UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

Prevalencia de papilomavirus mediante PCR en tiempo
real y factores asociados en mujeres que acuden al Centro
de Salud Talavera, Andahuaylas 2023

Para optar el titulo profesional de:
BIOLOGA, ESPECIALIDAD: MICROBIOLOGIA

PRESENTADO POR:
Bach. Fatima Antoaneth ORTEGA AVILES

ASESOR:
Dr. José ALARCON GUERRERO

AYACUCHO - PERU

2025



A mis queridos padres, Felipe y Juana, por creer
en mi y brindarme su amor incondicional. Su
apoyo constante ha sido fundamental en cada
etapa de mi desarrollo profesional y personal.
Gracias por ser un ejemplo de vida, por
inculcarme  principios  sdlidos,  valores
inquebrantables y el cardcter necesario para
enfrentar los desafios de la vida con
perseverancia, valentia y determinacion.

Les agradezco de corazon por todo lo que soy,
este logro no es solo mio, sino también suyo. Con

amor y gratitud, siempre.

ii



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, Alma Mater de mi formacion
profesional, por brindarme la oportunidad de crecer en lo académico a través del
conocimiento como en lo personal mediante las experiencias adquiridas.

A la Facultad de Ciencias Bioldgicas y a cada uno de los docentes, por su dedicaciéon y
compromiso, por compartir sus ensefianzas, conocimientos y experiencias, que han dejado
una huella imborrable en mi vida, y estoy segura que seran ttiles para el desenvolvimiento
exitoso de mi carrera.

A mi asesor, Dr. José Alarcén Guerrero, docente del Area Académica de Microbiologia de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, por el esfuerzo, paciencia,
dedicacion y asesoramiento para la ejecucion y culminacién del presente trabajo de tesis.
A mi coasesor, Mg. Nyshon Rojas Palomino, quien me brindé incondicionalmente su
apoyo motivandome a superar los desafios que se presentaron en el desarrollo del presente
trabajo. Su experiencia y consejos fueron invaluables, y su disposicion para ayudarme en
todo momento fue un soporte importante para la culminacion de esta tesis.

Al Centro de Salud Talavera, en especial al Servicio de Obstetricia por su disposicién y
apoyo incondicional durante la fase de reclutamiento y obtencidon de muestras del presente

trabajo.

iii



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTO

INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE ANEXOS

RESUMEN

I.INTRODUCCION

II.MARCO TEORICO
2.1.ANTECEDENTES
2.1.1.Internacionales

2.1.2.Nacionales

2.2.BASES TEORICAS

2.2.1.Virus del papiloma humano
2.2.2.Ciclo de replicacion
2.2.3.Clasificacion del VPH
2.2.4.Epidemiologia

2.2.5.Factores asociados a riesgo de VPH
2.2.6.Métodos de deteccién y genotipificacion de HPV
2.2.7.Glosario de Términos
2.2.8.Acrénimos.

[I.MATERIALES Y METODOS

3.1.ZONA DE ESTUDIO

3.2.UBICACION POLITICA Y GEOGRAFICA
3.3.POBLACION Y MUESTRA

3.4.TIPO DE INVESTIGACION
3.5.DISENO DE INVESTIGACION
3.6.METODOLOGIA

3.6.1.DETERMINACION DE LOS FACTORES ASOCIADOS A RIESGO

DE PVH
3.6.2.ANALISIS ESTADISTICO
IV.RESULTADOS
V.DISCUSION

iv

Pag.

Vi
Vii

viii

11
13
13
13
14
16
16
20
21
28
29
31
32
35
36
36
36
37
37
37
38

42
42
43
48



VI.CONCLUSIONES
VI.LRECOMENDACIONES
VIII.LREFERENCIA BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

54
55
56
65



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

INDICE DE TABLAS

Clasificacién de los genotipos del virus del Papiloma
humano de acuerdo al genotipo.

Clasificacién de los genotipos del virus del Papiloma
humano de acuerdo a riesgo para desarrollar cancer al
cuello uterino.

Clasificacién de los genotipos del virus del Papiloma
humano de acuerdo al tropismo.

Composicién de la mezcla reaccién para la amplificacion
de &cidos nucleicos
Protocolo de amplificacién

Genotipos de VPH identificados en el programa MEGA 11
procedentes de mujeres que acuden al Centro de Salud
Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023.

Factores asociados a los genotipos de VPH en mujeres

gue acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas
2023.

vi

Pag.

22

27

28

40

41

44

46



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

INDICE DE FIGURAS

Composicion del genoma del virus del papiloma humano

Prevalencia de los genotipos de VPH en mujeres que acuden
al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023.
Comparacion de la prevalencia en los métodos de deteccion
del virus del Papiloma humano: PCR en tiempo real y prueba
de Papanicolau (PAP), respectivamente. Muestras
procedentes de mujeres que acuden al CS Talavera,

Andahuaylas, Apurimac, 2023.

vii

Pag.

17

45

47



ANEXO 1.
ANEXO 2.
ANEXO 3.
ANEXO 4.

ANEXO 5.
ANEXO 6.
ANEXO 7.

ANEXO 8.
ANEXO 9.

ANEXO 10.

ANEXO 11.

ANEXO 12.

ANEXO 13.

ANEXO 14.

INDICE DE ANEXOS

Ficha epidemioldgica

Consentimiento informado

Solicitud de permiso para la ejecucion de tesis.

Ubicacion geografica del Centro de Salud Talavera,
provincia de Andahuaylas en la regién de Apurimac, lugar
donde se desarroll6 la fase de reclutamiento de pacientes
y obtencién de muestras.

Frontis del Centro de Salud Talavera

Entrevista a la paciente en estudio.

Muestras de ADN extraidas de pacientes incluidos en el
estudio.

Termociclador para PCR en tiempo real, MicPCR
Preparacion de la mezcla reaccion para la amplificacién de
acidos nucleicos en termociclador para PCR en tiempo real
MIC PCR

Configuracién del termociclador para PCR en tiempo real
MicPCR.

Curva de amplificacién corregida de la fluorescencia y el
numero de ciclos utilizando marcador GAPDH, de 46
muestras en la deteccién de PVH procedentes de mujeres
gue acudieron al CS Talavera, Andahuaylas, Apurimac,
2023.

Curva de amplificacién obtenida de la PCR en tiempo real
empleando marcadores universales dirigidos a la region
conservada L1 de VPH de 46 mujeres que acudieron al CS
Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023.

Resultados de la prueba de Papanicolau de 46 mujeres
que acudieron al CS Talavera, Andahuaylas, Apurimac,
2023.

Prevalencia de la prueba de PCR en tiempo real y la prueba
de Papanicolau de 46 mujeres que acudieron al CS

Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023.

viii

Pag.

66
67
68

69
70
70

71

71

72

73

73

74

75

77



ANEXO 15.
ANEXO 16.

ANEXO 17.

ANEXO 18.

ANEXO 19

ANEXO 20.

ANEXO 21.

ANEXO 22.

ANEXO 23

ANEXO 24.
ANEXO 25.

Frecuencia de las variables sociodemogréficas
Frecuencia de las variables asociadas a la conducta sexual
de las participantes en el estudio.

Frecuencia de las variables asociadas a la cesérea,
abortos y nimero de hijos nacidos vivos

Componentes de la mezcla de la reaccion de la primera
ronda del PCR nested para la deteccién de VPH deteccion
de VPH

.Protocolo de la reacciéon de amplificacion de la PCR para
la deteccion de VPH, en la primera ronda.

Componentes de la mezcla de la reaccion de la segunda
ronda de PCR nested para la deteccion de VPH

Protocolo de la reaccién de amplificacién de la PCR para
la deteccién de VPH, en la segunda ronda.

Componentes para la reaccién de secuenciacion.
.Protocolo de la reaccion de secuenciacion

Matriz de consistencia

Operacionalizacion de variables

ix

77

78

79

80

80

81

81
82
82
83
84



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la prevalencia del
virus del papiloma humano (VPH) en mujeres que asisten al Centro de Salud
Talavera. Adicionalmente, se compard la prevalencia de la PCR en tiempo real
con la prueba de Papanicolau, se identificaron los genotipos del virus mediante
secuenciacion y se evaluaron los factores de riesgo asociados a la infeccion.
El estudio fue de tipo no experimental y de corte transversal, con una muestra
de 46 mujeres durante los meses de octubre y noviembre de 2023 que
acudieron al centro de Salud de Talavera. La prevalencia de VPH hallada
mediante PCR en tiempo real fue del 43.5%, mientras que con la prueba de
Papanicolau fue del 4.35%. Se identificaron 20 casos positivos, con una
variedad de 10 genotipos (VPH-6, VPH-18, VPH-39, VPH-40, VPH-52, VPH-
53, VPH-48, VPH-62, VPH-67 y VPH-81) de los cuales el genotipo VPH-58, de
alto riesgo, fue el mas prevalente, 30%. A pesar de la alta prevalencia del virus,
no se encontr6 una asociacion significativa entre los factores asociados

analizados y la presencia del VPH.

Palabras clave: prevalencia, VPH, PCR en tiempo real, genotipo, Papanicolau,

VPH de alto riesgo.



I. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano se considera como una de las infecciones de
transmision sexual mas frecuente a nivel mundial, representa un serio problema
de salud debido al nimero de casos, su asociacion con el cancer al cuello uterino,
la mortalidad y morbilidad que presenta, la alta distribucion de los casos, asi como
a la poblacién en riesgo de contraer la infeccion principalmente personas
sexualmente activas en quienes se manifiesta desde formas asintomaticas,
lesiones con apariencia de verrugas, hasta formas agresivas como el cancer al
cuello uterino, el cual se estima que es el responsable de aproximadamente
620,000 casos de cancer asociado principalmente al cuello cervicouterino, sin
embargo también esta asociado al cancer de vulva, vagina, pene, anoy orofaringe.
El impacto del VPH va mas alla de la salud fisica y mental, afectando también la
economia y la sociedad. Los costos del tratamiento de complicaciones, como el
cancer de cuello uterino, son significativos para los sistemas de salud en paises
en desarrollo y afectan la calidad de vida de quienes lo padecen (Ebrahimi et al.,
2023; Tobaigy & MacLure, 2024).

Se estima que alrededor del 80% de las personas sexualmente activas se infectan
con el VPH en algin momento. Las infecciones pueden variar desde genotipos
que se resuelven espontdneamente y sin sintomas, hasta aquellos que provocan
complicaciones graves, como el cancer de cuello uterino. (Milano et al., 2023;
Pedroza et al., 2022).

La prevalencia del VPH varia significativamente entre distintos paises y regiones,
estando principalmente influenciada por factores como las condiciones
econdmicas, el comportamiento y la educacion sexual (Kombe et al., 2021; Liu
et al., 2023).

En nuestro pais, el VPH y el cancer de cuello uterino afectan profundamente la

vida de muchas mujeres y sus familias. Este tipo de cancer es uno de los mas
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comunes entre las mujeres peruanas, con alrededor de 32 nuevos casos por cada
100.000 mujeres cada afio, siendo los genotipos 52, 16 y 31 los mas comunes
(Colpani et al., 2020; del Valle et al., 2021).

Por ello, la deteccién del Virus del Papiloma Humano (VPH) es crucial para
prevenir y gestionar enfermedades como el cancer de cuello uterino (Arbyn et al.,
2020). Hasta la fecha, la prueba de Papanicolaou (PAP) es la principal herramienta
de cribado, utilizada para identificar cambios celulares en el cuello uterino que
podrian estar relacionados con el VPH o el desarrollo de cancer cervical. Esta
prueba es efectiva en reducir la incidencia y mortalidad por cancer cervical al
detectar lesiones precoces, pero tiene limitaciones. No identifica directamente el
VPH, sino que lo hace de forma indirecta a través de anormalidades en el epitelio
cervical. Ademas, su sensibilidad y especificidad pueden verse afectadas por la
calidad de la muestra, la técnica de recoleccion y la experiencia del personal que
realiza el andlisis. (Arbyn et al., 2020; Monteiro et al., 2022).
También existen otras técnicas de diagndstico, como es la PCR en tiempo real,
gue es una técnica molecular que permite diagnosticar la infeccién por VPH
mediante la deteccion directa de su ADN, ofreciendo alta sensibilidad vy
especificidad. Facilita la identificacion del genotipo infectante, lo que es crucial
para la deteccion temprana y la toma de decisiones, especialmente en infecciones
de alto riesgo oncolégico (Okunade, 2020; Santos et al., 2021).
OBJETIVOS:
Objetivo general:

o Determinar la prevalencia de genotipos de papilomavirus en mujeres que

acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas 2023.

Objetivos especificos:

1. Determinar los genotipos de papilomavirus mediante secuenciamiento a
partir de los resultados obtenidos con la PCR en tiempo real en mujeres

gue acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas, 2023.

2. Determinar los factores asociados a riesgo de papilomavirus con mayor
frecuencia en mujeres que acuden al Centro de Salud Talavera,
Andahuaylas 2023.

3. Comparar la prevalencia de papilomavirus mediante PCR en tiempo real y
la prueba de Papanicolau en mujeres que acuden al Centro de Salud

Talavera, Andahuaylas 2023.
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ll. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Internacionales

El realizado por Salinas, (2013) asociado a la deteccion del virus de Papiloma
Humano de alto riesgo mediante el método de captura hibrida Il de los VPH-
HR, en mujeres en edad fértil que asistieron a consulta ginecoldgica en un
establecimiento de salud de La Paz y Santa Cruz en Bolivia, reporté que las
mujeres procedentes de La Paz menores a 30 afios presentaron un mayor
namero de casos en comparacion a las que proceden de Santa Cruz. De las
160 participantes, las mujeres de La Paz presentaron una mayor tasa de

positividad (17%) en comparacién con Santa Cruz (12%).

En el estudio de Jorda et al., (2020) se analizaron muestras endocervicales
de 505 mujeres de 15 a 49 afios residentes en Posadas, Misiones, Argentina,
durante 2012-2013, obteniendo una prevalencia de VPH del 30.7%, con un
71.6% de los casos correspondientes a VPH de alto riesgo, especialmente los
genotipos 16 (35.1%), 58 (10.8%) y 31 (8.1%). La deteccion de VPH fue mayor
en mujeres jovenes (15-24 afios) y con mayor nimero de parejas sexuales.
No se hallé asociacion significativa con factores como embarazo, métodos

anticonceptivos, estabilidad de pareja, edad de inicio sexual o tabaquismo.

Minchalo et al., (2020), investigaron la prevalencia de los genotipos de VPH
en mujeres de 25 a 65 afios que asistieron a un centro oncoldgico en Cuenca,
Colombia. Donde incluyeron 594 mujeres, siendo el grupo de etario mas
prevalente el de 36 a 40 afios (17.3%), con un 53.5% de mujeres casadas y

una paridad promedio de dos hijos. Mostrando que el 71.38% de las mujeres
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eran positivas para VPH, con preponderancia de los genotipos de alto riesgo
(58.01%). Los genotipos mas comunes fueron el VPH-16, VPH-71, VPH-58,
VPH-6 y VPH-31, siendo el VPH-16 el de mayor riesgo de malignidad. Sin
embargo, no se encontré una asociacion significativa entre los genotipos de
alto riesgo y las variables demogréficas analizadas. Concluyendo asi, que las
mujeres de 36 a 40 afios presentaron la mayor prevalencia de VPH, y el

genotipo VPH-16 fue el mas comun dentro del grupo.
2.1.2. Nacionales

Florian et al., (2023) a partir de 56 mujeres de la amazonia, mayores de 24
afos con lesiones precancerosos Yy cancerosos diagnosticadas por
Papanicolau reporté una prevalencia del 61%. De la tipificacion mediante el
sistema GeneXpert, logré determinar que el genotipo VPH-16 fue el mas

prevalente (56%), seguido por el VPH-18 encontrado en el 21% de los casos.

En el 2014, a partir de pacientes con resultado negativo en el método de
Papanicolaou realizados en el Instituto Regional de Enfermedades
Neoplasicas de la Libertad y empleando el método de PCR convencional
dirigido a las regiones oncogénicas del E6 y E7 de virus del papiloma humano,
lograron reportar que el 75% de los pacientes fueron positivos al VPH-16, el
15 % al VPH-52, 10% a VPH-18, 5% a VPH-33, mientas que los genotipos
VPH-6 y VPH-11 se presentaron en el 20% en ambos casos (Arteaga et al.,
2014).

En el estudio realizado Garagondo, (2016), a partir de 120 mujeres atendidos
por el servicio de preventorio de cancer procedentes del Hospital Regional
“Miguel Angel Mariscal Llerena” de Ayacucho con diagnéstico confirmatorio
de cancer al cuello uterino, reportaron que entre los factores asociados al
desarrollo del cancer son el nimero de parejas sexuales representa un riesgo
en el padecimiento de cancer de cuello uterino, la edad de inicio de las
relaciones sexuales, la edad de la madre al nacimiento de su primer hijo, el
namero de partos y el tipo de parto que present6 siendo el parto vaginal el
factor que presentd mayor probabilidad de riesgo en comparacion al parto por

cesarea.

En el 2022, se llevé a cabo un estudio en la ciudad de Lima, en marco del

control preventivo anual fueron evaluadas por captura hibrida Il, un total de
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4300 pacientes mujeres entre 30 y 49 afios procedentes de Lima centro y
norte, reportaron una prevalencia de VPH de alto riesgo del 15,5% (Sarria
et al., 2022), por el contrario el estudio realizado en el 2018 en un total de 103
mujeres entre 30 a 65 afios atendidas en el Hospital Nacional de Dos de Mayo
con resultado positivo en el método del Papanicolau, reportd que VPH-16 y
VPH-18 en el 4,9% y 1% respectivamente, sin embargo present6 el 41% de
prevalencia otros VPH de alto riesgo como VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-
39, VPH-45, entre otros. (Gonzalez, 2022).

Asi mismo, el estudio desarrollado por Alarcén et al., (2022) en 22 pacientes
mujeres con diagndstico positivo en la prueba de Papanicolau y empleando el
secuenciamiento para la tipificacién para la tipificacion de los genotipos de
VPH logré identificar que el 68,2% de los casos positivos en PAP presentaron
asociacion con VPH, de los cuales el 50% correspondieron a genotipos de
alto riesgo como VPH-16, VPH-18, VPH-26, VPH-33, VPH-35, VPH-45, VPH-
52, VPH-56, VPH-58, VPH-59 y VPH-79; mientras que el 18.2% presentaron
virus del bajo riesgo oncogénico VPH-11, VPH-53 y VPH-26. Es importante
sefialar que el VPH-16 fue encontrado en el 13,6% de los casos positivos, por
el contrario, el genotipo VPH-18 estuvo presente en aproximadamente 5% de
los casos. Los genotipos mas prevalentes fueron los genotipos VPH-33 y

VPH-52, encontrados en el 27% y 18% de los casos respectivamente
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2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Virus del papiloma humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae,
presenta un ADN bicatenario circular, no presenta envoltura, tienen una
composicion icosaédrica con un diametro aproximado de 52-55 nm, a la fecha,
se han identificado mas de 200 genotipos de VPH, los cuales pueden ser
clasificados de acuerdo a su origen filogenético, segun su potencial
oncogénico y su tropismo tisular, lo que ha permitido identificar que,
aproximadamente 40 genotipos del VPH presentan afinidad por la mucosa
anogenital humana, con la capacidad de causar infecciones persistentes
(Hareza et al., 2022; Sendagorta et al., 2019).

Presentan un genoma de aproximadamente 8,000 pares de bases,
organizado en tres regiones principales conocidos como ORF (del inglés
“open reading frames”) que codifica proteinas en las etapas tempranas y
tardias de la infeccion, conocidos como E (del inglés Early), y aguellos
codifican durante las etapas tardias o L (del inglés Late). Ademas de los ORF
gue en total son 08, que se encuentran en la misma hebra de ADN, el VPH
presenta una region no codificante, conocida como region larga de control o
region reguladora principal (LCR), responsable de la regulacion de la
expresion de los ORF, tanto E como L (Bravo & Félez, 2015; Hareza et al.,
2022; Nelson & Mirabello, 2023; Van Doorslaer et al., 2018).

Otras regiones en el genoma viral son la region reguladora de orientacion
positiva o URR (del inglés “upstream regulatory regién”) (Bravo & Félez, 2015;
Nelson & Mirabello, 2023; Van Doorslaer et al., 2018) y la regién region no
codificante intergénica o NCR (del inglés “intergenic noncoding region”)
(Bravo & Félez, 2015; Nelson & Mirabello, 2023; Van Doorslaer et al., 2018)
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Figura 1. Composicion del genoma del virus del papiloma humano. Fuente: (Molina et al.,
2024)

Proteinas del virus del papiloma humano y funciones asociadas
No estructurales

- E1: Se encuentra asociada a la replicacion del VPH y la transcripcion viral,
actia como una helicasa, desenrollando el ADN viral para permitir la
replicacion, se une junto con la proteina E2 al sitio origen de replicacion
del VPH, formando un complejo que es esencial para el inicio de la
replicacién del ADN viral ligadas principalmente a la expresién en niveles
limitados de las oncoproteinas E6 y E7 (Hareza et al., 2022; Nelson &
Mirabello, 2023).

- EZ2: Codifica una proteina multifuncional que actda en la regulacién
transcripcional y la replicacion del ADN viral, se une a secuencias
especificas en el ADN viral, conocidas como sitios de unién E2, que estan
presentes en la regién larga de control (LCR) del genoma del VPH y que
resulta regulacion de los factores de la transcripcion. (Hareza et al., 2022;
Nelson & Mirabello, 2023).
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Asi también es esencial para la regulacion de la transcripcién de los genes
tempranos del virus, incluyendo E6 y E7, oncogenes clave en el desarrollo

del cancer cervical. (Hareza et al., 2022; Nelson & Mirabello, 2023)

E3: El mecanismo de acciéon de E3 a la oncogénesis del VPH no esta
completamente clara, sin embargo, estudios recientes sugieren que E3
puede jugar un papel en la modulacién del microambiente tumoral (Hareza
et al., 2022; Nelson & Mirabello, 2023)

E4: Participa en la propagacion del virus y la perpetuacion de la infeccion,
interactia con las citoqueratinas, ademas esta involucrado en la
desorganizacion de la estructura de las citoqueratinas, facilitando la
liberacion de los viriones. Ademas, participa en la modulacién del ciclo
celular inhibiendo la progresion del ciclo celular en la fase G2/M,
permitiendo la produccion de particulas virales antes de la division celular
(Harden & Munger, 2017; Sanabria 2009)

E5: Da origen a una proteina hidrofébica de membrana que se expresa
en las primeras etapas de la infeccion por VPH. Interactia con varias
proteinas celulares, facilitando la modulacién de diversas vias de
sefializaciéon intracelular, ademdas participa en la modulacién de las
sefiales del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Ademas, estimula la actividad transformante de E6 y E7, promoviendo la
fusion celular y generando inestabilidad cromos6mica, contribuyendo a la
invasion de la respuesta inmunitaria, también influye en la oncogénesis
por interaccién con las proteinas supresoras de tumores e interfiriendo con
la funcion de las proteinas como p53 y Rb, que son cruciales para la
regulacién del crecimiento celular y la prevencién del cancer. (Harden &
Munger, 2017; Sanabria, 2009)

E6: Da origen a una oncoproteina que se expresa en las primeras etapas
de la infeccién por VPH. La estructura de E6 permite su interaccion con
varias proteinas celulares, lo que facilita la modulacién de diversas vias
de sefalizacion intracelular. Entre los mecanismos mas estudiados de la
proteina E6 es su capacidad para inducir la degradacién de la proteina
supresora de tumores p53. La E6 se une a p53 y promueve su
ubiquitinacion y posterior degradacion del proteasoma, la pérdida de p53,

es crucial para la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, permitiendo la
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proliferacion descontrolada de las células infectadas y contribuye a la
oncogénesis. Ademas de degradar p53, E6 puede inhibir la apoptosis
mediante la interaccién con otras proteinas reguladoras de la muerte
celular programada por inhibicion de la apoptosis, permitiendo la
acumulacién de mutaciones y la progresion de las lesiones precancerosas

a canceres invasivos (Harden & Munger, 2017; Sanabria, 2009)

E7: Al igual que la E6, da origen a una oncoproteina que se expresa en
las primeras etapas de la infeccion, también interactia con varias
proteinas celulares, lo que facilita la modulaciéon de diversas vias de
sefalizacién intracelular. Entre las principales funciones esta inactivar la
proteina de la retinoblastoma (pRb), liberando factores de transcripcion
E2F que promueven la progresion del ciclo celular. Esta inactivacion
resulta en la proliferacion descontrolada de las células infectadas y
contribuye a la oncogénesis. Ademas promover la supervivencia celular al
inhibir la apoptosis, permitiendo la acumulacibn de mutaciones y la
progresion de las lesiones precancerosas a canceres invasivos
(Sendagorta et al., 2019).

Estructurales

L1. Es una proteina estructural que constituye aproximadamente el 95%
de la capside viral. Esta proteina se ensambla en pentameros que, a su
vez, forman caps6meros icosaédricos, proporcionando estabilidad y
proteccion al material genético del virus. La capside formada por L1 es
fundamental para la entrada del virus en las células huésped, ya que

facilita la union del virus a los receptores celulares especificos.

La proteina L1 no solo es estructuralmente importante, sino que también
juega un papel en la inmunogenicidad del virus. La respuesta inmune del
huésped contra el VPH se dirige principalmente contra la proteina L1, lo
gue ha permitido el desarrollo de vacunas profilacticas altamente
efectivas®. Estas vacunas utilizan particulas similares al virus (VLPS)
formadas por la proteina L1 para inducir una respuesta inmune protectora

sin causar infeccion (Sanabria, 2009).

L2. La proteina L2 es una de las dos proteinas estructurales principales
del VPH, junto con la proteina L1. Mientras que L1 constituye

aproximadamente el 95% de la capside viral, L2 representa el 5%
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restante, es esencial para la infeccion viral, ya que facilita la entrada del
virus en las células huésped y la liberacion del ADN viral en el nucleo,
interviene en varias etapas del ciclo de vida del VPH, ayuda a la
encapsidacion del ADN viral durante la formacién de nuevas particulas
virales, ademas, participa en la internalizacion del virus en las células
epiteliales, facilitando el transporte del ADN viral al nicleo, donde se lleva

a cabo la replicacién del virus (Sanabria, 2009).
2.2.2. Ciclo dereplicacion

El ciclo de replicacion de VPH est4 comienza con la entrada de los viriones
en las células del epitelio mediante un proceso denominado endocitosis, este
patégeno no presenta la capacidad para infectar e interactuar con células
presentadoras de antigenos, lo que sumado a los mecanismos de evasion del
sistema inmune reducen la probabilidad de desarrollar anticuerpos

especificos contra el VPH (Pelaez et al., 2022).

En las células epiteliales, el ADN viral se transporta al niicleo de la célula, en
este proceso participan receptores especificos en la superficie, como las
integrinas y los proteoglicanos heparan sulfatos, luego da lugar a la
internalizacion del virus mediante endocitosis mediada por la molécula clatrina
(Graham, 2017).

Una vez en la endosoma, la capside viral se desintegra, liberando la molécula
de ADN viral en el nucleo de la célula huésped, donde se circulariza y se
asocia a las histonas para formar minicirculos de cromatina que facilita su

replicacién y transcripcion (Graham, 2017).

La replicacién del ADN viral se lleva a cabo en dos fases principales, la fase
temprana y la fase tardia. En la fase temprana, el ADN viral se replica
utilizando la maquinaria de replicacién del hospedero, e inicia la expresion de
los genes tempranos (E), como son E1 y E2 que son responsables de la
replicaciéon y expresion del ADN viral, asi como la regulaciéon del ciclo celular,
asuvez, laE6y E7, desempefian una funcién relacionada a la inmortalizacion
celular y la oncogénesis en esta fase, las células epiteliales el proceso de
diferenciacion y division mitotica, moviéndose hacia las capas mas externas
del epitelio (Graham, 2017).

Mientras que, en la fase tardia, continla el proceso de diferenciacion celular
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y migracién, ademas de iniciar un proceso de migracion hacia la superficie
epitelial, en esta fase el ADN viral se replica a un alto nimero de copias que
permite la produccion de nuevas particulas virales, se activan los promotores
tardios, y se lleva a cabo la transcripcion de los genes tardios que codifican
las proteinas estructurales del virus, como los genes L1y L2 responsables del
ensamblaje de las particulas virales que ocurre en el nicleo de las células
epiteliales diferenciadas. Las proteinas de la capside L1 y L2 se ensamblan
para formar la capside viral, que encapsida el ADN viral replicado. Este
proceso de ensamblaje es altamente eficiente inclusive al punto en que las
proteinas L1 pueden autoensamblarse en particulas similares a virus (VLPS)

en ausencia de ADN viral (Aksoy et al., 2017).

Una vez ensamblado, las particulas virales maduras se liberan de las células
epiteliales mediante un proceso de descamacion, permitiendo que el virus
infecte nuevas células huésped y perpetue el ciclo de infeccién (Aksoy et al.,
2017).

2.2.3. Clasificacion del VPH
El virus del papiloma humano puede clasificarse de acuerdo a:
Clasificacion filogenética

El andlisis de la secuencia nucleotidica del gen que codifica la proteina
de la capside L1 del VPH, permite una comprensiéon detallada sobre
su diversidad y evolucion, debido al grado de conservacion y presencia
de variaciones nucleotidicas especificos que permite su diferenciacion
entre los distintos tipos de VPH (Ramirez et al., 2019) de los cuales
cinco géneros principales Alpha, Beta, Gamma, Mu y Un, son
ampliamente estudiados debido a su asociacién con el padecimiento
de enfermedad en humanos (Bernard et al., 2010; Skelin & Tomaic,
2023). Los genotipos que conforman cada genotipo se describen en la
tabla 0O1.
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Tabla 1. Clasificacion de los genotipos del virus del Papiloma

humano de acuerdo al genotipo.

Denominacién Genotipos

papilomavirus

papilomavirus

papilomavirus

VPH-2, VPH-6, VPH-7, VPH-10, VPH-16, VPH-18,
VPH-26, VPH-32, VPH-34, VPH-53, VPH-54, VPH-61,
VPH-90

Alfa

Beta VPH-5, VPH-9, VPH-49, VPH-92 y VPH-96

Gama VPH-4, VPH-48, VPH-50, VPH-60, VPH-88, VPH-101,
papilomavirus VPH-109, VPH-112, VPH-116, VPH-121
Mu

VPH-1, VPH-41y VPH-63

un VPH-41

papilomavirus

Alfa papilomavirus.

Se caracterizan por presentar afinidad por las células epiteliales de la
piel y las mucosas anogenital y oral en humanos y primates, donde se
manifiesta mediante la formacién de verrugas, papilomas neoplasias
malighas, este género presenta una capacidad oncogénica ligada
principalmente a la accién de las proteinas virales E6 y E7, que
interfieren con las funciones de las proteinas humanas supresoras de
tumores p53 y Rb, generando una proliferacion celular exacerbada y
la acumulacion de mutaciones genéticas, que se traduce en una

neoplasia maligna (Basukala & Banks, 2021; Vats et al., 2021)

Los Alfa papilomavirus pueden infectar tanto el epitelio cutdneo como
el epitelio mucoso del tracto anogenital, son los principales
responsables de la aparicibn de verrugas comunes Yy lesiones
neoplasicas, incluyendo canceres anogenitales como el cancer de

cuello uterino («Papillomaviridae», 2012).
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En ese sentido, son los avances de la tecnologia en la secuenciacion
genética y las técnicas de biologia molecular los métodos que han
permitido una mejor comprensién de la variabilidad genética de estos

virus, su relacién con la patogénesis y oncogénesis (Vats et al., 2021).

Este género incluye los genotipos de alto riesgo VPH-16, VPH-18,
VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-52, VPH-58, VPH-
59, VPH-68 y VPH-70, que infectan principalmente las mucosas
genitales y responsables de la mayoria de los canceres asociados al
VPH (Bernard et al., 2010; Chen et al., 2018), asi como los de bajo
riesgo entre ellos VPH-6 y VPH-11 (Skelin & Tomai¢, 2023).

Beta papilomavirus.

Se caracteriza por infectar principalmente las células epiteliales de la
piel («Papillomaviridae», 2012; Sankovski et al., 2014), su asociacion
con el cancer es menor en comparacion a los alfa papilomavirus,
principalmente se encuentra asociado a pacientes inmunosuprimidos

0 que padecen de epidermodisplasia verruciformis (Lv et al., 2020).

Por otro lado, si bien los VPH presentan una estructura genémica
conservada, los beta papilomavirus presentan un genoma de menor
tamafio ligado principalmente a la regién LCR del virus que presenta
aproximadamente 400 pb en comparacién a los 650 a 900 pb de otros
VPH (Tommasino, 2014).

Asi mismo este grupo de VPH presenta la ausencia del gen E5, por el
contrario la region ORF del gen E2 es mayor (Lv etal., 2020;

Tommasino, 2014) .

Los beta papilomavirus también son agrupados en virus de alto riesgo
como son VPH-5, VPH-8 y VPH-38 asociados al desarrollo de
manifestaciones clinicas cutaneas malignas, y de bajo riesgo que
agrupa a los VPH-1, VPH-2, VPH-3 y VPH-4 (Lv et al., 2020).

A diferencia de los alfa papilomavirus, que presentan una actividad
oncogeénica relacionada a la actividad de E6 y E7, la accion de la E6
en los beta papilomavirus esta relacionada a la capacidad para
interferir en la actividad normal de p300, Rb y p53 de forma que reduce

la respuesta de reparacion celular por exposicion a radicacion UV, asi
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mismo pueden promover la proliferacion celular y la resistencia a la
apoptosis contribuyendo al desarrollo de canceres cutaneos (Sichero
etal., 2019).

Gama papilomavirus.

Al igual que los beta papilomavirus, los gama papilomavirus estan
asociados a manifestaciones clinicas cutaneas (Giuliani et al., 2021) y

algunas formas mucosas (Bolatti et al., 2020).

A diferencia de los alfa y beta papilomavirus, que han sido
ampliamente estudiados, se conocimiento sobre gama papilomavirus
es limitado, sim embargo se estima que las manifestaciones clinicas
agresivas como el desarrollo de cancer esté asociado principalmente

a pacientes inmunosuprimidos (Bolatti et al., 2020).
Clasificacion por su asociacion al cancer

De acuerdo a su asociacién con el cancer, el virus del papiloma

humano se clasifica en:
VPH de alto riesgo

Presentan una fuerte asociacion con el desarrollo del cancer en
varones como en mujeres, debido a la integracion del ADN viral en el
genoma de la célula del hospedero, proceso que esta ligado a la
expresion descontrolada de las proteinas virales E6 y E7, que
interfieren con las funciones de las proteinas supresoras de tumores
p53 y Rb, respectivamente, permitiendo la proliferacion celular
descontrolada y la acumulaciéon de mutaciones (Milano et al., 2023;
Okunade, 2020; Oyouni, 2023). Entre los VPH de alto riesgo se
encuentran VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39,
VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-68, VPH-
73 y VPH-82, de los cuales son VPH-16 y VPH-18 son los méas
prevalentes y responsables de aproximadamente el 70% de los casos

de cancer cervical (Mufioz et al., 2003).
VPH de Bajo Riesgo

Son aquellos que rara vez estdn asociados con el desarrollo de
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canceres, entre las manifestaciones clinicas mas comunes de la
infeccion son verrugas genitales y papilomas respiratorios recurrentes,
si bien los VPH de bajo riesgo no estan asociados a la mortalidad, si
estan asociados a una morbilidad significativa debido a las lesiones
que provocan. Entre los VPH de bajo riesgo se encuentran VPH-6,
VPH-11, VPH-40, VPH-42, VPH-43, VPH-44, VPH-54, VPH-61, VPH-
70, VPH-72 y VPH-81 (Mufioz et al., 2003).

Virus de papiloma de bajo riesgo. Los VPH de bajo riesgo presentan
la capacidad para causar lesiones con escaso potencial oncogénico.

Entre los genotipos mas comunes se encuentran VPH 6 y VPH 11.

VPH 6: Es uno de los genotipos de bajo riesgo mas prevalentes, se
encuentra principalmente asociado a la formacién de verrugas
genitales, también conocidas como condilomas acuminados, los

cuales se desarrollan en los genitales, a nivel del periné y el ano.

VPH 11: También esta asociado con la formaciéon de verrugas
genitales, aunque es poco frecuente, puede causar una condicién
conocida como papilomatosis respiratoria recidivante, especialmente

en nifios.

Al igual que VPH6, el riesgo de progresion a cancer es
extremadamente bajo, sin embargo, son los principales causantes de

las verrugas genitales asociadas con infecciones por VPH.
Implicaciones Clinicas de las Infecciones por VPH de Bajo Riesgo

Las infecciones por VPH de bajo riesgo tienen varias implicaciones
clinicas importantes. Aunque no estan asociadas con cancer, estas
infecciones pueden afectar la calidad de vida de los pacientes de

diversas maneras.

Verrugas Genitales: Las verrugas genitales causadas por VPH 6 y
VPH 11 son el hallazgo clinico mas comln asociado con estos tipos
de virus. Estas verrugas suelen aparecer como lesiones elevadas, a
veces en forma de coliflor, y pueden variar en tamafio y numero.
Aunque no son peligrosas en términos de malignidad, las verrugas
genitales pueden causar incomodidad significativa, incluyendo dolor,

picazon y malestar emocional. La presencia de estas verrugas puede

25



afectar la vida sexual y la autoestima de los pacientes, generando una

carga psicologica y social.

Papilomatosis Respiratoria Recidivante: Aungue menos comun, la
papilomatosis respiratoria recidivante es una implicacion clinica seria
de las infecciones por VPH 6 y VPH 11. Esta condicién se caracteriza
por el desarrollo de verrugas en las vias respiratorias, lo que puede
llevar a obstruccion de las vias respiratorias y problemas respiratorios.
La papilomatosis respiratoria recidivante  puede requerir
intervenciones quirtrgicas frecuentes para eliminar las verrugas y
controlar la recurrencia. A pesar de la gravedad de los sintomas
respiratorios, el riesgo de cancer asociado con esta condicién sigue

siendo bajo.

Impacto Psicoldgico y Social: Elimpacto de las infecciones por VPH
de bajo riesgo no se limita a los aspectos fisicos. Las verrugas
genitales y las complicaciones asociadas con la papilomatosis
respiratoria recidivante pueden afectar la salud mental y emocional de
los pacientes. Las preocupaciones sobre la apariencia estética, el
estigma asociado con las verrugas genitales y el impacto en las
relaciones sexuales pueden contribuir a un estrés significativo y a

problemas de salud mental.
VPH de riesgo probable.

Son aquellos VPH que no existe suficiente evidencia para ser
considerando de alto riesgo sin embargo logro se detectado en
algunos pacientes con cancer. En este grupo se encuentran VPH-26,
VPH-53 y VPH-66 (Mufioz et al., 2003).

Los genotipos de alto y bajo riesgo se describen en la tabla 2:
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Tabla 2. Clasificacion de los genotipos del virus del Papiloma
humano de acuerdo a riesgo para desarrollar cancer al cuello

uterino.
Tipo de riesgo oncogénico Genotipos
VPH-16, VPH-18, VPH-26, VPH-31, VPH-33,
: VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52,
Alto Riesgo

VPH-53, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66,
VPH-68, VPH-73 y VPH-82

Probable Alto Riesgo  VPH-26, VPH-53, VPH-66, VPH-67 y VPH-12

VPH-6, VPH-11, VPH-40, VPH-42, VPH-43,

VPH-44, VPH-54, VPH-61, VPH-62, VPH-67,

VPH-69, VPH-70, VPH-71, VPH-72, VPH-81,
VPH-84 y VPH-89

Bajo Riesgo

Clasificaciéon segun el Tropismo Tisular

El tropismo tisular se refiere a la afinidad del VPH por ciertos tipos de
tejidos. Esta clasificacion (tabla 3) ayuda a entender las

manifestaciones clinicas de las infecciones por VPH:
VPH Mucosos

Infectan las mucosas anogenitales y orofaringeas. Los tipos de alto

riesgo, como el VPH-16 y el VPH-18, se encuentran en esta categoria.
VPH Cutaneos

Infectan la piel y causan verrugas comunes y lesiones cutaneas. Los
tipos Beta y Gamma son los principales representantes de esta

categoria.
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Tabla 3. Clasificacion de los genotipos del virus del Papiloma
humano de acuerdo al tropismo.

Tropismo Genotipos

VPH-1, VPH-2, VPH-3, VPH-4, VPH-7, VPH-
10, VPH-26, VPH-27, VPH-28, VPH-29, VPH-
38, VPH-49, VPH-57, VPH-60, VPH-63 y
VPH-65

Cutaneo

VPH-6, VPH-11, VPH-13, VPH-16, VPH-18,
VPH-31, VPH-32, VPH-33, VPH-35, VPH-39,
Mucoso VPH-42, VPH-43, VPH-44, VPH-45, VPH-53,
VPH-54, VPH-55, VPH-58, VPH-59, VPH-62,
VPH-66, VPH-67 y VPH-68

2.2.4. Epidemiologia

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) refiere que el
cancer cervicouterino es provocado por la génesis del VPH, el cual se
transmite por contacto sexual y puede ser contraido en algin momento
de la vida sin provocar sintomas, asi mismo, ciertos tipos de VPH
suelen desaparecer espontdneamente, mientras que otros persisten,
especialmente en mujeres mayores de 30 afios, generando cambios
en las células del cérvix y produciendo lesiones precancerosas de alto
y bajo grado (World Health Organization, 2020).

Se estima que, el 70% de los canceres del cuello uterino y de las
lesiones precancerosas son causados por el VPH, representa el cuarto
tipo de enfermedad oncol6gica mas comun en las mujeres, y es
causado principalmente por los tipos VPH-16 y VPH-18, los cuales se
contagian principalmente por contacto sexual e infectan poco después
de iniciar la vida sexual, a la fecha se estima la ocurrencia de mas de
570,000 casos nuevos y mas de 310,000 muertes por cancer

cervicouterino a nivel mundial (Arbyn et al., 2020; Okunade, 2020)

A pesar de los multiples esfuerzos del Ministerio de Salud (MINSA)

para prevenir las formas clinicas agresivas causadas por el VPH como
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en los programas para la deteccion temprana de VPH, asi como las

campafas de vacunacion gratuita, orientada principalmente a nifias y

adolescentes de 9 a 13 afios, a pesar de ello, el cancer cervicouterino

es uno de los canceres con mayor cantidad de casos nuevos y

mortalidad en las mujeres en Peru. (Adrianzén et al., 2022).

2.2.5. Factores asociados ariesgo de VPH

La infeccién por VPH a pesar de tener un potencial oncol6gico, es un

fendmeno transitorio que puede revertirse espontaneamente o

permanecer latente, lo cual se considera una causa necesaria pero no

suficiente para el desarrollo de cancer cervical. Existen factores que

pueden incrementar la asociacion de VPH.

Edad: La prevalencia del VPH es mayor en mujeres jovenes
(especialmente entre los 18 y 30 afios), debido a que este
grupo tiende a ser mas sexualmente activo y, en muchos
casos, su sistema inmunolégico aun no ha desarrollado
inmunidad especifica contra el virus. A medida que aumenta la
edad, el sistema inmunolégico elimina la infeccion en la
mayoria de los casos. Sin embargo, en mujeres mayores, la
prevalencia puede aumentar nuevamente debido a infecciones

persistentes o reactivaciones virales (Ochoa, 2014)

Actividad sexual a temprana edad: Las mujeres que inician
su vida sexual a edades méas tempranas (menores de 18 afios)
tienen un mayor riesgo de contraer el VPH, esto se debe a que
el epitelio cervical en adolescentes aun se encuentra en
desarrollo y es mas susceptible a la infeccién por agentes

externos, como viene a ser el VPH (Ochoa, 2014).

Numero de parejas sexuales: El VPH se transmite por
contacto directo con la piel o las mucosas durante relaciones
sexuales vaginales, anales u orales. La probabilidad de
exposicion a VPH se incrementa cuanto mas parejas sexuales
tenga una persona. Tener mdultiples parejas aumenta las
posibilidades de entrar en contacto con una persona infectada
(Ochoa, 2014).
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Multiparidad: Las mujeres con mayor numero de partos
vaginales presentan un riesgo mayor de infecciones
persistentes por VPH y lesiones cervicales, ya que los cambios
hormonales y fisicos durante el embarazo, asi como el trauma
cervical repetido en los partos, pueden facilitar la persistencia
del VPH (Ochoa, 2014).

Predisposicion genética: Este factor esta relacionado con
variaciones genéticas debido a la herencia, que afectan la
capacidad del sistema inmunoldgico para combatir el virus, asi
como con la regulacion de procesos celulares implicados en la

transformacién maligna (Ochoa, 2014).

Consumo de tabaco: las sustancias quimicas presentes en el
tabaco afectan la funcién del sistema inmunoldgico y dafian el
epitelio cervical, facilitando asi a la infeccion y persistencia del
VPH. Se ha evidenciado que la nicotina desencadena una
reaccion enzimatica que bloquea el proceso de apoptosis
(Ochoa, 2014).

Consumo de alcohol: un estudio identific6 que el alcohol
posee efectos inmunosupresores que afectarian a la
eliminacidn del virus, esto se relacionaria con mayores tasas
de infeccidn persistente y progresion hacia canceres asociados
al VPH, como el de cuello uterino y de orofaringe (Oh et al.,
2015).

Uso prolongado de anticonceptivos hormonales: la alta
concentracion de estrégenos y progestina puede aumentar la
actividad de los oncogenes E6 y E7 del VPH, los cuales
bloqguean los mecanismos de supresion tumoral de las
proteinas p53 y pRb. Este proceso contribuye a la
desregulacion del ciclo celular, generando un crecimiento
celular descontrolado y favoreciendo la progresion hacia

lesiones precancerosas o cancerosas (Moreno et al., 2002).

Dieta y estado nutricional: ciertos micronutrientes, como el

folato, las vitaminas A, C, E y D, asi como minerales como el
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zinc, el selenio y el hierro, han sido identificados como factores
potenciales que influyen en la persistencia del VPH y su
progresion hacia el cancer cervical. Investigaciones sugieren
gue niveles adecuados de estos nutrientes pueden ayudar a
modular la respuesta inmune, reduciendo la probabilidad de
infeccién persistente y cambios celulares anormales en el
cuello uterino. Por ejemplo, el folato se ha relacionado con un
menor riesgo de infeccion por VPH, especialmente en mujeres
con una mayor ingesta dietética (Giuliano et al., 2003; Ferrari
et al., 2023)

2.2.6. Métodos de deteccidn y genotipificacion de HPV

La infeccion por el virus del papiloma humano se desarrolla a partir del
examen clinico de pacientes que padecen lesiones visibles, como
condilomas, papilomas y verrugas, como también de pacientes que
padecen de manifestaciones subclinicas, en ese sentido, el
diagnodstico laboratorial se apoya principalmente en la deteccion del
VPH mediante estudio histolégico, por colposcopia y por detecciéon
viral métodos inmunoenzimaticos como la inmunohistoquimica o los
inmunoenzimaticos (EIA) o moleculares, que se basan en la deteccion
del ADN viral empleando oligonucleétidos especificos (Trujillo et al.,
2017).

Por otro lado, la tipificacion de la VPH se logra principalmente por
secuenciacion, asi como mediante el empleo de sondas marcadas, lo
cual no solo permite un diagndéstico preciso, sino que también
contribuye significativamente a la prevencién del cancer cervical por

deteccion de virus de alto riesgo (Trujillo et al., 2017).

En ese sentido, la implementacién de estas técnicas de avanzada en
programas de salud publica es crucial para la reduccién de la
incidencia y mortalidad asociadas a esta enfermedad. La continua
investigacion y desarrollo de métodos de deteccion més eficientes y
accesibles es esencial para mejorar los resultados clinicos y la calidad

de vida de las pacientes afectadas por el VPH.
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2.2.7. Glosario de Términos

VPH (Virus del Papiloma Humano):

Virus de transmision sexual que puede causar verrugas genitales y

varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de cuello uterino.
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa):

Método molecular empleado para amplificar y detectar el ADN.
Genotipificacion:

Proceso de identificacion de los tipos especificos de VPH presentes
en una muestra mediante un proceso de secuenciacion y andlisis de

datos.
Prueba de Papanicolaou (Pap):

Examen de tamizaje que recolecta células del cuello uterino para
detectar por visualizacibn microscopica cambios precancerosos o

cancerosos.
Colposcopia:

Procedimiento que utiliza un colposcopio para examinar el cuello

uterino, la vagina y la vulva en busca de signos de enfermedad.
Captura de Hibridos (Hybrid Capture, HC):

Método de deteccién molecular que utiliza sondas de ADN para

identificar la presencia de ADN de VPH en una muestra.
Sensibilidad:

Capacidad de un método para identificar correctamente a pacientes

que padecen la enfermedad (verdaderos positivos).

Especificidad:

Capacidad de una prueba para identificar correctamente a aquellos

gue no tienen la enfermedad (verdaderos negativos).
Tamizaje:

Proceso de realizar pruebas en una poblacion para identificar la
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presencia de una enfermedad en sus etapas iniciales.
Lesién premaligna:

Cambios en las células que no son cancerosos pero que pueden

convertirse en cancer si no se tratan.
Prevalencia:

Proporcion de una poblacién que tiene una enfermedad en un

momento dado.
Ministerio de Salud (Minsa):

Entidad gubernamental peruana responsable de la salud publica y la

implementacién de programas de deteccion y prevencion del VPH.
Método molecular:

Procedimiento de avanzada que permite la deteccion de material
genético del VPH en muestras clinicas, proporcionando resultados

mas precisos que las pruebas tradicionales.
Oncogénico:

Capacidad de ciertos tipos de VPH para causar cancer.
Citologia:

Estudio microscépico de las células, empleando para el andlisis y
deteccién de cambios anormales a nivel celular como la prueba de

Papanicolaou
ADN (Acido Desoxirribonucleico):

Molécula que contiene la informacién genética de los organismos,

incluyendo el VPH.
ARN (Acido Ribonucleico):

Molécula que juega un papel crucial en la expresion de los genes y
puede ser utilizada en algunas pruebas moleculares para detectar el
VPH.

Cancer de cuello uterino:

Tipo de cancer que se desarrolla en el cuello del Gtero, a menudo

asociado con la infeccion por VPH.
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Lesidn intraepitelial escamosa:

Término utilizado para describir cambios anormales en las células del

cuello uterino que pueden ser precancerosos.
Carga viral:

Cantidad de virus presente en una muestra, que puede ser medida

para evaluar la gravedad de una infeccién.
Epidemiologia:

Estudio de la distribucion y determinantes de las enfermedades en

poblaciones.

Displasia:

Desarrollo anormal de células, que puede ser un precursor del cancer.
Cribado:

Sinénimo de tamizaje, proceso de realizar pruebas para detectar

enfermedades en sus etapas iniciales.
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2.2.8. Acrénimos

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

HPV: Human Papillomavirus (Virus del Papiloma Humano)
DNA: Acido Desoxirribonucleico

RNA: Acido Ribonucleico

PCR-RT: PCR en tiempo real

gPCR: PCR en tiempo real cuantitativo

RT-PCR: PCR con Transcripcién Reversa

LAMP: Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle
HC2: Captura de Hibridos 2

SNP: Polimorfismo de Nucle6tido Unico

HR-HPV: VPH de Alto Riesgo

LR-HPV: VPH de Bajo Riesgo

mMRNA: ARN mensajero

cDNA: ADN Complementario

dNTP: Desoxinucleoétido Trifosfato

FRET: Transferencia de Energia por Resonancia de Forster
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. ZONA DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en el Servicio de Obstetricia del Centro de Salud
Talavera, distrito de Talavera de la Reyna, provincia de Andahuaylas del
departamento de Apurimac; lugar en el cual se obtuvieron las muestras

bioldgicas.
3.2. UBICACION POLITICA Y GEOGRAFICA

El Centro de Salud Talavera se encuentra en el distrito de Talavera de la
Reyna, provincia de Andahuaylas, en la regiébn Apurimac, Peru.
Geograficamente, estad situado a una altitud de aproximadamente 2,830
m.s.n.m. Sus coordenadas son 13°39'23.7"S de latitud y 73°25'38.8"0 de
longitud. Colinda por el Oeste con los distritos de Ocobamba y Santa Maria de
Chicmo, por el Sur con los distritos de Turpo y Huancaray, por el Norte con el
Distrito de Andarapa, y por el Este con el distrito de Andahuaylas (Disa
Apurimac 1l, 2022)

Pais: Peru

Departamento: Apurimac

Provincia: Andahuaylas

Distrito: Talavaera de la Reyna
Lugar: Centro de Salud Talavera
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3.3. POBLACIONY MUESTRA

La poblacion en estudio estuvo conformada por las muestras obtenidas a
partir de Mujeres en marco del control de VPH mediante la prueba de
Papanicolau, que acudieron al Centro de Salud Talavera en los meses de

octubre y noviembre 2023.

Se obtuvo un total de 46 muestras de células del cuello uterino con
informacion consentida y con ayuda de la obstetra de turno de dicho centro

de salud, considerando como:
e Criterios de inclusion:
- mujeres entre 18 a 65 afios
- mujeres que hayan iniciado su actividad sexual
- mujeres que no estaban en periodo de gestacion
- mujeres que no se encontraban en su periodo menstrual y
- mujeres que aceptaron participar en la investigacion.
e Criterios de exclusion:
- mujeres menores de 18 afios o mayores de 65 afos
- mujeres que aun no iniciaron su vida sexual,
- mujeres que estén con sangrado (menstruacion)
- mujeres que se encontraban en periodo de gestacion

-y mujeres que no aceptaron participar en la investigacion.

3.4. TIPO DE INVESTIGACION
Explicativo (Hernandez et al., 2014)
3.5. DISENO DE INVESTIGACION

No experimental, de corte transversal (Hernandez et al., 2014)
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3.6. METODOLOGIA

a. Obtencién de muestras

En primer lugar, la paciente que acudia al Centro de Salud Talavera,
especialmente, al servicio de obstetricia para su prueba de Papanicolau, fue
informada acerca del estudio sobre VPH y una vez aceptd, se inicié con el
llenado de la ficha epidemiolégica de PVH (cuestionario) con previo
consentimiento informado (Anexo 1y 2, respectivamente) y se procedié con

la toma de muestra.
b. Toma de muestras

Las muestras citolégicas para la deteccibn de VPH fueron obtenidas
empleando citocepillos vaginales, tubos de ensayo con tapa y solucion salina
fisiol6gica al 0.9% como preservante. De igual manera, se realiz6 la toma de
muestras para la prueba de Papanicolau que fueron transportadas para su

estudio a la cuidad de Lima bajo los criterios dispuestos por el MINSA.

Para garantizar la privacidad del paciente, las muestras fueron rotuladas de
manera adecuada y anonimizada, se consigné un namero al paciente que fue

el mismo que la ficha clinico epidemioldgico.

Se realiz6 la toma de muestra teniendo en cuenta las medidas de
bioseguridad utilizando guantes, mascarilla y mandil y fue realizada por las
obstetras de turno del Centro de Salud Talavera. Las muestras fueron
inmediatamente conservadas en congelacion hasta el momento de su

procesamiento.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH, donde fueron analizadas en

su totalidad con los equipos y reactivos propios.

c. Procesamiento de muestras

Extracciéon de ADN viral

Antes de la extraccion del ADN viral, las muestras colectadas fueron llevadas
a tubos de 15 ml y centrifugadas a 5000 rpm x 5 minutos. Al término se

descart6é cuidadosamente el sobrenadante.

Para la extraccién de ADN viral se empleé el innuPREP DNA Mini kit y se

realiz6 de la siguiente manera:
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A cada muestra y se adicion6 200 uL de etanol absoluto para el lavado

y se dejo reposar 5 min a 50°C.

Se centrifugd a 11 000 x g (-11 000 rpm) durante 3 minutos y desechd
el sobrenadante, luego se afiadioé 200 uL de solucién de lisis TLS y 10
ul de proteinasa K, se mezclé vigorosamente mediante agitacion
vorticial pulsada durante 5 segundos. Se llevé a incubacién a 50° C

por 30 min.

Se centrifug6é a 11 000 x g (-11 000 rpm) durante 1 minuto, después
se agreg6 2uL de solucion de ARNasa, se agitd brevemente e incub6

durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadi6é 200 uL de Binding Solution TBS a la muestra lisada, mezclar

brevemente durante 15 segundos.

La muestra se aplicé a otro tubo receptor con filtro giratorio, se cerré
la tapa y se llevo a centrifugar a 11000 x g (-11 000 rpm) durante 1
minuto. Se desechd el tubo receptor con el filtrado y se coloco el filtro
giratorio en un tubo, se agregd 200 uL de solucion de lavado HS, se
cerr6 la tapa y centrifugd a 11000 x g (-11 000 rpm) durante 1 minuto,
se desecho¢ el tubo receptor con el filtrado y luego se coloco el filtro

giratorio en un nuevo tubo receptor.

Se agreg6é 200 uL de solucién de lavado MS, se cerrd la tapa y
centrifugd a 11 000 x g (-11 000 rpm) durante 1 minuto. Se desechd el
tubo receptor con el filtrado, luego se colocé el filtro giratorio en un
nuevo tubo receptor, se centrifugd a 11 000 x g (-11 000 rpm) para

eliminar las trazas de etanol

Se agregd 100 uL de Elution Buffer y se llevo a incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto, se centrifugé a 11 000 x g (-11 000 rpm)

durante 1 minuto.

Las muestras debidamente rotuladas en tubos Eppendorf, fueron

llevadas a congelacion a -20 °C hasta el momento de su uso.
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Amplificacion del ADN viral por PCR en tiempo real

Se desarrollé empleando el termociclador para PCR en tiempo real MIC PCR
(Bio Molecular Systems), se empled los primer universales dirigidos a la
region conservada L1 de HPV GP5+: 5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC-3
y GP6+: 5-GAAAAATAAACTGTA AATCATATTC-3’, y el kit comercial Luna
Universal gPCR Master Mix (M3003S, New Englands Biolabs). Los primer
para GAPDH fue: Primer GAPDH - F: 5 — GTGAAGGTCGGAGTCAACGG -
3’; Primer GAPDH — R: 5 — TCAATGAAGGGGTCATTGATG - 3'.

Se empled 1X del kit de gPCR y se procedié de la siguiente manera. Se

empleé como control una muestra positiva de VPH.

Tabla 4. Composicién de la mezcla reaccion para la amplificacién de
acidos nucleicos

Componentes Volumen Concentracion

Solucién tampén de

amplificacion 10 uL 1X
(2X)

Primers Forward (10 0.5 uL 25 UM
HM)

Primers Reverse (10 0.5 uL 25 UM
HM)

Muestra de ADN 3uL >5ng

Agua de PCR 6 uL -

Volumen total de

it 20 uL
reaccion Ou
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Asi mismo, se utilizé un protocolo de amplificacién descrita a continuacion:

Tabla 5. Protocolo de amplificacién

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion 95 °C 2 minutos
Denaturacion 95 °C 15 segundos
Hibridacion 55 °C 15 segundos 5 ciclos
Extension* 72 °C 30 segundos
Denaturacion 95 °C 15 segundos
Hibridacion 55 °C 15 segundos 40 ciclos
Extension* 72 °C 30 segundos

* Adquirir fluorescencia en la etapa de extension

Secuenciacion del virus de papiloma humano

Las muestras positivas fueron enviadas para su secuenciacion al laboratorio

del Instituto Nacional de Salud de la cuidad de Lima.

La secuenciacion del VPH fue desarrollada mediante el método de Sanger,
se realiz6 a partir de los productos amplificados del PCR nested, las muestras
fueron llevadas a una reaccion de secuenciacién como se detalla en el anexo
22y 23.

Los datos obtenidos fueron editados en el programa MEGA 11, luego fueron

comparados con la base de datos del Genbank.
d. Calculo de la prevalencia

Una vez registradas y realizadas las pruebas correspondientes para la
determinacion de VPH de todas las muestras, se procedié a calcular la

prevalencia, mediante la siguiente formula:

) N° de casos positivos de VPH
Prevalencia = — x 100%
Tamatfio total de la muestra
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3.6.1. DETERMINACION DE LOS FACTORES ASOCIADOS A RIESGO
DE PVH

Los datos recolectados en la fase anterior, a través del llenado de la ficha
epidemiolégica de VPH (Anexo 1), en la que se consideraron los siguientes
factores asociados: la edad de inicio de vida sexual, el nUmero de parejas
sexuales, el numero de partos, habito de fumar y el uso de anticonceptivos
hormonales.

Estos datos fueron vaciados al programa SPSS y se procedié al analisis
estadistico para identificar los factores que podrian mostrar una asociacion

significativa con la infeccion por VPH.
3.6.2. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos que se recolectaron, a través del llenado de una ficha
epidemioldgica de VPH, fueron analizados en el programa SPSS a fin de
determinar los factores que muestran una asociacion significativa con la
infeccién por VPH, empleando el estadistico Chi cuadrado, a un nivel de

confianza del 95%.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 6.Genotipos de VPH identificados en el programa MEGA 11
procedentes de mujeres que acuden al Centro de Salud Talavera,
Andahuaylas, Apurimac, 2023.

Genotipo Frecuencia Clasificacion
VPH 6 2 Bajo riesgo
VPH 18 2 Alto riesgo
VPH 39 1 Alto riesgo
VPH 40 1 Bajo riesgo
VPH 52 1 Alto riesgo
VPH 53 4 Alto riesgo
VPH 58 6 Alto riesgo
VPH 62 1 Bajo riesgo
VPH 67 1 Probable riesgo
VPH 81 1 Bajo riesgo
TOTAL 20
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Figura 2. Prevalencia de los genotipos de VPH en mujeres que acuden al Centro de Salud
Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023. El color rojo representa al VPH de alto riesgo,

verde, riesgo bajo y amarillo, riesgo probable a padecer cancer
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Tabla 7. Factores asociados a los genotipos de VPH en mujeres que acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas
2023.

Genotipos de VHP

Baio Probable Alto
. Negativo =4 alto . Total X?; g.l.; p-
Factores asociados riesgo . riesgo
riesgo valor
f fi% f fi% f fi% f  fi% f fi%
C 13-27 25 556 13 289 1 22 6 13,3 45 100,0
28-42 1 100,00 O 0,0 0 00 0 0,0 1 100,0
N_umero de| 1-3 25 56,8 13 295 1 23 5 11,4 44 100,0 2.841: 3: 0,417
parejas sexuales 4-6 1 50,0 0 00 O 00 1 500 2 1000
Num?tro de 0-3 19 543 10 286 1 29 5 14,3 35 100,0 0,622: 3: 0.891
partos 4-8 7 636 3 273 0 00 1 91 11 100,0
Habito de fumar Si 3 42.9 2 286 O 00 2 286 7 100,0 1979; 3: 0577
No 23 590 11 28,2 1 26 4 10,3 39 100,0
Hormonal 15 53,6 9 321 1 36 3 10,7 28 100,0
Uso de No
anticonceptivos 50,0 1 250 O 00 1 250 4 100,0 1,832;6;0,934
hormonal
hormonales

Ninguno 9 o643 3 214 0 00 2 143 14 1000

f: frecuencia; fi%: frecuencia porcentual; X2: Chi cuadrado; p<0.05; g.I: grados de libertad
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Figura 3. Comparacion de la prevalencia en los métodos de deteccién del virus del

Papiloma humano: PCR en tiempo real y prueba de Papanicolau (PAP), respectivamente.
Muestras procedentes de mujeres que acuden al CS Talavera, Andahuaylas, Apurimac,
2023.
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V. DISCUSION

En la tabla 6, se presentan los resultados del analisis genético de los genotipos
de VPH, realizado mediante el programa bioinforméatico MEGA 11. Gracias a esta
herramienta, se lograron identificar 10 genotipos distintos: VPH-6, VPH-18, VPH-
39, VPH-40, VPH-52, VPH-53, VPH-48, VPH-62, VPH-67 y VPH-81. Cada uno de
estos genotipos presenta caracteristicas moleculares Gnicas que son relevantes
para entender su comportamiento y su impacto en la salud. Estos hallazgos

reflejan la amplia diversidad genética del VPH en la poblacién estudiada.

Ademas, los datos fueron comparados con la investigacion de Goez & Vergara,
(2015), también utilizando el programa MEGA, en la version 6.0, se identificaron
11 genotipos diferentes, observandose coincidencias con los genotipos VPH-6,
VPH-53, VPH-58 y VPH-81. Esta concordancia no solo respalda la fiabilidad del
método empleado en este trabajo, sino que también pone en evidencia el valor de
la secuenciacion genética como una herramienta fundamental para la
identificacion precisa del VPH y para comprender mejor su papel en la salud

publica.

El programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es una
herramienta altamente versatil y esencial para el analisis y visualizacion de datos
genéticos. Este software gratuito esta disefiado para facilitar multiples tipos de
andlisis filogenéticos y evolutivos, lo que lo convierte en un aliado indispensable
para investigadores que trabajan con secuencias genéticas y en el estudio de la

evoluciéon molecular (Tamura et al., 2021).

MEGA es especialmente Util porque permite realizar alineaciones precisas de
secuencias, trazar historias filogenéticas utilizando diversos métodos como
maxima parsimonia 0 maxima verosimilitud, y analizar patrones de evolucion
molecular, como las tasas de mutacién o las relaciones entre diferentes especies.

Ademas, su interfaz grafica es amigable y facil de usar, lo que lo hace accesible
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tanto para expertos como para quienes recién se inician en el analisis genético
(Tamura et al., 2021).

Otro punto fuerte de MEGA es que constantemente se actualiza, incorporando las
ultimas innovaciones en biologia molecular. Esto asegura que los usuarios puedan
trabajar con métodos avanzados sin la necesidad de costosos programas. En
resumen, MEGA no solo simplifica el manejo de grandes volimenes de datos
genéticos, sino que también brinda una experiencia intuitiva y eficaz para explorar

la complejidad de la evolucién y las relaciones genéticas.

Arbyn et al., (2020) aluden que la secuenciacion del virus del VPH viene a ser un
instrumento avanzado y esencial para la descripciébn molecular de este virus,
particularmente en el marco de investigaciones epidemioldgicas, diagndsticas y
de seguimiento de la infeccion por VPH. Esta perspectiva nos posibilita no solo
detectar la existencia del virus, sino también el genotipo particular, ofreciendo un
entendimiento mas profundo de las variantes del virus, su distribucion y su vinculo
con el peligro de padecer lesiones y canceres, en particular el cancer de cuello
uterino. Como sabemos, el VPH es una infeccion comin que afecta a un gran
porcentaje de la poblacién sexualmente activa en algiin momento de su vida. Sin
embargo, no todos los genotipos del VPH tienen el mismo potencial oncogénico.
Mientras que algunos genotipos, como el VPH-16 y el VPH-18, estan
estrechamente asociados con el desarrollo de cancer cervical y otros tipos de
cancer anogenitales, otros genotipos son considerados de bajo riesgo y
generalmente se asocian con lesiones benignas, como verrugas genitales. En este
contexto, Doorbar et al., (2015), hacen mencién que la secuenciacién permite una
tipificacion precisa, ayudando a diferenciar entre los genotipos de alto y bajo
riesgo. Esto es crucial para guiar decisiones clinicas y determinar la necesidad de
un seguimiento mas riguroso o intervenciones terapéuticas en funcién del genotipo
identificado. Ademaéas, la secuenciacion del VPH es fundamental en la
investigacion epidemioldgica. Conocer los genotipos de VPH prevalentes en una
poblacién especifica puede informar el disefio de programas de prevencion, como
la vacunacion, al enfocarse en los tipos de VPH mas comunes y de mayor riesgo
en esa region. Dando como ejemplo, las vacunas actuales contra el VPH estan
disefiadas para proteger contra los genotipos mas comunes de alto riesgo (VPH-
16 y VPH-18), pero en algunas poblaciones, otros genotipos de alto riesgo podrian
tener una mayor prevalencia. En estos casos, el secuenciacion puede orientar la

posible inclusion de nuevos genotipos en futuras versiones de las vacunas.
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Los avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido una identificacion
mas precisa y rapida del VPH. Tradicionalmente, la secuenciacién Sanger fue el
método estandar para la identificacién de genotipos de VPH (método utilizado en
esta investigacion) proporcionando lecturas de alta precision. Hoy en dia, el uso
de técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés)
ha revolucionado este campo. EI NGS permite analizar simultdneamente multiples
muestras y detectar varios genotipos de VPH en una sola prueba, aumentando la

eficiencia y reduciendo el costo por muestra (Arbyn et al., 2020).

En el ambito clinico, el secuenciacién del VPH tiene multiples aplicaciones.
Primero, en pacientes con resultados positivos para VPH mediante pruebas de
PCR en tiempo real, el secuenciacién permite confirmar y tipificar el virus, lo que
es esencial para el seguimiento y tratamiento. La identificacion precisa de
genotipos de alto riesgo puede influir en la toma de decisiones clinicas, como la
necesidad de realizar colposcopias 0 biopsias adicionales en pacientes con
genotipos de alto riesgo, incluso si inicialmente no muestran lesiones evidentes.
Por otra parte, en casos de pacientes vacunados, la secuenciacion puede revelar
infecciones por genotipos no incluidos en la vacuna, proporcionando informaciéon
sobre la efectividad de las vacunas en diferentes contextos epidemioldgicos
(Doorbar et al., 2015).

A nivel de salud publica, la secuenciacion es esencial para la vigilancia
epidemiolégica del VPH. Permite a los investigadores monitorear los cambios en
la prevalencia de diferentes genotipos en una poblacién, especialmente en
contextos donde se han implementado programas de vacunacién masiva. Esto
ayuda a evaluar la eficacia de las vacunas a largo plazo ya identificar si otros
genotipos estan emergentes como posibles amenazas debido a la presion
selectiva ejercida por la vacunacién. De esta manera, el secuenciacion contribuye
a la adaptacion y mejora continua de las estrategias de prevencion y control del
VPH (Gonzéalez & Nufez, 2014).

En cuanto a la prevalencia de los genotipos de VPH mostrados en la Figura 2, se
destaco al genotipo VPH-58 como el mas prevalente, representando el 30% del
total de los 20 casos positivos detectados. Le siguieron los genotipos VPH-53
(20%), VPH-18 (10%), VPH-39 (5%) y VPH-52 (5%), clasificados como de alto
riesgo oncogénico. Por otro lado, se identificaron genotipos de bajo riesgo como
el VPH-6 (10%), VPH-40 (5%), VPH-62 (5%) y VPH-81 (5%). Ademas, se encontrd
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un genotipo de riesgo probable, el VPH-67 (5%). Es importante sefialar que, a
diferencia de lo reportado en diversos estudios, el VPH-16, uno de los genotipos

de mayor riesgo oncogénico, no fue detectado en esta investigacion.

En comparacion con otros trabajos, el estudio realizado por Sinduvadi et al. (2022),
utilizando PCR en tiempo real, identifico al VPH-16 en un 18% de los casos y al
VPH-18 en un 0.7%, lo que evidencia una prevalencia menor del genotipo VPH-
18. Por su parte, Arteaga et al. (2014), con un analisis de 20 muestras, encontré
al VPH-16 en el 75% de los casos, seguido por el VPH-52 (15%) y el VPH-18 (2%).
Ademas, Minchalo et al. (2020) sefialaron que los genotipos mas comunes en su
investigacion fueron: VPH-16, VPH-71, VPH-58, VPH-6 y VPH-31, siendo el VPH-

16 el de mayor riesgo de malignidad.

En un enfoque mas amplio, Hinojos et al. (2016) reportaron genotipos oncogénicos
més frecuentes: VPH-16, VPH-73 y VPH-45, cada uno con una prevalencia del
20%. En cuanto a los genotipos no oncogénicos, los mas comunes fueron el VPH-
11 (36%), VPH-62 (28%) y VPH-6 (12%).

Para el caso de Sullcahuaman et al.,( 2015), los genotipos mas frecuentes fueron
VPH-16 (23,8%) y VPH-6 (11,9%).

A pesar de que la prevalencia de genotipos de VPH reportada en esta
investigacion coincide con algunos aspectos de los estudios mencionados, los
genotipos especificos identificados difieren, lo que refleja la diversidad genomica
del VPH segun la regién, el método utilizado y las caracteristicas de la poblacién
estudiada. Esto resalta la importancia de realizar mas estudios locales para
comprender mejor la distribucién y el impacto clinico de los genotipos

predominantes.

En relacion con los factores de riesgo asociados a los genotipos de VPH
representados en la Tabla 7, no se evidencié una asociacion estadistica
significativa entre los posibles factores analizados y la presencia de casos
positivos. Este hallazgo coincide con lo reportado por Géez y Vergara (2015),
quienes tampoco encontraron una relacion estadisticamente significativa entre los

factores de riesgo evaluados y la infeccién por VPH en sus estudios.

El estudio de Sullcahuaman et al., (2015) evidenciaron que, la presencia de VPH
fue significativamente mayor en mujeres jovenes de 17 a 29 afios (OR 2,64, IC
95%: 1,14-6,13), asi como en mujeres solteras (OR 2,31, IC 95%: 1,37-3,91).
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Ademas, los genotipos de alto riesgo oncogénico tuvieron una prevalencia mas
elevada en mujeres solteras (OR 2,19, IC 95%: 1,04-4,62), lo que podria sugerir
gue ciertos comportamientos asociados con el estado civil y la edad aumentan la

probabilidad de infeccion.

Esto se puede explicar por el hecho de que las mujeres jovenes y solteras suelen
estar en una etapa de mayor actividad sexual, con una posible tendencia a tener
un mayor nimero de parejas sexuales a lo largo del tiempo, lo que incrementa la
exposicién al virus. Este patrén también podria estar relacionado con un menor
uso de métodos de proteccion en estas edades o con la falta de educacion sexual

suficiente, factores que contribuyen al riesgo de adquirir el VPH.

Por otro lado, el trabajo realizado por Jord4 et al. (2020) arroj6é que la deteccién
de VPH era mas alta en mujeres jévenes, especificamente entre los 15 y 24 afios,
y en aquellas con un mayor niumero de parejas sexuales a lo largo de su vida. Sin
embargo, no se encontré una asociacion significativa con otros factores de riesgo
como el embarazo, el uso de métodos anticonceptivos, la edad de inicio de la vida
sexual o el habito de fumar, hallazgos que son consistentes con los resultados de
esta investigacion. Se ha observado en otros estudios que este grupo etario,
especialmente al inicio de la vida sexual activa, suele ser mas susceptible a
infecciones debido a la inmadurez del epitelio cervical, que facilita la entrada del
virus. A medida que las mujeres avanzan en edad, es posible que el sistema
inmunolégico desarrolle mayor capacidad para combatir infecciones transitorias
de VPH, lo que puede explicar la menor prevalencia en mujeres mayores (Ochoa,
2014).

Estos datos resaltan la importancia de intensificar estrategias de prevencion en
mujeres jovenes, tales como la educacion sexual integral, el fomento del uso de
métodos de barrera como los preservativos y la vacunacién temprana contra los
genotipos de alto riesgo, con el objetivo de disminuir la incidencia del virus y sus

complicaciones a largo plazo.

La falta de asociaciones significativas en este estudio puede explicarse, en parte,
por el tamafo reducido de la muestra, lo que limita la capacidad de identificar
relaciones claras entre los factores de riesgo y la infeccion por VPH. Este hecho
subraya la necesidad de realizar investigaciones mas amplias y representativas,
que permitan analizar con mayor profundidad cémo interactan estos factores en

diferentes contextos.
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Ademas, la diversidad de genotipos de VPH detectados y sus caracteristicas
Unicas podrian dificultar la identificacién de patrones consistentes en los factores
asociados. Estos resultados destacan la importancia de desarrollar estudios
multicéntricos y de largo plazo que ofrezcan una perspectiva mas completa sobre
la dinamica de la infeccion, asi como sobre los factores que influyen en su

persistencia o progresion en diversas poblaciones.

En la figura 3, a partir de las mujeres sexualmente activas que acudieron al C.S.
de Talavera durante los meses de octubre y noviembre de 2023, se determiné una
prevalencia de 43,5% mediante el empleo de métodos moleculares que involucran
la tipificacion del VPH, mientras que, para el resultado de la prueba de
Papanicolau, la prevalencia es del 4, 35%. indicadores elevados en comparacion
con la prevalencia global del VPH reportada por el OMS en mujeres del 10.4%.
Manrique et al., (2018), a partir de 221 mujeres entre 18 a 30 afios sexualmente
activas de la Facultad de Obstetricia y Enfermeria de la Universidad de San Martin
de Porres y empleando métodos moleculares determin6 una prevalencia de VPH
de alto riesgo del 43,4%, siendo los genotipos VPH-16 y VPH-18 presentes en el

2,1% casos cada uno de ellos.

Asi como Minchalo et al., (2020), encontraron una prevalencia del 71.38%, otro
caso viene a ser de Sinduvadi Ramesh et al.,(2022), considerando 96 mujeres
sexualmente activas en el rango de edad entre 20 a 40 afios que acudieron a un
Hospital del sur de India y empleando la PCR nested y en tiempo real para la
deteccién de VPH, reporté una prevalencia del 24.2%. Por el contrario, la
especificidad de la prueba del Papanicolau es baja alrededor del 6% (Bravo &
Roman, 2021), valor similar al encontrado en el presente estudio. Estas
diferencias estan asociadas principalmente a la capacidad de los métodos
moleculares para detectar pequefias cantidades de ADN viral, inclusive antes del
desarrollo de cambios citolégicos visibles, lo que reduce la probabilidad de falsos
negativos lo que podria permitir una intervencion temprana y del paciente. En ese
sentido, la prevalencia es un indicador variable incluso dentro de un mismo pais,
esta relacionado a diversos factores entre ellos, el acceso a los programas de
salud como la vacunacién y el diagnéstico temprano de la enfermedad, factores
socioecondmicos, demogréficos y culturales, otros son la metodologia empleada

para la deteccion de la infeccién, como se evidencia en el presente estudio.
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VI. CONCLUSIONES

La prevalencia de genotipos de papilomavirus en mujeres que acudieron
al Centro de Salud Talavera fue del 30% para el genotipo VPH-58, seguido
del VPH-53 (20%), ambos de alto riesgo

De acuerdo a la secuenciacion, se identificaron 10 genotipos diferentes de
VPH, siendo de alto riesgo los genotipos: VPH-18, VPH-39, VPH-52, VPH-
53 y VPH-58; de probable riesgo el genotipo VPH-67 y de bajo riesgo los
genotipos: VPH-6, VPH-40 VPH-62 y VPH-81

No se encontré asociacion significativa entre las variables estudiadas
(edad de inicio de vida sexual, nUmero de parejas sexuales, nimero de
partos, habito de fumar y uso de anticonceptivos hormonales) con el

riesgo a infeccion del VPH.

La prevalencia del VPH mediante PCR en tiempo real en mujeres que
acudieron al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas, 2023, fue de 43,5%

a diferencia de la prueba de Papanicolau que fue de 4,35%.
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VII. RECOMENDACIONES

Para préximos estudios relacionados a la deteccion molecular del VPH y
su genotipificacién, se recomienda establecer colaboraciones estratégicas
con proyectos de investigacion financiados en coordinacién con la
Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga o el MINSA. Esto
permitird ampliar el alcance del estudio y recolectar un mayor nimero de

muestras.

Investigar la prevalencia de VPH en pacientes masculinos, con el objetivo
de contribuir a la reduccion de la transmision del virus y la prevencion de
posibles complicaciones asociadas, promoviendo un enfoque integral en

el control y manejo de esta infeccién.

A los futuros tesistas, capacitarse en el empleo del software, andlisis de

datos de secuenciacion y temas clave de bioinformatica.
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ANEXO 1. Ficha epidemiolégica

::I(\ A CIENCIAS BIOLOGICAS

o

FICHA EPIDEMIOLOGICA DE FACTORES DE
RIESGO DE CANCER DE CUELLO UTERINO
*Sirvase llenar de manera dara y legible los recmadros, segin
comespenda. De antemano agradecemas su particpacon
A DATODS DE LA PACIENTE
A1 N°deDNI:
A2 Apellido paterno:
A3 Apellido maternao:
A Nombres:
AS. Domicilic:
AB. Departamenta:
A7 Pravincia:
AR, Distrito:
A9 | ocalidad:
A10. Fecha de Nacimiento:
A11 Edzd actual:
A3 Ocupacion:
O5u casa

Oobrera OEmpleada

Oindependiente. ODesocupada

A4 Estado Civil.
Osoltera OCasada
ODivorciada CI5eparada
B. HISTORIAL MEDICO
B.1iAlguna vez se ha rezlizado un examen citolégico

OcConviviente
Viuda

PAP (Papanicolaou) para Cancer de Cuello Uterino?

Osi CIMo {pase & a pregunts B.3)
B.2 iCuantas veces?

SECCION C. HABITOS DE FUMAR

C.1 ;Alguna vez Usted ha Furado en su vida?
5l MO

Cigarrillos O O

Cigarrillo (Puros) O O

Fipa O O

Sinunca ha fumada cigarrillos, cigarrillos [puros) o pipa,
por favor pase a la seccion D
C.2 i qué edad fumd por primera ver?
_ afjos
C.3 iFuma actualmente?
Osi Ono {Pase ala graguita D
CA ;Cuantos afios lleva fumando?
AROS
C5 ;iCuantas Unidades de cigarrillos, cigarrillos o pipas
fuma?

Oi1a3? Oid4ag?

10 a 157 016 a mas?
C.6Periodo: Las veces que fuma es por
Obia [OSemana OMes  Oafio
SECCION D. HISTORIAL SEXUAL
D1 iQué edad tenia en su primera relacion sexual?:
AflOs
D.2En los dltimos 12 meses, fha tenido relaciones
sexugles?
sl [(OMo [pasar a la pregunta E)
D.3 i Cuantas parejas o compaiieros sexuales ha tenido?
01} oz} 03]
O{4) O(s) Ole a mas)
SECCION E. HISTORIAL DE EMBARAZDS
E1:iA qué edad fue primera menstruacion (menargquia) ¥
Afios
E2 Numero de gestaciones
5i mo ha tenido gestaciones (embarazos). Colocar: 0,0y pasar a la
seccién F.
E3 Nimero de Partos
E 4 Mdmeros Cesareas
E5 Numeros de Abortos
E.6 Mdmeros de Hijos nacidos Vivos
E.7 Mdmeros de hijos nacidos muertos
SECCION F_ HISTORIAL DE ANTICONCEPTIVOS
F.L iHa usado algdn tipo de Anticonceptivos?
Osi [OMo [Fin de |2 encussta)
F.2 En los dltimos 12 meses, iha usado algdn tipo de
Anticonceptiva?
OJsi O
F.3. ;Qué tipol(s] de Anticonceptivo(s] ha usada?
|

Fildora

Inyectable

Ovulos, Espumna, Tab.
Condén

DIU—T cobre
Ligadura trompas
Implante

Ritmo (abstinencia)
Retiro del varan

Esterilizacion

Oogooogooboao
IZIDDEIEIEIDDEIDEIg

Otro (Especificar]
*Adaptado de la guia de trabjo de vigilanda epidemiologica de
lesiones precursoras de c@ncer de cuello utering, MINSA 2001
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ANEXO 2. Consentimiento informado

CELNRC AN R SHUAS

CONSENTIMIENTO INFORMADD
Yo

declaro que he sida informado e invitado a

participar en una investigacion denominada “Frevalencia medianie PCR en fiempo real da

pagpilarmavirus ¥ factores asociadas en mujeres que acuden al Cenfroe de Salud Talawers,
Andahuaylas 2023". Este es un provecta de investigacion cientifica que cuenia con el respakdo
de la UNWERSIDAD NACIONAL DE SAM CRISTOHAL DE HUMAMGA Y LA FACULTAD DE
CIEMCIAS BIOLOGICAS para |3 obtencidn dal titula profesional d= bidloga a la bachiller Fatima
Anipansth Orliega Avilzs. Enfiendo que este estedic buscs determinar la frecuencia del
papilarmavirus en mujeres que scuden al Cendro d2 Salud Talawera, 2023 v consistid en
respondar una encussta que demerard alrededor dz 10 minutas, junto con una muestra da
hisopads| penital que reslizara allla obstatra del Centro d= Salud.

Me han explicado que la informacicn registrada sera confidencial, y que los nambres de las
participantes s2rdn asociadas a un ndrero de saria, esto signifiea qua las respuaestas no podrén
ser canacidas por ofras personas ni fampaco ser identificadas en |a fass de publicacion da
resultados. Estoy en conacimients que les datas me seran entregadas a1 finalizar [a investigacion
y qua na habrad refribucion por la paricipacicn en estz estudio, si que esta infarmacion podra
benaficiar d= manera indirzcta ¥ por ko tanio fiene un beneficie para la seciedad dada la
invesfigacion que se esta llevande a cabo. Asimisme, 58 que puedo negar la participacion o
refirarme en cualquier etapa de B imvesfipacidn, sin expresién de cawsa ni CONSSCUENCAS
negativas para mil. Si. Acepio voluntariamante participar en esie estudio y he recibido una copia
del prasents docurnento.

Firma del parficipant=

Fecha:

“3l sallern posithrz 8 |8 prusba s= comuniceard a la chsiziadel Cenmo de 3alud, quien e ad=niard para gque se reallos
un chegueo médica ¥ pusda usted atoniar precoemente [a aparickin de la erfsrmedad gue desencad=na &l vius. El
Hene alguna duda durasi= cualquier elapa del estodis poede comunicarss con el ndmero 335323512
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ANEXO 3. Solicitud de permiso para la ejecucion de tesis.

SOLICITO: PERMISO PARA EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS

SENOR WILLIAM ZORRILA AQUINO
GERENTE DEL CLAS DE TALAVERA.

Yo, ORTEGA AVILES, Fatima Antoaneth,
identificada con DNI 70220848, con N° de celular
935329612 y con domicilio en la UV. Hualalachi s/n
del distrito de Talavera, Provincia de Andahuaylas,
Departamento de Apurimac. Ante usted, con el debido
respelo me presento y expongo lo siguiente:

Que, habiendo culminado la camera profesional de biologia en la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, solicito a Ud. el permiso para realizar mi trabajo de investigacion en su
institucién sobre “Prevalencia mediante PCR en tiempo real de papilomavirus y factores asociados
en mujeres que acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas 2023" para optar el grado de
Biologa.
Adjunto:

- Resolucion de aprobacion del proyecto de Tesis
- Encuestas que se realizara a las pacientes
- Proyecto de tesis

POR LO EXPUESTO:
Ruego a usted sefior gerente acceder a mi solicitud por ser justa y necesaria.

Andahuaylas, 17 de octubre de 2023

ORTEGA AVILES, Fatima Antoaneth
DNI N° 70220848

=

& C1ASTALAVERA g
149 =
N PFlat li DZ?. /. ..-:(-
frow (2107 030
N FOUOS . o LT e

[/ g

S 117 S
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ANEXO 4. Ubicacién geografica del Centro de Salud Talavera, provincia de
Andahuaylas en la regién de Apurimac, lugar donde se desarroll6 la
fase de reclutamiento de pacientes y obtencion de muestras. Fuente:

Elaboracion propia mapa elaborado en programa QGis.

?

APURIMAC Latitud Sur 13° 39" 12" y

Longitud Oeste 73° 23" 18” del
Meridiano de Greenwich; a

una altitud de 2,830 m.s.n.m.
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ANEXO 5. Frontis del Centro de Salud Talavera

ANEXO 6. Entrevista a la paciente en estudio.
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ANEXO 7. Muestras de ADN extraidas de pacientes incluidos en el estudio.

ANEXO 8. Termociclador para PCR en tiempo real, MicPCR
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ANEXO 9. Preparacion de la mezcla reaccion para la amplificacién de acidos
nucleicos en termociclador para PCR en tiempo real MIC PCR
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ANEXO 10.Configuracion del termociclador para PCR en tiempo real MicPCR.

8 The assay P 55 (10467 is not compusiie with thes sun prosle.

Prokle

.3 |ﬁ 1f I‘ﬂlﬁ«\l'ﬂ,lﬂ,lf 1lll|| ,l,ﬁlﬂl}wy”i‘
. | ﬂ’f I}-\ 1 " “ ul ]"‘{I | |‘1 Il' [U lll”“”pl[ kﬁlhfjlb L q]} U 1|\ th‘\r'lllﬂl'ﬂh

ANEXO 11.Curva de amplificacién corregida de la fluorescencia y el nUmero de
ciclos utilizando marcador GAPDH, de 46 muestras en la deteccién

de PVH procedentes de mujeres que acudieron al CS Talavera,

Andahuaylas, Apurimac, 2023.
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ANEXO 12. Curva de amplificacion obtenida de la PCR en tiempo real
empleando marcadores universales dirigidos a la region conservada

L1 de VPH de 46 mujeres que acudieron al CS Talavera,

Andahuaylas, Apurimac, 2023.

=
Ln

Mormalised Fluorescence

=4
n
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ANEXO 13. Resultados de la prueba de Papanicolau de 46 mujeres que

acudieron al CS Talavera, Andahuaylas, Apurimac, 2023.

N° CODIGO Resultados de la prueba de Papanicolau
1 Negativo para células neoplasicas
2 Negativo para células neoplasicas; vaginitis atréfica + inflamacion
3 Negativo para células neoplasicas
4 Negativo para células neoplasicas
5 Negativo para células neoplasicas
6 Negativo para células neoplasicas
7 Negativo para células neoplésicas; Gardenella vaginalis
8 Negativo para células neoplasicas; vaginitis atréfica
9 Negativo para células neoplasicas
10 Negativo para células neoplasicas; inflamacion + cocobacilos
11 Negativo para células neoplasicas; vaginitis atréfica
12 Negativo para células neoplasicas; inflamacién + cocobacilos
13 Negativo para células neoplasicas; inflamacién + cocobacilos
14 Negativo para células neoplasicas
15 Negativo para células neopléasicas
16 Negativo para células neoplasicas
17 Negativo para células neoplasicas
18 Negativo para células neoplasicas
19 Negativo para células neoplasicas
20 Negativo para células neopléasicas
21 Negativo para células neoplasicas
22 Negativo para células neoplasicas
23 Negativo para células neoplasicas
24 Negativo para células neoplasicas
25 Negativo para células neoplasicas; inflamacién + cocobacilos
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26

Negativo para células neoplasicas

27 Negativo para células neoplasicas

28 Negativo para células neoplasicas

29 Negativo para células neopléasicas

30 Negativo para células neoplasicas

31 células escamosas atipicas: ascus anomalia de células epiteliales
32 Negativo para células neoplasicas; cocobacilos

33 células escamosas atipicas: ascus anomalia de células epiteliales
34 Negativo para células neoplasicas

35 Negativo para células neoplasicas; inflamacion + cocobacilos
36 Negativo para células neopléasicas

37 Negativo para células neoplasicas; inflamacion + Gardenella vaginalis
38 Negativo para células neoplasicas; Gardenella vaginalis

39 Negativo para células neoplasicas; inflamacién + cocobacilos
40 Negativo para células neoplasicas

41 Negativo para células neoplasicas

42 Negativo para células neoplasicas

43 Negativo para células neoplasicas; inflamacion + candidiasis
44 Negativo para células neoplasicas; inflamacién + cocobacilos
45 Negativo para células neoplasicas

46 Negativo para células neoplasicas; inflamacion + cocobacilos
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ANEXO 14. Prevalencia de la prueba de PCR en tiempo real y la prueba de
Papanicolau de 46 mujeres que acudieron al CS Talavera,

Andahuaylas, Apurimac, 2023.

PCR EN TIEMPO REAL N %
VPH positivo 20 43,5
VPH negativo 26 56,5
TOTAL 46 100,00
Prueba de Papanicolau %
PAP positivo 2 4,35
PAP negativo 44 95,65
TOTAL 46 100,00

ANEXO 15.Frecuencia de las variables sociodemogréficas

Edad
Frecuencia %
26 - 30 9 19,6
31-40 20 43,5
41 -50 14 30,4
51-60 3 6,5
Total 46 100,0
Nivel de educacion
Frecuencia %
Sin estudios 2 4,3
Primaria 12 26,1
Secundaria 25 54,3
Superior técnica 2,2
Superior 6 13,0
Total 46 100,0
Ocupacion
Frecuencia %
Desocupada 1 2,2
Ama de casa 35 76,1
Empleada 4 8,7
Independiente 6 13,0
Total 46 100,0
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Estado civil

Frecuencia %
soltera 9 19,6
casada 14 30,4
conviviente 20 43,5
separada 2 4,3
viuda 1 2,2
Total 46 100,0

ANEXO 16. Frecuencia de las variables asociadas a la conducta sexual de las

participantes en el estudio.

NUmero de parejas sexuales (Gltimos 12 meses)

Frecuencia %
0 2 4.3%
1 25 54.3%
2 15 32.6%
3 2 4.3%
4 1 2.2%
5 1 2.2%
Total 46 100.0%
Edad de primera menstruacién (menarquia)
Frecuencia %
10 1 2,2
11 1 2,2
12 9 19,6
13 13 28,3
14 6 13,0
15 8 17,4
16 5 10,9
17 3 6,5
Total 46 100,0
Numero de partos
Frecuencia %
0 3 6,5
1 10 21,7
2 17 37,0
3 5 10,9
4 4 8,7
5 3 6,5
6 3 6,5
8 1 2,2
Total 46 100,0
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Tipo de anticonceptivo usado

Frecuencia %
Ninguno 15 32,6
Preservativo, pildora 1 2,2
Inyectable 5 10,9
Inyectable, implante 6 13,0
Ligadura de trompas 2 4,3
Pildora 7 15,2
Pildora, implante 1 2,2
Pildora, Inyectable 6 13,0
Pildora, inyectable, implante 1 2,2
Ritmo, preservativo 1 2,2
Ritmo, retiro del varén 1 2,2
Total 46 100,0

ANEXO 17. Frecuencia de las variables asociadas a la ceséarea, abortos y

namero de hijos nacidos vivos

NUmeros cesareas

Frecuencia %
0 38 82,6
1 6 13,0
2 2 4,3
Total 46 100,0
NUumeros de abortos
Frecuencia %
0 30 65,2
1 13 28,3
2 3 6,5
Total 46 100,0

Numeros de hijos nacidos Vivos

Frecuencia %
0 2 4,3
1 9 19,6
2 15 32,6
3 8 17,4
4 6 13,0
5 2 4,3
6 3 6,5
8 1 2,2
Total 46 100,0
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ANEXO 18.Componentes de la mezcla de la reaccién de la primera ronda del
PCR nested para la deteccion de VPH deteccién de VPH

Concentracién Concentracién Volumen a

Reactivo inicial aiXx 1X
Buffer PCR 10 X 1X 2.50
Mg?* 50 mM 1.5mM 0.75
dNTP’ 10mM 0.2 mM 2.00

2m .

S (2,5 mM /) H
Primer MY09 10 uM 0.5uM 1.25 pl
Primer MY11 10 uM 0.5uM 1.25 ul
Taq platinum 5UMul 1 Ulul 0.30 pl
H20 11.88 pl
DNA 5.00 pl

Total 25.00 pl

ANEXO 19.Protocolo de la reaccion de amplificacion de la PCR para la

deteccién de VPH, en la primera ronda.

Fase Rango Ciclos
Actlvguon de la 95 °C x 3 minutos 1
polimerasa
Denaturacion 95 °C x 30 segundos
Anillamiento 51 °C x 30 segundos 45
Extensién 72 °C x 40 segundos
Extension final 72 °C x 5 minutos. 1
Final 4°Cxa 1

80



ANEXO 20.Componentes de la mezcla de la reaccién de la segunda ronda de

PCR nested para la deteccion de VPH

Concentracién Concentracion  Volumen

Reactivo inicial alx alXx
Buffer PCR 10X 1X 3.00 pl
Mg? 50 mM 1.5mM 0.90 pl
dNTP’s 10 mM (2,5 mM €/u) 0.2mM 2.40
Primer GP5+ 10 uM 0.5uM 1.50 pl
Primer GP6+ 10 uM 0.5uM 1.50 pl
Taq platinum 5U/ul 1 Ulul 0.50 pl
H20 17.20 pl
DNA
(amplicon del 1 PCR 3ul

diluido a 1/50)

ANEXO 21.Protocolo de la reaccion de amplificacion de la PCR para la

deteccién de VPH, en la segunda ronda.

Fase Rango Ciclos
ACt'V"’.IC'On de la 95 °C x 3 minutos 1
polimerasa
Denaturacion 95 °C x 20 segundos
Anillamiento 45 °C x 30 segundos 30
Extension 72 °C x 1 minuto
Extension final 72 °C x 5 minutos. 1
Final 4°Cxa 1
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ANEXO 22.Componentes para la reaccion de secuenciacion.

. Concentracion Concentracion Volumen a
Reactivo

inicial a 1X 1X
Buffer.de' ) 5 x 2.0
secuenciacion
Big Dye 2.0
Primer 2.5 uM 1.5
DNA (hasta 1000 20 ng 20 ng variable
pb)
H20 c.s.p 10 ul

ANEXO 23. Protocolo de la reaccion de secuenciacion

Fase Rango Ciclos
Activacion de la 96 °C x 1 minutos 1
polimerasa
Denaturacion 96 °C x 10 segundos
Alineamiento * x 45 segundos 35
Extension 60 °C x 4 minuto
Final 4°Cxa 1

* 51°C para los primer MY09 y MY11
45 C paralos primer GP5+y GP6+
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ANEXO 24.Matriz de consistencia

mujeres que acuden al
Centro de Salud Talavera

en Andahuaylas, 20237

significativamente mayor en
comparacion con la prueba
de Papanicolaou.

prueba de Papanicolau en
mujeres que acuden al
Centro de Salud Talavera,
Andahuaylas 2023.

TITULO PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVOS MARCO TECRICO| VARIABLES METCDOLOGIA
Problema general: Hipdtesis general Obietivos generales
i Cual es la prevalenciade | La prevalencia de genotipos D etlerminargl a prevalencia
los genotipos de | de papilomavirus en mujeres d - . i e
. : e los genolipos de Tipo de investigacion:
FoplomaUns ¥ Jacres | e guden al Ceno | apiomavis en mueres Cicaing
! 4 *| que acuden al Centro de (Antecedentes de Disefio de investigacion:
acuden al Centro de Salud | Andahuaylas, 2023  es Salud Tal A VARIABLE 1: N : tal
Talavera, Andahuaylas | significativa. alu alavera, lestudio: o o expenmental,
20237 Hipotesis especificas: Andahuaylas 2023. — Internacionales [Prevalencia de transversal
Problemas especificos: | 1. Los genotipos dé alto Objetivos especificos — Nacionales genotipos  dg Poblacién: mujeres que
Prevalencia | 1. ;Cudles son los riésgo de VPH detectados| |- Determinar los | _ Locales papilomavirus | acuden al Centro de Salud
de genotipos de  VPH| mediante secuenciamiento geng:lutlpos_ g de | Bases teéricas: ::I;\ICDACADQRES: 'Tdalavera:
papilomavirus | detectados mediante | en mujeres gue acuden al Eggbgnmc?;::rigi a";g rtli?nc:z - VIFU_S de eal en tiempg przﬁggiﬁ.stic;nuesggo :g
rg%iéagae ﬁ_ﬁj}g‘?gg lacmgng)cuden e; gﬁggﬁu;y?assaé%%;zﬁ‘: ﬁﬁ; los resultados obtenidos ﬁﬁml:rr:;a VARIABLE 2: mujeres sexualmente
fiempo real y | Centro de Salud Talavera, | que presentan una mayor | CON1a PCRentiemporeal | oagigeacion del Factores activas entre 18y 65 afios.
' ; en mujeres que acuden al asociados Métodos ¥
factores Andahuaylas 2023 frecuencia. Centro de Salud Talavera VPH INDICADOR: rocedimiento:
asociadosen | 2. jCuales son los| 2. Existen factores asociados Andahuavias 2023 ' - Ciclo de Edad del in.icio Eonsentimiento-informado
mujeres que | factores asociados a la| a la infeccion por VPH gue v ) replicacion -
acuden al infeccion de| tienen una mayor frecuencia 2. Dgtt—érmlnar los fadorss - Epidemiologia de lla  vidg Ert;?ues_t:a del t
Centro de papilomavirus con mayor | en mujeres que acuden al ggg'izlloamgfriruas (glc?r?gnc')iayoer L Factores zixua, g:g?arg Almiggl?;mif;n?omuesray
Tjg&ga Zﬁﬁﬂiﬂ'ﬁ?@é’nﬁﬂﬁf Satud gﬁggr?u; ?ass?zlgga Talaverd, | frecuencia en mujeres que | @50¢iados @ ey ales, transporte de las muestras
Andahuaylas | Talavera Andahuaylas | 3 La:f revalencia  de acuden al Centro de Salud | ES95 humero dg Extraccion del ADN viral
2023:" 20937 y i teccion CIIFJVPH on muieres | 181vera,  Andahuaylas [~ Metodos de lpartos, usq Amplificacion por PCR
3 'Cuél es la diferencia | que acugen al Centrcla de 2023. delet:l_:lc_)n . ¥ fanticonceptivos | Secuenciacion
en Lla prevalencia de la galud Talavera. | 2 Comparar la| genotipificacion hormonales, Recoleccion de datos y
infeccion por VPH enire la | Andahuaylas 023, | Prevalencia de [~ Glosario de |habito de fumar | analisis estadistico:
rueba de Papanicolaou detectaday médiante PCR en, papilomavirus  mediante ternjmos Se utilizara el calculo de
IF;PCR en tieFr]npo real eﬁ fiempo real os PCR en tiempo real y la [- Acronimos pruebas estadisticas

empleando el programa
Excel y SPSS 27.
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ANEXO 25.0peracionalizacién de variables

VARIA E DEFINICION
BLES DEFINICION CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES VALORES | ESCALA | INSTRUMENTO
El virus del papiloma humano es
un grupo de virus ADN de doble | Las muestras
cadena perteneciente a la familia | citolégicas para la
Papovaviridae. En el interior de | deteccidn del virus del
la capside se encuentra un ADN | papiloma seran Positivo
Variable 1: circular bicatenaric de wunos | obtenidas er.nplea.n.do
Prevalencié 8.000 pares de bases, | el dispositivo
de compuesto tﬁmblen por 8 genes RD"IL-"ER'S Brush, se Cu_nfa dsa' Umbral ) Cuadermno de
enotipos y una regién reguladora no | realizara la extrac:c!on amplificacidon (Threshold) Nominal apuntes
F?apiloma codificante que cuenta con los | del ADMN wviral PCR
virus sitios de alianza necesarios para | mediante PCR en
que el virus complete su fase de | tiempo real y
replicacidn (Sanabria, 2009). posteriormente se )
El VPH se trasmite a través del llevara a cabo el Negativo
contacto sexual. El VPH puede secuenciamiento para
afectar tanto a mujeres como a genotipificar el virus
hombres.
18-25
- . 26-35
Inlcms;i:ulzlwda Edades 3645
. 46-55
Son caracteristicas s} 5665
circunstancias, pueden ser | Proceso que permite 1
elemento del propio ser humano | recolectar 5 intervalos
Variable 2: | © de su entorno, que estan | informacion acerca de | Parejas sexuales MNamero 3
Factores asociadas una situacién | factores de riesgo que o
asociados a | problematica que lo conlleva a | se  asocien a la il cuestionario
la infeccion | una probabilidad de exponerse a | infeccién del virus, se
de VPH desarrollar o padecer un proceso | procederda mediante Partos Namero 1_2
morbido (Senade, 1999), que en | el llenado de una -
este paso vendria a ser el cancer | encuesta validada. >‘?’
de cuello uterino Uso de sl
anticonceptivos Uso prolongado
hormonales ne neminal
Habito de fumar Ingesta St
prolongada no
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Fatima Antoaneth ORTEGA AVILES
RESOLUCION DECANAL N° 493-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia martes veintiséis de noviembre
del afio dos mil veinticuatro; se reuniercn los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
participando como presidente Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, Blgo. Tomas Yuret
Miranda Tomasevich (miembro — jurado), Dr. Serapio Romero Gavilan (miembro — jurado), Dr
José Alarcdn Guerrero (miembro — asesor), actuando como secretario docente el Mg. Luis Uriel
Moscoso Garcia para presenciar la sustentacidn de tesis titulada: Prevalencia de
papilomavirus mediante PCR en tiempo real y factores asociados en mujeres que acuden
al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas 2023; presentado por la Bach. Fatima Antoaneth
ORTEGA AVILES; el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indico al
secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda el presente acto
académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacion, indicando a la sustentante
que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como
establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada la exposicién, el presidente
invitd 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 vy al
publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga para que los miembros
del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son
los que se consignan a continuacion:

Respuesta a

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Promedio
) preguntas
Dr. Serapio ROMERQO GAVILAN 16 14 15
Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH 17 17 17

PROMEDIO 16

La sustentante alcanzo el promedio de 16 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso de la sustentante y el pablico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis
de la tarde con cuatro minutos; firmando al pie del presente en sefal de conformidad.

=~ lpegfon I

Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA Dr. Serapio ROMERO GAVILAN
Presidente Miembro — Jurado

Blgo. Torhas ‘uret MIRANDA TOMASEVICH Dr. Jos&{ALARCON GUERRERO
|embro Jurado fembro # Asesor

Mg. Luié\Urie|mosdoso GARCIA
Se\({etario.— Docente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 011-2025-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis tifulada: Prevalencia de
papilomavirus mediante PCR en tiempo real y factores asociados en mujeres que
acuden al Centro de Salud Talavera, Andahuaylas, por FATIMA ANTOANETH ORTEGA
AVILES; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de 10%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la
ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion
de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo Universitario N® 039-2021-UNSCH-
Cu.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Se acompania el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

- yacucho, 19 de marzo de 2025.
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Dr. Fidel R. Muljj
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