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RESUMEN

El Virus de Papiloma Humano es una de las infecciones de transmision sexual mas
comunes a nivel mundial, estd estrechamente asociada al desarrollo de cancer
cervicouterino, es una de las principales causas de mortalidad en mujeres; esta
enfermedad conlleva una alta prevalencia en mujeres jovenes y edad media en
Bolivia y en otros paises. Debido a su afinidad por distintos epitelios, este virus se
clasifica en genotipos de alto y bajo riesgo segun su potencial oncogénico. Por lo
cual su deteccion y genotipificacién son cruciales para la prevencioén y el control de la
enfermedad. El diagnéstico temprano es fundamental para reducir el riesgo de
progresion a cancer en las mujeres, y la biologia molecular ha facilitado el desarrollo
de técnicas de deteccion temprana para este propaosito.

El tamizaje regular mediante citologia cervical, pruebas de deteccién y colposcopia
son estrategias clave para la deteccion temprana. La combinacion de vacunacion y
tamizaje ha demostrado ser la estrategia mas efectiva para reducir la incidencia y
mortalidad por cancer cervicouterino. La Organizacion Mundial de la Salud ha
establecido como meta la eliminacion del cancer cervicouterino como problema de
salud publica para el afio 2030, definida como una incidencia inferior a 4 casos por
cada 100.000 mujeres - afio.

En paises en vias de desarrollo como Bolivia, los desafios incluyen limitaciones de
acceso a servicios de salud, en la cobertura de vacunacién y tamizaje, asi como
factores socioculturales que pueden retrasar la busqueda de atencion médica. Por
tanto, es crucial el desarrollo de politicas de salud publica inclusiva y culturalmente
adaptada para abordar eficazmente esta problematica.

Este estudio buscé determinar la prevalencia de genotipos del Virus del Papiloma
Humano en pacientes ginecoldgicas de consulta externa del Hospital de la Mujer Dr.
Percy Boland Rodriguez, mediante el uso de la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa multiplex e Hibridacion reversa, proporcionar evidencia sobre la
frecuencia de los genotipos de Virus de Papiloma Humano en el sistema publico de

salud del Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez en el departamento de



Santa Cruz- Bolivia en el afio 2024.

Se analizaron 735 muestras de cepillado endocervical obtenidas de mujeres que
acudieron a consulta externa ginecolégica. La técnica que se utiliz6 para la
extraccion de ADN viral, fue el kit de extraccion CoWin Biosciences que presenta una
calidad acreditada, y para la identificacion de los genotipos, se empled el método de
hibridacion reversa mediante el HPV Direct Flow CHIP, capaz de detectar y
genotipificar 35 genotipos de Virus de Papiloma Humano de manera colorimétrica ,
este detecta genotipos de alto y bajo riesgo que serian los siguientes: alto riesgo (16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) y de bajo riesgo (6 ,
11, 40, 42, 43, 44/55, 54, 61, 62/81, 67, 69, 70, 71, 72, 84).

Los resultados mostraron una prevalencia en las pacientes ginecolégicas estudiadas
gue presentaron Virus de Papiloma Humano positivo 33,1%, con un 75,3% de casos
correspondientes a genotipos de alto riesgo y un 24,7% a genotipos de bajo riesgo.
Se registraron coinfecciones en el 37% de los casos positivos, con predominio de
combinaciones entre alto y bajo riesgo. Los genotipos mas prevalentes fueron los de
alto riesgo: 16 (12%), 18 (11,4%), 59 (11%) y 52 (10,5%), mientras que entre los de
bajo riesgo destacaron los genotipos 71 (16%) y 42 (13%). La mayoria de los casos
positivos se detectaron en mujeres de entre 31 y 40 afios, procedentes de zonas
urbanas (87,8%).

El presente trabajo permitié conocer los genotipos de Virus del Papiloma Humano
méas prevalentes segun diferentes variables como la edad, procedencia y
coinfecciones que presentd la poblacién analizada. Los hallazgos evidencian datos
gue reflejan una prevalencia predominante de genotipos de alto riesgo y una alta
frecuencia de coinfecciones multiples entre 2 genotipos, estos hallazgos subrayan la
importancia de implementar, estrategias de prevencion, tamizaje, diagnéstico vy
vacunacion contra el Virus de Papiloma Humano precoz con el fin de reducir el
impacto de esta infeccion y su progresion a cancer cervicouterino en la poblacién
femenina de Santa Cruz, Bolivia.

Ademas, los datos obtenidos serviran como referencia para futuras investigaciones y

para la toma de decisiones en salud publica.



1. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano forma parte de un grupo de virus que se distribuye
por todo el mundo. Existen mas de 200 genotipos y aproximadamente 40 de ellos
pueden infectar la mucosa genital. Los genotipos 16 y 18 de alto riesgo,
responsables de alrededor del 70% de los casos de cancer del cuello uterino en todo
el mundo, son los genotipos mas prevalentes que se presentan en la poblacion. (.2
El comienzo de la actividad sexual a una edad temprana, incrementa el riesgo de
contraer el Virus del Papiloma Humano (VPH). Actualmente, se calcula que
aproximadamente el 80% de las mujeres sexualmente activas contraeran este virus
en algun momento de sus vidas. (3.4

El cancer cervicouterino (CaCu) representa un problema de salud publica a nivel
mundial, Las estadisticas de céncer cervicouterino alrededor del mundo varian; el
Cacu es la segunda causa mas comun de cancer entre las mujeres, afectando
principalmente a paises en vias de desarrollo, es considerada una enfermedad de
alto impacto médico y socioeconémico en las poblaciones afectadas.

En 2020, el CaCu fue el cuarto cancer mas frecuente en las mujeres con 604.127
nuevos casos y mas de 341.831 muertes, lo que representa casi el 8% de todas las
muertes por cancer femenino cada afio. ()

En un estudio realizado en mujeres de entornos rurales del departamento de La Paz
(n=376), la prevalencia de VPH de alto riesgo fue del 27 %. Los tipos mas
frecuentes fueron 56, 39 y 31, seguidos de los oncogénicos 16 y 18. (79)

Segun un informe de CIESS INSP. (2018), en Bolivia, especificamente en La Paz,
Sucre y Santa Cruz, se encontré una prevalencia del 22 al 24% de casos positivos de
infecciéon por el Virus del Papiloma Humano (VPH). En Santa Cruz, se reportd un
26% de prevalencia. (so)

Un estudio realizado en Santa Cruz en el afio 2024 determind una prevalencia de
VPH del 6,86 %. (s1)



Santa Cruz concentra el 35,5% de los casos nuevos de cancer cérvico uterino en
Bolivia (2016-2023), reflejando la importancia epidemiolégica del VPH en el
departamento. (s2)

Con los avances en la ciencia y particularmente en el campo de la biologia
molecular, se han desarrollado métodos que permiten una deteccién precisa e
identificacion especifica de los genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH),
diferenciandolos segun su riesgo oncogénico, ya sea de alto o bajo riesgo. Esta
distincion es fundamental para orientar adecuadamente el diagnéstico, el
seguimiento clinico y el tratamiento de las pacientes. Una vez que el virus infecta la
célula huésped, puede ser eliminado de forma natural por el sistema inmunoldgico
del paciente. Sin embargo, en algunos casos, el virus persiste y puede progresar
hacia la formacion de lesiones precancerosas o incluso carcinomas invasivos del
cuello uterino, especialmente cuando estan implicados genotipos de alto riesgo,
comoel16y 18. ()

En la presente investigacion se realizé la recopilacion y analisis de datos con el
objetivo de identificar y determinar los genotipos del virus de Papiloma Humano mas
prevalentes en la poblacion de estudio, considerando el rango de edad y procedencia
(urbana o rural).

Se busc6 determinar la frecuencia y el porcentaje de genotipos de alto riesgo, bajo
riesgo, y las coinfecciones (Alto Riesgo, Bajo Riesgo y combinadas Alto Riesgo +
Bajo Riesgo) en la region.

Esta investigacion es fundamental dado que, actualmente la region carece de datos
especificos y actualizados sobre la prevalencia y distribucion de estos genotipos del

virus de papiloma humano.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una de las infecciones virales mas comunes
en el mundo y un problema critico de salud publica. Esta causalmente relacionado
con aproximadamente el 5% de los canceres globales, destacando el céancer

cervicouterino (CaCu), el cual es el cuarto mas frecuente en mujeres a nivel mundial
@.
Los tipos de VPH de alto riesgo mas prevalentes, como el VPH-16 y VPH-18, son los

més asociados al desarrollo de CaCu. (g)

Segln la OMS el 95% de los canceres de cuello uterino se deben a una infeccion
persistente por VPH en el cuello del atero. A menos que se tomen medidas para
prevenir y controlar el cancer cervicouterino, habra unos 700,000 nuevos casos al
afio para 2030 (9).

En América Latina, la prevalencia del VPH alcanza el 16%. En el afio 2022 se
observd que américa latina y el caribe es la segunda region del mundo con mayor
incidencia y mortalidad después de Africa. Los genotipos 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58
causan al menos 20% de los CaCu. (g)

En Bolivia mueren de 4 a 5 mujeres cada dia por cancer uterino. Las mujeres entre
las edades 34 y 65 afios de La Paz, El Alto, Potosi, Oruro y Sucre son las mas
afectadas por el cancer de cervicouterino, es la primera causa de muerte en mujeres
jévenes (35 a 50 afios); el VPH esta presente en el 99% de los casos. Los genotipos
mas frecuentes en Bolivia incluyen VPH-16, -18, -31, -39, -51, -52 y -59; es mas
frecuente entre los 15 — 25 afios de edad. (9,10

Segun el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) estima que al menos la
mitad de todas las personas sexualmente activas adquirird el VPH en algin momento
de sus vidas, mientras que al menos el 80% de las mujeres adquiriran una infeccion
por VPH a los 50 afios. La prevalencia va disminuyendo entre los 25 — 40 afios de

edad, ya que la mayoria de las infecciones son eliminadas por el sistema inmunitario.
©



Nuestro pais presenta una de las tasas mas altas de casos por CaCu a nivel
mundial. Aunque la vacuna utilizada en el pais (Gardasil) previene entre el 70-80%

de los tipos mas oncogénicos, al menos un 20% de los casos ho se evita (10)

Se prevee que el 10% de la poblacion infectada mantendra la infeccion durante
varios afios, lo que podria provocar la transformacién celular y el desarrollo del
cancer, constituyéndose en un problema de Salud Publica, siendo la enfermedad
mas frecuente, por lo que existe la gran necesidad para acceder a nuevas técnicas
gue permitan un diagnostico mas seguro y oportuno. Por lo tanto, la deteccién y
tipificacion del VPH se vuelve importante para conocer la frecuencia de los genotipos
presentes en la region.

La deteccion molecular, como la genatipificaciéon del VPH por PCR e hibridacién,
complementa las pruebas tradicionales como el Papanicolaou y ofrece datos mas
precisos sobre la prevalencia de genotipos. s, 9, 11, 12).

Las mujeres pueden ser infectadas por mas de un tipo de VPH al mismo tiempo. La
infeccion persistente por el VPH puede evolucionar a lesiones precancerosas y
cancer cervical. (13)

El VPH se clasifica segun su potencial cancerigeno, siendo los tipos de alto riesgo
los principales agentes del CaCu. (14)

Comprender la distribucion geografica y la epidemiologia de los genotipos de VPH
mas prevalentes es esencial para obtener datos epidemiolégicos. Este estudio tuvo
como objetivo determinar la prevalencia de los genotipos de VPH de acuerdo a la
edad y procedencia de mujeres con VPH positivo y que presentan coinfeccién de

varios genotipos en Santa cruz, Bolivia.



2.1. Delimitacion del problema

2.1.1. Delimitacion temporal

La investigacion se realiz6 durante los meses de enero a agosto del afio 2024

2.1.2. Delimitacién espacial

Se realiz6 en el Hospital de La Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez; en el area de
Biologia Molecular, que se encuentra en la Calle Rafael Pefia, Av. Cafoto ler anillo

en Santa Cruz —Bolivia.

2.1.3. Delimitacién sustancial

Se investigd la prevalencia de genotipos del Virus Papiloma Humano (VPH) en
pacientes ginecoldgicas de consulta externa del Hospital de La Mujer Dr. Percy
Boland Rodriguez, mediante el uso de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) multiplex e hibridacion reversa, proporcionando evidencia sobre la
frecuencia de los genotipos de VPH en el sistema publico de salud del Hospital en el

departamento de Santa Cruz- Bolivia de enero-agosto del 2024.



3. PREGUNTA PROBLEMA

¢,Cudl es la prevalencia de los genotipos del Virus del Papiloma Humano
en pacientes ginecoldgicas de consulta externa del Hospital de la Mujer Dr. Percy
Boland Rodriguez en el departamento de Santa cruz — Bolivia de enero a agosto del
20247



4. JUSTIFICACION

4.1. Justificacién Cientifica

El proyecto de investigacion se propone generar evidencia sobre la prevalencia de
los genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) en pacientes ginecologicas
atendidas en consulta externa del HMDPBR en Santa Cruz de enero a agosto del
2024. Mediante la aplicacién de técnicas como la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) multiplex e Hibridacion reversa, utilizando reactivos y equipos que
estan validados por la Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) el cual esta
acreditado segun la norma ISO 17043, su sistema de calidad cumple con las normas
ISO 17025, los materiales utilizados segun la norma ISO 13485. Para su validacion
de los diagnosticos moleculares se rige a la norma ISO 9001:2008 e ISO 15189.
Finalmente, para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizara el software
SPSS Statistics version 26, que permitira procesar e interpretar los resultados con el
fin de conocer la frecuencia de los genotipos de VPH identificados en la poblacion de

estudio.

4.2. Justificaciéon Social

Este estudio genera evidencia sobre la frecuencia de genotipos del VPH en el
sistema publico de salud del departamento de Santa Cruz, la cual puede ser utilizada
por las autoridades de salud, para realizar acciones enfocadas en mitigar el
incremento del cancer cervicouterino. Esta investigacion es fundamental dado que,
actualmente la regiébn carece de datos especificos y actualizados sobre la

prevalencia de estos genotipos.

4.3, Justificacion Profesional

El profesional bioquimico farmacéutico de la Universidad Evangélica Boliviana recibe
una base sodlida para llevar a cabo estudios como del presente proyecto ya que
recibimos una formacion completa en las asignaturas como: biologia celular y
genética, biologia molecular, bioestadistica y epidemiologia, inmunohematologicas y
virologia son fundamentales para entender y aplicar los principios del diagnéstico

molecular en la presente investigacion.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar la prevalencia de los genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) en
pacientes ginecologicas de consulta externa del Hospital de la Mujer Dr. Percy
Boland Rodriguez, mediante el uso de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) multiplex e Hibridacién reversa, con generacion de evidencia
sobre la frecuencia de los genotipos de VPH del Hospital en el departamento de

Santa Cruz- Bolivia de enero a agosto del 2024.

5.2.  Objetivos Especificos

e Identificar la frecuencia de genotipos de VPH de alto riesgo y bajo riesgo en
pacientes ginecoldgicas atendidas en consulta externa del Hospital de la Mujer
Dr. Percy Boland Rodriguez durante el periodo enero-agosto 2024, mediante el
andlisis de resultados de pruebas moleculares de genaotipificacion.

e Analizar la asociacidon entre los genotipos de alto riesgo y bajo riesgo de VPH
identificados con los rangos etarios de las pacientes mediante pruebas
estadisticas correlacionales.

e Establecer la relacién entre los genotipos de alto riesgo y bajo riesgo de VPH
detectados con el lugar de procedencia (urbana/rural) de las pacientes utilizando
analisis estadistico comparativo.

e Determinar la frecuencia de las coinfecciones multiples por VPH segun su
clasificacion de riesgo (alto riesgo, bajo riesgo o combinado) a través del analisis
descriptivo de los resultados de genotipificacion.

e Proporcionar informacién sobre la prevalencia de los genotipos de VPH al
hospital mediante la elaboraciéon de un informe técnico y presentacion de

resultados.



6. MARCO TEORICO

6.1. Antecedentes

Titulo: Prevencion del cancer cervicouterino: viabilidad de la autotoma y la prueba
del VPH en zonas rurales y urbanas de Bolivia: un estudio observacional.

Autores: Francesca Maria Carozzi, Ricardo Royder Yafiez, Irene Paganini, Cristina
Sani, Stefania Cannistral, Marzia Matucci, Sandra von Borries, Silvia Traina

Ano: 2024

Modalidad: Articulo

Resumen: ElI cancer de cuello uterino es un importante problema de salud en
Ameérica Latina. En 2019, la Agencia Italiana de Cooperacion para el Desarrollo (sede
regional de La Paz) realizé un estudio piloto para estimar la prevalencia del virus del
papiloma humano (VPH) de alto riesgo y la viabilidad de la deteccion del VPH en
Bolivia mediante la autotoma de muestras e instrumentos de laboratorio portétiles y
transportables para la prueba del VPH en zonas urbanas y rurales.

Métodos: Mujeres de 20 a 65 afios de La Paz (area urbana), Toro Toro (area rural) y
Acasio (area rural) fueron inscritas en centros de salud publicos locales entre el 1 de
diciembre de 2019 y el 30 de junio de 2021. El auto-muestreo se realizé con el
sistema Viba-Brush (Rovers, Oss, Paises Bajos) y las muestras se conservaron en
contenedores ThinPrep (Hologic Corporation, San Diego, CA, EE. UU.). El sistema
GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA, EE. UU.) para pruebas de VPH de alto riesgo
detecta el ADN de E6 y E7 del VPH mediante PCR en tiempo real en un sistema
movil de facil ejecucion que requiere una minima intervencién manual. El sistema
proporciona resultados en aproximadamente 1 h. Los datos de prevalencia de VPH
de alto riesgo, genotipificacion general y parcial, se analizaron considerando los
siguientes grupos de edad: 20 a 34, 35 a 44 y 45 a 65 afnos

Conclusién: Se inscribieron 2168 mujeres: 614 (28,3%) en La Paz, 743 (34,3%) en
Toro Toro y 811 (37,4%) en Acasio. Solo se recolectd una muestra de cada
participante. 2043 (94,2%) de 2168 muestras fueron adecuadas para la prueba de

VPH. 255 (12,5%) muestras fueron positivas para VPH de alto riesgo. Comparando
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el area urbana (La Paz) versus las areas rurales combinadas (Acasio+Toro Toro),
utiizando un modelo logistico, la tasa total de VPH fue estadisticamente
significativamente mayor en la ciudad de La Paz (15,0% vs 11,4%; OR:1,37;IC del
95%: 1,04-1,80). Ademas, la prevalencia de VPH disminuy6 con la edad y la razén
de probabilidades urbana/rural fue de 1,50; (IC del 95%: 1,13-19). La positividad
general del VPH 16 fue del 2,7% (55/2043) y para el VPH 18/45 fue del 1,8%
(37/2043). (15)
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Titulo: Prevalencia de los genotipos del virus del papiloma humano en mujeres de 25
a 65 afios -SOLCA. Cuenca 2017 —-2018

Autores: Minchalo Mufioz, Diana Janneth, Oleas Seminario y Héctor Lincoln

Ano: 2020

Modalidad: Tesis de pregrado

Resumen: La infeccién que ocasiona el Virus del Papiloma Humano(VPH),tiene alta
incidencia y prevalencia en mujeres sexualmente activas. Generalmente es Pasajera,
es decir, las mujeres infectadas eliminan el virus a los dos afios, pero al existir
algunos factores relacionados con la persistencia del mismo en las células pueden
llegar a desarrollar cancer cervicouterino. Dado que la enfermedad se desarrolla con
lentitud la deteccion en etapas tempranas ha permitido poner en evidencia la
presencia del virus en las células antes que puedan transformarse y volverse
tumorigénicas. El objetivo general fue de establecer la prevalencia de los genotipos
del Virus del Papiloma Humano en mujeres de 25 a 65 afios -SOLCA. Cuenca 2017
—2018 .La metodologia fue un estudio descriptivo, retrospectivo, en el cual se
recopild informacién de las historias clinicas y registros fisicos del Laboratorio de
Biologia Molecular y del sistema médico de SOLCA -Cuenca, SOFTCASE, para
establecer la prevalencia de VPH durante el periodo 2017 -2018.RESULTADOS:Los
resultados obtenidos demuestran que la prevalencia de VPH en 2017 fue de 54,55%
y la de 2018 corresponde al 16,83%. De acuerdo al grupo de riesgo,
58.1%pertenecieron a VPH de alto riesgo , VPH de bajo riesgo con e 18,72% y VPH
deplorable bajo riesgo con 33,25%.Los genotipos con mayor frecuencia fueron: VPH-
16 en 30,5%,VPH-58 en 15,9%;VPH-6 en 54,1%,VPH-81 en 24,3%;VPH-71 en
44,7%, VPH-40 en 11,3% respectivamente. El grupo etario con mayor prevalencia
oscila en las mujeres entre 36 y 40 afios con el 18,40%.CONCLUSIONES: En el
estudio se evidenci6 que la mayoria de mujeres tenian algun tipo de VPH, siendo los
mas prevalentes los genotipos de alto riesgo, en las pacientes del Instituto del
Cancer SOLCA-Cuenca. @s)
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Titulo: Identificacion molecular de los virus del papiloma humano oncogénicos en
muestras genitales de poblacion boliviana.

Autores: Diego Bonifaz Pérez

Ano: 2014

Modalidad: Tesis

Resumen: Los Virus del Papiloma Humano (VPH) constituyen un diverso grupo de
virus, existen aproximadamente 45 genotipos involucrados en infecciones del tracto
anogenital, siendo los genotipos 16 y 18, los mas prevalentes y principales objetivos
de varios estudios; las técnicas de deteccidn y genotipificacion, utilizan herramientas
moleculares como el ensayo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
Tiempo Real, para identificar de manera simultanea varios genotipos oncogénicos de
VPH. El presente estudio, pretende determinar la infeccion por VPH Alto Riesgo en
muestras genitales de poblacion boliviana, mediante la aplicacién de tecnologia
molecular para la genotipificacion de VPH16 y VPH18 por PCR en Tiempo Real. Los
procedimientos utilizados para alcanzar nuestros objetivos, fueron: La extraccion de
ADN viral por técnicas basadas en columnas de silice, la identificacién de los VPH
Alto Riesgo por PCR en Tiempo Real, y la optimizacién de la PCR en Tiempo Real
para la genotipificacion de VPH16 y 18. Los resultados obtenidos en la poblacion
total, muestran un 27,2% (IC 95% 19,72 — 34,54) de prevalencia de casos positivos
para VPH Alto Riesgo, siendo su presencia en mujeres del 30,6% (IC 95% 22,42 —
38,77); la presencia de casos positivos segun grupos de edad (chi cuadrado = 0,597
p = 0,43) y por lugar de residencia (chi cuadrado = 3,73 p = 0,154) muestra que la
presencia de los VPH Alto Riesgo no varia considerablemente, obteniéndose datos
estadisticamente no significativos, teniendo en cuenta, que la recoleccion de
muestras, correspondia a un tipo de muestreo por conveniencia. En la optimizacion
de lareaccion de PCR Real Time, se realizo el disefio de sondas TagMan® y primers
por software especializado, y se determind las concentraciones de reactivos y
temperaturas de reaccion ideales, obteniéndose un ensayo de tipo duplex, util para
determinar en una misma reaccion a los genotipos de VPH16 y 18. La mayor
presencia de VPH16 y VPH18 se determind en mujeres de 15 a 29 afos (40% y

26,7% respectivamente). El departamento de La Paz fue el que presentdé mayores
12



casos de VPH16 (30%), y para VPH18 no se vieron grandes diferencias, siendo su
distribucion semejante en los tres grupos clasificados. Estos resultados demuestran
gue mediante la optimizacion e implementacion de nuevas técnicas moleculares, se
puede lograr un mejor seguimiento epidemiolégico sobre la presencia de los VPH
Alto Riesgo, siendo importante mencionar que este estudio también podra servir
como base en el disefio de nuevos estudios poblacionales y permitird proporcionar
una mejor guia sobre la diseminacion y presencia de los distintos genotipos

oncogeénicos de VPH en nuestra poblacion boliviana. (17)
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6.2. Bases teoricas
6.2.1. Historia del virus del papiloma humano

La historia de infeccién genital por el VPH tiene mas de 2000 afios. Tanto griegos
como romanos describieron las verrugas genitales (verrugas virales o virus papiloma
humano), transmitidas por relaciones sexuales. En el siglo XX se creia
errbneamente que la infeccién de las verrugas o condilomas genitales, formaba
parte de las infecciones sifiliticas y gonorréicas. En la época del antiguo Egipto, se
hicieron pinturas que describen el tratamiento de las verrugas genitales, con el uso
de cauterio y en la Grecia clasica adopta su nombre "Kondyloma" que significa
verruga, como también es conocida en la actualidad. En la Roma del siglo | d.C.,
Aulus Cornelius Celsus (25 a.C-50 d.C), considerado como el "Ciceron de la
medicina”, o el "Hipocrates latino", hizo la primera descripcion de verrugas genitales
con la diferenciacion de las mismas, denominado ficus a las verrugas genitales,
myrmecia a las verrugas de la planta del pié y thimion a la verruga vulgar. En Roma,
ya se sospechaba su posible transmision sexual, ya que a menudo las personas las

tenian en el ano. Celsus, también describi6 Ulceras genitales duras y suaves. (is)

6.2.2. Historia natural de lainfeccién

El ciclo de vida del VPH comienza con la infeccion a la capa basal del epitelio, a
través de microabrasiones que alteran la barrera epitelial. Para garantizar su
persistencia, el VPH necesita infectar células basales con caracteristicas de células
madre que tengan la capacidad de proliferacién, como ocurre en los epitelios de
transicion en la union exo-endocervical. A medida que las células epiteliales se
diferencian, el virus se replica para producir nuevos viriones que son liberados
desde la superficie epitelial hacia el exterior. Los virus, principalmente los de alto
riesgo, alteran el ciclo celular normal y promueven la divisién celular continua, con
proliferacion epitelial monoclonal de células indiferenciadas y acumulacion de dafio

geneético. (19)
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El VPH de alto riesgo ha desarrollado varios mecanismos para evadir la respuesta
inmune del hospedero, lo cual facilita la persistencia del virus y la progresion de la
enfermedad. Entre los mecanismos se encuentran el hecho de tener un ciclo de vida
Intraepitelial y no litico, evitando asi inducir una respuesta inflamatoria; ademas, la
mayoria de las proteinas no estructurales se expresan a niveles muy bajos, en
comparaciéon con otros virus, y las proteinas tardias, que ayudan a conformar la
estructura del virion, solo se expresan en las capas superiores del epitelio
estratificado. En las etapas tempranas de la infeccion, el virus suprime la inflamacion
aguda y evade al sistema inmune con el fin de establecer su persistencia. Luego, en
las etapas tardias de la infeccion, las células transformadas por el VPH inician un
proceso de inflamacion crénica que promueve la progresion de las lesiones

precursoras del cancer. (19)

El intervalo de tiempo largo entre la infeccion inicial y el desarrollo de cancer implica
gue ademas de la infeccion persistente por un VPH de alto riesgo, puede haber
factores ambientales y del hospedero que contribuyan con la progresién a la
enfermedad maligna. Aunque el virus infecta por igual a hombres y mujeres, el
mayor impacto de la enfermedad lo reciben las mujeres por la susceptibilidad de las

células cervicales al VPH. @9

6.2.3. Virus del papiloma humano

Definicion

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una familia de virus que puede afectar la
piel, la zona de la boca, la zona genital o anal. Existen mas de 200 tipos de virus,

pero poco mas de 40 afecta la zona genital y pueden dividirse en dos grandes

grupos (20)

Los VPH denominados de bajo riesgo que generalmente se asocian a las lesiones
benignas, como las verrugas y que no evolucionan a lesiones precancerosas 0

cancer.
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Los VPH denominados «de alto riesgo» pueden llegar a provocar la alteracion de las
células generando lesiones precancerosas, que con el tiempo pueden evolucionar y
convertirse en un cancer. El tipo de cancer mas comun causado por los VPH de alto
riesgo es el cancer de cuello uterino. (21) es una de las neoplasias mas frecuentes y
letales. La gran mayoria de las veces, la infeccion por VPH se cura sola, de manera
espontanea, sobre todo en las mujeres menores de 25 afios sexualmente activas,

sin producir ningan sintoma ni manifestacion en el cuerpo (22).

Estructura

Este virus es pequefio procedente de la familia papilomaviridae; posee un genoma
formado por un ADN de doble cadena circular con aproximadamente 8.000 pares de
bases, es un virus desnudo sin envoltura, de capside proteica lo que lo hace menos
antigénico se caracteriza por su estructura simple, icosaédrica simétrica (una
estructura geométrica con 20 caras), lo que le da estabilidad. La capside contiene

dos proteinas estructurales tardias, L1 y L2, las cuales estan viralmente codificadas.
(23)
Ciclo viral

El ciclo viral del VPH esta intimamente unido al programa de diferenciacion de las
células del tejido epitelial, y las distintas fases del mismo son dependientes y
acompafian al proceso de maduracion y diferenciacion del queratinocito. La infeccion
ocurre a través de abrasiones en el tejido epitelial que exponen las células de la capa
basal a la entrada de las particulas virales, los viriones de VPH infectantes parecen
unirse a la célula madre basal a través de proteoglicanos de heparan sulfato
especificos de tejido, y una vez en el interior, aprovechando la maquinaria celular, el
virus se replica y se propaga restringiendo la produccion de las proteinas y el
ensamblaje viral a las capas superiores del epitelio. Se ha visto que se transcriben
productos génicos especificos en cada nivel de diferenciaciébn del queratinocito
escamoso. En el nivel mas superficial, los genes para las proteinas L1, L2 y E4 se
transcriben para el ensamblaje de la capside viral en la que se empaqueta el genoma
del VPH. Tras la descamacion de esta célula de corta duracion, se liberan viriones

infecciosos del VPH para la proxima ronda de infeccion. (24
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La infeccion por VPH no produce lisis celular o muerte citopatica como consecuencia
de la replicacion, ensamblaje o la liberacién viral debido a que el queratinocito es una
célula destinada a la descamacién. Ademas, para permitir la replicacion viral, las
proteinas virales retrasan la condensacion nuclear en los queratinocitos
diferenciados (coilocitos), y los queratinocitos "cargados” con el virus mueren asi por
causas naturales, tal y como esta programado en su proceso de diferenciaciéon. De
esta forma, la infeccién por VPH no esta acompafada de inflamacién, y al no haber
una sefial obvia de dafio (muerte celular) que active al sistema inmune de la
presencia viral, permite que éste pase desapercibido durante periodos muy largos,

pudiendo dar lugar a la persistencia o la cronicidad de la infeccién (25

6.2.4. Clasificacion del virus de papiloma humano

El VPH se agrupa en categorias de alto riesgo y bajo riesgo segun su potencial
oncogeénico. El nimero asignado es correlativo al orden de descubrimiento (VPH tipo
1, VPH tipo 2, etc.) Entre los 14 genotipos de VPH de riesgo alto (VPH-16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), los dos mas comunes (VPH-16 y 18) son
los factores causantes del 70% de los canceres de cuello uterino. Dos genotipos de
VPH de riesgo bajo (VPH-6 y 11) contribuyen a la formacién de verrugas genitales,
la mayoria de las cuales requieren tratamiento (26)

Los virus del papiloma humano (VPH) son un grupo de mas de 200 virus
relacionados; algunos de estos se transmiten por las relaciones sexuales vaginales,
anales u orales. Los estudios epidemioldgicos de prevalencia global demostraron que
estos tipos de VPH pueden dividirse en dos grupos sobre la base de su potencial

0Ncogeénico. (26)
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Alto Riesgo:

Se les conoce como de alto riesgo porque, frecuentemente, derivan en cancer. Hay
alrededor de 12 tipos de VPH de riesgo alto: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58
y 59. Dos de ellos, el VPH 16 y el VPH 18, causan la mayoria de los canceres
relacionados con el VPH. (27)

Un estudio del Instituto nacional del cancer (NIH) encontré que alrededor del 10% de
las mujeres con VPH tipo 16 6 18 desarrollaron CIN 3 en un plazo de tres afios (en
comparacion con solo el 4% de las mujeres con cualquier tipo de VPH), y el 20% lo
hizo en 10 afios (en comparacion con el 7%). (2s)

Bajo Riesgo:

Los genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 72 y 81. Los tipos 6 y 11, que estan
relacionados con el 90% de las verrugas genitales, son las mas comunes. Por lo

general, no se convierten en lesiones cancerosas. (29)

6.2.5. Tratamiento del Virus de Papiloma Humano

Actualmente, no hay ningun tratamiento para las infecciones por el VPH, pero cabe la
posibilidad de tratar las verrugas genitales, las lesiones precancerosas del cuello
uterino y el cancer cervicouterino. (3o)

Las verrugas genitales no cancerosas Yy las lesiones precancerosas del cuello del
Utero, la vagina y la vulva se pueden extirpar o tratar mediante ablacién (congelacion
(crioterapia o calentamiento (laser, electrocauterizacion) o cirugia. Si el sistema
inmunitario estq sano, se puede llegar a controlar el VPH y eliminar el virus. La
infeccion por el VPH desaparece después de 8 meses en la mitad de las personas y
dura més de 2 afios en menos de 10% de los casos. A veces las verrugas genitales
desaparecen, incluso sin tratamiento. Si las personas con verrugas genitales tienen
el sistema inmunitario debilitado, necesitan tratamiento y, a menudo, las verrugas
reaparecen. (1)

Para las verrugas genitales, los medicamentos topicos aplicados directamente a las
verrugas son toxina de podofilina, imiquimod, acido tricloroacético o sinecatequinas
(una pomada compuesta de extractos de té verde). Esta modalidad requiere varias

aplicaciones durante semanas o meses y puede producir quemaduras en la piel
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circundante, y suele ser, pero no siempre, eficaz. Las verrugas pueden reaparecer
después de administrar un tratamiento aparentemente eficaz.z2)

Si los medicamentos tépicos no son eficaces, las verrugas se pueden eliminar con
laser, mediante la utilizacion de una corriente eléctrica (electrocauterizacion), por
congelacion (crioterapia) o mediante cirugia. Se utiliza un anestésico local o general,
dependiendo del nimero y tamafio de las verrugas que se van a eliminar (2

Para las verrugas de la uretra, se usa un tubo de visualizacion (endoscopio) con
accesorios quiruargicos, que es la forma mas eficaz de eliminarlas, pero este
procedimiento requiere anestesia general. Farmacos tales como la tiotepa
introducida en la uretra o el medicamento antineoplasico 5-fluorouracilo inyectado en
la verruga suelen ser eficaces. Se ha descubierto que las inyecciones de interferén
alfa en la verruga son eficaces hasta cierto punto. (33 Se debe examinar a todas las
parejas sexuales para detectar verrugas genitales y otras infecciones de transmision
sexual y administrar tratamiento, si fuese necesario. Las parejas sexuales deben
someterse a examenes periodicos para detectar una posible infeccion por el VPH. @34
Las lesiones precancerosas del cuello uterino (neoplasia intraepitelial cervical o NIC)
se tratan en funcién de la gravedad de las alteraciones, ya sea con pruebas de
Papanicolaou mas frecuentes, a menudo con pruebas de deteccién del VPH, o con
una biopsia cervical de gran tamafo (llamada biopsia de cono o procedimiento por

escision mediante electrocauterio de asa, LEEP por sus siglas en inglés). (s)

6.2.6. Cancer del cuello uterino

El cuello uterino tiene dos partes principales:

El ectocérvix (también llamado exocérvix) es la parte mas baja del cuello uterino que
se observa durante un examen ginecologico. El ectocérvix esta revestido de células
delgadas y planas llamadas células escamosas.

El endocérvix es la parte interna del cuello uterino que forma el canal que conecta la
vagina con el Gtero. El endocérvix esté revestido de células glandulares en forma de

columna que producen moco.
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El endocérvix y el ectocérvix se juntan en la union escamocolumnar (también
llamada zona de transformacién). La mayoria de los canceres de cuello uterino
comienzan en esta area.

El cancer de cuello uterino, cérvix o cervicouterino es una alteracion celular que se
origina en el epitelio del cuello uterino causado por algunos genotipos de VPH (Virus
de Papiloma Humano). El cuello uterino es la porcién final, inferior y estrecha del
Utero (matriz) que conecta el Utero con la vagina (canal del parto). El cancer de cuello
uterino se forma, por lo general, de manera lenta y de progresiva evolucién alo largo
del tiempo, desde que se produce una lesion hasta que se desarrolla un cancer en el
cuello del utero, es entre 10 y 20 afios. Con el tiempo, si las células anormales no se
destruyen o se extraen, es posible que se vuelvan cancerosas, se multipliquen y se
diseminen a partes mas profundas del cuello uterino y a las areas que lo rodean. Por

este motivo el cancer de cuello uterino es una enfermedad altamente prevenible. (s,
37, 38, 39,40)

A diferencia de los virus que establecen enfermedades graves agudas poco después
de la infeccion, el modelo de las infecciones por VPH es principalmente latente,
subclinica y oportunista, con una reproduccion y transmision esporadica,
encontrandose generalmente en un estado ecoldgico de equilibrio con el
hospedador. En las mujeres, la infeccion por el VPH se ha asociado principalmente a
CaCu, cancer de vagina y de vulva. El CaCu es la etapa final poco frecuente de una
infeccion en el cérvix no resuelta por el VPH, en la que persiste el ADN del VPH en
muestras cervicales. Esta persistencia (mas de dos afios) en el cérvix es el evento

necesario para el desarrollo de CaCu. (41)

6.2.7. Tipos de cancer de cuello uterino

Los canceres de cuello uterino llevan el nombre del tipo de célula donde comenzé el
cancer. Los dos tipos principales son los siguientes:

Carcinoma de células escamosas. La mayoria de los canceres de cuello uterino
(hasta el 90 %) son carcinomas de células escamosas. Estos canceres, que también
se conocen como carcinomas epidermoides, se originan en las células del ectocérvix.

Adenocarcinoma. Los adenocarcinomas de cuello uterino, que también se conocen
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como adenocarcinomas cervicales, se originan en las células glandulares del
endocérvix. El adenocarcinoma de células claras, también llamado carcinoma de
células claras o mesonefroma, es un tipo raro de adenocarcinoma de cuello uterino.

A veces, el cancer de cuello uterino tiene caracteristicas de carcinoma de células
escamosas y de adenocarcinoma. A esto se le llama carcinoma mixto o carcinoma
adenoescamoso. En muy pocas ocasiones, el cancer se origina en otras células del

cuello del Gtero. @42

6.2.8. Cribado del cancer de cuello uterino

Las mujeres deben someterse a pruebas de deteccion del VPH en relacion con el
cancer de cuello uterino cada 5-10 afios a partir de los 30 afios de edad. Las mujeres
con VIH deben someterse a pruebas de deteccion del VPH cada 3 afios a partir de
los 25 afios de edad. Las lesiones precancerosas rara vez provocan sintomas, por lo
gue es importante someterse a un cribado periodico del cancer de cuello uterino,

aunque se haya recibido la vacuna contra el VPH. (3)

La obtencion propia de muestras para la prueba del VPH, que puede ser la opcién
preferida por las mujeres, ha demostrado ser tan fiable como las muestras extraidas
por los proveedores de atencidon de salud. Tras un resultado positivo en una prueba
del VPH (u otro método de deteccidn), el proveedor de atencion de la salud puede
examinar el cuello del Gtero en busca de cambios (como lesiones precancerosas)

gue, de no tratarse, podrian derivar en un cancer de cuello uterino. (a4

6.2.9. Tratamiento de las lesiones precancerosas

El tratamiento de las lesiones precancerosas es un procedimiento sencillo y previene
el cancer de cuello uterino, es rapido y generalmente indoloro, y no suele causar
complicaciones. Los pasos del tratamiento consisten en una colposcopia 0
inspeccion visual del cuello del Utero para localizar y evaluar la lesién, seguida de:
Ablacion térmica, que consiste en utilizar una sonda caliente para quemar las células;
crioterapia, que consiste en utilizar una sonda fria para congelar las células; escision

con asa grande de la zona de transformacion, que consiste en extirpar los tejidos
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anormales con un asa calentada eléctricamente; y/o biopsia en cono, que consiste en

extirpar con un bisturi una porcién de tejido en forma de cono. (45)

6.2.10. Métodos de diagndstico

6.2.10.1. Examen citolégico o prueba de Papanicolau:

El Papanicolaou tiene la ventaja de detectar verrugas y crecimientos anormales del
epitelio cervical que se presentan como machas blancas cuando se aplica acido
acético (epitelio blanco al acético =EBA). El estudio microscépico puede poner en
evidencia el llamado “coilocito” que es la célula que evidencia el efecto citopético del
virus. La prueba de Pap se recomienda realizarse a partir de los 18 afios o a partir

de inicio de actividad sexual semestral o anual. @s)

6.2.10.2. Prueba de VPH: Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utiliza para identificar y clasificar el tipo de VPH que infecta a los pacientes. Esto
es mas util cuando la citologia o la biopsia no muestran infeccion por VPH, es decir,
cuando la citologia o la biopsia cervical informan un proceso inflamatorio inespecifico
0 en pacientes con lesiones en cuello uterino no visibles por colposcopia (7)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, es una técnica de biologia molecular que
se utiliza para amplificar el ADN. Se utiliza para detectar la presencia del ADN del
Virus del Papiloma Humano en muestras de tejido o hisopos cervicales. Esta prueba
es importante para la deteccion temprana del VPH, ya que se asocia con el cancer
de cuello uterino en las mujeres.La PCR se puede adaptar para detectar y distinguir
entre diferentes genotipos de VPH mediante el uso de cebadores o primers
especificos que se dirigen a regiones conservadas en el genoma viral de interés.
Esto permite la deteccion de VPH de alto riesgo.

Las pruebas de PCR para VPH generalmente se disefian para detectar una variedad
de tipos de VPH en una sola prueba. La eleccién de los genotipos especificos que se
detectan puede variar segun la prueba y el laboratorio que la realice. Es importante
hablar con un profesional de la salud o un laboratorio clinico para obtener
informacion detallada sobre las capacidades de deteccién de tipos de VPH de una

prueba de PCR especifica. (s)
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6.2.10.3. Colposcopia

Una colposcopia es un procedimiento para examinar y visualizar de cerca el cuello
uterino, vagina, vulva; se utliza un instrumento llamado colposcopio es un
microscopio de campo estereoscopico, binocular, de baja resolucion, con una fuente
de iluminacion potente, que se emplea para el examen visual del cuello uterino y del
resto del tracto genital inferior y que constituye una herramienta imprescindible en el
diagnostico de las lesiones preneoplasicas y detectar células anormales, comprobar
si hay verrugas genitales, que pueden ser un signo de una infeccion por VPH (virus
del papiloma humano) de bajo grado, Detectar crecimientos no cancerosos llamados
polipos, comprobar si hay irritaciéon o inflamacion en el cuello uterino. La infeccién por
VPH puede aumentar el riesgo de tener cancer cervical, de vagina o de vulva

Esta prueba se realiza cuando la prueba de papanicolau tuvo resultados anormales.
El examen colposcopico con frecuencia determina la presencia de lesiones que

requieren el estudio histologico como la biopsia. (49, 50)

6.2.10.4. Pruebas moleculares parala deteccion de infecciones

Las pruebas moleculares (métodos de biologia molecular) son capaces de detectar
con certeza la presencia de un agente infeccioso ya que identifican pequefias
cantidades de sustancias. El 99.8% de los casos de cancer de cuello uterino, se
deben a tipos especificos de virus ADN tumorales transmitido por via sexual. El virus
del papiloma humano (VPH) afecta del 40 al 80% de la poblacion mundial y existen
genotipos especificos del virus que son mas peligrosos que otros, es necesario

contar con pruebas que determinen con mayor confiabilidad su presencia. (51)

6.2.10.5. Prueba molecular para la deteccion del VPH

Existen pruebas moleculares para la deteccion del VPH, éstas son altamente
recomendables, ya que utilizadas como adyuvante de la citologia cervical, permiten
una mayor certeza en el diagnéstico, prevencion y seguimiento de la infeccion.

La importancia de realizar, junto con la citologia, una prueba molecular, queda
manifiesta con los resultados de estudios recientes que han indicado que de una

poblacién de 5,000 mujeres, el 1% desarrolla una lesion intraepitelial de alto grado,
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es decir, 50 mujeres (50 familias afectadas con la posibilidad del cancer
cervicouterino) (s2)

Si se detectan solamente con citologia, de las 50 mujeres con lesién, 13 no son
detectadas, mientras que mediante una deteccion molecular, tres mujeres con lesion
no se detectan.

Sin embargo, si el tamizaje se realiza utilizando tanto citologia como prueba
molecular, solamente una mujer, de las 50 con lesién de alto grado, queda sin ser
detectada, por lo que las pruebas moleculares es una herramienta importante de

deteccion, en la infeccion por el VPH. (52)

6.2.11. Técnica parala deteccidény genotipificacion del VPH

6.2.11.1. Recoleccion de la muestra

Las muestras utilizadas en este estudio fueron obtenidas por un ginecélogo mediante
el uso de un cepillo endocervical, siguiendo un procedimiento similar al utilizado para
la toma de muestras en un examen de papanicolau. Para este proceso, se inserta
cuidadosamente un espéculo en la vagina con el fin de abrir ligeramente las paredes
vaginales y permitir una mejor visualizacion del cuello uterino. El siguiente paso
consiste en frotar suavemente el cuello del utero con el cepillo endocervical, lo que
permite la recoleccion de células epiteliales y colocarlo en el medio de transporte.
Estas células contienen el material genético para su posterior procesamiento en el

laboratorio de biologia molecular. (Ver anexo 1)

6.2.11.2. Extraccion del ADN viral

Kit de ADN/ARN viral (columna)- CWBIOSCIENCES- Jiangsu CoWin Biotech Co.
Ltd

El kit de aislamiento y purificacion de acidos nucleicos proporciona un método
simple, rapido y eficiente para extraer ADN/ARN de hisopos, suero, plasma, liquido
de lavado bronco alveolar y otros liquidos corporales libres de células. El sistema de
tampon Unico permite que el acido nucleico en el lisado se una de manera eficiente y

especifica a la membrana a base de silice. El &cido nucleico obtenido tiene alta
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pureza, calidad estable y esta libre de proteinas, nucleasas y otros contaminantes e
inhibidores. (Ver anexo 2)

Procedimiento de extraccion del ADN viral (Ver anexo 3)

Lisis celular:

Se afiade 400 ul. Solucion de lisis a 200ul. de la muestra que estan en un eppendorf
de 1,5ml. Esta solucidn contiene detergentes y componentes que rompen las
membranas celulares, liberando el contenido celular, incluido el ADN.

Precipitacion del ADN:

Se afiade la solucion de precipitacion, que provoca la separacién del ADN de otras
impurezas celulares, esta etapa se lleva a cabo mediante la adicién de 450 ul. De
isopropanol que viene en el kit de extraccion.

Separacion del ADN:

En este paso se utilizan columnas de silica, pasa la mezcla resultante a través de la
columna y se centrifuga a 14.000 grados de gravedad durante 1 minuto.

El ADN se une a la columna de silica, mientras que las impurezas y otros
componentes celulares pasan a través de la columna con el flujo del liquido.

Lavado 1 (washing Buffer 1): corresponde a isopropanol: Precipita los é&cidos
nucleicos, ayuda a su adherencia del material genético en la columna de silica;
también ayuda a disolver y eliminar detergentes, restos celulares, impurezas , como
sales, proteinas y otros contaminantes que hubieran quedado en la lisis celular.
Lavado 2 (washing Buffer 2) corresponde a etanol: ayuda a eliminar los residuos
salinos que pueden llegar a quedar después del lavado con el isopropanol, ya que la
presencia de estos residuos pueden llegar a inhibir enzimas como la taq polimerasa
en la amplificacion del ADN.

Se realizan estos lavados para eliminar las proteinas y otros contaminantes y solo
quede el ADN.
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Elucién del ADN:

Después del proceso de lavado, se afiade una pequefia cantidad de solucién de
elucién (buffer de elucion o agua libre de nucleasas) a la columna para liberar el ADN
unido al filtro de la columna de silice.

Centrifuga durante 1 minuto a 12.000 RPM para recolectar el ADN purificado en un

nuevo tubo de microcentrifuga.

6.2.11.3. Amplificacion del ADN viral

PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) multiplex

La PCR multiplex es una variante de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
gue permite la amplificacion simultanea de mdultiples secuencias de ADN en una
Unica reaccion. En lugar de amplificar solo un fragmento de ADN, como ocurre en
una PCR convencional, la PCR multiplex utiliza varios pares de cebadores (primers)
especificos para amplificar diferentes regiones objetivo al mismo tiempo.

Se utilizo el equipo Co- Diagnostics Inc. - Magnetic induction cycler- By bio molecular

systems y reactivos de Vitro Master Diagnostics (Ver anexo 4)
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6.2.11.4. Hibridacién Reversa

Deteccion de la infeccion por Virus de Papiloma Humano (VPH)

La deteccion del ADN del virus de papiloma humano fue realizado mediante la
tecnologia DNA flow que es un método diagndstico in vitro para el genotipado del
VPH que se basa en la amplificacion del ADN de un fragmento de la regiéon L1 del
genoma del VPH mediante PCR y la deteccién de los productos amplificados
mediante hibridacion molecular en membranas que contienen sondas especificas.

Se utiliza PCR para amplificar fragmentos de ADN viral, generando amplicones
biotinilados. Los amplicones biotinilados se hibridan con sondas de ADN especificas
inmovilizadas en una membrana porosa tridimensional (tecnologia DNA-Flow).
Ademés de sondas especificas para cada genotipo, la membrana incluye sondas de
control para verificar la amplificacion e hibridacion.

La unidén entre los amplicones y las sondas se detecta mediante una reaccion
inmunoenzimatica colorimétrica, que utiliza estreptavidina-fosfatasa alcalina y un
cromoégeno (NBT-BCIP). Esta reaccién genera un precipitado insoluble visible en las
posiciones de hibridacion.

Las sefiales obtenidas en la membrana son procesadas y analizadas mediante el
software HybriSpot 12, que interpreta los resultados y determina los genotipos
presentes.

Esta técnica es ideal para identificar genes, coinfecciones y clasificar los genotipos
del VPH en alto y bajo riesgo con precision, especialmente en contextos clinicos y
epidemiologicos. (Ver anexo 5)

Se utilizé el equipo Semiautomatico HybriSpot 12 — Viitro group, y reactivos de Vitro

Master Diagnostics - HPV Direct-Flow Chip kit
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6.2.12. Epidemiologia del cancer de cuello uterino en Bolivia

Estd mundialmente reconocido el problema de las infecciones genitales por el virus
VPH y se estan realizando esfuerzos para la prevencion. Es la ITS mas frecuente, los
reportes mundiales de estudios transversales identifican a mas de un 51% de
mujeres y varones en actividad sexual como portadores asintomaticos del VPH. El
Centro para el Control de Enfermedades (CDC) estima que al menos la mitad de
todas las personas sexualmente activas adquirira el VPH en algin momento de sus
vidas, mientras que al menos el 80% de las mujeres adquirirdn una infeccién por
VPH a los 50 afios. El cancer cervical es la segunda causa de muerte por cancer
femenino en todo el mundo, con alrededor de 288.000 victimas por afio. En Bolivia
es la primera causa de muerte en mujeres jovenes (35 a 50 afios) tenemos la mayor
incidencia mundial, este cancer ha sido demostrado de ser el mas prevenible y

tratable en estadios iniciales. 3

De los estudios reportados en Bolivia sobre la prevalencia de la infeccion muestran
en la poblacion estudiada un 18% de presencia de infeccion por VPH en mujeres
entre los 21 y los 60 afios; otro estudio muestra 5% de infeccion en mujeres entre 16
a 70 afos en area rural amazodnica, el estudio pre-epidemioldgico realizado por los
laboratorios de Patologia e Inmunologia de INLASA del MS en mujeres entre 30 y 50
afios, como piloto muestra una prevalencia de 13% de infeccion en mujeres
asintométicas, manifestando similitud del resto de otros estudios internacionales. Lo
gue llega a concluir que el problema esta en las acciones preventivas que deben ser
reforzadas. La etiologia del cancer de cuello uterino esta ligada a la infeccién

persistente por VPH por lo menos de 15 tipos (s3).

En poblaciones asintomaticas los tipos mas prevalentes mundialmente muestran;
VPH 16, (3.2%); VPH 18, (1.4%); VPH 52, (0.9%); VPH 31, (0.8%); VPH 58, (0.7%);
VPH 31, (0.8%). (53)
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6.2.13. Estrategia de la OMS 90-70-90 para la eliminacién del CaCu

En el 2020, la Asamblea Mundial de la Salud aprobd la Estrategia para acelerar la
eliminacién del cancer cervicouterino como problema de salud publica, con la meta
de que todos los paises alcancen una tasa de incidencia de cancer cervicouterino
menor de 4 casos por 100 000 mujeres.

La Estrategia establece tres objetivos para el 2030:

e 90% de cobertura de la vacunacién contra el VPH en nifias a los 15 afios.
e 70% de cobertura de tamizaje (el 70% de las mujeres se someten a pruebas de
alto rendimiento a las edades de 35 y 45 afios).

e 90% de tratamiento de lesiones precancerosas y del cancer invasivo. (s4)

6.2.14. Validacion y control de calidad de las técnicas de diagndstico

molecular

Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) es una organizacion independiente
e internacional para la evaluacion externa de la calidad / ensayos de aptitud,
centrado principalmente en el diagnéstico molecular de enfermedades infecciosas a
mas de 2000 participantes en mas de 120 paises.

Se dedica a mejorar la calidad de los diagnésticos moleculares a través de
esquemas para la evaluacion externa de la calidad (EEC / EQA — evaluacion externa
de la calidad), ensayos de aptitud (EA / PT — Proficiency Testing).

Un laboratorio registrado recibe una serie de muestras disefiadas para parecerse a
muestras clinicamente significativas y/o evaluar caracteristicas analiticas especificas
de un ensayo de diagndstico. Se requiere que el laboratorio analice estas muestras
utilizando su ensayo de rutina y procedimientos estandar, asi como también que el
laboratorio dé detalles sobre su equipamiento, el método de andlisis y sus

procedimientos.
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Como organizacion internacional de EEC, la calidad es extremadamente importante
el QCMD esta acreditado segun la norma ISO 17043. Los sistemas de calidad de
QCMD garantizan ademas que cumple con los elementos clave de la norma ISO
17025. Por otro lado, los materiales utilizados dentro de los esquemas de EEC
también se fabrican segun la norma ISO 13485.

Los esquemas de EEC de QCMD respaldan los requisitos reglamentarios de

laboratorio seguin la norma ISO 15189 o equivalente. (ss)

6.2.15. Garantia de calidad y control de calidad en el laboratorio de

diagndostico molecular de rutina para enfermedades infecciosas

El diagnostico molecular se ha convertido en una de las plataformas dominantes en
la medicina de laboratorio clinico. Las mejoras tecnholégicas, desde la preparacion
automatizada de muestras hasta la tecnologia de amplificacion en tiempo real,
brindan la posibilidad de desarrollar y ejecutar ensayos para un numero cada vez
mayor de cuestiones clinicas. Sin embargo, los aspectos de garantia y control de
calidad a menudo han permanecido subdesarrollados, pero aun son criticas. Para
relacionar los resultados de los pacientes con resultados anteriores o con valores
absolutos en las pautas de practica clinica, esos resultados deben ser comparables
en el tiempo y en los métodos. Esto se puede lograr ya sea produciendo el mismo
valor en todos los métodos y versiones de prueba o utilizando conversiones
confiables y estables. Por lo tanto, el establecimiento de estandares internacionales y
materiales de referencia es de suma importancia. (ss)

Esta revision se centra en cuestiones generales y especificas relevantes para la
garantia y el control de calidad en el laboratorio de diagndstico molecular de rutina.
Cuando los laboratorios de pruebas médicas implementan eficazmente este sistema
de gestion de calidad, tienen la seguridad continua de que estan satisfaciendo las
necesidades y expectativas de sus clientes en cuanto a resultados de pruebas

consistentes, precisos y oportunos.
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Estas normas contienen determinados procedimientos de validacion y verificacion, ya
gue la idoneidad de una técnica de laboratorio no prueba necesariamente que se
realice correctamente y proporcione resultados validos. Para demostrarlo, se han
implantado sistemas de gestion de la calidad en la mayoria de los laboratorios de

diagnastico rutinario. (s5)

6.2.16. Trabajos de validacion y verificacion

Al igual que en el caso de todas las pruebas médicas, los laboratorios que realizan
ensayos moleculares deben cumplir con las préacticas de validacion establecidas para
garantizar la confianza y fiabilidad de los resultados de las pruebas. Cabe sefalar
gue la Directiva 98/79/CE sobre diagndstico in vitro incluye no solo la definicion de
"prueba”, sino también la de "sistema de prueba’ si se requiere mas de un
componente para generar un resultado de diagnéstico. Por ejemplo, los ensayos
moleculares basados en PCR suelen consistir en una combinacion de diferentes
reactivos e instrumentos para la extraccion de acidos nucleicos, la amplificacion y la
deteccion de productos de amplificacion. En el laboratorio de diagnostico molecular
de rutina solo se pueden utilizar pruebas o sistemas de prueba con idoneidad
demostrada, lo que exige un trabajo de verificacion para cada prueba o sistema de
prueba (se)

El trabajo de validacion y verificacion se define como la confirmacién mediante la
presentacion de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos para un uso
o aplicacién especificos previstos (ISO 9001:2008). (57)

Los componentes de la validacidbn deben aplicarse para garantizar que un
procedimiento, proceso, sistema, equipo o método utilizado funcione como se espera
y logre el resultado previsto de manera constante (WHO-BS/95.1793). Por el
contrario, los componentes de la verificacion se asignan para determinar o confirmar
las caracteristicas de rendimiento de una prueba molecular o un sistema de prueba

antes de que se utilice para realizar pruebas a pacientes. (ss)
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6.2.17. Componentes de la validacion

Segun las normas ISO 9001:2008 e ISO 15189, los componentes de la validacion de
una prueba molecular incluyen la implementacion de un régimen de control de
calidad adecuado. Este consiste en controles de calidad internos y externos para la
nueva prueba molecular o sistema de prueba implementado, el uso de estandares
internacionales y materiales de referencia si estan disponibles, la validacion de la
competencia de los empleados, los procedimientos de calibracion de los
instrumentos utilizados y el monitoreo de los resultados de las pruebas obtenidos en
correlacion con los hallazgos clinicos relacionados con la sensibilidad y especificidad

diagnosticas de la prueba molecular o sistema de prueba.(s9)

6.2.18. Control de calidad

Los Controles internos (CI) son necesarios para excluir resultados falsos negativos
debido a la interferencia de los inhibidores. Para asegurar un control preciso de todo
el sistema de prueba molecular, el Cl debe agregarse a la muestra antes del inicio
del procedimiento de extraccion de acido nucleico. Se puede utilizar un Cl homdlogo
0 heterélogo. ElI ClI homdlogo es una secuencia de ADN (para dianas de
amplificacion de ADN) o una transcripcion in vitro (para dianas de ARN) que consiste
en regiones de unién de cebadores idénticas a las de la secuencia diana, una
secuencia interna aleatoria con una longitud y composicién de bases similares a las
de la secuencia diana, y una regién de union de sonda Unica que diferencia el
producto de amplificacién del CI del producto de amplificacion diana. (o)

Una parte integral del aseguramiento de la calidad es el uso de materiales de
referencia bien caracterizados y facilmente disponibles, para mantener el
aseguramiento de la calidad del laboratorio clinico para pruebas moleculares o
pruebas de sistemas de prueba. Los materiales de referencia se pueden utilizar para
el control de calidad, la verificacion de pruebas o sistemas de prueba, la deteccidon de
errores, el seguimiento del rendimiento de las pruebas y las pruebas de competencia.
Sin materiales de referencia bien caracterizados y facilmente disponibles, es dificil

realizar referencias cruzadas entre ensayos moleculares, pruebas moleculares
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etiquetadas con IVD/CE o aprobadas o autorizadas por la FDA, asi como las
desarrolladas en laboratorio.

Recientemente se ha descrito una jerarquia de materiales de referencia que se basa
en el grado de caracterizacion de cada material. 1)

La categoria superior estd formada por Materiales de referencia 1SO. Estos
materiales son suficientemente homogéneos y estables con respecto a una o mas
propiedades especificas y se han establecido para su uso previsto en un proceso de
medicion). Materiales de referencia ISO han sido proporcionados por organizaciones
como la OMS como organizacion independiente y varios distribuidores comerciales,
incluido el Instituto de Materiales y Medidas de Referencia. La segunda categoria
consta de Materiales de referencia certificados por la ISO, estos materiales se
caracterizan por un procedimiento metrolégicamente valido para una 0 mMas

propiedades especificadas. (61)

6.2.19. Vitro S.A.

Empresa espafiola leader en investigacion, desarrollo, fabricacion y comercializacion
de soluciones diagnésticas integrales en las areas de Patologia Oncolégica y
Patologias Infecciosas.

Trabaja en la mejora del diagnostico a traves del desarrollo de soluciones integrales
disefiadas bajo altos estandares de calidad, que ayudan al profesional sanitario en el
diagndstico, mejorando y optimizando los recursos del laboratorio.

Tiene mas de 30 afios de experiencia en el desarrollo, fabricacién y comercializacion
de reactivos para inmunohistoquimica, diagndstico molecular e instrumentacion. (2)
Calidad acreditada

Vitro S.A dispone de un sistema de gestion que integra calidad y medioambiente,
I+D+i y seguridad de la informacion certificado y/o acreditado conforme a diversas
normativas internacionales de reconocido prestigio. (62)

Conscientes de la importancia que supone garantizar la seguridad de la informacién
gue gestionamos de nuestros clientes, en especial toda la relacionada con datos
referentes a salud, hemos reforzado nuestro compromiso por garantizar la CID

(confidencialidad, integridad y disponibilidad) para todas nuestras actividades. Para
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ello, tenemos implantado y certificado un sistema de gestion de la seguridad de la
informacion bajo la norma ISO 27001. (62

Con el objetivo de cumplir con todos los requisitos y lograr la satisfaccion de nuestros
clientes y partes interesadas, garantizando la proteccion medioambiental, estamos
certificados bajo las normas ISO 9001 y 14001. En cumplimiento de ambas normas
Vitro, S.A. comunica a sus proveedores que su evaluacién se realiza en base a un
indicador basado en la detecciébn de incidencias respecto a los requisitos y
especificaciones que establecemos para los productos y/o los servicios solicitados,
asi como para cumplir con los requisitos del sistema de gestion ambiental de la
organizacion. (62)

De igual forma, nuestro compromiso para fabricar y ofrecer productos de maxima
calidad y garantia nos ha llevado a implantar un sistema de gestion de calidad
certificado bajo la norma ISO 13485 que asegura el cumplimiento de los requisitos
legales aplicables a nuestros productos sanitarios. A nivel internacional, Vitro
también ha obtenido el reconocimiento de sus buenas practicas de fabricacion por
parte de autoridades sanitarias, consiguiendo la certificacibon GMP emitida por
ANVISA. (62

El Laboratorio Clinico de Diagnostico de Master Diagnostica ha obtenido la
acreditacion por la Entidad Nacional de Acreditacion ENAC cumpliendo con los
requisitos establecidos por la norma ISO 15189 Laboratorios Clinicos. Requisitos
Particulares para la Calidad y la Competencia.

Su sistema de gestion medioambiental tiene el objetivo de hacer compatible el
desarrollo de nuestro negocio con la preservacion y el respecto al Medio Ambiente.
Identificamos y medimos los aspectos ambientales de nuestra actividad para conocer
y minimizar el impacto que tienen en el Medio Ambiente. Es compromiso de Vitro S.A
el comunicar la informacion relativa a su desempefio ambiental, la consecucién de

sus objetivos y la mejora de resultados de sus indicadores ambientales. (62)
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Certificados

. Politica de Empresa
. Informe Desempefio Ambiental
° Declaracion de Verificacion del Inventario de Emisiones de Gases de Efecto

Invernadero (Calculo Huella de Carbono)

. ISO 27001 Sistemas de Gestion de Seguridad de la Informacion.

o ISO 9001 Sistemas de gestién de la calidad. Requisitos

J ISO 14001 Sistemas de Gestion Ambiental

o ISO 13485 Productos sanitarios. Sistemas de gestion de la calidad. Requisitos

para fines reglamentarios
o ISO 15189. Anexo Técnico Laboratorios clinicos. Requisitos particulares para
la calidad y la competencia

. UNE 166002 Sistema de Gestion de 1+D+i (Ver Anexo 6)

6.2.20. CoWin BIOSCIENCES

JiangSu CoWin Biotech (CWBIO) proporciona reactivos bioldgicos de alta calidad en
el campo de la investigacion en ciencias de la vida y el diagnostico molecular,
incluidos mas de 1000 productos para extraccion y purificacion de acidos nucleicos,
PCR, PCR en tiempo real, marcadores, preparacion de bibliotecas para
secuenciacion de proxima generacion, conservante de muestras, diagnéstico

molecular y ensayos de proteinas. (63) (Ver anexo 7)
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6.2.21. Prevencion de lainfeccion por VPH

Vacunas

En la actualidad se dispone de tres vacunas contra el HPV autorizadas por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA). La vacuna bivalente
(Cervarix®), la tetravalente (Gardasil®) y la nonavalente (9 Gardasil®). (2)

La vacunacion es la mejor manera de prevenir la infeccion por el VPH, el cancer
cervicouterino y otros canceres relacionados con el VPH. Mediante el cribado se
pueden detectar lesiones precancerosas en el cuello uterino tratables antes de que
deriven en un cancer.

La vacuna no contiene ningun virus vivo ni ADN del virus, por lo que no puede
provocar cancer ni otras enfermedades relacionadas con el VPH. La vacuna contra el
VPH no se utiliza para tratar infecciones o enfermedades causadas por el VPH, sino
para prevenir la aparicion de un cancer. (s4)

Se puede elegir entre tres vacunas contra el VPH:

Bivalente: protege contra dos tipos de VPH (16 y 18) causan alrededor del 70 % de
cancer de cuello uterino).

Tetravalente: protege contra cuatro tipos de VPH (16, 18, 6 y 11) que causan mas
del 90% de las verrugas genitales.

Nonavalente: protege contra nueve tipos de VPH (6, 11 ,16 18, 31, 33, 45, 52 y 58)
gue causan alrededor del 15% de los canceres de cuello uterino. (o)

Las tres vacunas protegen contra el HPV 16 y 18, los cuales causan el 66% de los
canceres cervicales y la mayoria de los canceres vinculados al HPV.

Estas vacunas se administran en forma de inyeccion en un musculo, normalmente en
el brazo. La vacuna se administra preferiblemente a los 11 o 12 afios de edad, pero
su administracién puede comenzar a los 9 afios de edad. Los nifios menores de 15
afos reciben dos dosis; las personas de 15 afios 0 mas reciben tres dosis. (64)

La vacuna contra el VPH Gardasil 9 protege contra la infeccion por nueve tipos de
VPH. Esto incluye los siete tipos que causan la mayoria de los canceres relacionados
con el VPH (tipos 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58) y los dos tipos de riesgo bajo que

causan la mayoria de las verrugas genitales (tipos 6 y 11). (e5)
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Se calcula que la vacuna contra el VPH previene hasta el 90 % de los canceres que

causa la infeccién por el VPH y las verrugas genitales.

El Comité Asesor sobre Practicas de Vacunacion (ACIP) de los CDC recomienda
vacunarse contra el VPH para prevenir las nuevas infecciones por el VPH, ademas

de canceres y otras enfermedades relacionadas con el VPH. (e6)

La vacunacioén contra el VPH ofrece la mayor protecciéon cuando se administra a los

nifios (nifias y varones) entre los 9 y 12 afios. (e4)

El cancer cervicouterino puede prevenirse en gran medida mediante una
combinacion de dos estrategias preventivas: la vacunacion contra el VPH
(prevencion primaria) y el tamizaje y tratamiento temprano del cancer de cuello de
Utero (prevencion secundaria). Para prevenir el cancer cervicouterino, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que las mujeres sean
examinadas mediante una prueba de alta precisiébn como minimo una vez a los 35
afnos y una vez mas a los 45 afos. Estas pruebas pueden detectar precozmente
cambios precancerosos en el cuello del utero que pueden ser tratados evitando que

se desarrolle el cancer cervical. 67)
Momento adecuado de la vacunacién contra el VPH

La vacuna contra el VPH protege mucho mas cuando se administra antes de que una
persona comience a tener relaciones sexuales. Quienes comenzaron a tener
relaciones sexuales quizas se beneficien menos de la vacunacion porque tal vez ya
estuvieron expuestos a algunos de los tipos de VPH sobre los que esta vacuna actla.
(68)

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) recomiendan la
vacunacion de rutina contra el VPH en las nifias y nifios de 11 o 12 afios; es posible
administrar la primera vacuna a los 9 afios de edad. Segun la OMS recomienda que
la vacuna sea mas eficaz y segura entre los 9 a 14 afios de edad antes del inicio de
vida sexual. Las altas coberturas en nifias (>80%) reducen significativamente el
riesgo de infeccion en los nifios. (6s) Quienes no se vacunaron contra el VPH a la

edad recomendada, pueden hacerlo hasta los 26 afios. Algunas personas de entre
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27 y 45 afos que todavia no tienen la vacuna quizas decidan vacunarse después de

consultar con el médico sobre los riesgos de nuevas infecciones por el VPH. (6s)

La vacuna contra el VPH se administra en series de 2 0 3 dosis, segun la edad de la
persona. Los CDC recomiendan que las personas que inician la serie de vacunas
antes de los 15 afios reciban 2 dosis, y quienes inician la serie de vacunas cuando
tienen 15 afios 0 mas, y quienes presentan inmunosupresion debido a ciertas

afecciones, reciban 3 dosis. (69)
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6.3. Marco Conceptual

Acidos nucléicos: Polimero de nucleétidos de elevada masa molecular, constituido
por bases puricas (adenina o guanina) y pirimidinicas (citosina, timina o uracilo), una
pentosa (ribosa o desoxirribosa) y &acido fosférico, agrupados como acidos
desoxirribonucleicos (ADN) o ribonucleicos (ARN) que se ocupan de la conservacion,
transmision y traduccién de la informacién genética. De origen natural, se localiza en
los nucleos, mitocondrias y citoplasma de las células, bacterias y virus; cuando se
combinan con proteinas, se denominan nucleoproteinas. (7o)

Abrasiones: Erosion de una superficie mucocutanea por raspado o friccion. (7o)
Adenocarcinoma: Céancer que se forma en el tejido glandular que reviste ciertos
organos internos. Este tipo de tejido elabora y secreta sustancias en el cuerpo, como
moco, jugos digestivos y otros liquidos. La mayoria de los tipos de cancer de mama,
pulmoén, esofago, estdbmago, colon, recto, pancreas, prostata y utero son
adenocarcinomas. También se llama adenoma maligno, carcinoma adenoide,
carcinoma adenomatoso y carcinoma glandular. (71)

Agua libre de Rnasa: agua pura y de calidad comprobada adecuada para su uso en
todos los experimentos que requieren agua libre de nucleasas, incluidas las
aplicaciones de biologia molecular. (72)

Buffer: Un buffer o solucion amortiguadora es una mezcla de sustancias que se
opone a los cambios de pH. Un buffer es una solucién disefiada para mantener
estables los niveles de pH en un entorno, incluso cuando se afiaden acidos o bases.
Se compone de Un &cido débil y su sal (e.g., acido acético y acetato de sodio) O una
base débil y su sal (e.g., amoniaco y cloruro de amonio). (72)

Célula basal: Célula que se ubica en el estrato basal de un epitelio estratificado.
Célula madre o troncal, redondeada o piramidal, con escaso desarrollo de los
organulos intracitoplasméticos, que se ubica en contacto con la membrana basal
pero no alcanza la superficie libre del epitelio y que, por division y posterior

diferenciacion, sustituye y reemplaza a las células que se descaman en un epitelio.
(73)
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Células madre: Célula que, por division, da lugar a dos 0 mas células hijas. Célula
indiferenciada con capacidad para autorrenovarse de forma ilimitada o prolongada y
para dar origen a células diferenciadas de uno o varios linajes. El resultado final es
una division asimétrica que origina una célula hija idéntica a la célula madre y otra
célula hija que inicia un programa de diferenciacion celular. Las células madre se
clasifican, atendiendo a su potencialidad para diferenciarse en distintos linajes, como
células totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes; o bien atendiendo a la
etapa de la vida, como células madre embrionarias, células madre adultas y células
madre fetales, que incluyen las del corddn umbilical. Las células madre son
responsables del desarrollo y mantenimiento de las poblaciones y tejidos corporales,
y se utilizan en medicina regenerativa para la terapia celular y para construir tejidos
artificiales por ingenieria tisular. (73)

Condilomas: Lesion clinica papulosa, queratinocitica, no dolorosa, de forma y
tamano diverso, de consistencia firme y elastica, de superficie lisa 0 verrucosa, que
se localiza en los genitales masculinos o femeninos o en la region anal. Se distingue
entre condiloma plano y condiloma acuminado, que incluye el condiloma gigante. (73)
Cauterio: Aparato para la destruccion de los tejidos, con formacién de la
consiguiente escara, por la accion del calor (termocauterio de Paquelin), del frio, de
la corriente eléctrica (galvanocauterio) o de sustancias causticas. (73)

Cancer: Término que describe las enfermedades en las que hay células anormales
gue se multiplican sin control e invaden los tejidos cercanos. Es posible que las
células cancerosas también se diseminen a otras partes del cuerpo a través de los
sistemas sanguineo y linfatico. (74

Céapside: Cubierta proteinica que envuelve y protege el acido nucleico viral. Esta
compuesta por multiples subunidades de proteinas o capsomeros codificados por el
acido nucleico y suele adoptar una simetria icosaédrica o helicoidal. capside viral,
cubierta, cubierta proteinica, cubierta viral. (73)

Cuello uterino: Extremo final y estrecho del utero (matriz) que conecta el Utero y la
vagina (canal del parto). El cuello uterino permite que los fluidos, como la sangre
menstrual, pasen del Utero a la vagina, y se ensancha durante el parto. El cuello

uterino consta de dos partes principales: el ectocérvix y el endocérvix. El ectocérvix
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es la parte externa del cuello uterino que se ve durante un examen pélvico. El
endocérvix es la parte interna del cuello uterino que forma un canal que conecta la
vagina con el Utero. El area donde se unen el endocérvix y el ectocérvix se llama
union escamocolumnar (también recibe el nombre de zona de transformacion). La
mayoria de los cambios celulares anormales y canceres de cuello uterino comienzan
en las células escamosas (células delgadas y de aspecto plano al microscopio) de la
unién escamocolumnar. También se llama cérvix uterino y cuello del Gtero. (75)
Carcinoma: Cancer que empieza en la piel o en los tejidos que revisten o cubren los
organos internos. ()

Condilomas acuminados: vegetaciones color blanco grisaceo, rosado o rojo (cresta
de gallo), condiloma acuminado gigante. (73)

Cribado: Aplicacion de un método diagnostico al maximo numero posible de sujetos
aparentemente sanos de una poblacién para el reconocimiento temprano y selectivo
de enfermedades o de trastornos extendidos o evitables, con el fin de adoptar
medidas profilacticas y terapéuticas, una vez completado el estudio de los casos
detectados. Deteccion sistematica, examen colectivo, identificacion sistematica,
screening, tamizaje. Se usa con frecuencia de manera laxa como si fuera sinénimo
de — diagndstico precoz. (73)

Citologia: Disciplina cientifica que se ocupa de la investigacion y del conocimiento

de las células. Material 0 muestra extraidos para estudio citologico o citodiagnéstico.
(73)
Detergentes: Que limpia o purifica. Que disminuye la tensién superficial del agua y

tiene accion humectante, dispersante y emulsionante con formacién de espuma, lo
gue determina propiedades limpiadoras. (73)
Epitelio: Poblacién o tejido constituidos por células epiteliales. (73)
Epitelio estratificado: Epitelio constituido por dos o0 mas capas de células. (73)
Genotipificacion o genotipado: Proceso de laboratorio para analizar el ADN de la
linea germinal de un individuo con el fin de identificar nucleétidos o bases especificas
gue permiten determinar la presencia de ciertas variantes. El genotipado es diferente
de la secuenciacion, en la que se analizan todos los nucleo6tidos de un segmento de
ADN con una longitud especifica (por ejemplo, en un gen). (74)
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Genoma: Dotacion total de los genes presentes en una célula, tanto nucleares como
extranucleares, codificantes o no, que constituye el material genético hereditario. La
mayoria de los organismos tienen un genoma constituido por ADN, pero algunos
virus tienen un genoma de ARN. (73)

Genotipos: Constitucion genética propia de una célula o un organismo; conjunto de
los genes heredados por un individuo. (73)

Génicos: Perteneciente o relativo a los genes. (73)

Heparan sultato: Glucosaminoglucano, polimero de unidades repetitivas de
disacéridos, cada una compuesta de un residuo de glucosamina unida a un acido
urénico, que puede ser acido glucurénico o L-idurénico y puede estar sulfatado. Los
residuos de glucosamina con frecuencia tienen sustituyentes de grupos de acetilo o
sulfato. Posee propiedades estructurales que se manifiestan en las membranas
celulares y en el tejido conjuntivo. Frecuentemente se unen a las proteinas para
formar  proteoglucanos.  Patologicamente se  acumula en  diferentes
mucopolisacaridosis, como los sindromes de Hunter, Hurler o de Sanfilippo.(73)
Hibridacion: Proceso por el que se asocian dos cadenas de &cidos nucleicos
complementarias para formar moléculas de doble cadena con dos hebras de ADN o
una hebra de ADN y otra de ARN. Esta técnica se utiliza experimentalmente para
detectar secuencias especificas de ADN o de ARN. (73)

Intraepitelial: Situado entre las células que forman un epitelio. Que ocurre o tiene
lugar entre las células que forman un epitelio. (73)

Inflamacidn: Reaccion de respuesta del organismo ante una agresion fisica, quimica
o biolégica que asienta en tejidos vascularizados y que se caracteriza por la
exaltacion de los mecanismos fisiolégicos de eliminacion, con objeto de trasladar
materiales de defensa al lugar de la agresion, destruir, eliminar o encapsular los
agentes lesivos o los tejidos alterados por ellos y reparar o reconstruir los defectos
producidos. La inflamacion puede ser aguda o crénica; en la primera, de comienzo
rapido y corta duracién, predominan los fendmenos exudativos, mientras que en la
segunda, de mayor duracion, lo hacen los linfocitos y macréfagos y se observan

proliferacion vascular y fibrosis. (75)
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Infeccion: Accion o efecto de infectar o de infectarse. Entrada, implantacion y
multiplicacion de un microbio patégeno en el organismo, con estimulacién posterior
del sistema inmunitario, aunque no siempre produzca enfermedad. (75)

Lesion: Alteracion morfoestructural que los agentes patdgenos, sean fisicos,
guimicos o bioldgicos, causan en el organismo en cualquiera de sus niveles de
organizacion: molecular, celular, tisular, anatémico, corporal o social. (75)

Lisis: Destruccion o disolucién de una célula originada por la accién de enzimas o de
diversos agentes, toxicos, fisicos o quimicos. (75)

Micro abrasiones: Las micro abrasiones en la piel o mucosas son pequefias heridas
gue pueden permitir la entrada del virus del papiloma humano. (7s)

Monoclonal: Procedente de una sola célula o de un solo clon celular. (75

Muerte citopatico: dafio celular causado por un agente externo, cComo un virus o
una sustancia quimica toxica. (7s)

Nucleasas: Cada una de las enzimas que degradan los &acidos nucleicos a
oligonucleotidos y nucledtidos por ataque de los enlaces fosfodiéster. Pueden ser
tanto endonucleasas como exonucleasas y pueden tener cierta especifidad para
ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos. Se encuentran en los jugos digestivos. (34)
Prevalencia: Proporcion entre el numero de casos de una enfermedad, nuevos y
antiguos, y el numero total de sujetos en riesgo. (75

Proteina: Macromolécula constituida por una o varias cadenas de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos (-CO-HN-). Las proteinas naturales contienen
solamente 21 aminoacidos diferentes, contienen mayores cantidades de nitrégeno
comparadas con los otros principios inmediatos, azucares y grasas, y coagulan y
precipitan a temperaturas altas o pH acido. Las proteinas tienen funciones
estructurales, pero sus propiedades mas distintivas son las cataliticas, creando un
entorno adecuado para favorecer interacciones especificas con otras moléculas, lo
gue les permite actuar como enzimas, transportadores, hormonas, receptores,
anticuerpos, etc. (75)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa. Es una técnica confiable y precisa de
diagnosticar ciertas enfermedades infecciosas, algunos tipos de cancery ciertos

cambios genéticos. Las pruebas buscan pequefias cantidades de material genético
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de un patogeno (el organismo que causa una enfermedad) o células anormales en
una muestra de sangre, saliva, mucosidad o tejido. (77)

Precipitacién: Accién o efecto de precipitar o de precipitarse. (75)

Precipitar: Hacer que una sustancia disuelta o en suspension se deposite en forma
sélida en el fondo de un recipiente. Depositarse en el fondo de un recipiente una
sustancia disuelta o en suspension. (7s)

Queratinocito: Célula propia o intrinseca del tejido epitelial plano estratificado
caracterizada por tener una forma y una estructura variables en el curso de su
diferenciacion y por estar destinada a queratinizarse. El queratinocito activado
segrega sustancias (interleucinas, factores de crecimiento, etc.) que actlian sobre las
células del propio epitelio y del tejido conjuntivo subyacente. La poblacion
gueratinocitica se renueva de forma permanente, de modo que existe un equilibrio
entre las que se descaman y las que se forman en el estrato basal del epitelio. (75
Ulceras: Excavacion o solucion de continuidad creada en piel o mucosas, revestida
en su fondo por un tejido de granulacion, y sin tendencia a la cicatrizacion. No debe
confundirse con "herida" (— herido, -da [3]) ni con — erosion; la tendencia nula a la
cicatrizacion constituye una diferencia importante entre la Ulcera y la herida. (75)

Virus: Particula infecciosa de pequefio tamafio, de 18 a 300 nm, invisible al
microscopio optico. Contienen ADN o ARN. El &cido nucleico virico y las proteinas
necesarias para la replicacién y la patogenia estan envueltos en una capside
proteinica, con o sin una envoltura lipidica, los virus necesitan células hospedadoras
para su replicacion.(sa)

Virion: Particula virica compuesta por un genoma de ARN o ADN capaz de codificar
las enzimas necesarias para su replicacién y los componentes estructurales. Los

virus son parasitos celulares estrictos. (75)
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7. HIPOTESIS

La prevalencia de genotipos del virus del Papiloma Humano (VPH) en pacientes
ginecologicas se presenta en mujeres entre 35 a 50 afios que residen en areas
urbanas. Predominan los genotipos de alto riesgo, con una frecuencia inferior al 35%.
Asimismo, las coinfecciones por genotipos de alto riesgo presentan una prevalencia

menor al 25%.
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8. VARIABLES

8.2. Variables Independientes

Edad: Rango etario de las pacientes ginecologicas atendidas en consulta externa.
Procedencia: Lugar de residencia habitual del paciente. Se clasifica en zona urbana
0 zona rural, con el objetivo de identificar posibles diferencias en la frecuencia de

genotipos segun el entorno geogréfico.

8.3. Variables Dependientes

Genotipos del virus de papiloma humano: Identificacion y clasificacién de los tipos
de VPH presentes en la muestra, agrupados segun su nivel de riesgo oncogénico:

e Altoriesgo: 16, 18, 31, 33, etc.

e Bajoriesgo: 6, 11, etc.
Esta variable permite establecer la prevalencia de cada genotipo dentro de la
poblacién estudiada.
Coinfeccidn entre genotipos:
Presencia simultdnea de dos o méas genotipos del VPH en una misma paciente. Se
clasifica en:

e Coinfeccion de alto riesgo

e Coinfeccion de bajo riesgo

e Coinfeccion combinada (alto y bajo riesgo)
Su andlisis permite conocer la frecuencia de infecciones multiples y su posible

asociacion con factores como edad o procedencia.
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8.4. Operacionalizacion de Variables
Variable Definicion Definicién Definicién Instrumental
Conceptual Operacional Dimensién Indicadores
Edad Es el lapso delVariable Numérica
tiempo guelLos datos se
transcurre desdejobtuvieron al|15-20 afos
el nacimientolsacar dell21-30 afios Frecuencia
hasta el momento|cuaderno de|31-40 afios porcentual |
de referencia registro dell41-50 afnos relativa
laboratorio del>61 afios
Biologia
Molecular.
Es el sitio, lugarlLos datos se
del que procedelobtuvieron del Frecuencia
. . Urbano
Procedencia |Juna persona,|sistema SICE deIR I porcentual Y|
ura
nace o deriva deflaboratorio de [relativa.
algun lugar. Biologia Molecular
Alto riesgo:
Los datos se|16,18,31,33,35,3
) obtuvieron al|9,45,51,52,56,58
Los genotipos del|
) sacar dell,59,66,68,73 | _
_ virus del Frecuencia
Genotipos _ cuaderno de|82.
Papiloma _ _ _ porcentual Y
de VPH [registro dellBajo riesgo: _
Humano  (VPH) ' relativa
) laboratorio del6,11,40,42,43,44
son las versiones| )
_ |Biologia /55,61,62/81,67,
de la secuencia
Molecular. 69,70,71,72.
de ADN de este _
_ [No determinado
VIrus. Los

a7




genotipos de VPH
se clasifican en

de alto y bajo

riesgo, y  se€
asocian con
diferentes  tipos
de cancer |
verrugas
. Los datos se
Se refiere a Ia _
_ _ |obtuvieron al
presencia de mas . .
_ sacar dellAlto riesgo, Bajo _
de wun tipo de _ Frecuencia
. y ) cuaderno defriesgo,
Coinfeccion |virus dell _ porcentual Y
. [registro dellCombinado .
Papiloma ) [relativa.
laboratorio de]AR+BR
Humano  (VPH)| ]
Biologia
en una persona
Molecular.
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9. DISENO METODOLOGICO

9.1. Tipo de Estudio

Este estudio se llevd a cabo como una investigacion epidemiologica descriptiva,
analitica, retro-prospectiva y transversal.

Descriptivo: A través de este enfoque descriptivo, se busca identificar, cuantificar y
clasificar la frecuencia de cada genotipo detectado en pacientes ginecoldgicas.
Analitico: Este enfoque permite entender si variables como la edad o procedencia
estan asociadas con un mayor riesgo de infeccion por VPH, contribuyendo a la
formulacion de politicas de salud publica basadas en evidencia.

Retro-prospectivo: es una investigacion que combina elementos de los enfoques
retrospectivos y prospectivos. Se refiere a la revision de datos pasados y su andlisis
con el fin de generar hipotesis o predicciones sobre el futuro.

Transversal: en la presente investigacion se recolectaron datos en un tiempo

determinado y en una sola ocasion.

9.2. Areade estudio

La investigacion se llevd a cabo en el Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland
Rodriguez, el area de Biologia Molecular, un hospital puablico de tercer nivel en
Santa Cruz de la Sierra, Bolivia; donde la poblacién de estudio incluyé un total de
3.483 pacientes que asisten a consulta externa, de las cuales se analizaron 735
muestras de cepillado endocervical durante los meses de enero a agosto del 2024

para determinar la presencia de genotipos del virus del Papiloma Humano (VPH).
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9.3. Universo y Muestra

9.3.1. Universo

El universo comprende a 3.483 mujeres que asistieron a consulta externa del
Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez durante los meses de enero a
agosto del 2024.

9.3.2. Muestra

La muestra que se tomé fué de 735 pacientes ginecolégicas que asistieron a
consulta externa del Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez en la ciudad de

Santa Cruz de la Sierra. (Muestreo probabilistico por conveniencia).
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Procedimiento

9.4.

9.4.1. Procedimiento general del proceso de investigacion
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9.4.2. Procedimiento especifico de lainvestigacion
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9.5. Materiales

9.5.1. Materiales de laboratorio

Medio de transporte
Punteras

Alcohol

Hipoclorito de sodio
Micropipetas de 100, 50, 10, 5 microlitros.
Tubos colectores
Eppendorf de 1,5ml.
Gradillas

Guantes de nitrilo
Barbijo

Gorro descartable

Bata descartable
Cuaderno de resultados

Cuaderno de registro de pacientes

AN Y N N N U N N Y N N N

Agua libre de Rnasa

o
o
[N

. Equipos de laboratorio

Termoblock

Termociclador

HybriSpot 12

Vortex

Cabina se seguridad biologica clase 2
Microcentrifuga

Computadoras

Camara para leer los resultados de la hibridacion

NN N N N N N RN

Heladeras



9.5.3. Reactivos

Reactivos de extraccion:

o Buffer Lisis

o Isopropanol

o Washing Buffer 1

o Washing Buffer 2

o Agua Free Rnasa
Reactivos de Hibridacion:

o Chips de VPH

o Reactivo A

o Reactivo B

o ReactivoC

o ReactivoD

o Reactivo E

o Reactivo F

9.5.4. Muestrabiol6gica

Muestra biologica de cepillado endocervical en medio de transporte. (DISPOSABLE
SAMPLING KIT .-GUANGDONG ARDENT BIOMED CO.,LTD.
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9.6. Instrumento de Captura de Datos

e Formularios digitales Google

En esta investigacion se utilizé Formularios de Google para recolectar y organizar los

datos sobre resultados positivos, negativos y no determinados que estaban

registrados en los cuadernos de resultados del area de Biologia Molecular. Permitio

recopilar la informacién de los meses de enero a agosto del 2024 de manera rapida,

ordenada. (Ver anexo 9)

e Microsoft Excel 10 para la realizacion de tablas y graficos.

Para esta investigacion, se utilizé Excel como herramienta principal para la creacién

de graficos, los cuales se generaron a partir de los datos analizados previamente con

el programa SPSS 26. Excel fue clave porque permitié transformar los resultados

estadisticos obtenidos en representaciones graficas faciles de interpretar. Esta

combinacion de herramientas asegurd un analisis 6ptimo.

(Ver anexo 10)

e Programa SPSS STADISTICS version 26 para el analisis y correlacion de
datos.

Se utiliz6 el programa SPSS 26 para analizar los datos y relacionar las variables

estudiadas, (chi cuadrado), permiti6 procesar la informacion de manera precisa y

realizar andlisis estadisticos detallados, se puede identificar como se relacionan las

variables independientes con las dependientes. El programa facilito la generacion de

tablas confiables.

(Ver anexo 11)

e Servicio de estadisticay epidemiologia.

El servicio de Estadistica y Epidemiologia fue una fuente fundamental para obtener

informacion sobre los pacientes que asisten a consulta externa de ginecologia en la

Maternidad Percy Boland. Se accedido a datos detallados sobre el namero de

pacientes que acudieron durante los meses de enero a agosto. Esta informacién

sirvié para analizar la poblacion estudiada, tener un panorama claro sobre la cantidad

de pacientes atendidos en este periodo.
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10. PRESENTACION DE DATOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1. Identificacion de la frecuencia de genotipos de VPH de alto riesgo y bajo
riesgo en pacientes ginecoldgicas atendidas en consulta externa del
Hospital Municipal Dr. Percy Boland Rodriguez durante el periodo enero-
agosto 2024, mediante el analisis de resultados de pruebas moleculares
de genotipificacion.

Gréfico 1. Frecuencia de la deteccidn del virus de Papiloma Humano en pacientes

ginecoldgicas.

Frecuencia de la deteccion del virus de Papiloma Humano en
pacientes ginecoldgicas atendidas en consulta externa del HMDPBR
en Santa Cruz, de enero a agosto del 2024

NO
DETERMINADO
1,4% POSITIVO
(10) 33,1%

(243)

NEGATIVO
65,6%
(482)

Interpretacion: Deteccion de casos positivos, negativos y no determinados del
VPH en pacientes ginecolOgicas que asistieron a consulta externa; de acuerdo al
total de muestras incluidas en el trabajo de investigacion (735) se identificaron 243
(33.1%) como positivas para algunos de los genotipos del virus papiloma humano, al
igual que 482 (65.6 %) se reportaron negativas para los genotipos del virus de
papiloma humano, de igual forma se obtuvieron 10 (1.4%) resultados para genotipos
no determinados.

Fuente: Elaboracién propia.
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Gréfico 2. Frecuencia de genotipos de alto riesgo y bajo riesgo de Virus de Papiloma
Humano.

Frecuencia de genotipos de alto riesgo y bajo riesgo de Virus de
Papiloma Humano del total de casos positivos en pacientes
ginecologicas que asistieron a consulta externa del HMDPBR en Santa
Cruz, de enero a agosto del 2024.

BAJO RIESGO
24,7%
(60)

ALTO RIESGO
75,3%
(183)

Interpretacion: En el presente grafico podemos observar Frecuencia y distribucion
porcentual de acuerdo a la clasificacion del virus del papiloma humano del total de
casos positivos de pacientes ginecolégicas que asistieron a consulta externa del
HMDPBR. Se diferencié de acuerdo a la clasificacion de genotipos del Virus de
Papiloma Humano de AR y BR; los casos de pacientes que presentaron genotipos de
AR son 183 casos (75,3%) y genotipos de BR con 60 casos (24,7%).

Fuente: Elaboracion propia.
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Gréfico 3. Frecuencia de Genotipos de alto riesgo del virus del Papiloma Humano

(VPH) que se presentaron en el trabajo de investigacion.

Frecuencia de genotipos de alto riesgo del Virus de Papiloma Humano de
pacientes ginecologicas que asistieron a consulta externa en el HMDPBR en

12% A% Santa Cruz de enero a agosto del 2024.
28 ’ o
12% - (28) (27) 10,5% (1213
(25)
10% - 8%
(19) 7,2%
i (17)
8% 5,9%
5,1% (14)

(12) 4,2%
(10) 3,4%

\o)

PORCENTAIE
o
X

S
X

3%
(7) 2,1%
(5)

1,3% L7%
(4)

(2)
0,4% '/

0% T T T T T T T T
16 18 31 33 35 39 45 51 52 53 56 58 59 66 68 72 73 82

GENOTIPOS DE ALTO RIESGO

Interpretacion: En el presente grafico se analizé sobre los 243 casos positivos de
pacientes que asistieron a consulta externa donde se observé que algunas pacientes
presentaron mas de un genotipo de alto riesgo, lo que refleja un aumento en el total
de genotipos de alto riesgo observados. Los genotipos de alto riesgo mas frecuentes
son el 16 (12%), el 18 (11,4%), el 59 (11%) y el 52 (10,5%). Les siguen el 31 y el 58
(8% cada uno), el 51 (7,2%), el 45 (5,9%), el 39 (5,1%) y el 66 (4, 2%).Con menor
prevalencia estan el 68 (3,4%), el 33 y el 56 (3%), el 35y el 53 (2,1%), el 82 (1,7%),
el 73 (1,3 %) vy, finalmente, el 72 (0,4%), siendo este Ultimo el menos frecuente. Esta
distribucion resalta que los genotipos 16, 18, 59 y 52 son los mas predominantes.

Fuente: Elaboracion propia.
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Gréfico 4. Frecuencia de Genotipos de Bajo Riesgo del virus del Papiloma Humano

gue se presentaron en el trabajo de investigacion.

Frecuencia de Genotipos de Bajo Riesgo del Virus de Papiloma Humano en
pacientes ginecoldgicas que asistieron a consulta externa en el HMDPBR en
Santa Cruz, de enero a agosto del 2024.
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Interpretacion: En el presente grafico se analizo sobre los 243 casos positivos de
pacientes que asistieron a consulta externa donde se observo que algunas
pacientes presentaron mas de un genotipo de bajo Riesgo, lo que refleja un
aumento en el total de genotipos de bajo riesgo observados. Segun los datos
presentados se observa que el genotipo con mayor frecuencia es el 71, con 19
casos (15,6%), seguido por el genotipo 42 (13,1%). Los genotipos 40 y 61 presentan
una frecuencia de 12 cada uno representando el (9,8%), mientras que el genotipo
54 representa el 9%. Luego el genotipo 43 se presenta con un 7,4%, y los genotipos
44/55 y 62/81 tienen un 6,6% cada uno. Por otro lado, los genotipos 6, 67, 69y 70
presentan una frecuencia de 5 cada genotipo representando un porcentaje del
4,1%, seguido por el genotipo 72, que alcanza el 2,5%. Finalmente, los genotipos

con menor frecuencia son el 11 y el 84, ambos con el 1,6%.

Fuente: Elaboracion propia.
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10.2. Asociacion entre los genotipos de AR y BR de VPH identificados con los
rangos etarios de las pacientes que asistieron a consulta externa en el
HMDPBR de enero a agosto del 2024.

Gréfico 5. Frecuencia del rango etario de casos positivos de VPH de pacientes

ginecoldgicas que asistieron a consulta externa del hospital.

Frecuencia del Rango etario de casos positivos del virus de Papiloma
Humano de las pacientes ginecol6gicas que asistieron a consulta
externa en el HMDPBR en Santa Cruz de enero a agosto del 2024.
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Interpretacién: En el presente grafico podemos observar la Frecuencia del Rango
etario de casos positivos de VPH, indica que el grupo de 41-50 afios es el mas
prevalente, con 65 casos (26,7%), seguido de 31-40 afios., con 64 casos (26,3%). En
tercer lugar, de 21-30 afos, con 44 casos (18,1%), y en cuarto, el de 51-60 afios, con
42 casos (17, 3%).Los mayores de 61 afios representan 22 casos (9,1%), mientras
gue el rango con menor porcentaje es el de 15-20 afos, con 6 casos (2,5%). Esto
evidencia una alta frecuencia en edades medias y una disminucion hacia los
extremos etario.

Fuente: Elaboracion propia.
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Gréafico 6. Asociacion entre genotipos de AR y BR de VPH y rango etario de las

pacientes ginecoldgicas.

Asociacion entre los genotipos de AR y BR de Virus de Papiloma
Humano y rangos etarios de pacientes ginecoldgicas que asistieron a
consulta externa en el HMDPBR en Santa Cruz de enero a agosto del

2024
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Interpretacién: Segun el presente grafico de casos positivos de VPH en pacientes
ginecoldgicas atendidas en consulta externa del HMDPBR desde enero a agosto
de 2024 muestra que, en los casos de alto riesgo (AR), el rango etario mas frecuente
es de 31-40 afos con 54 casos (22,2%), seguido del grupo de 41-50 afios con 48
casos (19,8%), 21-30 afos con 34 casos(14%), 51-60 (10,3%), mayores de 61 afos
(7%), finalmente los que tienen menor frecuencia son los de 15-20 afos con el (
2,1%). En cuanto a los casos de bajo riesgo (BR), el rango mas frecuente es el de
41-60 aflos con 17 casos (7%), seguido de los grupos de 21-40 afios con 10 casos
cada uno (4%). Las mujeres mayores de 61 afos registran 5 casos (2,1%), mientras
gue el rango de 15-20 afios presenta el menor porcentaje con solo 1 caso (0,4%).

Fuente: Elaboracién propia.
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10.3. Relacion entre los genotipos de ARy BR de VPH detectados y el lugar de
procedencia (urbana/rural) de las pacientes que asistieron a consulta

externa.

Gréfico 7. Correlacion entre los genotipos de AR y BR del VPH y procedencia de

pacientes ginecoldgicas que asistieron a consulta externa.

Correlacion entre los genotipos de AR y BR del Virus de Papiloma
Humano y el lugar de procedencia de pacientes ginecoldgicas
atendidas en consulta externa en el HMDPBR, en Santa Cruz desde
enero a agosto del 2024.
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Interpretacién: Segun el presente gréfico indica la frecuencia de casos positivos
de VPH en pacientes ginecolégicas atendidas en consulta externa del HMDPBR
desde enero a agosto de 2024 muestra que, en los casos de alto riesgo (AR) la
procedencia es mayormente urbana con 163 pacientes (67,1%) y los tipos de bajo
riesgo (BR) son 58 pacientes (23,9%); por otra parte en el area rural tenemos menor
frecuencia en cuanto al tipo de VPH de alto riesgo 10 (8,2%) y de bajo riesgo con
solo 2 pacientes(0,8%).
Podemos interpretar que los casos positivos de AR y BR son de procedencia urbana
con 221 casos (91 %) y de procedencia rural 20 casos (9%).
Fuente: Elaboracion propia.
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10.4. Frecuencia de las coinfecciones multiples por VPH segun su

clasificacion de riesgo (alto riesgo, bajo riesgo o combinado).

Gréfico 8. Frecuencia de coinfecciones de VPH en pacientes ginecoldgicas

atendidas en consulta externa del HMDPBR.

Frecuencia de Tipos de Coinfecciones de VPH (AR, BR y combinados
AR+BR) que presentaron las pacientes ginecologicas que asistieron a
consulta externa del HMDPBR en Santa Cuz, de enero a agosto del
2024
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Interpretacién: En este gréfico podemos observar que en la clasificacion de
genotipos de Alto Riesgo y Bajo riesgo se presentaron coinfecciones de AR, BR y
combinados entre AR + BR gque son un total de 81 casos de pacientes ginecoldgicas
gue presentaron mas de un genotipo de VPH. Podemos observar que hay mayor
prevalencia de coinfecciones combinadas con genotipos entre AR+BR con 46 casos
(55,7%); seguido de coinfecciones de AR con 26 casos (32,9%); finalmente con
menor frecuencia fueron las coinfecciones de BR con 9 casos (11,4%)

Fuente: Elaboracion propia.
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Gréfico 9. Frecuencia de coinfecciones multiples por diversos genotipos que

presentaron las pacientes que acudieron a consulta externa del HMDPBR.

Frecuencia de coinfecciones multiples por diversos genotipos que
presentaron las pacientes ginecoldgicas que se atendieron en el
HMDPBR en Santa cruz, de enero a agosto del 2024
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Interpretaciéon: En el presente grafico podemos observar que las coinfecciones con
2 genotipos fueron del 37% (AR+BR). En alto riesgo (AR), estas constituyeron el
22%, y en bajo riesgo (BR), el 10%. Las coinfecciones con 3 genotipos representaron
un 10% en AR y AR+BR, pero solo el 1% en BR.

Coinfecciones con 4 o mas genotipos fueron exclusivas de AR+BR, con frecuencias
decrecientes: 4 genotipos (5%), 5 genotipos (4%) y 6 genotipos (1%). En total, AR el
32,1%, BR el 11,1% y AR+BR el 56,8% de los casos.

Fuente: Elaboracion propia.
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10.5. Aprobacién del informe técnico y presentacion de resultados mediante
una encuesta sobre la prevalencia de Virus de Papiloma Humano en
pacientes ginecoldgicas de consulta externa, presentado al personal del

hospital designado. (Ver Anexo 12)

Gréfico 10. Encuesta sobre la aprobacion del informe técnico al personal del hospital

designado.

¢Aprueba el informe técnico presentado? ILJ Copi

3 respuestas

@® Si, lo apruebo
@ Si, con cbservaciones menores

Si, lo apruebo No lo apruebo

3 (100%) @ No estoy segura

Interpretaciéon: En la presente captura de imagen podemos observar que el 100%
de las personas encuestadas aprueban el informe técnico presentado al personal del
hospital designado.

Fuente: Elaboracién propia.
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11. CONCLUSIONES

La investigacion realizada en el Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez en
Santa Cruz de la Sierra durante los meses de enero a agosto de 2024 analizé 735
muestras de mujeres de diferentes edades y procedencias. Este trabajo fue enfocado
en la genotipificacion del Virus del Papiloma Humano (VPH), que aporté informacién
para comprender la prevalencia de los genotipos en la region.

Se determin6 una prevalencia del 33,1% de virus de papiloma humano en pacientes
ginecolodgicas que asistieron a consulta externa del hospital de la mujer Dr. Percy
Boland Rodriguez de enero a agosto del 2024.

Los genotipos de alto riesgo representaron el 75,3 % de los casos positivos, lo que
confirma su relevancia como agentes asociados al desarrollo de lesiones
precancerosas y cancer cervicouterino. Los genotipos de alto riesgo mas prevalentes
fueron el VPH 16 (12%), VPH 18 (11,4%), VPH 59 (11%) y VPH 52 (10,5%).

Por otro lado, los genotipos de bajo riesgo abarcaron el 24,7%, siendo los mas
frecuentes el VPH 71 (15,6%) y el VPH 42 (13,1%), relacionados principalmente con
lesiones benignas.

De acuerdo al rango de edad y genotipos de virus de Papiloma Humano con mayor
frecuencia fué en mujeres entre 31-40 afios (22,2%) y 41-50 afos (18,8 %)
presentaron genotipos de alto riesgo.

Entre la procedencia y tipo de virus de papiloma humano se determind que en este
trabajo llegaron a presentar mayor prevalencia genotipos de alto riesgo con un 67,1%
en zonas urbanas de santa cruz.

Se determind que los tipos de coinfecciones mas prevalente ocurrieron con la
presencia de 2 genotipos combinados de alto y bajo riesgo, con un 37%. Es decir
gue hay una mayor prevalencia con la presencia de 2 genotipos, uno de alto riesgo y
1 genotipo de bajo riesgo en las pacientes ginecoldgicas que asistieron a consulta
externa del hospital.

En cuanto al informe técnico, dicho documento fue presentado, evaluado y aprobado
por el personal designado del Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez,

reconociendo su validez técnica y claridad en la presentacion de resultados.
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En la hipdtesis planteada se esperaba que la mayor prevalencia de VPH se dé en
mujeres de 35 a 50 afios de procedencia urbana, predominando los genotipos de alto
riesgo, con coinfecciones de alto riesgo menores al 25%.

Podemos decir que la hipotesis se cumple parcialmente ya que los genotipos de alto
riesgo fueron los mas prevalente en paciente de procedencia urbana; en cuanto al
rango de edad fue inferior a la esperada, concentrdndose en el grupo de 31 a 40
afos. Asimismo, se observd una mayor proporcion de coinfecciones combinadas
(alto y bajo riesgo), y no exclusivamente de alto riesgo, superando el porcentaje
estimado (<25%) al alcanzar un 37%.

Estos hallazgos destacan la importancia de implementar estrategias de deteccion
temprana y programas de vacunacion dirigidos a los genotipos de alto riesgo y bajo
riesgo mas prevalentes, como medida para reducir el riesgo de lesiones
precancerosas y cancer cervicouterino. Ademas, subrayan la necesidad de fortalecer
la vigilancia epidemiologica en la region, enfocandose en la caracterizacion
genotipica del VPH para orientar politicas de salud publica mas efectivas en Santa

Cruz.
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12. RECOMENDACIONES

Dirigidas al Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez:

v" Promover campafias de educacion a los pacientes sobre los factores de riesgo
y la importancia de los controles ginecoldgicos regulares.

v/ Capacitacion al personal de salud para brindar orientacién adecuada sobre el
VPH durante las consultas, enfatizando la relacién entre la persistencia de la
infeccion y el desarrollo de cancer cervicouterino.

v' Realizar capacitaciones periddicas al personal de laboratorio sobre nuevas
técnicas de deteccion del VPH.

v' Implementar campafias de concientizacion sobre la importancia de la
vacunacion contra el VPH, especialmente en nifias y adolescentes antes del
inicio de la vida sexual en zonas rurales y urbanas de Santa Cruz.

Dirigidas a la Universidad Evangeélica Boliviana:

v" Realizacion de conferencias de actualizaciones sobre la problemética del VPH
en las mujeres de Bolivia a los estudiantes de la facultad de salud.

v' Realizacion de conferencia sobre actualizacién de técnicas moleculares para
la deteccion del virus de Papiloma Humano y lo que puede llegar a causar en
las mujeres.

v' Establecer alianzas entre universidades, hospitales para fortalecer estrategias
de prevencion y tratamiento del VPH.

Dirigidas a la Carrera de Bioquimica y Farmacia:

v' Fomentar la realizacion de investigacion a los estudiantes de la carrera de
bioguimica y farmacia.

v" Promover las préacticas de pruebas de biologia molecular como PCR e
hibridacion reversa en laboratorios de la facultad y/o précticas pre-
profesionales.

v" Fomentar estudios adicionales sobre la prevalencia y distribucion de los
genotipos de VPH en diferentes regiones de Bolivia, permitiendo generar

datos mas precisos para la toma de decisiones en salud publica.
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ANEXO



Anexo 1. Imagen ilustrativa de recoleccién de la toma de muestra (cepillado

endocervical)

Fuente: Articulo- autora Dra. Alejandra Herrera-Especialista en ginecologia y
Obstetricia.

Anexo 1. Kit de Extraccion de ADN/ARN viral utilizado en el presente trabajo de

investigacion.

Fuente: Fotografia del kit completo de extraccion del ADN viral de la marca CWBIO
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Anexo 2. Procedimiento de extraccion del ADN viral de las muestras de cepillado

endocervical que llegan de consulta externa.

Fuente: Fotografia del procedimiento de extraccion de ADN viral de las muestras de

cepillado endocervical de consulta externa en el area de extraccion del Area de

Biologia Molecular.

Anexo 3. Equipo Ciclador magnético —Co- Diagnostics Inc. (PCR Multiplex)

' CO-DIAGNOSTICS INC

Fuente: Fotografia de Ciclador magnético —Co-Diagnostics Inc. Que se utiliza para

la amplificacion del ADN viral mediante PCR multiplex.
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Anexo 4. Equipos de Hibridacion Reversa (kit HPV Flow chips)

._‘.:'.'::r'.?h\_.jbriSpot 1=

Fuente: Ay B) Fotografias del equipo HybriSpot 12 (donde ocurre las hibridacion de
los enlaces de ADN especificos para cada genotipo C) chips donde visualizamos
colorimétricamente puntos que nos indican que tipo de genotipo esta presente en la
muestra. D) Camara donde colocamos los chips especificos para vph. E) captura del
software utilizado para la lectura de los chips. F) aqui podemos observar la lectura

gue hace el software del chip.
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Anexo 5. Formato de resultados de pacientes que se realizaron la prueba de VPH.

Fuente: Fotografia de resultados aprobados por la institucion para plasmar en el

presente trabajo. Se resguarda confidencialidad del nombre y edad del paciente.
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Anexo 6. Certificados de calidad acreditada de Vitro S.A. (Empresa espafiola

leader en investigacion, fabricacion, y comercializacién de soluciones diagnosticas

moleculares en el area de patologias infecciosas) es la marca de reactivos

utilizados para la hibridacion de las muestras.

QUALITY

Huella de Carbono
Verificada

GHG Protocol
CO; Calculado

Certificado N® 12089-HC

SEGURIDAD QUALITY ENVIRONMENTAL
INFORMACION MANAGEMENT MANAGEMENT E’E‘S.‘EEE’E,E'\“,EES
ISO/IEC 27001 IS0 9001 ISO 14001 1IS013485

Fuente: Imagenes de los certificados de calidad de la Empresa de Reactivos Vitro

Master Diagnostica que se utilizaron en la investigacion.
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Anexo 7. Certificados de calidad de CoWin

diagndstico molecular).

Certificaciones

s

e~ o e v —
CERTWICATE
OF QUALITY MANAGEMENT SYSTEM
-

Thn o iy Ty e o b

CERTIFICADO DEL SISTEMA
DE GESTION DE CALIDAD

Biosciences (Empresa de reactivos de

—

R et

o
CERTFICATE OF QUALITY MANAGEMENT
SYSTEM POR MIEDICAL DEVICES

CERTIFICADO DEL SISTEMA
DE GESTION DE CALIDAD
PARA DISPOSITIVOS
MEDICOS

Fuente: Imagenes de certificados de calidad de los reactivos CoWin Biosciences que

se utilizaron en la extraccion de ADN viral del presente trabajo.
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Anexo 8. Formulario digital Google

H CASOSPOSITIVOSY NEGATIVOSDEVPH [ fy  Seouwerderntodoslos Q@ o

cambios en Drive

Preguntas  Respuestas  Configuracion

CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE VPH

RECUENTO DE RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE PACIENTES GINECOLOGICAS DE ENERQ A AGOSTO

RESULTADOS DE LAS PACIENTES *

POSITIVO
NEGATIVO

NO DETERMINADD

Fuente: Captura de imagen del formulario digital google que se utilizé para el conteo
de casos positivos, negativos y no determinados del presente trabajo de

investigacion
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Anexo 9. Herramienta Microsoft Excel para la realizacion de tablas y graficos.

z
Archivo Inicio | Insertar Disefio de pagina Formulas Datos Revisar  Vista Disefio Presentacion Formato 7
& Calibri (Cuerpo) ~ 10 AN = = e - ji*g g ! * ::? ﬁ
Pegar ar By - A = g i L % 000 mato  Dar formato E - Ordenar  Buscar y
’ J [E] FE-lLol@var = & Combinar y cenrar 2 % m icional - como tabla B romato ~ & y filtrar se\eccwon;r -
Portapapeles fa Fuente ] Alingacién Numero Estilos Celdas Madificar
H92-0-03 -
2 Gréfico - f.l—| hd
A B g D E F G H I ] K L M :
1 | =
2 [ DETECCION DEI VIRUS DE PAPILOMA HUMANO |
E RESULTADOS FRECUENCIA PORCENTAJE DETECCION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN LA
4 POSITIVO 243 33,1% POBLACION DE ESTUDIO
5] NEGATIVO 482 65,6% No
6 NO DETERMINADO 10 14% DETERMINADO
7 Total 735 100% L4%
8
2
10 3
11
12
13
14
15
16
17
18
19 L
20
21 M
4 4 » M| POSITIVOS,NEGATIVOS Y NO DETERM - PROCEDENCIA EDAD -~ EDAD CASOS POSITIVOS COINFECION DE VARIOS GENES m 4 il 4 m

Fuente: Captura de imagen de la herramienta Microsoft Excel que se utilizé para la

elaboracion de tablas y gréaficos del presente trabajo de investigacion.
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Anexo 10. Programa Spss Statistics Version 26 para el andlisis y correlacion de

datos.

Archivo Editar Ver Datos Transformar Analizar Graficos Utlidades Ampliaciones Ventana Ayuda

SHE M -~ Bl i BFE {9

1:TIPOSDEHPY 1 Visible: 11 de 11 va
#N| GRESULTADOS =~ #EDAD | . PROCEDENCI| daTIPOSDEHPV | o GENOTIPOSA , GENOTIPOSB . COINFECCI , COINFEC o COINFEC
A LTORIESGO °" AJORIESGO ON CIONAR * CIONBR
1 1 POSITIVO 21-30 RURAL 45 _ NO
2 2 POSITIVO 5160 RURAL BAJO RIESGO N 71 NO
3 3 NEGATIVO <61 RURAL N ,
4 4 POSITIVO 51-60 URBANO BAJO RIESGO : 71 NO
5 5 NEGATIVO 4150 RURAL
6 6 NEGATIVO 51-60 URBANO , ,
7 7 POSITIVO 3140 URBANO ALTO RIESGO 16 : NO
8 8 NEGATIVO <81 URBANO
9 9 NEGATIVO 5160 URBANO _ _
10 | 10 POSITIVO 31-40 URBANO ALTO RIESGO 15 , NO
1| 1 POSITIVO 41-50 URBANO ALTO RIESGO 3 : NO
22| 12 NEGATIVO 4150 URBANO
13 | 13 NEGATIVO 41-50 URBANO
14| 14 NEGATIVO <61 URBANO _ _
15| 15 POSITIVO 41-50 URBANO BAJO RIESGO : 1 NO : :
16 | 16 POSITIVO 15-20 RURAL  ALTORIESGO+.. 3950 42,5461 sl 3950 42,5461

Fuente: Captura de imagen del programa SPSS Statistics version 26 que se utilizo

para el analisis y correlacion de datos del presente trabajo de investigacion.
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Anexo 12. Informe Técnico

4

iHFﬂRHE TECNICO: Prevalencia del Virus del Papiloma Humano
en pacientes ginecologicas de consulta externa -Hospital de la mujer | Pag.1 4= 2

Dr. Percy Boland Rodriguez— enero a agosto 2024

INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano es una de las infecciones de transmision sexual
mas comunes y un factor de resgo clave para el desarmollo de cancer
cervicouterino. Su diagnostico oportuno v |a identificacion de los genotipos de
alto riesgo son esenciales para implementar estrategias de prevencion y control
efectivas. Este informe presenta los resultados de un estudio realizado en &
Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland Rodriguez, en el drea de Biologia
Molecular, con el objetivo de determinar la prevalencia de los genotipos de WPH

en pacientes ginecoldgicas de consulta externa.

OBJETIVO DEL ESTUDMD

Determinar |la prevalencia de los genotipos del YPH en mujeres atendidas en
consulta externa, evaluando su relacion con variables como la edad, la
procedencia ¥ la presenda de coinfecciones, para aportar evidencia Otil en la

planificacion de intervenciones sanitarias.

DATOS GEMERALES DEL ESTUDID

Periodo de estudio Eneroa Agosto de2024

L Hospital de la Mujer Dr. Percy Boland
ugar , .
d Rodriguez— Area de Biologia Molecular

Foblacion de estudio Pacientes ginecologicas de consulta externa

Tamano de muestra 736
RESULTADOS PRINCIPALES
Prevalencia general de WPH 33,1%

Genotipos dealto riesgo 75,3% de casos positivos

Genotipos debajo riesgo 24 7% de casos positivos

Coinfecciones multiples 37% de los casos positivas

Grupo etario mas afectado

31 a 40 anos

Procedencia predominante

a7.8% urbana
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INFORME TECNICO: Prevalenci
en pacientes ginecologicas de co

Dr. Percy Boland Rodriguez — enero a agosto 2024

a delVirus del Papiloma Humano
nsulta externa-Hospital de la mujer | Pag.2de 2

GENOTIPOS MAS FRECUENTES

Clasificacion Genotipo Frecuencia
Alto Riesgo 16 12%

Alto Riesgo 18 11,4%

Alto Riesgo 59 11%

Alto Riesgo hZ 10,5%
BajoRiesgo 71 16%
BajoRiesgo 42 13%
INTERPRETACION Y RELEVANCIA CLINICA

Aspecto Descripcion

Riesgo oncologico

FPredominio de genotipos de alto resgo,
aumentando  probabilidad de lesiones
precancerosas

Coinfecciones

Alta frecuencia de combinaciones AR+BR,
con mayor complejidad clinica

Impacto en salud publica

Mecesidad de reforzar tamizaje, vacunacion y
seguimiento

ESTADO DEL INFORME

Elaborado por

Maribel Jaldin Cossio—Tesista

Revisado por

Dr. Alcides Vitron — Encargado del Area de
Biologia Molecular

Aprobadao por

Jeanethe Cortez — Jefa de Laboratorio

Aprobacion institucional

Validado academicamente por [a Universidad
Evangelica Boliviana

Aplicabilidad

Util como evidenda local para planficadon
sanitaria en Santa Cruz

Fuente: Captura de imagen del informe técnico de resultados sobre la prevalencia

del Virus de Papiloma Humano en pacientes ginecoldgicas de consulta externa del

Hospital Percy Boland Rodriguez, de enero a Agosto del 2024.
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