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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccion del HPV, y sondas, cebadores vy kits

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la deteccion e identificacion de infecciones provocadas por el Virus del
Papiloma Humano (HPV).

Antecedentes de la invencién

El cancer de cuello uterino es el segundo tumor maligno mas comun en mujeres después del cancer de mama. El
carcinoma del cuello uterino es Unico en cuanto a que es el primer tumor solido principal en el que se encuentra ADN
del HPV en casi todos los casos y en las lesiones precursoras a nivel mundial.

Se han caracterizado mas de 100 tipos de HPV y se enumeran por orden cronoldgico del aislamiento. El HPV es
epiteliotrépico e infecta unicamente la piel (tipos cutaneos) o la mucosa del tracto respiratorio y anogenital (tipos
mucosos). Se conocen mas de 40 tipos de HPV que infectan el cuello uterino. En base a las lesiones benignas,
premalignas o malignas provocadas, el HPV se divide en tipos de bajo riesgo (p. €j., tipos 6, 11, 42, 43 y 44 del HPV) y
tipos de alto riesgo (p. €j., tipos 16, 18, 31, 33 y 45), respectivamente. Los tipos de alto riesgo son responsables de mas
del 99% de todos los cénceres de cuello uterino invasivos. Por consiguiente, la deteccién e identificacion de los tipos
de HPV es muy importante. Los tipos de alto riesgo se encuentran por definicion sistematicamente en las LIE
(Lesiones Intraepiteliales Escamosas) de alto grado y en carcinomas in situ, mientras que los tipos de bajo riesgo se
encuentran principalmente en LIE de bajo grado. Esta observacion epidemioldgica se basa en descubrimientos
moleculares. Por ejemplo, las proteinas E6 y E7 de los tipos de bajo riesgo 6 y 11 se unen a p53 y pRB demasiado
débilmente para inmortalizar los queratinocitos in vitro o para provocar la transformaciéon maligna in vivo (Woodworth et
al., 1990). El genoma de ADN bicatenario circular de los tipos de HPV de bajo riesgo sigue siendo episomal, mientras
que el genoma de los tipos de HPV de alto riego es capaz de integrarse en el genoma humano.

El rastreo de los trastornos malignos y premalignos del cuello uterino se realiza habitualmente segun el sistema de
Papanicoloau (PAP). Se examinan frotis cervicales mediante microscopia luminosa y las muestras que contienen
células morfologicamente anormales se clasifican como PAP | a V, en orden ascendente de gravedad de la lesion. El
procedimiento citomorfolégico es un procedimiento indirecto y mide el posible resultado de una infeccién por HPV. Por
lo tanto, la deteccidn y tipificacion del ADN del HPV es importante en el rastreo secundario para seleccionar pacientes
para su control (seguimiento) y tratamiento. Esto significa que los frotis cervicales clasificados como PAP Il (metaplasia
escamosa atipica) o clases superiores se han de analizar en busca de los tipos de HPV de bajo riesgo y de alto riesgo.
Los estudios de seguimiento han demostrado que sélo los tipos de HPV de alto riesgo estan implicados en la
progresion de las células de cuello uterino citolégicamente normales hacia las LIE de alto grado (Remminck et al.,
1995). Estos resultados indican que la presencia de los tipos de HPV de alto riesgo es un marcador de pronéstico del
desarrollo y la deteccién del cancer de cuello uterino.

El diagnéstico del HPV mediante cultivo no es posible. Ademas, el diagnostico mediante la deteccion de los
anticuerpos contra el HPV parece estar dificultada por una sensibilidad y una especificidad insuficientes. Los
procedimientos directos para diagnosticar una infeccion por HPV se basan principalmente en la deteccién del genoma
del ADN viral mediante diferentes formatos de hibridaciéon de ADN/ADN o ARN/ADN con o sin una amplificacién previa
del ADN de HPV. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un procedimiento que es muy eficiente para la
amplificacion de cantidades minimas de ADN diana. Actualmente, se usan principalmente tres pares de cebadores
diferentes para la amplificacion universal del ADN del HPV (“cebadores de amplio espectro”). Tres de estos pares de
cebadores, MY11/MY09, GP5/GP6 y el sistema SPF10, se dirigen hacia regiones conservadas entre los diferentes
tipos de HPV de la region LI (Manos et al., 1989; Van den Brule et al., 1990, W09914377). También se usa el sistema
PGMY, una modificacion del MY09/11 (véase Gravitt, P., 2000. “Improved amplification of genital human
papillomaviruses”. J. Clin. Microbiol. 38:357-361). Otro par de cebadores, CPI/CPIlg, se dirige a regiones conservadas
de la region E1 (Tieben et al., 1993), pero CPI/ll no se usa habitualmente.

Hay varios procedimientos para identificar los diversos tipos de HPV.

El ADN del HPV se puede tipificar mediante cebadores de PCR que sdélo reconocen un tipo especifico. Este
procedimiento se conoce como PCR especifica de tipo. Dichos procedimientos se han descrito para los tipos de HPV
6, 11, 16, 18, 31 y 33 (Claas et al., 1989; Cornelissen et al., 1989; Falcinelli et al., 1992; Van den Brule et al., 1990;
Young et al., 1989). Los cebadores se dirigen a las regiones E5, L1, E6, L1, E2 y E1 del genoma del HPV para los tipos
6, 11, 16, 18, 31 y 33, respectivamente (Baay et al., 1996).

Otro procedimiento es la amplificacion general de una parte gendémica de todos los tipos de HPV seguida de la
hibridacion con dos coécteles de sondas especificas de tipo que diferencian entre los grupos oncogénicos y no
oncogeénicos, respectivamente. Se ha descrito un procedimiento de tipificacion similar descrito sin amplificacion previa
del ADN del HPV. En el ensayo de captura de hibridos (Hybrid Capture Sharp Assay; Digene, Silver Springs, MD), se
analiza cada muestra para un grupo de tipos de HPV de "alto riesgo" (p.ej., 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
y 68) y para otro grupo de tipos de VHP de "bajo riesgo" (p.ej., 6, 11, 42, 43 y 44) (Cox et al., 1995).

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2380 115 T3

Un sistema de deteccion vy tipificacion revelado en el documento W0O9914377 utiliza una etapa de amplificacién por
PCR y una hibridacién de transferencia inversa de lineas con sondas especificas de tipo.

En la actualidad, la clasificacion formal del virus del papiloma humano se basa en el andlisis secuencial de un
fragmento de 291 pb de la region L1 (Chan et al. J Virol., mayo de 1995; 69(5):3074-83, DeVilliers et al., Virology., 20
de junio de 2004; 324(1):17-27). El analisis filogenético de estas secuencias permite la clasificacion de los diferentes
tipos de HPV. Por definicion, si la diferencia secuencial en esta regién entre dos aislados de HPV es mayor del 10%, se
clasifican como tipos diferentes. Por consiguiente, si la secuencia difiere en més del 10% de cualquier tipo de HPV
conocido, se clasifica como un nuevo tipo de HPV. Los aislados de HPV que difieren entre 2-10% se clasifican como
subtipos diferentes. Finalmente, si la variacidon secuencial es inferior al 2%, los 2 aislados se clasifican dentro del
mismo subtipo como variantes diferentes.

El documento W099/14377 revela un procedimiento para la deteccién del HPV en una muestra bioldgica.

Todavia existe la necesidad de mejores sistemas de deteccion vy tipificacion.

Descripcion de la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento para tipificar cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar
presente en una muestra, procedimiento que comprende las etapas de poner en contacto cualquiera de dichos acidos
nucleicos con al menos una sonda capaz de hibridarse especificamente con la regién B del HPV, estando dicha region
indicada en la Figura 1, y luego analizar el/los tipo/s de HPV en base al resultado de la hibridacién asi obtenido.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento en el que se lleva a cabo una etapa de amplificacion para amplificar
cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra bioldgica antes de la etapa de hibridacion.

Como tal, la invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacion de cualquier acido nucleico del
HPV que pueda estar presente en una muestra biolégica, procedimiento que comprende las etapas de:

(i) amplificar un fragmento de acido polinucleico que comprende la regiéon B de cualquier acido nucleico del HPV
de la muestra, estando dicha regién B indicada en la Figura 1, y

(ii) poner en contacto cualquiera de los fragmentos amplificados de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de
hibridarse especificamente con la region B del HPV, estando dicha regién B indicada en la Figura 1.

La invencién también se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacién del HPV que pueda estar
presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende:

(i) amplificar un fragmento de acido polinucleico del HPV mediante el uso de:

- un cebador 5’ que se hibride especificamente con la region “A” del genoma del HPV 16, estando dicha regién “A”
indicada en la Figura 1y

- un cebador 3’ que se hibride especificamente con la region “C” del genoma de al menos un tipo de HPV, estando
dicha regién “C” indicada en la Figura 1;

(ii) hibridar los fragmentos amplificados de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con la region “B” del HPV, estando dicha region B indicada en la Figura 1.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento en el que se lleva a cabo una etapa de amplificacién para amplificar
cualquier sefal usada para detectar la hibridacién de la sonda con cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar
presente en una muestra bioldgica. La amplificacion de la sefial se puede producir con o sin una etapa de amplificacion
de cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en la muestra.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para tipificar cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar
presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende una etapa para detectar la presencia de cualquier
acido nucleico del HPV presente en una muestra antes de o simultaneamente a cualquier etapa de tipificacion.

La invencion se refiere ademas a sondas y cebadores de oligonucledtido que permiten dicho procedimiento de
deteccidn y/o identificacion del HPV.

La invencion se refiere ademas a protocolos segun los cuales se pueden realizar dichas etapas de amplificacion e
hibridacion. Un formato para la etapa de hibridacién es, por ejemplo, el formato de hibridacién inversa.

La invencion se refiere ademas a kits que comprenden cebadores y/o sondas y/o instrucciones para su uso en la
realizacion de la invencion.
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Figuras

La Figura 1 ilustra una alineacién de diferentes secuencias del HPV con referencia a la secuencia de una
secuencia del HPV 16 con nuimero de acceso del banco de genes K02718.1 y muestra la ubicacién de las
regiones A, B, CyD.

La Figura 2 ilustra el arbol filogenético de la regién B.

La Figura 3 ilustra un ejemplo de un producto de PCR usando cebadores de PCR simples.
La Figura 4 ilustra una PCR multiplex sobre gel.

La Figura 5 ilustra los resultados que se pueden obtener usando un ensayo de sonda lineal.

La Figura 6 ilustra un procedimiento general para la deteccion y la tipificacion de ADN usando el enfoque Luminex
(basado en perlas).

La Figura 7 ilustra un posible ensayo de genotipificacion del “MPF” del HPV; y
La Figura 8 ilustra patrones de genotipificacion del “MPF” de los tipos del HPV 16, 18, 26, 31, 33 y 35.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere en general a un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacion de cualquier acido
nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende las etapas de
poner en contacto cualquiera de dichos acidos nucleicos presente con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente en la regidon B del genoma del HPV, estando dicha region B indicada en la Figura 1, y luego detectar
cualquier hibridacién especifica que pudiera producirse para determinar si hay acido nucleico del HPV en la muestra y
a qué tipo de HPV pudiera pertenecer.

Se ha determinado que la regiéon D de 77 nucledtidos del genoma del HPV (véase la Figura 1) y, especialmente, los 31
nucleétidos de la regiéon B que se encuentran entre los cebadores, aporta mucha informacion sobre la tipificacion del
HPV.

Asi pues, el procedimiento de la invencion comprende en general la hibridacion del acido nucleico del HPV con una
sonda capaz de hibridarse con la regiéon B del HPV, de manera que dicha hibridacién, o incluso la ausencia de
hibridacion, proporciona informacion que permite diferenciar entre diferentes tipos del HPV.

La hibridacion de la sonda con el acido nucleico diana tiene lugar en condiciones de reaccion en las que puede ocurrir
una hibridacién especifica de la sonda.

El analisis del/de los tipos de HPV presente/s en la muestra se puede llevar a cabo a diferentes niveles de resolucion.

El analisis puede ser a una resoluciéon adecuada para identificar tipos individuales del HPV, tales como el HPV 16, 18
o el HPV 1, por ejemplo.

El andlisis de los tipos también se puede llevar a cabo a una resolucion inferior, por ejemplo, para identificar si un
individuo tiene algun tipo de HPV de una categoria dada, tal como un tipo de alto riesgo oncoldgico o un tipo de bajo
riesgo oncoldgico, o un tipo cutaneo.

El analisis de tipificacion de la presente invencion es adecuadamente capaz de proporcionar informacion sobre todos
los tipos especificos encontrados en una muestra, no obstante, puede que no sea necesario (desde el punto de vista
del usuario) que pueda diferenciar entre tipos exactos del HPV, y puede que sélo sea necesario un resultado del
analisis a nivel de las categorias de los tipos del HPV.

Por tanto, la invencion se refiere a un procedimiento de tipificacion del HPV, procedimiento que permite la identificacion
de los tipos de HPV de alto riesgo sin indicar qué tipo de alto riesgo especifico esta presente en una muestra.

La categoria de los tipos de alto riesgo (aquéllos encontrados sistematicamente en las LIE [Lesion Intraepitelial
Escamosa) de alto grado y los carcinomas in situ) incluyen los HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y
68.

La categoria de los tipos de bajo riesgo (principalmente encontrados en las LIE de bajo grado) incluyen los tipos del
HPV 6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 53,40 54, 70 y 74.

Preferentemente, las sondas especificas usadas en la invencion son capaces de hibridarse especificamente con la
region “B” de 31 nucledtidos, cuando esta region se da por referencia a la secuencia de la Figura 1. Estas regiones
corresponden a los nucleétidos 6566-6596 (region B) de la secuencia de referencia del HPV 16 K02718.

Se reconocera que la referencia a las regiones D y B usando la numeracion de la Figura 1 de la presente memoria
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incluye las regiones equivalentes de otras secuencias del HPV que no estan especificamente enumeradas y que
pueden variar con respecto a la secuencia de referencia del HPV u otras secuencias dadas. Es posible identificar una
region A, B, C o D equivalente de otro genoma del HPV en base a, por ejemplo, la homologia o la identidad secuencial
con las secuencias de la Figura 1.

Cualquier experto en la técnica puede llevar a cabo facilmente comparaciones de la identidad/homologia de acidos
nucleicos de las secuencias, por ejemplo, usando los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et
al., Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402 (1977), y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. BLAST
y BLAST 2.0 se pueden usar, por ejemplo, con los parametros por defecto para determinar el porcentaje de identidad
secuencial de los polinucledtidos de la invencién. El programa informatico para realizar los analisis BLAST se
encuentra a disposicion del publico en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica.

Asi pues, se puede ver que la invencion se refiere a sondas y al uso de sondas que son capaces de hibridarse
especificamente con la regién D, adecuadamente, con la region B del HPV, estando dichas regiones indicadas en la
Figura 1 o que son capaces de hibridarse especificamente con una region equivalente de otro genoma del HPV, siendo
la regién equivalente analizada mediante identidad y/o homologia de los acidos nucleicos. Para evitar dudas, todas las
sondas descritas en la presente memoria se reivindican individualmente y en grupos de (cuando sea apropiado) al
menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 sondas, siendo los grupos seleccionados de las tablas en las que estan
enumeradas las sondas.

La presente revelacion también se refiere a fragmentos de acidos nucleicos que consisten esencialmente en la region
D aislada de 77 pares de bases y la region B aislada de 31 pares de bases, estando cualquier regién en forma de acido
nucleico mono o bicatenario, en forma de ARN o de ADN, y al uso de estas regiones de fragmentos de acidos
nucleicos en la tipificacion del HPV.

Una caracteristica de la presente invencion es la seleccion de sondas.

Las sondas que se hibridan especificamente con las regiones B del genoma del HPV son preferentemente capaces de
proporcionar informacién (mediante los resultados de la hibridaciéon) en cuanto al tipo de cepa del HPV presente, bien
sola 0 en combinacién con la informacion procedente de otra sonda o sondas. La informacién sobre el tipo de HPV se
obtiene preferentemente mediante la deteccidn positiva de la hibridacién de una sonda con acido nucleico diana, pero
también se puede obtener por la ausencia de hibridacién de una sonda dada.

Lo adecuado es que una sonda de la presente invencion sea capaz de hibridarse especificamente con la regién B del
genoma de un Unico tipo de HPV, permitiendo, por tanto, la identificacion especifica de este tipo de HPV, cuando este
tipo esté presente en una muestra biolégica.

Por lo tanto, una realizacion de la invencion se refiere a un procedimiento para tipificar cualquier acido nucleico de HPV
que pueda estar presente en una muestra biolégica, procedimiento que comprende las etapas de poner en contacto
cualquiera de dichos &cidos nucleicos con al menos una sonda capaz de hibridarse especificamente con la regiéon B
del genoma de un unico tipo de HPV, estando dichas regiones indicadas en la Figura 1, y luego analizar el/los tipo/s de
HPV en base al resultado de la hibridacion asi obtenido.

Una sonda de la presente invencion puede incluso proporcionar informacion Util si es capaz de hibridarse
especificamente con la region B del genoma de un ndmero limitado de tipos, tal como sélo 2 tipos de HPV. Por
ejemplo, esto puede permitir la identificacion de estos tipos o puede permitir la identificacion especifica de cada tipo en
combinacién con la informacion de otra sonda.

Las sondas capaces de dar informacién sobre los tipos de HPV, tales como las anteriores, se consideran en general
sondas especificas de tipo en la presente memoria. Las sondas especificas de tipo preferidas son capaces de
hibridarse especificamente con la region B del genoma de un Unico tipo de HPV. Segun otra realizacién preferida de la
presente invencién, una sonda capaz de hibridarse especificamente con la regién B del genoma de un Unico tipo de
HPV, mas concretamente, se hibrida especificamente con la regién B de 31 pb situada entre la regiéon Ay la region C,
segun lo indicado en la Figura 1.

Los diferentes tipos de HPV de una muestra se pueden identificar mediante la hibridacion de los acidos nucleicos de
dichos tipos de HPV con al menos una, preferentemente, con al menos dos, mas preferentemente, con al menos tres,
incluso mas preferentemente, con al menos cuatro, y lo mas preferentemente, con al menos cinco sondas de
oligonucledétido.

La Tabla 4 contiene una lista de las sondas preferidas que se hibridan especificamente con la regién D. Estas sondas
se pueden usar conjuntamente, adecuadamente, en las mismas condiciones de hibridacion y lavado. Se prefiere un
formato de hibridacion inversa, tal como, por ejemplo, un formato de ensayo de sonda lineal. Todas las sondas
enumeradas se reivindican individualmente en la presente memoria. Ademas, en la presente memoria, se contemplan
todas las combinaciones de sondas.
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Las sondas enumeradas en la Tabla 4 se hibridan especificamente con la region B y/o D del HPV y son capaces de
proporcionar informacion sobre tipos especificos de acido nucleico diana del HPV que pueden estar presentes en una
muestra.

Sera evidente para el experto en la técnica que es posible seleccionar otras sondas distintas a las enumeradas en la
Tabla 4 en dicha region B, preferentemente, sondas que se hibriden especificamente Unicamente con un solo tipo de
HPV y/o que sean capaces de proporcionar informacion que permita la determinacion del tipo de HPV.

Las sondas para su uso en la presente invencion pueden tener una secuencia espaciadora adicional que no forme
parte de la propia sonda, pero que, por ejemplo, permita la unién a un soporte sélido. La region espaciadora se puede
afadir enzimatica o quimicamente y puede estar 5’ o 3’ de la sonda.

Lo adecuado es que el uso de las sondas de la invencion permita tipificar el menos 5 tipos diferentes de HPV,
preferentemente, al menos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o al menos 51 tipos diferentes de HPV. Lo mas
preferente es que la presente invencion permita diferenciar mas de 30 tipos diferentes de HPV, adecuadamente, mas
de 35, mas de 40, mas de 45 y, adecuadamente, mas de 50 tipos diferentes de HPV.

Lo adecuado es que todos los tipos de HPV dados en el arbol filogenético de la Figura 2, o sustancialmente todos, se
puedan diferenciar usando la invencién resumida en la presente memoria.

Cualquier acido nucleico del HPV presente en la muestra, preferentemente, primero se amplifica, por ejemplo,
mediante PCR u otro procedimiento de amplificacion adecuado antes de la hibridacion. La amplificacion de cualquier
acido nucleico diana se puede llevar a cabo usando los denominados cebadores o conjuntos de cebadores de “amplio
espectro” que permitan la amplificacién de todo el acido nucleico de HPV de una muestra independientemente del tipo.

La referencia al acido nucleico del HPV presente en una muestra incluye por tanto el acido nucleico que ha sido
amplificado de una muestra cuando es obvio a partir del contexto (i.e., hay una etapa de amplificacion presente antes
de la hibridacion).

Lo adecuado es que la amplificacién de cualquier ADN diana incluya la amplificaciéon de la regién B de 31 nucledtidos
de la Figura 1.

Asi pues, en una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacion de
cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende
las etapas de:

(i) amplificar un fragmento de acido polinucleico que comprenda la regiéon B de cualquier acido nucleico del HPV
de la muestra, estando dicha regién B indicada en la Figura 1, y

(ii) poner en contacto cualquier fragmento amplificado de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con la region B del HPV, estando dicha region B indicada en la Figura 1.

Lo adecuado es que la amplificacion de cualquier acido nucleico diana incluya la amplificacion del fragmento de 77
nucleétidos de la Figura 1, i.e., la region D de la Figura 1.

Asi pues, en una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacion de
cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende
las etapas de:

(i) amplificar un fragmento de acido polinucleico que comprenda la regién D de cualquier acido nucleico de HPV de
la muestra, estando dicha regién D indicada en la Figura 1, y

(ii) poner en contacto cualquier fragmento amplificado de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con la region B del HPV, estando dicha region B indicada en la Figura 1.

En otra realizacion mas, la invencion proporciona un procedimiento para la deteccion y/o la tipificacion del HPV que
pueda estar presente en una muestra bioldgica, procedimiento que comprende:

(i) amplificar un fragmento de acido polinucleico del HPV mediante el uso de:

- un cebador 5’ que se hibride especificamente con la regiéon “A” del genoma del HPV 16, estando dicha region
“A” indicada en la Figura 1y

- un cebador 3’ que se hibride especificamente con la region “C” del genoma de al menos un tipo de HPV,
estando dicha region “C” indicada en la Figura 1;

(ii) hibridar los fragmentos amplificados de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con la region “B”, estando dichas regiones indicadas en la Figura 1.
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Lo adecuado es que la region que se vaya a amplificar comprenda los 77 nucledtidos 6543-6619 de la region D del
genoma del HPV, siendo esta numeracion dada por referencia a la secuencia de referencia del HPV 16 de la Figura 1,
0 que consista en esta regidon o que consista esencialmente en esta region.

Lo adecuado es que la regién que se vaya a amplificar no sea mayor que el fragmento 6543-6619 del genoma del HPV,
siendo la numeracién dada con referencia a la secuencia de referencia del HPV 16 o una regidn equivalente de otros
genomas del HPV.

Segun otra realizacién preferida de la presente invencion, el extremo 3' de dicho cebador 5 que se hibrida
especificamente con la region A del genoma de al menos un tipo de HPV esta situado en la posicion 6565 del genoma
del HPV 16 (cepa de referencia con nimero de acceso del banco de genes K02718.1), o en la correspondiente
posicion de cualquier otro genoma del HPV, segun lo indicado en la Figura 1.

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, el extremo 3' de dicho cebador 3' que se hibrida
especificamente con la region C del genoma de al menos un tipo de HPV esta situado en la posicion 6597 del genoma
del HPV 16 (numero de acceso del banco de genes K02718.1), o en la correspondiente posicion de cualquier otro
genoma del HPV, segun lo indicado en la Figura 1.

Los cebadores preferidos para la amplificacién de acido nucleico en una muestra incluyen los enumerados en las
Tablas 1y 2. Estos se reivindican individualmente y en forma de combinaciones. Se prefieren los pares de cebadores
que comprenden un cebador directo y uno inverso.

Lo adecuado es que los cebadores para la amplificacion general del acido nucleico deL HPV antes de la tipificacion
especifica sean capaces de amplificar todo el acido nucleico deL. HPV presente en la muestra. Se prefieren los grupos
de cebadores que son capaces de realizar la amplificacion de todo el acido nucleico del HPV de una muestra,
adecuadamente, el grupo que comprende uno o mas cebadores del conjunto enumerado en las Tablas 1 y 2.
Opcionalmente, se pueden usar todos los cebadores enumerados en las Tablas 1 y 2. Lo adecuado es que las
combinaciones de cebadores sean capaces de usarse en las mismas condiciones de reaccion.

La amplificacion del acido nucleico se puede llevar a cabo en cualquier fragmento adecuado que comprenda la region
D o B de la invencidon. Los fragmentos preferidos para la amplificacion son de menos de 200 nucledtidos,
preferentemente, de menos de 150 nucleétidos, preferentemente, de menos de 100 nucleétidos de longitud. Los
fragmentos preferidos para la amplificacion son lo suficientemente cortos para permitir la deteccién tanto en frotis
cervicales como en muestras embebidas, por ejemplo, en parafina.

En otro aspecto de la invencion, los cebadores y las sondas revelados en la presente invencion también se pueden
usar en protocolos de PCR cuantitativa o protocolos de hibridacién cuantitativa. La PCR cuantitativa (QPCR) permite la
cuantificacion de cantidades iniciales de moldes de ADN, ADNc o ARN. La QPCR se puede basar en la deteccion de
una molécula indicadora fluorescente que aumente a medida que se vaya acumulando el producto de la PCR con cada
ciclo de amplificacion. Las moléculas indicadoras fluorescentes incluyen colorantes que se unen a ADN bicatenario
(i.e. SYBR Green |) o sondas especificas de una secuencia (i.e. sondas de Molecular Beacons o sondas TagMan®).

Segun lo tratado anteriormente, ciertas sondas pueden proporcionar informacion sobre el tipo exacto de HPV, por
ejemplo, si son capaces de hibridarse con un tipo dado, pero no con otros tipos (i.e., sondas especificas de tipo). Las
sondas que son especificas de la region D también se pueden usar para determinar de manera mas general si hay
algun acido nucleico del HPV presente en la muestra sin dar necesariamente informacién sobre el tipo. Dichas sondas
se pueden denominar en la presente memoria “sondas universales”. Las muestras que den positivo en acido nucleico
del HPV luego se pueden tipificar especificamente usando procedimientos de tipificacion especificos, tales como
sondas especificas de tipo o PCR especifica de tipo. Alternativamente, las muestras se pueden tanto sondar con
sondas universales como tipificar de manera especifica simultaneamente.

Las sondas universales pueden contener residuos de inosina como parte de la secuencia de la sonda de acido
nucleico, lo que permite cierta flexibilidad en la hibridacién con el acido nucleico diana, y pueden permitir la hibridacion
con la regién D de diferentes tipos de HPV. Opcionalmente, los cebadores también pueden contener inosina, cuando
sea util.

Para que no haya lugar a dudas, las sondas que se hibridan especificamente con la regién D y/o B de cualquier acido
nucleico del HPV en una muestra pueden ser sondas universales (si se hibridan con multiples tipos de HPV en la
region D o la regién B y/o no aportan informacién de tipificacion especifica) o sondas especificas de tipo, que permiten
tipificar un acido nucleico del HPV desconocido.

Cuando se amplifica el ADN diana antes de la tipificacion, entonces también se pueden usar las sondas universales
que pertenezcan a las regiones D o B preferidas para detectar el acido nucleico del HPV.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380 115 T3

Por lo tanto, la invencion también se refiere a sondas o grupos de sondas que sean capaces de detectar la presencia
de cualquier acido nucleico del HPV en una muestra.

Las sondas universales se pueden usar para detectar acido nucleico del HPV, p.ej., usando la técnica de
inmunoensayo enzimatico de ADN (DEIA), por ejemplo, segun lo referido en el documento W09914377, y descrita, por
ejemplo, en Clin Diagn Virol., febrero de 1995; 3(2): 155-64. Este procedimiento se usa para una deteccion rapida y
especifica de productos de PCR. Los productos de la PCR son generados por un conjunto de cebadores del cual bien
el cebador directo o el cebador inverso contienen biotina en el extremo 5'. Esto permite la uniéon de los amplimeros
biotinilados con los pocillos de microtitulacion revestidos con estreptavidina. Los productos de la PCR se
desnaturalizan mediante hidroxido de sodio, lo que permite la eliminacion de la cadena no biotinilada. Las sondas de
oligonucledétido marcadas especificas (p. €j., con digoxigenina) se hibridan con el producto de la PCR inmovilizado
monocatenario y los hibridos se detectan mediante el conjugado marcado enzimaticamente y procedimientos
colorimétricos o fluorimétricos.

En la presente invencién, se proporciona un grupo de sondas universales adecuadas para la determinacion de la
presencia de acido nucleico del HPV en una muestra, adecuadamente, en la técnica de DEIA. Lo adecuado es que
dichas sondas se puedan usar en las mismas condiciones de reaccién. Las sondas preferidas se dan en la Tabla 3.
Todas las sondas descritas en la misma se reivindican individualmente y en combinacién. La invencion proporciona
adecuadamente una combinacion de 2 sondas cualquiera de la Tabla 3, adecuadamente de 3 y 4, y de 5 o mas sondas
cualquiera para la deteccién general del HPV (i.e., la deteccion de cualquier tipo de HPV), preferentemente, todas las
sondas incluidas en la Tabla 3.

Una realizacién separada la invencion se refiere al uso de sondas universales que se hibridan especificamente con la
region D del genoma del HPV, tales como aquéllas que figuran en la Tabla 3, en combinacién con una etapa posterior
o simultanea de tipificacion.

Tras la hibridacion entre la sonda y cualquier ADN diana, la deteccion de la hibridacién se puede llevar a cabo
mediante cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, se puede marcar detectablemente la sonda y/o la diana de
acido nucleico. Para ayudar en la deteccion, es preferible amplificar la diana y/o la sefial. Se prefiere especialmente la
amplificacion por PCR del ADN diana.

La hibridaciéon entre la sonda y la diana se lleva a cabo preferentemente en presencia de un soporte sélido, aunque no
es obligatorio. Se pueden inmovilizar una o0 mas de las sondas y acidos nucleicos diana, por ejemplo, fijarlos sobre
perlas, placas, portaobjetos o placas de microtitulacion. Alternativamente, puede que no esté inmovilizada ni la sonda
ni la diana. La hibridaciéon se puede llevar a cabo en el contexto de un medio liquido.

La deteccion de la unidn se puede llevar a cabo usando citometria de flujo, por ejemplo, usando un sistema de
citometria de flujo Luminex™ (véase, por ejemplo, el documento WO9714028 y http://www.luminexcorp.com/).

En los ejemplos de la presente memoria, se revelan sondas especificas de dianas y mezclas de diferentes sondas
especificas de dianas para su uso con sistemas de deteccion basados en perlas, tales como Luminex, siendo
realizaciones de la presente invencion per se. Las mezclas pueden incluir de 2-100 tipos de sondas diferentes, tales
como 5-70, 10-60, 20-50 tipos de sondas, incluyendo mezclas de 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18 ,19,
20, 25, 30, 35, 40, 45 o mas tipos de sondas diferentes. Dichas sondas acopladas a secuencias espaciadoras, y
cuando estan acopladas a perlas, segun lo descrito en la presente memoria también forman parte de la presente
invencion per se.

Lo adecuado es que las perlas que se usan en la presente invencién, también denominadas en la presente memoria
microesferas, sean perlas adecuadas para su uso en analisis de citometria de flujo. Lo adecuado es que las perlas
sean capaces de acoplarse a una sonda para detectar la interaccidn entre una sonda y una diana. En un aspecto, las
perlas estan marcadas con una unica molécula fluorescente o una combinacién de moléculas. Lo adecuado es que el
marcador que se encuentre sobre o en las perlas se pueda identificar mediante el uso de excitacion laser de uno o mas
fluorocromos dentro de la perla. En un aspecto, la perla es una perla de poliestireno.

La deteccion de la unién también se puede llevar a cabo en el contexto de un chip de ADN, usando, por ejemplo, los
procedimientos descritos en los documentos EP373203, EP386229, EP0804731 y EP619321. Dichas técnicas son
ampliamente conocidas por los expertos en la técnica.

Segun otra realizacion preferida de la presente invencidn, los procedimientos anteriormente mencionados de
deteccién y/o identificacion del HPV se caracterizan ademas porque la etapa de hibridaciéon implica un formato de
hibridacion inversa. En una realizacion, las sondas estan inmovilizadas en ciertas ubicaciones sobre un soporte solido.
En otra realizacion, las sondas estan hibridadas con perlas, en cuyo caso no adoptan una posicion fija entre si.

Lo adecuado es que cualquier acido nucleico del HPV de una muestra se amplifique segun lo descrito anteriormente y
gue se marquen los acidos polinucleicos del HPV amplificados para permitir la deteccién de los hibridos formados.
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Segun esta realizacion, se usa al menos una sonda, o un conjunto de al menos 2, preferentemente, al menos 3, mas
preferentemente, al menos 4 y lo mas preferente, al menos 5 sondas. Cuando se usan al menos 2 sondas, dichas
sondas se disefian de modo que se hibriden especificamente con sus secuencias diana en las mismas condiciones de
hibridacion y las mismas condiciones de lavado.

En los ensayos de hibridacion inversa preferidos, las sondas de oligonucleétido se inmovilizan sobre un soporte sélido
en forma de lineas paralelas (Stuyver et al., 1993; solicitud internacional WO 94/12670). El formato de hibridacién
inversa tiene muchas ventajas practicas frente a otras técnicas de ADN o formatos de hibridacion, especialmente,
cuando se prefiere o es inevitable el uso de una combinacion de sondas para obtener la informacion relevante
buscada.

Opcionalmente, cuando es necesario, los procedimientos de deteccion vy tipificacion de la presente invencion incluyen
una etapa de PCR especifica de tipo tras la etapa de hibridacién, por ejemplo, segun lo revelado en el documento
WO003014402. La PCR especifica de tipo se disefia para amplificar un tipo especifico de acido nucleico del HPV, por
ejemplo, ADN de HPV 16 solo, en comparacion con los cebadores inespecificos, que se pueden usar antes de la
tipificacion del HPV y que, generalmente, sirven para amplificar acido nucleico de mdltiples tipos de HPV.

La presente invencion también se refiere a cebadores especificos de tipo que son capaces de realizar la amplificacion
de acido nucleico de HPV que comprende la region D y/o B del genoma del HPV.

En otra realizacion, la invencion se refiere, por tanto, a un procedimiento que comprende:

1. la amplificacion de acido nucleico de cualquier HPV presente en una muestra biolégica;

2. la deteccion de acido nucleico de cualquier HPV presente en una muestra bioldgica;

3. la tipificacién del acido nucleico del HPV en las muestras, en las que dicho acido nucleico del HPV se ha
detectado poniendo en contacto dicho &acido nucleico con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con la region B del HPV, estando dicha region indicada en la Figura 1, y luego analizar el tipo de
HPV en base al resultado de la hibridacion asi obtenido; y

4. opcionalmente, la amplificacion y la deteccién de cualquier acido nucleico de una muestra usando cebadores
especificos de tipo para los tipos no identificados en la etapa 3.

Las etapas 2 y 3 se pueden llevar a cabo simultaneamente.

La presente invencién también se refiere a kits para su uso en la presente invencién para detectar y/o identificar los
tipos de HPV.

Un kit puede comprender al menos 2 cebadores adecuados para la amplificacién del acido nucleico del genoma del
HPV, preferentemente, cebadores capaces de realizar la amplificacion de al menos el fragmento 6566-6596 del
genoma del HPV, tales como los cebadores dados en las Tablas 1y 2.

Un kit puede comprender al menos 2 sondas capaces de hibridarse especificamente con el fragmento 6543-6619 del
genoma del HPV, siendo la numeracion dada con respecto a la Figura 1. Las sondas preferidas son capaces de
permitir la diferenciacion entre los diferentes tipos de HPV, estando las sondas adecuadas enumeradas en la Tabla 4.

Un kit puede comprender las instrucciones para llevar a cabo los procedimientos anteriores para el analisis de
identificacion vy tipificacion del HPV, en combinacién con un cebador y/o una sonda segun lo descrito anteriormente.

Un kit puede comprender al menos un cebador y al menos una sonda, segun lo ofrecido anteriormente.

Un kit puede comprender una sonda o un cebador de la presente invencion inmovilizado sobre un soporte sélido. El
soporte puede ser, por ejemplo, una perla, una placa de microtitulacién o un portaobjetos.

Un kit puede comprender una sonda o sondas universales, adecuadamente, una sonda o sondas dadas en la Tabla 3.

La presente invencion también se refiere a kits de diagndstico para la deteccion y/o la identificacion del HPV que pueda
estar presente en una muestra biolégica, que comprenden los siguientes componentes: (i) al menos un cebador
adecuado o al menos un par de cebadores adecuados segun lo definido anteriormente; (ii) al menos una sonda
adecuada, preferentemente, al menos 2, mas preferentemente, al menos 3, incluso mas preferentemente, al menos 4
y, lo mas preferente, al menos 5 sondas adecuadas, opcionalmente, fijas sobre un soporte sélido.

Lo adecuado es que el kit comprenda ademds uno o mas de los siguientes elementos:

(iii) un tampoén de hibridacién o los componentes necesarios para la produccién de dicho tampodn, o las
instrucciones para preparar dicho tampén;

(iv) una solucién de lavado o los componentes necesarios para la produccion de dicha solucién, o las
instrucciones para preparar dicha solucion;

(v) un medio para la deteccion de los hibridos formados;
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(vi) un medio para unir la/s sonda/s a una ubicacion conocida de un soporte solido.
Las siguientes definiciones y explicaciones permitiran una mejor comprension de la presente invencion.

Los aislados de HPV que presentan una diferencia secuencial de mas del 10% con cualquier tipo conocido
anteriormente en un fragmento de 291 pb de la region L1 (Chan et al., 1995) se clasifican como “tipos” de HPV
diferentes. Los aislados de HPV que difieren entre el 2 y el 10% se clasifican como “subtipos” diferentes. Si la variacion
secuencial es inferior al 2%, los aislados se clasifican dentro del mismo subtipo como “variantes” diferentes. El término
“tipo” cuando se aplica al HPV se refiere a cualquiera de las tres categorias definidas anteriormente.

El material diana de las muestras que se van a analizar puede ser bien ADN o ARN, p.ej., ADN genémico, ARN
mensajero, ARN viral o versiones amplificadas de los mismos. Estas moléculas también se denominan en la presente
solicitud “acidos nucleicos” o “acidos polinucleicos”.

Existen procedimientos de extraccion y purificacion ampliamente conocidos para el aislamiento de ARN o ADN de una
muestra (p.ej., en Sambrook et al., 1989).

El término “sonda” segun la presente invencion se refiere, en general, a un oligonucleétido monocatenario que esta
disefiado para que se hibride especificamente con los acidos polinucleicos del HPV.

El término “cebador” se refiere, en general, a una secuencia de oligonucle6tido monocatenario capaz de actuar como
punto de inicio de la sintesis de un producto de extensiéon de cebador que sea complementario a la cadena de acido
nucleico que se vaya a copiar. La longitud y la secuencia del cebador deben ser tales que permitan el inicio de la
sintesis de los productos de la extension.

Preferentemente, el cebador tiene una longitud de aproximadamente 10-50 nucledtidos. La longitud especifica y la
secuencia dependeran de la complejidad de las dianas de ADN o ARN requeridas, asi como de las condiciones en las
que se use el cebador, tales como la temperatura y la fuerza ionica.

La expresién " par de cebadores” o “par de cebadores adecuado” en la presente en se refiere a un par de cebadores
que permite la amplificacion de parte o todo el fragmento de &cido polinucleico del HPV para el que las sondas son
capaces de unirse.

El término “diana” o la expresion “secuencia diana” de una sonda o de un cebador segun la presente invencion es una
secuencia de los acidos polinucleicos del HPV con respecto a la cual la sonda o el cebador es completamente
complementario/a o parcialmente complementario/a (donde parcialmente complementario/a implica cierto grado de
apareamiento erréneo). Se entendera que el complemento de dicha secuencia diana también es una secuencia diana
adecuada en algunos casos. Las sondas de la presente invencion son adecuadamente complementarias a, al menos,
la parte central de su secuencia diana. En la mayoria de los casos, las sondas son completamente complementarias a
su secuencia diana. La expresion “secuencia diana especifica de un tipo" se refiere a una secuencia diana de los
acidos polinucleicos de un tipo de HPV dado que contiene al menos la diferencia de un nucleétido en comparacioén con
cualquier otro tipo de HPV.

“Hibridacion especifica” de una sonda con una region de los acidos polinucleicos del HPV significa que dicha sonda
forma un duplex con parte de esta region o con la region entera en las condiciones experimentales usadas y que en
estas condiciones, dicha sonda no forma un duplex con otras regiones de los acidos polinucleicos presentes en la
muestra que se vaya a analizar. Se deberia entender que las sondas disefiadas para hibridarse especificamente con
una regién de 4cido polinucleico del HPV pueden pertenecer completamente a dicha regiéon o pueden solaparse en
gran medida con dicha regién (i.e., formar un duplex con nucleétidos fuera, asi como dentro de dicha region).

Lo adecuado es que la hibridaciéon especifica de una sonda con una region diana de &cido nucleico tenga lugar en
condiciones de hibridacion rigurosas, tales como 3 x SSC, SDS al 0,1% a 50°C.

Los expertos en la técnica saben como variar los parametros de temperatura, longitud de sonda y concentracion salina
para que se pueda conseguir una hibridacion especifica. Las condiciones de hibridacién y lavado son ampliamente
conocidas y se ejemplifican en Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”’, Segunda edicién, Cold
Spring Harbor, N.Y., (1989), concretamente, Capitulo 11 del mismo. Cuando es necesario, se pueden hacer ligeras
modificaciones de las sondas en cuanto a su longitud o secuencia para mantener la especificidad y la sensibilidad
necesarias en las circunstancias dadas. Las sondas y/o los cebadores enumerados en la presente memoria se pueden
ampliaren 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos, por ejemplo, en cualquier sentido (secuencia arriba o secuencia abajo de la region
D).

Lo adecuado es que las condiciones rigurosas preferidas sean aquéllas que permitan a una sonda especifica de tipo
unirse a un solo tipo de HPV. Asi pues, en una realizacion de la invencion, el procedimiento para tipificar cualquier
acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra biolégica comprende las etapas de poner en
contacto cualquiera de dichos acidos nucleicos con al menos una sonda que sea capaz de hibridarse con la region D
y/o B del HPV en condiciones rigurosas.
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Las sondas que se hibridan especificamente con las regiones D y/o B del genoma del HPV segun lo definido en la
presente memoria son adecuadamente al menos un 95% complementarias a la secuencia diana en su longitud,
adecuadamente, mas del 95% idénticas, tal como el 96%, 97%, 98%, 99% vy, lo mas preferente, el 100%
complementarias en su longitud a la secuencia del HPV diana. Las sondas de la invencion pueden ser
complementarias a su secuencia diana en todas las posiciones de los nucleétidos, siendo posiblemente tolerados 1, 2
0 mas apareamientos erréneos en funcion de la longitud de la sonda, la temperatura, las condiciones de reaccion y los
requisitos del ensayo, por ejemplo.

Lo adecuado es que cada nucleétido de la sonda pueda formar un enlace de hidrégeno con su nucleétido diana
homalogo.

Preferentemente, la complementariedad de la sonda con la diana se analiza mediante el grado de apareamiento de la
bases A:T y C:G, de modo que un nucleétido de adenina se aparea con una timina y de modo que un nucleétido de
guanina se aparea con una citosina, o viceversa. En la forma de ARN, T se puede reemplazar por U (uracilo).

Cuando se usa inosina en las sondas universales, por ejemplo, o en cebadores, la complementariedad también se
puede analizar mediante el grado de interacciones entre la inosina (sonda) y el nucleétido diana.

Como tal, también se puede ver que la presente invencién se refiere a un procedimiento para la deteccién y/o la
tipificacion de cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una muestra bioldgica, procedimiento que
comprende las etapas de poner en contacto cualquiera de dichos acidos nucleicos con al menos una sonda, teniendo
la sonda 1 6 0 apareamientos erréneos de nucleoétidos a lo largo de la region B de un genoma del HPV, estando dicha
region indicada en la Figura 1, y luego analizar el tipo de HPV en base al resultado de hibridacién asi obtenido.

“Hibridacion especifica” de un cebador con una regién de los acidos polinucleicos del HPV significa que, durante la
etapa de amplificacién, dicho cebador forma un duplex con parte de esta regidon o con la regidon entera en las
condiciones experimentales usadas y que en estas condiciones, dicho cebador no forma un diplex con otras regiones
de los acidos polinucleicos presentes en la muestra que se vaya a analizar. Se deberia entender que los cebadores
que se disefian para hibridarse especificamente con una regién de acidos polinucleicos del HPV pueden pertenecer a
dicha region o pueden solaparse en gran medida con dicha region (i.e., formar un duplex con nucledtidos fuera, asi
como dentro de dicha region).

Una realizacion de la presente invencion requiere la deteccion de apareamientos erréneos de un solo par de bases,
prefiriéndose condiciones rigurosas para la hibridacién de las sondas que unicamente permitan la hibridacion de
secuencias exactamente complementarias. En cualquiera caso, deberia sefalarse que, como la parte central de la
sonda es esencial para sus caracteristicas de hibridacion, se pueden permitir posibles desviaciones de la secuencia de
la sonda frente a la secuencia diana hacia los extremos de la sonda cuando se usan secuencias de sondas mas largas.
Son posibles las variaciones en la longitud de las sondas.

Dichas desviaciones y variaciones, que se pueden concebir desde el conocimiento comun en la técnica, sin embargo,
siempre han de evaluarse experimentalmente para comprobar si producen caracteristicas de hibridacion equivalentes
como sondas exactamente complementarias.

Preferentemente, las sondas de la invencién tienen una longitud de aproximadamente 5 a 50 nucleétidos, mas
preferentemente, de aproximadamente 10 a 25 nucledtidos. Las longitudes de sondas particularmente preferidas
incluyen 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 6 25 nucledtidos (sin contar ninguna
secuencia espaciadora que pueda estar presente). Los nucleétidos como se usan en la presente invencién pueden ser
ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos y nucleétidos modificados, tales como inosina o nucleétidos que contienen
grupos modificados que no alteran esencialmente sus caracteristicas de hibridacion.

Las secuencias de las sondas se representan en la memoria como oligonucleétidos de ADN monocatenario del
extremo 5 al extremo 3'. Es evidente para el experto en la técnica que se puede usar cualquiera de las sondas
especificadas mas adelante como tales, o en su forma complementaria, o en su forma de ARN (cuando T esta
reemplazada por U).

Las sondas segun la invencion se pueden preparar mediante la clonacion de plasmidos recombinantes que contienen
insertos que incluyen las correspondientes secuencias de nucledtidos, si fuera necesario, mediante la escisién del
ultimo de los plasmidos clonados mediante el uso de las nucleasas adecuadas y su recuperacion, p. €j., mediante el
fraccionamiento segun el peso molecular. Las sondas segun la presente invencion también se pueden sintetizar
quimicamente, por ejemplo, mediante el procedimiento de fosfo-triéster convencional.

El hecho de que los cebadores de la amplificacion no tengan que coincidir exactamente con la secuencia diana
correspondiente en el molde para garantizar una amplificacion apropiada esta ampliamente documentado en la
bibliografia (Kwok et al., 1990). Sin embargo, cuando los cebadores no son completamente complementarios con su
secuencia diana, se deberia tener en cuenta que los fragmentos amplificados tendran la secuencia de los cebadores y
no la de la secuencia diana.

Los cebadores se pueden marcar con el marcador de eleccion (p. €j., biotina). El procedimiento de amplificacion usado
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puede ser bien la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki et al., 1988), la reaccion en cadena de la ligasa
(LCR; Landgren et al., 1988; Wu & Wallace, 1989; Barany, 1991), la amplificaciéon basada en la secuencia de acidos
nucleicos (NASBA; Guatelli ef al., 1990; Compton, 1991), el sistema de amplificacién basado en la transcripcién (TAS;
Kwoh et al., 1989), la amplificacion de desplazamiento de cadenas (SDA; Walker et al., 1992) o la amplificaciéon por
medio de la replicasa QB (Lomeli et al., 1989) o cualquier otro procedimiento adecuado para amplificar moléculas de
acido nucleico que se conozca en la técnica.

Los oligonucleétidos usados como cebadores o sondas también pueden comprender analogos de nucleétidos, tales
como fosforotiatos (Matsukura et al., 1987), alquilfosforotiatos o acidos nucleicos peptidicos (Egholm M., Buchardt O.,
Christensen L., Behrens C., Freier S. M., Driver D. A., Berg R. H., Kim S. K., Norden B., Nielsen P. E., “PNA hybridizes
to complementary oligonucleotides obeying the Watson-Crick hydrogen-bonding rules”. Nature., 7 de octubre de 1993;
365(6446):566-8) o pueden contener agentes de intercalacion (Asseline et al., 1984). Como la mayoria de otras
variaciones o modificaciones introducidas en las secuencias de ADN originales de la invencioén, estas variaciones
necesitaran adaptaciones con respecto a las condiciones bajo las que se deberia usar el oligonucleétido para obtener
la especificidad y la sensibilidad necesarias. Sin embargo, los resultados finales de hibridacién seran esencialmente
los mismos a los obtenidos con los oligonucleétidos no modificados. La introduccién de estas modificaciones puede
ser ventajosa para influir positivamente en las caracteristicas, tales como las cinéticas de hibridacion, la reversibilidad
de la formacion de hibridos, la estabilidad biolégica de las moléculas de oligonucledétido, etc.

La expresion “soporte sélido” puede referirse a cualquier sustrato al que la sonda de oligonucleétido se pueda acoplar,
con la condicién de que mantenga sus caracteristicas de hibridacion y con la condicién de que el nivel de fondo de la
hibridacion permanezca bajo. Habitualmente, el sustrato sélido sera una placa de microtitulacion (p. €j., en la técnica
de DEIA), una membrana (p. €j., nailon o nitrocelulosa) o una microesfera (perla) o un chip. Antes de la aplicacién a la
membrana o la fijacion, puede ser conveniente modificar la sonda de acido nucleico para facilitar la fijacion o mejorar la
eficacia de la hibridacion. Dichas modificaciones pueden englobar la adicion de una cola de homopolimeros, el
acoplamiento con diferentes grupos reactivos, tales como grupos alifaticos, grupos NH., grupos SH, grupos
carboxilicos o el acoplamiento con biotina, haptenos o proteinas.

Segun lo tratado anteriormente, la hibridacion puede tener lugar en un medio liquido y la unién de la sonda con la diana
se puede analizar, por ejemplo, mediante citometria de flujo.

El término “marcado/a” se refiere en general al uso de acidos nucleicos marcados. El marcaje se puede llevar a cabo
mediante el uso de nucleétidos marcados incorporados durante la etapa de la amplificacion mediante polimerasas,
tales como los ilustrados por Saiki et al. (1988) o Bej et al. (1990), o cebadores marcados, o mediante cualquier otro
procedimiento conocido por el experto en la técnica. La naturaleza del marcador puede ser isotépica (P, “S, etc.) o no
isotopica (biotina, digoxigenina, etc.).

La “muestra” puede ser cualquier material que pueda contener acido nucleico del HPV, tal como un material biolégico,
por ejemplo, tomado bien directamente de un ser humano (o un animal) o tras el cultivo (enriquecimiento), o puede ser
acido nucleico del HPV recombinante expresado en una célula huésped. El material biolégico puede ser, p. €j., orina, o
raspados/biopsias del tracto urogenital o de cualquier parte del cuerpo humano o animal.

Los conjuntos de sondas de la presente invencién incluiran generalmente al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas sondas.

Dichas sondas se pueden aplicar en dos o mas (posiblemente, en tantas como sondas haya) posiciones distintas y
conocidas sobre un sustrato solido. Habitualmente, es preferible aplicar dos 0 mas sondas o conjuntamente enunay la
misma posicion de dicho soporte sdlido. La invencion se refiere a un soporte solido unido a 1 o mas sondas de la
presente invencion.

Para disefar las sondas con las caracteristicas deseadas, se pueden aplicar las siguientes directrices utiles conocidas
por el experto en la técnica.

Debido a que el grado y la especificidad de las reacciones de hibridacion tales como aquéllas descritas en la presente
memoria se ven afectados por una serie de factores, la manipulacién de uno o mas de esos factores determinara la
sensibilidad y la especificidad exactas de una determinada sonda, ya sea perfectamente complementaria a su diana o
no. En la presente memoria, se explica mas detalladamente la importancia y el efecto de las diversas condiciones del
ensayo.

La estabilidad del hibrido de acido nucleico [diana:sonda] se ha de seleccionar para que sea compatible con las
condiciones del ensayo. Esto se puede realizar evitando largas secuencias ricas en AT, terminando los hibridos con
pares de bases G:C y disefiando la sonda con una Tin apropiada. El punto inicial y el punto final de la sonda se han de
seleccionar para que la longitud y el % de G-C se obtengan en una Tm de aproximadamente 2°C mas que la
temperatura a la que se realice el ensayo final. La composicion de bases de la sonda es relevante, porque los pares de
bases G-C presentan mayor estabilidad térmica en comparacion con los pares de bases A-T debido al puente de
hidrégeno adicional. Asi pues, la hibridaciéon en la que participan &cidos nucleicos complementarios de mayor
contenido de G-C sera mas estable a mayores temperaturas.
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Las condiciones tales como la fuerza iénica y la temperatura de incubacién en las que se vaya a usar una sonda
también se han de tener en cuenta cuando se disefia una sonda. Se sabe que el grado de hibridacion aumentara a
medida que aumente la fuerza idénica de la mezcla de reaccion y que la estabilidad térmica de los hibridos aumentara al
aumentar la fuerza ionica. Por otro lado, los reactivos quimicos, tales como la formamida, urea, DMSO y alcoholes, que
interrumpen los enlaces de hidrégeno aumentaran el caracter riguroso de la hibridacién. La desestabilizacién de los
enlaces de hidrogeno de dichos reactivos pueden reducir enormemente la Tm. En general, la hibridacién 6ptima para
las sondas de oligonucleétido sintéticas de aproximadamente 10-50 bases de longitud tiene lugar aproximadamente
5°C por debajo de la temperatura de fusion para un duplex dado. La incubacién a temperaturas por debajo de la éptima
puede permitir la hibridacién de las secuencias de bases apareadas erréneamente y puede, por tanto, reducir la
especificidad.

Es deseable tener sondas que sdlo se hibriden en condiciones muy rigurosas. En condiciones muy rigurosas sélo se
formaran hibridos de acidos nucleicos muy complementarios; no se formaran hibridos sin un suficiente grado de
complementariedad. Por consiguiente, la rigurosidad de las condiciones del ensayo determina la cantidad de
complementariedad necesaria entre dos cadenas de acido nucleico que forman un hibrido. El grado de rigurosidad se
selecciona para maximizar la diferencia de estabilidad entre el hibrido formado con el acido nucleico diana y el acido
nucleico no diana. En el caso que nos ocupa, es necesario detectar cambios de un par de bases, lo que requiere
condiciones de una rigurosidad muy elevada.

La longitud de la secuencia de la sonda también puede ser importante. En algunos casos, puede haber varias
secuencias de una determinada region, de ubicacion y longitud variable, que produzcan sondas con las caracteristicas
de hibridacién deseadas. En otros casos, una secuencia puede ser significativamente mejor que otra que difiera
simplemente en una sola base. Aunque es posible la hibridaciéon de acidos nucleicos que no sean perfectamente
complementarios, el tramo mas largo de la secuencia de bases perfectamente complementaria normalmente
determinara fundamentalmente la estabilidad del hibrido.

Aunque se pueden usar sondas de oligonucleétido de diferentes longitudes y composicion de bases, las sondas de
oligonucleétido de la presente invencién tienen una longitud de entre aproximadamente 5 a 50 (mas particularmente,
de 10-25) bases y tienen un tramo suficiente en la secuencia que es perfectamente complementario a la secuencia de
acido nucleico diana.

Se prefieren en menor medida las regiones del ADN o el ARN diana que se sabe que forman potentes estructuras
internas inhibidoras de la hibridacién. Asimismo, se deberian evitar las sondas con wuna amplia
auto-complementariedad. Como se explica anteriormente, la hibridacién es la asociacién de dos cadenas sencillas de
acidos nucleicos complementarios para formar una cadena doble unida mediante hidrégeno.

Esta implicito que si una de las dos cadenas esta completa o parcialmente implicada en un hibrido, ésta serd menos
capaz de participar en la formacion de un nuevo hibrido. Pueden existir hibridos intramoleculares e intermoleculares
formados en las moléculas de un tipo de sonda si hay suficiente auto-complementariedad. Dichas estructuras se
pueden evitar mediante un cuidadoso disefio de la sonda. Mediante el disefio de una sonda de modo que una parte
sustancial de la secuencia de interés sea monocatenaria, se puede aumentar enormemente la velocidad y el grado de
hibridacion. Los programas informaticos pueden buscar este tipo de interaccion. Sin embargo, en ciertos casos, puede
que no sea posible evitar este tipo de interaccion.

Para identificar diferentes tipos de HPV con el conjunto de sondas de oligonucleétido seleccionado, se puede usar
cualquier procedimiento de hibridacién conocido en la técnica (transferencia de puntos convencional, transferencia
Southern, sandwich, etc.). Sin embargo, para obtener resultados de manera rapida y facil cuando hay una multitud de
sondas implicada, puede ser mas conveniente un formato de hibridacion inversa. En una realizacion preferida, las
sondas seleccionadas se inmovilizan sobre un soporte sélido en distintas ubicaciones conocidas (puntos, lineas u
otras figuras). En otra realizacion preferida, el conjunto de sondas seleccionado se inmoviliza en una tira membranosa
de una manera lineal. Dichas sondas se pueden inmovilizar individualmente o como mezclas en ubicaciones
delimitadas en el soporte soélido. En el Ejemplo 4 del documento WO9914377, se revela una realizacion especifica y de
facil uso del procedimiento preferido anteriormente mencionado, que se puede adaptar a la presente invencién. Se
pueden marcar con biotina los acidos polinucleicos del HPV y luego se puede detectar el hibrido, mediante un
acoplamiento con biotina-estreptavidina, con un sistema de coloracién no radiactivo.

La expresion “tampdn de hibridacion” significa un tampdn que permite una reaccion de hibridacion entre las sondas y
los acidos polinucleicos presentes en la muestra, o los productos amplificados, en condiciones rigurosas apropiadas.

La expresion “solucion de lavado” significa una solucion que permite el lavado de los hibridos formados en las
condiciones rigurosas apropiadas.

A lo largo de la presente memoria y de las reivindicaciones que la siguen, a no ser que el contexto indique lo contrario,
se entendera que la palabra “comprenden”, o las variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, implican la
inclusion de un numero entero o una etapa establecidos, o de un grupo de nimeros enteros o de etapas establecidos,
pero sin la exclusion de ningun otro nimero entero ni etapa, ni de un grupo de numeros enteros o de etapas. “Que
comprende” también implica la inclusion de los significados “que consiste en” y “que consiste esencialmente en".
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Las realizaciones de la invencion incluyen:

(a) Un procedimiento para la tipificacion de cualquier acido nucleico del HPV que pueda estar presente en una
muestra, procedimiento que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto cualquier acido nucleico con al menos una sonda capaz de hibridarse especificamente con
la regién B del genoma del HPV, estando dicha region B indicada en la Figura 1,y

(i) analizar el tipo de HPV en base al resultado de la hibridacion asi obtenido.

b) Un procedimiento segun el enunciado (a), en el que la sonda es capaz de hibridarse especificamente con la
region B del genoma de un solo tipo de HPV.

¢) Un procedimiento segun el enunciado (a), en el que la sonda se selecciona de la enumeracion que consiste en las
secuencias enumeradas en la Tabla 4.

d) Un procedimiento segun cualquier enunciado anterior, en el que cualquier acido nucleico del HPV presente en la
muestra se amplifica antes de la hibridacion.

(e) un procedimiento segun el enunciado (e) en el que la etapa de amplificacion usa un cebador seleccionado de la
enumeracion que comprende: HPV-MPF1F1, HPV-MPF1F2, HPV-MPF1F3, HPV-MPF1F4, HPV-MPF1F5,
HPV-MPF1F6, HPV-MPF1F7, HPV-MPF1F8, HPV-MPF1F9, HPV-MPF1F10, HPV-MPF2R1, HPV-MPF2R2,
HPV-MPF2R3, HPV-MPF2R4, HPV- MPF2R5, HPV-MPF2R6, HPV-MPF2R7, HPV-MPF2RS8.

(f) un procedimiento segun cualquier enunciado anterior en el que la presencia del acido nucleico del HPV se
confirma en la muestra antes de la etapa de tipificacion.

(g) Un procedimiento segun cualquier enunciado anterior en el que la hibridacién entre la sonda y la diana se lleva a
cabo en presencia de un soporte sélido.

(h) Un procedimiento segun el enunciado (h) en el que la etapa de hibridacion usa un formato de hibridacién inversa.
(i) Un procedimiento segun el enunciado (h), en el que la sonda se hibrida sobre una perla.

(i) Un procedimiento segun el enunciado (j), en el que la deteccion de la hibridacion se analiza usando una citometria
de flujo.

(k) Un kit que comprende al menos 2 cebadores adecuados para la amplificacién de acido nucleico de la region B o
D de un genoma del HPV.

(I) Un kit segun el enunciado (I), en el que los cebadores se seleccionan de la enumeraciéon que consiste en
HPV-MPF1F1, HPV-MPF1F2, HPV-MPF1F3, HPV-MPF1F4, HPV-MPF1F5, HPV-MPF1F6, HPV-MPF1F7,
HPV-MPF1F8, HPV- MPF1F9, HPV-MPF1F10, HPV-MPF2R1, HPV-MPF2R2, HPV-MPF2R3, HPV-MPF2R4,
HPV-MPF2R5, HPV- MPF2R6, HPV-MPF2R7 y HPV-MPF2R8.

(m) Un kit que comprende al menos 2 sondas capaces de hibridarse especificamente con la regiéon D o la regién B
del genoma del HPV.

(n) Un kit segun el enunciado (n), en el que las sondas son dos sondas cualquiera seleccionadas de la Tabla 4.

(o) Un kit que comprende cualquier cebador de la Tabla 1 6 2, o cualquier sonda de la Tabla 3 e instrucciones para
llevar a cabo los procedimientos anteriores para el analisis de identificacion vy tipificacion del HPV.

(p) Un kit que comprende una sonda capaz de hibridarse especificamente con la region D o la regién B del genoma
del HPV unida a un soporte sélido.

(q) Un kit seguin cualquier enunciado (I)-(q) que comprende ademas cualquier sonda de la Tabla 3.

(r) Una sonda adecuada para su uso en el procedimiento de el enunciado A, siendo la sonda seleccionada de la
Tabla 4.

(s) Una cebador adecuado para su uso en el procedimiento de el enunciado (e), siendo la sonda seleccionada de las
Tablas 1y 2.
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Ejemplo 1
El siguiente enfoque se puede usar para tipificar el ADN del HPV.

Composicion de la mezcla de PCR (amplificacion del ADN del HPV de la muestra)

Componente Ml por reaccion
10 x tampén de PCR 5
Varios dNTP 1mM 10
MgCl, 25mM 5

20 pmol/ul de cebador directo 1

20 pmol/ul de cebador inverso 1
AmpliTaq Gold (5U/ul) 0,3
Agua 17,7
Volumen total 40

Se afiaden 10 pl de ADN diana formando un volumen final de 50 .
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Cebadores universales que se van a usar

HPV-MPF1F1 (10 pmol/pul)

HPV-MPF1F2 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F3 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F4 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F5 (10 pmol/pl)

HPV-MPF1F6 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F7 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F8 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F9 (10 pmol/ul)

HPV-MPF1F10 (10 pmol/ul)

HPV-MPF2R1-bio (10 pmol/pl)

HPV-MPF2R2-bio (10 pmol/pl)

HPV-MPF2R3-bio (10 pmol/ul)

HPV-MPF2R4-bio (10 pmol/pl)

HPV-MPF2R5-bio (10 pmol/pl)

HPV-MPF2R6-bio (10 pmol/pl)

HPV-MPF2R7-bio (10 pmol/ul)

HPV-MPF2R8-bio (10 pmol/ul)

Programa de la PCR
9 min a 94°C, activacion de 40 ciclos de AmpliTaq Gold que comprenden:

30sa94°C
45 s a 52°C
45 s a 72°C.

Incubacion final de 5 min a 72°C.

Para la PCR multiplex (conjunto de MPF completo), se han usado los siguientes plasmidos que contienen ADN
gendémico del HPV:

- HPV16
- HPV18
- HPV31
- HPV33
- HPV45
- HPV52
- HPV56
- HPV66
- HPV35
- HPVe7
- HPV11
- HPV26
- HPV53
- HPV58
- HPVT1
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Todos produjeron un fragmento del tamafio esperado.

Para la PCR simple (directa simple + inversa simple), se han usado los siguientes plasmidos que contienen ADN

gendémico del HPV:

- HPV16
- HPV35
- HPV59
- HPV18
- HPV56
- HPV68
- HPV39
- HPV33
- HPV6

- HPV51
- HPV26
- HPV40
- HPV43

Todos produjeron un fragmento del tamafio esperado.

Ejemplo de un producto de PCR usando cebadores de PCR simples (véase la Figura 3)

Carril 1: marcador
Carril 2: HPV18
Carril 3: HPV56
Carril 4: HPV39
Carril 5: HPV26
Carril 6: HPV43
Carril 7: HPV33

PCR multiplex sobre gel (véase la Fig. 4)

Carril 1: marcador
Carril 2: HPV16
Carril 3: HPV18
Carril 4: HPV31
Carril 5: HPV33
Carril 6: HPV45
Carril 7: HPV52
Carril 8: HPV56
Carril 9: marcador

Condiciones de la hibridacion inversa (ensayo de sonda lineal)

Se pueden hibridar 10 ul de un producto de PCR con una tira que contenga alguna de las sondas seleccionadas. Las

condiciones adecuadas que se usaran seran las siguientes:

Perfil de hibridacion inversa:

Etapa Temperatura Tiempo de incubacién
Desnaturalizaciéon| Temp. ambiente 10 min
Hibridacion 50°C 60 min
Lavado riguroso | 50°C 30 min
Conjugado Temp. ambiente 30 min
Sustrato Temp. ambiente 30 min
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La hibridacion se lleva a cabo adecuadamente a 3 x SSC, SDS al 0,1%, 50°C. Se obtuvieron los resultados de la Figura

5.
TABLAS

Conjunto general de cebadores
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Tabla 1. Cebadores directos (MPF directos)

Nombre Secuencia 5’ — 3’ SEC ID N.°:
HPV-MPF1F1 GATGCCCAAATATTCAATAAACC 1
HPV-MPF1F2 GATGCICAAATATTTAATAAACC 2
HPV-MPF1F3 GAITCICAATTATTTAATAAACC 3
HPV-MPF1F4 GAIGCICAGTTGTTTAATAAAC C 4
HPV-MPF1F5 GATTCICAATTGTTTAACAAACC 5
HPV-MPF1F6 GAITCICAGTTATTTAACAAGCC 6
HPV-MPF1F7 GAITCICAGTTATTTAATAAGCC 7
HPV-MPF1F8 GAIGCICAATTGTTTAATAAGCC 8
HPV-MPF1F9 GAITCICAATTATTTAATAAGCC 9
HPV-MPF1F10 |GATTCTCAAATTTTTAATAAGCC 10

Tabla 2. Cebadores inversos (MPF inversos)

Nombre Secuencia 5’ — 3’ SEC ID N.°:
HPV-MPF2R1 | TTICCCCAICAAATGCCATT 11
HPV-MPF2R2 | TTITTCCAICAAATGCCATT 12
HPV-MPF2R3 | TTICCAAAACAAATGCCATT 13
HPV-MPF2R4 | TCATTAAACCAACAAATGCCATT 14
HPV-MPF2R5 | TGATTAAACCAICAAATACCATT 15
HPV-MPF2R6 | TTATGCCAGCAAACACCATT 16
HPV-MPF2R7 | TGATTATGCCAACAIATACCATT 17
HPV-MPF2R8 | TTICCCCAACAIATACCATT 18
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Sondas universales para la deteccion general de amplimeros de MPF

Tabla 3. Sondas para DEIA

Nombre de la Secuencia 5’ — 3’ Posicion inicial en la SEC ID N.°:
sonda Figura 1
HPV MPF P1 AAGCCITAITGGCTGCA 19 19
HPV MPF P1-2 | AAIAAGCCITAITGGCTGCA 16 20
HPV MPF P1-3 | TTTAAIAAGCCITAITGGCTGCA 13 21
HPV MPF P2 TGGATICAAAAIGCCCAGG 28 22
HPV MPF P2-2 | TGGATICAAAAIGCCCAGGG 28 23
HPV MPF P3 TTTAATAAACCATATTGGITGCAA 13 24
HPV MPF P4 TTTAATAAACCATATTGGTTACA 13 25
HPV MPF P5 TTTAATAAICCTTATTGGTTGCA 13 26
HPV MPF P6 TTTAATAAGCCITAITGGTTACA 13 27
HPV MPF P6-2 | TTTAATAAGCCITAITGGTTACAA 13 28
HPV MPF P7 AATAAGCCITATTGGCTACA 16 29
HPV MPF P7-2 | TTTAATAAGCCITATTGGCTACA 13 30
HPV MPF P8 AATAAACCTTATTGGTTACAACGA 16 31

Tabla 4 — Sondas especificas de tipo. Secuencia 5'— 3 de las sondas especificas de tipo

Nombre de la Secuencia 5’ —» 3’ Polaridad| Posicidn inicial enla |Longitud| SEC ID N.°:
sonda Figura 1
11L1nPr1 GGCTTCAAAAGGCTCAG + 29 17 32
13L1nPr1 ATTGGTTACAAAAGGCC + 26 17 33
13L1nPr2 TGGTTACAAAAGGCCC + 28 16 34
16L1nPr1 TTATTGGTTACAACGAGCA + 24 19 35
16L1nPr2 TTATTGGTTACAACGAGC + 24 18 36
16L1nPr3 CTTATTGGTTACAACGAG + 23 18 37
18L1nPr1 AGGCACAGGGTCATAAC + 38 17 38
18L1nPr2 AGGCACAGGGTCATAAg + 38 17 39
18L1nPr3 AAGGCACAGGGTCATAAg + 37 18 40
18L1nPr4 GTTACATAAGGCACAGG + 30 17 41
26L1nPr1 GTGCACAGGGTCATAAT + 38 17 42
26L1nPr2 TGGTTACAACGTGCACA + 28 17 43
30L1nPr1 TACTGGTTGCAACGCG + 25 16 44
30L1nPr2 TTACTGGTTGCAACGCG + 24 17 45
31L1nPr1 GGATGCAACGTGCTCA + 29 16 46
31L1nPr2 GGATGCAACGTGCTC + 29 15 47
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continuacion)

Nombre de la Secuencia 5’ — 3’ Polaridad| Posicion inicial enla |Longitud| SEC ID N.°:
sonda Figura 1

32L1nPr1 ACAGCAGGCACAAGGC + 33 16 48
33L1nPr1 CATATTGGCTACAACGTG + 23 18 49
33L1nPr2 CCATATTGGCTACAACG + 22 17 50
33L1nPr3 CCATATTGGCTACAACGa + 22 18 51
34L1nPr1 CCCAGGGACAAAACAA + 41 16 52
35L1nPr1 AACCATATTGGTTGCAAC + 20 18 53
35L1nPr2 TTGCAACGTGCACAAG + 31 16 54
35L1nPr3 ACCATATTGGTTGCAAC + 21 17 55
39L1nPr1 CCTTATTGGCTACATAAGG + 22 19 56
39L1nPr2 CTTATTGGCTACATAAGG + 23 18 57
40L1nPr1 AAGCCATTGTGGATACAA + 19 18 58
42L1nPr1 CAACAAGCACAAGGACA + 34 17 59
43L1nPr2 AACCCTTATGGATACAAAAG + 20 20 60
43L1 Pr1 AACCCTTATGGATACAAAA + 20 19 61
441 1nPr1 AAGGCGCAGGGCCAC + 37 15 62
441 1nPr2 TTTTGGTTGCAAAAGGC + 25 17 63
45L1nPr1 G GTTACATAAGGCCCAG + 29 17 64
45L1nPr2 GGTTACATAAGGCCCA + 29 16 65
45L1nPr3 AGCCCAGGGCCATAAg + 39 16 66
45L1nPr4 CCCAGGGCCATAACA + 41 15 67
45L1nPr5 CCAGGGCCATAACAAg + 42 16 68
51L1nPr1 TATTGGCTCCACCGTG + 25 16 69
51L1nPr2 TTATTGGCTCCACCGT + 24 16 70
51L1nPr3 ATTGGCTCCACCGTG + 26 15 71
52L1nPr1 CGTACTGGTTACAACGTG + 23 18 72
52L1nPr2 CCGTACTG GTTACAACG a + 22 18 73
52L1nPr3 GCCGTACTGGTTACAAC + 21 17 74
53L1nPr1 ACGTGCCCAGGGACAT + 37 16 75
54L1nPr1 GCCCAGGGTCAAAACA + 40 16 76
54L1nPr2 ACTGGTTACAACGGGC + 26 16 77
55L1nPr1 TTTTTGGTTGCAAAGGG + 24 17 78
55L1nPr2 TTTTGGTTGCAAAGGGC + 25 17 79
56L1nPr1 CCCAAGGCCATAATAAT + 41 17 80
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continuacion)

Nombre de la Secuencia 5’ — 3’ Polaridad| Posicion inicial enla |Longitud| SEC ID N.°:
sonda Figura 1

56L1nPr2 GCCCAAGGCCATAATA + 40 16 81
56L1nPr3 TGCCCAAGGCCATAAT + 39 16 82
56L1nPr4 GCCCAAGGCCATAATAAg + 40 18 83
57L1nPr1 TTACTGGCTGCGGAGG + 24 16 84
58L1nPr1 CTTATTGGCTACAGCGT + 23 17 85
58L1nPr2 CTTATTGGCTACAGCGTG + 23 18 86
59L1nPr1 AAGGCTCAGGGTTTAAAC + 37 18 87
66L1nPr1 TTGCAACGTGCACAGG + 31 16 88
66L1nPr2 TGCAACGTGCACAGG + 32 15 89
67L1nPr1 CAACGCGCACAAGGTC + 34 16 90
67L1nPr2 ACAACGCGCACAAGGT + 33 16 91
68L1nPr1 GGCACAGGGACACAAC + 39 16 92
68L1nPr2 GGCACAGGGACACAAg + 39 16 93
69L1nPr1 G GTTACAG CGTGCCCA + 29 16 94
6L1nPr1 GGCTACAAAAAGCCCAG + 29 17 95
6L1nPr2 TGGCTACAAAAAGCCCA + 28 17 96
70L1nPr1 CCTATTGGTTGCATAAGG + 23 18 97
70L1nPr2 TATTGGTTGCATAAGGC + 25 17 98
70L1nPr3 CCCTATTGGTTGCATAA + 22 17 99
71L1nPr1 GCCTTACTGGCTACAAC + 21 17 100
72L1nPr1 CTATTGGCTACAGCGC + 24 16 101
72L1nPr2 CGCCCAGGGTCACAA + 39 15 102
73L1nPr1 GCACAGGGACAAAATAA + 40 17 103
74L1nPr1 CCTTTTGGCTACAAAAGG + 23 18 104
7L1nPr1 AACCTTTGTGGATACAAAA + 20 19 105
81L1nPr1 GCTACAACGGGCACAG + 30 16 106
81L1nPr2 CCTTATTGGCTACAACG + 22 17 107
82L1nPr1 TTATTG GTTGCATCGCG + 24 17 108
83L1nPr1 TACTGGCTGCATCGTG + 25 16 109
89L1nPr1 TACTGGTTGCAAAAGGC + 25 17 110
85L1nPr1 CTGCACAAAGCCCAGG + 31 16 111
85L1nPr2 CTGCACAAAGCCCAG + 31 15 112
85L1nPr3 TGCACAAAGCCCAGG + 32 15 113
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continuacion)

Nombre de la Secuencia 5’ — 3’ Polaridad| Posicion inicial enla |Longitud| SEC ID N.°:
sonda Figura 1

86L1nPr1 GGTTACAGAAGGCGCA + 29 16 114
87L1nPr1 TATTGGCTGCAGCGGG + 25 16 115
89L10nPr1 TATTGGCTGCACCGTG + 25 16 116
90L1nPr1 TACTGGCTGCAACGAG + 25 16 117
91L1nPr1 AACCGCTTTGGATGCAA + 20 17 118

El nucleétido en minuscula indica que no es especifico del HPV

Informacién adicional que indica aquellas sondas enumeradas anteriormente a las que se puede afadir una
cola T en el extremo 3’, si se desea.

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud | Cola T SEC ID N.°:
11L1nPr1 GGCTTCAAAAGGCTCAG 29 17 32
13L1nPr1 ATTGGTTACAAAAGGCC 26 17 33
13L1nPr2 TGGTTACAAAAGGCCC 28 16 34
16AF1L1p1.CH |ggtGTTGCAACGAGCACA 27 15 281
16AF1L1p2.CH |ggGGTTGCAACGAGCAC 27 15 282
16AF1L1p3.CH |ATATTGGTTGCAACGAG 24 17 283
16AF1L1p4.CH |cTATTGGTTGCAACGAG 24 16 284
16AF1L1p5.CH |TTGGTTGCAACGAGC 27 15 100xT en 3’ 285
16AF1L1p6.CH |GGTTGCAACGAGCA 29 14 100xT en 3’ 286
16AF1L1p7.CH |TGGTTGCAACGAGC 28 14 100xT en 3’ 287
16L1nPr1 TTATTGGTTACAACGAGCA 24 19 35
16L1nPr2.CH TTATTGGTTACAACGAGC 24 18 36
16L1nPr3.CH CTTATTGGTTACAACGAG 23 18 37
16L1nPr4.CH GAGCACAGGGCCAC 38 14 100xT en 3’ 288
16L1nPr5.CH AGCACAGGGCCACA 39 14 100xT en 3’ 289
18L1nPr1 AGGCACAGGGTCATAAC 38 17 38
18L1nPr2 AGGCACAGGGTCATAAg 38 16 39
18L1nPr3 AAGGCACAGGGTCATAAg 37 17 40
18L1nPr4 GTTACATAAGGCACAGG 30 17 41
18L1nPr4.CH agtGTTACATAAGGCACAGG 27 17 290
18L1nPr5.CH agttTTACATAAGGCACAGG 27 16 291
18L1nPr6.CH ccccTTACATAAGGCACAGG 27 16 292
18L1nPr7.CH TTACATAAGGCACAGG 31 16 100xT en 3’ 293
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(continuacién)

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud ColaT SEC ID N.°:
26L1nPr2 TGGTTACAACGTGCACA 28 17 43
26L1nPr1.CH GTGCACAGGGTCATAAT 38 17 294
26L1nPr3.CH GTGCACAGGGTCATAA 38 16 295
26L1nPr4.CH ACGTGCACAGGGTC 36 15 296
26L1nPr5.CH TGCACAGGGTCATAATA 39 17 100xT en 3’ 297
26L1nPr6.CH TGCACAGGGTCATAAT 39 16 100xT en 3’ 298
26L1nPr7.CH GTTACAACGTGCACAG 30 16 100xT en 3’ 299
30L1nPr1 TACTGGTTGCAACGCG 25 16 44
30L1nPr2 TTACTGGTTGCAACGCG 24 17 45
31L1nPr1 GGATGCAACGTGCTCA 29 16 46
31L1nPr2 GGATGCAACGTGCTC 29 15 47
31L1nPr3.CH ggGGATGCAACGTGCTC 27 15 300
31L1nPr4.CH ACCATATTGGATGCAAC 21 17 301
31L1nPr5.CH CATATTGGATGCAACG 23 16 302
31L1nPr6.CH GGATGCAACGTGCTC 29 15 100xT en 3’ 303
32L1nPr1 ACAGCAGGCACAAGGC 33 16 48
33L1nPr1 CATATTGGCTACAACGTG 23 18 49
33L1nPr2 CCATATTGGCTACAACG 22 17 50
33L1nPr3 CCATATTGGCTACAACGa 22 17 51
33L1nPr3.CH CCATATTGGCTACAACG 22 17 304
33L1nPr4.CH CATATTGGCTACAACGT 23 17 305
34L1nPr1 CCCAGGGACAAAACAA 41 16 52
35L1nPr1 AAC CATATTGGTTGCAAC 20 18 53
35L1nPr2.CH TTGCAACGTGCACAAG 31 16 54
35L1nPr3.CH ACCATATTGGTTGCAAC 21 17 55
35L1nPr4.CH GTGCACAAGGCCATAAg 38 16 100xT en 3’ 306
35L1nPr5.CH TTGCAACGTGCACAAG 31 16 100xT en 3’ 307
35L1nPr6.CH GTGCACAAGGCCATA 38 15 100xT en 3’ 308
35L1nPr7.CH TGCACAAGGCCATA 39 14 100xT en 3’ 309
39L1nPr1 CCTTATTGGCTACATAAGG 22 19 56
39L1nPr2 CTTATTGGCTACATAAGG 23 18 57
39L1nPr3.CH AGCCTTATTGGCTACATAA 20 19 310
39L1nPr4.CH GCCTTATTGGCTACATAA 21 18 311
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(continuacién)

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud ColaT SEC ID N.°:
39L1nPr5.CH AAGCCTTATTGGCTACATAA| 19 20 100xT en 3’ 312
c

39L1nPr6.CH GCCTTATTGGCTACATAAG 21 19 313
40L1nPr1 AAGCCATTGTGGATACAA 19 18 58
42L1nPr1 CAACAAGCACAAGGACA 34 17 314
43L1nPr1 AACCCTTATGGATACAAAA 20 19 315
43L1nPr2 AACCCTTATGGATACAAAAG| 20 20 60
44L1nPr1 AAGGCGCAGGGCCAC 37 15 62
441 1nPr2 TTTTGGTTGCAAAAGGC 25 17 63
45L1nPr1 GGTTACATAAG GCCCAG 29 17 64
45L1nPr2 GGTTACATAAGGCCCA 29 16 65
45L1nPr3 AGCCCAGGGCCATAAg 39 15 66
45L1nPr4 CCCAGGGCCATAACA 41 15 67
45L1nPr5 CCAGGGCCATAACAAg 42 15 68
45L1nPré.CH ggtGTTACATAAGGCCCAG 27 16 316
45L1nPr7.CH CCAGGGC CATAACAA 42 15 317
45L1nPr8.CH CCAGGGCCATAACAAg 42 15 100xT en 3’ 318
45L1nPr9.CH AAGCCATATTGGTTACATA 19 19 100xT en 3’ 319
45L1nPr10.CH | TTACATAAGGCCCAGG 31 16 100xT en 3’ 320
51L1nPr1 TATTGGCTCCACCGTG 25 16 69
51L1nPr3 ATTGGCTCCACCGTG 26 15 71
51L1nPr2.CH TTATTGGCTCCACCGT 24 16 321
51L1nPr4.CH ggATTGGCTCCACCGTG 24 15 322
52L1nPr1 CGTACTGGTTACAACGTG 23 18 72
52L1nPr2 CCGTACTGGTTACAACGa 22 17 73
52L1nPr3a GCCGTACTGGTTACAAC 21 17 323
52L1nPr3.CH CCGTACTGGTTACAAC 22 16 324
52L1nPr4.CH ACCGTACTGGTTACAAC 21 17 325
53L1nPr1.CH ACGTGCCCAGGGACAT 36 16 326
53L1nPr2.CH AACGTGCCCAGGGAC 35 15 327
c53L1nPr3.CH | ACGTGCCCAGGGAC 36 14 328
53L1nPr4.CH TGCCCAGGGACATA 39 14 100xT en 3’ 329
53L1nPr5.CH GCCCAGG GACATAAT 40 15 100xT en 3’ 330
53L1CPr6.CH ATATTGGCTGCAACGT 24 16 331
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(continuacién)

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud ColaT SEC ID N.°:
53L1CPr7 TATTGGCTGCAACGT 25 15 332
54L1nPr1 GCCCAGGGTCAAAACA 40 16 76
54L1nPr2 ACTGGTTACAACGGGC 26 16 77
55L1nPr1 TTTTTGGTTGCAAAGGG 24 17 78
55L1nPr2 TTTTGGTTGCAAAGGGC 25 17 78
56L1nPr1 CCCAAGGCCATAATAAT 41 17 80
56L1nPr2 GCCCAAGGCCATAATA 40 16 81
56L1nPr3 TGCCCAAGGCCATAAT 39 16 82
56L1nPr4 GCCCAAGGCCATAATAAg 40 17 83
56L1nPr4.CH gGCCCAAGGC CATAATAA 39 17 333
56L1nPr5.CH gGCCCAAGGCCATAATA 39 16 334
56L1nPr6.CH TGCCCAAGGCCATAAT 39 16 335
57L1nPr1 TTACTGGCTGCGGAGG 24 16 84
58L1nPr2 CTTATTGGCTACAGCGTG 23 18 86
58L1riPr1.CH CTTATTGGCTACAGCGT 23 17 336
58L1nPr3.CH CTTATTGGCTACAGCG 23 16 337
59L1nPr1 AAGGCTCAGGGTTTAAAC 37 18 87
59Pr2.CH CAAGGCTCAGGGTTTAAA 36 18 338
59L1nPr3.CH CAAGGCTCAGGGTTTAA 36 17 339
61L1nCPr1 AGGGCCACAACAATG 44 15 340
61L1nCPr2 GGGCCACAACAATG 45 14 341
66L1nPr1 TTGCAACGTGCACAGG 31 16 88
66L1nPr2 TGCAACGTGCACAGG 32 15 89
66L1nPr2.CH gTGCAACGTGCACAGG 31 15 342
66L1nPr3.CH ggGCAACGTGCACAGG 31 14 343
66L1nPr4.CH TGCAACGTGCACAGG 32 15 100xT en 3’ 344
c66L1nPr5.CH | GCAACGTGCACAGG 33 14 100xT en 3’ 345
66L1nPr6.CH TGCACAGGGCCATA 39 14 100xT en 3’ 346
66L1nPr7.CH TGCAACGTGCACAG 32 14 100xT en 3’ 347
67L1nPr1 CAACGCGCACAAGGTC 34 16 90
67L1nPr2 ACAACGCGCACAAGGT 33 16 91
68L1nPr1 GGCACAGGGACACAAC 39 16 92
68L1nPr2 GGCACAGGGACACAAg 39 15 93
68L1nPr2.CH GGCACAGGGACACAA 39 15 348
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(continuacién)

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud ColaT SEC ID N.°:
68L1nPr3.CH AGGCACAGGGACACA 38 15 349
68L1nPr4.CH GGCACAGGGACACA 39 14 350
68L1nPr5.CH GGCACAGGGACACA 39 14 100xT en 3’ 351
68L1nPr6.CH CCCTATTGGCTGCAC 22 15 100xT en 3’ 352
68L1nPr7.CH GCTGCACAAGGCACA 30 15 100xT en 3’ 353
68L1nPr8.CH CTGCACAAGGCACAG 31 15 100xT en 3’ 354
68L1nPr9.CH GCTGCACAAGGCAC 30 14 100xT en 3’ 355
68L1nPr10.CH | GCACAAGGCACAGG 33 14 100xT en 3’ 356
69L1nPr1 GGTTACAGCGTGCCCA 29 16 94
6L1nPr1 GGCTACAAAAAGCCCAG 29 17 95
6L1nPr2 TGGCTACAAAAAGCCCA 28 17 96
70L1nPr1 CCTATTGGTTGCATAAGG 23 18 97
70L1nPr2 TATTGGTTGCATAAGGC 25 17 98
70L1nPr3.CH CCCTATTGGTTGCATAA 22 17 357
70L1nPr4.CH CCTATTGGTTGCATAAGG 23 18 358
71L1nPr1 GCCTTACTGGCTACAAC 21 17 100
72L1nPr1 CTATTGGCTACAGCGC 24 16 101
72L1nPr2 CGCCCAGGGTCACAA 39 15 102
73L1nPr1 GCACAGGGACAAAATAA 40 17 103
74L1nPr1 CCTTTTGGCTACAAAAGG 23 18 104
7L1nPr1 AACCTTTGTGGATACAAAA 20 19 105
81L1nPr1 GCTACAACGGGCACAG 30 16 106
81L1nPr2 CCTTATTGGCTACAACGnN 22 17 107
82L1nPr1 TTATTGGTTGCATCGCG 24 17 108
82L1nPr2.CH gTATTGGTTGCATCGCG 24 16 359
82L1nPr3.CH ATTGGTTGCATCGCG 26 15 100xT en 3’ 360
83L1nPr1 TACTGGCTGCATCGTG 25 16 109
84L1nPr1 TACTGGTTGCAAAAGGC 25 17 110
85L1nPr1 CTGCACAAAGCCCAGG 31 16 111
85L1nPr2 CTGCACAAAGCCCAG 31 15 112
85L1nPr3 TG CACAAAGCCCAGG 32 15 113
86L1nPr1 GGTTACAGAAG GCGCA 29 16 114
87L1nPr1 TATTGGCTGCAGCGGG 25 16 115
89L1nPr1 TATTGGCTGCACCGTG 25 16 116
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(continuacién)

Nombre Secuencia de la sonda Inicio | Longitud ColaT SEC ID N.°:
90L1nPr1 TACTGGCTGCAACGAG 25 16 117
91L1nPr1 AACCGCTTTGGATGCAA 20 17 118

El nt en minuscula indica no especifico

Ejemplos introductorios 2-12
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS:
El procedimiento de hibridacion estandar (en etapas) segun Wallace et al. (2005) supra es el siguiente:

1. Se seleccionan los conjuntos apropiados de microesferas acopladas a oligonucleétidos.

2. Se vuelven a suspender las microesferas mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos
durante aproximadamente 20 segundos.

3. Se prepara una mezcla de microesferas de trabajo diluyendo los patrones de microesferas acopladas hasta 150
microesferas por cada conjunto/ul en 1,5 x tampon de hibridacién de TMAC (1 x TMAC = 2 mol/l de TMAC/
Sarkosyl al 0,15%/75 mmol/l de Tris, 6 mmol/l de EDTA) (Nota: se requieren 33 pl de mezcla de microesferas de
trabajo para cada reaccion).

4. Se mezcla la mezcla de microesferas de trabajo mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos
durante aproximadamente 20 segundos.

5. Se afiaden a cada muestra o pocillo de fondo, 33 pyl de mezcla de microesferas de trabajo.
6. Se afiaden 17 pl de H,O desionizada a cada pocillo de fondo.

7. Se afiade a cada pocillo de muestra ADN biotinilado amplificado y H,O desionizada hasta un volumen total de
17 ul (Nota: se usan 7 pl de reaccion PCR para la deteccion).

8. Se mezclan los pocillos de reacciéon suavemente moviendo la pipeta hacia arriba y hacia abajo varias veces.
9. Se incuba a 99°C durante 5 minutos para desnaturalizar el ADN biotinilado amplificado en un termociclador.
10. Se incuba la placa de reaccién a la temperatura de hibridacion (55°C) durante 15 minutos.

11. Durante la incubacion, se prepara una placa filtrante aclarando dos veces con 1 x TMAC enfriado con hielo. A
continuacién, se llena cada pocillo de la placa filtrante con 1 x TMAC enfriado con hielo.

12. Durante la incubacion, se prepara mezcla indicadora nueva diluyendo estreptavidina-R-ficoeritrina hasta
2 yg/ml en 1 x tamgn de hibridacién de TMAC (Nota: se requieren [fbde mezcla indicadora para cada
reaccion) y se colocan en un horno o en un bafio de agua a la temperatura de hibridacion.

13. Se finaliza la reaccion de hibridacion transfiriendo toda la reaccién a la placa filtrante que contiene tampén de
lavado enfriado con hielo.

14. Tras la transferencia, se lava la placa filtrante en condiciones rigurosas dos veces con 1 x tampén de lavado de
TMAC enfriado con hielo mediante una filtracién al vacio intermedia.

15. Se afiaden 75 pl de mezcla indicadora a cada pocillo y se mezclan suavemente moviendo la pipeta varias
veces hacia arriba y hacia abajo.

16. Se deja que toda la placa alcance la temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos.
17. Se incuba la placa de reaccioén a la temperatura de hibridacion durante 30 minutos.
18. Se finaliza la incubacion mediante filtracion al vacio.
19. Se lava dos veces con 1 x tampén de lavado de TMAC mediante una filtracién al vacio intermedia.
20. Se disuelve una reaccion con 1 x tampén de lavado de TMAC mediante una filtracion al vacio intermedia.
21. Se analiza a temperatura ambiente en el analizador Luminex™ 100 segun el manual del sistema.
[Véase la Figura 6. Esquema general del flujo de trabajo segun lo descrito por Wallace et al. (2005)].

La sensibilidad y la especificidad de la prueba se basan en la hibridacion especifica entre las secuencias de acido
nucleico sonda y diana. Por lo tanto, la hibridacion y el lavado, pero también la incubacién con PE parecieron ser
etapas esenciales en el procedimiento. Se adapto el protocolo para maximizar la especificidad y la sensibilidad de la
reaccion, optimizando diferentes parametros, tales como temperaturas y cinéticas de difusion. Estas adaptaciones se
indican en el protocolo optimizado de hibridacion (véase mas adelante).
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Materiales:

A. Tampones
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MES 0,1M, pH 4,5 (TAMPON DE ACOPLAMIENTO)

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/ 250 ml
MES (acido 2[N-morfolinoletanosulfénico) | Sigma M-2933 0,1M 4,88 g

H>Od - - Hasta 250 ml
NaOH 5N Fisher SS256-500 |------- ~ 5 gotas

Se esteriliza el filtro (45 pym) y se almacena a 4°C

TWEEN al 0,02% (TAMPON DE LAVADO I)

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/ 250 ml
TWEEN 20 (Monolaurato de polioxietilensorbitan) | Sigma P-9416 0,02% 50 pl

HOd e e 250 ml

Se esteriliza el filtro (45 uym) y se almacena a temperatura ambiente

Sarkosyl al 20%

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/ 250 ml

Sarkosyl (N-Lauroilsarcosina) Sigma L-9150 20% 509

HOd e e 250 ml (ajustar
hasta)

Se esteriliza el filtro (45 ym) y se almacena a temperatura ambiente

TE, pH 8,0 (DILUYENTE DE LA MUESTRA)

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/ 250 ml
100 x tampédn de Tris-EDTA, pH| Sigma T-9285 1x 2,5ml

8,0

HOd | 247,5 ml

Se esteriliza el filtro (45 pym) y se almacena a temperatura ambiente

4,5 x SSC / Tampon de hibridacion de Sarkosyl al 0,15% (DILUYENTE DE LAS MICROESFERAS)

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final | Cantidad/50 ml
20 x SSC (Cloruro de sodio 3M, citrato de sodio] Cambrex US51232 (x 4,5 11,25 ml
deshidratado 0,3M , pH 7,0)

Sarkosylal 20% |- 0,15% 0,375 ml

HCd e e 38,375 ml

Se esteriliza el filtro (45 pm) y se almacena a temperatura ambiente
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3 x SSC / Sarkosyl al 0,1%/ 1mg/ml de tampon de lavado riguroso de caseina

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/50 mi
20 x SSC Cambrex US51232 X3 7,5 ml

Sarkosyl al 20% | - 0,1% 0,250 ml

50 mg/ml de caseina (pH 7,2) VWR BDHA440203H | ------ 1ml

HOd ] 41,25 ml

Se esteriliza el filtro (45 ym) y se almacena a 4°C

1 x SSC / Sarkosyl al 0,1%/ 1mg/ml de tampoén de lavado de caseina

Reactivo N.° de catalogo Concentracion final Cantidad/50 ml
20 x SSC Cambrex US51232 x 1 2,5ml
Sarkosylal 20% | - 0,1% 0,250 mi

50 mg/ml de caseina (pH 7,2) VWR BDHA440203H | ----- 1ml

HOd | e 46,25 ml

Se esteriliza el filtro (45 pm) y se almacena a 4°C

B. Perlas

1. Los tipos usados de perlas son L100-C123-01 a L100-C172-01 (Luminex™ Corp., Austin, TX).

C. Sondas (véanse los ejemplos)

1. Las sondas se adquirieron en Eurogentec (Seraing, Bélgica)

D. Equipo

Equipo

Tipo

Termociclador

ABI GeneAmp PCR system 9700

Termomezclador

EppendorfThermomixer comfort

Baro de agua

GFL 1001

Horno de incubacién

Memmert U25U

Luminex™

Luminex™ x 100

Procedimientos y protocolos:

l. Acoplamiento de las sondas

1. Se lleva hasta la temperatura ambiente una alicuota recién preparada de polvo desecado de EDC [clorhidrato de

1-etil-3-[dimetilaminopropil]carbodiimida] de Pierce a -20°C.

2. Se vuelve a suspender el oligonucleétido sustituido con amina (“sonda” u oligo de “captura”) hasta 0,2mM

(0,2 nmol/pl) en H2O desionizada.

3. Se vuelve a suspender el patron de microesferas mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos

durante aproximadamente 20 segundos.
4. Se transfieren 5,0 x 10° de patron de microesferas a un tubo de microcentrifugacion de USA Scientific.
5. Se sedimenta el patron de microesferas mediante microcentrifugacion a = 8.000 xg durante 1-2 minutos.

6. Se retira el sobrenadante y se vuelven a suspender las microesferas sedimentadas en 50 pl de MES 0,1M, pH 4,5
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mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos durante aproximadamente 20 segundos.
7. Se prepara una diluciéon 1:10 del oligo de captura 0,2mM en H2O desionizada (0,02 nmol/pl).

8. Se afiaden 2ul (0,04 nmol) del oligo de captura diluido 1:10 a las microesferas resuspendidas y se mezcla
mediante movimientos vorticiales.

9. Se prepara una solucion nueva de 20 mg/ml de EDC en H,O desionizada. Se disuelven 10 mg de EDC en 500 pl
de H,O desionizada, como maximo 1 minuto antes de su uso. Se almacenaron alicuotas de 10 mg de EDC (polvo)
en seco a -80°C envasadas conjuntamente con gel de silice.

10. Se afiaden a cada una de las reacciones 2,5 yl de EDC 20 mg/ml re@ preparados a las microesferas y se
mezclan mediante movimientos vorticiales (Nota: ahora se debe desechar la alicuota de polvo de EDC).

11. Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
12. Se prepara una segunda solucién nueva de 20 mg/ml de EDC en H,0 desionizada.

13. Se afladen a cada reaccion 2,5 ul de EDC 20 mg/ml recién preparados a las microesferas y se mezclan mediante
movimientos vorticiales (Nota: ahora se debe desechar la alicuota de polvo de EDC).

14. Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
15. Se afaden 1,0 ml de Tween-20 al 0,02% a las microesferas acopladas.
16. Se sedimentan las microesferas acopladas mediante microcentrifugacién a = 8.000 xg durante 1-2 minutos.

17. Se elimina el sobrenadante y se vuelven a suspender las microesferas acopladas en 1,0 ml de SDS al 0,1%
mediante movimientos vorticiales.

18. Se sedimentan las microesferas acopladas mediante microcentrifugaciéon a = 8.000 xg durante 1-2 minutos.

19. Se retira el sobrenadante y se vuelven a suspender las microesferas acopladas en 100 pl de TE, pH 8,0
mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos durante aproximadamente 20 segundos.

20. Se sedimentan las microesferas acopladas mediante microcentrifugacién a = 8.000 xg durante 1-2 minutos.

21. Se retira el sobrenadante y se vuelven a suspender las microesferas acopladas en 100 yl de TE, pH 8,0
mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos durante aproximadamente 20 segundos.

22. Se enumeran las microesferas acopladas mediante un hemacitémetro:
a. Se diluyen las microesferas acopladas resuspendidas 1:100 en H,O desionizada.
b. Se mezclan bien mediante movimientos vorticiales.
c. Se transfieren 10 pl al hemacitometro.
d. Se cuentan las microesferas de los 4 cuadrados grandes de la rejilla del hemacitémetro.

e. Microesferas/ul = (Suma de microesferas en los 4 cuadrantes grandes) x 2,5 x 100 (factor de diluci 6n). (Nota:
el maximo es 50.000 microesferas/pl).

23. Se almacenan las microesferas acopladas con refrigeracion a 2-10°C en la oscuridad.

. Protocolo optimizado de hibridacion y lavado

1. Se seleccionan los conjuntos apropiados de microesferas acopladas a oligonucleétidos.

2. Se vuelven a suspender las microesferas mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos durante
aproximadamente 20 segundos.

3. Se prepara una mezcla de microesferas de trabajo diluyendo los patrones de microesfereas acopladas hasta 150
microesferas por cada conjunto/ul en 4,5 x tampdén de hibridacién de SSC/Sarkocyl al 0,15% (Nota: se requieren
33 ul de mezcla de microesferas de trabajo para cada reaccion).

4. Se mezcla la mezcla de microesfereas de trabajo mediante movimientos vorticiales y tratamiento de ultrasonidos
durante aproximadamente 20 segundos.

5. Se afiaden a cada muestra o pocillo de fondo 33 pl de mezcla de microesferas de trabajo.
6. Se afiaden 17 pl de TE, pH 8 a cada pocillo de fondo.

7. Se afiade a cada pocillo de muestra ADN biotinilado amplificado y TE, pH 8,0, hasta un volumen total de 17 pl
(Nota: habitualmente, para la deteccidn bastan 4 pl de una reaccion PCR potente de 50 pl).

8. Se mezclan los pocillos de reaccion suavemente moviendo la pipeta hacia arriba y hacia abajo varias veces.
9. Se incuba a 95-100°C durante 5 minutos para desnaturalizar el ADN biotinilado amplificado en un termociclador.
10. Se incuba la placa de reaccion a 60°C durante 3 minutos en un termociclador.

11. Se transfiere la placa de reaccion a un termomezclador precalentado a la temperatura de hibridacion (Nota: se
puede usar un pipeteador de 8 canales para transferir las reacciones a 8 pocillos simultdneamente).

12. Se incuba la placa de reaccioén a la temperatura de hibridacion durante 15 minutos y 500 rpm.

13. Durante la incubacién, se prepara la placa con filtro Millipore aclarando con agua destilada. A continuacion, se
llena cada pocillo de la placa filtrante con 200 pl de 3 x tam@n de lavado de SSC/Sarkosyl al 0,1%/1 mg/ml de
caseina a la temperatura de hibridacién y se colocan en un horno a la temperatura de hibridacion.

14. Durante la incubacion, se prepara mezcla indicadora nueva diluyendo estreptavidina-R-ficoeritrina hasta 2 pg/mi
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en 3 x tampodn de lavado riguroso de SSC/ Sarkocyl al 0,1%/ 1 mg/ml de caseina (Nota: se requieren 75 ul de mezcla
indicadora para cada reaccioén) y se colocan en un horno o en un bafio de agua a la temperatura de hibridacion.

15. Se finaliza la reaccion de hibridacién transfiriendo toda la reaccion a la placa filtrante que contiene tampdn de
lavado a la temperatura de hibridacion.

16. Tras la transferencia, se lava la placa filtrante dos veces con 100 pl de 3 x SSC/Sarkocyl al 0,1%/1 mg/ml de
tampon de lavado restrictivo de caseina a la temperatura de hibridacion intercalando con una filtracion al vacio.

17. Se afaden 75 ul de mezcla indicadora a cada pocillo y se mezclan suavemente moviendo la pipeta varias veces
hacia arriba y hacia abajo.

18. Se incuba la placa de reaccion a la temperatura de hibridaciéon durante 15 minutos.
19. Se finaliza la incubacién mediante filtracién al vacio.

20. Se lava dos veces con 100 pl de 1 x tampon de lavado de SSC/Sarkocyl al 0,1%/1 mg/ml de caseina a
temperatura ambiente mediante una filtracién al vacio intermedia.

21. Se disuelve una reaccién en 100 pl de 1 x tampdn de lavado de SSC/Sarkosyl al 0,1%/1 mg/ml de caseina a
temperatura ambiente.

22. Se analizan 50 pl a temperatura ambiente en el analizador Luminex™ 100 seguin el manual del sistema.
lll. Lectura
1. La lectura de los datos se realizé usando el programa Luminex™ 100 IS version 2.3
2. Durante la medicién, se usaron los siguientes parametros:
a. Volumen de la muestra: 50 pl
b. Limite de tiempo de la muestra: 60 s
c. Temperatura del calentador XY (°C): 35
d. Portal del discriminador de dobletes:
i. Limite inferior: 8000
ii. Limite superior 18500
e. Datos estadisticos: media

IV. Tratamiento de datos

1. Los datos se guardaron en un archivo CSV sin procesar (*.csv delimitado por coma) que contenia todos los
resultados estandar proporcionados por el programa Luminex™100 1S2.3.

2. Se transfirieron las sefiales medias obtenidas a un archivo Excel para calcular la proporcion entre diana y sonda
y la relacién sefial-ruido (véase también la distribucion y los calculos).

La presente invencién aborda diferentes elementos del procedimiento Luminex™, incluyendo la optimizacion del
disefio de la sonda y la optimizacion del protocolo de prueba.

En el siguiente texto, se presentaran los datos en orden del flujo de trabajo como se resumen en la Figura 2.
Figura 6. Esquema general del flujo de trabajo adaptado
Presentacion de los resultados de los ejemplos (distribucion y calculos):

Los ejemplos y las reivindicaciones se especifican y se explican de la siguiente manera. Los resultados se presentan
principalmente en forma de tablas que contienen los datos brutos (IFM = Intensidad fluorescente media), variables
(p-€j., temperatura), sondas y dianas analizadas, calculos y observaciones. Los calculos incluyen una proporcion entra
diana y sonda (% de diana/sonda) y una relacién sefal-ruido (sefial/ruido).

La proporcion entre la diana y la sonda se calcula por sonda y muestra cada una de las sefiales como un porcentaje del
control positivo que se fija en el 100% (véase también el ejemplo de la Tabla 15).

La relacion sefial-ruido también se calcula por sonda. Cada sefal se divide entre la media de todas las sefales
obtenidas (véase también la Tabla 16 de ejemplos).

Tanto la proporcioén entre sonda y sefial como la relacién sefial-ruido aportan una buena perspectiva general sobre la
intensidad y la especificidad de la sefal.

Algunos ejemplos usan sondas del cebador SPF10 y conjuntos de sondas descritos en el documento EP1012348.
Dicha patente proporciona antecedentes técnicos de las técnicas usadas en la presente solicitud de patente.

El conjunto de cebadores SPF10 genera pequefios amplimeros de una longitud de sélo 65 pb con una region entre
cebadores de 22 nucledtidos. Esto limita gravemente las posibilidades de colocar las sondas con respecto a los
diferentes apareamientos erroneos entre todos los genotipos del HPV.
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Ejemplo 2
Objetivo:

Examinar si el mantenimiento de la temperatura de hibridacion después de la etapa de hibridacién tiene un efecto
positivo relevante sobre la especificidad de la sefial.

Introduccion:

Tras la hibridacion entre la sonda inmovilizada sobre la perla y la secuencia diana desnaturalizada en disolucién, es
necesario lavar el material no unido antes de la incubacion con el reactivo indicador de estreptavidina-R-ficoeritrina
(PE). Esto se realiza usando una placa filtrante (MSBVN12, Millipore) en la que las perlas y todas las moléculas unidas
se separan de las moléculas libres de la solucién. El volumen de reaccion es pequefio y, por tanto, es vulnerable a los
cambios de temperatura rapidos producidos en su medio. Se examind el efecto de los cambios en la temperatura tras
la temperatura de hibridacion.

Materiales y procedimientos

Se investigo el efecto de la incubacion a una temperatura inferior a la de hibridacién en la sefial del Luminex™ usando
un sistema modelo SPFo.

Se us6 una perla Luminex™, que portaba una soda para HPV 31 (sonda 31SLPr31, véase la Tabla 5a). Esta sonda es
especifica de la identificacion de las secuencias del HPV 31 amplificadas con el conjunto de cebadores SPF4,. Para
analizar cualquier reactividad cruzada, se usaron amplimeros de HPV44 y HPV16. Las secuencias diana del HPV 31y
HPV 44 difieren en 1 posicion y las secuencias diana de las secuencias de HPV 31 y HPV 16 difieren en 4 posiciones
(Tabla 5b).

La hibridacién se realizdé a 50°C y los analisis se realizaron por duplicado. Posteriormente, se traté un conjunto de
reacciones segun el protocolo estandar y se lavaron inmediatamente las perlas en la placa filirante a 4°C. Primero se
incubd el conjunto de reacciones por duplicado a temperatura ambiente (T.A.) durante 1 minuto antes de iniciar el
lavado estandar a 4°C. Al contrario de Wallace et al (2005), el tampdn de lavado se afiadié una vez transferidas las
muestras a la placa filtrante (véase también el Ejemplo 3).

Resultados:

Los resultados se muestran en la Tabla 5¢c. Como se demuestra, la incubacion a T.A. durante sélo 1 minuto tras la
hibridacion y antes del lavado riguroso provoca un aumento de la sefial, pero también disminuye la especificidad (como
se muestra por las sefiales mas elevadas observadas para HPV44). Esto se puede explicar mediante la reduccion de
la rigurosidad provocada por una breve caida de la temperatura tras la hibridacién.

Conclusion

Se ha de mantener la temperatura de la reaccion tras la etapa de hibridacion. Tras la hibridacion, se han de lavar las
perlas tan rapido como sea posible sin ningun retraso para evitar cualquier disminucién de la temperatura.

Ejemplo 3
Objetivo:

Examinar si un tampoén de dilucién, inmediatamente después de la hibridacion, tiene un efecto positivo relevante en la
especificidad de la sefial.

Introduccion:

El procedimiento analitico Luminex™ estandar comprende un riesgo por la introducciéon de unién inespecifica si el
lavado no se realiza inmediatamente después de la etapa de hibridacion (véase también el Ejemplo 2). Para minimizar
este riesgo, se examino la dilucién de la muestra inmediatamente después de la hibridacion.

Materiales y procedimientos:

Para investigar este efecto, se usd una mezcla de dos perlas Luminex™. Una perla portaba una sonda para HPV 31
(nombre: 31SLPr31, véase la Tabla 6a) y la otra perla portaba HPV 51 (nombre: 51SLPr2, véase la Tabla 6a). Estas
sondas son especificas de la identificacion de las secuencias del HPV 31 y HPV 51 amplificadas con el conjunto de
cebadores SPFq, respectivamente. Para observar la posible reactividad cruzada con 31SLPr31, se usaron
amplimeros de HPV44 y HPV16. Las secuencias diana de HPV 31 y HPV 44 y 16 difieren en 1 y 4 posiciones,
respectivamente (Tabla 6b). Para observar la posible reactividad cruzada con 51SLPr2, se usaron amplimeros de
HPV33 y HPV16. Las secuencias diana de HPV 51 y HPV 44 y 16 difieren en 4 posiciones (Tabla 6c¢).

La hibridacién se realizé a 50°C, usando el protocolo estandar.
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Posteriormente, el primer conjunto de reacciones se lavé inmediatamente en la placa filtrante a 4°C sin ningun lavado
adicional. Al contrario de Wallace et al (2005), el tampdn de lavado se afiadio tras transferir las muestras a la placa
filtrante.

Se investigo el efecto de un procedimiento de lavado por dilucién directa e indirecta adicional inmediatamente después
de la etapa de hibridacion de la siguiente manera. Para los procedimientos directo e indirecto, se us6é un tampén de
lavado (3 x SSC/Sarkosyl al 0,1%/1 mg/ml de caseina. Se trata del tampdn de lavado riguroso) a 50°C.

El segundo conjunto de perlas se lavdé mediante el procedimiento directo. El procedimiento directo comprende una
dilucion de la mezcla de hibridacion (50 pl) con 200 pl de tamin de lavado a temperatura de hibridaciéon en el
termociclador seguida de una transferencia de toda la muestra diluida a la placa filtrante.

Se lavé la tercera reaccion de hibridacién mediante el procedimiento indirecto. El procedimiento indirecto comprende
una dilucion mediante una transferencia rapida de 5QI de la mezcla de hibridadin a la placa filtrante que se ha
llenado previamente con 200 ul de tamgn de lavado a la temperatura de hibridacién (véase también Wallace et al,
2005).

Resultados:

Los resultados se muestran en la Tabla 6d. Ambos procedimientos de lavado adicionales producen una disminucién de
la sefial absoluta en comparacion con el procedimiento estandar, pero al mismo tiempo, la especificidad de la sefal
aumenta significativamente. No se produjeron diferencias significativas entre los procedimientos de lavado directo e
indirecto. En la practica, el lavado mediante dilucion directa en el termociclador es menos practico y, por tanto, se
prefiere el procedimiento de lavado mediante diluciéon indirecta.

Conclusion:

El uso de una etapa adicional de lavado por dilucién tras la hibridacion tiene un efecto positivo significativo sobre la
especificidad de la sefial. Por razones practicas, se prefiere el procedimiento de lavado por dilucién indirecta.

Ejemplo 4
Objetivo:

Examinar si el mantenimiento de la temperatura de hibridacion durante el lavado riguroso antes de la incubacion con
estreptavidina-R-ficoeritrina tiene un efecto positivo relevante en la especificidad de la sefal.

Introduccioén:

El efecto negativo de la caida de la temperatura tras una hibridacién rigurosa, como se describe anteriormente, implica
que la temperatura del propio lavado riguroso también puede influir. Por lo tanto, se investigd el efecto de las
temperaturas de los lavados rigurosos a 50°C, T.A. o 4°C.

Materiales y procedimientos:

Se investigo el efecto de diferentes temperaturas del tampdn de lavado riguroso tras la etapa de hibridacion antes de la
incubacién con estreptavidina-R-ficoeritrina usando el sistema de modelo SPF 4, de la siguiente manera.

Para investigar este efecto, se usé una perla Luminex™ que portaba una sonda para HPV 31 (nombre: 31SLPr31,
véase la Tabla 7a). Esta sonda es especifica de la identificacion de las secuencias del HPV 31 amplificadas con el
conjunto de cebadores SPF4,. Para observar la posible reactividad cruzada con 31SLPr31, se usaron amplimeros de
HPV44 y HPV 16. Las secuencias diana de HPV 31y HPV 44 y 16 difieren en 1 y 4 posiciones, respectivamente (Tabla
7b).

La hibridacién se realizé a 50°C. Posteriormente, se transfirid el conjunto de reacciones a una placa filtrante que
contenia tampén de lavado a 50°C, T.A. o 4°C, respectivamente.

Resultados:

Los resultados se muestran en la Tabla 7c. El nivel absoluto de la sefial del control positivo no difiere entre 50°C y la
T.A., y disminuye ligeramente tras el lavado a 4°C. Sin embargo, el lavado a 50°C produce un aumento significativo de
la especificidad de la sefial, mientras que el lavado a T.A. o a 4°C produce una disminucion de la especificidad de la
sefial. Por lo tanto, se prefiere un procedimiento de lavado por dilucién indirecta a la temperatura de hibridacion de
50°C.

Conclusion:

El mantenimiento de la temperatura de hibridacion durante el lavado riguroso antes de la incubacién con
estreptavidina-R-ficoeritrina tiene un efecto relevante sobre la especificidad de la sefal.
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Ejemplo 5

Objetivo:

Examinar si el uso de un termomezclador tiene un efecto positivo relevante sobre la intensidad de la sefal.
Introduccion:

La cinética de la reaccién de hibridacién se puede influir mediante la mezcla de componentes durante la reaccién.
Por lo tanto, se investigo la influencia de usar un termomezclador durante la hibridacion.

Materiales y procedimientos:

El efecto de la cinética de difusion con un termomezclador durante la hibridacion se investigé usando el sistema de
modelo MPF de la siguiente manera.

Se usaron dos perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV 18 (nombre: 18MLPr7, véase la
Tabla 8a) o HPV51 (nombre: 51MLPr2, véase la Tabla 8a). Estas sondas son especificas de la identificacion de las
secuencias de HPV18 y HPV51 amplificadas con el conjunto de cebadores de MPF.

Se mezclaron las dos perlas y se hibridaron con amplimeros de MPF de HPV 18 y HPV 51. Las secuencias diana del
HPV 18 y HPV 51 difieren en 7 posiciones (Tabla 8b y c). Las reacciones se analizaron por duplicado.

Se desnaturalizé una reaccioén y se hibridé en un termociclador sin agitacion (véase también Wallace et al., 2005).

Para la desnaturalizacién, se desnaturalizé la reacciéon por duplicado en un termociclador y, para la hibridacién, se
transfirié inmediatamente a un termomezclador. La hibridacion se realizé a 50°C. Posteriormente, se lavaron las perlas
inmediatamente en la placa filtrante a 50°C usando el protocolo optimizado de hibridacion y lavado.

Resultados: Los resultados se muestran en la Tabla 8d. El uso de un termomezclador aumenta significativamente la
sefial absoluta del control positivo, mientras que el fondo permanece invariable. Esto produjo un aumento global de la
especificidad de la sefial.

Estos resultados demuestran que la intensidad de la sefial aumentara (mejorara) usando un termomezclador.
Conclusion:

El uso de un termomezclador tiene un efecto positivo relevante sobre la intensidad y la especificidad de la sefal.
Ejemplo 6

Objetivo:

Examinar si la incubaciéon con estreptavidina-R-ficoeritrina a la temperatura de hibridacién tiene un efecto positivo
relevante sobre la intensidad de la sefial.

Introduccion:

En general, la temperatura afecta a la cinética de cualquier reaccion, incluyendo la deteccion de hibridos con PE
indicadora. Por lo tanto, se investigo la influencia de la temperatura para la incubacion con PE y el posterior lavado.

Materiales y procedimientos:

Se usaron perlas Luminex™ que portaban una sonda para HPV51 (nombre: 51SLPr2, véase la Tabla 9a). Esta sonda
es especifica de la identificacion de las secuencias del HPV51 amplificadas con el conjunto de cebadores SPF+,. Para
observar la posible reactividad cruzada con esta sonda, se usaron amplimeros SPF10 de HPV33 y HPV16. Las
secuencias diana de HPV 51, HPV33 y HPV16 difieren en 4 posiciones (Tabla 9b).

La hibridacion se realizé a 50°C en dos duplicados usando el protocolo optimizado de hibridacion y lavado descrito en
la presente memoria. Tras un lavado riguroso, se incubd un conjunto de reacciones con PE a 50°C (véase también
Wallace et al., 2005) y el otro conjunto se incubd con PE a T.A. Posteriormente, se lavaron las perlas en una placa
filtrante a 50°C.

En otro experimento, la hibridacion se realizé a 50°C en dos duplicados usando el protocolo optimizado de hibridacion
y lavado. Tras un lavado riguroso, se incubaron todas las reacciones con PE a 50°C (véase también Wallace et al.,
2005). Tras la incubacion con PE a 50°C, se lavé un conjunto de reacciones a 50°C (véase también Wallace et al.,
2005) y se lavo el conjunto duplicado a T.A.
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Resultados:

La incubacién con PE a diferentes temperaturas tuvo un efecto significativo como se muestra en la Tabla 9c. La
incubacién con PE a la temperatura de hibridacion de 50°C produce sefales absolutas mas elevadas en comparacion
con la incubacion con PE a T.A. En cualquiera caso, la especificidad de la sefal no difirié significativamente.

Por lo tanto, se prefiere la incubacién con estreptavidina-R-ficoeritrina a la temperatura de hibridacién. Por el contrario,
el lavado a T.A. o a temperatura de hibridacion tras la incubacién no tuvo un efecto relevante, aunque esto puede ser
mas practico en algunas situaciones.

La influencia de la temperatura sobre la etapa de lavado tras la incubacion con PE no es relevante. Tanto la sefal
absoluta como la especificidad parecen no afectarse por la temperatura del lavado.

Conclusion:

El mantenimiento de la temperatura de hibridacion durante la incubacién con estreptavidina-R-ficoeritrina tiene un
efecto relevante en la intensidad de la sefial, pero no en la especificidad de la sefial. La temperatura del lavado tras la
incubacién con PE no tiene un efecto relevante.

Ejemplo 7

Objetivo:

Examinar si se puede evitar la obstruccién de la sonda de muestreo Luminex™ mediante un lavado final con 1 x SSC.
Introduccién:

En el protocolo optimizado de hibridacion y lavado de la presente invencion, la hibridacion se realiza en 3 x SSC. A esta
concentracion, SSC si obstruye la sonda de muestreo Luminex™, obstruyendo seriamente el procesamiento de las
muestras. Por lo tanto, se investigd la influencia de una concentracion de SSC inferior para un lavado final.

Resultados:

Inicialmente, se intentd mantener la concentracion de SSC de la hibridacion. Sin embargo, como el lavado final con 3 x
SSC introdujo una gran obstruccién de la sonda de muestreo Luminex™, no se pudieron generar datos relevantes. La
realizacién de esta etapa de lavado simplemente con 1 x SSC produjo datos relevantes. Por lo tanto, debido a la falta
de datos, no se puede mostrar una comparacion de los datos. No se han investigado otras concentraciones de SSC.

Conclusién:

Un lavado final con 1 x SSC evita la obstruccién de la sonda de muestreo Luminex™.
Ejemplo 8

Objetivo:

Examinar si el almacenamiento tras el Ultimo lavado a 4°C durante al menos 4 dias de las muestras que estan
preparadas para la medicion tiene algun efecto relevante sobre la sefal.

Introduccion:

Para aumentar la flexibilidad en el flujo de trabajo, se analizaron varias etapas con respecto al protocolo de prueba de
hibridacion directa usando el sistema Luminex™. Un procedimiento analizado en particular es el almacenamiento
entre dos etapas del procedimiento de hibridaciéon directa. Por lo tanto, se investigé la influencia del almacenamiento a
4°C.

Materiales y procedimientos:

Se investigo el efecto del almacenamiento a 4°C tras el procedimiento de lavado final usando el sistema de modelo
SPF10 de la siguiente manera.

Para investigar este efecto, se usaron perlas Luminex™ que portaban una sonda para HPV51 (nombre: 51SLPr2,
véase la Tabla 10a). Esta sonda es especifica de la identificacién de las secuencias del HPV51 amplificadas con el
conjunto de cebadores SPF+. Para observar la posible reactividad cruzada con 51SLPr2, se usaron amplimeros de
HPV31. Las secuencias diana de HPV 51 y HPV31 difieren en 4 posiciones (Tabla 10b).

Tras el procedimiento de lavado final, se almacenaron conjuntos de reacciones a 4°C durante 0, 4, 24 y 96 horas,
respectivamente. A continuacién, se midieron estos conjuntos de reacciones a T.A.
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Resultados:

Los resultados se muestran en la Fig. 10c. Como se demuestra, el almacenamiento tras la etapa de lavado final no
afecta a la intensidad ni a la especificidad de la sefal. No obstante, el almacenamiento como tal parece introducir una
mejora muy ligera en la intensidad de la sefal bruta a lo largo del tiempo. Por lo tanto, es posible introducir un
almacenamiento tras la etapa de lavado final, si es necesario, durante un maximo de 4 dias, manteniendo la sefal
original.

Conclusion:

El almacenamiento tras la etapa de lavado final no tiene un efecto relevante sobre la intensidad ni la especificidad de la
sefial, aumentando la flexibilidad del flujo de trabajo.

Diseino de la sonda (espaciador) - Introduccion

El principio clave del sistema Luminex™ consiste en la inmovilizacién de la sonda de oligonucleétido especifica sobre
la superficie de una microperla, que sirve como un unico marcador, debido a la composicién de color de cada tipo de
perla.

A escala molecular, la perla es de un tamafio mucho mayor que la sonda de oligonucledtido especifica. Por
consiguiente, la secuencia de sonda especifica se coloca muy cerca de la superficie de la perla Luminex™. Esta
ubicacién de la sonda puede no ser optima para la cinética de la hibridacion entre la sonda inmovilizada y las
moléculas diana en disolucion, debido a la hidrancia estérica y a diversos efectos de la superficie de la perla, tales
como la hidrofobicidad superficial.

Los siguientes ejemplos describen una serie de enfoques para cambiar la situacion de la sonda sobre la superficie de
la perla con el fin de optimizar la cinética de hibridacion entre la sonda y la diana.

Se analizaron las siguientes variantes del disefio de la sonda:

1. Uso de un espaciador de carbono de longitud variable.
2. Uso de un espaciador de oligonucleétido adicional de longitud variable.
3. Uso de un espaciador de oligonucledtido de composicién variable.

La sonda tiene tres regiones distintas con diferentes funciones:

1. el grupo de acoplamiento, tal como un grupo NH», que permite el acoplamiento covalente de la sonda con la
superficie de la perla;

2. el espaciador, que puede servir (a) para crear una distancia entre la superficie de la perla y la secuencia de la
sonda especifica y/o (b) colocar la sonda especifica mas en un medio hidrofilo; y

3. la secuencia de la sonda especifica de la diana real. Para esta parte de la sonda, se aplican los parametros
normales en la técnica, tales como la composicién y la longitud de la sonda.

Ejemplo 9

Objetivo:

Determinar el efecto del uso de un espaciador de carbono de longitud variable.
Materiales y procedimientos:

Se usaron perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV51 con un espaciador C1, (nombre:
51SLPr2, véase la Tabla 11a) o un espaciador C1g (nombre: 51SLPr2C+g, véase la Tabla 11a). Estas sondas son
especificas de la identificacion de las secuencias de HPV51 amplificadas con el conjunto de cebadores de SPF1,. Para
observar la posible reactividad cruzada con estas sondas, se usaron amplimeros de HPV33. Las secuencias diana de
HPV 51 y HPV33 difieren en 4 posiciones (Tabla 11b).

Resultados: los resultados se muestran en la Tabla 11c. Un espaciador C+g produjo una disminucion de la senal
absoluta, pero la especificidad fue superior en comparacion con la sonda C1,. Este fendbmeno no sélo se observo para
51SLPr2C1s, sino también para otras sondas con un espaciador C+g (p.€j., 33SLPr21 C4s: Tabla 11a, c y d).

Conclusion:

El uso de diferentes longitudes de espaciadores de carbono tiene un efecto relevante en la especificidad de la sefial.
Con respecto al ejemplo 51SLPr2, la mejor sonda contiene un espaciador de carbono Cys.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2380 115 T3

Ejemplo 10

Objetivo:

Determinar el efecto de un espaciador de oligonucleétido de longitud variable.
Materiales y procedimientos:

Se usaron perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV51 con un espaciador de 0, 10, 20,
30 6 40 timinas (nombre: 51SLPr2, 51SLPr2T10, 51 SLPr2T20, 51SLPr2T30, 51SLPr2T40, véase la Tabla 12a). Cada
tipo de perla portaba una variante de perla distinta. Estas sondas son especificas de la identificacion de las secuencias
de HPV51 amplificadas con el conjunto de cebadores de SPF1o. Para observar la posible reactividad cruzada con estas
sondas, se usaron amplimeros de HPV33. Las secuencias diana de HPV51 y HPV33 difieren en 4 posiciones (Tabla
12c).

Aparte del sistema de modelo SPF10, también se estudié este efecto usando un sistema de modelo MPF de la
siguiente manera. Se usaron perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV52 con un
espaciador de 0, 20, 30 6 40 timinas (nombre: 52MLPr2, 52MLPr2T20, 5SMLPr2T30, 52MLPr2T40, véase la Tabla 12b).
Cada tipo de perla portaba una variante de perla distinta. Estas sondas son especificas de la identificacién de las
secuencias de HPV52 amplificadas con el conjunto de cebadores de MPF. Para observar la posible reactividad
cruzada con estas sondas, se usaron amplimeros de HPV16. Las secuencias diana de HPV52 y HPV16 difieren en 2
posiciones (Tabla 12d).

Resultados:

Los resultados se muestran en la Tabla 12e y 12f. El alargamiento del espaciador con un tramo de timinas aumento
significativamente el nivel de sefial absoluta. Ademas, se aumenta significativamente la especificidad en comparacion
con un espaciador sin un espaciador de timina adicional. Comparando los espaciadores con diferentes longitudes, se
requiere un minimo de 20 residuos de timina para producir una sefial 6ptima (p.ej., 51SLPr2). En términos generales,
las sondas funcionan mejor cuando contienen un espaciador de 40 nucledtidos (p.ej., 51SLPr2 y 52MLPr2). Por lo
tanto, se prefiere esta longitud de espaciador.

Conclusion:

El uso de diferentes espaciadores tiene un efecto relevante no sélo sobre la intensidad de la sefial, sino también sobre
la especificidad. Con respecto a 51SLPr2T,, una buena sonda contiene un espaciador de al menos 20 nucleétidos de
timina que aumenta tanto la intensidad como la especificidad de la sefial. En general, las longitudes de los
espaciadores de al menos 40 nucleétidos funcionan mejor.

Ejemplo 11:

Objetivo:

Determinar si el uso de un espaciador poli(T) modificado puede evitar un falso positivo de reactividad.
Introduccién:

Es ampliamente sabido que muchas ADN polimerasas de Taq afiaden un nucleétido A adicional al extremo 3' de una
cadena sintetizada. No se sabe si también es posible afiadir multiples A al extremo 3’, generando asi una subpoblacién
de moléculas con una cola oligo-A en el extremo 3'. Aunque dichas moléculas sélo representaran una proporciéon muy
pequefia de la cantidad total del producto de PCR, estas moléculas pueden generar un resultado falso negativo debido
a la elevada sensibilidad del procedimiento de deteccién. Esto se debe a la hibridacién entre dichos tramos de oligo-A
en el producto de PCR y al espaciador poli(T) de la sonda.

Este artefacto de PCR se produce en algunas muestras y es complicado reproducirlo al nivel de la PCR. Parece
depender de fluctuaciones muy ligeras de las condiciones de reaccion. El fondo es muy reproducible al nivel de
deteccidn, es decir, un producto de PCR que genere fondo lo hara de una manera muy reproducible.

Este artefacto de PCR también puede provocar resultados falsos positivos en un sistema de ensayo de sonda lineal
(LiPA), pues este sistema también comprende sondas con cola T. En un ensayo LiPA, esto produce una sefal (fondo)
débil igual con todas las sondas, independientemente de su secuencia especifica. También se han observado dichas
lecturas de sefiales de fondo débiles en el sistema Luminex™. Por lo tanto, se investigo el efecto de un espaciador
modificado.

Materiales y procedimientos:

Se usaron perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV 18 con un espaciador T40 o un
espaciador (TTG)13 modificado (nombre: 18MLPr7T40 y 18MLPr7(TTG) 3, véase la Tabla 13a). Estas sondas son
especificas de la identificacion de las secuencias de HPV 18 amplificadas con el conjunto de cebadores de MPF.
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Se selecciono el triplete (TTG) como espaciador alternativo, porque muestra una de las peores eficiencias de unién
tedricas con poli(A).

Para observar la posible reactividad cruzada con 18MLPr7T40 y 18MLPr7(TTG)13, se usaron amplimeros obtenidos de
las muestras que presentaron este fondo falso positivo (designados nc8).

Resultados:
En la Tabla 13b, se muestran los resultados.

Un espaciador de tripletes de 13 tripletes de nucleétidos “TTG” fue claramente capaz de eliminar casi por completo la
sefial de fondo que se observé para el espaciador T40.

Conclusion:

El uso de un espaciador basado en T alternativo, tal como (TTG)13 tiene un efecto positivo relevante sobre la
especificidad de la sefial, eliminando las sefales de falso positivo inducidas por artefactos de PCR ricos en A.

Ejemplo 12
Objetivo:

Examinar si la colocacion de un espaciador basado en timinas bien en el extremo 5' o0 en el extremo 3' de la sonda
prohibe la unién con una regién diana rica en A que flanquea el sitio de unién de sonda-diana.

Introduccion:

Se sabe que los apareamientos erroneos en la mitad de una sonda/diana tienen el mayor impacto sobre la energia de
union. Los apareamientos erréneos cerca de los lados de la region de union son mas dificiles de distinguir. En
combinacién con la posicion de tramos ricos en A que flanquean la regién de unién de sonda-diana, esto puede dafiar
la fuerza selectiva de una sonda. Por lo tanto, se investigd la influencia de la posicién del espaciador para minimizar su
unién con una region diana rica en A que flanquee la zona de unién sonda-diana.

Materiales y procedimientos:

Se investigo el efecto de la posicién de un espaciador bien en el extremo 5’ o0 en el extremo 3’ de una sonda, situado
entre la perla Luminex™ y la secuencia de sonda especifica usando el sistema de modelo MPF de la siguiente manera.

Para investigar este efecto, se usaron perlas Luminex™, cada una de las cuales portaba una sonda para HPV 18 y
HPV45 con un espaciador basado en timinas (nombre: 18MLPr7T40N5, 18MLPr7T40N3, 45MLPr8T40N5 y
45MLPr8T40N3, véase la Tabla 14a). Estas sondas son especificas de la identificacion de las secuencias de HPV 18 y
HPV45 amplificadas con el conjunto de cebadores de MPF, respectivamente. Para observar la posible reactividad
cruzada con 18MLPr7T40,, se usaron amplimeros de HPV39. Las secuencias diana de HPV18 y HPV39 difieren en 2
posiciones (Tabla 14b). Para observar la posible reactividad cruzada con 45MLPr8T40,, se usaron amplimeros de
HPV13, 39 y 40. Las secuencias diana de HPV45 y HPV13, 39 y 40 difieren en 3, 2 y 1 posiciones, respectivamente
(Tabla 14c).

Resultados:

Los resultados se muestran en la Tabla 14d. Segun lo demostrado, un espaciador en el extremo 3' de una sonda en
lugar de en el extremo 5' disminuye su unién con una regién diana rica en A que flanquee el sitio de union de
sonda-diana, afectando a la energia de unién (dG) y a la temperatura de fusion (Tf). La exclusion de estas sefiales
inespecificas se pueden explicar mediante la unién de la diana con el espaciador y la sonda. Estos resultados sugieren
que la unién de una diana con un espaciador puede dafar la especificidad de la sonda, lo que se debe evitar. En
principio, puede haber un mecanismo similar implicado usando un espaciador de tripletes de nucleétidos “TTG”. Por lo
tanto, cuando se usa un espaciador basado en timinas, es posible aumentar la estabilidad del hibrido sonda:diana
mediante una débil hibridacién cruzada entre el espaciador y las secuencias adyacentes a la regién diana especifica,
dando como resultado una sefial de falso positivo que se deberia tener en cuenta para el disefio de la sonda.

Conclusion:

La colocacion de un espaciador basado en timinas bien en el extremo 5' o en el extremo 3' de la sonda puede tener un
efecto relevante sobre la unién con una region diana rica en A que flanquee el sitio de unién de sonda-diana.
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Ejemplo 2 de tablas:

Tabla 5a. 31SLPr31 = version 31 de la sonda de SPF+o 31; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono

Nombre Composicion de la sonda

31SLPr31 NH2-C12-GGCAATCAGTTATTTG [SEC ID N.°: 119]

“ o«

Tabla 5b. Los nucleétidos idénticos estan indicados por “-

Diana Alineamiento con la sonda 31SLPr31 Numero de
apareamientos erréoneos

HPV 31 | GGCAATCAGTTATTTG[SEC ID N.°: 119] |0

RV R — [SEC ID N.° 120] 1
HPV 16 | --T-C-AC-—mrv [SEC ID N.°: 121] 4
Tabla 5¢c
A Temperatura .
Sonda hibridada 3 tras la| Sefial (IFM) f!,}a)“a’ sonda g qaliruido | Observacién | Ej.
hibridacién (°C) ¢
- ID28
31SLPr31 | SPF4 HPV31|50 4457 100 48 Especifica
31SLPr31 | SPFy HPV44|50 1279 29 14 Reaccion D28
cruzada
. ID28
31SLPr31 | SPF1o HPV16/|50 19 <1 <1 Negativa
- ID27
31SLPr31 | SPF1o HPV31|T.A. 7544 100 13 Especifica
31SLPr31 | SPF1o HPV44| T.A. 3783 50 6 Reaccion D27
cruzada
. ID27
31SLPr31 | SPF4 HPV16| T.A. 24 1 <1 Negativa
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Tabla 6a. 31 SLPr31 = version 31 de la sonda de SPF 31; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono

Nombre Composicion de la sonda
31SLPr31 NH2-C12-GGCAATCAGTTATTTG [SEC ID N.°: 119]
51SLPr2 NH2-C12-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]
Tabla 6b. Los nucleétidos idénticos estan indicados por un ”-*.
Diana Alineamiento con la sonda 31SLPr31 :S:::;:;ientos erréneoie
HPV 31 | GGCAATCAGTTATTTG [SEC ID N.°: 119] |0
HPV 44 |--A [SEC ID N.°: 120] 1
HPV 16 |--T-C-AC--------- [SEC ID N.°: 121] 4
Tabla 6c. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un ”-“.
Diana Alineamiento con la sonda 51SLPr2 2::::;z1ientos errc’)neoie
HPV 51 | CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122] |0
HPV 33 |T--—-- T—GG-----[SEC ID N.°: 123] 4
HPV 16 | ------- T—GGT--C- [SEC ID N.°: 124] 5
Tabla 6d
Sonda Ir;il:’rii:::a a r;l:?ac;:' o Senal (IFM) zj‘;oa)na I sonda Senal/ruido Observacion | Ej.
adicional
31SLPr31 | SPF1o HPV31|Ninguno 4457 100 48 Especifica ID28
31SLPr31 | SPF1HPV44 | Ninguno 1279 29 14 Reaccioén ID28
cruzada
31SLPr31 | SPF4o HPV16| Ninguno 19 <1 <1 Negativa ID28
31SLPr31 | SPF4o HPV31| Directo 2765 100 41 Especifica ID31
31SLPr31 | SPFo HPV44| Directo 117 4 2 Negativa ID31
31SLPr31 | SPF4o HPV16| Directo 20 1 <1 Negativa ID31
31SLPr31 | SPF1o HPV31| Indirecto 3843 100 171 Especifica ID32
31SLPr31 | SPFio HPV44| Indirecto 25 1 1 Negativa ID32
31SLPr31 | SPFio HPV16| Indirecto 15 <1 1 Negativa ID32
51SLPr2 SPF1o HPV51 | Ninguno 2316 100 201 Especifica ID28
51SLPr2 SPF1o HPV33| Ninguno 631 27 55 Reaccion ID28
cruzada
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51SLPr2 SPF41o HPV16| Ninguno 11 <1 1 Negativa ID28

51SLPr2 SPF1o HPV51 | Directo 2057 100 110 Especifica ID31

51SLPr2 SPF1o HPV33| Directo 432 21 23 Reaccion ID31
cruzada

51SLPr2 SPF1, HPV16| Directo 18 1 1 Negativa ID31

51SLPr2 SPF1o HPV51 | Indirecto 1571 100 209 Especifica ID32

Sonda hibridada a| Proced. de| Senal (IFM) diana / sonda| Senal/ruido Observacion | Ej.

la diana lavado (%)
adicional

51SLPr2 SPF1o HPV33| Indirecto 354 23 47 Reaccion ID32
cruzada

51SLPr2 SPF4 HPV16/| Indirecto 7 <1 1 Negativa ID32

Ejemplo 4 de tablas:

Tabla 7a. 31SLPr31 = version 31 de la sonda de SPFq 31; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono

Nombre

Composicion de la sonda

31SLPr31

NH2-C12-GGCAATCAGTTATTTG [SEC ID N.°: 119]

Tabla 7b. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un

» o«

Diana Alineamiento con la sonda 31SLPr31 :S:::;;ientos erréneoie
HPV 31 | GGCAATCAGTTATTTG [SEC ID N.°: 119] |0
HPV 44 | --A-—---me- [SEC ID N.°: 120] 1
HPV 16 |--T-C-AC-------- [SEC ID N.°: 121] 4
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Tabla 7c
hibridada a Temp. del o - diana / sonda . . . ‘s .
Sonda la diana lavado (°C) Seial (IFM) (%) Seial/ruido Observacion| Ej.
31SLPr31 | SPF4o HPV31|50 5747 100 162 Especifica ID90
31SLPr31 | SPF4o HPV44 |50 56 1 2 Negativa ID90
31SLPr31 SPF4 HPV16| 50 20 <1 <1 Negativa ID90
31SLPr31 | SPF4 HPV31| T.A. 5701 100 33 Especifica ID86
31SLPr31 | SPF1 HPV44 | T.A. 2422 42 14 Reaccioén ID86
cruzada
31SLPr31 | SPF1 HPV16| T.A. 13 <1 <1 Negativa ID86
31SLPr31 | SPF4 HPV31|4 4889 100 44 Especifica ID34
31SLPr31 | SPF4 HPV44 |4 417 9 4 Reaccion ID34
cruzada
31SLPr31 | SPF4 HPV16|4 33 1 <1 Negativa ID34

Ejemplo 5 de tablas:

Tabla 8a. 18MLPr7 = version 7 de la sonda de MPF 18; C42 = un tramo de 12 atomos de carbono

10

Nombre

Composicion de la sonda

18MLPr7T40

NH2-C12-(T)40-TTACATAAGGCACAGG [SEC ID N.°: 125]

51 MLPr2T40

NH2-C12-(T)4o-TTATTGGCTCCACCGT [SEC ID N.°: 126]

Tabla 8b. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un ”-“.

Diana Alineamiento con la sonda 18MLPr7 Numero . . de
apareamientos erréneos

HPV18 | TTACATAAGGCACAGG [SECID N.°: 127] |0

HPV51 C-C--CCGT—G---- [SEC ID N.°: 128] 7

Tabla 8c. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un -

Diana Alineamiento con la sonda 51MLPr2 Numero . . de
apareamientos erréneos

HPV51 TTATTGGCTCCACCGT [SECID N.°:70] |0

HPV18 |A--—--—-- T-A--TAAG [SEC ID N.°: 129] 7
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Tabla 8d
Sonda g%g’::a a Eirlggg:éién del Seial (IFM) g};"a I sonda g saliruido| Observacion| Ej.
18MLPr7T40 | MPF HPV 18 | Termociclador | 1082 100 144 Especifica ID 148
18MLPr7T40 | MPF HPV51 | Termociclador |6 1 1 Negativa ID148
51MLPr2T40 | MPF HPV51 | Termociclador | 1410 100 123 Especifica ID 148
51MLPr2T40 |MPF HPV18 | Termociclador |20 1 1 Negativa ID 148
18MLPr7T40 |MPF HPV 18 | Termomezclad | 2154 100 287 Especifica ID 148
or
18MLPr7T40 |MPF HPV51 |Termomezclad |6 0 1 Negativa ID148
or
51MLPr2T40 |MPF HPV51 | Termomezclad|2725 100 210 Especifica ID 148
or
51MLPr2T40 |MPF HPV18 | Termomezclad |25 1 2 Negativa ID 148
or

Ejemplo 6 de tablas:

Tabla 9a. 51SLPr2 = version 2 de la sonda de SPF4o 51; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono

Nombre

Composicion de la sonda

51SLPr2

NH2-C12-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]

Tabla 9b. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un

» o«

Diana Alineamiento con la sonda 51SLPr2 :S:::;?nientos erréneoie
HPV 51 |CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122] |0
HPV 33 |T--—-- T---GG----- [SEC ID N.°: 123] 4
HPV 16 | - T---GGT--C-[SEC ID N.°: 124] 5
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Tabla 9¢c
hibridada a Temp. de inc.| o diana / sondal o . . L. .
Sonda la diana con PE (°C) Seial (IFM) (%) Seial/ruido Observacion| Ej.
51SLPr2 | SPFqo HPV51|50 3681 100 194 Especifica ID44
51SLPr2 | SPF4 HPV33|50 345 9 18 Reaccién D44
cruzada
51SLPr2 | SPF4, HPV16|50 30 1 2 Negativa ID44
51SLPr2 | SPF¢, HPV51| T.A. 3074 100 615 Especifica ID43
51SLPr2 | SPFo HPV33|T.A. 259 8 52 Reaccion ID43
cruzada
51SLPr2 | SPF4, HPV16|T.A. 5 <1 1 Negativa ID43
Tabla 9d
hibridadaa |Temp. de o diana / sonda ~ . ‘s .
Sonda la diana lavado (°C) Seial (IFM) (%) Seiall/ruido Observacion| Ej.
51SLPr2 | SPF1, HPV51|50 2433 100 187 Especifica ID90
51SLPr2 | SPF4, HPV33|50 423 16 33 Reaccion ID90
cruzada
51SLPr2 | SPF4 HPV16|50 8 <1 1 Negativa ID90
51SLPr2 | SPF1 HPV51|T.A. 2777 100 179 Especifica ID90
51SLPr2 | SPF4 HPV33| T.A. 374 13 24 Reaccion ID90
cruzada
51SLPr2 | SPF4 HPV16|T.A. 10 <1 1 Negativa ID90

Ejemplo 8 de tablas:

Tabla 10a. 51SLPr2 = versién 2 de la sonda de SPFo 51; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono

Nombre

Composicion de la sonda

51SLPr2

NH2-C12-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]

Tabla 10b. Los nucleétidos idénticos estan indicados con un “-*

Diana Alineamiento con la sonda 51SLPr2 Numero . . de
apareamientos erroneos

HPV51 |CTATTTGCTGGAACAATC [SECID N.°:122] |0

HPV 31 | T------ T---GG----- [SEC ID N.°: 123] 4
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Tabla 10c

Sonda z:laa:;i:ada ala ':tlg':iiga('n;e Seial (IFM) g;:\)na /" sonda Seial/ruido | Observacion| Ej.

51SLPr2 |SPF4 HPV51 |0 1573 100 51 Especifica ID110
51SLPr2 |SPF1 HPV31 |0 30 2 1 Negativa ID110
51SLPr2 |SPF1 HPV51 |4 1611 100 59 Especifica ID111
51SLPr2 |SPF1 HPV31 |4 28 2 1 Negativa ID111
51SLPr2 | SPFqo HPV51 |24 1783 100 60 Especifica ID113
51SLPr2 | SPFqo HPV31 |24 34 2 1 Negativa ID 113
51SLPr2 | SPFqo HPV51 |96 1707 100 52 Especifica ID114
51SLPr2 | SPFo HPV31 |96 33 2 1 Negativa ID114

Ejemplo 9 de tablas:

Tabla 11a. 51SLPr2 = version 2 de la sonda de SPF1o 51; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono; C1g = un tramo de
5 18 atomos de carbono

Nombre Composicion de la sonda

51SLPr2 NH2-C12-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]
51SLPr2Cqs NH2-C1s-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]
33SLPr21 NH2-C12-GGGCAATCAGGTATT [SEC ID N.°: 130]
33SLPr21Cys NH2-C1s-GGGCAATCAGGTATT [SEC ID N.°: 130]

Tabla 11b. Los nucleétidos idénticos estan indicados por un ”-“.

Numero de

Diana Alineamiento con la sonda 51SLPr2 . .
apareamientos erréneos

HPV 51 | CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122] |0

HPV 33 | T -——T--GG-—- [SEC ID N.°; 123] 4

» o«

Tabla 11c. Los nucleétidos idénticos estan indicados por un

Numero de

Diana Alineamiento con la sonda 33SLPr21 . ,
apareamientos erréneos

HPV 33 | GGGCAATCAGGTATT [SEC ID N.°:130] |0

HPV 51 |-AA -------- C-T-- [SEC ID N.°: 131] 4

10
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Tabla 11d
Sonda zzg:;'gada a la Seiial (IFM) diana / sonda (%) | Sefal/ruido Observacion | Ej.
51SLPr2 SPF1o HPV51 4291 100 172 Especifica ID64
51SLPr2 SPF1o HPV33 358 8 14 Reaccién "
cruzada
51SLPr2C18 | SPF1oHPV51 3515 100 216 Especifica ID67
51SLPr2C18 | SPF1o HPV33 16 0 1 Negativa "
33SLPr21 SPF10 HPV33  [429 100 48 Especifica ID77
33SLPr21 SPF10 HPV51 52 12 6 Reaccioén "
cruzada
33SLPr21C18 |SPF10 HPV33 |429 100 61 Especifica "
33SLPr21C18 |SPF10 HPV51 4 1 1 Negativa "

Ejemplo 10 de tablas:

Tabla 12a. 51SLPr2 = versién 2 de la sonda de SPF1 51; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono; (T)s = un tramo
5 de 40 nucledtidos de timina

Nombre Composicion de la sonda
51SLPr2 NH>-C12-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122]
51SLPr2T10 NH2-C12-(T)10-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 132]

51 SLPr2T20 NH2-C12-(T)20-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 133]

51SLPr2T30 NH2-C12-(T)30-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 134]

51 SLPr2T40 NH2-C12-(T)40-CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 135]

Tabla 12b. 52MLPr2 = version 2 de la sonda de MPF 52; C12 = un tramo de 12 atomos de carbono; (T)40 = un tramo de
40 nucledtidos de timina

Nombre Composicion de la sonda
52MLPr2 NH2-C12-CCGTACTGGTTACAACGA [SEC ID N.°: 73]
52MLPr2T20 NH2-C12-(T)20-CCGTACTGGTTACAACGA [SEC ID N.°: 136]
52MLPr2T30 NH2-C12-(T)30-CCGTACTGGTTACAACGA [SEC ID N.°: 137]
52MLPr2T40 NH2-C12-(T)40-CCGTACTGGTTACAACGA [SEC ID N.°: 138]
10 Tabla 12c. Los nucledtidos idénticos estan indicados por un ”-.

Diana Alineamiento con la sonda 51SLPr2 gg:see:lzientos erréneoge

HPV 51 | CTATTTGCTGGAACAATC [SEC ID N.°: 122] |0

HPV 33 |T----—-- T—GG-— [SEC ID N.°: 123] 4
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» o«

Diana Alineamiento con la sonda 52MLPr2 :S:::;:;ientos erréneoge

HPV 52 CCGTACTGGTTACAACGA [SEC ID N.°: 73]| 0

HPV 16 -T--T - [SEC ID N.°: 139] 2

Tabla 12e
Sonda hioridada 2 13 sefial (FM)  |diana/sonda (%) | Sefialiruido | Observacion | Ej.
51SLPr2 SPF1o HPV51 4291 100 172 Especifica ID64
51SLPr2 SPF1o HPV33 358 8 14 Reaccion ID64
cruzada
51SLPr2T10 | SPF1 HPV51 4688 100 122 Especifica ID64
51SLPr2T10 | SPFq HPV33 34 1 1 Negativa ID64
51SLPr2T20 |SPFq HPV51 8712 100 387 Especifica ID64
51 SLPr2T20 |SPF1 HPV33 32 0 1 Negativa ID64
51 SLPr2T30 |SPFq HPV51 8077 100 414 Especifica ID64
51SLPr2130 |SPF4 HPV33 30 0 1 Negativa ID64
51SLPr2T40 |SPF1 HPV51 7356 100 320 Especifica ID64
51SLPr2T40 |SPFq HPV33 32 0 1 Negativa ID64
Tabla 12f
Sonda z:laa:;i:ada a la Sedal (IFM) diana / sonda (%) | Sefal/ruido Observacion | Ej.
51 MLPr2 MPF HPV52 423 100 13 Especifica ID69
51MLPr2 MPF HPV16 32 8 1 Reaccién ID69
cruzada

51 MLPr2120 |MPF HPV52 1233 100 95 Especifica ID69
51MLPr2T20 |MPF HPV16 11 1 1 Negativa ID69
51 MLPr21730 | MPF HPV52 1250 100 139 Especifica ID69
51MLPr2T30 |MPF HPV 16 8 1 1 Negativa ID69
51MLPr2T40 |MPF HPV52 1510 100 126 Especifica ID69
51MLPr2T40 |MPF HPV16 9 1 1 Negativa ID69

Ejemplo 11 de tablas:

Tabla 13a. 18MLPr7 = version 7 de la sonda de MPF 18; C+2 = un tramo de 12 atomos de carbono; (T)40 = un tramo de
40 nucleétidos de timina; (TTG)13 = un tramo de 13 tripletes de nucledtidos timina-timina-guanina (39 nucleétidos en

total)
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Nombre

Composicion de la sonda

18MLPr7T40

NHz-C12-(T)ao-TTACATAAGGCACAGG [SEC ID N.°: 125]

18MLPr7(TTG)1s

NH2-C12-(TTG)15-TTACATAAGGCACAGG [SEC ID N.°:
140]

Tabla 13b. nc8 = control negativo 8 que muestra la reaccién cruzada con todas las sondas en el ensayo LiPa; ADN- =

control negativo

Sonda hibridada a la Senal (IFM) |diana/sonda (%) Senal/ruido Observacion Ej.
diana (%)
18MLPr7T40 | MPF HPV18 2001 100 13 Especifica ID 169
18MLPr7T40 nc8 1104 54 7 Reaccion ID 169
cruzada

18MLPr7T40 | ADN- 2 0 0 Negativa ID 169
18MLPr7 MPF HPV18 2390 100 199 Especifica ID 169
(TTG)13

18MLPr7 nc8 23 1 2 Negativa ID 169
(TTG)3

18MLPr7 ADN- 2 0 0 Negativa ID 169
(TTG)13

Ejemplo 12 de ta

blas:

Tabla 14a. 18MLPr7 = version 7 de la sonda de MPF 18; C42 = un tramo de 12 atomos de carbono; (T)40 = un tramo de
40 nucledtidos de timina; N5 = conector de aminoacidos del extremo 5'; N3 = conector de aminoacidos del extremo 3'.

Nombre Composicion de la sonda

18MLPr7T40N5 NH2-C12-(T)40-TTACATAAGGCACAGG [SEC ID N.°: 125]
18MLPr7T40N3 TTACATAAGGCACAGG-(T)40-C12-NH2 [SEC ID N.°: 141]
45MLPr8T40N5 NH2-C12-(T)40-CCAGGGCCATAACAAG [SEC ID N.°: 142]
45MLPr8T40N3 CCAGGGCCATAACAAG-(T)40-C12-NH2 [SEC ID N.°: 143]
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Sonda Diana Secuencia
MPF HPV18 gactccca &Qﬁqtcataacaacggtgg ‘fgcr.ggcataatca [SEC ID
N.° 144]
18MLPr7T40NS tttttttttttttttttttttttttteettttttetttttttTTACATAAGGCACAGG [SEC ID N.°: 145]
18MLPr7T40N3 TTACATAAGGCACAGGLELLLEtELLLLLEtEtELELEEELEtLttttLtLtttttt
[SEC ID N.°: 146]
MPF HPV39 ga;n"‘\jcccag;g w;giéaataagcdz%&

N.° 147]

Tabla 14b. 18MLPr7 = version 7 de la sonda de MPF 18; N5 = conector de aminoacidos del extremo 5’; N3 = conector de
aminoacidos del extremo 3’; secuencia encuadrada en gris = nucleétidos diana que se pueden unir al espaciador de timinas
(minuscula) y secuencia de sonda (mayusculas); negrita y subrayado = apareamiento erréneo con la secuencia de la sonda.

Diana Secuencia
Sonda MPF HPV13 gaggeccagh COAGORACACAATARTggt atatgtiiggggcaatca [SEC ID N.°: 148]
MPF HPV39 :
MPF HPV40
45MLPr8T40N5 ttttttttttttttettteetttetetttttttttttttttCCAGGGCCATAACAAG [SEC ID N.°: 151]
CCAGGGCCATAACAAGttttttttttttttttttttttitttttttttttttttrtee
45MLPr8T40N3 [SEC ID N.°: 152]
MPF HPV45 ga@h\femaaﬁ!ﬁ:ﬁa@@aataagccatagi\ig ttacataaggcy ACAATggtakFEoEgacataatea [SEC ID N.°: 148]

Tabla 14c. 45MLPr8 = version 8 de la sonda de MPF 45; N5 = conector de aminoacidos del extremo 5’; N3 = conector de
aminoacidos del extremo 3’; secuencia encuadrada en gris = nucleétidos diana que se pueden unir al espaciador de timinas
(minuscula) y secuencia de sonda (mayusculas); negrita y subrayado = apareamiento erréneo con la secuencia de la sonda.

Tabla 14d
Sonda hibridada a la g 5, py) |diana /[ sonda g 4. ruido | Observacion | Ej.
diana (%)
18MLPr7T40N5 |MPF HPVA8 | 1146 100 85 Especifica D141
18MLPr7T40N5 |MPF HPV39  [518 45 38 Reaccion ID141
cruzada
18MLPI7T40N3 |MPF HPV18  |694 100 139 Especifica D141
18MLPI7T40N3 |MPF HPV39 |12 2 2 Negativa ID141
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(continuacién)

Sonda hibridada a Ila| Seial (IFM) diana / sondal Sefal/ruido Observacion | Ej.
diana (%)
45MLPr8T40N5 | MPF HPV13 611 38 51 Reaccién ID141
cruzada
45MLPr8T40N5 | MPF HPV39 284 18 24 Reaccién ID141
cruzada
45MLPr8T40N5 | MPF HPV40 1021 64 85 Reaccion ID141
cruzada
45MLPr8T40N5 | MPF HPV45 1600 100 133 Especifica ID141
45MLPr8T40N3 |MPF HPV 13 |47 8 8 Reaccion ID141
cruzada
45MLPr8T40N3 | MPF HPV39 17 3 3 Negativa ID141
45MLPr8T40N3 | MPF HPV40 116 19 19 Reaccion ID141
cruzada
45MLPr8T40N3 | MPF HPV45 615 100 103 Especifica ID141
Tablas 15ay b:
IFM Diana/sonda (%)
Perla/sonda Perla/sonda Perla/diana Perla/diana
Diana A1 A2 Diana A1 A2
a 988 4399 a 100 100
b 13 14 b 1 0
c 19 19,5 c 2 0
d 5 13 d 1 0
e 3 4 e 0 0
f 11 6 f 1 0
g 14 9 g 1 0
h 3 3 h 0 0
% diana/sonda:
Al, a =988/988 * 100 = 100%;
Al, ¢ =19/988 * 100 = 2%
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Ejemplo 13

Sondas de HPV adecuadas para su uso con enfoques basados en perlas, p.ej., para los enfoques basados en

Luminex:
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Tablas 16a y b:

IFM sefallruido

Perla/sonda Perla/sonda Perla/diana Perla/diana
Diana A1 A2 Diana A1 A2
A 988 4399 a 82 400
B 13 14 b 1 1
Cc 19 19,5 c 2 2
D 5 13 d 0 1
E 3 4 e 0 0
F 11 6 f 1 1
G 14 9 g 1 1
H 3 3 h 0 0
Media 12 11
Senal/ruido:

Al, a = 988/12 (= media (988, 13, 19,5, 3, 11, 14, 3)) = 82;
Al, ¢ = 19/12 (media (988, 13, 19, 5, 3, 11, 14, 3)) = 2.

Tabla 17
Nombre Secuencia de la sonda SEC ID N.°
16MLP4T40N3 GAGCACAGGGCCAC(T)40 154
18MLPr7T40N3 | TTACATAAGGCACAGG(T )40 146
26MLP7T40N3 GTTACAACGTGCACAG(T)a0 155
31MLPr6T40N3 | GGATGCAACGTGCTC(T)40 156
33MLPr4T40N5 | (T)sCATATTGGCTACAACGT 157
35MLPr6T40N3 | GTGCACAAGGCCATA(T )40 158
39MLPr4T40N5 | (T) 40GCCTTATTGGCTACATAA 280
45MLPr6T40N5 | (T) 490GGTGTTACATAAGGCCCAG | 160
45MLPr8T40N3 | CCAGGGCCATAACAAG(T) 40 143
51MLPr2T40NS | (T) 4TTATTGGCTCCACCGT 126
52MLPr2T40N5 | (T) 40CCGTACTGGTTACAACGa 138
53MLPr6T40N5 | (T) 40ATATTGGCTGCAACGT 161
56MLPr4T40N5 | (T) 40GGCCCAAGGCCATAATAA 162
58MLPr1T40N5 | (T)4CTTATTGGCTACAGCGT 163
58MLPr5T40N3 | ACAGCGTGCACAAGG(T )0 164
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(continuacién)
Nombre Secuencia de la sonda SECID N.°

59MLPr3T40N5 (T) 90CAAGGCTCAGGGTTTAA 165

66MLPr6T40N3 TGCACAGGGCCATA(T )40 166
66MLPr7T40N3 TGCAACGTGCACAG (T)a0 167
68MLPr8T40N5 (T) 40CTGCACAAGGCACAG 168
68MLPr10T40N3 | GCACAAGGCACAGG(T)40 169

70MLPr4T40N5 (T)40CCTATTGGTTGCATAAGG | 170

82MLPr3T40N3 ATTGGTTGCATCGCG(T)a0 171

En un aspecto de la invencion, se puede usar 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,13,14,15,16,17, 18, 19, 20, 21 6 22
sondas cualquiera o todas las sondas anteriores en una reaccidon multiplex basada en perlas en condiciones idénticas
para la deteccién simultanea de cualquier ADN diana del HPV presente en la muestra. Dichos conjuntos de perlas son
adecuados para su uso en el esquema de reaccion optimizado explicado resumidamente con anterioridad. Se puede
incorporar un espaciador de policarbono adicional.

Ejemplo 14: Deteccidn universal de amplimeros de MPF del HPV en un analisis de placas de microtitulacion de
96 pocillos, inmunoensayo enzimatico de ADN (DEIA)

Introduccion

El presente ejemplo describe el uso de una mezcla de 8 sondas para la deteccién universal de los amplimeros de HPV
obtenidos tras una PCR de amplio espectro con cebadores de MPF.

(En el presente trabajo, se hace referencia al analisis de las regiones de la Figura 1 como el analisis de MPF, y a los
cebadores y sondas usados en la presente memoria, como cebadores y sondas de MPF. La region amplificada es el
amplimero de MPF. De este modo, los cebadores y las sondas se diferencian del conjunto de cebadores y sondas de
"SPF10" también desarrollado en este laboratorio que se usa en el andlisis de una region diferente del gen L1).

Materiales y procedimientos

Para la detecciéon universal de los amplimeros de MPF del HPV, se seleccionaron sondas del alineamiento de
secuencias de HPV de la Figura 1. Las secuencias de las sondas de DEIA universales se enumeran en la Tabla 3.

Los amplimeros de MPF se obtuvieron mediante la amplificacion de plasmidos de HPV que contenian los genotipos
del HPV 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70,
71y 74 (amablemente proporcionados por Dr. E-M. de Villiers, Dr. R. Ostrow, Dr. A. Lorincz, Dr. T. Matsukura y Dr. G.
Orth) o secuencias de oligonucleétido que representan los genotipos del HPV 7, 40, 42, 61, 72, 73, 81-87, 90, 91,y 2
secuencias de variantes del HPV de genotipo 16.

La amplificacién del ADN del HPV se realizé en un volumen final de 50 pl que contenia 10 pl de ADN diana, 1 x tamp én
PCR Il (Perkin Elmer), MgCl, 3,0mM, desoxinucledsido-trifosfato 0,2mM, 10 pmol de cada cebador directo e inverso
(Tabla1y2)y1,5Ude AmpliTaqGold (Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey, EE.UU.). Las condiciones para la PCR
fueron las siguientes: precalentamiento durante 9 min a 94°C, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C; 45
segundos a 52°C y 45 segundos a 72°C y una extension final a 72°C.

Los amplimeros, sintetizados mediante cebadores de PCR de MPF biotinilados, se detectaron mediante la hibridacion
con una mezcla de 8 sondas especificas del HPV (véanse las sondas preferidas de la Tabla 3). Se diluyeron diez
microlitros de producto de PCR en 100 ul de tamp én de hibridacion (150 mmol/l de NaCl; 15 mmol/l de citrato de sodio,
pH 7,0, Tween 20 al 0,1%) y se incubaron a 42°C durante 30 minutos en placas de microtitulacion revestidas de
estreptavidina. Se retiraron los materiales no capturados mediante tres lavados con tampon de hibridacion. Se
desnaturalizaron los productos de PCR capturados bicatenarios mediante la adicion (dedd 08 olucion
desnaturalizante (100 mmol/l de NaOH) y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, tras lo que se
realizaron tres lavados con tampon de hibridacion. Se diluyé una mezcla de sondas especificas del HPV marcadas con
digoxigenina (DIG) (véanse las sondas preferidas de la Tabla 3) en tampon de hibridacion, y se afiadieron al pocillo y
se incubaron a 42°C durante 45 minutos. Se lavaron los pocillos tres veces y se afadié conjugado de fosfatasa alcalina
contra la DIG y se incubaron a 42°C durante 15 minutos. Tras cinco lavados, se afadié sustrato y se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se detuvo la reaccién mediante la adicién de 100de 0,5 mmol/l de

H2S0.. Se determinaron las densidades épticas (DO) a 450 nm en un lector de placas de microtitulacion. Las muestras
se consideraron positivas cuando la DOuso fue 2,5 veces superior al control de PCR negativo (valor de corte). En cada
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serie, se analizaron los controles negativos, asi como los controles positivos y los controles positivos limite junto con
las muestras.

Resultados

Todos los amplimeros de los genotipos del HPV 6, 7, 11, 13, 16, 18, 26, 30-35, 39, 40, 42-45, 51-59, 66-74, 81-87, 90,
91y las secuencias de 2 variantes del HPV de genotipo 16 reaccionaron con la mezcla de las 8 sondas seleccionadas.

Conclusiones

Se desarrollé una mezcla de 8 sondas para la deteccion universal de los amplimeros de MPF del HPV. Las 8 sondas
seleccionadas detectaron satisfactoriamente los diversos genotipos del HPV, aunque los amplimeros de los genotipos
del HPV 51, 57, 71, 84, 87, 13, 91, 11, 59, 30, 44, 55, 70, 52, 69, 84, 86, 74 y las 2 variantes del genotipo 16 muestran
un apareamiento erréneo de un nucleétido con la mejor sonda coincidente.

Ejemplo 15: Desarrollo de un andlisis de genotipificacion de MPF del HPV
Introduccion

El presente ejemplo describe un analisis de genotipificacion de MPF del HPV para la deteccién y la identificacion
simultaneas de genotipos del HPV. Tras la amplificacion de amplio espectro del HPV usando cebadores de MPF, es
posible detectar e identificar los amplimeros sintetizados mediante la hibridacién con sondas especificas de cada
genotipo que se aplican sobre una tira de hibridacion inversa.

Materiales y procedimientos

Seleccion de sondas:

En base a las secuencias de 31 pb ubicadas entre las secuencias diana del cebador directo e inverso de la Tabla 1y 2,
se seleccionaron sondas especificas de cada tipo. Estas secuencias de sonda se enumeran en la Tabla 4 y en la
siguiente Tabla 18.

Plasmidos de HPV y oligos de HPV

Se analizaron la sensibilidad y la especificidad analiticas de las sondas seleccionadas. Se obtuvieron amplimeros de
MPF del HPV mediante PCR usando 10 cebadores de MPF directos y 8 cebadores de MPF inversos que contenian un
resto de biotina en el extremo 5'. Véanse las Tablas 1y 2. La PCR del HPV se realiz6 segun lo descrito en el Ejemplo
1.

Desarrollo de un analisis de genotipificacion mediante hibridacién inversa de MPF de HPV

Para la deteccion y la identificacion simultaneas de diferentes genotipos del HPV, se desarrollé un analisis de
genotipificacidn mediante hibridacién inversa. El analisis de multiples sondas en una sola etapa de hibridacién requiere
la seleccion de sondas especificas de tipo que tengan caracteristicas de hibridacién similares.

En el presente experimento, se seleccionaron sondas para los tipos del HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 70, 82 y 2 sondas de confirmacién para el tipo 53 y 66. El nombre de la sonda comienza con el
numero del tipo de HPV, excepto las sondas seleccionadas para la confirmacion. Estas sondas comienzan con una “c”
seguida del numero de tipo de HPV. La sonda c¢53L1nPr3 se selecciona para la exclusion del tipo 61 y c66L1nPr5 se

selecciona para la exclusién del tipo 89.

Se seleccionaron y se ordenaron sondas de oligonucleétido con una cola poli-T en el extremo 5’ 0 3, respectivamente.
Esas sondas se inmovilizaron en lineas paralelas sobre una tira de nitrocelulosa. Para controlar la reaccién entre
conjugado y sustrato, también se aplicd ADN biotinilado sobre la tira.

En la Figura 7, se muestra un posible esquema de una tira que se podria usar.

Se desnaturalizaron diez microlitros de producto de la PCR que contenia restos de biotina en los extremos 5’ de los
cebadores mediante la adicion de 10ul de solucén de NaOH. Tras 10 min, se colocé sobre la bandeja una tira de
hibridacion inversa. Se afiadieron dos mililitros de tampdn de hibridacion precalentado (37°C) ( 3x SSC [1 x SSC es
Na-citrato 15mM y NaCl 150mM], docedilsulfato de sodio al 0,1%) y se incubaron a 54 + 0,5°C durante 1 h. Todas las
incubaciones y etapas de lavado se realizaron automaticamente en un Auto-LiPA. Se lavaron dos veces las tiras
durante 30 s y una vez durante 30 min a 54°C con 2 ml de solucién de hibridacién. Tras este lavado riguroso, se
incubaron las tiras con 2 ml de conjugado de fosfatasa alcalina-estreptavidina durante 30 min a temperatura ambiente.
Se lavaron las tiras dos veces con 2 ml de solucién de aclarado (tampdn de fosfato que contenia NaCl, Triton y NaNs al
0,5%) y una vez con 2 ml de tampdén de sustrato. Se afadieron dos mililitros de sustrato
(5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y nitroazul de tetrazolio) y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Se
detuvo la reaccion mediante la aspiracion de la solucion de sustrato y la adicion de 2 ml de agua destilada. Tras secar,
se interpretaron a 0jo los resultados de las tiras.
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Resultados:

Los amplimeros obtenidos de los tipos de HPV 16, 18, 26, 31, 33 y 35 se usaron en un experimento de hibridacion
inversa para determinar la especificidad de las sondas seleccionadas de la Tabla 18.

Tabla 18
Nombre Secuencia de la sonda Inicio| Longitud d100 x T SEC ID N.°
ecolaT

16L1nPr5.CH AG CACAGGGCCACA 39 14 3 172
18L1nPr7.CH TTACATAAGGCACAGG 31 16 3 293
26L1nPr7.CH GTTACAACGTGCACAG 30 16 3 173
31L1nPr4.CH ACCATATTGGATGCAAC 21 17 5' 174
33L1nPr3.CH CCATATTGGCTACAACG 22 17 5' 304
35L1nPr6.CH GTGCACAAGGCCATA 38 15 3 175
39L1nPr6.CH GCCTTATTGGCTACATAAG | 21 19 5' 176
45L1nPr10.CH | TTACATAAGGCCCAGG 31 16 3 177
51L1nPr4.CH ggATTGGCTCCACCGTG 24 15 5' 178
52L1nPr4.CH ACCGTACTGGTTACAAC 21 17 5' 179
53L1CPr6.CH ATATTGGCTGCAACGT 24 16 5' 180
c53L1nPr3.CH | ACGTGCCCAGGGAC 36 14 5' 181
56L1nPr6.CH TGCCCAAGGCCATAAT 39 16 5' 335
58L1nPr1.CH CTTATTGGCTACAGCGT 23 17 5' 336
59L1nPr3.CH CAAGGCTCAGGGTTTAA 36 17 5' 182
(66L1nPr6.CH | TGCACAGGGCCATA 39 14 3 183
c66L1nPr5.CH | GCAACGTGCACAGG 33 14 3 184
68L1nPr10.CH | GCACAAGGCACAGG 33 14 3 185
70L1nPr4.CH CCTATTGGTTGCATAAGG 23 18 5' 358
82L1nPr3.CH ATTGGTTGCATCGCG 26 15 3 186
La minuscula indica secuencia no especifica del tipo

Los resultados se muestran en la Figura 8.
Conclusion

El ensayo de hibridacion inversa permite al menos la identificacion positiva de los tipos de HPV 16, 18, 26, 31, 33 y 35.
Por tanto, también se pueden usar las correspondientes sondas simultdneamente en una reaccion multiplex. El ensayo
se puede ampliar afiadiendo sondas para el resto de los tipos de HPV genitales.

Ejemplo 16: Inmunoensayo enzimatico de ADN del HPV de MPF de alto riesgo (DEIA de MPF del HPV de AR)
para la deteccién de 13 genotipos del HPV de alto riesgo

Introduccién

El presente ejemplo describe el uso de una mezcla de 13 sondas de oligonucledtido especificas de tipo del HPV
marcadas con digoxigenina en un inmunoensayo enzimatico de ADN (DEIA) para la deteccion especifica y simultanea
en placas de microtitulacion de amplimeros de 13 genotipos de alto riesgo (seleccionados) del HPV (tipos 16, 18, 31,
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33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) obtenidos tras una PCR de amplio especto, mientras que los amplimeros de
otros genotipos del HPV permanecen sin detectar.

Materiales y procedimientos

Tras la amplificaciéon del HPV universal, se pueden detectar amplimeros biotinilados sintetizados en un DEIA mediante
la hibridacién con una mezcla de 13 sondas de oligonucleétido marcadas con digoxigenina especificas de HPV de alto
riesgo (Tabla 19 de mejores opciones). Las secuencias de estas sondas se seleccionaron del alineamiento de
secuencias de HPV de la Figura 1 y se enumeran en la Tabla 19. Algunas sondas de oligonucleétido contienen acidos
nucleicos bloqueados (LNA).
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Tabla 19: Sondas de MPF de alto riesgo para DEIA

Sonda de . ! .. Posicion
oligonuclestido Secuencia 5'>3’ Modificacion inicial SEC ID N.°:
16pr4_dig tggttacaacgagcac 5-DIG 29 187
16prM1_dig gttacaacgagcac 5-DIG 31 188
16prM2_dig ttacaacgagcac -DIG 32 189
gagcacagggccaca 5-DIG 39 190
8prvi1: dig gttacataaggcacagggtc 5'-DIG 31 191
31prM1_dig aaccatattggatgcaacgt 5-DIG 21 192
31prM2_dig aaccatattggatgcaacg 5-DIG 21 193
31prM3_dig aaccataltggatgcaac 5-DIG 21 194
1prM3LAAG dig®. | aAccatattggAtGeaac 5-DIG + LNA 21 195
31prM4_dig aaaccatattggatgcaac -DIG 20 196
33pr5 dig aacgtgcacaaggtcat 5-DIG 36 197
33prM1_dig cgtgcacaaggtc 5-DIG 38 198
33prM2_dig gtgcacaaggtcat -DIG 39 199
33prM3_dig aacgtgcacaaggt 5-0IG 36 200
3prM4mm6T. dig¥ | gctactacgtgcacaaggte 5-DIG 31 201

| gctacaacgtgctcaaggtce 5-DIG 31 202
cqtgcacaaggccata 5-DIG 38 203
ttattggctacataaggeee 5-DIG 25 204

9pr ig* ttattggctacaTaaggece 5-DIG + LNA 25 205-
39prM2_dig ttattggctacataaggeeca 5'-DIG 25 206
45préa_dig gitacataaggccecag §-DIG 31 207
45pr7_dig ccagggecataacaa 5-DIG 43 208
45prM1_dig ttacataaggcceca 5-DIG 32 209
45prM2_dig gttacataaggce 5-DIG 31 210
45prM3_dig ggttacataaggcc 5-DIG 30 211
45prM4 dig catattggttacataaggeec 5-DIG 24 212
45prM5_dig gtcatattggttacataaggcec 5-DIG 22 213
45prM6_dig catattggttacataaggce 5-DIG 24 214
45prM6LTdig catattggttacaTaaggcc 5'-DIG + LNA 24 215

45prMeLA _di cAtatiggitacataaggec 5-DIG + LNA 24 216

Sprvie dig cAtattggttacaTaaggcc 5-DIG + LNA 24 217

ig* | getocaccgtgege 5-DIG 31 218
52pr3_dig cegtactggitacaac 5'-DIG 23 219
52pr4_dig accgtactggttacaac 5-DIG 22 361
52prM1_dig accgtactggttac 5-DIG 22 220
52prM2_di accgtactggtta 5-DIG 22 221

Vi3 dig aaccgtaclggttacaacg 5-DIG 21 222

S6prda_dig geccaagqccataataa 5-DIG 41 223
cglgeccaaggecata 5-DIG a8 224
gctacagcgtgeacaag 5-DIG 31 225
cacaaggctcagggtttaa 5-DIG 35 226
getgcacaaggceacag 5-DIG 31 227

Mayuscula indica modificacion de acido nucleico bloqueado
(LNA)

DIG es digoxigenina

Sonda de oligonuclectido que supone la mejor eleccion

Para la evaluacién de la especificidad del DEIA, se obtuvieron amplimeros de MPF mediante la amplificacion de
plasmidos de HPV que contenian los genotipos del HPV 6, 11, 16, 18, 26, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 43, 44, 45, 51, 52, 53,
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54, 55, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70, 71 y 74 (amablemente proporcionados por Dr. E-M. de Villiers, Dr. R. Ostrow, Dr.
A. Lorincz, Dr. T. Matsukura y Dr. G. Orth) o secuencias de oligonucleétido que representan los genotipos del HPV 7,
40, 42, 61,72, 81, 82, 83, 84, 85, 87, 91 y 2 secuencias de variantes del genotipo 16 del HPV.

La amplificacion del ADN del HPV se realizd en un volumen final de 50 ul que contenia 10 pl de ADN diana, 1 x tampon
PCR Il (Perkin Elmer), MgCl, 3,0mM, desoxinucledsido-trifosfato 0,2mM, 10 pmol de cada cebador directo e inverso
(Tabla 1y 2)y 1,5 U de AmpliTaqGold (Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey, EE.UU.). Las condiciones para la PCR
fueron las siguientes: precalentamiento durante 9 min a 94°C, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C; 45
segundos a 52°C y 45 segundos a 72°C y una extension final a 72°C.

Se diluyeron diez microlitros de producto de PCR, sintetizado mediante cebadores de MPF para PCR biotinilados, en
100 pl de tampon de hibridacion (150 mmol/l de NaCl; 15 mmol/l de citrato de sodio, pH 7,0, Tween 20 al 0,1%) y se
incubaron a 45°C durante 30 minutos en placas de microtitulacién revestidas de estreptavidina. Se retiraron los
materiales no capturados mediante tres lavados con tampdn de hibridacion. Se desnaturalizaron los productos de PCR
capturados bicatenarios mediante la adicion de 100 pl de solucién desnaturalizante (100 mmol/l de NaOH) y se
incubaron durante 5-15 minutos a temperatura ambiente, tras lo que se realizaron tres lavados con tampon de
hibridacion. Se diluy6é una mezcla de sondas especificas de HPV marcadas con digoxigenina (DIG) (véanse las sondas
preferidas de la Tabla 3) en tampdn de hibridacion, y se afiadieron al pocillo y se incubaron a 45°C durante 45 minutos.
Se lavaron los pocillos tres veces con solucion de lavado rigurosa (37,5 mmol/l de NaCl; 3,75 mmol/l de citrato de
sodio, pH 7,0, Tween 20 al 0,025%), y se afiadieron 300 ul de soluciénde lavado rigurosa a los pocillos y se incubaron
a 45°C durante 45 minutos. Se lavaron los pocillos dos veces con solucion de lavado rigurosa y dos veces con tampoén
de hibridacion. Posteriormente, se afadié conjugado de fosfatasa alcalina contra DIG y se incub6 a 45°C durante 15
minutos. Tras cinco lavados, se afiadio sustrato y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se detuvo la
reaccion mediante la adicion de 100 pl de 0,5 mmol/l de H2SO4. Se determinaron las densidades opticas (DO) a 450
nm en un lector de placas de microtitulacion. Las muestras se consideraron positivas cuando la DOus fue 2,5 veces
superior al control negativo. En cada serie, se analizaron los controles negativos, asi como los controles positivos y los
controles positivos limite junto con las muestras clinicas.

Resultados

Se reactivaron todos los amplimeros de los genotipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59y 68 y 2
secuencias variantes del genotipo de HPV 16 con la mezcla de 13 sondas seleccionadas, mientas que los amplimeros
de los genotipos del HPV 6, 7, 11, 26, 30, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 61, 66, 67,69, 70, 71, 72, 74, 81, 82, 83, 84, 85,
87 y 91 permanecieron sin ser detectados.

Conclusiones

ElI DEIA de MPF del HPV de AR descrito detecta simultdneamente los genotipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68, mientras que otros genotipos de HPV quedan sin detectar. Los 13 genotipos de alto
riesgo seleccionados se pueden detectar tras la PCR universal usando el nuevo conjunto de cebador desarrollado
segun lo descrito en la presente patente. El ensayo de deteccidon se puede ampliar aun mas con sondas para otros
posibles genotipos de HPV de alto riesgo.

Ejemplo 17: Sensibilidad del DEIA de MPF del HPV universal y el DEIA de MPF del HPV de AR
Introduccion

El presente ejemplo describe la determinacion de la sensibilidad analitica del DEIA de MPF del HPV universal y el
DEIA de MPF del HPV de AR y la comparacion con el sistema de deteccion vy tipificacion SPF10.

Materiales y procedimientos

Para la evaluacion de la sensibilidad analitica del DEIA de MPF del HPV universal y el DEIA de MPF del HPV de AR, se
obtuvieron amplimeros de MPF mediante la amplificacion de diluciones x 10 de plasmidos de HPV que contenian los
genotipos del HPV 18, 31, 33, 35 y 45 (amablemente proporcionados por Dr. E-M. de Villiers, Dr. R. Ostrow, Dr. A.
Lorincz, Dr. T. Matsukura y Dr. G. Orth).

La PCR de SPF10 y el analisis de amplimeros se realizé segun Kleter ef al 1998 y 1999 [Kleter, B., L. J. van Doorn, L.
Schrauwen, A. Molijn, S. Sastrowijoto, J. ter Schegget, J. Lindeman, B. ter Harmsel, and W. G. V. Quint., 1999.
“Development and clinical evaluation of a highly sensitive PCR-reverse hybridization line probe assay for detection and
identification of anogenital human papillomavirus”. J. Clin. Microbiol. 37:2508-2517; Kleter, B., L. J. van Doorn, J. ter
Schegget, L. Schrauwen, C. van Krimpen, M. P. Burger, B. ter Harmsel y W. G. V. Quint. 1998. “A novel short-fragment
PCR assay for highly sensitive broad-spectrum detection of anogenital human papillomaviruses”. Am. J. Pathol. 153:
1731-1739].

Resultados- Véase mas adelante

Con el uso de un limite de 2,5 veces la DO4sg del control negativo, la sensibilidad analitica calculada del DEIA de MPF
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del HPV universal y el DEIA de MPF del HPV de AR vari6 de 12 a 72 ag (correspondiente a un equivalente de
aproximadamente 2 a 15 copias del genoma viral) y de 48 a 722 ag (correspondiente a un equivalente de
aproximadamente 10 a 150 copias del genoma viral), respectivamente. Todavia no se ha realizado el limite formal de
la prueba de deteccién.

Resultados - Tabla 20a - e

~una copia

HPV18

4,8 fq/PCR

480 ag/PCR

48 ag/PCR

4,8 aglPCR

DEIA de
SPF10

+

+

+

+

LiPA de
SFP10

DEIA de MPF

DEIA de MPF|
de AR

20a

HPV31

5,6 fg/PCR

560 ag/PCR

56 ag/PCR

5,6 ag/PCR

DEIA de
SPF10

+

+

+

LiPA de
SFP10

DEIA de MPF

DEIA de MPF|
de AR

20b

HPV33

4,9 fg/PCR

490 ag/PCR

49 ag/PCR

4,9 ag/PCR

DEIA de
SPF10

+

+

LiPA de
SFP10

+/-

DEIA de MPF

DEIA de MPF|
de AR

20c

HPV35

7,22 fg/PCR

722 ag/PCR

72,2 ag/PCR

7,22 ag/PCR

DEIA del
SPF10

+

+

+

LiPA de
SFP10

DEIA de MPF

DEIA de MPF|
de AR

20d
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(Continuacion)

HPV45 12 fg/PCR 1,2 fg/PCR 120 ag/PCR 12 ag/PCR
DEIA de| + + + -
SPF10

LiPA de| + + + -
SFP10

DEIA de MPF + + + +
DEIA de MPF| + + + -

de AR

20e

Conclusiones

En resumen, el DEIA de MPF del HPV universal y el DEIA de MPF del HPV de AR tienen sensibilidades similares al
5 DEIA de SPF10y al LiPA.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la deteccién y/o la tipificacion del Virus del Papiloma Humano (HPV) presente en una
muestra bioldgica, procedimiento que comprende las etapas de:

(i) amplificacion de un fragmento de acido polinucleico que comprende los nucledtidos 6566-6596 de la secuencia de
referencia del HPV 16 K02718 (o K02718.1) que tiene la secuencia
5 TTATTGGTTACAACGAGCACAGGGCCACAATS3' o region equivalente de otros tipos de HPV (Regién B) de la
muestra mediante el uso de:

- un cebador 5’ que se hibrida especificamente con la region “A” del genoma del HPV 16 o region equivalente de
otro genoma del HPV, estando dicha regién “A” indicada en la Figura 1 y siendo la region A de la secuencia de
referencia 5' GATGCCCAAATATTCAATAAACC 3';

- un cebador 3’ que se hibrida especificamente con la regién “C” del genoma de al menos un tipo de HPV,
estando dicha regién “C” indicada en la Figura 1 y siendo la regiéon C de la secuencia de referencia
5' AATGGCATTTGTTGGGGTAACCA 3'.

(ii) hibridacion de los fragmentos amplificados de la etapa (i) con al menos una sonda capaz de hibridarse
especificamente con los nucleétidos 6566-6596 de la secuencia de referencia del HPV 16 K02718 (o K02718.1) o
region equivalente de otros tipos de HPV.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la sonda es capaz de hibridarse especificamente con la regiéon
B del genoma de un solo tipo de HPV.

3. Un procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2 que hibrida los fragmentos amplificados de fragmentos de acido
polinucleico de la etapa (i) con una pluralidad de sondas que comprenden los nucleétidos 6566-6596 con referencia a
la secuencia de HPV 16 con numero de acceso del banco de genes K02718.1 o las posiciones equivalentes a los
mismos de otras secuencias del HPV, en el que cada sonda es capaz de hibridarse especificamente con un genoma
de un solo tipo de HPV.

4. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, 2 6 3 en el que la sonda se selecciona de la enumeracién que consiste
en las secuencias enumeradas en las Tablas 4, 5-14, 17, 18, 19.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la etapa de amplificacion usa un
cebador seleccionado de la enumeracion que comprende: HPV-MPF1F1 (SEC ID N.° 1), HPV-MPF1F2 (SEC ID N.° 2),
HPV-MPF1F3 (SEC ID N.° 3), HPV- MPF1F4 (SEC ID N.° 4), HPV-MPF1F5 (SEC ID N.° 5), HPV-MPF1F6 (SEC ID N.°
6), HPV-MPF1F7 (SEC ID N.° 7), HPV-MPF1F8 (SEC ID N.° 8), HPV-MPF1F9 (SEC ID N.° 9), HPV-MPF1F10 (SEC ID
N.° 10), HPV-MPF2R1 (SEC ID N.° 11), HPV-MPF2R2 (SEC ID N.° 12), HPV-MPF2R3 (SEC ID N.° 13), HPV-MPF2R4
(SEC ID N.° 14), HPV-MPF2R5 (SEC ID N.° 15), HPV-MPF2R6 (SEC ID N.° 16), HPV-MPF2R7 (SEC ID N.° 17),
HPV-MPF2R8 (SEC ID N.° 18).

6. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en el que se confirma la presencia de acido nucleico del
HPV en la muestra antes de la etapa de tipificacion.

7. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior en el que la hibridacion entre la sonda y la diana se lleva a
cabo en presencia de un soporte solido.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que la etapa de hibridacién usa un formato de hibridacion inversa.

9. Un procedimiento segun la reivindicacién 7, en el que la sonda se une directa o indirectamente sobre una perla,
opcionalmente, una perla fluorescente.

10. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que se analiza la deteccion de la hibridacion usando citometria de
flujo.

11. Un kit que comprende un conjunto de cebadores directos e inversos y una tercera sonda de tipificacion de
oligonucledtido capaz de hibridarse con la regién 6566-6595 de la secuencia de referencia del HPV 16 K02718 segun
lo definido la reivindicacién 1 o regidon equivalente de otros tipos de HPV (regién B), en el que los cebadores se
seleccionan de la enumeraciéon que consiste en HPV-MPF1F1 (SEC ID N.° 1), HPV-MPF1F2 (SEC ID N.° 2),
HPV-MPF1F3 (SEC ID N.° 3), HPV-MPF1F4 (SEC ID N.° 4), HPV-MPF1F5 (SEC ID N.° 5), HPV-MPF1F6 (SEC ID N.°
6), HPV-MPF1F7 (SEC ID N.° 7), HPV-MPF1F8 (SEC ID N.° 8), HPV- MPF1F9 (SEC ID N.° 9), HPV-MPF1F10 (SEC ID
N.° 10), HPV-MPF2R1 (SEC ID N.° 11), HPV-MPF2R2 (SEC ID N.° 12), HPV-MPF2R3 (SEC ID N.° 13), HPV-MPF2R4
(SEC ID N.° 14), HPV-MPF2R5 (SEC ID N.° 15), HPV- MPF2R6 (SEC ID N.° 16), HPV-MPF2R7 (SEC ID N.° 17),
HPV-MPF2R8 (SEC ID N.° 18).

12. Un kit que comprende al menos 2 sondas capaces de hibridarse especificamente con la region B del genoma del
HPV.

13. Un kit segun la reivindicacion 12, en el que las sondas son dos sondas cualquiera seleccionadas de cualquiera de
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las Tablas 4, 5-14, 17, 18, 19.

14. Un kit segun la reivindicacion 13 que comprende un par de cebadores directo e inverso de la Tabla 1 6 2.

15. Un kit segun lo reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 que comprende ademas una sonda de la
Tabla 3.
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Figura 1. Alineamiento multiple de secuencias de la region MPF
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Figura 2. Arbol filogenético de la region entre cebadores
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Figura 3
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Figura 4 . '
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Figura 5
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Figura 6
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Disefio de la sonda
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Figura 7 v

Anadlisis de genotipificacion de MPF del HPV
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Figura 8
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