclar vorteando.
Incubar a 56 °C por 1 hora.

Centrifugar rapidamente para bajar las gotas queiesan en la tapa y las

paredes del tubo.

Adicionar 200 uL de buffer AL (Tampon de lisis),xtirar vorteando (un

precipitado blanco puede aparecer, mas que sevelid@adurante la lisis).

Centrifugar rapidamente para bajar las gotas queiesan en la tapa y las

paredes del tubo.

Adicionar 200 uL de etanol 100% a la muestra y raezorteando.

10.Centrifugar rapidamente para bajar las gotas queiesan en la tapa y las

paredes del tubo.

11.Cuidadosamente colocar el lisado dentro de unanmo@upreviamente

colocada en un tubo colector de 20 mL cierre la tig tubo.

12.Centrifugar a 8000 RPM por 1 minuto.

13.Colocar la columna en un nuevo tubo recolector ael2y descartar el

anterior con el filtrado.

14.Abra el tubo con la columna y adicione 500uL de AwWdfer. Cierre el

tubo y centrifugue a 8000 RPM por 1 min.
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15.Colocar la columna en un nuevo tubo recolector del 3 descartar el

anterior con el filtrado

16.Abra el tubo con la columna y adicione 500 uL de 2WBffer. Cierre el

tubo y centrifugar a 14000 RPM por 3 minutos.

17.Se recomienda colocar la columna en un nuevo tolextor de 2 ml y
centrifugar nuevamente a 14000 rpm por 1 minutea pAminar todo el

liquido de la columna.

18.Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 mL gaktar el anterior con

el filtrado.

19.Abra un tubo con la columna y adiciones 100 uL debAffer (tampdn de

elucion).

20.Incubar la columna a temperatura ambiente por Ltmig centrifugar a

8000 RPM por 1 min para eluir el DNA de la columna.
21.El DNA ahora es extraido y debe ser almacenad@ aG2

22.El volumen de ADN usado para hacer la reaccion@R Ro debe pasar de

10% y sera para un volumen de 50 uL de PCR, ushrde ADN, no mas.
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Anexo # 5.Imagen de extraccion del material genético
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Anexo # 6 Protocolo de amplificaciéon

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

1. Sobre una cubeta con hielo picado 6 cooller colaoatubo eppendorf estéril
para preparar la master mix 0 mezcla maestra p@mR, Risando la hoja

especialmente disefiada para el objeto.

2. Todos los reactivos deben ser sacados del conggtado tiempo antes de
hacer la mezcla y deberan ser mantenidos sobre icddo antes y después
de ser usados. Al descongelarlos se debe cuidgueld¢odo el reactivo se

disuelva completamente.

3. Para la adicion de cada reactivo se deben utippatas de pipeta nuevas y
estériles y la preparacién de la mezcla se deb&aeaon mascarilla y
guantes.

4. Evitar tocar el extremo de las puntas a usarsecualyuier material, el pelo,

la piel, etc.

5. La cantidad de master mix a preparar debe serladiisegun el nimero de
tubos de reaccion.

51



6. MASTER MIX (Volumen final por tubo de reaccion = &bcrolitros)

Componentes del PCR

M-MIX Ci Vi cf Vi #R

H20 bd

Buffer

MgCl

DNTPs

Primers (x2)

Taq Polimerasa

AND

7. Colocar un volumen igual en microlitros del mast@x en cada tubo de

reaccion (tubos eppendorf 0,2 ml).

8. Llevar los tubos con el cooller al area de extéatade ADN y afiadir a cada

uno 1 6 2 microlitros del ADN extraido.

9. Llevar los tubos al area de PCR, para su amplificaen el programa

correspondiente.
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Anexo # 7.Imagen del proceso de amplificacion mediante g-PCR

Samples | MelingPesks |
Include| Color| Pas | Name | Tl | Tm2 |
1 Muestia 10
2 Musstia 011 7324
B3 Muestali2 8027
B4 Muesta3 FEE
B 5 Muestall4 801a
B 6 MuestaTls 737
B 7 Muesta s 7354
8 Musstia 017 1%
9 Standad FEFI Y

Melting Curves

Fluorescence (530)

% @ 0 72 T4 18 78 @ &
Temperaturs (°C)

Melting Peaks

0538

0539

0479

0419

0359

02498

0239

017g

~(d/dT) Fluorescence (530)

0118

00597

0001

% @ m 72 ™ ™ W & e
Temperature {°C)
O Tm
Or Tnz

[ Analsis Notes

53



Anexo # 8.Imagen de los productos amplificados mediante B@Rencional

PM B1 B2 B3 m1m2CP1 CP2
|

= 450 pb

o
4

La muestra 7228102 no amplifico por lo cual se reporta negativo para VPH

CP1: control positivo1 B1:Blanco1 m1: muestra 1

i e B2: Blanco 2 ;
CP2: control positivo 2 B3: Blanco 3 m2: muestra 2
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Anexo # 9.Bases de datos

COD GENOTIPO CO-INFECCION CITOLOGICO BIOPSIA COLPOSCOPIA ALTO RIESGO CANCER DE CERVIX
1 NO SE ENCUENTRA ADN VI o 1 o o 0o
2 58 o 1 1 1 o
3 33/31 1 o 0 1 o o
4 No Detectable o ] 1 [¢] [¢] 1
5 16 o o 9
6 16/18/31/52/53/56 1 1 1 o o) 1
7 16 o o 1 0 o 1
8 97/18 0 o
9 58 o o 1 0 o 1
10 No Detectable [¢] 1 [¢]
11 16 o o 1 0 1 o)
12 16 o 1 1 o 1 o)
13 No Detectable [¢] 1 o [¢] 0 [¢]
14 58 o o 1 o 1 o)
15 70 o o 1 o 1 o)
16 58 o o 1 o 1 o)
17 16/18/58 1 0 0 1 o) o
18 58 o 1 o 1 o 1
19 16 o o 1 o o 1
20 16 o 1 1 1 o 1
21 16 o o 1 o o 1
22 18 o 1 1 o 1 o)
23 53 o o o o o o
24 53 o o o o o o
25 16 o o 1 o o 1
26 16 o 1 o 1 o 1
27 16 o o 1 o 1 o)
28 16 o o o 1 1 o)
29 16 o o 1 o 1 o)
30 No Detectable [ 0 1 0 1
31 No Detectable 1
32 No Detectable [ 0 0 1 0 0
33 58 o o 1 1 1 o)
34 No Detectable [ 1 [ 1 0 0
35 16 o o 1 o o 1
36 16 o o 1 1 o o)
37 58 o o 1 1 o 1
38 No Detectable [ 0
39 No Detectable [ 0 1 0
40 16 o o 1 o 1 o)
41 58 o o 1 1 o 1
42 16 o o 1 1 1 o)
43 16 o o 1 1 o 1
44 16 o 0o 1
45 16 o o 1 1 1 o)
46 58 o 0 o
47 58 9 o 1 1 o 0
48 58 9 o 1 1 o 1
49 58 9 o 1 1 1 0
50 16 9 o 1 0 o 1
51 No Detectable 0 0 1 0 0
52 No Detectable 0 0 1
53 16 0o o 1 0 o 1
54 No Detectable 0 0 1 1 0 1
55 No Detectable 1 1 0
56 No Detectable 1 o
57 0 9 1 o 9 o
58 33 0o o 1 1 o 0
59 16 0o 1 1 1 o 1
60 58 0o o 1 0 o 1
61 No Detectable o 0 o 1 0 0
62 52 0o o 1 1 1 0
63 16 0o o 1 1 1 0
64 16 0o o 1 1 1 0
65 No Detectable o 0 1 1 0 0
66 16 0o 1 1 1 1 0
67 No Detectable o 0 1 1 1 0
68 58 0o o 1 1 o 1
69 No Detectable o 0 1 1 0 1
70 No Detectable o 0 1 1 0
71 No Detectable o 0 1 1 1 0
72 58 0o o 1 1 o 1
73 58 0o 1 1 1 o 1
74 No Detectable o 1 1 1 0 1
75 58 0o 1 1 1 1 0
76 31 0o 1 1 0 o 1
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77 86 0 0 o 1 o o
78 No Detectable 0 0 0
79 16 0 o 1 1 0 1
80 16 0 o o 0 0 o
81 18 0 o 1 1 0 1
82 31 0 1 1 1 0 o
83 72/59 1 o o 1 o o
84 16 0 o 1 1 o 1
85 31 0 o 1 1 1 o
86 31 o o 1 1 1 o
87 6 o) 1 1 1 0 1
88 No Detectable 0 0 1 1 1 0
89 16 0 o 1 1 0 1
90 69 0 o 1 1 0 o
91 58 0 o 1 1 0 1
92 16 0 1 1 1 o 1
93 16 0o o 1 o 0 1
94 58 0o o) o
95 82/42 1 1 o o 1
96 No Detectable 0 0 1 1 0 1
97 16 0 1 1 1 0 1
98 58 0 0 1 1 1 o
99 58 0 1 o 0 0 o
100 53 o o o 0 o o
101 No Detectable [¢] 1 ] 1
102 73/34/64/33/42/68 1 o o
103 58 0 o 1 o o 1
104 16 o o 1 o o 1
105 58 o o o o o o
106 No Detectable 0 0 1 0 0 1
107 16 0 o 1 1 o 1
108 58 0 o 1 0 o o
109 52 0 o 1 1 o 1
110 52 0 o 1 1 o 1
111 16 0 o 1 1 o 1
112 53 0 1 1 0 o 1
113 no informe 0 0 0
114 58 0 1 1 0 1 o
115 16 o o 1 1 o 1
116 16 o o 1 1 o 1
117 No Detectable 0 0 1 1 0 1
118 31 o 1 1 1 o 1
119 31 0 o 1 1 1 o
120 no informe 0 [ 1 1 o o
121 no detectable 0 o 1 1 1 o
122 No Detectable 0 0 1 1 0 1
123 16 0 o 1 1 1 o
124 16 0 o o 1 o o
125 16 0 o 1 1 1 o
126 No Detectable 0 0 1 1 0 1
127 No Detectable 0 1 0 1 0 o
128 58 o o 1 1 o 1
129 No Detectable ] 0 o [¢] ] 0
130 No Detectable ] 0 1 1 ] 1
131 No Detectable 0 1 1 1 0 1
132 No Detectable 0 1 0 0 0 0
133 No Detectable 0 0 1 1 1 0
134 No Detectable 0 1 1 1 1 0
135 66 0 1 1 1 o 1
136 no detectable ] 1 1 1 1 o
137 18 o 1 1 1 1 o
138 No Detectable [¢] 1 o [¢] ] 0
139 no informe 0 1 o 1 o o
140 no informe 0 0 [ 0 0 [
141 No Detectable 0 0 0 0 0 0
142 no informe 0 0 o 1 o 0
143 no detectable ] o o 1 1 o
144 16 o o 1 0 1 o
145 no detectable ] o 1 0 1 o
146 no detectable o o [¢] 0 1 o
147 no informe 0 o o 0 o o
148 16 o o 1 1 1 o
149 no detectable 0 0 1 1 1 [
150 53 o o o o o o
151 no detectable ] o 1 0 1 o
152 no detectable ] o 1 0 1 o
153 no detectable ] 1 1 0 1 o
154 56 o o 1 1 1 o
155 no detectable o o 1 1 1 o
156 no informe 0 o o 0 o o
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157 no informe [¢] 1 1 1 0 ]
158 16 0 0 1 0 1 0
159 16 0 0 1 1 0 1
160 no detectable 0 0 1 1 1 0
161 18 0 1 1 1 0 1
162 no detectable 0 0 1 1 1 0
163 no detectable 0 0 1 1 1 0
164 no detectable 0 0 1 1 1 0
165 No Detectable 0 0 0 0 0 0
166 11 0 0 0 1 0
167 no informe [¢] 0 0 0 0 [¢]
168 6 0 0 1 1 0 0
169 no detectable 0 ] 1 1 1 0
170 no detectable 0 0 1 1 1 0
171 no detectable 0 0 1 1 1 0
172 no detectable 0 0 1 1 1 0
173 35 0 1 1 1 1 0
174 16 0 1 1 1 0 1
175 no detectable 0 0 1 1 1 0
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Anexo #10.Hoja de resultados

ﬂ LABORATORIO DE VIROLOGIA -

EXAMEN DE: CEPILLADO CERVICO-VAGINAL
PACIENTE: SANCHEZ RAMIREZ JESSICA
SOLICITADO POR: H E SCTOMAYOR

MUESTRA EﬁDIGn EDAD GENERD INGRESO RESULTADG
14170 | 462556 | 36 ANOS | FEMENINO | 18/08/2014 | 18/11/2014

RESULTADO

Prueba Realizada: Deteceion
de Virus del Papiloma Humano (VPH)

Técnicas usadas:
Deteccion universal por PCR X
Genctipificacion por electroforesis capilar X
Genctipificacion por PCR Tiempo Real

Resultado
VPH: DETECTABLE
Genotipe. VPH 16
Observaciones:




