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Resumen
La infección por Virus del Papiloma Humano (VPH) está considerada actualmente como la infección de transmisión 
sexual (ITS) más frecuente en el mundo. Muchas veces, estas infecciones son asintomáticas, pasando desaperci-
bidas a no ser que se empleen métodos moleculares. Otras infecciones se vuelven crónicas, siendo las que tienen 
mayor potencial oncogénico. El virus se detectó en carcinoma bucal de células escamosas, así como en lesiones 
benignas de mucosa bucal, donde se encontró VPH de bajo y alto riesgo oncogénico. En mucosa bucal normal se 
identificaron diferentes tipos de VPH de alto riesgo oncogénico. Los estudios señalan que el hallazgo de VPH en 
mucosa sana depende del método de estudio empleado. No obstante, a pesar de la importancia del diagnóstico 
precoz, existe poca información respecto de la prevalencia de VPH en mucosa bucal sana. La infección por VPH 
puede diagnosticarse por diferentes métodos, pero no todos permiten detectar el genoma ni determinar el tipo 
viral involucrado. La tipificación del VPH permite conocer tipos virales circulantes en una población, facilitando 
el desarrollo e implementación de programas de prevención, diagnóstico y tratamiento adecuados, por lo que la 
identificación de VPH de alto riesgo oncogénico debería realizarse rutinariamente. Si bien, los mejores métodos 
diagnósticos son las pruebas moleculares, debe considerarse la prevalencia geográfica para los diferentes tipos 
de VPH en la elección del método específico para evitar conclusiones inexactas. Finalmente, nuevos métodos 
de detección de VPH bucal están siendo estudiados, considerando beneficios para prevención y tratamiento del 
cáncer bucal. 
Palabras clave: métodos, biología molecular, VPH, bucal.

Abstract
The human papillomavirus (HPV) is now considered the sexually transmitted infection (STI) most common in the 
world. Often, these infections are asymptomatic, passing unnoticed unless molecular methods are used. Other 
infections become chronic, with the greatest potential oncogenic. The virus was detected in oral squamous cell 
carcinoma and benign lesions of oral mucosa, where it was found high and low HPV oncogenic risk. In normal 
oral mucosa identified different types of high oncogenic risk HPV. Studies indicate that the finding of HPV in 
healthy mucosa depends on the method of study employed. However, despite the importance of early diagnosis, 
there is little information on the prevalence of HPV in oral mucosa healthy. HPV infection can be diagnosed by 
different methods, but not all the genome to detect or determine the viral type involved. HPV typing can find viral 
types circulating in a population, facilitating the development and implementation of programs for prevention, 
diagnosis and treatment, so the identification of high cancer risk HPV should be performed routinely. Although 
the best diagnostic methods are molecular testing should be considered the geographical prevalence of differ-
ent types of HPV in the choice of specific method akin to avoid inaccurate conclusions. Finally, new methods 
of detection of oral HPV are being studied, considering benefits for prevention and treatment of oral cancer.  
Key words: methods, molecular biology, HPV, oral. 
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Introducción
La infección por Virus del Papiloma Humano (VPH) es 
considerada actualmente como la infección de transmisión 
sexual (ITS) más frecuente en el mundo.1 La gran mayoría 
de estas infecciones son asintomáticas o subclínicas, pasan 
desapercibidas a no ser que se empleen métodos molecu-
lares para detectar fragmentos del genoma en las células 
infectadas. Casi todas las infecciones son transitorias, 
pues son controladas por la respuesta inmune, sólo en-
tre el 10% y 20% de las mismas se vuelven crónicas o 
persistentes, siendo éstas las que tienen mayor potencial 
oncogénico.2 La infección por VPH puede diagnosticarse 
por diferentes métodos, pero sólo las técnicas moleculares 
permiten detectar con alta sensibilidad el genoma del virus 
y determinar el tipo viral involucrado en diferentes clases de 
muestras como: células exfoliadas, tejidos embebidos en 
parafina o tumores frescos.3 La tipificación es importante 
en la prevención, diagnóstico, tratamiento y seguimiento 
más adecuado de pacientes.4 Los métodos moleculares de 
detección y/o identificación del ADN de VPH disponibles 
son: Reacción en Cadena de la Polimerasa (RCP) y Sistema 
de Captura de Híbridos (SCH). La PCR puede combinarse 
con la hibridación o digestión enzimática de los productos 
de amplificación para la tipificación viral.5 Sin embargo, 
debe tenerse en cuenta la prevalencia geográfica para los 
diferentes tipos de VPH en la elección del método más es-
pecífico.6 No obstante, teniendo en cuenta que existe dis-
crepancia entre los autores, respecto de la determinación 
del método molecular de elección para la detección de la 
infección por VPH en cavidad bucal, se planteó el presente 
trabajo con el objeto de valorar las técnicas moleculares 
diagnósticas disponibles para la detección de la infección 
por VPH en cavidad bucal mediante la presente revisión de 
la evidencia científica.

Importancia del empleo de métodos 
moleculares para la detección de 
VPH en Cavidad Bucal
Se ha detectado el virus en carcinoma bucal de células 
escamosas en una proporción del 50%, así como en le-
siones benignas de mucosa bucal, donde se encontró 
VPH de bajo y alto riesgo oncogénico.7 En muestras pro-
venientes de mucosa bucal normal se han podido identificar 
diferentes tipos de VPH de alto riesgo oncogénico.8 Los 
resultados señalan que en mucosa sana y en relación con 
el método de estudio es posible el hallazgo de VPH en el 
13 al 40% de las muestras, con material obtenido por biop-
sias, citología exfoliativa (citobrush, hisopo o espátula) o por 
enjuague bucal.9 Asimismo, la persistencia de la infección 
por VPH en lesiones bucales, es importante más aun si se 
encuentran asociadas con hábitos que pueden afectar la 
mucosa bucal.10 La combinación de factores de riesgo po-
dría potenciar cambios celulares de lesiones clínicamente 
benignas con transformación, premalignas y/o malignas de 
la cavidad bucal. No obstante, a pesar de la importancia 
del diagnóstico precoz, existe poca información respecto 

de la prevalencia de VPH en la mucosa bucal clínicamente 
sana.11 Asimismo, existen diferencias en los rangos de 
prevalencia de VPH de cavidad oral entre los estudios con 
PCR, dichas variaciones, aún confusas, se podrían deber 
a: método de recolección de muestras, baja carga viral de 
la muestras, diferentes sensibilidades de la PCR, en otros; 
lo que llevaría a conclusiones inexactas.12 Distintos investi-
gadores, han usado la PCR con el fin de detectar y tipificar 
al VPH señalándola como la técnica más rápida y sensible 
para la detección del ADN viral.13

Muestras biológicas: 
Recolección y conservación
Las condiciones de la muestra en lo que hace a la canti-
dad, calidad y conservación tal como los procedimientos 
de preparación del ADN pueden afectar los resultados de 
los diferentes métodos moleculares de detección del VPH, 
pudiendo subestimar la detección viral.14 La obtención de 
ADN de alta calidad es crítica para métodos genéticos-
moleculares.15 Generalmente los métodos que no usan 
el paso de amplificación tal como la Captura de Híbridos 
de Segunda Generación (HC2) están menos afectados por 
estas variables, mientras que los procedimientos basados 
en PCR toleran menos las impurezas por su naturaleza 
enzimática. Por lo tanto, es necesario el uso de disposi-
tivos que permitan la recolección de grandes cantidades 
de células de la muestra, como el citobrush, y medios de 
conservación y transporte que conservan la morfología de 
la célula y estabilizan el ADN y el ARN.14

El tipo de muestra a utilizar en la tipificación de VPH 
es fundamental, debido a que la calidad del ADN extraído 
puede variar considerablemente, afectando la sensibilidad 
y especificidad del método usado.16 Se ha realizado 18, 
cepillado19, espátula de Ayre19 e incluso frotis teñido5. Sin 
duda, cada método tiene sus ventajas o desventajas. De 
esta manera para elegir el mejor material y método se 
requiere de la evaluación de ciertos parámetros como: 
dificultad en la toma de muestra, costo y reproducibilidad 
del método de detección.15

El tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos de 
la muestra, tiene un efecto inverso sobre la eficacia de la 
PCR. Para la amplificación de ADN provenientes de material 
de archivo, se aconseja usar iniciadores que amplifiquen 
secuencias de ADN viral no superior a 200 pb.20 Una de 
las ventajas de la PCR es que se puede analizar mediante 
este método tejidos de más de 40 años de antigüedad. 
Además es posible emplearla especialmente en aquellas 
lesiones de carácter atípico y de significado incierto.15 No 
obstante, muchas veces el ADN extraído desde el tejido 
fijado, no es adecuado para la amplificación por PCR, por el 
fraccionamiento o degradación que sufre el ADN durante el 
proceso de fijación. La formalina búfer al 10% (pH neutro) 
está considerada como un factor adecuado para preser-
var el ADN en tejidos de archivo.21 El tejido congelado es 
considerado una mejor fuente de ácidos nucleicos que el 
tejido fijado, ya que no es sometido a procedimientos que 
puedan introducir inhibidores de la PCR o provocar degra-
dación del ADN.18
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Algunos estudios señalan el cepillado como el mejor 
método para obtención de material para la detección de VPH 
con 100% de correlación con el diagnóstico morfológico 
de VPH.15 Existen estudios que compararon la eficacia de la 
citología de muestras de cepillado con muestras obtenidas 
mediante espátula o torundas de algodón y claramente se 
ha demostrado que la calidad de frotis para diagnóstico con 
cepillado es superior.22 Esto porque el cepillado incorpora un 
barrido extenso que permite recoger suficiente cantidad de cé-
lulas para análisis. Además una muestra de cepillado presenta 
las siguientes ventajas: se procesa en fresco y no es necesario 
congelarla ni someterla a fijación. El método de extracción del 
ADN es más rápido y con menos manipulación, evitando la 
contaminación, que el aplicado al tejido congelado y al tejido 
fijado, donde la técnica es más laboriosa, aumentando el 
riesgo de contaminación.23 Desde el punto de vista clínico: 
puede ser fácilmente obtenido y de menor costo.15

En cuanto a la conservación, algunos estudios se-
ñalan que se puede conservar la muestra hasta 30 días a 
temperatura ambiente. Otros establecen la adecuada con-
servación de la muestra a temperatura ambiente hasta una 
semana, a 4 °C hasta un mes y -20 °C indefinidamente.14

Valoración de Métodos Moleculares 
de Procesamiento
El método de recuperación del ADN es un importante de-
terminante del éxito de la amplificación del ADN de VPH. 
Además considerando la relación que existe entre tipos 
específicos de VPH con el estado y la evolución de la infec-
ción, es importante conocer el tipo viral involucrado en una 
patología dada para arribar a un diagnóstico más preciso, 
tratamiento y seguimientos adecuados. Existen trabajos 
que reflejan una gran variabilidad en cuanto a sensibilidad 
y especificidad de los distintos métodos empleados en la 
evaluación de la infección por VPH. Por otro parte debido 
a las ventajas, desventajas y/o limitaciones que presentan 
los distintos procedimientos moleculares para la detección 
de infección viral bucal, es importante el uso combinado 
de los mismos, de tal forma que permitan con alta sensibi-
lidad y especificidad detectar la presencia de infección viral 
y determinar el genotipo de VPH.24 

Tipos de Pruebas Moleculares basadas 
en sondas con ácidos nucléicos
Las pruebas basadas en sondas pueden dividirse en 2 
grandes grupos: 

Pruebas con señales químicas de visualización am-
plificada; 
Pruebas con la secuencia diana amplificada. En el 
cuadro 1 se señalan las pruebas moleculares más 
importantes.

Métodos de Hibridación Molecular
Southern Blot (SB)
Este método de hibridización es considerado el “Estan-
dar de oro”. Las muestras con alta carga viral pueden 
ser analizadas en forma confiable por esta técnica, 
mientras los que tienen baja carga viral pueden ser 
analizados únicamente por técnicas muy sensibles.

Sistema de Captura de Híbridos (SCH)
Este sistema proporciona una sensibilidad cercana 
a la PCR y detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo (1
6,18,31,33,35,39,45,52,56,58,59,68) y 5 de bajo ries-
go oncogénico (6,11, 42,43,44). Está estandarizado 
y es sumamente reproducible. No hay posibilidad de 
error durante el procesamiento porque el software 
invalida la corrida cuando los controles positivos y 
negativos reportan lecturas inesperadas. Según la li-
teratura resulta un adecuado método para estudios 
epidemiológicos grandes por su reproductibilidad, 
buena sensibilidad y fácil muestreo.25 Este método 
no discrimina los diferentes tipos de VPH hallados 
en una infección múltiple.26 Esta metodología no 
resulta adecuada para el estudio de la infección por 
VPH en la cavidad bucofaríngea ya que existen aso-
ciaciones con genotipo de VPH como el 13 y 32 que 
no son detectados por el formato actual del sistema 
ya que no incluye las sondas específicas para estos 
tipos virales.
Hibridación in situ sobre muestras
biológicas (HIS)
Esta técnica únicamente detecta VPH en células, 
asimismo permite demostrar el ADN de VPH direc-
tamente en la pieza histológica.
Hibridización in situ sobre filtro (HISF) 
Este método es similar al Southern Blot pero de 
realización más sencilla. Además las muestras que 
tienen alta carga viral pueden ser analizadas en for-
ma confiable por esta técnica.

Cuadro 1
Pruebas moleculares para la detección 

de secuencias de ADN y/o ARN.

1. 

2.

•

•

•

•

Categoría molecular

Amplificación 
de la señal

Amplificación 
de secuencias

Pruebas

Southern Blot (SB)

Sistema de Captura de 
Híbridos (SCH)

Hibridación in situ en 
muestras biológicas (HIS)

Hibridación in situ sobre 
filtro (HISF)

Dot Blot (DT)

Reacción en cadena de la 
Polimerasa (PCR)

En el cuadro 2 se mencionan las ventajas, desventajas y/o 
limitaciones que presentan algunos de los procedimientos 
moleculares más usados.
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Cuadro 2
Ventajas y Desventajas/Limitaciones de los procedimientos moleculares.

Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR)
Presenta una sensibilidad aproximada del 90%, con un in-
tervalo más compacto (84.9%-100%) y no varía con la edad. 
Mientras que la especificidad se incrementa con la edad y 
resulta más baja que en la citología.27 Los resultados obte-
nidos con las PCR están sujetos al nivel de detección de 
la prueba molecular, pues la cantidad de ADN del virus en 
la muestra puede resultar insuficiente, tanto por una baja 
carga viral presente, como por el lugar de toma de muestra 
biológica, lo que no permitiría la detección del genoma viral 
mediante este método.28 Algunos autores señalan que el 
límite de sensibilidad de la PCR es de 10 copias del ADN 
viral entre un millón de células.10 Otros, señalan que la dis-
tribución del ADN viral en las lesiones es focal, por lo que 
en células adyacentes que presentan los mismos cambios 
morfológicos, se pueden obtener resultados distintos en la 
detección de dicho ADN.29

El ADN de VPH puede ser amplificado selectiva-
mente mediante una serie de reacciones que incrementan 
la secuencia viral presente en las muestras biológicas.6 De 
acuerdo con la literatura, la sensibilidad y especificidad de los 
métodos PCR puede variar dependiendo solamente de las 
siguientes condiciones: métodos de muestreo; transporte; 
sets de primers; el tamaño de los productos de la PCR; con-
dición de la reacción; funcionamiento de la ADN polimerasa 
empleada en la reacción; procedimientos de extracción de 
ADN; cantidad de ADN de VPH amplificado y habilidad para 
detectar múltiples tipos.6,26 Muchos procedimientos están 
disponibles para evitar estos potenciales problemas em-
pleando protocolos para detección de ADN de VPH. Todos 
los métodos basados en la PCR tienen limitaciones para la 

SB

SCH

HIS

HISF

DB

PCR

Ventajas

Alta sensibilidad 
y especificidad

Detecta una molécula de 
ADN de HPV por célula

Alta sensibilidad y 
reproducibilidad

Buena sensibilidad

Útil en tejidos

Fácil procesamiento

Sensibilidad detecta 
1 molécula de ADN de HPV

Desventajas/limitaciones

Procesamiento largo y difícil

No permite detectar secuencias de ADN de tipos desconocidos

No resulta adecuada para infecciones por HPV bucofaríngeas. 
No discrimina diferentes tipos de HPV en infecciones múltiples

Sensibilidad no bien determinada

Baja sensibilidad y especificidad

Sensibilidad moderada

Requiere rigurosidad tecnológica

*Abreviaturas: SB (Southern Blot), SCH (Sistema de Captura de Híbrido), HIS (Hibridación in situ), HISF (Hibridación sobre 
filtro), Dot Blot (DB), Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

detección de infecciones múltiples debido al número de ti-
pos de VPH detectables. Otro problema es la diferencia en 
la sensibilidad para distinguir tipos de VPH entre diferentes 
sistemas usados y la reproducibilidad de los diferentes 
métodos de VPH para la determinación del tipo exacto de 
VPH en la muestra.

Distintos tipos de PCR

PCR en Tiempo Real 
La determinación de la carga viral es algo muy 
importante ya que existen estudios de correlación 
entre el porcentaje de la carga viral y el incremento 
de riesgo para el desarrollo de lesiones. Actualmen-
te no hay consenso sobre el mejor método para 
cuantificar VPH en muestras biológicas. Uno de los 
métodos más exactos disponibles es la PCR tiempo 
real, pero está sujeto a variaciones. Siendo una téc-
nica muy interesante para estudios epidemiológicos 
por la información brindada.30

Nested PCR
Varios autores han demostrado que el uso de la 
Nested PCR empleando consenso de primers es un 
medio de extrema sensibilidad en la detección de 
los conocidos y nuevos tipos de VPH.31, 32 
Mediante el empleo de primers PGMY09/11 fue 
posible una prevalencia de 19% de ADN de VPH 
en muestras bucales en oposición al 74% de preva-
lencia mediante los primers VPH de la Nested PCR. 
De acuerdo con la literatura, el ADN de VPH está 
presente en bajo número en muestras bucales y 

•

• 
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existen células que no lo contienen, por lo que esta 
técnica proporcionaría una herramienta valiosa para 
la detección de VPH en muestras que contienen ba-
jo número de ADN de VPH y nuevos tipos de VPH.32 
Algunos autores señalan que una de las ventajas de 
esta técnica radica en que resulta ser extremada-
mente sensible y útil para detectar un amplio rango 
de tipos de VPH de mucosa. Además proporciona 
condiciones óptimas para la amplificación que hace 
posible alcanzarlas con relativa facilidad, pudién-
dose identificar 10 tipos de VPH de alto riesgo y el 
VPH 11 que es el más frecuentemente hallado en 
cavidad oral. 

Nuevas tecnologías para detección de VPH

Reacción en cadena de la polimerasa-
polimorfismo de longitud de los 
fragmentos de restricción (PCR-RFLP).
La técnica molecular PCR-RFLP permite la identifi-
cación y tipificación del VPH con gran precisión y 
exactitud (una sola partícula viral puede ser detectada 
en 100 mil copias analizadas).16 Debido a esto, se ha 
sugerido como un método molecular de gran utilidad 
en el diagnóstico y seguimiento de la presencia y 
persistencia del VPH de alto riesgo.20 El uso de la 
RFLP demostró ser útil en la identificación de múlti-
ples infecciones de VPH tal como en la detección de 
nuevos tipos de VPH.30 Asimismo, esta técnica puede 
identificar al VPH 11 que es comúnmente hallado 
en mucosa oral.31 Además puede ser usada para la 
detección de los tipos de VPH más comunes de alto 
riesgo y aquellos no identificados por este método 
podrían ser identificados por secuenciación directa 
de los productos de PCR empleando los primers de 
la PCR interna.31

Según la opinión de los autores, la RFLP fue 
capaz de identificar 2 tipos de VPH de bajo riesgo y 
5 tipos de VPH de alto riesgo en algunos estudios, 
mientras que en otros la RFLP fue capaz de identi-
ficar 10 tipos de VPH de alto riesgo. La PCR-RFLP 
presenta mayor validez que los métodos morfológi-
cos, mostrando una sensibilidad de 100%, una es-
pecificidad de 99% y un valor predictivo negativo de 
100% respecto al diagnóstico histopatológico. Por 
su parte, según la literatura la identificación de los 
tipos de VPH usando RFLP con primers MY09/11 
fue capaz de detectar una amplia gama de tipos 
de VPH conocidos así como pudo ser útil para la 
identificación de nuevos tipos de VPH.31

Sistema de Primers PGMY 09/11
El sistema de Primers PGMY09/11 presenta una 
sensibilidad demostrada para la amplificación por 
PCR de 10 genomas de VPH. Según la literatura 
con este sistema se halló un incremento notable 
en la detección de múltiples infecciones y se logró 
amplificar ciertos tipos de VPH que fueron inefi-
cientemente detectados usando otros métodos.32 
Este sistema detecta el 90% de muestras con tipos 
múltiples de VPH.26

Sistema GP5+/GP6+
A través de este sistema se lograron tipificar 37 tipos 
de VPH mucosotrópicos permitiendo un alto rendi-
miento de procesamiento para estudios clínicos y 
epidemiológicos. Este sistema detecta solamente 
47% de muestras con tipos múltiples de VPH.26

Conclusión
Las implicaciones clínicas de la infección con VPH de alto 
riesgo oncogénico ha determinado que los investigadores 
sugieran la detección directa del VPH mediante métodos 
moleculares, teniendo en cuenta que tal detección puede 
ser importante en la estratificación del riesgo de pro-
gresión hacia lesiones mas graves. Además, muchas veces 
la infección por VPH puede estar latente por lo que sólo 
se diagnosticaría molecularmente. No obstante, según la 
literatura existe una gran variabilidad en cuanto a la sensibi-
lidad y especificidad de los distintos métodos moleculares 
utilizados en el cribado del VPH, dependiendo del uso del 
método en sí, las características de la población/muestra 
evaluada, el tipo de lesiones y la cantidad y calidad del 
material biológico. Sin embargo, la tipificación del VPH 
es fundamental porque permite conocer los tipos virales 
circulantes en una población, facilitando el desarrollo e 
implementación de programas de prevención y tratamiento 
de esta enfermedad, por lo que, la identificación de VPH de 
alto riesgo oncogénico debería realizarse rutinariamente. 

Finalmente, debe señalarse que existen nuevos mé-
todos que están siendo estudiados para su inclusión clínica 
como procedimientos alternativos en la detección de VPH, 
a pesar de los altos costos y los inconvenientes técnicos, 
considerando las ventajas y beneficios que aportarían en 
el tratamiento de pacientes e incluso, en la prevención del 
cáncer bucal mediante la aplicación de programas que faci-
liten la detección y tratamiento de lesiones precancerosas.
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