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RESUMEN

El proposito del estudio actual fue detectar el virus de papiloma humano (VPH) de
alto riesgo en mujeres que acuden al Centro de Salud los Licenciados,
especificamente en el Servicio de Obstetricia. Empleando la técnica de PCR en
tiempo real dirigida a la region L1 para detectar la presencia del virus, ademas
utilizando el secuenciamiento genético se identificaron los genotipos del virus. El
tipo de investigacion fue no experimental, nivel descriptivo y de corte transversal.
Los resultados se basaron en una muestra de 50 mujeres, de las cuales el 64%
(32) presentd resultados positivos para la infeccion por VPH, mientras que el 36%
(18) obtuvo resultados negativos. De los 32 casos positivos, se identificaron
genotipos clasificados en categorias de alto riesgo y bajo riesgo. En el contexto de
las infecciones por el virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo oncogénico,
se observé que el genotipo VPH 33 presentd la mayor prevalencia, alcanzando un
30%. A continuacioén, se encontraron los genotipos VPH 16 y VPH 31, ambos con
una prevalencia del 20%. En lo que respecta a los genotipos de VPH de bajo riesgo
oncogénico, el VPH 81 fue el que predomind en este grupo. En relacién con la
edad, en el grupo de 20 a 35 afios (18), se observé que el 34.4% (11) presentd
VPH de alto riesgo. Por otro lado, en el grupo de 36 afos en adelante (14), el
28.1% (9) mostro la presencia de VPH de alto riesgo. Ademas, en relacion con el
inicio de las relaciones sexuales, las mujeres que iniciaron entre los 15 y 19 afios
(22), mostraron un 43.7% (14) con VPH de alto riesgo, mientras que aquellas que
comenzaron entre los 20 a mas (7) presentaron un 18.7% (6) de VPH de alto
riesgo.

Palabras claves: virus del papiloma humano, cancer cérvico uterino, PCR en
tiempo real, VPH de alto riesgo.



. INTRODUCCION

La investigacion se fundamenta en la deteccion del ADN del virus del papiloma
humano, utilizando la técnica de PCR en tiempo real y determinando los genotipos
particulares del virus a través de la secuenciacion genética. El cancer cérvico
uterino, el cual es causado por el virus del papiloma humano (VPH) en mujeres
gue tienen actividad sexual activa, sigue siendo un problema de salud publica hoy
en dia. Este tipo de cancer es considerado no solo en nuestro pais, sino también
a nivel global, como una infeccion de transmision sexual mas frecuente y habitual

(Bocanegray Lopez, 2011).

El cancer de cuello uterino es el cuarto tipo de cAncer mas comun en las mujeres
a nivel global. De acuerdo con cifras de GLOBOCAN publicadas en 2022, se
reportaron 662,301 nuevos casos y 358,874 muertes por cancer de cérvix. El 90%
de las muertes sucedieron en paises en vias en desarrollo, lo que constituye un
problema para la salud publica en estas naciones. En Peru, en 2022 se registraron
4,809 nuevos diagndsticos de cancer cervical y hubo 2,545 fallecimientos a causa

de esta enfermedad (Jie et al., 2025).

En Ayacucho, durante el 2023, se diagnosticaron 1,275 casos de cancer de cuello

uterino que es una preocupacion importante en la region (DIRESA).

Alrededor del 70% de los casos de canceres de cuello uterino en todo el mundo
son causadas por genotipos de VPH de alto riegos 16 y 18 que son los dos
genotipos oncogénicos mas comunes gue causan esta enfermedad, en cambio
los genotipos de bajo riesgo provocan una alta tasa de displasia cervical leve, mas

del 90% en Condiloma acuminado o verrugas anogenitales (Pachon et al.,2007).
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Durante muchos afos, la prueba de Papanicolau (PAP) ha sido el método
estandar para el tamizaje del cancer de cuello uterino (CaCu) y ha sido utilizada
en grandes poblaciones a nivel mundial que permite diferenciar los niveles de
lesion que se presentan a nivel del epitelio cervical. Sin embargo, teniendo en
cuenta algunas limitaciones para la lectura como la calidad de la muestra, las
caracteristicas del extendido, la fijacion de la lamina y la experiencia del personal

gue realiza el reconocimiento afecta la sensibilidad y especificidad de la prueba.

La citologia como la colposcopia en algunos casos pueden identificar lesiones
cervicales en estadios avanzados. Por lo tanto, es necesario utilizar pruebas
moleculares como herramienta que permite la deteccién del ADN del virus del
papiloma humano (VPH) incluso antes de observar alguna lesion (Lineros et al.,
2020). De esta forma, la aplicacién de las pruebas moleculares es un pilar
importante para la deteccién temprana del virus ofreciendo alta sensibilidad y
especificidad que permite sensibilizar y adoptar medidas de prevencion para evitar

el desarrollo del cancer cervical.

Objetivo general

Detectar molecularmente el virus del papiloma humano de alto riesgo en mujeres
gue acuden al Servicio de Obstetricia del Centro de Salud los Licenciados.
Ayacucho, 2024.

Objetivos especificos

1. Detectar el virus del papiloma humano mediante el método de la PCR en
tiempo real dirigido a la regién L1, en mujeres que acuden al Centro de Salud

los Licenciados durante el periodo de estudio.

2. ldentificar los genotipos de VPH de alto riesgo en mujeres que acuden al
Centro de Salud los Licenciados, mediante el secuenciamiento genético de la

region L1.

3. Determinar los factores de riesgo que se asocian a la infeccion del virus del

papiloma humano en mujeres que acuden al Centro de Salud los Licenciados.

11



1. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Antecedentes internacionales

Mejia et al.,(2016) llevaron a cabo la investigacion titulada “Prevalencia de tipos
de virus del papiloma humano en lesiones cancerosas y precancerosas de cuello
uterino de mujeres ecuatorianas”. Tuvo como objetivo estudiar la prevalencia de
tipos de VPH en lesiones cancerosas o precancerosas de cuello uterino, la
muestra fue de 164 mujeres ecuatorianas para ello uso la siguiente metodologia:
los tejidos patoldgicos se recogieron mediante biopsia y se dividieron en dos
partes; una parte se envid al laboratorio de histopatologia de SOLCA vy la otra
parte se preservo en etanol al 70% a 20°C para su posterior procesamiento.
Todas las muestras con neoplasia intraepitelial de alto grado (NIC Il 'y NIC 1) y
cancer se sometieron a extracciéon de ADN y amplificacién de secuencias de
VPH. Sus resultados demostraron que el 86,0% (141) de 164 mujeres eran VPH
positivas. Demostrando que los genotipos mas comunes fueron VPH16 (41,8%)
y VPH 58 (30,5%). El VPH 18 se detectd solo en el 2,8 % de las muestras
positivas para VPH. Concluyendo asi, que la frecuencia general de tipos de VPH
detectados en lesiones precancerosas y cancerosas fue alta para el VPH16 y
VPH58 y baja para el VPH18 en Ecuador.

Murillo et al., (2022) en su articulo denominado “Virus del papiloma humano: una
actualizacion al diagnostico y la prevencién” una investigacion de disefio
documental realizé una basqueda de informacién actualizada de los altimos 6
afios sobre el tema Virus del papiloma humano cuya informacion fueron
consultadas en bases de datos electronicas de alto impacto como es Scielo,

Elsevier, Redalyc, Latindex, Dialnet, PubMed y Medigraphic, entre otras.

12



Mediante este disefio documental registraron resultados de América del Norte,
México con 36% siendo el pais con mayor prevalencia. Se incluy6 un estudio de
Espafia con 9,6% que representa un numero bajo de prevalencia; en América del
Sur, Ecuador es el pais con mayor prevalencia con 25,6% y Brasil con menor
porcentaje de prevalencia con 11,1%. Segun sus investigaciones describen
también que los tipos de diagndstico realizados en la mayoria de los estudios fue
mediante la técnica de PCR que fue la mas recomendada para la determinacion
de los tipos de virus de VPH. Concluyeron que la prevalencia del VPH en América
del Norte, México tiene la tasa de incidencia mas alta, seguido de los paises de
América del Sur, Ecuador es el pais con mayor prevalencia. Asi mismo los
genotipos de alto riesgo VPH 58, VPH 52, VPH 16 y en un cuarto lugar el VPH 18
fueron de mayor frecuencia en estos paises, el tipo de diagnéstico mas utilizado
en la mayoria de este estudio segun la informacion bibliografica fue la técnica de

reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)”.

Sanoja (2013), realizé la investigacion titulada “Deteccion v tipificacion del virus
del papiloma humano mediante reaccién en cadena de polimerasa, en muestras
cervicales de estudiantes: Universidad de Carabobo, Venezuela”. El objetivo de
la investigacion fue determinar la frecuencia y genotipos del virus del papiloma
humano (VPH). El estudio fue de tipo descriptivo, y de corte transversal, se
realizé la toma de muestra a 43 estudiantes entre 17 y 41 afios de edad para la
citologia convencional y la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) con andlisis por enzimas de restriccion (RFLP) para la tipificacion. Los
resultados revelaron la positividad viral en un 34,9% (15). Se detectaron cinco
diferentes genotipos, que en orden decreciente de frecuencia fueron VPH 53
(13,3%); VPH 11 (26,7%); VPH 6 (46,7%); VPH 31y VPH 35 (6,7% cada uno).

Nunca se detect6 el VPH tipo 16, 18. El 73,4% (11) de los genotipos fueron de
bajo riesgo. La franja etaria con el mayor porcentaje de casos positivos fue la de
20 a 24 afios (53,3%). En todos los pacientes de 18 a 24 afios (100%) se
registraron casos de VPH de alto riesgo. La citologia informé que el 20,9% de los
casos tenia VPH; en comparacion, la técnica PCR-RFLP hall6 un 34,9% de
casos con VPH. Se llegbé a la conclusién de que estos hallazgos, aunque
preliminares, ofrecen informacién valiosa acerca del estado de la infeccion por el
Virus del Papiloma Humano en el conjunto de estudiantes universitarias

examinadas.
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2.1.2. Antecedentes nacionales

Manrique et al., (2018) en la investigacion que lleva por titulo “deteccion del virus
del papiloma humano en muestras obtenidas mediante técnica de autotoma en
un grupo de universitarias peruanas”. El objetivo fue identificar la frecuencia y
genotipos del virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR), a través de la
técnica de autotoma en un grupo de universitarias de Lima, realizaron un estudio
de tipo transversal cuya muestra estuvo representada por 221 estudiantes
detectando el ADN del VPH-AR a través del método de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). La frecuencia obtenida del VPH-AR en las participantes fue
de 43,4% (96); dentro de este grupo se encontraron los genotipos VPH 16 en
15,6% Yy VPH 18 en 4,2% y el grupo de otros VPH-AR (68, 66, 59, 58, 56, 52, 51,
45, 39, 35, 33 y 31) en 80,2%. Concluyeron que la frecuencia fue de 43,4% en

relacion a la distribucién de los genotipos de alto riesgo.

Manrique et al., (2021) investigaron “Deteccion del virus de papiloma humano
por medio del método de cobas® 4800 en mujeres de Lima, Perd”. El objetivo de
la investigacion fue determinar la prevalencia de la infeccion del virus del
papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR). Analizaron 5,324 muestras
cervicales de manera aleatoria a mujeres mayores de 30 afios. Los resultados
revelaron una prevalencia del 15.2% (802) de positividad para VPH- AR, se
identificé en menor prevalencia el genotipo 16 en el 16.2%, el genotipo 18 en el
3.1%. Mayor fue la distribucion del grupo de los otros genotipos de alto riesgo
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 en el 71.2%. Concluyeron que la

prevalencia del VPH-AR sigue siendo significativa.
2.1.3. Antecedentes locales

Alarcon y Guillén (2021), llevaron a cabo un estudio en Ayacucho titulado
“Tipificacion del virus papiloma humano en mujeres con diagnéstico de
papanicolaou positivo. Hospital de apoyo Jesls Nazareno, enero a marzo del
2021” tuvo como obijetivo identificar los tipos de virus del papiloma humano que
predominan en mujeres con diagndstico positivo de Papanicolaou que reciben
atencion en el Hospital de Apoyo Jesus Nazareno, ubicado en Ayacucho, durante
el periodo comprendido entre enero y marzo de 2021. Se llevé a cabo un estudio
descriptivo de disefio observacional prospectivo transversal, que incluy6 a 150
pacientes con resultados positivos en la prueba de Papanicolaou. De los
pacientes considerados, 22 cumplieron con los criterios de inclusion

establecidos. Se llevo a cabo una entrevista personalizada para su posterior
14



andlisis, utilizando el software SPSS versioén 24.0. Los resultados indicaron que
el 68,2 % (15) de las mujeres diagnosticadas con un Papanicolaou patolégico
presentaron un resultado positivo para la infeccion por virus del papiloma
humano (VPH). De las muestras analizadas, el 50 % (11) resulté ser portadoras
de VPH de alto riesgo oncogénico, mientras que el 18,18 % (04) presentaba VPH
de bajo riesgo oncogénico. En el 31,82 % (07) de los casos, no se detectd

ninguna clase de VPH.
2.2. MARCO CONCEPTUAL
2.2.1. Virus del papiloma humano

Es un virus de transmision sexual que infecta epitelios de piel y mucosas, con
mas de 100 tipos identificados (OMS, 2024).

2.2.2. Genotipo de alto riesgo

Tipos de VPH con potencial oncogénico, asociados al cancer cervical y otros
tipos de cancer anogenital (Mufoz et al., 2003).

2.2.3. Genotipo de bajo riesgo

Tipos de VPH que generalmente no causan cancer, asociados principalmente a
verrugas genitales (Mufoz et al., 2003).

2.2.4. Cancer cérvico uterino

Es una neoplasia maligna del cuello uterino, causada principalmente por
infeccidn persistente con VPH de alto riesgo (Bray et al., 2018).

2.2.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

“Técnica molecular que permite la amplificacion de secuencias especificas de
ADN para detectar la presencia de material genético” (Saiki et al., 1988).

2.2.6. Secuenciamiento

Método que permite determinar exactamente el orden de los nucle6tidos del
ADN, utilizado para identificar genotipos especificos del VPH (Sanger et al.,
1977).

2.2.7. Factores de riesgo

Son aquellas condiciones o situaciones en la vida de una persona que pueden
aumentar la posibilidad de que aparezca una enfermedad o problema de salud.
(OMS, 2009).

15



2.3. BASES TEORICAS
2.3.1. Virus del papiloma humano (VPH)

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae y
constituye un grupo heterogéneo. Dado que las proteinas de su capside
presentan gran similitud antigénica, no se clasifican por serotipo, sino por
genotipo, de acuerdo con las caracteristicas de su ADN. Las diversas variantes
del VPH se vinculan con la infeccién en sitios epiteliales especificos. Desde una
perspectiva evolutiva, este virus se segmenta en diversos géneros distintos, y
las lesiones que genera también exhiben caracteristicas distintivas (Santos et
al., 2015).

El VPH se considera el agente causal de cancer de cuello uterino, un factor
necesario, pero no suficiente, considerando las manifestaciones clinicas de la
infeccion. La progresion a cancer también depende de varios factores, entre
ellos: genotipo viral, genotipo del huésped y factores socioeconémicos. Sin
embargo, la infeccidon por VPH es la enfermedad de transmisién sexual mas
comun y el sistema inmunoldgico de la mayoria de los pacientes elimina el virus
sin ninguna intervencion de manifestaciones clinicas (Bray et al., 2018; OMS,
2024).

2.3.2. Resefa Histoérica

Uno de los avances mas significativos de la medicina a través del tiempo ha
permitido comprender y entender la naturaleza de la infeccion por VPH. En 1842,
Domenio Rigoni Stern establecié una asociacion entre la transmisién sexual y el
desarrollo del cancer de cuello uterino. El punto fundamental que llevé a los
investigadores a relacionar este proceso de transmision fue debido a las altas
cantidades de esta enfermedad que padecieron las trabajadoras sexuales a
diferencia de la cantidad de monjas registradas con esta enfermedad. El
acontecimiento clave tuvo lugar en 1983, cuando Harold Zur Hausen y su equipo
de investigadores aislaron y localizaron el ADN de los tipos de VPH 16 y, un afio
después, del VPH 18 a partir de muestras de tejido. Esto demuestra que el 60%
y el 70% de las mujeres con cancer cervical presentaron estos dos tipos de virus,
convirtiéndose en la primera investigacion que mostré experimentalmente la
relacion entre el VPH y el cancer de cuello uterino. Por lo tanto, fue galardonada
con el Premio Nobel de Medicina en 2008 por ser la pionera en este estudio. “A
partir de ese momento, se observd un incremento notable en el interés por la
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investigacion de este virus. Con el avance de los estudios se identificaron nuevos
tipos de VPH y sus mecanismos moleculares en la carcinogénesis, lo que oriento
la investigacién hacia la respuesta inmune del huésped frente al virus y las
células tumorales, dando lugar al desarrollo de vacunas (Zur, 2002).

2.3.3. Estructuradel VPH

El VPH posee un genoma circular de doble hebra de unas 8,000 bases y una
capside icosaédrica de 55 nm formada por 72 capsémeros sin envoltura. Su
proteina principal es L1 (59-53 kDa), que representa cerca del 80% de las
proteinas virales, mientras que L2 (70 kDa) se encuentra en menor proporcion

(Gonzalez y Araya, 2011).

El genoma viral presenta ocho marcos de lectura abierta (ORF) y se organiza en
tres regiones. De estas, seis ORF codifican proteinas no estructurales,
correspondientes a la region temprana (E), mientras que los otros dos ORF
codifican proteinas estructurales, ubicAndose en la region tardia (L). Las
proteinas E5, E6 y E7 desempefian un papel fundamental en la transformacion
neoplasica, mientras que las proteinas E1 y E2 estan implicadas en la replicacion
del genoma viral. Es relevante sefalar que E2, ademas de su funcion en la
replicacién, regula la expresion de los genes tempranos y suprime la expresion
de los oncogenes E6 y E7. Por otro lado, los genes L1 y L2 codifican proteinas
gue, al autoensamblarse, constituyen la cépside viral. Adicionalmente, se
encuentra la regiéon larga de control o reguladora, que contiene diversos
elementos responsables de la regulacién de la transcripcion y de la replicacion

del virus (Gonzalez y Araya, 2011).

2.3.4. Genotipos del VPH

Las variaciones genotipicas entre los distintos tipos de VPH se encuentran
relacionadas con los aminoacidos que componen el gen L1, el cual codifica una
proteina estructural que desempefia una funcion antigénica. Las caracteristicas
de esta proteina son determinantes para clasificar el virus como de bajo riesgo
(BR) o de alto riesgo (AR). En el proceso de clasificacién, se aplica el genotipo
especifico correspondiente. Doorban (2012), indic6 que el gen L1 esta altamente
conservado en los distintos tipos de VPH, lo que lo hace util para el diagnéstico
molecular, mientras que el gen L2 presenta variaciones significativas entre ellos.
Hasta el momento se ha identificado méas de 200 genotipos. Se ha clasificado el
virus del papiloma humano en dos grandes grupos, basado en su tropismo

celular y aspectos clinicos (Van et al., 1992).
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a. Mucosotrépicos

Este tipo de virus del papiloma humano exhibe un tropismo especifico por las
anogenitales, mucosas genitales y orales; las cuales poseen un potencial
oncogénico que varia en grado. En el presente grupo se identifican dos
categorias: virus de alto riesgo y virus de bajo riesgo, segun su potencial para

inducir el desarrollo de cancer de cuello uterino.

a.1 VPH de Alto Riesgo

Se denomina de alto riesgo porque estos tipos de virus se asocian con el cancer
cervicouterino, esto debido a que presenta un alto potencial oncogénico. Los
VPH 16, 18, 26, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70,
73, 82, 85 y 97 son conocidos como virus de “alto riesgo”. Entre ellos, los VPH
16 y 18 son, sin duda son los responsables del 70 % de todos los canceres del
cuello uterino. Durante la infeccion con el VPH 16 y 18 puede provocar cambios
en las células del epitelio que en algunos casos evolucionan y producen lesiones

precancerosas y cancer invasivo(NCI, 2019).

a.2 VPH de Bajo Riesgo

Este tipo de virus denominado de bajo riesgo como los VPH 6, 11, 13, 32, 34,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 71, 72, 74, 81, 83, 84, 86, 87, 89, 90, 91, 102, 106 y
114, se asocian con el condiloma acuminado o verrugas genitales, la neoplasia
intraepitelial de bajo grado. “Las verrugas genitales son formaciones anormales
en el tejido cutaneo que surgen en la regién genital de hombres y mujeres, por
lo que se manifiestan alteraciones visibles en esta area. Como son lesiones no

malignas, es habitual que no generen dolor (NCI, 2019).

b. Cutaneos

“Este tipo de virus de papiloma humano presentan tropismo por la piel, las cuales
raramente se relaciona con la formacién de neoplasias” (Van et al., 1992).
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2.3.5. Patogenia del VPH en el tracto Genital

El virus del papiloma humano, que se considera hoy por hoy la enfermedad de
transmision sexual mas comun, tiene una capacidad de transmision muy alta. Se
estima que mas del 80% de la poblacion masculina y femenina se infecta en
alguna etapa de su vida. Mas del 80 % de estas infecciones son pasajeras, ya
gue son controladas por el sistema inmunol6gico y se vuelven indetectables en
un lapso aproximado de uno o dos afios. Sin embargo, algunas pueden persistir
causando lesiones precoces de cancer que, Si no se tratan, tienen el potencial

de conducir al cancer cervical (Santos et al., 2015).

Como otros virus, los papilomavirus humanos se replican utilizando la maquinaria
celular. Cuando llegan a las células basales o células inmaduras del epitelio
escamoso, pueden permanecer en estado latente de manera episomal, lo que
significa que el ADN viral se mantiene circular y libre. En este caso, no se
detectan alteraciones morfolégicas identificables en la citologia. Por lo tanto,
para detectar infecciones de este tipo solamente es posible emplear métodos
moleculares o dejar el estado de latencia para dar paso a una infeccién activa.
La replicacién viral ocurre en las células escamosas ya diferenciadas que estan
localizadas en las capas intermedia y superficial del epitelio escamoso, donde
tiene lugar una actividad intensa de replicacion del ADN viral. Las células sufren
alteraciones morfoldgicas en esta clase de infeccibn. Se han notado en una
investigacion citologica la acantosis, la prominente vacuolizacién citoplasmica, la

atipia nuclear y binucleacién (De la Fuente et al., 2010).

La replicacién del virus en las células basales que proliferan se produce cuando
el VPH infecta las células de la capa basal del epitelio. No obstante, las proteinas
de la cépside estructural de los virus (funcién de genes tempranos) no se
identifican a nivel morfolégico. Luego, las células comienzan a madurar por
encima de la capa parabasal proliferante y el citoplasma se vuelve mas
eosinofilico y abundante, lo cual sefiala que estd ocurriendo la sintesis de
gueratina (expresion de genes tempranos). Es habitual que el genoma del virus
en el cancer cervical invasivo se encuentre dentro del ADN del hospedador. Las
proteinas E6 y E7, producidas por tipos de VPH de alto riesgo, son esenciales
para la transformacién maligna debido a su capacidad para vincularse con el gen
p53y la proteina Rb (que son supresores tumorales del huésped) e inactivarlos.
Estos elementos suelen frenar las mitosis; solamente una pequefia proporcion

de canceres cervicales provocados por el VPH son desactivados mediante
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mutacion (Torres, 2015).

2.3.6. Ciclo de vida del VPH

El ciclo de vida del virus del papiloma humano (VPH) esta intrinsecamente
relacionado con el proceso de diferenciacion de las células epiteliales. Los
viriones requieren infectar los queratinocitos basales, lo cual ocurre comdnmente
a través de microlesiones o microabrasiones en el tejido. Una vez que el virion
establece contacto con la célula objetivo, se produce una asociacién con
receptores especificos de la membrana, tales como las a-integrinas, la heparina
y las lamininas. Los viriones ingresan a las células epiteliales basales mediante
un proceso de endocitosis que es mediado por vesiculas recubiertas de clatrina
y/o caveolina, lo cual varia en funcién del tipo de virus del papiloma humano

(VPH) involucrado (Hillaireau y Couvreur, 2009).

La infeccion de estas células por el virus del papiloma humano (VPH) conduce a
la activacion de la expresion en cadena de los genes virales, lo que provoca la
produccion de aproximadamente entre 100 y 20 copias de ADN viral
extracromosémico por célula. El promedio del nUmero de copias se mantiene de
manera estable en las células basales indiferenciadas a lo largo del desarrollo

de la infeccion (Bosch et al., 2002).

Cuando el ADN viral ingresa al nacleo celular, se produce una expresion
secuencial de los genes. En primer lugar, los genes tempranos E8, E2, E3, E4,
E7, E6, E5 y E1, junto con el ADN viral, se replican a partir del ADN episomal, el
cual regula tanto la replicacion como la expresion en las capas basales. La célula,
por lo tanto, experimenta un proceso de diferenciacion y division mediante
mitosis. Al alcanzar las capas mas externas del epitelio diferenciado,
especificamente en el estrato espinoso y en el epitelio granuloso del epitelio
escamoso, la célula infectada expresa genes tardios de la region L, los cuales
codifican proteinas estructurales de las particulas virales. Una vez que se han
sintetizado las proteinas L1 y L2 de la capside, se procede al ensamblaje de
nuevas particulas virales. Estas particulas son posteriormente excretadas, lo que
facilita la infeccién de nuevas células y contribuye a la perpetuacion del ciclo de

infecciéon (Toro y Tapia, 2021).
2.3.7. Céancer del cuello uterino

El cancer del cuello uterino es una alteracion celular que comienza en el epitelio

del cérvix. Comienza con lesiones precursoras de lenta y progresiva evolucion
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gue progresan a adenocarcinoma o cancer invasor, en el que las células con
transformacion maligna traspasan la membrana basal (NCI, 2019).
2.3.8. Factores de riesgo

La relacién identificada entre el virus del papiloma humano (VPH) y el cancer de
cérvix se considera una de las mas consistentes en el ambito de la oncologia
humana. Existe un consenso creciente en clasificar esta asociacion como una
causa necesaria, aunque insuficiente, dado que no todas las infecciones por VPH
presentan persistencia ni progresan hacia el carcinoma del cuello uterino. Se han
identificado diversos factores que inciden en el desarrollo de esta progresion
(Moreira, 2013).

a. Dependientes del virus

e Tipo viral (genotipo)

e Persistencia de la infeccion en examenes repetidos
b. Inicio temprano de actividad sexual

El inicio de las relaciones sexuales a edades tempranas constituye uno de los
principales factores de riesgo asociados al cancer cervicouterino, siendo la edad
promedio de inicio comprendida entre los 14 y 16 afios. Durante la adolescencia,
la zona de transformacién del cuello uterino se encuentra expuesta a una
variedad de agentes infecciosos que tienen la capacidad de alterar el ADN de las

células cervicales (Herbert y Wright, 2016).

cC. Promiscuidad

El numero de parejas sexuales o poliandria aumenta la reinfeccion,
sobreinfeccion y la carga viral del VPH, y esta teoria se apoya en la definicién de

gue el cancer cervicouterino es una enfermedad de transmisién (Moreira, 2013).

d. Anticonceptivo hormonal oral

El uso de hormonas durante un periodo de cinco afios o0 mas presenta una
relacion significativa con la neoplasia cervical. Se ha evidenciado que los
estrégenos y la progesterona influyen en la formacién y el desarrollo de
determinados tipos de cancer. No obstante, se observa un incremento en los
riesgos de desarrollar cancer de seno, cancer de cérvix y cancer de higado
asociado a su uso, mientras que los riesgos de cancer de endometrio y cancer
de ovario parecen disminuir’ (Herbert y Wright, 2016).

e. Deficiencias nutricionales
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Al no contar con una buena nutricién el sistema inmunitario se debilita y permitira
una mayor susceptibilidad en las mujeres ya que el sistema inmunitario cumple
una funciébn muy importante que es destruir las células cancerosa, retardar su

crecimiento y por ende su proliferacion (Herbert y Wright, 2016).

2.3.9. Sintomas de infeccion por VPH

La mayoria de infecciones por el Virus de Papiloma Humano son asintomaticas
y desaparecen de forma espontanea. No obstante, las infecciones persistentes
por tipos de alto riesgo, especialmente el 16 y 18, pueden generar lesiones
precancerosas que, sin tratamiento y con el tiempo, evolucionan a cancer de
cuello uterino. Los sintomas suelen aparecer en fases avanzadas de la
enfermedad (Herbert y Wright, 2016).

Estos pueden incluir:

e Hemorragia vaginal irregular, intermenstrual o anormal.
e Pérdida del apetito, pérdida de peso y fatiga.

e Secrecion fétida o malestar vaginal.

Los sintomas mas graves pueden presentarse en etapas avanzadas (Herbert y
Wright, 2016).

2.3.10. Cribado y diagnoéstico del VPH

El cribado y diagnostico del Virus del Papiloma Humano (VPH) son
fundamentales en la prevencion del cancer cervicouterino (Arbyn et al., 2015).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido estrategias de
cribado para detectar estadios previos a la malignidad y la enfermedad en etapa

temprana en poblaciones asintomaticas (Saslow et al., 2012).
2.3.10.1. Inspeccién Visual con Acido Acético (IVVA)

La IVAA es un procedimiento visual sencillo y de bajo costo que utiliza acido
acético al 5% para identificar lesiones premalignas en el cuello uterino. Sin
embargo, su sensibilidad depende de la capacitacion y experiencia del personal

(Sankaranarayanan et al., 2005).

2.3.10.2. Citologia Cervical o Papanicolaou
Es un examen que consiste en realizar un raspado de la zona del cuello del utero

la muestras se coloca en una lamina y luego se fija, después se realiza una
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coloracion especial permitiendo el estudio de las células bajo un microscopio.
Siendo una prueba relativamente sencilla, pero presenta ciertas desventajas y
errores del personal durante la toma de muestra, la coloracion y la lectura dando
una sensibilidad limitada (Nanda et al., 2005).

2.3.10.3. Escala bethesda

Se emplea para presentar los resultados de la citologia cervical, ofreciendo una
interpretacion descriptiva de los hallazgos de manera clara y sencilla (Herbert y
Wright, 2016).

La clasificacién general se interpreta de la siguiente manera:

1.- Resultado negativo para lesion intraepitelial o malignidad: se refiere a la

ausencia de cualquier anomalia en las células epiteliales.

2.- Laanomalia en células epiteliales se refiere a la identificacion de alteraciones
0 cambios celulares que pueden estar asociados con lesiones premalignas o

malignas en células escamosas y/o glandulares.
En este contexto, se consideran Unicamente dos categorias:

> La Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado (LIEBG) se caracteriza por
la presencia de infeccion por virus del papiloma humano (VPH) y por la
clasificacién de Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado | (NIC I), que se

asocia con displasia leve.

> La Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (LIEAG) incluye las
categorias de Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado Il (NIC II) y grado llI
(NIC 111), las cuales se caracterizan por displasia moderada, displasia severa

y carcinoma in situ.

La clasificacion de Bethesda contempla la categoria ASC-US (células
escamosas atipicas de significado indeterminado), la cual refleja las limitaciones
del examen citolégico vy la dificultad de interpretar ciertos cambios celulares, lo

gue a veces impide obtener un resultado concluyente (Herbert y Wright, 2016).

2.3.10.4. Colposcopia

Se trata de una técnica de exploracion ampliada del cuello uterino y la vagina,
cuyo objetivo principal es el diagnéstico de lesiones invasivas o precursoras del
cancer. La identificacion de caracteristicas macroscopicas especificas, que no
son apreciables a simple vista, constituye una manifestacion de cambios

patologicos. Este proceso permite evaluar el grado de anormalidad del tejido, asi
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como la morfologia y la localizacion de las lesiones. Ademds, facilita la
identificacion del &rea de tejido mas sospechosa para la obtencién de una biopsia
(R.M.028,2015- MINSA).

2.3.10.5. Biopsia

La biopsia es un procedimiento fundamental para el diagndstico definitivo de
lesiones premalignas o cancer. Consiste en la extraccién de una muestra de
tejido, ya sea parcial o total, para su examen microscopico. Este analisis
histopatoldgico permite determinar la naturaleza de la lesion y establecer un
diagndstico preciso (Stewart y Mills, 2018).

2.3.10.6. Pruebas moleculares para la deteccion del VPH

Las pruebas moleculares para la deteccion del Virus del Papiloma Humano
(VPH) han demostrado ser altamente efectivas en comparacion con otras
pruebas como la IVAA y el Papanicolaou (Arbyn et al.,, 2014). Estas pruebas
varian en sensibilidad, especificidad y complejidad, e incluyen técnicas como la
inmunoperoxidasa, la hibridacién in situ con fluoresceina (FISH: siglas en inglés),
el Southern Blot, la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la prueba de
captura hibrida (Gravitt y Peyton, 2014).

e Deteccion de VPH por PCR

La PCR es una técnica de biologia molecular altamente sensible que permite
detectar la presencia de muy pocas copias de ADN del VPH en una muestra (Zur,
2002). Esta técnica se basa en la amplificacion de secuencias especificas de

ADN viral, lo que facilita la identificacion y genotipificacion del VPH.
e Tipificacion de VPH por secuenciamiento

La tipificacién viral puede llevarse a cabo mediante diversas metodologias. Estas
incluyen la secuenciacién de ADN, la reaccion de hibridacion de 4cidos nucleicos
utilizando sondas especificas para cada virus, asi como sondas que facilitan la
diferenciaciéon entre virus de alto y bajo riesgo. Adicionalmente, se puede
emplear la digestién con endonucleasas de restriccion de la muestra amplificada,
lo que genera patrones distintivos para cada tipo viral (Centeno, 2014).

2.3.11. Prevencién y manejo del virus del papiloma humano

Vacuna
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La vacuna se recomienda principalmente para mujeres que no han iniciado
relaciones sexuales. En consecuencia, las vacunas no presentan efectos
terapéuticos sobre infecciones ya existentes ni sobre lesiones cervicales. Se
identifican tres tipos de vacunas. La vacuna tetravalente y la vacuna bivalente
han demostrado ser altamente efectivas en la prevencion de infecciones
causadas por los tipos de VPH 18 y VPH 16, los cuales son responsables de una
proporcidn significativa de los casos de cancer cervical. La vacuna tetravalente
proporciona proteccion contra los virus del papiloma humano VPH 11 y VPH 6,
los cuales estan asociados con la manifestaciébn de verrugas genitales. La
tercera vacuna, denominada nonavalente, proporciona proteccion contra los
virus del papiloma humano 58, 52, 45, 33, 31, 11, 16, 18 y 6. Los informes
emitidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) han evidenciado que estas vacunas presentan
un perfil de seguridad favorable, sin que se hayan documentado efectos
secundarios graves (WHO, 2017).

2.4. Marco legal

Declaracién de Helsinki - Principios éticos para la investigacion médica sobre
seres humanos, abril del afio 2008. Que fomenta y ratifica el respeto a la dignidad
humana con el fin de salvaguardar su salud y su derecho a la privacidad (Manzini,
2000).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Zona de estudio

La investigacion actual se realizé en el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela
Profesional de Biologia, perteneciente a la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal, con colaboracion del laboratorio del

Instituto Nacional de Salud Publica, ubicado en Lima.

3.1.1. Ubicacidn politicay geografica del laboratorio de Parasitologia de la

Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga

El Laboratorio de Parasitologia est4 ubicado en:

e Pais: Pera

e Region: Ayacucho

¢ Provincia: Huamanga

e Distrito: Ayacucho

e Direccion: Av. Independencia N° 57

e Coordenadas: Latitud -13.1588, Longitud -74.2231

e Altitud: 2,761 m s. n. m.

3.2. Poblacion y Muestra

Las mujeres que visitaron el Servicio de Obstetricia del Centro de Salud los
Licenciados, en el distrito de Ayacucho, durante enero y febrero del 2024, fueron
las que constituyeron la poblacion para este estudio. Las muestras se

recolectaron en el contexto del control del VPH.
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Se obtuvo un total de 50 muestras cervicales. Todas las participantes dieron su

consentimiento informado, considerando como:
Criterios de inclusién

Se consideraron para el estudio aquellas mujeres que cumplieron con las

siguientes condiciones:

e Haber recibido atencién en el Servicio de Obstetricia del Centro de Salud Los

Licenciados, en Ayacucho, entre enero y marzo de 2024.

e Haber aceptado participar voluntariamente en la investigacion mediante

consentimiento informado.
e Tener entre 18 y 65 afios.
e Ser sexualmente activa.

¢ No haber mantenido relaciones sexuales ni haber utilizado cremas u évulos

vaginales en las 48 horas previas a la toma de muestra.

Criterios de exclusion

Fueron excluidas del estudio aquellas mujeres que presentaban alguna de las

siguientes condiciones:
¢ No haber aceptado participar en la investigacion.
e Estar en estado de gestacion.
e Estar en periodo de menstruaciéon o tener menos de 18 afios de edad.

e Haber mantenido relaciones sexuales o haber utilizado cremas u 6vulos

vaginales dentro de las 48 horas previas a la toma de muestra.

3.3. Metodologiay recoleccién de datos

La paciente que se presento en el Centro de Salud los Licenciados, en particular
en el Servicio de Obstetricia para recibir atencién, fue informada sobre la
investigacion del virus del papiloma humano. A continuaciéon, con el
consentimiento previo (Anexo 1 y 15 respectivamente), completd la encuesta

usando el formato de registro de PAP y luego se tomé la muestra.

3.3.1.Procedimiento para la toma de muestra
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Se cumplieron estrictamente las medidas de bioseguridad, utilizando guantes,

mascarilla y mandil.

Después de haber preparado todos los materiales necesarios, se le explicé a la
paciente el procedimiento que se iba a aplicar. Luego, se le pidi6 que tomara la
posicion ginecologica. Antes de poner los guantes quirdrgicos, se llevd a cabo
un correcto lavado de manos y el espéculo fue lubricado con una solucién salina
al 0.9% para poder ser insertado en el canal vaginal. Después de ver el cuello
uterino, se obtuvo la muestra utilizando un citocepillo. Se gir6 5 veces en sentido
horario para garantizar que se recoja una buena cantidad de células del canal

endocervical y exocervical.

Para la deteccion del virus del papiloma humano, las muestras citol6gicas fueron
obtenidas utilizando el dispositivo Rovers Cervex Brush, incluido en el kit Liqui-
PREP (10 mL + ROVERS Brush). Una vez colectada la muestra, la parte superior
del dispositivo es separada y el cabezal (citocepillo) es depositada en el frasco

gue contiene una solucion acuosa de conservante de células.

Finalmente, para garantizar la privacidad de las pacientes, las muestras fueron
rotuladas de manera adecuada y anonimizadas, asignandoles un namero de
identificacion, coincidiendo con lo registrado en la ficha epidemioldgica y

conservadas en congelacién hasta su uso correspondiente.

3.3.2. Extraccion de ADN virico a partir de escobillones cervicales

Las células epiteliales poseen ADN genémico humano vy, si las muestras son
positivas, también esta presente el ADN del papilomavirus. Mediante la lisis de
las células epiteliales obtenidas en el escobillon cervical se realizé la extracciéon
del ADN virico.

1. Antes de la extraccion del ADN viral, las muestras colectadas en los frascos
fueron transferidas a tubos de 15 ml y centrifugadas a 5,000 rpm durante 5

minutos.

2. Posteriormente, el sobrenadante fue cuidadosamente descartado y a cada
muestra se le adicion6 180 uL de buffer de digestion mas 20 uL de proteinasa
K. Luego, las muestras fueron incubadas a 55°C con agitaciéon durante 1 a 2
horas hasta lograr la completa digestion, para luego continuar con el protocolo

de extraccion.
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. La extraccion se realiz6 utilizando el Quick-DNA Viral Kit (Zymo Research),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

. Antes del proceso de extraccion, se preparé el Buffer de ADN viral, agregando

24 ml de etanol puro (100%) por cada 6 ml de solucion tampén de lavado
concentrado. Asimismo, se afiadieron 250 uL de B-Mercaptoetanol por cada
50 mL de solucién Viral DNA Buffer, alcanzando una proporcion final de 0.5%
(VIV).

. Para liberar la muestra de interés al medio, el tubo que la contenia fue

sometido a agitacion. Posteriormente, se dispensaron 200 pL de la muestra

con una micropipeta y se colocaron en un tubo cénico estéril de 1.5 mL.

. A cada tubo con 200 pL de muestra, se adicionaron 4 volimenes de la

solucién Viral DNA Buffer (800 pL), homogenizando la mezcla en un vortex.
Luego, las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 30

minutos.

. La solucién completa fue transferida a una columna cromatografica contenida

en un tubo de coleccidn y sometida a centrifugacion durante 1 minuto a 10,000
- 16,000 x g. Tras este proceso, el sobrenadante fue descartado y el

procedimiento se repitié una vez mas.

. Se afadieron 300 uL de Buffer de lavado de ADN y se centrifugd durante 1

minuto a 10,000 - 16,000 x g. Posteriormente, el sobrenadante fue descartado

y se repitid el lavado con otros 300 L de la misma solucion.

. La columna cromatografica fue colocada en un tubo conico estéril de 1.5 ml

de microcentrifuga, donde se afadieron 10 pL de la soluciéon tampén de
elusién. Luego, se incubd durante 1 minuto y se centrifugd a 10,000 - 16,000

x g por 1 minuto.

10. Finalmente, la columna cromatografica fue transferida a un nuevo tubo cénico

11.

estéril de 1.5 ml, se adicionaron 10 L adicionales de la solucién tampén de

elusién y se repitié el proceso.

Las muestras fueron rotuladas y almacenadas a una temperatura < -20°C

hasta su uso.

3.3.3. Detecciony amplificacién del ADN viral por PCR en tiempo real.
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Se realizé la deteccion a todas las muestras de ADN extraidos, el cual fue
procesado empleando el termociclador para PCR en tiempo real MIC PCR (Bio
Molecular Sistems). La amplificaciéon se desarroll6 empleando los primers
universales GP6+:5-TGC TAA AAA ACC ACT CAT AAA TAT ACT -3'y GP5+:5'-
TTA TGG TGT AGG TTT TAG TCT AGG TT-3', los cuéles amplifican un
fragmento de 150pb en la region conservada del gen L1 de VPH, y el kit comercial
Luna Universal Qpcr Master Mix. Para la prueba control se utiliz6 una muestra de

VPH positiva.

Tabla 1. Solucién de amplificacion para los primers GP5+/GP6+

Volumen por reaccion

Reactivo Concentracion final

(Ix)

Buffer de PCR 10X 1X 2 UL
MgCl, 1,5mM 0,6 uL
dNTPs 10 mM (2,5 mM “/u) 0,2 L
Primer GP5(Forward) 10 uM 0,5 pL
Primer GP6(Reverse) 10 uM 0,5 pL
Taq polimerasa 1U 0,5 u
Agua de PCR 15,2
ADN gendmico 0,5 ul
Total 20 pL

Tabla 2. Condiciones de la ronda de amplificacion dirigido al gen L1.

Ciclos Etapa Condicién
1 Desnaturalizacion inicial 95°C x 3 minutos
45 Desnaturalizacion 95°C x 20 segundos
Hibridacion 45°C x 30 segundos
Extension 72°C x 40 segundos
Extension final 72°C x 7 minutos
Conservacion 4°C x Indefinido
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Los productos de amplificacién considerados positivos fueron separados y
enviados para su secuenciamiento y genotipificacion al Instituto Nacional de

Salud de la ciudad de Lima.
3.3.4. Secuenciamiento de virus del papiloma humano

Se llevé a cabo la secuenciacion parcial del gen L1 de PVH (150 pb) utilizando
el método Sanger. El procedimiento se realiz6 a partir de los productos
amplificados por PCR nested, y las muestras fueron sometidas a una reaccién

de secuenciamiento con los primers que se indican.

Tabla 3. Tabla de primers para secuenciamiento de Sanger.

Primer Secuencia

MYO09 Forward 5-TTATGG TGT AGG TTT TAG TCT AGG TT-3'

GP5+ Forward 5-TTATGG TGT AGG TTT TAG TCT AGG TT-3'

GP6+ Reverse 5-TGC TAA AAA ACC ACT CAT AAATAT ACT -3

MY11 Reverse 5-TGC TAA AAA ACC ACT CAT AAATAT ACT -3

e Se obtuvo productos de PCR a las siguientes condiciones:

Tabla 4. Condiciones de la 1ra ronda de amplificacion dirigido al gen L1.

Ciclos Etapa Condicién
1 Desnaturalizacion inicial 95°C x 5 minutos
Desnaturalizacion 95°C x 30 segundos
45 Hibridacién 51°C x 30 segundos
Extension 72°C x 40 segundos
Conservacion 4°C x Indefinido

Tabla5. Condiciones de la 2da ronda de amplificacién dirigido al gen L1.

Ciclos Etapa Condicién
1 Desnaturalizacion inicial 95°C x 3 minutos
45 Desnaturalizacion 95°C x 20 segundos
Hibridacion 45°C x 30 segundos
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Extension 72°C x 40 segundos

Extension final 72°C x 7 minutos

Conservacion 4°C x Indefinido

Nota: Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el software MEGA 11 y
posteriormente se llevaron a cabo comparaciones con la base de datos del
Genbank.

3.3.5. Tipo deinvestigacion
Basica; segun (Hernandez et al., 2014).

3.4. Disefio de investigacion
No experimental, descriptivo y de corte transversal; segun (Hernandez et al., 2014).

Descriptivo, porque el investigador observa los fenbmenos para después
describirlos y analizarlos.

Transversal, porque los datos se recolectaron una sola vez.

3.5. Analisis estadistico

Se elaborg tablas estadisticas y gréficas. Se realizé sobre una base de datos del
proceso de deteccidén y genotipificacion del VPH, donde se registraron los
resultados de la PCR en tiempo real, asi como del secuenciamiento del gen L1.
Las bases de datos fueron exportadas al programa estadistico SPSS con el cual

se obtuvo informacion sobre las medidas estadisticas descriptivas de porcentaje.

3.6. Aspectos éticos y legales

La participacion informada y voluntaria, asi como la privacidad, son elementos
relevantes que se consideraron a lo largo del proceso de recoleccion de datos
personales y obtenciéon de la muestra. Los consentimientos informados se
redactaron en un lenguaje muy simple, pero conteniendo informacién veridica y

completa. Estos se leyeron y explicaron a las pacientes en la misma lengua.
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IV.RESULTADOS
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NEGATIVO
36%
(18)

POSITIVO
64%
(32)

Figura 1. Porcentaje de deteccion del VPH mediante la técnica de PCR en
tiempo real de 50 muestras de mujeres que acuden al Servicio de Obstetricia del
Centro de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024.
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Tabla 6. Frecuencia de Genotipos del virus del papiloma humano identificados
y clasificacién del riesgo oncogénico en mujeres que acuden al Servicio de

Obstetricia del Centro de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024.

PORCENTAJE CLASIFICACION DEL
GENOTIPOS DE VPH FRECUENCIA

(%) RIESGO ONCOGENICO
16 4 12.5 ALTO
31 4 12.5 ALTO
33 6 18.8 ALTO
45 1 3.1 ALTO
52 1 3.1 ALTO
66 2 6.3 ALTO
67 1 3.1 ALTO
99 1 3.1 ALTO
62 1 3.1 BAJO
81 8 25 BAJO
83 2 6.3 BAJO
89 1 3.1 BAJO
TOTAL 32 100
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Figura 2. Porcentaje de VPH de alto riesgo oncogénico de 20 muestras
cervicales que dieron positivas en mujeres que acuden al Servicio de Obstetricia

del Centro de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024.
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Tabla 7. Grupo etario de las mujeres y tipos de VPH. Centro de Salud los
Licenciados, Ayacucho 2024.

TIPOS DE VPH
Edad en afios Alto riesgo Bajo riesgo Total
oncogénico oncogeénico

20-35 Recuento 11 7 18
% del total 34.4 219 56.3

36amas  Recuento 9 5 14
% del total 28.1 15.6 43.7

Total Recuento 20 12 32

% del total 62.5 375 100
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Tabla 8. Inicio de las relaciones sexuales de las mujeres y tipos de VPH.

Centro de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024.

TIPOS DE VPH
Inicio de relaciones sexuales Alto riesgo Bajo riesgo Total
oncogénico oncogeénico
Antes de los Recuento 1 2 3
15 % del total 3,2 6,3 9,5
Recuento 14 8 22
15 a 19 afos
% del total 43,7 25 68,7
Recuento 6 1 7
20 a mas
% del total 18,7 3,1 21,8
Recuento 21 11 32
Total
% del total 65,6 34,4 100
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Tabla 9. Nuumero de las parejas sexuales de las mujeres y tipos de VPH. Centro

de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024.

TIPOS DE VPH
NUmero de parejas sexuales Alto riesgo Bajo riesgo Total
oncogénico oncogénico

Recuento 2 1 3

: % del total 6,4 3,2 9,6

recuento 18 10 28

2a3

% del total 58,1 32,3 90,4

Recuento 20 11 31

% del total 64,5 35,5 100
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V. DISCUSION

En la Figura 1 se observa que el 64% (32) de las 50 muestras cervicales de mujeres
atendidas en el Centro de Salud los Licenciados, resultaron positivas para VPH
mediante la técnica de PCR mientras que el 36% (18) resulto negativo. Estos resultados
se comparan con los reportados por Mejia et al. (2016), quienes encontraron una
prevalencia del 86% (141) en mujeres con lesiones precancerosas o0 cancerosas, quien
obtuvo un mayor porcentaje esto debido a la seleccién de una muestra especifica. Por
su parte Murillo et al. (2022), hallaron una prevalencia del 36% en México y 25,6% en
Ecuador. En cambio, el estudio de Sanoja. (2013), reporté un 34,9% (15) en
universitarias venezolanas, lo que sugiere que la prevalencia puede estar influenciada
por factores sociodemograficos”. Asimismo, Manrique et al. (2018) informaron un 43,4%
(96) en estudiantes universitarias peruanas, mientras que Manrique et al. (2021)
reportaron un 15,2% en mujeres mayores de 30 afios, lo que indica que la prevalencia
disminuye con la edad. Alarcén y Guillén (2021), reportaron un 68,2% (15) de positividad

en mujeres con citologias anormales, una cifra casi similar al estudio.

La Tabla 6 presenta la frecuencia de los genotipos identificados del Virus del Papiloma
Humano (VPH) y su clasificacion de acuerdo al riesgo oncoldgico, siendo 32 de un total
de 50 muestras cervicales atendidas en el Servicio de Obstetricia del Centro de Salud
los Licenciados, Ayacucho durante 2024. De las 32 muestras, el 62,5% (20) resultaron
positivas para VPH de alto riesgo y 37,5% (12) para VPH de bajo riesgo. Entre los
genotipos de alto riesgo, los mas frecuentes fueron VPH 33 (18.8%), seguidos de los
VPH 16 y VPH 31 (12.5%). En cuanto a los genotipos de bajo riesgo, los mas frecuentes
fueron VPH 81 (25%) y VPH 83 (6,3%). En comparacién con otros estudios; Mejia et al.

(2016), en su investigacion sobre la prevalencia de tipos de VPH en mujeres
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ecuatorianas con lesiones precancerosas y cancerosas, encontraron que el VPH 16 fue
el mas frecuente (41,8%), seguido de VPH 58 (30,5%). A diferencia de este estudio, en
nuestra muestra, el VPH 81 fue el genotipo de bajo riesgo predominante (25%) seguido
de los genotipos VPH 33 (18.8%), con el VPH 16 y VPH 31 (12.5%). La diferencia en los
tipos predominantes podria deberse a factores poblacionales y geograficos, ya que el
estudio de Mejia se centrdé en mujeres con lesiones de alto grado, mientras que nuestra
muestra incluia mujeres sin diagndstico previo de citologia. Esto podria reflejar una
frecuencia diferente de los tipos de VPH en mujeres sin lesiones precancerosas. Murillo
et al., (2022) reportaron que el genotipo VPH 16 y VPH 52 son los mas frecuentes con
mayor incidencia de VPH, como México y Ecuador. En nuestra investigacion, también
se identificaron en cuanto a los genotipos de alto riesgo como el VPH 33 y VPH 16, lo
gue coincide parcialmente con estos hallazgos. Sin embargo, el VPH 81 de bajo riesgo
fue el mas comudn en nuestro estudio. Esta diferencia podria reflejar variaciones en la
distribucion genética del VPH en diferentes regiones. Asi mismo el estudio de Sanoja.
(2013), encontré que el VPH 6 de bajo riesgo fue predominante (46,7%) en estudiantes
universitarias venezolanas. En contraste, en nuestro estudio, los tipos de bajo riesgo
mas frecuentes fueron VPH 81(25%) y VPH 83(6.3%), que no fueron reportados por
Sanoja. Esto puede deberse a la heterogeneidad en la distribucién mundial de los tipos
de VPH y del comportamiento sexual de las poblaciones estudiadas. Manrique et al.
(2018), en su estudio sobre universitarias peruanas, reportaron una prevalencia del
43,4% de VPH de alto riesgo, con VPH 16 siendo menos frecuentes (15,6%), seguido
de VPH 18 (4,2%). Mayor fue la distribucién de los VPH 31 y VPH 33. En nuestra muestra
la frecuencia de VPH de alto riesgo fue del 62,5%, con el VPH 33(18.8%) como el mas
frecuente, lo que es mas alto en comparacion con este estudio. La diferencia podria
atribuirse al tipo de poblacion estudiada (universitarias versus mujeres sin diagndstico
previo de citologia). Manrique et al. (2021), en su investigacion determinaron que los
genotipos mas prevalentes de alto riesgo fueron VPH 31 y VPH 33, mientras que, en
nuestro estudio en cuanto a los genotipos de alto riesgo el VPH 33, VPH 16 y el VPH 31
fueron los mas comunes, lo que podria indicar similitudes en la distribucion de los tipos
de VPH. La investigacion realizada por Alarcén y Guillén (2021), reportaron una
prevalencia del 68,2% (15) de VPH en mujeres con diagndstico de Papanicolaou
positivo, con un 50% (11) de estas muestras siendo de alto riesgo. Aunqgue los resultados
de Alarcén y Guillén son mas altos en términos de prevalencia de VPH, ambos estudios

coinciden en la identificacion de VPH de alto riesgo en mujeres de la region de Ayacucho
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La diferencia en los resultados podria deberse al enfoque del estudio: Alarcon y Guillén
trabajaron con mujeres con diagnéstico de Papanicolaou positivo, mientras que nuestro
estudio incluyé mujeres sin un diagnéstico previo, lo que puede haber influido en la
frecuencia observada. Los resultados de este estudio coinciden parcialmente con los
informes internacionales y nacionales sobre la prevalencia y los genotipos de VPH. La alta
frecuencia de VPH de alto riesgo en nuestra muestra (62,5%) podria reflejar una mayor
exposicién al virus o mayor persistencia de la infeccién o menor capacidad del sistema
inmunoldgico para eliminarlo. Ademas, el predominio de VPH 81, VPH 33 y VPH 16
resalta la importancia de continuar el seguimiento de estos genotipos, especialmente en

la prevencion del desarrollo del cancer cervical.

La Figura 2 muestra la distribucion porcentual de los genotipos de VPH de alto riesgo
identificados en la poblacién estudiada. Destacando el VPH 33 como el mas prevalente,
representando el 30% de los casos, seguido por los genotipos VPH 16 y VPH 31, cada
uno con una prevalencia del 20%. El VPH 66 se presenta en el 10% de los casos,
mientras que los genotipos VPH 52, VPH 67, VPH 97 y VPH 45 tienen una menor
prevalencia, con un 5% cada uno. A nivel global, el VPH 16 es reconocido como el
genotipo mas prevalente y esta fuertemente asociado con el desarrollo de cancer
cervical. Sin embargo, en este estudio, el VPH 33 supera en frecuencia al VPH 16 y VPH
31. Este patrén difiere de lo reportado en otras investigaciones, donde el VPH 16 suele
ser dominante, como viene a ser el caso de Manrique et al., (2021), evidenciando los

genotipos VPH 31 Y VPH 33 con mayor prevalencia.

Los resultados del presente estudio revelan una distribucion de genotipos de VPH que
presenta similitudes y diferencias notables en comparacion con el estudio de prevalencia

de VPH en pacientes con ASCUS realizado en Arequipa, Pert (Medina, 2020).

En nuestro andlisis, los genotipos en cuanto a los de alto riesgo los mas frecuentes
fueron VPH 33, VPH 16 y VPH 31, mientras que el estudio de Medina, (2020), se
identificé los genotipos 16, 31, 53 y 52 como los mas prevalentes en mujeres con
citologia ASCUS.

La variaciéon en la prevalencia de otros genotipos de alto riesgo, como el VPH 31, 33,
45, 52, y 66, entre nuestro estudio y el de Medina, (2020), subraya la importancia de
considerar las diferencias geograficas y poblacionales en la distribucion de los genotipos

de VPH. En nuestro analisis, el VPH 81 de bajo riesgo fue identificado con una mayor
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frecuencia seguido de VPH 33 de alto riesgo, lo que indica su papel como un genotipo
relevante en la patologia asociada al VPH. Este hallazgo es critico ya que estudios
previos han demostrado que el VPH 33 est& asociado con lesiones cervicales y vulvares,
y puede contribuir al desarrollo de cancer cervical (Acosta et al., 2022).

La Tabla 7 presenta la distribucion de mujeres segun grupo etario y tipo de virus del
papiloma humano (VPH) detectado. Se observa que, el VPH de alto riesgo oncogénico
fue el mas frecuente (62,5% del total). El grupo etario de 20 a 35 afios present6 el mayor
namero total de casos (56,3%), con 34,4% correspondientes a alto riesgo y 21,9% a bajo
riesgo y el grupo de 36 afios a mas presentd un menor niumero total de casos (43,7%),
con 28,1% correspondientes a alto riesgo y 15.6% a bajo riesgo. Esta distribucién
sugiere que la presencia de genotipos oncogénicos no se limita a un grupo de edad
especifica, lo que justifica la necesidad de un seguimiento constante y sistematico en
todas las etapas de la vida reproductiva. Ademas, el VPH de bajo riesgo se presento en
una proporcion menor en ambos grupos (21.9% en el grupo joven y 15.6% en el grupo
mayor), lo cual podria estar relacionado con una mayor tasa de eliminacion natural del
virus en este tipo de genotipos, o con una menor agresividad clinica, lo que reduce la

posibilidad de deteccién en ciertos contextos.

Este comportamiento epidemiolégico subraya la importancia de mantener estrategias de
prevencion como la vacunacion antes del inicio de la actividad sexual, y el
fortalecimiento de los programas de tamizaje basados en pruebas moleculares,
especialmente para identificar los genotipos de alto riesgo, que representan una

amenaza directa en el desarrollo de lesiones precancerosas y cancer cervical.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la mayoria de las infecciones
por VPH corresponden a genotipos de alto riesgo oncogénico 62,5%, mientras que el
37,5% restante se asocian a genotipos de bajo riesgo. Esta distribucién revela una
mayor proporcion de VPH de alto riesgo en la poblacion estudiada, lo que concuerda
con lo sefialado por Murillo et al. (2022), quienes reportan que los genotipos VPH 16 y
58 son los mas frecuentes en América Norte y América Latina, particularmente en paises
como México y Ecuador. Esta coincidencia sugiere una tendencia regional hacia la

predominancia de genotipos oncogénicos, observada también en este estudio.
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Estos hallazgos coinciden con los reportados por Mejia et al. (2016), en Ecuador quienes
identifican una alta frecuencia de VPH 16 y VPH 58 en mujeres con lesiones
precancerosas, particularmente en mujeres adultas. La presencia de tipos oncogénicos
en mujeres mayores podria deberse a la persistencia viral, factor asociado al desarrollo
de lesiones cervicales avanzadas. En nuestro estudio, el 28.1% de mujeres mayores de
36 afios fueron positivas a VPH de alto riesgo, valor que, aunque menor al del grupo

joven, contindia siendo clinicamente importante.

Por otro lado, los resultados contrastan parcialmente con el estudio de Sanoja (2013),
quien reporté una mayor frecuencia de VPH de bajo riesgo 73,4% (11) en mujeres
jovenes de 20 a 24 afios. Si bien en nuestro estudio también se observa infecciones en
cuanto al tipo de VPH de bajo riesgo en el grupo de mujeres jovenes de 20 a 35 con
21,9%, lo que indica que incluso en mujeres jovenes los tipos de VPH varian en la
distribucion. Esta discrepancia podria atribuirse a factores epidemiol6gicos propios del
contexto regional, como las practicas sexuales, el acceso a servicios de salud y las tasas

de vacunacion.

Comparando con los datos nacionales, Manrique et al. (2021), informaron una
prevalencia de 15,2% de VPH de alto riesgo en mujeres mayores de 30 afios en Lima,
Peru, un valor no tan cercano al obtenido en este estudio con 28,1% en adultos. La
tendencia de riesgo se distribuye en ambos grupos etarios, con un nivel de predominio
en mujeres mas jovenes. Esta diferencia podria explicarse por el contexto rural y el

acceso desigual a camparfias de prevencion en la region de Ayacucho.

Finalmente, en el estudio local de Alarcén y Guillén (2021), también en Ayacucho, los
resultados difieren con el predominio del VPH de alto riesgo en mujeres jovenes quienes
observaron que el 50% del total de casos (11) de las mujeres con Papanicolaou
patolégico, la edad de 36 a mas presentd el 27,3% (6) infeccion por el VPH de alto
riesgo. Esta diferencia reafirma la necesidad de emplear herramientas moleculares
como la PCR para la deteccién oportuna de infecciones con potencial oncogénico,

especialmente en zonas de riesgo.

Si bien el grupo etario de 20 a 35 afios presentd mas casos totales, la prevalencia del

VPH oncogénico se mantuvo elevada en ambos grupos, lo que sugiere la necesidad de
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fortalecer el tamizaje continuo mas alla de la edad fértil. La persistencia del VPH en
mujeres adultas podria incrementar el riesgo de desarrollar lesiones cervicales, lo que
refuerza la importancia de la vacunacion temprana, la educacion sexual y el acceso a

diagndsticos moleculares precisos en zonas como Ayacucho.

La Tabla 8 muestra la distribucion de genotipos de VPH segun la edad de inicio de las
relaciones sexuales en mujeres atendidas en el Centro de Salud los Licenciados,
Ayacucho, durante el afio 2024. El grupo con mayor proporcion de casos fue el de las
mujeres que iniciaron su vida sexual entre los 19 y 15 afios, representando el 43,7% que
correspondieron a tipos de VPH de alto riesgo. Por otro lado, las mujeres que iniciaron
relaciones antes de los 15 afios representaron solo el 9,5% del total, con una ligera
mayor proporcion de VPH de bajo riesgo. Finalmente, las mujeres que iniciaron su vida
sexual desde los 20 afios a mas predominio del VPH de alto riesgo con 18,7%. El grupo
gue inicio relaciones sexuales entre los 15 y 19 afios concentra la mayor carga de
infeccion, especialmente por VPH de alto riesgo, lo que podria explicarse por una
combinacion de mayor tiempo de exposicion, mayor nimero de parejas sexuales o
menor uso de métodos de proteccion; la tendencia muestra que cuanto mas temprano
se inicia la vida sexual, mayor es el riesgo de infeccidn (especialmente por VPH), aunque
también se debe considerar el contexto social, educativo y de salud sexual de cada
grupo. Incluso quienes iniciaron su vida sexual a los 20 afios 0 mas presentaron un
porcentaje considerable de infeccion por VPH de alto riesgo, lo que indica que la edad
no es el Unico factor determinante y que la exposicién continua o persiste, el virus juega

un papel crucial.

Este hallazgo es consistente con lo reportado por Murillo et al. (2022), quienes sefalan
gue la edad temprana de inicio sexual es un factor clave en la adquisicién del VPH,
debido a una mayor exposiciéon a lo largo del tiempo y factores conductuales como
Multiples parejas sexuales 0 escaso uso de métodos de proteccion. Asimismo, Mejia et
al. (2016), en su estudio en Ecuador encontraron una elevada prevalencia de VPH 16
en mujeres con lesiones precancerosas, particularmente en aquellas con antecedentes
de inicio sexual temprano. Lo que refuerza la importancia de la prevencion desde etapas

muy tempranas de la vida sexual.

Por otro lado, los resultados contradicen parcialmente lo reportado por Sanoja (2013),
guien observé una mayor prevalencia de VPH de bajo riesgo en mujeres jévenes,

especialmente en menores de 25 afios. En contraste, en este estudio el VPH de alto
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riesgo es mas frecuente incluso en mujeres jovenes, lo que podria atribuirse a
diferencias regionales, socioculturales y al nivel de cobertura de vacunacién en
contextos como Ayacucho. Esta diferencia también sugiere que la exposicién al VPH de
alto riesgo podria estar ocurriendo desde la primera etapa de actividad sexual,
independientemente de la edad exacta de inicio.

Como ultimo punto, los hallazgos son coherentes con el estudio local de Alarcén y
Guillén (2021) en Ayacucho, donde se report6 una mayor prevalencia de VPH de alto
riesgo en mujeres con diagndstico citoldgico patolégico en mujeres jovenes de inici6 de
relaciones sexuales entre los 15 y 19 afios. Aunque en el presente estudio no se
relaciona directamente con los resultados del PAP, se observa que el VPH de alto riesgo
esta ampliamente presente en mujeres con inicio sexual temprano, lo cual podria
correlacionarse con futuras alteraciones citologicas si no se realiza un seguimiento

adecuado.

Esta tendencia coincide con multiples estudios tanto nacionales como internacionales y
enfatizan la necesidad de reforzar las estrategias de prevencion, como la educacion
sexual integral, la promocién del uso del preservativo y la vacunacién temprana contra
el VPH en adolescentes antes del inicio de su vida sexual. Ademas, el hallazgo de
infecciones de alto riesgo incluso en mujeres con inicio sexual mas tardio (20 afios o
mas) demuestra que la vigilancia y el tamizaje deben mantenerse a lo largo de toda la

vida reproductiva.

La Tabla 9 presenta la distribucion de tipos de VPH en mujeres segun el nimero de
parejas sexuales en el Centro de Salud los Licenciados, Ayacucho 2024; muestra que la
mayoria de las infecciones por VPH se concentran en mujeres con 2 a 3 parejas
sexuales (90,4% del total), siendo el VPH de alto riesgo el mas prevalente en este grupo
(58,1%). En conjunto, los datos sugieren que un mayor numero de parejas sexuales,

mayor probabilidad de infeccién por VPH, especialmente de tipo oncogénico.

Estos resultados sugieren que el nimero de parejas sexuales influye en el tipo de VPH
gue prevalece, siendo mas frecuente el VPH de alto riesgo en mujeres con 2 a 3 parejas
sexuales. Comparando estos resultados con los de Mejia et al. (2016), en Ecuador, la

prevalencia de VPH de alto riesgo también se asocia con las mujeres que presentan
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lesiones precancerosas, donde VPH 16 y VPH 58 son los mas comunes. Murillo et al.,
(2022), al revisar la prevalencia en América Latina, destacaron que los genotipos de alto
riesgo, especialmente VPH 16 y 52, son mas frecuentes en mujeres con mas exposicion
sexual. Este patrén es consistente con los hallazgos en la tabla, aunque los casos con
multiples parejas sexuales en el estudio de Ayacucho son pocos. En la investigacion de
Sanoja (2013), aunque el estudio se centré en mujeres jovenes, se observé una mayor
frecuencia de tipos de VPH de bajo riesgo, lo que podria explicarse por la menor
exposicién en comparacion con grupos con multiples parejas. Por otro lado, los estudios
nacionales como el de Manrique et al., (2018), que analizaron universitarias peruanas,
encontraron que las mujeres con mas de una pareja sexual presentaron una prevalencia
alta de VPH-AR (43.4%), lo que también refuerza la relacion entre mayor nimero de
parejas sexuales y tipos de VPH oncogénicos. Alarcén y Guillén, (2021) en Ayacucho
también reportaron una mayor prevalencia de VPH de alto riesgo en mujeres con 2 a 3
parejas sexuales con 27.3%, en consonancia con la distribucion observada en la tabla.
Los resultados de la tabla reflejan que el nimero de parejas sexuales influye en el tipo
de VPH que predomina, con una tendencia a la mayor prevalencia de VPH de alto riesgo
en mujeres con 2 a 3 parejas sexuales. Este patron podria explicarse por el tiempo de
exposicion al virus y la coinfeccidbn. Los hallazgos resaltan la importancia de
intervenciones preventivas y la educacién sobre la prevencién del VPH, especialmente

en mujeres jovenes y aquellas con multiples parejas sexuales.
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VI. CONCLUSIONES

El presente estudio permitio la deteccién del virus del papiloma humano en mujeres
gue se presentaron en el servicio de obstetricia del Centro de Salud los Licenciados,
mediante la técnica de PCR en tiempo real enfocada en la region L1. De un total de
50 mujeres analizadas, el 64% (32 mujeres) presentd resultados positivos para la

infeccion por VPH, mientras que el 36% (18 mujeres) obtuvo resultados negativos.

En cuanto a los genotipos de los 32 casos positivos, se identificaron genotipos tanto
de alto riesgo como de bajo riesgo en la poblacion estudiada: 20 mujeres (62.5%)
presentaron infecciones por VPH de alto riesgo oncogénico, siendo el VPH 31(4),
VPH 33 (6) seguido de VPH 16 (4) son genotipos mas frecuentes entre las mujeres
de alto riesgo. Por otro lado, 37.5% (12) mujeres presentaron VPH de bajo riesgo,
destacandose el VPH 81 (8).

Se observd que la prevalencia de VPH de alto riesgo varia segun a factores
sociodemograficos. En cuanto a la edad, en el grupo de 20 a 35 afios (18), el 34.4%
(11) presenté VPH de alto riesgo, mientras que, en el grupo de 36 afios a mas del
total de 14 mujeres, el 28.1% (9) present6 VPH de alto riesgo, esta distribucion
sugiere que la presencia de genotipos oncogénicos no se limita a un grupo de edad
especifica. Ademas, en relacién con el inicio de las relaciones sexuales las mujeres
gue iniciaron entre los 15 y 19 afios (22) presentaron un 43.7% (14) de VPH de alto
riesgo. En relacién con el nUmero de parejas sexuales, se observo que las mujeres
gue reportaron tener de 2 a 3 parejas sexuales mostraron una mayor prevalencia de
VPH de alto riesgo, alcanzando un 56.3% (18).
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VII. RECOMENDACIONES

Fomentar la deteccion molecular por su alta especificidad y sensibilidad para
diagnosticar infecciones de VPH de alto riesgo en etapas tempranas y mejorar el

seguimiento, previniendo el desarrollo de cancer cervical.

Promover programas educativos sobre prevencién, vacunacion y el uso de métodos
de barrera, especialmente entre adolescentes y mujeres jévenes.

Recomendar al Ministerio de Salud fomentar campafas de tamizaje incluyendo
diagndsticos moleculares a la poblacion femenina para la deteccién temprana del

virus del papiloma humano.
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ANEXO 1. Ficha de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

FICHA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

La presente investigacion es conducida por QUISPE ZARATE, Pilar,
identificada con DNI N°44819913, bachiller de la escuela profesional de
Biologia, de la Universidad San Cristébal de Huamanga, titulada Deteccion
molecular del virus del papiloma humano de alto riesgo en mujeres que
acuden al Servicio de Obstetricia del Centro de Salud Los Licenciados,
Ayacucho 2024.

Sefiora tenga buen dia, estamos realizando un estudio que permite detectar
los tipos de VPH de alto riesgo en este caso los genotipos 16 y genotipos 18
cualquier dato o informacién que usted nos facilite va ser tratada con la mayor
confiabilidad por lo que pedimos su colaboracién y sinceridad en las preguntas

a responder.

Agradecemos por anticipado su apoyo y participacion.

Firma de la participante Firma del investigador
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ANEXO 2.  Kit de toma de muestra para VPH

ANEXO 3.  Extraccion de ADN del VPH Kit de toma de muestra para VPH
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ANEXO 4.  Amplificacion del VPH por PCR en tiempo real.

ANEXO 5.  Software del termociclador para PCR en tiempo real MicPCR.
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ANEXO 6.  Condiciones de la ronda de amplificacion.

Fase Rango Ciclos
Activacion de la polimerasa 95 °C x 3 minutos 1
Denaturacion 95 °C x 20 segundos
Anillamiento 45 °C x 30 segundos 30
Extensién 72 °C x 1 minuto
Extension final 72 °C x 5 minutos. 1
Final 4°Cxa 1

ANEXO 7.  Condiciones de PCR para un volumen final.

Concentraciéon

nicial [1X] 1 vol. (ul)
Buffer de secuenciamiento 5X 2.0
Big Dye 2.0
Primer 2.5uM 1.5
DNA (hasta 1000 pb) 20 ng 20 ng Variable
H20 c.s.p10ul
ANEXO 8.  Reaccion de secuenciamiento
Fase Rango Ciclos
Activacion de la polimerasa 96 °C x 1 minutos 1
Denaturacion 96 °C x 10 segundos
Alineamiento 50 °C x 45 segundos 35
Extension 60 °C x 4 minuto
Final 4°Cxa 1
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La concentracion de DNA a secuenciar esta en funcion al tamafio de la region

blanco.

ANEXO 9. Concentracion del amplicon o DNA segun el tamafio del amplicén y
tipo de DNA purificado.

Tamafio del amplicon o de cDNA y .
i Concentracion del amplicon
(proveniente de RNA)

100-200 pb. 1-3 ng.
200 - 500 pb. 3-10 ng.
500 - 1000 pb. 5-20 ng.
1000 - 2000 pb. 10-40 ng.
>2000 pb. 20-50 ng.
DNA purificacién Concentracion

DNA de hebra simple 25-50 ng.
DNA de hebra doble 150-300 ng.
DNA de cosmidos, BACs 0.5-1.0 ug.
DNA gendmico bacteriano 2-3 ng.

ANEXO 10. Preparacion del Mix de Secuenciamiento

Componentes Cantidad (uL) Concentracion Final
Big Dye 3 1X
2.5 uM Forward Primer 1 0.4 uM
2.5 uM Reverse Primer 1 0.4 uM
DNA amplificado 5 5
Total 10 25

62



ANEXO 11. Condiciones de Ciclaje

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo Ciclos
Activacion 95 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95 15 seg
Annealing 50 30seg 35ciclos
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1 ciclo
Conservacion 4 Indefinido

ANEXO 12. Volumen por Reactivo (para GP5+y GP6+)

Reactivos GP5+ (Forward) (L) GP6+ (Reverse) (L)

Buffer 5X 2 2
Big Dye 1 1
Primer (2.5 pM) 1 1
ADN purificado 5 5
H,O grado PCR 1 1
Volumen final 10 10

63



ANEXO 13. Imagen de un Secuenciamiento por SANGER del Gen L1 del Virus de papiloma humano utilizando un primer
Reverse
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ANEXO 14. Imagen de un Secuenciamiento por SANGER del Gen L1 del Virus de papiloma humano utilizando un primer
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ANEXO 15. Cuestionario de datos epidemioldgicos.

{S“t[} PROGRAMA DE CONTROL DE CANCER DE CUELLO UTERINO
e REGISTRO DE MUESTRAS DE PAPANICOLAO (PAP)
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OBSERVACION: Usar caligrafia legible en los ITEMS.

MAC: DIU (1), PILDORA(2), INYECTABLE(3), CONDON(4), RITMO(5) Coordinador.:
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ANEXO 16. Matriz de consistencia

TiTULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
o Los diagndsticos . . L . . L,
Deteccion ¢los  virus  del | Objetivo general ANTECEDENTES ecul 9 Variable Independiente | Disefio de investigacion
. . : moleculares son
molecular del virus | papiloma humano Detectrflr molecularmente el virus Internacionales ) Técnica molecular: No experimental, transversal
del papiloma | de  alto  riesgo del papiloma humano de alto riesgo altamente sensibles y
. en mujeres que acuden al Servicio Nacionales especificos. por lo tanto, PCR en tiempo real Tipo de estudio
humano de alto podran S€r | de Obstetricia del Centro de Salud habra la probabilidad de Indicador- Basi
riesgo en mujeres | detectados los Licenciados. Ayacucho, 2024. Locales i Sensibilid .d asico
que acuden al | molecularmente en | Opjetivos especificos Marco conceptual :ncolntl’al’ IOSd gle\?g:pos ereprea Poblacién: mujeres que acuden al
o ) e alto riesgo de en E ifici lud los Li i .
Servicio de las  mujeres que e Detoctar ol virus del baniloma N g specificidad Centro de Salud los Licenciados
pap Fundamentos teéricos | mujeres que acuden al Precision Muestra: muestreo no

Obstetricia del
Centro de Salud
los  Licenciados.
Ayacucho, 2024

acuden al Servicio
de Obstetricia del
Centro de Salud los
Licenciados.
Ayacucho ,20247?

humano mediante el método de
la PCR en tiempo real dirigido a
la region L1, en mujeres que
acuden al Centro de Salud los
Licenciados durante el periodo
de estudio.

Identificar los genotipos de VPH
de alto riesgo en mujeres que
acuden al Centro de Salud los
Licenciados, mediante
secuenciamiento del gen L1.

Determinar los factores
asociados a riesgos del virus del
virus del papiloma humano en
mujeres que acuden al Centro de
Salud los Licenciados.

Virus del papiloma
humano

Estructura del VPH
Genotipos Patogenia
Cancer de cuello uterino.
Factores de riesgo
Cribado y diagnostico

de VPH

Tratamiento

Servicio de Obstetricia del
Centro de Salud. Los
Licenciados ,2024

Variable dependiente
Genotipos del virus del

papiloma humano

probabilistico de 50 mujeres
sexualmente activas que cumplen
con todos los criterios de inclusion
establecidas.

Método y procedimiento
Consentimiento informado
Encuesta

Obtencioén de muestra
Almacenamiento y transporte de
las muestras

Extraccién de ADN viral
Amplificacién y secuenciacion
Andlisis estadistico: se utilizara
el célculo de pruebas estadisticas
empleando el programa Excel y
spss.
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Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, participando como
presidente encargado el Blgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich con memorando N° 145-2025-
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Culminada la exposicion, el presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar
con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el
Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y
calificaciones correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a continuacién:
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minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.
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