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RESUMEN

Objetivos: Los propósitos principales de este estudio han sido determinar los tipos de HPV
asociados a lesiones escamosas intraepiteliales en nuestro medio, relacionándolos con el gra-
do de éstas, y establecer qué tipo viral es el más frecuentemente implicado en ellas.

Material y metodos: Se incluyeron en el estudio 298 pacientes con diagnósticos de SIL de
bajo y alto grado, que representan todos los casos de lesiones intraepiteliales en las que se
pudo detectar HPV mediante técnicas de biología molecular, en un material recogido a lo largo
de un periodo de 8 años (desde 1993 hasta 2000), junto con 9 casos de carcinomas infiltrantes
incluidos para contrastar los tipos virales implicados en estos con los de las lesiones intraepite-
liales. El rango de edades resultó entre 17 y 78 años. No se disponía del factor tabaquismo en
la anamnesis. La presencia del ADN viral fue detectada en todos los casos en material biópsi-
co mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

Resultados: La mayoría de las lesiones escamosas intraepiteliales, tanto de bajo como de alto gra-
do, así como los carcinomas invasores, fueron positivos para los tipos de HPV denominados de «alto
riesgo oncogénico». El tipo de HPV más frecuentemente implicado en todas las lesiones fue el 16.

Conclusiones: La alta incidencia en nuestro material de HPV de alto riesgo oncogénico,
incluso en las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado, sugiere que se considere a la
técnica de la PCR como un método complementario necesario en la evaluación de las biopsias
cervicales y obliga a mirar a las actuales clasificaciones de «HPV/lesión escamosa intraepite-
lial» desde otro punto de vista.

Palabras clave: Virus del papiloma humano, HPV, lesión escamosa intraepitelial, SIL, reac-
ción en cadena de la polimerasa, PCR.

Incidence of the different types of HPV in squamous intraepithelial
lesions of the cervix

SUMMARY

Objectives: To determine the types of human papillomavirus (HPV) associated with squa-
mous intraepithelial lesions (SIL) in cases from our institution, and to establish the most frequent
type of HPV found.



INTRODUCCIÓN

El carcinoma de células escamosas del cér-
vix surge de las lesiones escamosas intraepite-
liales (SIL). Dependiendo de la intensidad y
espesor de estos cambios epiteliales el SIL es
graduado como de baja o alta severidad (1,2).
Estas subdivisiones reflejarían el potencial rela-
tivo de dichas lesiones para desarrollar un carci-
noma invasor. Es conocido que el virus del papi-
loma humano (HPV) está fuertemente asociado
con la neoplasia cervical y sus precursores y
que la presencia de HPV precede y predice el
desarrollo de SIL, siendo el HPV del tipo16 el
más predictivo en SIL de cualquier grado (3,4).
Los tipos de HPV que infectan el tracto genital
inferior pueden clasificarse según el riesgo
potencial que confieren a las pacientes de desa-
rrollar lesiones de alto grado o lesiones invasi-
vas. Los tipos de HPV de bajo riesgo oncogéni-
co (6,11) suelen asociarse con condiloma y/o
SIL de bajo grado, y aquellos de alto riesgo
(16,18,31,33 y otros) con SIL de alto grado,
incluido el carcinoma in situ (CIS), y con carci-
noma infiltrante. Para objetivar la veracidad de
estos datos en nuestro medio se han estudiado
298 biopsias, recogidas a lo largo de un periodo
de 8 años, relacionando el tipo de HPV detecta-
do en el material biópsico mediante técnica de
PCR con el grado de lesión epitelial en los cor-
tes histológicos del mismo material.

MATERIAL Y MÉTODOS

Hemos estudiado 298 biopsias ginecológi-
cas de cérvix obtenidas mediante colposcopia.
El estudio comprende material biópsico recogi-
do desde enero de 1993 hasta diciembre de
2000. Las edades de las pacientes se extien-
den en un rango de 17 a 78 años. Se incluyeron
en el estudio todas aquellas biopsias con diag-
nóstico histo-patológico de SIL de bajo y alto
grado que fueron positivas para HPV mediante
la técnica de PCR, junto con algunos casos de
carcinoma invasor. Las muestras fueron fijadas
en formalina neutra tamponada al 10%, embe-
bidas en parafina y procesadas rutinariamente.
Para la realización de la técnica de PCR se uti-
lizó un «kit» de amplificación de ADN (Master
Diagnostica.Granada, España) que permite
detectar la presencia de HPV de los tipos más
frecuentemente implicados en lesiones cervica-
les (6/11, 16, 18 y 33/31), partiendo del ADN
total extraído de los tejidos incluidos en parafi-
na y mediante el empleo de unos cebadores
específicos que permiten detectar, en una única
ronda de amplificación, los tipos mencionados
sin necesidad de manipulaciones adicionales.
El resultado se visualizó mediante electrofore-
sis en geles de agarosa y tinción con Bromuro
de Etidio en un transiluminador de luz ultravio-
leta. El protocolo utilizado en todas las mues-
tras ha incluido: 1) extracción del ADN, 2) reac-
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Material and methods: 298 cases of high and low grade SIL from patients 17-78 years old
(obtained over an 8-year period: 1993-2000), in which a specific type of HPV had been detected
by polymerase chain reaction (PCR) technique were studied. 9 cases of infiltrative carcinomas
were used to contrast the viral types involved. No detailed smoking anamnesis was available.

Results: The majority of the low and high-grade squamous intraepithelial lesions, as well as
the invasive carcinomas, contained the so-called “high risk types of HPV”. HPV-16 was the type
most frequently found.

Conclusions: The prevalence of high risk types of HPV in our samples, even in low grade
squamous intraepithelial lesions, causes us to strongly suggest that polymerase chain reaction
analysis (PCR) be included as a necessary complementary technique in cervical biopsies. Our
results lead us to believe that the actual classifications of «HPV/squamous intraepithelial lesion»
should be considered from other angles.

Key words: Human papillomavirus, HPV, squamous intraepithelial lesions, SIL, polymerase
chain reaction, PCR.



ción de amplificación y, 3) electroforesis de los
productos amplificados. Algunos casos positi-
vos para HPV por hibridación in situ (sonda
screening) no incluidos en los tipos 6, 11, 16,
18, 31 y 33, y por consiguiente no identificables
con nuestra metodología, no se incluyeron en el
estudio. De cualquier forma su escaso número
en comparación con el total (20 casos en 8
años), no haría variar substancialmente las
cifras ni el objetivo del trabajo.

Extracción del ADN

Se tomaron 2-6 secciones de tejido de unos
10 µm de grosor y se colocaron en un tubo de
microcentrífuga de 1,5 ml valiéndonos de una
aguja histológica. Luego se añadieron 600 µl de
aceite mineral, que se agitó por vortexeo y se
calentó la muestra en termociclador a 95ºC por
2 minutos, centrifugándolo posteriormente a
velocidad máxima por 2 minutos. Posteriormen-
te eliminamos 480 µl del aceite mineral sin
arrastrar tejido, repitiendo los dos primeros
pasos. Al «pellet» de tejido resultante añadimos
50 µl de solución de lisis y 1 µl de solución de
proteasa (que se descongeló justo en el
momento de utilizarla manteniéndola con hielo).
Agitamos varias veces con micropipeta, y centri-
fugamos por 5 segundos para eliminar burbujas,
incubándolo toda la noche a 55ºC con agitación
suave. Para inactivar la proteasa se calentó a
95ºC durante 8-10 minutos. Por último, se cen-
trifugó 5 minutos a velocidad máxima recogien-
do el sobrenadante y evitando así tomar restos
del fondo del tubo.

Reaccion de amplificación

Por cada muestra de ADN se practicaron 3
reacciones de amplificación en 3 tubos diferen-
tes. Una para determinar la positividad para
HPV tipos 6/11 y 16 (tubo verde), otra para
determinar la positividad para HPV tipos 18,
31/33 (tubo rojo) y otra como control de calidad
del ADN obtenido (tubo amarillo). A cada tubo
se añadió 0,5 µl de ADN-polimerasa y 5 µl de la
muestra de ADN. Se mezclaron bien los conte-

nidos de los tubos y se añadió a cada uno de
ellos 50 µl de aceite mineral centrifugándolos 5
segundos en microcentrífuga. Posteriormente,
se colocaron en el termociclador que previa-
mente había sido programado bajo las siguien-
tes condiciones de amplificación: 94ºC 5 min. 30
ciclos: 94ºC 45 sg, 58ºC 45 sg, 72ºC 30 sg, 72ºC
4 min.

Al finalizar la reacción de amplificación los
tubos se mantuvieron siempre refrigerados a
4ºC, y si las muestras no se procesaron en el
momento se almacenaron a –20ºC.

Electroforesis de los productos amplificados

Se colocó el gel de agarosa en la cubeta de
electroforesis y se preparó tampón de electrofo-
resis (TBE 1X) en cantidad suficiente para que el
gel quedase sumergido completamente dentro
de la cubeta. A esto se añadieron 20 µl de solu-
ción de Bromuro de Etidio. Se tomaron 20 µl del
producto amplificado y se pasó a un tubo eppen-
dorf añadiendo 4 µl de tampón de carga. Las
muestras se cargaron en pocillos colocándose
en uno de los carriles 10 µl del marcador de peso
molecular. La electroforesis se mantuvo durante
1 hora a 100 voltios.
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Fig. 1: Detección de HPV en gel de agarosa tras reac-
ción de amplificación y electroforesis.
Caso 1: (Infección por HPV-16). Tubo verde: banda de
98 pb (HPV-16). Tubo rojo: negativo. Tubo amarillo: ban-
da de 102 pb (control positivo).
Caso 2: (Infección doble por HPV-6/11 y HPV-18). Tubo
verde: banda de 157 pb (HPV-6/11). Tubo rojo: banda de
51 pb (HPV-18). Tubo amarillo: banda de 102 pb (control
positivo).
Caso 3: (Negativo). Tubo verde: negativo. Tubo rojo: nega-
tivo. Tubo amarillo: banda de 102 pb (control positivo).



Interpretación de los resultados

CONTROL INTERNO (tubo amarillo): debe
aparecer una banda intensa de 102 pares de
bases, lo que indica que el proceso de manipu-
lación de la muestra y extracción del ADN han
sido correctos independientemente de que la
muestra sea o no positiva para HPV.

TIPAJE (tubos verde y rojo respectivamente):
El tamaño de las bandas que se correspon-

den con cada tipo de HPV resueltas mediante
electroforesis son:

tubo verde para HPV 6/11: 157 pb y HPV 16:
98 pb y tubo rojo para HPV 18: 81 pb y HPV
31/33: 100 pb. (fig. 1).

RESULTADOS

• Del total de 298 casos estudiados, 147 de
ellos tenían un diagnóstico de SIL de bajo grado,
142 casos de SIL de alto grado y 9 casos de car-
cinoma, tal y como se detalla en la tabla I.

• De los 147 casos con diagnóstico de SIL de
bajo grado, 48 casos fueron positivos para HPVs
de riesgo oncogénico bajo (6,11), 35 casos para
los virus de riesgo intermedio (31,33) y 64 casos
para los de riesgo oncogénico alto (16,18), lo
que representa un 33, 24 y 43% respectivamen-
te, como se muestra en el gráfico 1.

• De los 142 casos con diagnóstico de SIL de
alto grado, 4 de ellos eran positivos para los
HPVs de bajo riesgo oncogénico (6,11), 42 casos
para los riesgo intermedio (31,33) y 96 casos
para los de alto riesgo (16,18), lo que representa
el 3, 30 y 67% respectivamente, como se mues-
tra en el gráfico 2.

• De los 9 casos con diagnóstico de carcino-
ma, 1 demostró positividad para los virus de bajo
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Grafico 1. Sil de bajo grado. De los 147 casos encon-
trados, 48 fueron positivos para el HPV de
riesgo oncogénico bajo, 35 para los virus de
riesgo intermedio y 64 para los de alto riesgo
oncogénico, lo que representa un 33, 24 y 43
% respectivamente

Para n=147.

Grafico 2. Sil de alto grado. De los 142 casos encon-
trados con este diagnóstico, 4 eran positivos
para los HPVs de riesgo oncogénico bajo, 42
para los de riesgo intermedio y 96 para los de
riesgo alto, lo que representa el 3, 30 y 67%
respectivamente.

Para n=142.

Tabla I. Se han estudiado 298 casos de biopsias
ginecológicas entre los años 1993-2000,
con positividad para HPV evaluado por
técnica de PCR, de los cuales 147 tenían un
diagnóstico de SIL de bajo grado, 142 de
SIL de alto grado y 9 de carcinoma

Año Total1 Sil bajo2 Sil alto3 Carcinoma4

1993 30 12 15 3
1994 35 23 12 0
1995 47 23 24 0
1996 23 15 8 0
1997 29 16 11 2
1998 19 12 7 0
1999 56 24 30 2
2000 59 22 35 2

TOTAL 298 147 142 9

1 Total de casos en los que se pudo detectar un tipo específi-
co de HPV por técnica de PCR.

2 Número de casos con diagnóstico de SIL de bajo grado.
3 Número de casos con diagnóstico de SIL de alto grado.
4 Número de casos con diagnóstico de carcinoma.



riesgo (6,11), otro para los de riesgo intermedio
(31,33) y 7 casos fueron positivos para los virus
de alto riesgo oncogénico (16,18), que represen-
tan un 11, 11 y 78% respectivamente.

• Si unimos los grupos intermedio y alto como
suele realizarse en la mayoría de los estudios los
resultados son:

• 147 casos con diagnóstico de SIL de bajo
grado: 48 casos positivos para HPV de riesgo
oncogénico bajo (6,11) y 99 casos positivos para
HPV de riesgo oncogénico alto (31, 33, 16, 18).
Esto representa un 33 y un 67% respectivamente.

• 142 casos con diagnóstico de SIL de alto
grado: 4 casos positivos para HPV de riesgo
oncogénico bajo (6,11) y 138 casos positivos para
HPV de riesgo oncogénico alto (31, 33, 16, 18).
Esto representa un 3 y un 97% respectivamente.

• 9 casos con diagnóstico de carcinoma: 1
caso positivo para HPV de riesgo oncogénico
bajo (6,11) y 8 casos positivos para HPV de ries-
go oncogénico alto (31,33,16,18). Esto represen-
ta un 11 y un 89% respectivamente.

• Los casos de infección doble (casos) siem-
pre se han catalogado en base al virus de mayor
riesgo (tabla II).

DISCUSIÓN

La prevalencia global de la infección por HPV
es de aproximadamente un 40%; 5-10% de estas
pacientes desarrollarán SIL y el 1% o menos un
carcinoma (5). En nuestro material los virus de
riesgo oncogénico alto (16, 18, 31, 33) son los más

frecuentemente implicados en las lesiones esca-
mosas, tanto de bajo como de alto grado, asi como
en el carcinoma invasor. El único caso de carcino-
ma positivo para HPV de riesgo oncogénico bajo
resultó ser un carcinoma epidermoide de tipo
verrucoso que se extendía superficialmente y de
forma amplia por las paredes vaginales. Así mis-
mo, en nuestro material, el tipo viral más frecuen-
temente implicado en todo tipo de lesiones (bajo,
alto grado y carcinoma) fue el 16 que representó
un 39% del total (tabla I). Estas tendencias a la dis-
tribución por tipo viral se han mantenido a lo largo
del tiempo (8 años), con unas cifras poco variables
de año en año si se exceptúa lo que parece ser un
aumento relativo del HPV de tipo 16 en los dos últi-
mos años (tabla II). En una reciente publicación
realizada en nuestro país (Ciudad Real) en una
serie de 74 casos, se comprobaron resultados
similares a los nuestros, es decir, presencia de
virus de alto riesgo oncogénico en lesiones cervi-
cales de todo tipo (14). Nos sorprende, únicamen-
te, que no tuvieran ningún caso positivo para HPV
del tipo 18. Esta prevalencia de los tipos de alto
riesgo, incluso en las lesiones de bajo grado histo-
lógico, sugiere que se deba considerar a la técnica
de PCR como un método complementario muy
recomendable en la valoración de las lesiones
intraepiteliales, especialmente las de bajo grado, y
obliga a mirar a las actuales clasificaciones de
«HPV/lesión escamosa intraepitelial», desde otro
punto de vista. En algunas publicaciones recientes
se ha puesto de manifiesto que una carga elevada
del HPV 16, muchos años antes del diagnóstico de
carcinoma, aumenta el riesgo de desarrollarlo, y
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Tabla II. Distribucion anual por tipo viral

TIPO VIRAL 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 TOTAL

6-11 5 6 7 6 11 5 4 9 53
31-33 7 10 13 7 10 10 7 11 75
16 17 16 26 5 1 35 36 136
18 1 1 2 8 3 15
16/18 * 1 1 6 2 1 11
16/31-33 * 1 2 3
6-11/16 * 1 1 1 1 4
6-11/18 * 1 1

TOTAL 30 35 47 23 29 19 56 59 298

* Casos de infección doble.



que además aquellas pacientes con cargas virales
persistentemente elevadas son las que tienen un
riesgo mayor. Esto es particularmente cierto para
aquellas pacientes menores de 25 años de las
cuales el 25% desarrollará un carcinoma in
situ (13). Todos estos datos abundan en el razona-
miento anteriormente expuesto de la utilidad de
identificar el tipo de HPV implicado en las lesiones
cervicales. Por lo que respecta al método citológi-
co, muchos estudios sugieren que sería de mayor
utilidad realizar tests para detectar HPV de alto
riesgo y/o medir la carga viral de HPV, que repetir
una técnica de citología ginecológica por Papani-
colau en mujeres con atipia citológica leve (6-10).
Con ello se estaría intentando identificar el máximo
número de mujeres con un SIL de alto grado ocul-
to o incipiente a menor costo. En conclusión, pare-
ce que la detección de HPV y su tipificación debe-
rían añadirse a los estudios de rutina tanto en
material citológico como histológico. En el primer
caso para reducir el número de mujeres referidas
a tratamiento o múltiples controles por citologías
levemente anormales (ASCUS); en el segundo,
para predecir con mayor precisión el riesgo poten-
cial de la lesión.
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