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RESUMEN

Se aplicó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa para la detección de secuencias de Papillomavirus hum
mediante controles de líneas celulares de cáncer cervical y tejidos obtenidos por biopsia con diagnóstico clínico positivH.
Se utilizó un juego de oligonucleótidos consenso, que son complementarios a una región altamente conservada dentro
de lectura abierta E1 del genoma viral de los PVH que afectan la mucosa cervical. Con este juego de cebadores 
amplificar secuencias de ácido desoxirribonucleico (ADN) correspondientes a los PVH 6 y 11, considerados dentro de
bajo riesgo y de los PVH 16, 18, 31 y 33 comprendidos en el grupo de alto riego. El estudio de la sensibilidad de la 
amplificación arrojó como resultado un nivel de detección de 3,5 partículas virales por cada genoma diploide celular.

Descriptores DeCS: PAPILLOMAVIRUS HUMANO/genética; REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/método
ANALISIS DE SECUENCIA DE ADN/métodos; GENOMA VIRAL; ADN VIRAL/genética.
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La familia Papovaviridae está constituida por u
grupo heterogéneo de virus. Hasta el presente han
identificados 77 genotipos diferentes de Papillomav
en humanos. En la actualidad se ha podido determin
forma parcial la secuencia de aproximadamente 30 
adicionales de Papillomavirus humanos (PVH), lo c
sugiere la existencia de un número total de 100 geno
de PVH. De los 77 tipos cuyas secuencias han 
estudiadas por completo, más de 40 infectan la mu
cervical y representan un grupo importante de patóg
que producen enfermedades de origen epitelial.1 La
infección por PVH tiene una alta incidencia y demostr
asociación con el cáncer cervical.2 Una de las más fuerte
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evidencias de la función que desempeña este virus
carcinogénesis lo constituye la presencia del ADN 
en más del 90 % de los carcinomas celulares escam
del tracto genital.3,4 Se reconoce la vía sexual como la 
común de diseminación del virus.5

La infección del cuello uterino por PVH puede
asintomática o provocar una serie de manifestacione
varían desde la presencia de condilomas benignos
la ocurrencia de alteraciones displásicas de difer
grados y cáncer. La distinción de los diferentes est
patológicos tiene un alto valor pronóstico ya que mie
los condilomas casi siempre permanecen como les
benignas, las neoplasias intraepiteliales cervicales (
 (IPK).
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tienen una alta potencialidad de progresar al cá
invasivo.6

Debido a la falta de un sistema celular suscep
para el aislamiento e identificación del virus y a la ause
de pruebas serológicas adecuadas, el diagnóstico
infección por PVH ha estado basado fundamentalm
en la detección del ácido nucleico viral.7

Desde la introducción de la reacción en cadena 
polimerasa (RCP) como nueva técnica para el diagnó
el estudio y análisis del ADN sufrió un vuelco tanto
nivel clínico como al investigativo. El método involuc
la amplificación selectiva de secuencias específica
ácidos nucleicos mediante síntesis enzimática
constituye hasta el momento la técnica más sen
empleada en la detección del ADN de PVH. La RCP per
identificar un solo tipo viral, con la utilización de cebado
que se unan a secuencias específicas de éste o 
detectar un amplio espectro de tipos mediante ceba
generales o consenso.8

El presente trabajo tiene como objetivo aplica
tecnología de la RCP para la detección de ADN de P
empleando un juego de oligonucleótidos conse
correspondiente a una región altamente conser
dentro del genoma viral (región E1). Con estos cebad
nos propusimos determinar la sensibilidad y factibili
de la técnica para amplificar secuencias de los tipo
PVH que se presentan con mayor frecuencia en el t
genital. Contorni y Leoncini9 publicaron las secuencia
de estos cebadores para su empleo en la amplificaci
muestras parafinadas. Sin embargo, en  nues
condiciones, nos trazamos introducir la modificación
aplicar esta metodología a la detección de secuenci
PVH en muestras frescas de tejidos endocervic
obtenidos por biopsia con un diagnóstico clín
sugestivo de infección por PVH.

MÉTODOS

Cultivos celulares y clones de PVH. Se emplearon
las líneas de cáncer cervical humano Siha, Hela y C
obtenidas de la American Type Culture Collection. La
línea Siha contiene una copia de PVH 16 por cada ge
celular, la Hela contiene entre 10 y 50 copias de PVH
la CaSki entre 400 y 500 copias de PVH 16. Los cultivo
realizaron en medio Eagle suplementado con suer
ternera fetal al 10 % y se incubaron a 37 °C hasta q
crecimiento celular se hizo confluente. Estas lín
celulares fueron sometidas a extracción de ADN y fue
utilizadas como controles positivos para ser emple
en la reacción de amplificación.

Los genomas completos de PVH 6, 11, 16 y
clonados en el plásmido pBR 322 fueron dona
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gentilmente por el Departamento de Genética del Hos
Clinicoquirúrgico "Hermanos Ameijeiras". La extracc
de las bandas de PVH empleadas en la reacció
amplificación se realizó por digestión con Bam
(Amersham) para los tipos 6, 11 y 16, y con Eco
(Amersham) para el tipo 18. Las bandas fue
purificadas mediante la técnica de agarosa de 
punto de fusión.10

Tejidos endocervicales obtenidos por biopsia. Se
estudiaron para la reacción de amplificación 10 mue
de tejidos endocervicales obtenidos por biopsia a p
de pacientes que asistieron a la consulta de patolog
cuello del Hospital Ginecoobstétrico "Euseb
Hernández". El empleo de biopsias frescas const
una modificación del protocolo original de Contorni y
Leoncini,9 quienes describieron esta metodología p
ser empleada en muestras parafinadas. El criter
selección de este tipo de muestra fue la presenc
alteraciones citológicas que revelaran la presenc
infección por PVH y que comprendieron coilocito
abundante y NIC de diferentes grados,11 incluidas dentro
de las categorías 3, 4, 5 y 6 del sistema de clasific
establecido por la OMS en 1984. Además, estas mue
presentaban un diagnóstico clínico por colposcopia t
de infección por PVH. Las biopsias fueron transporta
a 4 °C en tubos de congelación con una solución s
fosfatada al 0,01 % de duodecil sulfato de sodio (P
SDS) y se almacenaron a -70 °C hasta su procesam

Extracción de ADN de los cultivos celulares. Cuando
el crecimiento se hizo confluente, las células fue
desprendidas por tripsinización y lavadas con PBS
Después se centrifugaron a 3 500 rpm (centrífuga
4.11, Jouan) y el sedimento se resuspendió en 500 
buffer lisis (Tris 10 mM pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM
SDS 0,5 %).

Los detritos celulares se eliminaron centrifugan
12 000 rpm (centrífuga D7200, Hettich) y el sobrenad
fue tratado durante 1 h a 56 °C con 30 U de proteina
(25 mg/mL); seguidamente se realizaron 2 extraccion
proteínas con fenol y fenol-cloroformo-alcohol isoamí
(25:24:1) con sus respectivas centrifugaciones a 12 000
El ADN se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol abs
y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,3 to
noche a -20 °C.

Al día siguiente se centrifugó durante 30 mi
12 000 rpm, el precipitado se lavó con etanol al 70 %
se secó al vacío (Speed vac CHIST 1131, Blanc La
fue resuspendido en 20 µL de agua bidestilada esté
calidad del proceso de extracción se determinó med
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en ta
Tris-Borato-EDTA (TBE) y la visualización se realizó p
tinción con bromuro de etidio en un transilumina
(Macrovue 2011, LKB). La concentración de ADN 
todos los casos se determinó en un espectrofotóm
(1135, Unican).10
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Extracción de ADN de los tejidos endocervical
Los fragmentos de tejidos de aproximadamente 3 mm3 se
resuspendieron en  500 µL de buffer lisis (Tris 10 mM
pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM, SDS 0,5 %). Para log
la ruptura del tejido se utilizaron 20 µL de SDS (10 %)
y 40 µL de proteinasa K (25 mg/µL), y se incubaron e
2 y 3 h a 56 °C. Las proteínas celulares se eliminaron
extracción volumen/volumen con fenol-cloroformo
-alcohol  isoamílico (25:24:1) y la precipitación del AD
se efectuó con etanol absoluto y acetato de sodio
ADN fue resuspendido en 20 µL de agua bidestil
estéril y la calidad del proceso de extracción se determ
de igual forma que en los cultivos celulares.

Reacción en cadena de la polimerasa. Los cebadores
utilizados son complementarios a una secuen
nucleotídica del ORF E1 que aparece con un alto nive
conservación entre los PVH asociados con las lesi
de la mucosa cervical. Sus secuencias son conside
"secuencias consenso" ya que son capaces de amp
regiones del genoma de 6 tipos virales muy frecuente
el tracto genital (PVH 6, 11, 16, 18, 31 y 33) y generan
fragmento cuya talla oscila entre 577 y 594 pb
dependencia del tipo de PVH que se somete a la rea
de amplificación.9

La reacción de amplificación se realizó utilizand
1 ng del genoma de los tipos de PVH 6, 11, 16 y
10 ng de ADN de los cultivos celulares Hela y CaSki; 1
ng de ADN extraído de la línea celular Siha y 100 ng
ADN proveniente de las biopsias endocervicales en
volumen final de 100 µL. Se incluyeron como contro
negativos 10 ng de ADN de fibroblastos humanos, a
bidestilada estéril, así como 100 ng de ADN provenie
de una muestra de tejido endocervical negativa a P
por la técnica de Southern blot.

La mezcla de reacción estuvo constituida por 10
del buffer de amplificación 10X (KCl 500 mM, Tris-HC
100 mM pH 8,3; MgCl

2
 15 mM, gelatina 0,01 %), 200 mM

de cada dNTP, 2,5 unidades de Taq. polimerasa (IPK),
50 pM de cada cebador y agua bidestilada estéril; 
teriormente se procedió a efectuar la reacción de am
ficación.9

Para la detección del producto amplificado se an
zaron 10 µL de cada producto de reacción en una ele
foresis en gel de agarosa al 1,2 % en tampón TBE. La visua-
lización se realizó por coloración con bromuro de etid

Sensibilidad de la reacción de amplificación. La
sensibilidad del ensayo para este juego de oligos e
aspecto que incluimos a la metodología original desc
por Contorni y Leoncini. Para ello se realizaron dilucion
del genoma de PVH 18 en 100 ng de ADN de place
humana. Las diluciones abarcaron un amplio rango
concentraciones del genoma del virus (1 ng, 100
10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg , 1 fg y 0,1 fg/µL) y se amplifica
y visualizaron bajo las mismas condiciones y paráme
descritos anteriormente.
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Los fragmentos originados a partir de la banda
PVH 18 fueron sometidos a una hibridación Southern b
La sonda utilizada fue el genoma completo de PVH
marcado mediante el método de random primer o marcaje
al azar.10 Se emplearon 20 unidades de la enzima Klen
(Promega) para marcar 100 ng de ADN de PVH 18
presencia de 50 µCi de α P32dATP (Amersham).12

Análisis de restricción. Los productos amplificados
a partir del ADN de las líneas celulares y de las banda
los PVH 6, 11, 16 y 18 fueron tratados con fen
cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), precipitados c
etanol absoluto y resuspendidos en un volumen fina
50 µL. Para la digestión enzimática se adicionaron 2 
dades de la enzima Alu I (Promega) y 5 µL del buffer de
digestión H 10X (Promega), se incubó a 37 °C durante
Los patrones de digestión se analizaron en electrofor
en gel de agarosa al 1,2 % en tampón TBE, a 8
durante 1 h.9

RESULTADOS

La extracción de ADN a partir de tejidos end
cervicales obtenidos por biopsias resultó exito
empleando la metodología descrita, al obtener un á
nucleico con calidad y concentración adecuadas par
empleo óptimo en la RCP. En todos los casos la c
centración del ADN extraído fue de aproximadame
200 ng/µL (fig. 1).

Fig. 1. Extracción de ADN a partir de tejidos endocervical
obtenidos por biopsia y de tejidos de líneas celulares de cá
cervical. En todos los casos la concentración del ADN extraído
estas muestras empleadas como controles positivos fue
aproximadamente 200 ng/µL. Los carriles 1, 2, 3 y 4 correspon
a ADN de tejidos endocervicales de pacientes; y los carriles 5,
7 corresponden a ADN de tejidos de líneas celulares, Siha, He
CaSki, de forma respectiva M ( λ ADN Hind III).



194

 16 y
ida

otip
b)
una

etos
n un

DN
y de
s s
ado
fina
rato
los

des
igua
 de
 de
les
 co
ki).
say
 un
ma

ido
ifica
om

tos
 la

H 6,
 (S),

earon
 de

ma
y el
ante
ló la

da en
La RCP de los genomas completos de PVH 6, 11,
18 reveló la presencia de una banda con igual intens
y pequeñas diferencias en la talla para cada gen
viral (PVH 6 y 11-577 pb; PVH 16-583 pb; PVH 18-595 p
al ser analizados 10 µL del producto amplificado en 
electroforesis en gel de agarosa al 2 % (fig. 2).

Fig. 2. Productos amplificados a partir de los genomas compl
de PVH 6, 11, 16 y 18. Las bandas amplificadas oscilan e
rango entre 577 y 595 pb. M(pBR 322 Hae III).

Los productos amplificados a partir de 10 ng de A
proveniente de las líneas celulares Hela y CaSki 
100 ng de ADN de Siha rindieron bandas cuyas talla
corresponden con las de los genotipos virales integr
a sus respectivos cromosomas (fig. 3). La cantidad 
de producto amplificado fue dependiente del sust
disponible, ya que al utilizar 1 ng del genoma de 
diferentes tipos de PVH se obtuvieron cantida
comparables de productos de la RCP (bandas de 
intensidad) y por otra parte, al emplear 10 ng de ADN
las líneas celulares, se obtuvieron productos
amplificación proporcionales al número de copias vira
integradas a los cromosomas celulares (bandas
diferente intensidad; en orden creciente: Hela y CaS

En la figura 4 se muestran los resultados del en
de sensibilidad. Como puede apreciarse se obtuvo
amplificación evidente hasta la cuarta dilución del geno
de PVH 18, correspondiente a 1 pg de ADN viral dilu
en 100 ng de ADN de placenta humana, lo que sign
que la técnica utilizada es capaz de detectar 3,5 gen
virales por cada genoma diploide celular.

La hibridación a que fueron sometidos los produc
de la reacción de amplificación permitió detectar
presencia del ADN viral hasta 1 pg (fig. 5).
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Fig. 3. Productos amplificados a partir de los genomas de PV
11, 16 y 18 y del ADN extraído de las líneas celulares Siha
Hela (H) y CasKi (C). M1 (λ   Hind III/EcoR 1), M2 (pBR
322/Hae III), FH (fibroblastos humanos).

Fig. 4. Resultados del ensayo de sensibilidad en el que se empl
diluciones del genoma de PVH 18. Las diluciones seriadas
base 10 se real izaron desde 1ng hasta 0,1 fg. Se obtuvo
amplificación hasta la cuarta dilución  (1 pg).

La aplicación de la RCP a la detección del geno
de PVH en tejidos de biopsias endocervicales 
posterior análisis de los productos amplificados  medi
una  electroforesis en gel de agarosa al 1,2 %, reve
presencia de una simple banda con la talla espera
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Fig. 5. Resultados del Southern blot a que fueron sometidos
productos amplificados en el ensayo de sensibilidad. Se detect
señal de amplificación hasta 1 pg (cuarta dilución).

los 10 casos empleados como controles positivos.
diferencias que existen en la intensidad y talla de
bandas obtenidas se deben a que las concentracion
ADN de cada muestra difieren en cada uno de los c
(fig. 6).

El análisis de restricción con Alu I de los produc
amplificados a partir del genoma de los PVH del grup
bajo riesgo (tipos 6 y 11) muestra el mismo patrón
restricción (un fragmento único de 555 pb), mientras 
la digestión de los productos de la RCP de los PVH
grupo de alto riesgo mostró un patrón característico 
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DISCUSIÓN

Muchas evidencias apoyan que los PVH pue
desempeñar una función importante en el desarrollo
cáncer cervical, y que la detección del ADN viral en
lesiones constituya actualmente la más importa
herramienta diagnóstica en la identificación del age
Desde hace varios años la RCP ha brindado resul
alentadores en la detección de los PVH, y ofrec
posibilidad de identificar y tipificar el virus de una form
rápida y fácil.8

En los primeros estudios realizados utilizando la R
se emplearon diferentes juegos de cebadores espec
para cada tipo viral, pero el posterior desarrollo de
protocolos de trabajo trajo como resultado el emple
un solo juego de oligonucleótidos para detectar un am
espectro de tipos virales.13,14

De los 30 tipos de PVH que son capaces de infe
la mucosa cervical, los tipos 6 y 11 son los más com
en los condilomas acuminados y en las NIC de bajo gr
el tipo 16 es el más frecuente en las lesiones maligna
PVH 18 es el que más se detecta en los carcino
cervicales con un curso clínico agresivo.15

En nuestro estudio, el empleo de un juego de ol
consenso diseñados a partir de una región altam

cada tipo: PVH 16 (343, 240 pb); PVH 18 (267, 238, 90 
Las líneas celulares Siha y CaSki contienen integrad
sus cromosomas el genoma de PVH 16, y la línea 
contiene copias de PVH 18. La digestión con Alu I de
productos de la RCP a que fueron sometidos los ADN
estas líneas, mostró patrones de restricción coincide
con los obtenidos para cada tipo viral integrado a
cromosomas (fig. 7).
Fig. 6. Aplicación de la RCP a la
detección de genomas de PVH a partir
de ADN de tejidos endocervicales
obtenidos por biopsia. Los carriles 3,
5, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 se
corresponden con los 10 casos
empleados como controles
positivos,los carriles 1, 2, 4, 6, 7, 9 11
y 18 se corresponden con los controles
negativos.
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conservada del ORF E1, nos permitió la amplificación
un fragmento de 577 a 595 pb del genoma de los 6 tip
PVH mucosotrópicos más frecuentes en la poblac
mundial, que constituye un sustrato adecuado pa
tipificación de éstos mediante enzimas de restricción9 La
comparación de los fragmentos amplificados con el pa
de peso molecular permite comprobar que cada prod
de la RCP presenta la talla adecuada. El empleo de un
juego de cebadores en la detección de 4 tipos de 
simplifica el trabajo en el muestreo masivo, minimiza
manipulación excesiva y el alto costo del diagnóstico
implicaría el uso de cebadores específicos par
identificación de cada tipo viral por separado.

En nuestro trabajo los cebadores fueron capace
amplificar de forma eficiente tanto los genom
correspondientes a cada clon de PVH, los geno
virales integrados a los cromosomas de las líneas celu
empleadas como controles positivos; así como
fragmentos de ADN viral presentes en las 10 muestra
tejido endocervical. El empleo de biopsias fres
constituye una modificación del protocolo origin
descrito por Contorni y Leoncini,9 quienes describiero
el empleo de estos oligos consenso para ser emple
en la amplificación de ADN de PVH en muestr
parafinadas.

En este estudio hemos seguido una estrategia si
a la utilizada en otros trabajos publicados. El emple
un juego de oligos consenso diseñados a partir del an

Fig. 7. Digestión con Alu I de los productos amplificados a pa
de los genomas completos de PVH 6, PVH 11, PVH 16 y PVH
y de las líneas celulares Siha (S), Hela (H) y CaSki (K). M1 (λ  ADN/
/Hind III/ EcoRI), M2 (pBr 322/Hae III).
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de secuencias del ORF L1, permitió detectar 11 geno
de PVH asociados con lesiones de la mucosa cervic16

En 1991, se reporta un trabajo que se apoyó e
secuencias conservadas del ORF E6 para utilizar un 
de cebadores en la amplificación de 5 genotipos vir
que fueron tipificados por Southern Blot.17 Dos años más
tarde un grupo de investigadores desarrolló un proto
que permitió la detección de 33 tipos de PVH cutáne
genitales a partir de la amplificación de una secue
conservada del ORF E1.14 En otro trabajo se analizó 
ORF L1 para la síntesis de un juego de cebad
consenso que permitió la diferenciación en grupos
diferentes comportamientos biológicos de 18 tipos
PVH.8

El análisis computadorizado de las secuencia
ADN de los diferentes tipos de PVH revela que 
regiones más conservadas se localizan en los ORF
E1. Durante la integración del genoma viral al cromos
celular se producen deleciones en la región E1/E2
inducen a muchos investigadores a la utilización
secuencias de los ORF L1 y E6 que no son cliva
durante la integración.18 En nuestro trabajo se utiliza
oligonucleótidos correspondientes a la región 5’
ORF E1, que se mantiene intacta después del proce
integración y posibilita la detección de PVH mediant
RCP sin que se produzcan resultados falsos positiv

Se plantea que el contenido de ADN de una cé
humana es de aproximadamente 5 pg, pudiéndose i
que  en  100 ng de ADN de placenta existen cerc
20 000 células. También se conoce que en 1 pg de 
de PVH hay involucrados unos 70 000 genomas virale14,16

La relación que se establece entre los planteamie
anteriores y los resultados del ensayo de sensibil
(70 000/20 000) permiten concluir que nuestro sistem
capaz de detectar 3,5 partículas virales por cada ge
diploide celular.

Los resultados obtenidos en el ensayo de sensibil
aspecto éste que también ha sido agregado a la metod
original como una modificación, son comparables a
reportados por otros investigadores. En un estudio 
que se aplicó la RCP para la identificación de tipos cutá
y genitales de PVH  se demostró  que  el  método p
detectar  entre 0,3 y 3 partículas virales por cada gen
diploide celular. Otro trabajo realizado en el que se utiliza
cebadores consenso para la detección de un am
espectro de tipos de PVH, reportó un nivel de detec
de 0,1 a 1 pg de ADN de PVH.14,16

La detección del ADN de PVH en 10 biopsi
endocervicales demuestra que la RCP descrita en
estudio, no sólo detecta el genoma viral purificad
integrado al cromosoma de las líneas celulares emple
como controles; sino que es capaz de amplifi
secuencias de PVH de forma eficiente en muestras clí

,
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de pacientes con alteraciones citológicas donde el A
viral puede encontrarse integrado por comple
parcialmente o en forma episomal.

La experiencia adquirida hasta el momento por la g
cantidad de investigaciones realizadas en torno 
función de los PVH en la génesis del cánc
cervicouterino, destaca la diferencia notable 
porcentaje de positividad a PVH que existe entre muj
con alteraciones citológicas y las que no presen
ningún tipo de afectación celular.

De manera general, la prevalencia de PVH asoc
con alteraciones cervicales alcanza valores entre 50 y 
en mujeres con alteraciones citológicas, mientras que
se reportan valores del 15 al 20 % cuando se ana
mujeres con el cérvix normal.17 Al comprobar la utilidad
de esta técnica en los controles utilizados qu
demostrada la factibilidad de su uso para estudia
prevalencia de PVH en un gran número de mues
clínicas a partir de tejidos endocervicales obtenidos
biopsia.

A pesar de que el Southern Blot es considerad
técnica de referencia en el diagnóstico de PVH, la R
constituye un método ideal para la identificación 
genoma viral de un modo rápido y relativamente fáci
aquellas muestras que rinden pequeñas cantidad
ácido nucleico. El empleo de biopsias endocervicales c
controles en nuestro trabajo imposibilitó la utilización 
Southern Blot en la detección del virus, ya que
requieren entre 5 y 10 µg de ADN para obtener result
satisfactorios.19

Por la alta sensibilidad de la técnica, l
contaminaciones pueden constituir un serio problem
dar lugar a resultados falsos positivos. La incorpora
de controles negativos en las reacciones de amplifica
permite un mejor análisis frente a la presencia de resul
falsos positivos causados por contaminaciones 
amplificaciones originadas por una hibridaci
inespecífica de los cebadores en la RCP (control 
contiene agua en lugar de ADN, control que conti
ADN de fibroblastos humanos y control que contie
ADN extraído de una muestra de tejido endocervical
citología normal y negativa a PVH por Southern blot)

El tratamiento de los productos de la RCP con A
permite clasificar los PVH que aparecen con ma
frecuencia en las lesiones genitales en 2 grupos
diferentes comportamientos biológicos (alto y bajo riesgos).
Para los tipos 6 y 11 que son los más comunes e
condilomas acuminados y las NIC de bajo grado se ob
una banda de 555 pb que permite incluirlos dentro
grupo de bajo riesgo. Para los PVH 16 y 18 que son
tipos más frecuentes en las lesiones precanceros
cancerosas se obtuvieron patrones de restric
característicos, que no sólo posibilitan su clasificac
a
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SUMMARY

The polymerase chain reaction technique was applied to d
sequences of human Papillomavirus (HPV) by controls of cell
lines of cervical cancer and of tissues obtained through bio
with a HPV-positive clinical diagnosis. A set of consens
oligonucleotides, which are complementary to a highly conse
region within the open reading frame El of the viral genome
HPV affecting the cervical mucosa, was used. With these prim
it was possible to amplify DNA sequences corresponding to H
6 and 11, considered in the low risk group, and to HPV 16, 18
and 33, included in the high risk group. The study of the sensit
of the amplification technique showed a level of detection of 
viral particles per each cellular diploid genome.

Subject headings: PAPILLOMAVIRUS, HUMAN/genetics;
POLYMERASE CHAIN REACTION/methods; SEQUENC
ANALYSIS DNA/methods; GENOME, VIRAL; DNA, VIRAL/
genetics.
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