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SUMMARY
Foreword: The oncogenic role of human Papillomavirus (HPV) in intraepithelial lesions of the uterine cerv¡x has been Iargely descri-
bed. Objective: To determine the different HPV DNA and the¡r prevalence in patients with cytopatholog¡cal lesions. Materials and
Methods: The PAP smears of 6,300 women were diagnosed over a 2-year period. The presence of HPV DNA in all ¡ntraep¡thelial
lesions, as well as in invasive squamouscarcinoma, was detectedby polymerase chain reaction (PCR). Results: HPV DNA was deteo-
ted in 20% of Iow-grade Iesions, in 73% of high-grade lesions and in 50% ofinvasive squamous carcinoma. The most frequent subtype
found in Iow-grade lesions was “unclassified” HPV DNA 16 was tound in high-grade lesions and in invasive squamous carcinoma. In
faur cases, more than one HPV subtype wasfound. Conc¡us¡ons: The HPVfound were similar to those described in our area. Rev Esp
Patol 2001; 34(4): 311-315.
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RESUMEN
Introducción: El papel oncogénico del virus del papiloma humano (VPH) en las lesiones intraepite Hales de cérvix uterino se ha des-
crito en numerosas publicaciones. Objetivo: Conocer la prevalencia y los subtipos de infección por VPH en pacientes con lesiones
citológicas. Material y métodos: Durante dos años se han diagnosticado las triples tomas citológicas de 6300 mujeres. En todas las
lesiones intraepiteliales y carcinomas invasares se determinó la presencia de ADN vfr¡co del VPH mediante reacción en cadena de
polimerasa (RCP). Resultados: El VPH fue positivo en el 20% de las lesiones de bajo grado, en el 73% de las de alto grado y en el
50% de los carcinomas invasores. El subtipo más frecuente en lesiones de bajo grado fue “no tipado”. El subtipo 16 se asocié a lesio-
nes de alto grado y a carcinoma invasor En cuatro ocasiones se alsió más de un subtipo de VPH. Conclusiones: Los subtipos de VPH
aislados son similares a los descritos en nuestro medio. Rev Esp Patol 2001; 34(4): 311-315.
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INTRODUCCIÓN

El cáncerde cuellodel úteroes unade las pocasenfer-
medadestumoralesque presentanrasgosepidemiológi-
cos característicosde las enfermedadesde transmisión
sexualy enel 94%de loscasosestácausadoporelvirus
del papilomahumano(VPH). El papeloncogénicodel
VPH en las lesionespreinvasorasdel epitelio escamoso
cervical,asf comodel carcinomainvasor, se hapuesto
de relieve en los últimos años a través de numerosas
publicaciones(1).

En diversosestudiosseha demostradola existencia
de másde setentasubtiposde VPH (2) y alrededorde
unosveinticincosubtiposdistintosestánimplicadosen
lesionesdelamucosaanogenital,con distintoriesgoon-
cogénico(3).

La edadmediade lasmujeresenlasqueaparecenneo-
plasiascervicalesintraepitelialesha disminuido en los
últimosaños.La prevalenciahaaumentadoenadolescen-
tesy enmujeresdemenosde 30años(4). En estudiosepi-
demiológicospublicados,se han descritocomofactores
deriesgoparaeldesarrollodeneoplasiascervicalesintra-
epitelialesla relaciónsexualcompletainiciadaantesde
los 17 años,lapromiscuidadsexual,el usoprolongadode
contracepciónhormonaly el tabaquismo(5).

La asociaciónentredistintos subtiposdel virus del
papilomahumano(VPH) y los diferentesgradosde neo-
plasiaintraepitelialcervicaly el carcinomainvasorpue-
denagruparseen doscategorías.

El riesgooncogénicobajocorrespondealossubtipos
deVPH 6, 11, 26, 40, 42, 53-55,57, 59, 66, 68; el ries-
go alto/intermedio,alos subtipos16, 18, 31, 33,35, 39,
45,51, 56 y 58, y los subtipos16, 18 y 33 son los que
másfrecuentementese hanrelacionadocon la aparición
delesionesmalignas(6).

El objetivo de nuestroestudioes conocerla preva-
lenciade la infeccióny el subtipode VPH en pacientes
con lesionesmorfológicassugestivascitológicao his-
tológicamente.

MATERIAL Y MÉTODO

Se ha realizadoun estudioobservacionalde tipo trans-
versal.Duranteun periodode dosañossehanestudiado
las triples tomascitológicasdeWied, realizadasa 6300
mujeresde doszonasdesaludde laprovinciadeCiudad

Real,queacudierona lasconsultasdeplanificaciónfa-
miliar o diagnósticoprecozde cáncerde cuellouterino.
Las muestrasfueronenviadasdesdeelCentrode Saludde
Tomelloso,elServiciodeGinecologíadelHospitaldeMan-
zanares,el Serviciode Ginecologíadel HospitalNtra.
Sra. del Carmen,el Centrode OrientaciónFamiliar del
mismohospitaly laUnidaddeCitologíadel CentroDiag-
nósticoRecoletas.

En el ComplejoHospitalariode CiudadReal se pro-
cesaronlas extensionescitológicasdeestas6300mujeres
con tinción de Papanicolaumodificadacon el fin derea-
lizar los diagnósticoscitopatológicosy microbiológicos.
Los diagnósticoscitopatológicosse clasificaron según
lo reflejadoen laTabla1. Serealizaronlosdiagnósticos
microbiológicosqueconstanenla Tabla2.

En todaslas lesionesintraepitelialesde alto y bajo
grado,así comoen los carcinomasinvasores,se deter-
minó la presenciadeADN vírico del VPH mediantela
técnicade reacciónen cadenade la polimerasa(RCP).
Parala extraccióny la amplificacióndel ADN vírico,
tanto delosfrotis comodemuestrasincluidasen parafi-
na, seusóel kit PVHfastde Pharmagen.

La amplificaciónse realizó sobreun fragmentode
unos450 paresde bases(pb), dentrode la regiónLi del
virus del papilomahumano,que presentapequeñasva-
ilacionesenla secuenciadebasesde los distintostipos
de VPH. A continuaciónseefectuólaelectroforesisso-
bre un gel de agarosaal2% y se visualizósobreluz ul-
travioletaparadetectarsi lasmuestrasconteníanono vi-
rus (Fig. 1). Paratipificar las muestraspositivas,se tie-
nenqueincubarcon lasenzimasderestricciónincluidas

Tabla 1. Diagnóstico citopatológico.

Negativaparamalignidad
Atipia citológicadesignificadoincierto
Lesiónintraepitelialdebajogrado
Lesiónintraepitelialde altogrado
Carcinomainvasor

Tabla 2. Diagnóstico microbiológico patológico.

Trichomonas
Hongos
Floracocobacilar
Lesionessugestivasdeclamidias
LesionessugestivasdeVPH
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en elkit, que actúansobrelas zonasvariablesde la re-
giónamplificaday permitendiferenciarunos50 tiposde
papilomavirusque afectana las mucosas,ya quecada
tipo de VPH tieneun patróncaracterístico.Lasbandas
del ADN sevisualizanconluz ultravioletatrascorrerlas
muestrassobreun gel de agarosaMetaphory usandoun
marcadorde pesos molecularesADN MolecularWeight

Marker VIII (BoehringerMannhein). Entodoslos casos
estudiados,paradetectarposibles contaminacionesy
verificarel funcionamientoadecuadode la reacciónen
cadenade lapolimerasaseañadióun controlnegativoy
otropositivo, ademásdel control internode cadamues-
tra que proporcionael KIT PVHfast(Fig. 2). La deter-
minacióndeADN viral sehizo en60 muestrasdetejido

procedentede biopsiasy en 32 de frotis de cuellouteri-
no. Las biopsiasse fijaron en formol al 10% y seinclu-
yeron enparafina.

El que aunapacientese le realizasebiopsiao frotis
dependiódel especialistaque laatendió.La extracción
deADN por latécnicadelaPCRen frotis esmenosdifi -
cultosay hay queteneren cuentaquela parafinaes un
inhibidor de la Taq-polimerasa.Además,el usode for-
mol no tamponadoo la fijación de la muestradurante
másde 24 horaspuededar lugar afalsosnegativos.

Se enviaban dos secciones de tejido de 5 µm inclui-
dasenparafinay seintroducíanenun tuboEppendorfde
1,5 ml parasu transporte.Los frotis se tomaroncon
torundaseca,empleandocánulasEurotubo.Estasmues-

Figura 1. Detección de VPH en gel de agarosa al 2% tras la amplif fica-
cián. Todas las muestras, salvo la de la calle 1, que está inhibida, pre-
sentan una banda de 1200 pb que corresponden al control interno,
aunque es “muy débil” en la calle 5 por la presencia de gran número
de copias del virus. Las muestras positivas (calles 2 y 5) presentan otra
banda de 450 pb que se sitúa más abajo. Las calles 6 y 7 son el con-
trol positiva y negativo, respectivamente, y en la última calle está el
marcador de pesos moleculares (M).

Figura 2. lipificación de las muestras positivas para el VPH tras amplifi-
cación e incubación con las enzimas de restricción en gel de agarosa
Metaphor al 2,5%. La digestión del control interno da lugar a das bandas
de 650 y 550 pb (callesl-7). En las calles 1 y 2 se identifica el tipo 16 tras
la digestión con la enzima 1 y 1+2, respectivamente; en las calles 3 y 4
aparece el tipo 58 también con enzimas 1 y 1+2, y en las calles 5 y 6, el
tipo 31 con la enzima 1 y 1+2. El control negativo se sitúa en la calle 7 y
el marcador de pesos moleculares está en la última calle (M).
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trasseconservabana4 ochastasu envío.La determina-
ción porRCPdel ADN del virus del papilomahumano
serealizóen92 ocasiones,incluyendo todaslaslesiones
intraepiteliales(74 casos)y 18 mujerescon infección
por Trichomonaso sugestivade clamidias.

RESULTADOS

Los diagnósticoscitolópatológicosde las6300 mujeres
fueron:

— Lesionesintraepitelialesde bajogradoen 35 casos.
— Lesionesintraepitelialesde alto gradoen33 casos.
— Carcinomasinvasoresen 6 casos.

Aunque inicialmente diagnosticamosun caso de
ASCUS (atypical squamous celis ofundetermined signi-
ficance),éstefue finalmenteclasificado como lesiónde
alto. grado. El resto de las extensiones citológicasno
mostraronalteraciones.Los diagnósticos microbiológi-
008 patológicosdel total de lamuestraestánresumidos
en laTabla3.

En mujeresconinfecciónportrichomonaso clamidias
y sin lesióncitológicasugestivadeinfecciónporVPH no
encontramosenningúncasopositividadparaelmismo.

En la Tabla4 se recogenlos resultadosde ladeter-
minación de VPH en función del tipo demuestra.

El VPH fue positivo en el50% de loscarcinomas
invasores,enel73% delas lesionesdealto gradoy en

(n=14>41,2% (n=20)58,8% (n=18)31% (n=40) 69%

el20% delaslesionesdebajogrado.Laasociaciónentre
los subtipos de virus del papilomahumanoen las 34
mujerescon VPH positivo y laslesionesintraepiteliales
halladasseresumenen laTabla5.

DISCUSIÓN

En nuestra muestrahubounaaceptablecorrelaciónentre
losresultadoscitopatológicosy lapositividadparaVPH.

Los subtiposdeVPH más frecuentementeencontra-
dos en nuestraspacienteshan sidoel 16,el 31 y el58.
En nuestra muestrano hemosencontrwioningúnsubti-
po 18.Másdel 25% de loscasospositivosaVPH lo fue-
ron porsubtiposno habituales,Estosresultadoscoinci-
den conlosdescritosenEspatiaporotrosgrupos(7, 8).
Otrasseriesde distintos paísestambién confirman la
mayorprevalenciadel subtipo 16, seguidode lejos por
el 18 y e1 31 (9).

Laslesionesde altogradose asociaronsobretodo a
los subtipos 16 y no tipado. Los VPH no tipados se aso-
cianalesionesintraepiteliales tantode bajocomodealto
grado. Se ha especulado con la posibilidad de que
correspondiesen,en porcentajesimilar, a subtipos de
VPH debajo y altariesgo oncogénico(10). El carcino-
mainvasorse asociéconelsubtipo16 en el50%de las
pacientes.Con estosresultadosse podríaproponerque
seefectúedeterminaciónde VPH entodas las lesiones
citológicas de alto grado y bajo grado, y obtenerasí
datossuficientes para unificarlos criteriosde actuación.

La explicaciónal hechode que en cuatro casosse
determinara másdeun subtipode VPH hay quebuscar-
la en laposibilidadde infeccionesrepetidaspor laexis-

Tabla 5. Subtipos de VPH y tipos de lesión.

Número
SubtiposVPH de casos Tiposde lesión

VPH 16 9 6 alto grado y3 carcinomas
VPH 31 4 1 bajo grado y3 alto grado
VPH 33 2 2 alto grado
VPH 35 1 1 alto grado
VPH 53 2 2 alto grado
VPH 58 3 3 alto grado
VPH 16+61 1 1 alto grado
VPH 31+51 2 1 bajo grado y1 alto grado
VPH 58+53 1 1 alto grado
No tipado 9 5 bajo gradoy 4 alto grado

Tabla 3.Resultados de microbiología patológica de
las 6300 m u j e r e s

Trichomonas . 2,4%
Hongos 8,5%
Floravocobacilar 4%
Lesionessugestivasdeclamidias 0,2%
LesionessugestivasdeX’PH 09%

Total 16%

Tabla 4. Resultados de la determinación de VPH en

función del tipo de muestra.

VPH + (n=34) VPH — (n=58

)

Frotis Biopsia Frotis Biopsia
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tencia de múltiples compañerossexuales(11). Estas
infeccionespuedenafectara zonasadyacentesquepos-
teriormentevan confluyendo,lo queexplicaqueen una
mismalesión aparecierandos tiposvirales distintos.

Hacenfalta másestudiosquepermitanrelacionarlas
lesionescitológicasdebajo gradocon VPH de alto ries-
go oncogénico.La progresiónhaciamalignidaddeestas
lesionespodríadarsealargoplazoo tal vezlapresencia
deVPH no indicanecesariamentequevayaaexistir una
transformaciónmaligna(12). Posiblementeotros facto-
res, como el tiempo de evolución de la infección, las
alteracionesde la inmunidad,las alteracioneshormona-
les,etc., podríanestarasociadosaldesarrollode malig-
nidady son objetode estudioenla actualidad.

Proponemosquela determinaciónrutinariade VPH
forme parte del protocolo habitual de actuaciónen
AtenciónPrimariaenmujerescon lesionesdealtoybajo
grado.Desde hace dos años estamosrealizandohabi-
tualmenteestadeterminaciónenel Áreade Puertollano.

Mientrasquelos subtiposVPH conbajo riesgoon-
cogénicose podríancontrolarrutinariamente,la detec-
ción de subtiposde VPH con alto riesgooncogénico
necesitaun estrechoseguimientocitopatológicoy clíni-
co COfl elobjetivodeprevenirlaaparicióndelesionesde
altogradohistológico.
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