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Métodos utilizados en la identificación del virus de papiloma humano

Methods used in the identification of human papillomavirus

Z. De Guglielmo, A. Rodríguez

RESUMEN
Dada la relación causal establecida entre tipos es-

pecíficos de VPH con el cáncer cervical y lesiones pre-
cursoras, es importante la identificación del tipo viral 
involucrado. La tipificación se realiza mediante diver-
sos métodos que varían en sensibilidad y especificidad, 
cuya utilización depende, principalmente, del objetivo 
perseguido y de las características de la muestra eva-
luada. La tipificación del VPH no sólo es importante 
clínicamente para el seguimiento y establecimiento del 
tratamiento a un paciente dado; además permite co-
nocer los tipos virales que circulan en una población, 
lo que es de interés en el desarrollo de programas de 
prevención y tratamiento de esta enfermedad. Este 
trabajo es una revisión sobre métodos utilizados en la 
detección e identificación del VPH en lesiones de cán-
cer de cuello uterino, resaltando sus características de 
sensibilidad y especificidad.
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ABSTRACT
Given the causal relationship between specific ty-

pes of HPV with cervical cancer and precursor lesions, 
it is important to identify the viral type involved. The 
characterization is done by various methods that vary 
in sensitivity and specificity, whose use depends mainly 
on the aim pursued and the characteristics of the eva-
luated sample. HPV typing is not only important clinica-
lly for the establishment of monitoring and treatment of 
a patient, it also provides knowledge of the viral types 
circulating in a population, which is of interest in the 
development of prevention and treatment programs for 
this disease. This paper is a review of methods used in 
the detection and identification of HPV in cervical can-
cer lesions, highlighting their sensitivity and specificity.
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INTRODUCCIÓN

Es bien conocida la relación etiológica 
entre el VPH y el cáncer cervical, siendo los 
tipos virales de alto riesgo oncogénico 16 
y 18 responsables de aproximadamente el 
70% de los casos de cáncer invasivo de cue-
llo uterino y lesiones intraepiteliales esca-
mosas de alto grado (LIEag), mientras que 
los tipos de bajo riesgo 6 y 11 son encon-
trados con mayor frecuencia en lesiones 
intraepiteliales escamosas de bajo grado 
(LIEbg) y, al menos, en el 90% de papilomas 
y condilomas1,2. Además de las lesiones de 
alto y bajo grado, se ha establecido el diag-
nóstico citológico de «células escamosas 
atípicas de significado incierto» (ASCUS, 
de las siglas en inglés), introducido en el 
sistema de clasificación Bethesda para de-
nominar alteraciones celulares inespecífi-
cas que pudieran o no estar relacionadas 
con el VPH o, bien, aquellas lesiones «ambi-
guas» que a pesar de su carácter atípico no 
pueden ser consideradas como LIEag o LIE-
bg. Dada la presencia de VPH de alto o bajo 
riesgo oncogénico en el cáncer cervical y 
lesiones precursoras, se ha resaltado la im-
portancia de identificar el tipo viral involu-
crado en una patología, lo cual contribuye 
a optimizar el diagnóstico y a implementar 
tratamientos y protocolos de seguimiento 
más adecuados para pacientes afectados 
por esta enfermedad. En tal sentido, este 
trabajo presenta una revisión sobre distin-
tos métodos utilizados en la detección e 
identificación del VPH en lesiones de cán-
cer de cuello uterino, resaltando sus carac-
terísticas de sensibilidad y especificidad.

DETECCIÓN Y TIPIFICACIÓN 
DEL VPH

Los estudios realizados muestran una 
gran variabilidad en cuanto a la sensibili-
dad y especificidad de los distintos mé-
todos utilizados en el cribado del VPH, 
dependiendo del uso del método en sí, 
las características de la población/mues-
tra evaluada, el tipo de lesiones y, de gran 
importancia, la cantidad y calidad del ma-
terial biológico. La infección causada por 
este virus puede evidenciarse indirecta-

mente mediante examen citológico o histo-
patológico a partir de cambios morfológi-
cos sugestivos o directamente mediante 
pruebas moleculares que, a diferencia de 
los anteriores, permiten detectar el geno-
ma y/o identificar el tipo viral involucrado. 
También se utilizan pruebas serológicas 
basadas en la detección de anticuerpos cir-
culantes y la respuesta inmunitaria al nivel 
celular inducida por la infección viral, que 
incluyen el estudio de péptidos de las re-
giones E2, E4, Ll, L2, E6 y E7 de los tipos 
16 y 18 de VPH y la detección de anticuer-
pos frente a proteínas transformantes E6 
y E7 expresadas in vitro por transcripción 
y transducción, así como de estructuras 
proteicas conformacionales de la cápside 
viral L1 y L2 desprovistas de ADN («virus 
like particles»), con las que además se pre-
paran vacunas de tipo preventivo. La sen-
sibilidad de estas pruebas es baja (entre 
50-70%), en comparación a la detección de 
ADN viral mediante reacción en cadena de 
la polimerasa (RCP). Sin embargo, la detec-
ción de anticuerpos se interpreta como un 
marcador de exposición persistente al VPH 
en mujeres normales y está en evaluación 
como marcador de diseminación metastá-
sica en pacientes con carcinoma invasor3.

En la actualidad la citología cervical es 
la herramienta más usada para el cribado 
del cáncer cervical4. No obstante, presenta 
un porcentaje de falsos negativos que, de-
pendiendo del laboratorio, puede alcanzar 
20-30% de los frotis examinados5. Dentro 
de las limitaciones de la citología cérvico-
vaginal como método convencional para 
la pesquisa de cáncer cérvico-uterino ca-
ben resaltar la dificultad y elevado costo 
de su automatización para reducir el error 
humano y la sobrevaloración de los hallaz-
gos citológicos; esto, a su vez, conlleva al 
diagnóstico de cambios atípicos ambiguos 
que no pueden ser confirmados, tratamien-
tos excesivos por Papanicolaou dudosos 
y manejo inadecuado de pacientes con le-
siones cervicales cuyo Papanicolaou fue 
negativo para la infección por VPH y que, 
sin embargo, pudieran presentar una infec-
ción latente que solo se diagnosticaría mo-
lecularmente6. Entre las alternativas para 
superar tales limitaciones se ha propuesto 
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la citología en fase líquida que consiste en 
la preparación de suspensiones celulares 
en medio líquido y obtención de láminas 
monocelulares (limpias de residuo y de 
grumos celulares), con la lectura computa-
rizada de los frotis3,7.

Dada la relación causal que existe entre 
tipos específicos de VPH con el cáncer cer-
vical y las lesiones precursoras, distintos 
estudios han resaltado la importancia de 
utilizar métodos que permitan la tipifica-
ción viral, así como las ventajas de com-
binar los estudios citológicos con dichos 
métodos para mejorar el valor predictivo 
negativo (probabilidad de que un sujeto 
con un resultado negativo en la prueba 
esté realmente sano) de la prueba citológi-
ca convencional, permitiendo el incremen-
to en los intervalos de periodicidad para la 
realización de la misma y la disminución de 
los costos de programas de salud8,9. Un va-
lor predictivo negativo elevado de la detec-
ción viral es muy útil en la práctica ya que, 
si no se detecta el virus, la posibilidad de 
que se esconda una lesión de alto grado es 
muy baja; se ha establecido que la evalua-
ción de VPH de alto riesgo en combinación 
con una citología vaginal negativa repre-
senta un valor predictivo negativo para la 
progresión de la enfermedad a cáncer cer-
vical mayor a 98%10. Esto adquiere mayor 
significación tomando en cuenta que para 
algunos investigadores resulta controver-
sial la forma de atender a las pacientes 
con diagnóstico de ASCUS, ya que entre 
5-17% de citologías con esta clasificación 
son posteriormente diagnosticadas como 
LIEag en la biopsia cervical11, lo cual refleja 
limitaciones en la reproducibilidad de este 
diagnóstico. Otros estudios registran un 
riesgo de 32,5% para el desarrollo de lesio-
nes de alto grado a partir de lesiones AS-
CUS positivas para VPH tipo 1612.

Tales observaciones en el diagnóstico 
ASCUS y las implicaciones clínicas de la in-
fección con VPH de alto riesgo oncogénico 
(especialmente el tipo 16) ha determinado 
que investigadores consideren y sugieran 
la detección directa del VPH en estos casos 
mediante pruebas moleculares, tomando 
en cuenta que tal identificación puede ser 

importante en la estratificación del riesgo 
de progresión hacia lesiones más graves, 
para un monitoreo y seguimiento apro-
piado de pacientes ASCUS. También se ha 
propuesto introducir la determinación vi-
ral con procedimientos de automuestreo 
como técnica de cribado primario en paí-
ses subdesarrollados, donde los progra-
mas de citología son deficitarios1,13.

En el caso de la citología se ha repor-
tado un valor promedio de sensibilidad 
de 61,3% con una dispersión considera-
ble (18,6-94%), lo que resalta la elevada 
subjetividad de este método y justifica un 
control estricto de su calidad, así como la 
necesidad de su repetición frecuente; esta 
sensibilidad incrementa con la edad de las 
pacientes (79,3% por encima de los 50 años 
frente a 55,4% entre los 35-49 años y 48,7% 
por debajo de los 35 años). En contraste, 
la RCP presenta una sensibilidad mayor 
(aproximadamente 90%), con un intervalo 
más compacto (84,9-100%) que no varía 
con la edad, así como una homogeneidad 
de los resultados significativamente supe-
rior. En ambos casos la especificidad incre-
menta con la edad, aunque es más alta en 
la citología que en la RCP. Se ha sugerido 
que la baja especificidad de las pruebas ba-
sadas en ADN de VPH en mujeres jóvenes 
se debe a la alta prevalencia de infecciones 
transitorias en esta población14-16.

Los métodos moleculares de detección 
y/o identificación del ADN viral compren-
den la ya mencionada RCP (y sus variantes: 
RCP anidada, RCP múltiple, RCP y estudio 
de polimorfismo en la longitud de fragmen-
tos de restricción o RFLP) que puede com-
binarse con hibridación o digestión enzimá-
tica de los productos de amplificación para 
la tipificación viral. Los kits comerciales 
disponibles para tal fin incluyen el ensayo 
SPF10-INNO LiPA, la captura de híbridos de 
segunda generación (HC2-Digene/Qiagen), 
el Invader HPV test de segunda generación 
(Inv2 Test- Third Wave Technologies, Inc), 
el método de amplificación AMPLICOR HPV 
Test y el Roche Linear Array HPV Genoti-
ping Test; los dos últimos, desarrollados 
por Roche Molecular Systems y aceptados 
por la FDA para revisión en el 2007, permi-
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ten la identificación de 13 genotipos de alto 
riesgo y 37 genotipos de alto y bajo riesgo 
oncogénico, respectivamente17-19.

El HC2, primer método aceptado y re-
gistrado por la FDA para la detección del 
VPH, es un procedimiento cualitativo que 
consiste en la hibridación, en formato de 
microplaca, del ADN liberado de la muestra 
en estudio con sondas de ARN específicas 
para la identificación grupal de 13 tipos vi-
rales de alto riesgo (16/18/31/33/35/39/45/
51/52/56/58/59/68) y 5 tipos de bajo riesgo 
(6/11/42/43/44). Los híbridos ADN:ARN son 
capturados sobre una superficie que con-
tiene anticuerpos específicos para estos 
híbridos que, seguidamente, reaccionan 
con anticuerpos conjugados con fosfata-
sa alcalina. La unión es detectada por un 
sustrato quimioluminiscente de dioxetano, 
produciéndose una señal amplificada por 
lo menos 3.000 veces que es medida con un 
luminómetro en unidades relativas de luz 
(RLU)20.

Esta técnica permite la discriminación 
entre grupos de VPH, pero no del tipo vi-
ral específico, a diferencia de la RCP. Al 
comparar ambos métodos respecto a la 
detección de ADN de VPH en mujeres con 
citologías equívocas o dudosas, se obtuvie-
ron resultados de sensibilidad y especifi-
cidad similares: 87,4 y 55,6 % para la RCP 
con iniciadores genéricos MY11 y MY09, y 
92,5 y 51 % para el HC2; los autores de este 
trabajo explican que el hecho de que en la 
RCP se usen cantidades relativamente me-
nores de material, respecto a la usada en el 
HC2, pudo haber limitado su sensibilidad, 
lo cual resalta la importancia de optimizar 
y estandarizar los procedimientos basados 
en RCP para aplicaciones clínicas21.

La tecnología Amplicor consiste en la 
amplificación del ADN blanco por RCP, se-
guida de hibridación de los ácidos nuclei-
cos para la identificación de 13 genotipos 
de VPH de alto riesgo oncogénico en célu-
las cervicales recolectadas en un medio de 
transporte; adicionalmente, evalúa la pre-
sencia del gen humano de β-globina, como 
control interno de la amplificación y de ca-
lidad de la muestra biológica. Al comparar 
este método con el HC2 se encontró una 

concordancia de aproximadamente 84%, 
(índice kappa=0,63). Amplicor registró más 
muestras positvas para VPH de alto riesgo, 
con una ligera diferencia (7%) respecto al 
HC2, un hallazgo que debe considerarse 
cuando la detección directa del VPH es 
usada en la evaluación de resultados cito-
lógicos dudosos22; esta diferencia pudiera 
deberse a la mayor sensibilidad que en 
general presentan los métodos basados en 
RCP y sugiere un uso clínico óptimo dife-
rente para ambas pruebas que requiere de 
mayor evaluación23. También se ha repor-
tado que Amplicor, en combinación con la 
colposcopia y la citología de las lesiones 
intraepiteliales escamosas de alto grado, 
es una poderosa herramienta predictiva 
independiente de este tipo de lesiones22,24. 
Al compararlo con el INNO LiPA, la concor-
dancia fue aún más alta, aproximadamente 
98%25.

Las pruebas Linear Array (Roche) e IN-
NO-LiPA consisten en la hibridación rever-
sa de productos de amplificación obteni-
dos por RCP con iniciadores biotinilados 
para VPH con sondas específicas inmovili-
zadas en un sustrato sólido; la hibridación 
es detectada mediante reacción colorimé-
trica. Con ambos métodos se amplifica 
un fragmento de la región L1 del genoma 
viral, de 450 y 65 pb respectivamente. Al 
compararlos, se encontró una alta concor-
dancia (índice kappa=0,859), con una com-
patibilidad de 96,5% en la determinación 
de genotipos específicos (incluyendo los 
tipos 16 y 18), aún en presencia de varios 
tipos de VPH, lo que señala que ambas me-
todologías son reproducibles, precisas y 
con utilidad clínica en la detección e iden-
tificación confiable de un amplio rango de 
genotipos de VPH; sin embargo hubo dife-
rencias significativas en la detección de al-
gunos genotipos virales poco frecuentes, 
como el 42 y el 5926. El Linear Array tam-
bién fue comparado con la secuenciación 
del ADN, registrándose una alta concor-
dancia (aproximadamente 92%) que pone 
en evidencia la elevada exactitud de esta 
prueba en la tipificación del VPH, la cual 
se mantiene aún en presencia de infeccio-
nes múltiples que no pueden ser resueltas 
por la secuenciación del ADN27.
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El Inv2 Test es un sistema semiautoma-
tizado que detecta 14 tipos de VPH de alto 
riesgo, representados en 3 sets de sondas 
(A5/A6 para VPH tipos 51, 56 y 66; A7 para 
VPH tipos 18, 39, 45, 59 y 68; A9 para VPH 
tipos 16, 31, 33, 35, 52 y 58), destacando 
que las sondas para VPH tipos 16 y 18 están 
en sets diferentes. En comparación al HC2, 
que solo permite discriminar entre grupos 
virales de alto y bajo riesgo oncogénico, el 
Inv2 Test solo reconoce y discrimina entre 
grupos de VPH de alto riesgo, haciendo po-
sible la selección de casos que pudieran ser 
positivos para los tipos 16 y 18, que nece-
sitarían una tipificación posterior. También 
tiene la ventaja de presentar un control in-
terno para evaluar la calidad de la muestra 
y de incluir al VPH tipo 66, que fue recien-
temente introducido en el grupo de VPH de 
alto riesgo oncogénico por la Asociación 
Internacional para la Investigación del Cán-
cer28. Considerando estas características y 
el riesgo potencial de lesiones ASCUS por-
tadoras de VPH 16 ó 18, se ha sugerido una 
aplicación clínica del Inv2 Test en este tipo 
de lesiones para seleccionar aquellas que 
ameriten mayor atención29. También se ha 
señalado que puede ser usado potencial-
mente como una prueba de primera línea 
en el cribado rutinario de VPH28 .

Al comparar esta prueba con el HC2 en 
un estudio donde se evaluaron citologías 
con diagnóstico de ASCUS, se obtuvo una 
buena correlación (86,8%) en la detección 
de VPH de alto riesgo oncogénico29.

Cabe mencionar que Hologic Inc adqui-
rió la empresa Third Wave Technologies 
Inc y basándose en el Inv Test, desarrolló el 
Cervista HPV HR Test, recientemente apro-
bado por la FDA, el cual detecta 14 tipos 
de VPH de alto riesgo, y el Cervista HPV 
16/18, test recomendado para la detección 
de los tipos 16 y 18 en mujeres mayores 
de 30 años, en combinación con la citolo-
gía cervical. Al igual que el Inv2, estos test 
presentan una especificidad similar a la del 
HC2 y una sensibilidad superior al 90% en 
la detección de LIEag; además, eliminan el 
diagnóstico de falsos negativos debido a 
que permiten evidenciar si la cantidad de 
ADN presente en la muestra es adecuada30.

Finalmente, debe señalarse que todos 
estos métodos están siendo estudiados 
para su inclusión clínica como procedi-
mientos alternativos en la detección de 
VPH y, a pesar de los altos costos y los in-
convenientes técnicos que pudieran repre-
sentar al nivel clínico y práctico, es impor-
tante considerar las ventajas y beneficios 
que aportan en el tratamiento de pacien-
tes, la determinación de riesgos e, incluso, 
la prevención del cáncer cervical, conside-
rando la repercusión que en tal prevención 
pudiera tener la aplicación de programas 
de evaluación citológica que faciliten y op-
timicen la detección y tratamiento de lesio-
nes precancerosas.

En conclusión, la detección y la tipifica-
ción del VPH tienen una participación resal-
tante en la determinación de la progresión 
de lesiones precursoras del cáncer cervical 
ya que clínicamente pudieran incrementar 
la eficacia del seguimiento y tratamiento de 
pacientes. Particularmente, la identificación 
de VPH de alto riesgo oncogénico debería 
realizarse rutinariamente para la clasifica-
ción de pacientes con citologías ASCUS. 
Asimismo, la tipificación del VPH permite 
conocer los tipos virales circulantes en una 
población, facilitando el desarrollo e imple-
mentación de programas de prevención y 
tratamiento de esta enfermedad.
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