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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la prevalencia de los ge-
notipos del papiloma virus humano en muestras
cérvico-uterinas y su relacién con los factores de
riesgo en mujeres con vida sexual activa de la ciu-
dad de Cuenca.

METODOLOGIA: Estudio observacional de tipo
transversal con una muestra de 500 mujeres del
cantén Cuenca de los Hospitales Monte Sinai y del
Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS).
Los exdmenes se redlizaron en el laboratorio de
Biologia Molecular BIONCOGEN de la ciudad de
Cuenca vy se utilizé la técnica de PCR en Tiempo
Real mds el examen de Papanicolaou.

RESULTADOQOS: La prevalencia del VPH fue de 78.4%
y el genotipo mds frecuente es el HPV 16 con el
26,2%. EI NIC | con el 27% constituye la patologia
ginecoldgica mds frecuente.

CONCLUSION: Los genotipos 16 /18 representan
los tipos de VPH que estdn relacionados directa-
mente con el desarrollo de cdncer cérvico uterino
ya que al correlacionar con la citologia (Papani-
colau) se demuestra que la célula sufre cambios
morfoldgicos (coilocitosis).

Palabras clave: Genotipo, Papillomavirus Humano
16, Papillomavirus Humano 18, Técnicas de Labo-
ratorio Clinico, PCR, Factores de riesgo; Hospital
Monte Sinai, Hospital del Instituto Ecuatoriano de
Seguridad Social, Cuenca-Ecuador.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the prevalence of hu-
man papilloma virus genotypes in cervical-uterine
samples and their relation to risk factors in women
with active sex life in Cuenca.

METHODOLOGY: It is a cross-sectional observatio-
nal study with a sample of 500 women from Cuen-
ca who were attended in the Monte Sinai Hospi-
tal and the Ecuadorian Institute of Social Security
(IESS). The exams were carried out in the BIONCO-
GEN Molecular Biology Laboratory which is loca-
ted in Cuenca. The Real Time PCR technique plus
the Pap examination were used.

RESULTS: The prevalence of HPV was 78.4 % and
the most frequent genotype was the HPV 16 with
26.2 %. On the other hand, the CIN | with 27% is the
most frequent gynecological pathology.

CONCLUSION: The genotypes 16/18 represent the
types of HPV that are directly related to the de-
velopment of cervical cancer because when it is
correlated with cytology (Pap) it is demonstrated
that the cell undergoes morphological changes
(koilocytosis).

Keywords: Genotype, Human papillomavirus 16,
Human papillomavirus 18, Clinical Laboratory Te-
chnigques, PCR; Risk factors; Monte Sinai Hospital,
Hospital of the Ecuadorian Institute of Social Secu-
rity, Cuenca-Ecuador.
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INTRODUCCION

El cdncer del cuello del Utero es un grave proble-
ma de salud en el pais y regién. En los Ultimos 10
anos se ha incrementado la mortalidad por esta
causa; realidad directamente vinculada a los es-
casos programas de deteccidén oportuna vy trata-
miento de esta patologia. Desde 1986 es posible
determinar mediante pruebas de laboratorio de
biologia molecular, con la técnica PCR (reaccidon
en cadena de la polimerasa), los genotipos de
alto grado oncogénico que predisponen con alta
probabilidad a desarrollar el cdncer cérvico ute-
rino y, ademds, identificar los genotipos de bajo
grado oncogénico. A pesar de ello, existe el pro-
blema grave de no conocer la distribucién de es-
tos genotipos en los hospitales privados y publicos
de Cuenca por lo que se hace imperioso imple-
mentar de mejor forma las normas de deteccidén
temprana, diagndstico y tratamiento de este cdan-
cer, asi como el no conocer su correlacién con las
caracteristicas cito patolégicas del cuello uterino.

Factores de Riesgo

Los principales factores de riesgo para las mujeres
por infeccién VPH son: edad, raza no blanca, alto
consumo de bebidas alcohdlicas y tabaco, uso
prolongado de anticonceptivos orales, inicio fem-
prano de relaciones sexuales, alto nUmero de pa-
rejas sexuales, frauma cervical durante el parto,
factores genéticos y ciertos factores hormonales
enddgenos asociados con el embarazo (1).

Epidemiologia.

Un meta andlisis mundial observé que el VPH 16
fue el tipo Mds frecuente (26.3%), seguido de VPH
31 (11.5%), VPH 51 (10.6%) y VPHV 53 (10.2%). En las
lesiones infraepiteliales de alto grado (HSIL), que
comprende las llamadas neoplasia intraepitelial
cervical grado 2 (CIN 2) y neoplasia intraepitelial
cervical grado 3 (CIN 3), el espectro de tipos vira-
les es mds restringido, con predominio de los VPH-
AR, en especial VPH 16y 18 (50%) (2).

El cdncer cervical ocupa el tercer lugar a ni-
vel mundial, de los canceres mds comunes que
afectan a las mujeres que viven en paises en vias
de desarrollo, cerca de 528.000 nuevos casos de
cdncer cervical aparecen cada ano en todo el
mundo con una tasa de incidencia de 24.1 por
100.000 mujeres en América de Sur (3).

En Espana se estima una tasa de incidencia para
el cdncer de vulva del 0.8 por 100.000 y para el
cdncer de vagina, del 0.0 por cada 100.000 mu-
jeres. en un estudio realizado en 86 muestras pro-
cedentes de biopsias bulbares y vaginales obte-
nidas en el Hospital General Universitario Gregorio
Marandn de Madrid, con el objeto de determinar
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la distribuciodn de los genotipos del virus del papilo-
ma humano (VPH) y el nivel de coinfeccién.

Se obtuvo los siguientes resultados Los genotipos
de HPV mds frecuentemente encontrados fue-
ron el VPH-6 (10.3%; IC 95%: 6.6-15.1%), el VPH-16
(8.5%; IC 95%: 5.2-13%) y el VPH-11 (7.6%; IC 95%:
4.5-11.9%). El VPH-18 solamente fue detectado en
el 0.9% (IC 95%: 0.1-3.2%) del total de virus encon-
tfrados en todas las lesiones. La coinfeccién por
distintos genotipos del VPH se hallé en el 30.2% del
total de las lesiones (4).

En el 2015 en México, el Cdncer de cuello de Ute-
ro fue la segunda neoplasia de mayor frecuencia
y la cuarta causa de incidencia y mortalidad por
cdncer en la mujer a nivel mundial. En la pobla-
cidn mexicana se ha reportado que los genotipos
de VPH-16, -18, -31, -45 y -58 son los de mayor pre-
valencia en muestras de cérvix;4. Sin embargo, la
mayoria de estos estudios tienen ciertas limitacio-
nes debido a las metodologias empleadas para
el tamizaje y la genotipificacion (pues han identi-
ficado solo ciertos tipos virales), ya que en un por-
centaje del 5 al 8 % no se detectd VPH en CaCu,
cuando estd reportado que menos del 0.1 % de
las muestras de Cdancer de cuello de Utero son ne-
gativas a VPH (5).

En el 2014 en Habana, Cuba enfre el 1 de junio
2012 y 31 de mayo de 2013 se realizaron 1282 ci-
tologias de cuello de Utero a mujeres de edad
media enfre 40 a 59 anos de las cuales 177 de
ellas (13.8) presentaron infeccidén de HPV lo que
demuestra qué, 1 de cada é mujeres de 40 a 59
anos tiene esta afeccién. La trichomoniasis, el her-
pes simple y los condilomas padecieron frecuen-
temente dichas mujeres cuando tenian la edad
entre 15y 25 anos (6).

En el 2015 en Cérdoba, Argentina se realizé un es-
tudio de 186 mujeres, edad comprendia entre 18
y 65 anos con antecedentes de LIE paralo cual se
tomd la muestra de células cervicales para reali-
zar la citologia y la extraccién de DNA de HPV. Los
resultados fueron los siguientes: papiloma virus po-
sitivo para 96 mujeres (51.6%), de los cuales 63 mu-
jeres tienen al menos un genotipo de HR-VPH, la
lesiones intraepiteliales escamosas de alto y bajo
grado estdn relacionado con las mujeres meno-
res de 35 anos. Los genotipos 16 y 6 somos mds
frecuentes. Se detectaron 7 mujeres con multiples
infecciones de varios genotipos de los cuales el
85% tienen por lo menos un HR-VPH (7).

En el 2015 en Caracas, Venezuela en un estudio
readlizado en la regidén central a mujeres cuya
edad comprende 12 a 30 anos demostrd que la
frecuencia del HPV fue de 68.7 % (16 991/24 734),



de los cuales 70 % correspondieron a mujeres en
rango de edad entre 12 a 30 anos. Predomina-
ron los genotipos de bajo riesgo oncogénico con
61.6 %, con respecto a los de alto riesgo 33.5 %
y de probable alto riesgo 4.9 %. El genotipo mds
frecuente para el grupo de bajo riesgo fue la (59.2
%) y para los grupos de alto riesgo y posible alto
riesgo fue la 31 (31.4 %) y 53 (99.3 %), respectiva-
mente (8).

En el 2011 en Santiago, Chile se realizd una revi-
siébn de las principales bases de datos Medline/
Pubmed, ProQuest, CINHAL, Scielo y el buscador
Tripdatebase en el periodo franscurrido de diez
anos dando como resultado la recoleccion de 63
articulos relacionados con HPV y CC (cdncer de
cuello de Utero) de los cuales 43 cumplian con los
criterios de inclusiéon. En el 2000 el CC fue la cuarta
causa de muerte afectando en primer lugar alas
mujeres entre los 20 y 44 anos, y en tercer lugar al
grupo entre 45 y59 anos. Segun el Instituto Nacio-
nal de Estadificas (INE) la tasa de mortalidad es de
8.5 por 100.000 mujeres en el ano 2003 esta tasa
evidencia el descenso en la disminucién de mor-
talidad en los Ultimos 10 anos, sien 1990 la tasa fue
de 14.3 por 100.000 mujeres, también consideran
criterios de relacion con las ETS (9).

En el 2014, también en Chile, el cdncer cérvi-
co-uterino (CCU) fue la segunda causa de muer-
te por neoplasias malignas en la mujer. El princi-
pal agente causal es el virus papiloma humano
asociados al comienzo precoz de la vida sexual,
incrementa las posibilidades de infeccidon con
VPH; esto puede implicar un eventual desarrollo
prematuro de neoplasia intraepitelial cervical y
CCU:; este estudio se realizdé a 173 mujeres cuya
edad era menor a 25 anos de edad, atendidas
en la Unidad de Patologia Cervical del Hospital
Herndn Henriquez Aravena de Temuco, entre los
anos 2004-2012, mediante reaccion de polime-
rasa en cadena se genotipificaron 173 muestras
cervicales, los resultados fueron los siguientes la
frecuencia global del VPH fue 84.8%. El genoftipo
mdas frecuente fue VPH16. En 12.3% la lesidn cervi-
cal persistid o evoluciond a una mayor. Se encon-
tré 28.9% de mujeres con seguimiento post-lesiéon
iregular; en este grupo, 88% fue VPH (+) y 52% no
tuvo registro de Papanicolaou en los Ultimos tres
anos (10).

En Colombia un estudio realizado a 547 mujeres,
que asistieron a la Liga Contra el Cdncer en Bo-
gotd a practicarse una colposcopia luego de
un resultado anormal en la citologia: células es-
camosas afipicas de significado indeterminado
(ASCUS), lesidbn escamosa intraepitelial de bajo
grado (LIEBG) o lesion escamosa intraepitelial de
alto grado (LIEAG), fueron atendidas de manera
consecutiva enfre octubre de 2010 y diciembre
de 2012 donde se obtuvo los siguientes resultados

la prevalencia de VPH fue 76.1%. Se observaronin-
fecciones Unicas en el 41.4% de las participantes,
y coinfecciones en el 34.6%. La frecuencia de VPH
segun diagnéstico fue: 60.2%, 84.7% y 84.5% en AS-
CUS, LIEBG y LIEAG. Los VPH-16 y 58 fueron los fipos
mds frecuentes en los tres grupos, con frecuen-
cias para VPH-16 de 20.4%, 33.9% y 38.8%, y para
VPH-58 de 7.3%, 13.6%, 18.1% para ASCUS, LIEBG y
LIEAG. En ASCUS y LSIL el tercer tipo en frecuencia
fue VPH-56 (6.8% y 11.0%), mientras que en LIEAG
fue VPH-18 (10.3%). Las infecciones con tipos vi-
rales probablemente oncogénicos y con tipos de
bajo riesgo fueron mucho menos frecuentes y en
general se presentaron como coinfecciones con
tipos de alto riesgo (11).

En Paraguay, segun datos del Globocan 2012, se
observa una tasa de incidencia 34.2 por 100.000
mujeres y una tasa de mortalidad de 15.7 por
100.000 muijeres, una de las mds elevadas en La-
tino América Estudio se realizd un estudio en 80
mujeres cuya edad esta entre 21 y 63 anos con
diagndstico cito-histoldgico post SIL tratadas en
el Servicio de Patologia Cervical del Hospital Ma-
terno-Infantil San Pablo del MSP y BS, de enero a
diciembre de 2014; Se encontré infeccién viral en
el 7.5% (6/80) de las pacientes tratadas; El VPH-16
estuvo presente en el 50% (3/6) de los casos po-
sifivos. No fueron detectadas infecciones con el
VPH-18. Se observaron coinfecciones de VPH-16
con por lo menos uno de los ofros VPH-AR detec-
tados por el sistema, en el 33% (2/6) de los casos
positivos (12).

El método PCR se recomienda especialmente
para el diagndstico clinico y sub clinico de com-
paneros de mujeres con condilomas genitales o
lesiones pre malignas y malignas. A medida que
la vacunacion esté mds disponible, la tamizacién
para el cdncer de cuello uterino debe reformular-
se para permitir un sinergismo mdaximo entre cito-
logia y deteccidon de anticuerpos ADN contra el
virus del papiloma humano. La utilizacién masiva
de la vacunacion depende de las politicas de sa-
lud puUblica destinadas a la creacion de progra-
mas que contemplen su uso en la poblacidon en
riesgo (13).

Estd comprobado que la infeccidn por el virus del
papiloma humano (VPH) es una de las infeccio-
nes de fransmisidon sexual mds frecuentes y actual-
mente se considera a ese virus como el agente
causal del carcinoma cérvico uterino.

Se han descubierto hasta el momento mds de 200
genotipos de VPH; de acuerdo a su potencial on-
cogénico, divididos en tipos de alto riesgo: 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, asocia-
dos con cdncer uterino y lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo y alto grado (LIEbg y LIEag) v
genotipos de bajo riesgo: 6, 11, 42, 43, 44 (14,15).
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Datos obtenidos de la OMS sugieren que el CCU
es el segundo tipo de cdncer mds frecuente en
las mujeres de las regiones menos desarrolladas,
y se estima que en 2012 hubo unos 445 000 casos
nuevos (84% de los nuevos casos mundiales). En
2012, aproximadamente 270.000 mujeres murieron
de CCU; mds del 85% de esas muertes se produ-
jeron en paises de ingresos bajos y medianos. En
muchos paises se ha aprobado la vacunacion
contralos PVH 16y 18 (15,16).

Un estudio realizado en Ecuador, en 250 mujeres,
identificd HPV 16 y 18 en coinfeccidn en lesiones
intraepiteliales de alto grado; se identificd al HPV
16 en lesiones de bajo grado; este estudio con-
cluye gue la PCR tiene el potencial para propor-
cionar informacién epidemioldgica importante en
muchas zonas de escasos recursos de los paises
en desarrollo (17).

En el Hospital Metropolitano, Quito, Ecuador, en
base al antecedente de que hay limitados estu-
dios en el pais sobre genotipo del papiloma virus
humano en lesiones ginecoldgicas, y que es nece-
sario predecir cdmo influird en la vacunacién VPH
y proyeccién de VPH en prevenciéon del cdncer
cervical, se investigd a 124 de las mujeres, adul-
tas de 18 a 55 anos de edad, mestizas (hispanas),
que nacieron y viven en Quito. Se enconfraron 23
genotipos diferentes. 84/104 positivos para VPH
(67.7%); 32/124 casos fueron negativos (25.8%); v,
en casos de 8/124 (6.5%) no se ha podido determi-
nar la existencia o falta de VPH.

El genotipo viral md&s comun fue 6 (8.8%), seguido
por el 66 (4.8%) y 16, 31, 44 tipos (2.4% cada uno).
Tipos de 11, 34, 35, 54, 59, 62 y 67 mostrd una fre-
cuencia equivalente a (1.6% para cada uno). Los
tipos restantes mostraron una frecuencia de 0.8%.

Los genotipos de alto riesgo mds comunes fueron
16y 31; 6 de bajo riesgo y 41 y el tercero mds co-
mun de PH, grupo detectado en esta cohorte, fue
VPH 66. VPH 6 mostrd la mayor prevalencia. VPH
66 se asocid con citologia atipica y fue encontra-
do en las mujeres con citologia limitrofe, lesiones
de baja y alta calidad, pero fue mds frecuente en
el grupo de umbral. Se examind un caso de coe-
xistencia de 2 genoftipos juntos 51 y 58. Enconftro-
ron muy baja prevalencia de HPV18 solo o HPV16
y 18. En 25 muestras, 20.16% (25/124) se encontrd
presencia de VPH, pero no pudieron identificar el
genotipo. Se necesita mds estudios con una am-
plia muestra para completar un patrén geogrdfi-
co de distribucién de VPH (18).

El Departamento de Medicina de la Universidad
de Indianarealizd un estudio en Santa Elena, Gua-
yas-Ecuador, para determinar HPV con la prueba
de reaccién en cadena de polimerasa (PCR). Se
estudiaron 302 participantes con una edad pro-
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medio de 37.7 anos (rango de 18 a 78 anos). Los
serotipos mds frecuentemente detectados, fue-
ron: 16, 52, 58 y 59, 62, 71, 72 y 83. El nUmero de
parejas sexuales fue positivamente asociado con
la deteccidon de cualquier tipo de VPH. Conclu-
yen manifestando que se necesitan mds estudios
para determinar si estos resultados son represen-
tativos de todas las mujeres ecuatorianas y para
determinar si el cdncer cervical en las mujeres
ecuatorianas es causado por los mismos tipos de
VPH encontrados en las muestras recogidas con
los hisopos obtenidas en este estudio (19).

En otro estudio se investigd a mujeres con lesio-
nes cervicales que viven en Ecuador. Un total de
71 casos, de los cuales 31 casos (43.7%) fueron
VPH positivos. Entre los casos positivos, los genoti-
pos mds comunes fueron HPV 16 (64.5%) y VPH 81
(29%) seguido por VPH 31, 53, 56 y 58, en orden de-
creciente de prevalencia. Diecisiete (85%) VPH-16
aislados fueron clasificados como europeo vy tres
(15%) como variante 1 africano sobre la base de
nucledtidos presente dentro de la secuencia de
MY09/MY11 L1. Los resultados sugieren que el VPH
16 tiene una muy alta prevalencia entre las mu-
jeres con lesiones cervicales en Ecuador; por lo
tanto, una vacuna de VPH-16 base eficaz debe
impedir el desarrollo de cdncer cervical en una
gran proporcién de las mujeres ecuatorianas (20).

Un estudio realizado en Cuenca-Ecuador en el
2006, se investigd a 70 pacientes con lesiones de
cérvix uterino mediante la técnica de PCR. Los re-
sultados mostraron un 55.71% (39 casos) de casos
positivos para DNA viral. El rango de edad estu-
vo comprendido entre los 39-48 anos. De los 39
casos, 22 fueron positivos para DNA viral de alto
grado (31.43%); para grado intermedio 13 casos
(18.57%); y bajo grado 4 (5.71%). En los de alto gra-
do (31.43%) el tipo 16 fue el de mayor frecuencia.

La alta incidencia de HPV de alto riesgo oncogé-
nico sugiere que debe considerarse la determina-
cién del DNA. viral como un método complemen-
tario en las pacientes con diagndstico citoldgico
de ASCUS (21).

En el Ecuador la prevalecia del cdncer de cuello
uterino se ha mantenido sin una reduccion signifi-
cativa durante los Ultimos 20 afos. Segun el INEC
en el ano 2008 se detectaron a nivel nacional 304
casos de muerte por cdncer de cuello uterino.

Durante el ano 2008 se detectaron 1224 nuevos
casos de cdncer de cuello uterino, y desde el ano
2005 la incidencia aumentd en un 60%. En el Azuay
se realizaron 26.253 citologias durante el afo 2007,
pese al gran volumen, la cobertura, para el ano
2009 no alcanza el 10% de la meta esperada en
la provincia (22).



GRAFICO No. 1

Patogenia de la infeccién por VPH.
Acciones de las distintas proteinas codificadas por VPH
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GRAFICO No. 2

Resultado de los genoftipos
en base a las Curvas de Melting

Cymiogy | LSL | HSL I
ey 1 gme | CiN 3 |

Una vez que las células son infecta-
das por VPH comienza la replicacion
del virus gracias a factores de trans-
cripcion de la célula hospedera vy la
proteina E1 viral. E7 se une la proteina
retinoblastoma dejando libre al factor
de transcripcion E2F, lo que permite la
activacion de genes que aumentan
la proliferacion celular. La oncoprotei-
na Eé es capaz de inducir la ubiqui-
nizacién y posterior degradacién de
p53, lo que conlleva a disminucién de
la apoptosis mediada por p53. E2 re-
gula la transcripcién de las oncopro-
teinas E6 y E7. La proteina E5 aumen-
ta la accidn de las kinasas celulares
lo cual promueve la proliferacién y
disminuye la diferenciacién celular.
E4 ayuda al ensamblaje de las protei-
nas de la cdpside viral L1 y L2 para el
empaqguetamiento de los viriones de
VPH (16).

Las mujeres son infectadas por
alguno de estos virus poco tiem-
po después del inicio de la vida
sexual activa, y la mayoria de las
infecciones ocurren en mujeres
menores de 25 anos. Después de
esa edad, la prevalencia dismi-

Fuente: José Manuel Ojeda F. 2010

nuye rdpidamente. En mujeres
de edad media, las infecciones
por HPV son fransitorias, volvien-
do a observarse un incremento
en las infecciones en mujeres de
30 anos. El CaCu estd caracte-
rizado por una fase pre-maligna
bien definida, la cual puede ser
detectada por examen citolégi-
co de células cervicales exfolia-
das (prueba de Papanicolaou).

Desde la implementacién de la
citologia (Pap), la tasa del CaCu
ha disminuido considerablemen-
te, y a pesar de que la mayoria
de las mujeres que han fallecido
por CaCu nunca se redalizaron
una prueba de Pap, muchas de
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ellas recibieron resultados negativos de su prueba.
Esto se debe a que la sensibilidad de la citologia
es limitada por el error del muestreo, donde po-
cas células son colocadas en el frotis, agregdndo-
se el error de interpretacién, donde pocas células
anormales no son identificadas entre la multitud
de células normales que también se encuentran
en el frotis cervical bien tomado. El error de mues-
tfreo mds comun es la falta de células de la zona
de transicién cervical.

Los cambios premalignos cervicales representan
un espectro de anormalidades histoldégicas que
van desde un NIC 1 (displasia leve), NIC 2 (displa-
sia moderada) y NIC 3 (displasia severa/carcino-
ma in situ) hasta cdncer invasivo. Aunque el fra-
tfamiento de los cambios cervicales premalignos
es eficaz, también es un procedimiento ineficien-
te. Esto se debe a las incertidumbres que rodean
a la historia natural de la neoplasia intraepitelial
cervical (NIC). Las pruebas citoldgicas e histoldgi-
cas, no pueden distinguir a las pocas mujeres con
frotis anormales, que progresardn hacia un cdn-
cer invasivo de la vasta mayoria que presentan
anormalidades que presentardn regresion espon-
tanea (22).

OBJETIVO GENERAL

Determinar la caracterizacion de los genotipos
frecuentes del virus del papiloma humano en mu-
jeres atendidas en los hospitales Monte Sinai y del
Seguro Social (IESS). Cuenca-Ecuador. 2008- 2014.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la caracterizaciéon de los genotipos
de Papiloma Virus Humano de alto y bajo riesgo
oncogénico, en muestras cérvico uterinas de mu-
jeres con vida sexual que acuden a los hospitales
Monte Sinai y del IESS, utilizando como método la
PCR en tiempo real para detectar 19 genotipos
de alto riesgo: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 69,73, 82; y 9 genotipos de
bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70; relo-
cionarlos con la edad y las lesiones infraepiteliales
detectadas mediante el estudio citopatoldgico
(Papanicolaou).

2. Establecer si existe relacién de los genotipos del
HPV, con la edad, las lesiones infraepiteliales de-
tectadas mediante el estudio citopatolégico (Pa-
panicolaou).

3. Establecer la caracterizacién de la infeccién
por el papiloma virus humano, y su relacién con
los factores de riesgo para las lesiones premalig-
nas y malignas del cuello uterino.

4. Elaborar un programa educativo de promo-
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cion, prevencion, identificaciéon y seguimiento de
las enfermedades de fransmisidon sexual y del cdn-
cer de cuello uterino, para ingresarlos en la pagi-
na WEB del Ministerio de Salud y de las Universida-
des de Tumbes y de Cuenca.

METODOLOGIA

La presente investigaciéon utilizd un estudio epi-
demiolégico observacional de fipo transversal y
correlacional. La Poblacién lo constituyeron todas
las 500 pacientes de los Hospitales Monte Sinai y
del [ESS que han acudido al Laboratorio de Diag-
noéstico Molecular BIONCOGEN durante el perio-
do establecido en la investigaciéon y se analizé
tfoda la muestra.

Criterios de inclusidon. Mujeres que residen en
Cuenca con edades enfre los 15 a 76 anos, que
acudan al servicio de ginecologia de cada hos-
pital, que hayan tenido relaciones sexuales, de
cualquier condicién social y étnica, que deseen
participar en la investigacion.

Criterios de exclusidn. Mujeres embarazadas,
mujeres que se encuentren menstruando, aque-
llas que presentan hemorragia uterina o que su
condicién de salud no permita una exploraciéon
ginecoldgica para la toma de muestra cérvico
uferina. Mujeres que se nieguen a participar en
la investigacion.

Extraccion del ADN.

Para la extraccion de ADN total de cada una de
las muestras se utilizé el kit de preparacion High
Pure Template (Roche, Alemania) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Para esto cada
uno de los eppendorf que contenga la muestra,
ya sin el cepillo citobrush, se centrifugd por 1 minu-
to a 13000 revoluciones para precipitar la muestra
al fondo del eppendorf y eliminar el PBS.

A las muestras ya sin PBS, se les adiciond 200 ul de
Buffer de Lisis de Tejido mds 40 ul de proteinasa K;
las muestras fueron homogenizadas en vortex e in-
cubadas a 55 °C por una hora en un thermomixer.
Luego de este periodo a cada tubo eppendorf
gue contiene la muestra ya lisada, se le anadié
200 pl de Binding buffer y se homogenizé por 15
seg en vortex, para luego ser incubados a 70 °C
por 10 minutos en una incubadora de rotacion.
Posterior al tiempo de incubacién, a cada una de
las muestras se les anadié 100 ul de isopropanol y
se las homogenizé en el vortex.

La solucion fue procesada utilizando columnas de
elusiéon. Para esto, se transfirié todo el volumen de
solucién al filtro de la primera columna, la misma
que fue centrifugada a 9300rpm en una centrifu-



ga de temperatura a 25 °C. La columna con el
sobrenadante fue desechada vy el filiro se colocd
en la siguiente columna, al mismo que se le ana-
dié 500 ul de Inhibidor removal buffer; y se lo cen-
trifugd nuevamente a 9300 rom en la centrifuga a
temperatura de 25 °C.

Se desechd la columna con el sobrenadante, co-
locando al filiro en una nueva columna, al mismo
que se le anadid 500 ul de Buffer de lavado y se lo
centrifugd tal como los pasos anteriores.

Se realizaron dos lavados del filtro, posterior a esto
solamente se colocd el filtfro en un tubo eppen-
dorf de 1,5 ml, mientras que la columna fue des-
echada.

Se anadié 200 ul de Buffer de elusidn (previamen-
te calentado a 70 °C por 5 minutos) a cada uno

de los filtros y se los centrifugd junto con el tubo
eppendorf a 92300 rom. Al final se desechd el filtro
y en el eppendorf nos queda 200 pyl de ADN en
suspension.

PCR Real Time TOCE (Tagging Oligonucleofide
Cleavage and Extension)

HPV28AnyplexTMIl es un ensayo in vitro cualitati-
vo para la deteccidn de los virus del papiloma en
citologia de base liquida y muestras de frotis cer-
vicales.

La deteccidén de HPV28AnyplexTMIl consta de dos
reacciones de PCR (set A y set B). Es un ensayo
multiple que permite la amplificacion simultdnea
de ADN del virus del papiloma humano de alto
riesgo y bajo riesgo.

SETS GENOTIPOS
A 14 tipos de Alto Riesgo
(16,18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,56, 58, 59, 66, 68,69,73,82).
5 tipos de Alto Riesgo (26, 53, 69, 73, 82).
B 9 tipos de Bajo Riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70).

La deteccidn es un ensayo de PCR multiplex en
tiempo real que permite la amplificacién simulta-
neaq, deteccidén y diferenciacion de dcidos nuclei-
cos de 19 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 26,

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73,
82) y 9 tipos de bajo riesgo del VPH (6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70), asi como de control interno (Cl).

GRAFICO No. 3

Resultado de los genotipos en base a las Curvas de Melting
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Andlisis Estadistico

Los datos registrados en el formulario de recolec-
cién de la informacién y el resultado de los dos
exdmenes de laboratorio, de cada mujer investi-
gada, fueron introducidos en el programa esta-
distico SPSS version 22, se dispuso para ello la co-
laboraciéon de un médico con especializacién en
bioestadistica. El modelo estadistico que se utilizd

RESULTADOS

corresponde al de los estudios de prevalencia y
correlacién. Se determind: frecuencias, porcen-
tajes, media, mediana, moda para determinar la
prevalencia del VPH de acuerdo a la edad. Para
valorar la relacién de los genotipos con los facto-
res de riesgo se utilizd el Odds Ratio (OR) e interva-
lo de confianza (IC).

TABLA No. 1
Distribucidn Numérica y Porcentual de
la Prevalencia del VPH en:
la poblacién estudiada. Cuenca 2008-2014.

VPH No %

Positivo 392 78.4
Negativo 108 21.6
Total 500 100

Fuente: Base de datos.
Elaboracion: Los autores

La prevalencia del VPH fue del 78.4% en la poblacién estudiada

TABLA No. 2

Distribucion Numérica del VPH por grupos de edad, en mujeres
con vida sexual activa. Cuenca 2008 — 2014.

EDAD Ml?gno Maximo Pro:;r:;idlo ‘I;)i
EDAD EN PORCENTAJE

ANOS

15-24 16.4
25-34 45.6
35-44 24
45-54 10.8
55-64 2.2
65-74 0.8

>74 0.2

Total 100

Fuente: Base de datos.
Elaboracién: Los autores

El promedio de la edad es el minimo 15 y el méximo 76 anos con un
promedio de 33 anos. El grupo etdreo donde mds casos se observd es
el comprendido entre los 25 a 34 anos.
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TABLA No. 3

Distribucion numérica y porcentual de la Prevalencia del VPH de alto y
bajo riesgo segun el tipo de lesidn cérvico uterina. Cuenca 2008-2014.

DIAGNOSTICO GINECOLOGICO n %
INVESTIGACION HPV 254 50.8
NIC | 135 27
ASCUS 46 9.2
NIC Il 23 4.6
INFLAMATORIO 22 4.4
CONDILOMAS 16 3.2
DISPLASIA LEVE 3 0.6
NIC I 1 0.2
Total 500 100

Fuente: Base de datos.
Elaboracién: Los autores

El diagndstico ginecoldgico por el cual acuden las pacientes en un
mayor porcentaje es por investigacion de VPH en 50,8%, seguido por

el NICll en un 27%.

TABLA No. 4

Distribucidén numérica y porcentual de los casos positivos y negativos de VPH
correlacionados con el diagnéstico Ginecoldgico. Cuenca 2008 - 2014.

Abril de 2017. 35 (1): 7-19

VPH TOTAL
POSITIVO NEGATIVO N° %
ASCUS 40 10.2 6 5.6 46 9.2
CONDILOMAS 13 3.3 3 2.8 16 3.2
DISPLASIA LEVE 1 0.3 2 1.9 3 0.6
INFLAMATORIO 13 3.3 9 8.3 22 4.4
INVESTIGACION HPV 200 51.0 54 50.0 254 50.8
NIC | 106 27.0 29 26.9 135 27
NIC I 19 4.8 4 3.7 23 4.6
NIC Il 0 0.0 1 0.9 1 0.2
Total 392 100 108 100 500 100
Fuente: Base de datos.
Elaboracién: Los autores
P =0.045 (para la distribucion)
La presencia del VPH es mds notoria en las pacientes que son deriva-
das con investigacion de VPH 51% seguidas del NIC | con el 27%.
Rev. Fac. Cienc. Méd. Univ. Cuenca.
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TABLA No. 5

Distribucion numérica y porcentual de los grupos de edad y

la presencia o no del HPV. Cuenca 2008 - 2014.

GRUPOS DE EDAD
VPH 15024 25 a 34 35a44 45 a 54 55064 65a74 >74 Total
N % N o N % N % N A N % N o N %
Positivo 70 | 1791 187 | 477 | 82 | 209 | 38 | 97 | 1 2.8 3 0.8 0.3 | 392 100
Negativo 12 | 11.1| 42 38.9 38 35.2 16 14.8 0 - - - - 108 100
Fuente: Base de datos.
Elaboracion: Los autores
Se observa que la positividad del HPV es mds notoria de los 25 a los 34
anos de edad 47.7%.
TABLA No. 6
Distribucion numérica y porcentual de los grupos de edad con
el diagndstico Ginecoldgico. Cuenca 2008 - 2014.
GRUPOS DE EDAD
DIAGNOSTICO 15024 25a 34 35a44 45a 54 55a 64 65074 >74 Total
% N % N % N % N % N % N % N %
ASCUS 130 | 21 | 457 | 16 | 348 | 3 6.5 - - - 46 | 100
CONDILOMAS 188 | 7 | 438 | 4 | 250 1 6.3 1 6.3 - - - 16 | 100
DISPLASIA LEVE - 3 100 - - - - - 3 100
INFLAMATORIO 3 (163 12 | 545 | 5 | 277 | 2 9.1 - - - 22 | 100
:_'K/EST'GAC'ON 48 | 189 | 117 [ 461 | 56 | 20| 25 | 98| 5 | 20| 2 |08 | 1 | 04 | 254 | 100
NIC | 21 | 156 | 61 | 452 | 33 | 244 | 17 | 126 1.5 1 0.7 - 135 | 100
NIC Il 1 43 7 1304 6 | 261 26.1 130 | - - - 23 | 100
NIC Il - 1 100 - - - - - - 1 100

Fuente: Base de datos.
Elaboracién: Los autores

Los casos mds importantes se presentan entre los 25 y 34 anos con un
diagndstico de inflamatorio 54.5% e Investigacién de HPV 46.1%.
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TABLA No. 7

Distribuciéon numérica y porcentual de
los VPH de alto riesgo. Cuenca 2008 - 2014.

N
16 64 26.2
18 11 4.5
31 28 11.5
33 23 9.4
35 8 3.3
39 12 4.9
45 3 1.2
51 25 10.2
52 17 7.0
56 14 5.7
58 14 5.7
59 4 1.6
66 17 7.0
68 4 1.6
Total 244 100.0

Fuente: Base de datos.
Elaboracion: Los autores

El Virus del papiloma Humano mds recuente es el HPV16 con el 26.2%.

Distribucion numérica y porcentual de los VPH de alto riesgo vy el
Diagnéstico Ginecoldgico. Cuenca 2008 - 2014,

TABLA No. 8

VPH GRUPOS DE EDAD
15a24 25034 35044 45a 54 55064 65074 >74 Total
N % N % % N % % N % N o N %
16 13 20.3 29 45.3 12 18.8 7 10.9 2 3.1 - - 1 1.6 | 64 | 100
18 3 27.3 7 63.6 - - 1 9.1 - - - - - - 11 | 100
31 4 143 16 57.1 4 14.3 2 7.1 2 7.1 - - - - 28 | 100
33 4 17.4 13 56.5 6 26.1 - - - - - - - - 23 | 100
35 2 25.0 3 37.5 2 25.0 1 12.5 - - - - - - 8 100
39 1 8.3 7 58.3 3 25.0 1 8.3 - - - - - - 12 | 100
45 1 33.3 2 66.7 - - - - - - - - - - 3 | 100
51 5 20.0 10 40.0 6 24.0 1 4.0 2 8.0 1 4.0 - - 25 100
52 1 5.9 8 47.1 5 29.4 3 17.6 - - - - - - 17 | 100
56 4 28.6 4 28.6 5 35.7 1 7.1 - - - - - - 14 | 100
58 1 7.1 6 429 4 28.6 3 21.4 - - - - - - 14 | 100
59 - - 4 100 - - - - - - - - - - 4 | 100
66 3 17.6 10 58.8 3 17.6 1 5.9 - - - - - - 17 | 100
68 - - 1 25.0 1 25.0 1 25.0 1 25 - - - - 4 | 100
Fuente: Base de datos.
Elaboracién: Los autores
El Virus del papiloma Humano mds frecuente es el HPV16 con el 45.3%
en el grupo etdreo comprendido entre 25-34 anos.
Rev. Fac. Cienc. Méd. Univ. Cuenca. 17
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DISCUSION

La presente investigacion se realizd en mujeres
con edades comprendidas entre 15 y 76 anos,
mismas que radican en la ciudad de Cuenca
Ecuador. Las investigaciones realizadas que se
han podido dar en el Ecuador en su mayoria han
sido efectuadas en los hospitales de SOLCA, en
otros servicios de salud, muy pocos estudios se
han realizado en mujeres de poblaciones abiertas
y de manera aleatorizada.

1. En la tabla N° 1; sobre la prevalencia del VPH
en poblacidén mujeres que participaron en el estu-
dio, se puede apreciar que el 78.4% presentan la
prueba positiva o que representa a 392 mujeres
de 500 en estudios.

Mientras que el 21.6 % representa a 108 mujeres
en resultados Negativo, concluyendo que la pre-
valencia del VPH en las mujeres de América Lati-
na cada ano se incrementa, asi lo reportan las es-
tadisticas del ministerio de salud. Las condiciones
socioecondmicas en los pises Latinos son similares,
asi como Chile con el (14%), Colombia (15%). Ar-
gentina (17%), y Costa Rica (16%). asi como de
otros continentes Europa (2.12%) y Asia (13,14%).
Es muy importante recalcar lo siguiente que la po-
blacién de estudio fue cautiva es decir acudian
al ginecdlogo ya con algun tipo de lesidon, es por
esto que la prevalencia pudo ser mucho mayor.

Se puede indicar que en la Tabla N° 2, sobre los
genotipos mds frecuentes fueron el VPH 16 se-
guido del 11, los datos nuestros al comparar con
son distintos a otfros estudios realizados en el pais,
posiblemente porque corresponden a otra reali-
dad geogrdfica y cultural; asi tenemos que, en el
Hospital Metropolitano de la ciudad de Quito, el
genotipo mds comun fue el 6 (8.8%), seguido por
el 66 (4.8%) vy los tipos 16, 31, 44 que alcanzan el
2.4%; en tanto que los tipos 11, 34, 35, 54, 59, 62
y 67 mostraron un porcentaje equivalente a 1.6%
para cada uno, y los fipos restantes mostraron una
frecuencia de 0.8%. Si por ejemplo en Santa Ele-
na, Guayas-Ecuador, los serotipos mds frecuente-
mente detectados, fueron: 16, 52, 58 y 59, 62, 71,
72 y 83. En ofro estudio realizado en Ecuador los
genotipos mds comunes fueron HPV 16 (64.5%) y
VPH 81 (29%) seguido por VPH 31, 53, 56 y 58.

Nuestro grupo de Biotecnologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Médicas conjuntamente
con la Direccion de Investigacion de la Universi-
dad de Cuenca realizd una investigacion sobre
genotipos del papiloma virus humano en muestras
cérvico-uterinas de 500 mujeres de la ciudad de
Cuenca, donde obtuvimos estos resultados: VPH
35.9% para los genotipos de altoriesgo, 14.3% para
los genotipos de bajo riesgo; 8% ASC-US, 2.6% de
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lesiones intraepiteliales de bajo grado y 1.0% de
lesiones intraepiteliales de alto grado (Cdrdenas
2014).

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren proporcionar las he-
rmramientas para las autoridades de salud para
comprender la distribucién de HPV y la necesidad
de tfomar medidas para reducir el impacto de la
enfermedad siendo que el papiloma virus huma-
no que es un patdégeno de transmision sexual se
desarrolla de manera preferente en el sexo feme-
nino del cantén Cuenca ya que el 78.4% de la po-
blacién es portador del mismo; de lo que se des-
prende que de cada 10 mujeres que asisten a la
consulta ginecolégica 7 son portadoras del virus.

Los genotipos mds frecuentes encontrados en
nuestra investigacién fueron el papiloma virus 16
con el 26.2%, seguido del 18 con el 4.5% que es-
té&n relacionados directamente con el desarrollo
de cdncer cérvico uterino ya que al correlacionar
con la citologia (Papanicolaou) se demuestra que
la célula sufre cambios morfoldgicos (koilocytosis).

Dentro de las patologias ginecoldgicas la mds
frecuente solicitada por los ginecdlogos es la in-
vestigacion del HPV, con el 51%, seguido por la
Neoplasia Infracervical grado | NIC | con el 27%,
entidades clinicas ginecoldgicas en las cuales
estd presente el HPV y que en el 98% de los cdn-
ceres es el causante principal de lesiones prema-
lignas y malignas del Utero. Estos exdmenes se
realizan en caso de existir cambios morfolégicos
visualizados en el Papanicolaou con la finalidad
de determinar el agente causal, sin embargo, se
la realiza como pruebas de tamizaje ginecoldgi-
co o predisposicidon genética a desarrollar cdncer
cervicouterino.

RECOMENDACIONES

Motivar estudios de prevalencia, casos y controles
y experimentales con otras Instituciones y asi po-
der realizar estudios inter y multidisciplinarios (mul-
ticentricos) en un mayor nUmero de personas con
el apoyo de las 2 universidades y de los gobiernos
de los dos paises.

La investigacién permitid emprender un progra-
ma piloto educativo de promocién, prevencion,
identificacion y seguimiento de las enfermedades
de transmision sexual y del cdncer de cuello ute-
rino, en la pdgina WEB del Ministerio de Salud y
extrapoldndolo a las Universidades de Tumbes y
de Cuenca.



Infercambio cientifico, humano, tecnoldgico en-
tre los dos paises y las dos instituciones universi-
tarias para potenciar no solamente los lazos de
amistad sino mejorar el nivel académico y por
ende la investigacion.

Realizar un estudio no solamente de los genotipos
del VPH sino de susceptibilidad genética de la

poblacién a desarrollar no solamente infecciones
virales sino también predisposicion genética del
Cdncer Cervicouterino. Analizar a los ninos naci-
dos de madres con VPH, hacerles un seguimiento
en el tiempo y ver los efectos del virus en ellos, ya
gue se ha relacionado al VPH con cdncer de la-
ringe, boca, préstata, estbmago.
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