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Resumen

Introduccion: el virus papiloma humano causa uno de los canceres mas
frecuentes en las mujeres alrededor del globo. Objetivo: determinar la
prevalencia de virus del papiloma humano en pacientes de obstetricia y
ginecologia atendidos en el Hospital Regional de Lambayeque. Métodos:
estudio descriptivo de corte transversal. Se analizaron 187 muestras de
pacientes entre abril —mayo de 2019. Se extrajeron las muestras de ADN del
papiloma virus humano mediante el método de salting out. Se utilizo la técnica
reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar el ADN viral, utilizando los
cebadores PC04 / GH20 y MY09 / MY11. Se utiliz6 estadistica descriptiva y
analisis bivariado. Resultados: se encontré una media de 45 afios, una media
de una pareja sexual y 2 partos vaginales, 23 pacientes con lesion cervical, 5
antecedente ITS, 135 anticonceptivo hormonal, 177 uso de condoén, 22
fumadoras. Se encontré que 53 tuvieron un resultado positivo (29,94 %) y 124
pacientes dieron negativo para la prueba (70,06 %), para la presencia de virus
del papiloma humano. No se encontré correlacidon estadistica entre virus del
papiloma humano y edad, edad de la primera relacion sexual, promiscuidad,
namero de partos vaginales, lesiones cervicales, antecedentes de infecciones
de transmision sexual (ITS), uso de anticonceptivos hormonales, uso de
conddén y tabaquismo. Conclusion: existe un alto porcentaje del virus del
papiloma humano en las pacientes que se atienden en el area de obstetricia y

ginecologia.

Palabras clave: reaccién en cadena de la polimerasa, infecciones por

papillomavirus, técnicas de laboratorio clinico.



Abstract

Introduction: human papillomavirus causes cancers in women around the
globe. Objective: To determine the prevalence of human papillomavirus in
obstetrics and gynecology patients at the Regional Hospital of Lambayeque.
Methods: Descriptive study, cross sectional. 187 patients’ samples were
analyzed between April and May 2019. Human papillomavirus DNA samples
were extracted using the Salting Out method. The Polymerase Chain Reaction
technique was used to amplify the viral DNA, using the primers PC04 / GH20
and MY09 / MY11. Descriptive statistics and bivariate analysis were used.
Results: a mean of 45 years was found, a mean of a sexual partner and 2
vaginal deliveries, 23 patients with cervical lesions, a history of STIs (5),
hormonal contraceptives (135), condom use (177), smoker (22). It was found
that 53 had a positive result (29.94 %) and 124 patients were negative for the
test (70.06 %), they were infected with the human papillomavirus. No statistical
correlation was found for human papillomavirus and age, age of first sexual
intercourse, promiscuity, number of vaginal deliveries, cervical lesions, history
of sexually transmitted infections (STIs), use of hormonal contraceptives, use
of condoms, and smoking. Conclusion: there is a high percentage of the human

papillomavirus in patients who are cared for in the OB / GYN area.

Keywords: polymerase chain reaction; papillomavirus infections; clinical

laboratory techniques.



INTRODUCCION

1.1.Introduccion

El virus papiloma humano causa cancer de cuello uterino, el cual es uno de
los canceres mas mortales en mujeres en todo el mundo. Se estim6 585
278 nuevos casos y 327 899 muertes atribuibles en el 2010, de los cuales
mas del 80 % de los casos ocurrieron en paises del tercer mundo. En la
década del 2000 se calculé6 medio millén de nuevos casos y mas de 200
000 defunciones por cancer de cérvix (CC) al afio, en todo el globo
(Plummer etal., 2016). En el mundo la incidencia de cancer de cuello
uterino ocupa el primer o segundo lugar de acuerdo a la region geografica
(Ferlay et al., 2010).

El también llamado cancer de cuello uterino es la principal causa de
mortalidad en mujeres en todo el mundo, con mayor potencial preventivo
comprobado (lglesias-Osores & Pando-Sanchez, 2017). EI CC es
completamente prevenible y tratable utilizando medios econémicos para
detectar mujeres con citologia desconocida, junto con un diagndstico,
tratamiento y seguimiento continuos (Lopez et al., 2017). Los programas
que intentan prevenirlo en América del Sury Central apenas han reducido la

mortalidad de los pacientes (Lewis, 2004).

El cancer de cérvix es causado por el virus papiloma humano, para su
deteccion se usan métodos diagndsticos que son escogidos por su
sensibilidad, especificidad y utilidad (De Brot et al., 2017). El desarrollo de
cancer de cuello uterino se asocia con una infeccidn persistente del virus
del papiloma humano de alto riesgo (Tian & Zhang, 2018). Existen mas de
cien tipos de virus del papiloma humano (VPH); los mas comunes son el 16
y el 18; responsables del 89 % de los casos de cancer de cuello uterino
(Bosch et al., 2002). En el Perq, el CC es la principal causa de decesos por
cancer en mujeres (Luque et al., 2016). El cancer de cérvix es una prioridad
en los sistemas de salud y existen numerosos métodos de tamizaje
disponibles (Luciani & Winkler, 2006).



Entre los mas importantes métodos de deteccién tenemos a la inspeccidn
visual con 4&cido acético (IVAA) y Papanicolaou (PAP), en donde la
sensibilidad de ambos es similar: 87,8 % y 80,5 %, respectivamente
(Srivastava et al., 2020). El PAP es mas especifico que la IVAA, mientras
que la IVAA tiene una mayor sensibilidad que el PAP (Ortiz-Uribe et al.,
2020). A pesar de una alta tasa de errores, el PAP podria recomendarse
como una herramienta de deteccién preliminar en entornos de escasos
recursos de atencién primaria como paises en desarrollo (Srivastava et al,,
2020).

Algunos tipos de papiloma humano tienen tropismo positivo por la piel y
desempefian un papel en el cancer (de Sanjose etal., 2010). Existen
técnicas moleculares que pueden detectar el VPH con una especificidad
mayor del 90 % (Tian & Zhang, 2018). Como la PCR que demuestra su
utilidad en el diagnéstico (Montoya-Fuentes et al., 2020). La tecnologia mds
sensible y especifica o estandar de oro en la deteccion del virus del
papiloma humano es la tecnologia que utiliza los cebadores comunes
MY09 y MY11 para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y luego la

secuenciacion de genes (Gravitt & Manos, 1992).

No existe informacion por regiones en el Peru en pacientes con citologia
desconocida; los estudios de prevalencia, utilizando métodos diagndsticos
moleculares, son casi nulos en el Peru (Iglesias-Osores & Serquén-Lopez,
2020). Existe una urgente necesidad de continuar investigando la realidad
nacional respecto a prevalencia de la infeccion por VPH en distintas
regiones y altitudes, asi como la distribucion por tipos que ayuden al
diagnodstico, forma de transmision, factores de riesgo, hasta la prevencién.
El conocimiento epidemioldgico es crucial para esta distribucién en la
poblacion general. El propdsito de este estudio es determinar la prevalencia
y factores asociados del virus del papiloma humano en pacientes de

obstetricia y ginecologia del Hospital Regional de Lambayeque.



1.2.Antecedentes

Schiffman et al. (2000) realizaron un estudio descriptivo con 11 742
mujeres seleccionadas al azar, 8554 mujeres no embarazadas,
sexualmente activas y sin histerectomias que se sometieron a una prueba
de ADN del VPH inicial utilizando la prueba de captura de hibridos. Se volvio
a analizar una submuestra estratificada de 1119 especimenes utilizando el
ensayo de segunda generacién mas sensible analiticamente: el ensayo
Hybrid Capture Il. Se detect6 el 88,4 % de 138 lesiones y canceres de alto
grado, con una referencia colposcépica de 12,3 % de mujeres. Las pruebas
de Papanicolaou con células escamosas atipicas de importancia
indeterminada como punto de corte para la derivacién dieron como
resultado un 77,7 % de sensibilidad y un 94,2 % de especificidad, con un 6,9
% referido. La especificidad del ensayo de la segunda generacién para la
positividad de lesiones de alto grado y cancer fue del 89 %, con el 33,8 % de
los restantes sujetos positivos al ADN del VPH con lesiones microscopicas
evidentes de bajo grado o equivocas. El umbral de deteccion mas alto de
10 pg / mL utilizado con el ensayo original tuvo una sensibilidad de 74,8 % y
una especificidad de 93,4 %.

Santos et al. (2001) realizaron un estudio de casos y controles en un
hospital de Perd, en el que participaron 198 mujeres cuyo cancer de cuello
uterino se confirmé histoldgicamente y 196 como mujeres control. En su
investigacion, realizaron una deteccién basada en PCR en células
cervicales desprendidas y muestras de biopsia. Entre ellos, el 95,3 % de los
pacientes con carcinoma de células escamosas y el 92 % de los pacientes
con adenocarcinoma tenian ADN de deteccion del VPH del 17,7 %,
respectivamente. Ademas del VPH, el uso prolongado de anticonceptivos
orales y el tabaquismo también aumentan el riesgo de enfermedad. El VPH
es la principal causa de carcinoma de células escamosas Yy
adenocarcinoma fibroso en mujeres peruanas.

Sijvarger et al. (2006) realizaron un estudio de casos y controles de 132
casos de exfoliacion endocervical. La deteccion vy tipificacién del genoma

viral se lleva a cabo mediante el andlisis posterior del polimorfismo o



hibridacion del fragmento de restriccidon. La tasa de infeccion general es del
casi el 50 %, el grupo de control es del 26 % y los casos son del 71 %. El
grupo de edad con mayor prevalencia de VPH es el de 14 a 24 afos.
Appleby et al. (2006) recopilaron y combinaron datos personales de 13 541
mujeres con cancer de cuello uterino y 23 017 mujeres sin cancer de cuello
uterino de 23 estudios epidemioldgicos. El riesgo relativo y el intervalo de
confianza del 95 % del cancer de cuello uterino en relacion con el
tabaquismo se calcularon mediante la estratificacion del estudio, la edad, la
pareja sexual, la edad de la primera relacion sexual, los anticonceptivos
orales y la equiparacién. En comparacion con los que nunca han fumado,
los fumadores actuales tienen un riesgo significativamente mayor de
carcinoma de células escamosas de cuello uterino. El riesgo de carcinoma
de células escamosas aumenta con la cantidad de cigarrillos al dia y
cuanto antes empiece a fumar.

En un estudio descriptivo de corte transversal llevado en una poblacion
estudiantil limena, Valderrama et al. (2007) determinaron la prevalencia y
factores relacionados del VPH entre las edades de 18 y 26 afios, y
realizaron un estudio transversal en dos universidades y el Instituto Técnico
Superior de Lima desde agosto a diciembre de 2001. Se realizd un
cuestionario practico, se recolectaron muestras en Papanicolaou (PAP), y
se detectaron ADN VPH 6, 11, 16, 18 por PCR. El analisis incluy6 a 321
estudiantes que informaron actividad sexual. Segun los resultados, la
prevalencia del VPH (6, 11, 16, 18) fue del 8,4 % y la prevalencia de lesiones
cervicales fue del 2,5 %. Las lesiones cervicales o VPH fueron mas
frecuentes en personas de 21 a 23 afios. La edad de la primera relacion
sexual, el nimero de parejas sexuales y el uso de condones no fueron
estadisticamente significativos.

Brebi et al. (2009), en su estudio, determinaron la frecuencia de genotipos
del VPH en biopsias de adenocarcinoma de cuello uterino de mujeres en el
area geografica de Chile, y analizaron 41 biopsias de cuello uterino que
fueron diagnosticadas patolégicamente como  adenocarcinoma,
correspondientes a todas las mujeres diagnosticadas con este cancer entre

los afios 2002 y 2004, en el cual se amplificé por PCR el gen viral L1 y se



genotipificé con Reverse Line Blot para VPH. Entre sus resultados el 71 %
de las biopsias fueron positivas para el VPH. Los genotipos mas comunes
encontrados fueron VPH 16 (61 %), seguido de VPH 18 (19,5 %).

Lépez et al. (2010) determinaron la frecuencia de genotipos de VPH en
lesiones preneoplasicas cervicales, mediante el uso de una combinacion de
PCR y Reverse Line Blot, de 235 muestras de parafina fijadas con formalina
y diagndstico de lesion intraepitelial escamosa de bajo grado y lesion
intraepitelial escamosa de alto grado. Los resultados fueron que se detecté
VPH en 61,2 % de lesiones de bajo grado y 78,1 % de alto grado.

Mendoza et al. (2012) estudiaron muestras de 207 mujeres sometidas con
citologia negativa de los centros médicos de Asuncién (Paraguay), de
quienes escribieron por reaccién en cadena de la polimerasa utilizando el
primer MY09 / 11 y GP5 / GP6, seguido de RFLP e hibridacioén lineal inversa,
respectivamente. Se revelé una alta incidencia de VPH (21 %), siendo el
VPH 16 el tipo predominante (4,3 %), seguido del VPH 58 / 31 (2,4 % cada
uno).

Sanoja, (2013) mediante métodos de PCR seguidos de andlisis de
endonucleasas de restriccion (RFLP), determiné la frecuencia y el genotipo
del VPH entre los estudiantes de una universidad de Venezuela. Se tomaron
43 muestras de estudiantes de 17 a 41 afos para citologia estandar y
diagndstico molecular. La tasa de virus positivos detectados fue del 34,9 %.
Se identificaron cinco tipos de VPH: 6, 11, 53, 31 y 35. En cualquier caso, no
se detectaron VPH 16, VPH 18 o mas de una infeccion. Los genotipos de
bajo riesgo representaron la mayoria, mas de la mitad. El grupo de edad
con mayor porcentaje de casos positivos es el de 20 a 24 afos, con un 53,3
%.

Melo et al. (2014) determinaron la frecuencia del VPH en mujeres menores
de 25 afos, tratadas en el programa de detecciéon de cancer de cuello
uterino y su seguimiento después del diagndstico histopatologico. En el
estudio fueron analizadas 173 muestras cervicales que luego se
genotiparon por reaccion en cadena de la polimerasa e hibridacion inversa
lineal, la frecuencia global de VPH fue de 84,8 %, siendo el VPH 16 mas

frecuente. En el 12,1 % de las mujeres, la lesidon cervical persistié o



progreso. El 28,9 % de las mujeres tuvieron seguimiento irregular; en este
grupo, el 88 % eran VPH positivo y el 52 % no tenia registro de la prueba de
Papanicolaou en los ultimos 3 afios.

Leaungwutiwong et al. (2015) realizaron un estudio y se clasificé a un total
de 300 participantes como mujeres en general, trabajadores sexuales,
hombres que tenian relaciones sexuales con hombres (HSH) vy
homosexuales. Las infecciones por VPH se identificaron mediante la
prueba de Papanicolaou (PAP) y la PCR anidada. Se encontraron citologia
anormal en el 5 % de las mujeres en general, en el 10 % de las trabajadoras
sexuales, en el 24 % de los HSH, y en el 28 % de las homosexuales
trabajadoras sexuales. El VPH fue detectado en el 9 % de las mujeres en
general, el 13 % en las trabajadoras sexuales, y el 30 % tanto en los HSH
como en las trabajadoras sexuales. La prevalencia de genotipos de alto
riesgo de VPH fue significativamente mayor en las trabajadoras sexuales y
HSH, mientras que los genotipos de bajo riesgo y las verrugas genitales
fueron significativamente mayores en las trabajadoras sexuales de HSH.

En un estudio descriptivo de corte transversal, Sullcahuaman-Allende et al.
(2015) determinaron las caracteristicas sociodemograficas de pacientes
con VPH en 465 muestras de cuello uterino durante el periodo 2012-2014,
en las que se determinaron por PCR en células cervicales por reaccion. El
estudio identificé un tercio de los casos VPH positivos, los genotipos mas
comunes fueron 16 y 6, y la presencia de VPH en mujeres fue mayor. Entre
las mujeres solteras de entre 17 y 29 anos, los genotipos de VPH de alto
riesgo fueron mas altos.

Reyna Lépez et al. (2016) genotificaron en La Libertad (Pert), mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de tejido cervical con
resultados citolégicos normales para su analisis. Utilizando los cebadores
comunes MY09 / MY11. Cuando se detecté una amplificacion del genoma
viral del VPH (los casos se interpretan como positivos) se utiliza una
enzima de restriccion llamada endonucleasa AFA-1. El VPH se detect6 en 3
muestras de pacientes, ademas, se encontré una de las muestras positivas
a VPH 16.



1.3.Base tedrica

1.3.1. Cancer de Cuello Uterino

El VPH infecta las células epiteliales y causa desde verrugas hasta
neoplasias cervicales y cancer (Doorbar, 2006). El genoma viral
permanece en la capa basal y a medida que las células infectadas se
mueven hacia la superficie epitelial, la expresion de genes virales se
controla estrictamente. El patron de expresion génica viral en las
lesiones cervicales de bajo grado es similar al observado en las
verrugas causadas por otros tipos de VPH (Bosch et al., 2013).

Hasta ahora, se han identificado mas de 100 tipos diferentes de VPH,
algunos de los cuales estan clasificados como de alto riesgo
(Tsakogiannis et al., 2017). El ADN del VPH de alto riesgo se encuentra
en casi todos los canceres de cuello uterino y el VPH 16 es el tipo mas
comun en enfermedades de bajo grado y tumores de cuello uterino
(Krishnan & Thomas, 2016).

La mayoria de los canceres cervicales surgen dentro de la zona de
transformacion cervical en la unidon escamosa columnar, y se ha
sugerido que este es un sitio donde la infeccién productiva puede ser
ineficientemente apoyada. En los ultimos diez afios, se ha observado un
aumento en la incidencia anual de cancer de células escamosas de la
orofaringe, especificamente las amigdalas linguales y palatinas
(McBride, 2017). Los factores de riesgo incluyen tener mds parejas

sexuales orales y vaginales a una edad temprana (D'Souza et al., 2007).

Las proteinas E6 y E7 de alto riesgo impulsan la proliferacién celular a
través de su asociacién con las proteinas PDZ y Rb (proteina de la
retinoblastoma) que contribuyen a la progresion neoplasica, mientras
que la degradacién de p53 mediada por E6 impide la reparacion normal
de mutaciones aleatorias en el genoma celular (Webb Strickland et al.,

2018). El cancer suele presentarse en personas que no pueden resolver



su infeccion y mantener la expresion de oncogenes durante afios o
décadas (Ho et al., 1995).

1.3.2. Epidemiologia

La prevalencia global en un momento dado del virus del papiloma
humano (VPH) en mujeres con citologia normal es aproximadamente del
10 %, lo que indica que el VPH es una de las infecciones de transmision
sexual mas comunes en el mundo (Bosch etal, 2008). El tipo
carcinogénico de infeccion por VPH es la causa de cancer de cuello
uterino, que es uno de los cadnceres mas comunes entre las mujeres en
todo el mundo. La tasa de recolecciéon de VPH es alta, especialmente
entre los jovenes sexualmente activos (Baseman & Koutsky, 2005).

Las estimaciones informadas de la infeccion incidente por VPH entre las
mujeres inicialmente negativas alcanzaron hasta el 60 % de positividad
durante un periodo de seguimiento de 5 afios (Baseman & Koutsky,
2005). Los modelos de comportamiento sexual entre los grupos de edad
y las poblaciones son importantes para la circulacién del VPH y del
riesgo de infeccion, incluido el nimero de parejas sexuales de por vida
(Baseman & Koutsky, 2005; Bosch et al., 2008).

El VPH 16 es el tipo mas comun y el VPH18, el segundo con algunas
diferencias regionales menores. Ademas, en todo el grupo de lesiones
cervicales, el VPH 16 siempre ha sido el tipo mas comun, representando
el 50-55 % de los casos de neoplasias de cuello uterino invasivo, lo que
indica claramente que este tipo de virus tiene las ventajas biologicas de
transmision, persistencia y transformacién (Bosch et al., 2008).

La tasa de exposicion de las mujeres jovenes es muy alta y suele incluir
varios tipos. La tasa de deteccién de ADN del VPH en la poblacién de
mediana edad disminuye de forma natural y rapida, pero aumenta en el
segundo afo después de la menopausia (Bosch et al., 2008).

Las evaluaciones correspondientes por region son: Africa, 22,1 %;

Centroamérica y México, 20,4 %; Norteamérica, 11,3 %; Europa, 8,1 %; y,



Asia 8 %. En todas las regiones del mundo, la prevalencia del VPH es
mas alta entre las mujeres menores de 35 afios, mientras que ha
disminuido entre las mujeres mayores. En Africa, América y Europa se
observo una alta prevalencia entre mujeres mayores de 45 afos. Segun
estas estimaciones, aproximadamente 291 millones de mujeres en todo
el mundo son portadoras del ADN del VPH y el 32 % de ellas estan
infectadas con VPH 16, VPH 18 o ambos. Aunque las contribuciones
relativas de VPH 16 y VPH 18 son significativamente menores en
mujeres citologicamente normales, los tipos de VPH detectados con
mayor frecuencia son similares a los tipos mas comunes en casos de

cancer (de Sanjosé et al., 2007).

1.3.3. Papiloma Virus Humano

Los virus del papiloma humano son diferentes tipos de virus de ADN
pertenecientes a la familia Papillomaviridae, no tienen envoltura y miden
alrededor de 52-55 nm de diametro, por lo general se transmiten
sexualmente y causan enfermedades de transmision sexual (Ma et al,,
2017). El VPH es un virus que se replica especificamente en el nicleo de
las células escamosas o queratinocitos (Moody, 2017). Las proteinas de
la capside de los diferentes tipos de VPH son antigénicamente similares,
por lo que el VPH no se puede clasificar por serotipo, por lo que se divide
en genotipos y subtipos segun las diferencias en las secuencias de ADN
(Doorbar, 2006).

Las particulas de virus estan compuestas por capsides de proteinas
compuesta por un 95 % de proteina L1 y, aproximadamente, un 5 % de
proteina L2, que se combinan para formar un capsémero icosaédrico
(Finnen et al., 2003). Dentro de la cdpside hay un ADN circular de doble
hebra de aproximadamente 8000 pares de bases, que consta de 8 genes
y una region reguladora no codificante, que contiene los sitios de union
para las proteinas del huésped y los factores hormonales requeridos por

el virus para su replicacion (Bernard, 2005).



La mayoria codifica ocho proteinas principales, 6 ubicadas en la region
temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) 2 en la regidn tardia L1 y L2 (Graham,
2010). Los genes tempranos desempefian funciones en la replicacién y
transcripcion del genoma del VPH, el ciclo celular, la sefializacion celular
y el control de la apoptosis, la modulacion inmunitaria y la modificacién
estructural de la célula infectada (Coico-Vega et al., 2018). Por otro lado,
los genes tardios comprenden la capside del virus necesaria para la
propagacion y supervivencia de virus en el medio ambiente (Chen et al.,
2015; Plummer et al., 2016; Tsakogiannis et al., 2015).

El virus del papiloma humano es un virus cosmopolita con mas de 200
genotipos, divididos en genotipos que pueden infectar a una amplia
gama de mamiferos, aves y reptiles (Bernard et al., 2010). El VPH se
encuentra a menudo en las células epiteliales y persiste durante mucho
tiempo, incluso en ausencia de dafo, y su latencia es tal que algunos de
ellos forman parte de la microflora de nuestra piel y es mas probable que

participen en la homeostasis de la piel (Fouéré et al., 2016).

1.3.4. Transmision de VPH

Se ha demostrado que el virus del papiloma humano se transmite en
varios modos. Los modos de transmision incluyen: contacto sexual,
contacto no sexual (ya sea directa o indirectamente) y el contacto
materno, ya sea directa o indirectamente (American College of
Obstetricians and Gynecologists, 2005; Doerfler et al., 2009; Syrjanen &
Puranen, 2000). El contacto sexual es el modo primario de transmisién
tanto en adultos como en nifios (Syrjanen & Puranen, 2000). La
transmision puede ocurrir a través del contacto sexual penetrante o el
contacto genital intimo (Doerfler et al.,, 2009). La mayor parte de la
infeccién neonatal por VPH es la transmision vertical al nacer (Syrjanen,
2010).

1.3.5. Ciclo de vida del VPH
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El VPH infecta las células epiteliales basales en division donde su
genoma episomico de ADNds ingresa a los nucleos. Tras la division
celular basal, una célula hija infectada comienza el proceso de
diferenciacién de los queratinocitos que desencadena un patron
estrechamente orquestado de expresion génica viral para lograr una
infeccion productiva. Un subconjunto de VPH infeccioso de la mucosa,
los llamados VPH de "alto riesgo" (VPH-AR), causan enfermedad cervical,
clasificada como de bajo o alto grado (Graham, 2017).

La mayoria de las personas experimentaran una infeccion transitoria de
VPH-AR durante su vida, pero estas infecciones no progresaran a una
enfermedad o cancer cervical clinicamente significativo porque el
sistema inmunitario finalmente reconoce y elimina el virus. La progresion
del cancer se debe a una infeccién persistente con un VPH-AR. La
infeccidon por VPH-AR es la causa de > 99,7 % de canceres cervicales en
mujeres y un subconjunto de canceres orofaringeos, predominantemente
en hombres (Doorbar, 2005). EI VPH 16 (genotipo VPH-AR 16) es la
causa mas frecuente en todo el mundo y la principal causa de canceres
asociados al VPH. A nivel molecular, la progresion del cancer se debe a
una mayor expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7, que activan el
ciclo celular, inhiben la apoptosis y permiten la acumulacion de dano en
el ADN (Huang et al., 2017).

1.4.Deteccion y uso de técnicas moleculares
1.4.1. Extraccion de ADN por el método de salting out
Es un proceso de extraccion ADN con sal que se utiliza con éxito para
amplificar mediante una técnica de PCR anidada empleando una
solucién salina como acetato de amonio (2 y 4 M) para precipitar

proteinas e isopropanol para precipitar ADN (Howe etal., 1997),

produciendo buenos rendimientos de ADN de calidad, incluso de
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muestras de varias décadas de antigliedad, que se puede amplificar

facilmente mediante PCR (Howe et al., 1997).

1.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Esta tecnologia se basa en las caracteristicas naturales del ADN
polimerasa para replicar las cadenas de ADN. Por esta razén, después
de cada etapa de replicacion, los ciclos alternos de alta y baja
temperatura pueden separar las cadenas de ADN recién formadas entre
si y luego dejar que las cadenas de ADN se recombinen entre si para
copiarlos de nuevo (Tao etal.,, 2017). La PCR proporciona un medio
rapido y preciso de amplificar el ADN facilitando la investigacion
biomédica y el diagnéstico de enfermedades proporcionado una mayor
comprensién de los procesos de las enfermedades y ahora sirven como
base para el diagnéstico y la investigacion cientifica basica (Ishmael &
Stellato, 2008).

El método de PCR se ha introducido como el método mas sensible para

la deteccion del ADN del VPH en muestras clinicas.

1.4.3. Enzima de restriccion MY09 MY11 y PC04 GH20

La deteccion de VPH mediante PCR convencional con iniciadores
cebadores degenerados MY09 (CGTCCMARRGGAWACTGATC), MY11
(GCMCAGGGWCATAAYAATGG), que reconocen la regién del genoma
viral consenso L1 del genoma viral y los genotipos de bajo riesgo (tipos
6, 11, 42 y 44) y alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 y
58), para obtener un producto de amplificaciéon de 450 pb (Hildesheim
etal, 1994; Ho etal, 1995) y los primers GH20 (GAAGAGCCAA
GGACAGGTAC) and PC04 (CAACTTCATC CACGTTCACC) de 260 pb que
detectan la betaglobina humana como control de calidad (Gravitt et al.,
2000).

Il. MATERIAL Y METODOS
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2.1.Lugar de ejecucion

La recoleccién de muestras se realizé en el Area de Ginecobstetricia,
mientras que el procesamiento de las muestras se realiz6 en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Area de Investigacion del Hospital Regional

Lambayeque.

2.2.Material

2.2.1. Poblaciéon y muestra

El tamafio de muestra estuvo conformado por 187 pacientes del area de
gineco obstetricia, que aceptaron participar en el estudio que asistieron
al area de ginecobstetricia de abril a mayo de 2019. Se calculd la
muestra en base a las pacientes recibidas el afio pasado en el area

ginecobstetricia.

2.2.2. Unidad de analisis

Infeccidn por virus papiloma humano en pacientes de ginecobstetricia: la
muestra estuvo conformada por los citocepillados del cuello uterino de
pacientes de ginecobstetricia del Hospital Regional Lambayeque que
acudan a realizarse su Papanicolaou en el periodo de abril a mayo de
2019.

2.2.3. Criterios de inclusion
e Pacientes procedentes de ginecobstetricia del Hospital Regional
Lambayeque que se realicen la toma de muestra del Papanicolaou

durante el periodo de abril a mayo de 2019.

2.2.4. Criterios de exclusion
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¢ Que hayan tenido relaciones sexuales en los ultimos 2 o 3 dias
anteriores al examen.

e Que estén usando tampones, espumas anticonceptivas,
medicamentos via vaginal, cremas o polvos vaginales porque inhiben
el PCR.

¢ Que estén recibiendo tratamiento para cancer de cérvix, porque ya

estan recibiendo tratamiento.

2.3.Método

2.3.1. Tipo de estudio

Se trata de un estudio descriptivo transversal realizado en el Hospital
Regional Lambayeque. Basado en la hora del incidente y el registro de la

informacidn, este estudio es prospectivo.

2.3.2. Diseiio de investigacion

Por conveniencia, se adopté un método de muestreo continuo no
probabilistico, que incluye el reclutamiento de todos los pacientes que
cumplen con los criterios de seleccion durante el periodo de
reclutamiento establecido para el estudio desde abril a mayo 2019, en
los servicios de obstetricia y ginecologia del Hospital Regional

Lambayeque.

2.3.3. Instrumentos de recoleccion de datos

El instrumento utilizado es una hoja de recoleccidén de datos elaborada
por el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Regional de

Lambayeque, que contiene datos sociodemograficos (Anexo N°1).

2.3.4. Proceso de recoleccion de muestras
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Se aplicé un consentimiento informado y se explicé a la paciente el

procedimiento de la toma de muestra (Anexo N°2).

Se inserté un espéculo vaginal estéril para la visualizacién del cuello
uterino. Se inserté un cepillo en el endocérvix, de 1 a 1,5 cm, desde el
orificio externo del cuello uterino, hasta que las cerdas externas del
cepillo toquen el cuello uterino. El cepillo gira tres veces en sentido
antihorario. El cepillo no esta completamente insertado en el canal
cervical. Terminada la operacion, se retird el cepillo celular del canal
cervical y se coloc6 en un tubo Falcon con una solucion conservante
para mantener la integridad de la muestra (contiene tampén fosfato
PBS), evitando asi que las cerdas entren en contacto con el tubo o
cualquier otro externo. Los sujetos también se marcaron con un cédigo

de paciente, que se almacend a -4 °C hasta su procesamiento.

2.3.5. Caracterizacion molecular de muestras

La identificacién de virus papiloma humano de pacientes de
ginecobstetricia del Hospital Regional Lambayeque se evalué mediante

marcadores moleculares por la técnica de PCR convencional.

2.3.5.1. Extraccion y purificacion de ADN mediante salting-out

Método de purificacién basado en ADN gendmico, utilizado para
identificar la extraccion de ADN del virus del papiloma humano
(Sargent, 2004).

Se realiz6 el siguiente procedimiento:

e Tratamiento previo:

Se agité con voértex el tubo que contiene el citocepillo, a fin de
desprender todas las células que puedan quedar en el mismo. Se
retir6 con cuidado el citocepillo y toda la solucion restante, se

traspasé a un tubo de 1.5 ml. Se concentré la muestra por
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centrifugacion a 12 000 rpm por 5 minutos, luego se eliminé todo el

sobrenadante y se afiadiod el tubo blanco de extraccion.

Extraccion y purificacion:

Se agreg6 360 pl de tampdn de lisis y 3 pl de B-mercaptoetanol a la
muestra. Se incubd en un bafio de agua a 65 °C durante una (1)
hora, agitando cada 10 minutos. Se agregd 90 pL de acetato de
potasio 8 M, se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos y luego
se recupero el sobrenadante en otro tubo de ensayo de 1,5 ml; se

repitio este paso dos veces.

Precipitacion:

Se anadio 450 pL de isopropanol y se centrifugd a 12 000 rpm por 5
minutos, luego se elimind el sobrenadante. Se lavd con 450 pL de
etanol al 70 % y se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos. Luego se
dejé secar hasta eliminar la humedad. Se resuspendié en 25 pL de
H20 PCR.

2.3.5.2. Determinacion de la cantidad y la calidad de ADN

La calidad e integridad del ADN gendmico se evalué mediante
electroforesis en gel de agarosa y la electroforesis en gel de
agarosa se preparé con tampon TAE a una concentracion del 1%.
Para ello, se disolvio la agarosa en tampon TAE y esta se calent6 en
el microondas hasta que hirvio, luego se verti6 en el soporte con un
peine hasta que gelificd. Se colocé el gel preparado en la camara
de electroforesis que contiene el tampoén TAE 1X.

En los pocillos del gel de agarosa, se cargdé 1 L de muestra que se
ha mezclado con 1 pL de colorante de tampdén de cargay 8 L de
H20 PCR. Bajo la fuente de alimentacion, se aplicé una corriente a

30 V durante 10 minutos, 70 V durante 30 minutos y 30 V durante
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10 minutos. Posteriormente, el gel se tind en una solucién de
bromuro de etidio con una concentracién de 0,5 mg / mL, y luego se
observé la imagen de ADN y se capturé con una foto con el
dispositivo de documentos PharosFx Plus.

La calidad y cantidad de ADN se determiné mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1%. La cuantificacion se realizdé usando un

marcador con una concentracion conocida.

2.3.5.3. Conservacion del ADN

El ADN se rehidrat6 afiadiendo 50 L de H20 PCR y se mantuvo a 4

°C hasta su posterior analisis.

2.3.5.4. Amplificacion de ADN

El ADN que se extrajo se amplificé mediante técnica de PCR. Todas
las muestras se amplificaran para los primers MY09 y MY11, y un
control interno de calidad para verificar si es ADN amplificable BGH
con los primers PC04/GH20. Para observar sus componentes ver
Tabla N° 1y N°2 (anexos).

2.3.5.5. Preparacion del mix de reaccion

La preparacién del mix de reacciéon para PCR BGH y VPH se llevo a
cabo segun la Tabla N° 1y N° 2 (anexos) a un volumen final de 12,5
pL en cada reaccion.

2.3.5.6. Condiciones termodinamicas de reaccion

La reaccion de amplificacion de VPH PCR se realiz6 en un
termociclador Eppendorf y la secuencia de oligonucleétidos
MY09/MY11 con la secuencia MY09 (CGTCCMARRGGAWACTGATC),
MY11 (GCMCAGGGWCATAAYAATGG) vy PC04/GH20. Las
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condiciones termodinamicas Optimas constaron de los siguientes
pasos:
e Prenaturalizacion: 3 minutos a 94 °C.
e Anillamiento (annealing): 35 ciclos por 45 segundos a 94 °C,
T minutoa 55 °Cy 1 minuto a 72 °C.

e Extension: a 72 °C por 7 minutos.

2.3.5.7. Electroforesis y visualizacion de banda

Las muestras resuspendidas fueron examinadas por electroforesis
en un gel de agarosa al 1,5 % usando un marcador de peso molecular
de 100 pares de bases. Posteriormente, se llevd a una corrida
electroforética a 70 V por 10 minutos y luego a 120 V por 45
minutos. Luego los geles se tifieron por 10 minutos en una solucién
de concentracion 0.5 mg/mL de bromuro de etidio. Para su
visualizacion se empled un scanner molecular, marca Pharos Fx

Plus.

2.3.6. Analisis estadisticos

El procesamiento de los geles de identificacion se fotodocumento
mediante el escaner molecular Pharos Fx Plus Biorad, las bandas
registradas se procesaron por el software Quantity One Biorad (Analisis
flexible de carriles y bandas, analizador de pureza y cuantificacién).

El analisis de la prueba de VPH en la muestra de cuello uterino se
considerd positivo o negativo, se utilizé la prueba de chi-cuadrado y t-
student para el analisis bivariado y asi establecer la media. Y si las
caracteristicas epidemioldgicas estan relacionadas con la infeccién, se
establece un intervalo de confianza OR del 95 % (IC) petréleo crudo.
Considerando que el nivel de significancia es 0,05, se utiliza el software

estadistico Stata version 14.

2.3.7. Consideraciones éticas
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El protocolo de investigacién ha sido aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Regional Lambayeque. Todas las mujeres que participaron en el
estudio firmaron un formulario de consentimiento informado personal,
explicando e investigando la informacion con anticipacién. El
procesamiento de todos los informes de datos y resultados respeta la
confidencialidad de los participantes. En cuanto a la confidencialidad de
los datos, los investigadores siguieron el acuerdo del Hospital Regional
de Lambayeque en la divulgacion de los datos de los pacientes. Con
respecto a la privacidad y el consentimiento informado, los
investigadores obtuvieron el consentimiento informado de los pacientes
o sujetos referidos. La poblacién se beneficiara del diagndstico e

identificacion precoces del virus del papiloma humano.

lll. RESULTADOS

Se analizaron 187 muestras de pacientes del Area de Ginecobstetricia del
Hospital Regional Lambayeque, entre abril a mayo de 2019, 53 tuvieron un
resultado positivo (29,94 %) y 124 pacientes un resultado negativo para la
prueba (70,06 %) (Figura 1). En cuanto a la procedencia de las pacientes,
fueron de Chiclayo, 79 (44,63 %); La Victoria, 16 (9,04 %); y José Leonardo
Ortiz, 26 (14,69 %) en mayor proporcion del distrito de Chiclayo, Lambayeque y
56 (31,64 %) fuera de Chiclayo, ver Figura 2.
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M Positivo

Figura 1. Prevalencia de VPH de pacientes atendidas en el area de

ginecobstetricia.
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Figura 2. Procedencia de pacientes atendidas en el area de ginecobstetricia.
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Se encontré una edad media de 45,12 afos, una media de 18 para el inicio de
vida sexual, una media de una pareja sexual y una pareja sexual en los ultimos
seis meses, ir ala Tabla N° 3.

Tabla 3. Factores asociados de pacientes que se atienden en el area de
ginecobstetricia del Hospital Regional Lambayeque.

N %
Edad* 4512 11,86
Primera RS+ 18 16a21
Numero parejas sexuales+ 1 Ta2
Parejas en los ultimos 6 meses+ 1 1
Numero partos vaginales* 224 1,49
Lesion cervical 23 12,99
Antecedente ITS 5 2,82
Anticonceptivo hormonal 135 76,27
Uso de condon
Nunca 90 50,85
Frecuentemente 82 46,33
Siempre 5 2,82
No fumadora 22 1243
Resultado+ 53 29,94

*Se uso la media y DS. + Se usé la mediana 'y
RIQ. RS: Relacion sexual

No se encontré diferencia estadistica significativa entre los factores de edad de
la primera relacion sexual, numero de partos vaginales, lesion de cuello uterino,
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antecedente de ITS, uso de anticonceptivo hormonal y de barrera (condén),
promiscuidad, tabaquismo con un resultado positivo (Tabla 4).

Tabla 4. Factores asociados en de pacientes que se atienden en el area de

ginecobstetricia del Hospital Regional Lambayeque con resultado positivo.

Diferencias segun resultado de prueba de VPH
Positivo Negativo p 1IC95%

47,43 44,15 -711a
* ) ] )
Edad 1071)  (1223) 9991 53
. 18(17a 18(16a -1,69 a
Primera RS+ 22) 21) 0,489 0,81
Numero partos 2,34 -0,62 a
vaginales* (1,57) 22(146) 057 0,35
Lesion cuello uterino (Si) 6 (26,09) 17(73,91) 0,665 0i3;17a
Lesion cuello uterino 107
(No) 473052)  (69.48)
. 0,66 a
Antecedente ITS (Si) 1 (20) 4(80) 0,622 511
Antecedente ITS (No) 52 (30,23) 120
' (69,77)
Aqtlconceptlvo hormonal 40 (26,63) 95(70,37) 0,87 0,82 a
(Si) 1,18
Anticonceptivo hormonal 13 (30,95) 29 (62,05)
(No)
Uso de condon
Frecuentemente/Siempre 25 (28,74) 62(68,89) 0,73 0i63?1a

Nunca 28 (31,11) 62 (71,26)
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Fumadora (Si) 5(2273) 17 (77.27) 0420 22032

1,76
107
Fumadora (No) 48 (30,97) (69,03)
*Se uso la media y DS. + Se uso la mediana y RIQ. RS: Relacion
sexual

Para ver las capturas fotograficas de los geles de agarosa (ver figuras 3-

6) en anexos.

IV. DISCUSION

Con una media de edad de 45 afos, en este estudio se obtuvo un resultado
positivo para virus papiloma humano de 29,94 %, estos resultados se asemejan
a los resultados encontrados por Mendoza et al. (2012) en la que se detectd
alta frecuencia de VPH de 21 %, estos resultados se asemejan también al
estudio de Winer et al. (2003) con 32,3 %. Nuestro estudio difiere con los
resultados de De Brot et al. (2017) donde encontré una alta prevalencia (63 %)
en una poblacion brasilefia y el estudio de Ingabire et al. (2017), en el que se
encontré que el 8,6 % de pacientes fueron positivas a VPH. Serquén-Lépez et al.
(2018), en su estudio llevado a cabo en la regién de Lambayeque (Peru),
encontré 23,5 % de trabajadoras sexuales con resultado positivo para VPH en
trabajadoras sexuales, un resultado similar a los encontrados en esta
investigacion.

En cuanto al inicio de la vida sexual activa fue de 18 afios, una media de una
pareja sexual, y se evalué promiscuidad mediante el nimero de parejas
sexuales en los ultimos seis meses, en el que se encontré una media de una
pareja sexual. No obstante, este resultado difiere de los obtenidos en otros
estudios en los que la promiscuidad y el numero de parejas sexuales son
factores de infecciéon por VPH (Bosch et al., 2002; Sathian et al., 2017), y del

estudio de Franceschi et al. (2009), en el que menciona que la relacién entre
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infeccion por VPH y la edad de la primera relacién sexual incrementa la
infecciéon por VPH. La promiscuidad incrementa el riesgo de contraer
infecciones de transmisién sexual (Grossman, 2013). Estos son factores de
riesgo sexual asociados con la infeccién por VPH (Rohde et al., 2018).

En este estudio no se encontré asociacion entre estos factores y un resultado
positivo para VPH. En el estudio de Rodriguez-alvarez et al. (2018) se encontré
una fuerte asociacion entre la infeccién por VPH y la promiscuidad, estos
resultados difieren de lo encontrado en esta investigacion, quizas porque la
poblacién es conservadora y el nimero de parejas recientes fue bajo (Schmitt &
Shackelford, 2008).

Se observd en este estudio que el numero de partos vaginales tuvo una media
de 2,24; en el que no tuvo una asociacion significativa con el riesgo de infeccidn
por VPH. Estos resultados son similares en los encontrados en el estudio de
Alirezaei et al. (2020) entre el nimero de nacimientos y la infeccién por VPH.
Una alta paridad es también un factor de riesgo para la infeccion de VPH (Silvia
Franceschi et al., 2003).

En este estudio, menos de la mitad de las pacientes declaré usar condén como
método anticonceptivo de barrera. Los estudios indican que el uso de
condones son factores de proteccion contra el VPH, su falta puede ser un
factor de riesgo en la infeccién de VPH (Rodriguez-alvarez et al., 2018). Un
grupo pequefio de pacientes era fumadora y usaba anticonceptivos hormonales
por largo tiempo (>5 afios), estos son factores de riesgo importantes en la
infeccion por VPH (Hellberg & Stendahl, 2005). El uso prologando de
anticonceptivos hormonales incrementa el riesgo de una infeccion persistente
de VPH (Smith et al., 2003). Las mujeres fumadoras tienen mayor riesgo de

tener CC por una infeccion persistente de VPH (Hellberg & Stendahl, 2005).

No se encontré significancia estadistica entre el haber tenido alguna lesién de
cuello uterino y la infeccién por virus del papiloma humano, esto difiere de
estudios como el de Bosch et al. (2002), Oliveira et al. (2017), Motoyama et al.
(2004), Naqvi et al. (2004) y Harden & Munger (2017) en que se encontré mayor

frecuencia de VPH en pacientes con estos antecedentes.
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Segun los resultados de este estudio los factores como el nimero de parejas
sexuales y la infeccion por VPH no tienen relacion. Esto puede deberse a que se
realizé el estudio en una poblacién bajo numero de parejas sexuales, una
sociedad conservadora, siendo este factor importante en el contagio y la
persistencia del VPH en el organismo. Se encontré también que poca poblacién
es fumadora por lo que este factor carcinogénico no se podria reflejar muy bien
en la poblacion ya que se necesitaria una mayor poblacion fumadora
participante en el estudio. Se pudo ver que un porcentaje significativo de las
pacientes fueron violadas iniciando asi su vida sexual, ademas que las
pacientes tenian tendencia a disminuir el nimero de parejas sexuales durante
la entrevista, al igual que hubo mucho desconocimiento entre los tipos de

métodos anticonceptivos.

Una fortaleza de este estudio es que se traté de recopilar toda la informacion
que se pudo por medio de la ficha de datos, ya que normalmente en los
servicios de los hospitales existen muchos datos faltantes, lo que dificulta una
correcta recopilacién de datos. Las muestras con resultado indeterminado se
repitieron hasta encontrar un resultado final. Los resultados de este estudio
podran dar una mejor vision a los servicios ginecoldgicos y oncoldgicos de los
hospitales, y permitiran mejorar los programas de tamizaje ya que se
encontraron estos resultados en pacientes con citologia negativa. Este es uno
de los primeros estudios llevados a cabo en la region Lambayeque.

Una debilidad del estudio es no haber genotipificado a las muestras positivas
de VPH ni haber incluido en otro grupo a las pacientes con carcinoma
epiteliales en cualquiera de sus estadios, lo cual habria dado una mejor visién
de los tipos que estan circulando por la regién. Se recomienda, en estudios
posteriores, incrementar el numero de muestra, estratificando mejor a las
pacientes, y ampliando la prueba a los varones ya que son estos los reservorios
de la enfermedad. Se debe fortalecer la investigacion en este tema que es una

importante causa de mortalidad femenina.
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V.

CONCLUSIONES

Se encontré que el 29,94 % de las pacientes que fueron atendidas en el
area de ginecobstetricia del Hospital Regional Lambayeque entre los
meses de abril a mayo de 2019 esta infectada con virus papiloma
humano.

No se encontré diferencia estadistica significativa entre la infeccién por
virus del papiloma humano y la edad, la edad de primera relacion sexual,
promiscuidad, numero de partos vaginales, lesidn cervical, antecedente de

ITS, uso de anticonceptivo hormonal, uso del conddn y tabaquismo.
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VL.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios cohorte en poblacion de riesgo con

tamizaje molecular de VPH del Hospital Regional Lambayeque.

Se debe usar nuevas técnicas moleculares para el diagnostico de VPH

mas precisas como el PCR-RT.
La toma de muestra es fundamental por lo tanto debe ponerse énfasis en

esta parte del proceso, asi como en su conservacion.
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VIII.

ANEXOS

7.1.Consentimiento para participar en un estudio de investigacion

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

INSTITUCION : HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE
INVESTIGADOR: Bach. Blgo. Sebastian A. Iglesias Osores

TITULO: PREVALENCIA DE VIRUS PAPILOMA HUMANO EN PACIENTES
DE GINECOBSTETRICIA DEL HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE, abril -
mayo, 2019

Propdsito del Estudio:

Lo estamos invitando a participar en el estudio denominado:
PREVALENCIA DE VIRUS PAPILOMA HUMANO EN PACIENTES DE
GINECOBSTETRICIA DEL HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE, abril -
mayo, 2019. Este es un estudio desarrollado por investigadores del
Hospital Regional Lambayeque, para estandarizar un protocolo que nos
permita la deteccion precoz del virus papiloma humano empleando
técnicas especializadas de Biologia Molecular.

Esto nos permitira utilizar técnicas moleculares como herramienta para
la prevencion del cancer de cuello uterino. El papiloma virus humano nos
permite detectar el riesgo de contraer cancer de cuello uterino; siendo
esta neoplasia, la primera en la region Lambayeque y es la primera causa
de muerte por cancer a nivel nacional en mujeres.

Procedimientos:

Se realiz6 una encuesta para recoger sus datos de manera personal y la
toma de muestra sera la misma del Papanicolaou.

Riesgos:

No se prevén riesgos por participar en esta fase del estudio. Pues no se
realizé ninguna intervencion ajena a la atencion que viene recibiendo.

Beneficios:
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Esta investigacion permitira generar evidencia sobre la presencia de la
enfermedad bajo estudio, lo que redundarda en mejores alternativas
terapéuticas en beneficio a los pacientes.

Costos e incentivos:

Usted no debera pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no
recibira ningun incentivo econémico ni de otra indole, unicamente la
satisfaccion de colaborar a la generacion de evidencia sobre su
enfermedad.

Confidencialidad:

Nosotros guardaremos su informacién con cédigos y no con nombres.
Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrara
ninguna informacién que permita la identificacion de las personas que
participan en este estudio. Sus archivos no seran mostrados a ninguna
persona ajena al estudio sin su consentimiento.

Derechos del paciente:

Si usted decide participar en el estudio, puede retirarse de éste en
cualquier momento, o no participar en una parte del estudio sin perjuicio
alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor pregunte al personal del
estudio, o llamar al Blgo. Luis Miguel Serquén Lopez (979925554) o
Sebastian Iglesias (991547292).

Si usted tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree
que ha sido tratado injustamente puede contactar al Comité de Etica e

Investigacion del Hospital Regional Lambayeque, teléfono (074) 480433.

CONSENTIMIENTO:

Acepto voluntariamente QUE MI MUESTRA SEA PROCESADA PARA EL
DIAGNOSTICO Y GENOTIPIFICACION DE VIRUS PAPILOMA HUMANO,
comprendo en qué consiste esta prueba; y que no significa riesgo alguno
ni procedimiento adicional a la toma de muestra de un Papanicolaou;
también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme

del estudio en cualquier momento.

Fecha
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Firma:

Testigo o Apoderado:

Fecha

Firma:

Investigador:

Fecha

Firma:

7.2.Concentraciones master mix

Tabla 1. Concentraciones y volumenes BGH Taq Platinium-Invitrogen.

BGH Taq Platinium-Invitrogen

1
reaccion
Conc. Conc. Vol.
Inicial final inicial
Buffer 10x 10 1 1,25
Primer forward
10mM 10 0,2 0,25
Primer reverse
10mM 10 02 0,25
Dntps 5mM/C 5 0,2 0,5
MgCI2 50mM 50 1,5 0,375
Platinum Taq
50/ L 5 0,625 0,125
ADN >100ng 3
Agua 6,75
Volumen final 12,5

Tabla 2. Concentraciones y volumenes MY09-11 Taq Platinium-Invitrogen.

MY09-11 Taq Platinium-Invitrogen
1 reaccion




Conc. Conc. Vol.

inicial ~ final inicial
Buffer 10x 10 1 1,25
Primer forward
10mM 10 0,2 0,25
Primer reverse
10mM 10 0,2 0,25
Dntps 5mM/C 5 0,2 0,5
MgCI2 50mM 50 275 0,6875
Platinum Taqg 5U/ pL 5 0,625 0,125
ADN >100ng 5
Agua 44,375
Volumen final 12,5

7.3.Ficha toma de datos Hospital Regional Lambayeque
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Hospital Regional CODIGO:

 LAMBAYEQUE

Tu salud, nuestra razén de ser. FECHA:

FICHA CLINICA - PCR VIRUS PAPILOMA HUMANO

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS:

NOMBRE Y APELLIDOS:

EDAD: | SEXO: F/ M [DNE:
PROCEDENCIA: DISTRITO: PROVINCIA:
GRADO DE INSTRUCCION (marcar): SOLTERA OCUPACION:
ESTADO CIVIL: _
PRIMARIA: incompleta |completa | (encerraro |CONVIVIENTE OCUPACION
SECUNDARIA: |incompleta |completa marcar)  |CASADA DELA
SUPERIOR: incompleta |completa SEPARADA O VIUDA |PAREJA:
FACTORES DE RIESGO:
EDAD 1° RELACION SEXUAL: N° PAREJAS SEXUALES (ultimos 6 meses):
TOTAL DE PAREJAS SEXUALES (poner numero): 0 1-2 >3
ANTECEDENTE S| NO ANTECEDFNTE S| NO VERRUGA S| NO
LESION CERVIX: ITS: Hepatitis A, GENITAL:
B. Sifilis, Gonorrea.
USO DE
USO DE ANTICONCEPTIVOS Sl NO ANTICONCEPTIVOS DE Sl NO
HORMONALES:
BARRERA:
TIEMPO DE USO CONDON: NUNCA FRECUENTE SIEMPRE
NUMERO DE PAREJAS SEXUAL 1-2 3-4 >5 NUMERO DE PARTOS VAGINALES:
RELACIONES SEXUALES SIN PROTECCION NUNCA FRECUENTE SIEMPRE
NUNCA CANTIDAD <5 5-14 >15
FUMADORA: ANTES ANO MES SEMANA DiA
TIEMPO
ACTUALIDAD
DATOS CLINICOS

TIPO DE MUESTRA:
DIAGNOSTICO CLINICO:
OBSERVACIONES:
TOMA DE MUESTRA: PROCESAMIENTO MUESTRA:
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7.4.Geles de agarosa

Figura 3. Gel de agarosa mostrando los valores de 450 pb (valor positivo

VPH- linea naranja).
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Figura 4. Gel de agarosa mostrando los valores de 260 pb (valor positivo

BGH- linea naranja).
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Figura 5. Gel de agarosa mostrando los valores de 450 pb (valor positivo-

linea naranja).
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Figura 6. Gel de agarosa mostrando los valores de 450 pb negativos

(valor positivo- linea naranja).
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