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DESCRIPCIÓN

Prueba de cribado para detectar la presencia de virus VPH oncogénicos

Campo técnico

[0001] La invención se refiere al campo del diagnóstico de cáncer cervical, y en concreto a una prueba de cribado
para virus VPH oncogénicos, preferiblemente basada en tecnología ANB (ácido nucleico bloqueado) y un proceso 5
asociado, como una nueva herramienta para la prevención y la detección temprana de cáncer cervical.

Antecedentes de la técnica

[0002] El cáncer cervical es un tumor maligno, que todavía supone un problema de salud y social importante a 
nivel mundial. Cada año se diagnostican aproximadamente 500.000 nuevos casos de esta enfermedad en el 
mundo, y más de la mitad de las mujeres diagnosticadas mueren a causa de la enfermedad. Aunque todas las 10
mujeres son vulnerables a este tipo de cáncer, se han observados diferencias geográficas significativas de 
incidencia y mortalidad. 

[0003] Casi el 80 % de los casos de cáncer cervical se diagnostican en países en desarrollo, en los que esta 
enfermedad se puede incluso situar primera como la principal causa de muerte entre las mujeres en comparación 
con otros cánceres genitales. En estos países, se espera un incremento del número de casos en los próximos 15
años. La tendencia descendente de la incidencia del cáncer cervical y una tasa de mortalidad inferior en los países 
desarrollados se relacionan con la introducción de prevención de carácter general y sistemático y un mejor acceso 
a la atención médica moderna.

[0004] Polonia pertenece a ese grupo de países con una incidencia y una tasa de mortalidad del cáncer cervical 
relativamente elevadas. Es el segundo tumor maligno más común en las mujeres de más de 45 años de edad. 20
Cada año, se diagnostica cáncer cervical en aproximadamente 3500 mujeres polacas, y la mitad de ellas fallece a 
causa de este. El número de muertes a causa de este tipo de cáncer sitúa a Polonia en una de las primeras 
posiciones a nivel europeo. 

[0005] El tratamiento del cáncer cervical depende de la fase de la enfermedad, y comprende una escisión local y 
cirugía radical en etapas tempranas de la enfermedad, radioterapia radical combinada con braquiterapia y 25
quimioterapia simultánea en etapas avanzadas, y cuidados paliativos en caso de enfermedad metastásica. Dentro 
de los tratamientos con quimioterapia, los que se utilizan más habitualmente son el carboplatino y el paclitaxel. Se 
puede aumentar el tiempo de supervivencia de pacientes en casos avanzados con medicamentos adicionales. 
Informes recientes sugieren la posibilidad de la aplicación adicional de terapia dirigida (bevacizumab) para esta 
indicación, la cual mejora los parámetros de esperanza de vida en los cuidados paliativos; sin embargo, afecta 30
significativamente al coste de dicho tratamiento. En caso de presentar resistencia al platino, el segundo 
medicamento de preferencia es el topotecán. 

[0006] En 2006, se lanzaron al mercado vacunas que tenían como objetivo prevenir infecciones por VPH, la 
principal causa de incidencia de cáncer cervical, Una vacuna denominada Gardasil ha sido aprobada para su uso 
en los Estados Unidos y en la Unión Europea. Otra vacuna contra infecciones por VPH es Cervarix. 35

[0007] El cáncer cervical es uno de las pocas neoplasias malignas, que, no obstante, puede prevenirse eficazmente 
con profilaxis adecuada y diagnóstico temprano de afecciones médicas que predisponen a su desarrollo (esto es, 
lesiones precancerosas, conocidas como neoplasia intraepitelial). Los exámenes citológicos de frotis cervicales 
con el objetivo de detectar células anormales del epitelio escamoso estratificado o glandular llevados a cabo con 
regularidad en mujeres han sido, hasta la fecha, el método básico y más efectivo para dicha profilaxis. A pesar del 40
indudable valor que presenta el examen citológico en un cribado basado en la población para el cáncer cervical, la 
limitación fundamental de este método es su relativamente baja sensibilidad, de aproximadamente un 60 %. De 
acuerdo con muchos estudios científicos, una combinación de exámenes citológicos y de genética molecular para 
los llamados tipos oncogénicos del virus del papiloma humano (VPH), un grupo de 15 de 100 tipos conocidos de 
VPH, los cuales provocan de forma directa el proceso de carcinogénesis en el epitelio del cuello uterino en algunas 45
de las mujeres infectadas (también conocidos como virus de alto riesgo, VPH de alto riesgo, HR-VPH), resulta 
mucho más efectivo a la hora de detectar lesiones precancerosas avanzadas (denominadas CIN2, CIN3, 
carcinoma in situ). Además de la alta sensibilidad que presenta un examen combinado citológico y de VPH (hasta 
un 100 %), y con únicamente una especificidad inferior comparada con solo el examen citológico, el método 
también se caracteriza por un elevado índice denominado NPV (valor predictivo negativo, por sus siglas en inglés).50
Dichos exámenes combinados se recomiendan especialmente para mujeres que superen los 30 años de edad. 
Además del uso de pruebas de VPH en el cribado primario para el cáncer cervical, como complemento al 
diagnóstico citológico, también se recomienda la determinación de infecciones virales provocados por el grupo de 
VPH oncogénico en la denominada fase de diagnóstico ampliado en mujeres en las que se ha detectado una 
presencia de células epiteliales anormales, especialmente en el caso de los diagnósticos conocidos como ASC-55
US y LSIL (recomendaciones de la Sociedad Ginecológica Polaca y de instituciones internacionales). La realización 
de la prueba de presencia de tipos oncogénicos de VPH en mujeres con ciertas anormalidades en una preparación 
citológica permite un diagnóstico posterior y un posible tratamiento más específicos. 
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[0008] Por consiguiente, parece razonable el uso común de pruebas de genética molecular para detectar tipos de 
VPH oncogénicos, como complemento a programas de cribado basado en la población en función de exámenes 
citológicos de frotis cervicales. Desgraciadamente, debido a motivos técnicos (elevada complejidad de las pruebas, 
en las que se analizan varias docenas de tipos de VPH con una baja homología de genoma en un único ensayo) 
y el coste de las pruebas de VPH disponibles en el mercado, no son comunes dichos exámenes preventivos 5
combinados dentro de los programas de cribado basado en la población, tanto en Polonia como en el resto del 
mundo, y se limitan exclusivamente a la fase de diagnóstico ampliado en el caso de detectar células anormales en 
pruebas de cribado citológico. Otro problema es la falta de un estándar metodológico uniforme para las pruebas 
de VPH. 

[0009] El método de captura de híbridos (Digene) se considera el método de referencia para el diagnóstico de 10
VPH. Sin embargo, este método presenta una sensibilidad de diagnóstico relativamente baja. Además, la prueba 
permite detectar únicamente algunos de los tipos de VPH oncogénicos conocidos. La mayoría de las pruebas 
disponibles en el mercado para el diagnóstico de VPH se basan en métodos de genotipado (determinación de tipos 
de VPH individuales), los cuales generan un elevado coste, así como análisis que requieren mucho tiempo y 
esfuerzo y una reducción de la especificidad del método para la detección de anormalidades morfológicas del 15
cuello uterino. En los últimos años, han aparecido en el mercado unas cuantas pruebas aprobadas para uso clínico 
(certificadas CE-JVD) basadas en distintos métodos de genética molecular, empleando técnicas de amplificación 
del ADN (p. ej., PCR) para detectar infecciones por VPH del grupo caracterizado por un alto riesgo de desarrollo 
de cáncer cervical (sin distinción de tipo). No obstante, por lo general, estas no comprenden un análisis de la 
totalidad de los tipos de VPH oncogénicos, y su elevado precio impide su uso extendido en pruebas de cribado 20
basado en la población de cáncer cervical en Polonia. 

[0010] Actualmente, el método de PCR en tiempo real (PCR en tiempo real) se utiliza ampliamente en diagnósticos 
virales, pero requiere un enfoque individual para cada microorganismo investigado. Para utilizar este método para 
el diagnóstico, es necesario seleccionar de forma adecuada secuencias, denominadas cebadores y sondas 
moleculares, así como las condiciones de reacción, con el fin de asegurar la más elevada credibilidad clínica de la 25
prueba y, en concreto, un umbral adecuado de detección de patógenos y una adecuada especificidad diagnóstica.
Preferiblemente, la reacción multiplex permite diagnosticar en una única etapa varios tipos de VPH, lo cual es, no 
obstante, una tarea extremadamente complicada y requiere la obtención de una prueba caracterizada por una alta 
sensibilidad y especificidad de detección.

[0011] Los ensayos de PCR en tiempo real en virología han sido revisados por Mackay et al., 2002, Nucleic Acid 30
Research, 30(6), 1292-1305. En el documento WO08/145366(Univ. Milano Bicocca) se ha descrito un método de 
identificación y cuantificación de ácidos nucleicos de VPH oncogénico. El método utilizaba 5 ensayos 
independientes de PCR en tiempo real como un cribado de primera línea para identificar la presencia de VPH en 
la muestra, y después se llevaron a cabo ensayos de PCR en tiempo real TaqMan en muestras positivas para 
determinar la presencia y la carga viral de los tipos más comunes de VPH oncogénico. En cuanto a la PCR 35
cuantitativa en tiempo real: Methods and Protocols, Chapter 8 in Methods in Molecular Biology, vol. 1160:87-97 
2014, Broccolo describió una plataforma de PCR en tiempo real multiplex integrada en un método automático de 
extracción para la rápida detección y medición de la carga de ADN de VPH oncogénicos a partir de muestras 
cervicales. En este sistema, se realizaron dos ensayos de qPCR multiplex (cribado de primera línea) para detectar 
y cuantificar VPH-16, -18, -31, -33, -45, -52, y -58 (VPH-18 y -45 se midieron juntos mediante un único fluorocromo.40
Además, se utilizó un ensayo de qPCR multiplex específico para VPH-18 y VPH-45 para determinar de forma 
precisa si las muestras encontradas resultaron positivas para una de las dos cepas. Micalessi et al. describió un 
ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real basado en TaqMan para una detección de alto rendimiento de 17 
genotipos de VPH en siete reacciones multiplex, y presentó una sensibilidad analítica de <100 copias (Clin. Chem. 
Lab. Med., 50(4):655-661 2011).45

[0012] Existe una gran demanda para llevar a cabo una prueba para observar la presencia de tipos de VPH 
oncogénicos con el fin de aplicar el diagnóstico y procedimiento terapéutico apropiados. Definitivamente, el número 
de pruebas de VPH realizadas es no es suficiente debido a sus elevados costes y a su disponibilidad comercial 
limitada. El desarrollo de una prueba de bajo coste y clínicamente fiable para detectar la presencia de tipos de VPH 
oncogénicos aumentará de forma significativa la disponibilidad de diagnósticos modernos de afecciones médicas 50
que predisponen al cáncer cervical. Por lo tanto, el objetivo de la presente invención es desarrollar una prueba de 
diagnóstico que permitiría una detección sensible, específica y poco costosa de tipos de VPH oncogénicos en un 
frotis cervical recogido en el medio líquido (citología de base líquida - LBC, por sus siglas en inglés). 

Descripción de la invención

[0013] La invención da a conocer un método para determinar si una muestra resulta positiva en virus del papiloma 55
humano (VPH) oncogénico, comprendiendo el método:

combinar la muestra con cebadores para una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real que 
amplifique una región objetivo de genomas de VPH oncogénicos, y una sonda marcada pan-VPH capaz de 
emitir una señal al amplificar la región objetivo, que proporciona condiciones para la PCR en tiempo real, y 
medir una señal emitida desde la sonda marcada pan-VPH, donde la detección de la señal indica que la muestra 60
ha resultado positiva en VPH oncogénico, 
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caracterizado por que la sonda pan-VPH es una molécula de ácido nucleico bloqueado marcada (LNA, por sus 
siglas en inglés) que comprende la secuencia ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de 
esta.

[0014] Preferiblemente, la sonda pan-VPH es una molécula marcada con 10 nucleótidos de la secuencia que 
consiste en ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de esta y/o la sonda pan-VPH está marcada 5
en su extremo 5’ con un fluorocromo y en su extremo 3’ con un extintor, y donde la señal emitida tras la amplificación 
de la región objetivo es fluorescente.

[0015] Preferiblemente, los cebadores se emplean para la amplificación de una región objetivo de cualquiera de 
entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 
o VPH68 y/o que comprende combinar la muestra con una combinación de cebadores para la amplificación de una 10
región objetivo de la totalidad de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, 
VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 o VPH68.

[0016] Los cebadores pueden comprender uno o más de los siguientes pares de cebadores: 

a) para VPH16, SEQ ID N.º: 1 y SEQ ID N.º 14

b) para VPH18, SEQ ID N.º: 2 y SEQ ID N.º 1515

c) para VPH33/33n, SEQ ID N.º: 3 y SEQ ID N.º 14

d) para VPH31, SEQ ID N.º: 4 y SEQ ID N.º 14

e) para VPH35, SEQ ID N.º: 5 y SEQ ID N.º 14

f) para VH39, SEQ ID N.º: 6 y SEQ ID N.º 14

g) para VPH45, SEQ ID N.º: 7 y SEQ ID N.º 1520

h) para VPH51, SEQ ID N.º: 8 y SEQ ID N.º 16

i) para VPH52, SEQ ID N.º: 9 y SEQ ID N.º 14

j) para VPH56/66, SEQ ID N.º: 10 y SEQ ID N.º 14

k) para VPH58, SEQ ID N.º: 11 y SEQ ID N.º 14 

l) para VPH59, SEQ ID N.º: 12 y SEQ ID N.º 17 25

m) para VP68, SEQ ID N.º: 13 y SEQ ID N.º 18

y/o donde los cebadores comprenden la totalidad de los pares de cebadores (a) a (m). 

[0017] Un método de acuerdo con la invención puede comprender combinar la muestra con cebadores para la 
amplificación de una región objetivo de VPH16, VPHI8, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, 
VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68, detectar una señal de la sonda marcada de pan-VPH, y 30

concluir que las muestras dan resultado positivo en VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, 
VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 orVPH68. 

[0018] Un método de acuerdo con la invención puede comprender combinar la muestra con cebadores para la 
amplificación de una región objetivo de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, 
VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68, no detectar ninguna señal de la sonda marcada de pan-VPH, y35

concluir que las muestras dan resultado negativo en VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, 
VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 VPH68.

[0019] Un método de acuerdo con la invención puede comprender además

combinar la muestra con cebadores para la amplificación de una región objetivo de VPH33n, y una sonda 
marcada de 33n capaz de emitir una señal tras la amplificación de la región objetivo, donde la sonda de 33n y 40
la sonda pan-VPH llevan la misma marca, proporcionando condiciones para la PCR en tiempo real, y

medir una señal emitida desde la sonda marcada de 33n y/o la sonda de pan-VPH, 

donde la detección de la señal indica que la muestra da un resultado positivo en VPH oncogénico. 

caracterizado por que la sonda de 33n es una molécula de ácido nucleico bloqueado marcada (LNA, por sus 
siglas en inglés) que comprende la secuencia ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26) o el complemento inverso de 45
esta. 

[0020] En tales métodos, la sonda de 33n puede ser una molécula marcada con 10 nucleótidos de la secuencia 
que consiste en ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26) o el complemento inverso de esta y/o la sonda de 33n es una 
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molécula marcada con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26), o el 
complemento inverso de esta.

[0021] Un método de acuerdo con la invención puede comprender determinar si las muestras dan positivo en 
VPH16 o VPH18, comprendiendo el método

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una región objetivo de los 5
genomas de VPH16 y VPH18, y una sonda marcada de 16/18 capaz de emitir una señal tras la amplificación 
de la región objetivo, 

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y medir una señal de la sonda marcada de 16/18, 

donde la detección de una señal indica que la muestra da un resultado positivo en VPH16 o VPH18, 

caracterizado por que la sonda de 16/18 es una molécula de ácido nucleico bloqueado marcada (LNA) que 10
comprende la secuencia ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27) o el complemento inverso de esta. La sonda 
de 16/18 puede ser una molécula marcada con 15 nucleótidos de la secuencia que consiste en 
ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27) o el complemento inverso de esta. 

[0022] La sonda de 16/18 puede llevar una marca distinta de la sonda de pan-VPH. 

[0023] La sonda de 16/18 puede estar marcada en su extremo 5’ con un fluorocromo y en su extremo 3’ con un 15
extintor, y donde la señal emitida tras la amplificación de la región objetivo es fluorescente. 

[0024] La sonda de 16/18 puede emitir una señal fluorescente con una longitud de onda distinta de la de la sonda 
de pan-VPH. 

[0025] Los cebadores para su uso en un método de acuerdo con la invención para determinar si la muestra da 
resultado positivo en VPH16 o VPH18 pueden comprender uno o ambos de los siguientes pares de cebadores: 20

a) para VPH16, SEQ ID N.º: 19 y la SEQ ID N.º 20.

b) para VPH18, SEQ ID N.º: 21 y SEQ ID N.º: 22

[0026] Un método de acuerdo con la invención puede comprender además realizar un control positivo para la PCR 
en tiempo real, comprendiendo combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real 
de una secuencia de ADN control, preferiblemente ADN humano presente en la muestra, con una sonda control 25
marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación de la secuencia de ADN control, preferiblemente ADN 
humano

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y medir una señal de la sonda control, 

donde la detección de la señal indica que la PCR en tiempo real es funcional. 

[0027] En un método de acuerdo con la invención, la muestra puede ser una muestra de citología de base líquida 30
de un frotis cervical humano. 

[0028] La invención da a conocer además una composición que comprende una sonda marcada de ácido nucleico 
que comprende la secuencia de nucleótidos ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º: 25) o el complemento inverso de esta, y 
una marca detectable. La sonda puede comprender nucleótidos LNA. Preferiblemente, la sonda es una molécula 
con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de 35
esta, marcada con un fluorocromo y un extintor. La sonda puede estar marcada en su extremo 5’ con un 
fluorocromo y en su extremo 3’ con un extintor. 

[0029] La invención da a conocer además el uso de una composición de acuerdo con la invención al realizar la 
PCR en tiempo real para la detección de VPH. 

[0030] Sorprendentemente, los inventores cumplieron el objetivo expuesto anteriormente de obtener una prueba 40
de diagnóstico para la presencia de VPH oncogénicos, caracterizada por muchas ventajas, como la facilidad de 
aplicación, el bajo coste, los parámetros favorables: alta sensibilidad, eficacia clínica, especificidad, y un umbral 
de detección deseado clínicamente para el VPH16/18 y otros tipos de VPH oncogénicos. Además, como se 
demuestra más adelante, esta prueba puede potencialmente permitir la renuncia a un examen citológico en una 
población grande de mujeres HR-VPH negativas.45

[0031] El genoma del VPH posee aproximadamente 8 mil nucleótidos, y la longitud de las secuencias continuas 
con homología completa entre los tipos oncogénicos no supera las varias docenas de pares de bases. Dicha 
elevada diversidad entre los VPH no permite diseñar una cantidad mínima de sondas de hibridación, lo cual 
permitiría detectar todos los virus VPH oncogénicos en una reacción. Este problema se puede solventar utilizando 
nucleótidos LNA (ácidos nucleicos bloqueados) modificados en una sonda molecular. Los nucleótidos LNA 50
contienen un puente de metileno adicional en la molécula de desoxirribosa, lo cual, a causa del cambio en la 
conformación y a la rigidez de la molécula, aumenta el punto de fusión de los oligómeros construidos a partir de 
dichos nucleótidos y la estabilidad de los enlaces entre nucleótidos complementarios en el proceso de hibridación.
Las propiedades de los LNA han sido revisadas por Vester & Wengel, Biochemistry 43(42): 13233-13241 2004. De 
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acuerdo con la invención, gracias al uso de los LNA, es posible aplicar ventajosamente sondas moleculares de tipo 
TaqMan significativamente más cortas, en comparación con las tradicionales, con una elevada especificidad de 
hibridación en el producto de amplificación en PCR con una temperatura óptima para la reacción en una PCR. El 
uso de sondas TaqMan de LNA significativamente más cortas, con 8-10 nucleótidos (en comparación con los 20-
30 nucleótidos de las sondas convencionales), permite un encaje más fácil en regiones homólogas cortas (de hasta 5
10-12 pares de bases) entre tipos de VPH oncogénicos distintos y, por consiguiente, permite el desarrollo de una 
nueva prueba de diagnóstico. 

[0032] Existe una gran demanda de pruebas que utilicen tecnología de LNA, lo cual permitiría obtener experiencia 
relevante desde el punto de visto clínico en el campo de la prevención y el diagnóstico de cáncer cervical. Las 
pacientes también desean someterse a exámenes preventivos modernos que sean altamente sensibles y 10
económicamente accesibles. 

[0033] Por consiguiente, se desarrolló una prueba denominada HR-VPH, preferiblemente basada en una técnica 
de PCR multiplex en tiempo real (PCR multiplex en tiempo real), llevada a cabo en un único tubo de ensayo sellado, 
utilizando sondas moleculares de tipo TaqMan diseñadas especialmente con métodos bioinformáticos, Las sondas 
emplearon tecnología innovadora de LNA, la cual no había sido utilizada previamente en las pruebas para la 15
presencia de VPH. 

[0034] Preferiblemente, la reducción de la longitud de las sondas a 8-10 nucleótidos permitió un descenso 
significativo de su número, de 15-16 a solo unos cuantos (de forma óptima, 2-3). Preferiblemente, también permitió 
llevar a cabo una reacción de PCR multiplex en tiempo real en un único tubo de ensayo, a diferencia de la mayoría 
de las pruebas presentes en el mercado, las cuales se llevan a cabo en varios tubos de ensayo. En una forma de 20
realización de la invención, las sondas de LNA se marcaron de forma óptima con 3 tintes fluorescentes universales 
distintos como máximo con diferentes espectros de emisión de luz fluorescente, lo cual permite realizar las pruebas 
en la mayoría de aparatos de PCR disponibles comercialmente, y no solo en dispositivos diseñados para la prueba 
de un fabricante concreto. 

[0035] Para aplicar la invención, se diseñó y se adaptó un kit de cebadores y sondas que permitían la identificación 25
y amplificación de regiones homólogas en todos los tipos de VPH oncogénicos y, preferiblemente, un control 
interno, siento una secuencia seleccionada de ADN humano y/o un fragmento de ADN sintético. En una forma de 
realización, preferiblemente, la reacción se realizó en un único tubo de ensayo, y preferiblemente, la lectura de la 
reacción se llevó a cabo en 4 canales de detección como máximo utilizados en la mayoría de aparatos de PCR en 
tiempo real presentes en el mercado. 30

[0036] Se diseñaron dos sondas TaqMan LNA de 10 nucleótidos que permitían detectar infecciones de VPH de 
alto riesgo (HR-VPH) en una reacción de PCR en tiempo real. La primera de ellas, HRP (pan-VPH), es 
complementaria de todos los virus VPH oncogénicos, mientras que la segunda, HRP33n, es complementaria a la 
variante identificada de VPH33n, que comprende polimorfismo de un nucleótido A/G en el sitio en el que se añade 
la sonda. Preferiblemente, los extremos 5’ de las sondas de pan-VPH y HRP33n se marcaron con un tinte 35
fluorescente FAM (fluoresceína), mientras que los extremos 3’ se marcaron con un extintor BHQ1 (Black Hole 
Quencher 1). 

[0037] La lectura de una PCR en tiempo real para las sondas HRP de pan-VPH y HRP33n se realizó con una 
longitud de onda de 530 nm en un canal diseñado para leer tinte FAM. 

[0038] Asimismo, preferiblemente, se diseñó un control interno para el ensayo de PCR. Se utilizó un sistema que 40
consistía en un fragmento corto de ADN sintético y se diseñó como objetivo un oligonucleótido que comprendía 77 
pares de bases. Se diseñó un sistema de 4 cebadores y una sonda TaqMan de LNA (ICP) con 10 nucleótidos para 
la amplificación y detección del control interno sintético. Se seleccionó una combinación óptima de 2 cebadores 
para la PCR. La sonda ICP se marcó con tinte ROX en su extremo 5’, y con un extintor BHQ2 en su extremo 3’. La 
lectura de la PCR en tiempo real para la sonda ICP se realizó con una longitud de onda de 610 nm (canal del tinte 45
ROX). 

[0039] El objetivo del estudio era posiblemente diseñar un pequeño kit de cebadores que permitiera la amplificación 
eficaz de todos los tipos de VPH oncogénicos en muestras clínicas con la suficiente sensibilidad y especificidad, 
con una posible eliminación completa de cualquier efecto adverso que pueda ocurrir durante la PCR, 
preferiblemente llevada a cabo en tiempo real, preferiblemente en varios canales de detección. 50

[0040] Como resultado de la investigación llevada a cabo, se desarrolló una agrupación de cebadores para el VPH 
de alto riesgo. Las secuencias se seleccionaron de tal forma que el número total de cebadores era lo más pequeño 
posible. Por lo tanto, algunas secuencias de cebadores son comunes para varios tipos de VPH. Así, se seleccionó 
el cebador inverso común («inverso») para los tipos de VPH 16, 31, 33, 33n, 35, 39, 52, 56, 58 y el cebador inverso 
común («inverso") para los tipos de VPH 18 y 45. Asimismo, se seleccionaron los cebadores directos comunes 55
para los tipos 56 y 66 y para los tipos 33 y 33n, respectivamente. 

[0041] De acuerdo con la forma de realización de la invención, preferiblemente, la mezcla final del ensayo HR-
VPH de la invención comprende 18 cebadores (13 cebadores directos y 5 cebadores inversos) y 2 sondas LNA-
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TaqMan para la detección de 15 tipos de VPH oncogénicos, 2 cebadores y 1 sonda TaqMan para el control interno 
sintético. 

[0042] Mediante el uso de muestras clínicas seleccionadas, examinadas previamente con la conocida prueba 
PapilloCheck, la cual detecta 24 tipos de VPH (aproximadamente 50 muestras clínicas que contenían el ADN de 
un único tipo de VPH oncogénico, 30 muestras clínicas que contenían el ADN de un tipo de VPH no oncogénico, 5
50 muestras clínicas que contenían coinfecciones y 30 muestras negativas (libres de los 24 tipos de VPH, incluidos 
todos los tipos oncogénicos), se demostró que una combinación adecuada de cebadores y sondas moleculares, 
de acuerdo con la invención, permite la detección específica de tipos de VPH oncogénicos (incluida la variante 
VPH33n) y produce resultados negativos en el caso de muestras clínicas que contienen un tipo de virus no 
oncogénico y muestras clínicas negativas. Además, la reacción que utilizaba los 24 cebadores mencionados 10
anteriormente, 3 sondas LNA y una sonda TaqMan de control interno (IC) no generó productos del tipo cebador-
dímero ni otro producto de amplificación en PCR no específico. 

Descripción de los dibujos

[0043] En el dibujo se ha mostrado una forma de realización del objeto de la invención, en el cual la figura 1 
presenta los resultados obtenidos en un ejemplo de prueba utilizando una PCR en tiempo real para todos los 15
grupos de VPH oncogénicos, con una muestra control positiva, una muestra control negativa y una muestra clínica 
negativa. Se utilizó un canal de detección de 530 nm.

La figura 2 muestra los resultados obtenidos en un ejemplo de forma de realización de una prueba utilizando 
una PCR en tiempo real para los tipos de VPH 16 y 18, con una muestra control positiva, una muestra control 
negativa y una muestra clínica negativa. Se utilizó un canal de detección de 560 nm.20

La figura 3 muestra los resultados obtenidos en un ejemplo de forma de realización de una prueba utilizando 
una PCR en tiempo real para el control interno (IC) de la prueba, con una muestra control positiva, una muestra 
control negativa y una muestra clínica negativa. Se utilizó un canal de detección de 610 nm.

Las figuras 4A - D muestran secuencias de ejemplos de sondas y cebadores de acuerdo con varias formas de 
realización de la invención, y las regiones correspondientes del genoma del VPH en las que se hibridan. 25

La figura 4A muestra una región del gen El del VPH16 (SEQ ID N.º 33) que se amplifica y es objetivo de la 
sonda HR-VPH (pan-VPH) (SEQ ID N.º 25) para la detección de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 66, 
58, 59 y 68; mostrándose en negrita y subrayada la secuencia objetivo con la que hibrida la sonda (SEQ ID N.º
34). También se muestra la secuencia de la sonda HR-VPH (pan-VPH) (5'-actttcgttt-3', SEQ ID N.º 25 / 29), 
que es el complemento inverso de la secuencia objetivo. 30

La figura 4B muestra una región del gen El del VPH33n (SEQ ID N.º 34), que se amplifica y es objetivo de la 
sonda VPH 33n para la detección de VPH33n; mostrándose en negrita y subrayada la secuencia objetivo (SEQ 
ID N.º 36) con la que hibrida la sonda. También se muestra la secuencia de la sonda HR-VPH 33n (5'-actttcgctt-
3', SEQ ID N.º 26 / 30), que es el complemento inverso de la secuencia objetivo.

La figura 4C muestra las regiones del gen El del VPH16 (SEQ ID N.º 37) y del gen EI del VPH18 (SEQ ID N.º 35
40) que se amplifican por ser objetivo de la sonda VPH 16/18. La secuencia objetivo con la que hibridan el 
cebador VPH 16 F HEX (SEQ ID N.º 19) y el cebador VPH 16 R HEX (SEQ ID N.º 20) para la amplificación y 
la secuencia objetivo (SEQ ID N.º 71) con la que hibrida la sonda VPH 16/18 (SEQ ID N.º 38) se muestran en 
negrita y subrayadas. Las secuencias objetivo con las que hibridan el cebador VPH 18 F HEX (SEQ ID N.º 19) 
y el cebador VPH 18 HEX (SEQ ID N.º 22) para la amplificación y la secuencia objetivo con la que hibrida la 40
sonda VPH 16/18 (SEQ ID N.º 39) se muestran en negrita y subrayadas. Nótese que la sonda VPH 16/18 
mostrada (5'-atatctgatgacgag-3' (SEQ ID N.º 39) presenta un nucleótido «t» marcado, mientras que la SEQ ID 
N.º 38 de la sonda VPH 16/18 presenta un residuo «a» en esta posición. El cebador inverso VPH 18 R HEX 
presenta un nucleótido «a» donde se indica, mientras que para la secuencia objetivo mostrada el complemento 
sería normalmente un nucleótido «g», la secuencia de VPH nativa presenta un nucleótido «t» en esta posición, 45
por lo que el cebador inverso utilizada para dirigirse a esta secuencia presenta una «a» en esta posición. 

La figura 4D muestra también la región del gen El del VPH16 (SEQ ID N.º 41) que se amplifica y es objetivo de 
la sonda HR-VPH (pan-VPH) para la detección de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 66, 58, 59 y 68. 
La secuencia objetivo con la que hibridan los cebadores VPH 16 F (SEQ ID N.º 1) y VPH 16 / 31/ 33 / 33n / 35 
/ 39 / 52 / 56 / 58 / 66 R (SEQ ID N.º 14) se muestran en negrita y subrayadas. La secuencia objetivo (SEQ ID 50
N.º 34) con la que hibrida la sonda pan-VPH (SEQ ID N.º 25) se muestra en negrita y subrayada.

Las figuras 5A - M muestras secuencias de las regiones EI del genoma del VPH de alto riesgo en las cepas de 
VPH 16, 18, 33, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 con las secuencias de las sondas y cebadores de 
acuerdo con varias formas de realización de la invención, y las regiones correspondientes del genoma del VPH 
con las que hibridan para la detección en el primer canal de detección FAM 530 nm. La figura 5A muestra los 55
nucleótidos 865 a 2814 del gen EI del VPH 16 (SEQ ID N.º 44), marcados para mostrar las posiciones del 
cebador directo del VPH 16 (SEQ ID N.º 1) 5'-gcacaggaagcaaaacaacatag-3’ y la región del gen EI del VPH 16 
que es objetivo del cebador inverso de VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'-agacagcgggtatggcaatac-3’ 
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(SEQ ID N.º 45). También se muestra el cebador inverso de VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'-
gtattgccatacccgctgtct-3 (SEQ ID N.º 14), que es el complemento inverso de la región del gen EI del VPH 16 
mostrado en la SEQ ID N.º 45. La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' es la secuencia objetiva de la sonda pan-VPH 
(SEQ ID N.º 34) para la hibridación de la sonda pan-VPH 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25), que es el complemento 
inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo de VPH16 amplificada para la detección con la sonda pan-5
VPH son los nucleótidos 1081 a 1274. 

La figura 5B muestra la secuencia de nucleótidos 914 a 2887 del gen EI del VPH 18 (SEQ ID N.º 46), marcada 
para mostrar las posiciones del cebador directo del VPH 18 5'-aggtccacaatgatgcacaag-3' (SEQ ID N.º 2) y la 
región objetivo del genoma EI del VPH18 5'-tcagatagtggctatggctgtt-3' (SEQ ID N.º 47) que es objetivo del 
cebador inverso. Se muestra el cebador inverso VPH 15/45 R 5'- aacagccatagccactatctga-3 ' (SEQ ID N.º 15), 10
que es el complemento inverso de la región objetivo del genoma EI del VPH18 en la SEQ ID N.º 47. También 
se muestra la secuencia objetivo de la sonda pan-VPH 5'- aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) para la hibridación 
de la sonda pan-VPH (SEQ ID N.º 34) 5'- actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de la 
SEQ ID N.º 25. La región objetivo de VPH16 amplificada para la detección utilizando la sonda pan-VPH son los 
nucleótidos 1134 a 1331.15

La figura 5C muestra los nucleótidos 879 a 2813 del gen EI del VPH 33 (SEQ ID N.º 48), marcada para mostrar 
el cebador directo del VPH 33 5'-cagaagatgaggatgaaacagcag-3' (SEQ ID N.º 3) y el sitio de unión objetivo del 
cebador directo del VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'agacagcggatatggcaatac3’ (SEQ ID N.º 49), y el 
sitio de unión objetivo del cebador inverso de VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 
5'agacagcggatatggcaatac3’ (SEQ ID N.º 49), en el que hay una diferencia de bases a/g según se marca en 20
relación con la secuencia objetivo para el cebador inverso del VPH 16/31/35/39/52/56/58/66R, esto es, 5'-
gtattgccatatccgctgtct-3' (SEQ ID N.º 50) que muestra un desajuste c/t en el complemento inverso en 
comparación con el cebador (SEQ ID N.º 14) que se utiliza para la amplificación. La secuencia 5'-aagcgaaagt-
3' (SEQ ID N.º 36) es la región del HR-VPH 33n objetivo de la sonda VPH 33n, esta presenta una diferencia de 
nucleótido a/g en comparación con la región de consenso objetivo de la sonda pan-VPH (SEQ ID N.º 25). La 25
secuencia 5'-actttcgctt-3' (SEQ ID N.º 26) es la sonda 33n del HR-VPH (complemento inverso de la SEQ ID N.º 
36), que presenta una diferencia de nucleótido t/c al compararla con la sonda pan-VPH (SEQ ID N.º 25). La 
secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo para la sonda pan-VPH utilizada para la 
detección del VPH 33. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la 
detección del VPH 33 (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo 30
de VPH33 (y 33n) amplificada para la detección utilizando la sonda pan-VPH son los nucleótidos 976 a 1285.

La figura 5D muestra los nucleótidos 862 a 2751 del gen EI del VPH 31 (SEQ ID N.º 51), marcados para mostrar 
las posiciones del cebador directo VPH 31 5'-gaggaacatgcagaggctgt-3' (SEQ ID N.º 4) y la secuencia objetivo 
para el cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'-agacagcgggtatggcaatac-3' (SEQ ID N.º 45).
La secuencia 5'-gtattgccatacccgctgtct-3' (SEQ ID N.º 14) es el cebador inverso para 35
VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID N.º 14) que es el complemento inverso de la región objetivo 
mostrada en la SEQ ID N.º 45). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo para 
la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 31. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la 
sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 31 (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de la 
SEQ ID N.º 34). La región objetivo amplificada para la detección del VPH31 son los nucleótidos 1087 a 1268.40

La figura 5E muestra los nucleótidos 868 a 2781 del gen EI del VPH 35 (SEQ ID N.º 52), marcados para indicar 
las posiciones del cebador directo VPH 35 5'-atgcacaggaggagcaaaca-3' (SEQ ID N.º 5) y la región objetivo para 
el cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R la secuencia genómica 5'-agacagcggttatggcaattc-3' 
(SEQ ID N.º 53) muestra las dos diferencias de nucleótidos t/g y t/a entre la secuencia objetiva de VPH35 y la 
secuencia objetivo para el cebador inverso. La secuencia 5'-gaattgccataaccgctgtca-3' (SEQ ID N.º 54), 45
complementaria a la SEQ ID N.º 53, muestra las dos diferencias de nucleótidos t/a y a/c respecto al cebador 
inverso (SEQ ID N.º 14). La secuencia 5'-agacagcgggtatggcaatac-3' (SEQ ID N.º 45) es la secuencia objetivo 
para el cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R. La secuencia 5'-gtattgccatacccgctgtct-3' (SEQ 
ID N.º 14) es el cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R utilizado para la amplificación del 
VPH35 (SEQ ID N.º 14), que es el complemento inverso de la SEQ ID N.º 45). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' 50
(SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la sonda pan-VPH utilizada para la detección del 
VPH 35. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 
35 (que es el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo del gen EI de VPH35 amplificada 
para la detección son los nucleótidos 1082 a 1276.

La figura 5F muestra los nucleótidos 928 a 2871 del gen EI del VPH 39 (SEQ ID N.º 55), marcados para mostrar 55
la posición del cebador directo 39F 5'- gtgagacagcacaggtacttttac-3' (SEQ ID N.º 6), y la región objetivo para el 
cebador inverso VPH16/31/33/35/39/52/56/58/66R 5'-agacagcggatatggcaatac-3' (SEQ ID N.º 49), que muestra 
la diferencia de nucleótido a/g entre la secuencia objetivo de VPH39 y la secuencia objetivo para el cebador 
inverso. La secuencia 5'-gtattgccatatccgctgtct-3' (SEQ ID N.º 50) muestra la diferencia de nucleótido c/t en el 
complemento inverso de la SEQ ID N.º 49), que es el cebador inverso utilizado para la amplificación de 60
VPH16/31/33/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID N.º 14), y presenta un nucleótido «c» en la posición marcada. La 
secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la sonda pan-VPH 
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utilizada para la detección del VPH 39. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH 
utilizada para la detección del VPH 39 (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34.
El objetivo amplificado para la detección del VPH39 son los nucleótidos 1115 a -1339.

La figura 5G muestra los nucleótidos 914 a 2845 del gen EI del VPH 45 (SEQ ID N.º 56), marcados para indicar 
el cebador directo del VPH 45 F 5'-ccatgcgcaggaagttcag-3' (SEQ ID N.º 7), y la región objetivo para el cebador 5
inverso VPH 18/45 R 5'-tcagatagtggctatggctgtt-3' (SEQ ID N.º 47), esta región es objetivo del cebador inverso 
tanto para VPH 18 y 45. La secuencia 5'- aacagccaatagccactatctga-3’ (SEQ ID N.º 15) es el cebador inverso 
para el VPH 18/45 R (complemento inverso de la SEQ ID N.º 47). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' es la secuencia 
objetivo de consenso para la sonda pan-VPH utilizada para la detección de VPH 45. La secuencia 5'-actttcgttt-
3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 45 (SEQ ID N.º 25), que es el 10
complemento inverso de la SEQ ID N.º 34. El objetivo amplificado para la detección del VPH45 son los 
nucleótidos 1123-1331.

La figura 5H muestra la región del genoma del VPH51 que contiene el gen VPH51 (SEQ ID N.º 57), marcada 
para mostrar el cebador directo VPH 51 F 5'-acaaagaggctgtgcatcag-3' (SEQ ID N.º 8), y la secuencia objetivo 
para el cebador inverso VPH 51 R 5'-actggacagttatccggacag- 3' (SEQ ID N.º 58). La secuencia 5'-15
ctgtccggataactgtccagt-3’ (SEQ ID N.º 16) es el cebador inverso para el VPH 51 R (complemento inverso de la 
SEQ ID N.º 58). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la 
sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 51. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda 
pan-VPH utilizada para la detección del VPH 51 (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de la SEQ ID 
N.º 34. La región objetivo del gen EI de VPH51 amplificada para la detección son los nucleótidos 1103 -1256.20

La figura 5I muestra los nucleótidos 864 a 2807 del gen EI del VPH 52, marcados para mostrar las posiciones 
del cebador directo VPH 52 5'-gaaggggaggatgatttacatgc-3' (SEQ ID N.º 9), y la región objetivo para el cebador 
inverso VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'- agacagcggctatggcaatag-3' (SEQ ID N.º 60), existen dos 
diferencias de nucleótidos g/c y c/g según se muestra entre la secuencia objetivo VPH52 y la secuencia objetivo 
del cebador inverso. La secuencia 5'ctattgccatagccgctgtct-3' (SEQ ID N.º 61) es el complemento inverso de la 25
SEQ ID N.º 60), y existen dos diferencias de nucleótidos según se muestra, c/g y g/c, entre el complemento 
inverso y el cebador inverso VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID N.º 14) utilizado para la 
amplificación de VPH52. La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso 
para la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 52. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es 
la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 52 (SEQ ID N.º 25), que es el complemento inverso de 30
la SEQ ID N.º 34. La región objetivo amplificada para la detección del gen EI del VPH52 son los nucleótidos 
1083-1269.

La figura 5J muestra los nucleótidos 895 a 2805 del gen EI del VPH 56 (SEQ ID N.º 62), marcados para mostrar 
las posiciones del cebador directo VPH 56/66 5'-gcaagtacaaacagcacatgc-3' (SEQ ID N.º 10), y el objetivo del 
cebador inverso VPH 6/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R 5'- agacagcgggtatggcaatac-3' (SEQ ID N.º 45). La 35
secuencia 5'-gtattgccatacccgctgtct-3' (SEQ ID N.º 14) es el cebador inverso para 
VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID N.º 14) que es el complemento inverso de la región objetivo 
mostrada en la SEQ ID N.º 45). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de 
consenso para la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 56. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID 
N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 52 (el complemento inverso de la SEQ ID N.º 40
34). El objetivo amplificado para la detección del VPH 56/66 son los nucleótidos 1104 a 1267.

La figura 5K muestra los nucleótidos 895 a 2787 del gen EI del VPH 66 (SEQ ID N.º 63), marcados para indicar 
la posición del cebador directo VPH 56/66 5'-gcaagtacaaacagcacatgc- 3' (SEQ ID N.º 10), y el objetivo para el 
cebador inverso VPH16/31/33/35/39/52/56/58/66R 5'-agacag/gggtatggcaatac-3' (SEQ ID N.º 64), nótese la 
diferencia de nucleótido c/t entre la secuencia objetivo para el cebador inverso y la secuencia objetivo del VPH 45
66. La secuencia 5'-gtattgccataccc«ctgtct-3' (SEQ ID N.º 65) muestra la diferencia de nucleótido g/a entre el 
complemento inverso de la SEQ ID N.º 64 y el cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID 
N.º 14) que se utiliza para la amplificación del VPH 66. La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la 
secuencia objetivo de consenso para la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 66. La secuencia 
5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 56 (el complemento 50
inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo amplificada para la detección del gen EI del VPH56/66 son los 
nucleótidos 1104-1262.

La figura 5L muestra los nucleótidos 883 a 2817 del gen EI del VPH 58 (SEQ ID N.º 66), marcados para mostrar 
las posiciones del cebador directo 58 F 5'-agcccgagcgttgtttaatg-3' (SEQ ID N.º 11), y la región objetivo para el 
cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R. La secuencia 5'-agacagcggatatggcaatac-3' (SEQ ID 55
N.º 49) muestra la diferencia de nucleótido g/a respecto a la secuencia objetivo del cebador inverso para 
VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R. La secuencia 5'-gtattgccataiccgctgtct-3’ (SEQ ID N.º 50) muestra la 
diferencia de nucleótido c/t entre el complemento inverso de la SEQ ID N.º 49 y el cebador inverso para 
VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R que se utiliza para amplificar el VPH 58. La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' 
(SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la sonda pan-VPH utilizada para la detección del 60
VPH 58. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH utilizada para la detección del VPH 
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58 (el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34). El objetivo amplificado para la detección del VPH 58 son los 
nucleótidos 1077 a 1289.

La figura 5M muestra los nucleótidos 872 a 2806 del gen EI del VPH 59 (SEQ ID N.º 67), marcados para mostrar 
las posiciones del cebador directo VPH 59 F 5'-ggccttgtttaatgtgcaggaag-3' (SEQ ID N.º 12), y la región objetivo 
para el cebador inverso 59 R 5'- gaaggttamtaacagtgccagaca-3’ (SEQ ID N.º 68), en el que m indica un cambio 5
de nucleótido c/a. La secuencia 5'-tgtctggcactgttaktaaccttc-3' (SEQ ID N.º 17) es el cebador inverso utilizado 
para la amplificación del VPH 59 (complemento inverso de la SEQ ID N.º 68), k indica un cambio de nucleótido 
g/t. La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la sonda pan-
VPH utilizada para la detección del VPH 59. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-VPH 
utilizada para la detección del VPH 59 (el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo 10
amplificada para la detección del gen EI del VPH59 son los nucleótidos 1172-1265.

La figura 5N muestra los nucleótidos 824 a 2746 del gen EI del VPH 68 (SEQ ID N.º 69), marcados para mostrar 
la posición del cebador directo VPH 68 F 5'-caaacaggtgacacagtctcag-3' (SEQ ID N.º 13), y la secuencia objetivo 
para el cebador inverso VPH 68 R 5'-agcaaagtcgccattacagga-3' (SEQ ID N.º 70). La secuencia 5'-
tcctgtaatggcgactttgct-3' (SEQ ID N.º 18) es el cebador inverso para VPH68 (el complemento inverso de la SEQ 15
ID N.º 70). La secuencia 5'-aaacgaaagt-3' (SEQ ID N.º 34) es la secuencia objetivo de consenso para la sonda 
pan-VPH utilizada para la detección del VPH 68. La secuencia 5'-actttcgttt-3' (SEQ ID N.º 25) es la sonda pan-
VPH utilizada para la detección del VPH 68 (el complemento inverso de la SEQ ID N.º 34). La región objetivo 
amplificada para la detección de EI del VPH68 son los nucleótidos 902-1137.

Las figuras 6A y 6B muestran las secuencias de las regiones EI del genoma del VPH de alto riesgo en las 20
cepas de VPH 16 y 18 con las secuencias de las sondas y cebadores de acuerdo con varias formas de 
realización de la invención, y las regiones correspondientes del genoma del VPH con las que hibridan para la 
detección en el segundo canal de detección HEX 560 nm.

La figura 6A muestra los nucleótidos 865 a 2814 de la secuencia del gen EI del VPH 16 (SEQ ID N.º 44), 
marcados para mostrar la posición del cebador directo VPH 16 F HEX 5'taatggatggttttatgtagaggct-3' (SEQ ID 25
N.º 19), para la amplificación del VPH16 para el segundo canal de detección (560nm) y la secuencia objetivo 
para el cebador inverso VPH 16 R HEX 5'-ataatgattatttaacacaggcag-3' (SEQ ID N.º 71). La secuencia 5'-
ctgcctgtgttaaataatcattat-3' (SEQ ID N.º 20) es la secuencia del cebador VPH 16 R HEX (SEQ ID N.º 20), es el 
complemento inverso de la SEQ ID N.º 71. La secuencia 5'-atatcagatgacgag-3' (SEQ ID N.º 27/31/38) es la 
secuencia de la sonda HR VPH 16/18. El objetivo para la amplificación y detección del VPH 16 en el segundo 30
canal de detección (560 nm HEX) son los nucleótidos 909-1051.

La figura 6B muestra los nucleótidos 914 a 2887 del gen EI del VPH 18 (SEQ ID N.º 46), marcados para mostrar 
las posiciones del cebador directo VPH 18 F HEX 5'-ggctggttttatgtacaagct-3’ (SEQ ID N.º 21), y la región 
objetivo del cebador inverso VPH 18 R HEX 5'-aaggaacattttgigaacagg-3' (SEQ ID N.º 72), nótese que existe 
una diferencia de nucleótido c/t respecto a la secuencia genómica correspondiente de EI del VPH 18 mostrada 35
en la SEQ ID N.º 46.

[0044] El complemento inverso de la secuencia 5'-cctgttcacaaaatgttcctt-3’ (SEQ ID N.º 22) es la secuencia del 
cebador VPH18R HEX utilizado para la amplificación del VPH 18 en el segundo canal de detección (560nm HEX).
La secuencia 5'-atatcigatgacgag-3’ (SEQ ID N.º 27/31/39) es la secuencia del VPH 18 que muestra la diferencia 
de nucleótido A/T respecto a la sonda HR VPH 16/18 5'-atatcagatgacgag-3' (SEQ ID N.º 27/31/38). La región 40
objetivo para VPH 18 en el segundo canal de detección (560 nm HEX) son los nucleótidos 959-1097.

Descripción detallada

[0045] Como se ha descrito anteriormente, y se presenta con más detalle en los ejemplos y dibujos adjuntos, un 
aspecto de la invención es una composición que comprende una sonda de ácidos nucleicos para el VPH descrito 
en el presente documento. La sonda puede estar marcada con cualquier marcada adecuada para su uso en PCR 45
en tiempo real. Las marcas típicas son un fluorocromo y un extintor, situados en extremos opuestos de la sonda 
lineal, por ejemplo, el fluorocromo puede estar acoplado en el extremo 5’ de la sonda y el extintor en el extremo 3’. 
La sonda puede presentar una secuencia de nucleótidos que comprenda o consista en una secuencia de sonda 
expuesta en el presente documento, o su secuencia complemento inversa (que corresponde a la secuencia objetivo 
de la región EI del genoma del VPH a la que se une la sonda). Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos puede ser 50
la sonda pan-VPH ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25), a la que también se hace referencia en el presente documento 
como sonda HR-VPH. El complemento inverso de esta secuencia es AAACGAAAGT (SEQ ID N.º 42).

[0046] Preferiblemente, la sonda es una molécula de sonda LNA, en la que la secuencia de nucleótidos comprende 
nucleótidos LNA. Ventajosamente, las sondas que comprenden LNA permiten una longitud de secuencia menor 
para emplearse al mismo tiempo que siguen confiriendo especificidad de hibridación. Las sondas VPH de acuerdo 55
con la presente invención son de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucleótidos de longitud. Por ejemplo, las sondas 
pueden constar de hasta 15 nucleótidos de longitud y comprender una secuencia de sonda expuesta en el presente 
documento o su complemento inverso. Como se ha expuesto anteriormente, los nucleótidos LNA contienen un 
puente de metileno adicional en la molécula de desoxirribosa. Estos puentes de metileno adicionales están 
presentes opcionalmente en al menos 8, 9 o 10 de los nucleótidos de la sonda. Los puentes de metileno pueden 60
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estar ausentes en algunos nucleótidos de la sonda. Más adelante, en el Ejemplo 1 (d), se presentan ejemplos de 
localizaciones exactas de puentes de metileno en secuencias de sonda. 

[0047] Uno de los descubrimientos clave fundamentales de la presente invención es que dichas sondas cortas de 
LNA pueden estar dirigidas a regiones de homología entre tipos de VPH oncogénicos, y se pueden hibridar con la 
suficiente especificidad como para permitir que se detecten de forma específica una gran gama de cepas de VPH 5
oncogénicas utilizando una única sonda o una pequeña cantidad de sondas, tal como 1, 2 o 3 sondas. Así, una 
sonda de acuerdo con la presente invención puede ser una sonda pan-VPH, capaz de hibridar con una pluralidad 
de VPH oncogénicos. Entre las cepas de VPH oncogénicas se incluyen VPH16, VPHI8, VPH31, VPH33, VPH33n, 
VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 o VPH68. Preferiblemente, las sondas 
pan-VPH de acuerdo con la invención tienen como objetivo una región del genoma del VPH en el gen EI, por 10
ejemplo, según se muestra a continuación en la Tabla 1. 

Tabla 1

Cepa de VPH Región objetivo del gen EI del VPH para la amplificación / detección (p. ej., en el 
canal de primera dirección 530nm FAM)

16 1081 - 1274

18 1134 - 1331

31 1087 - 1268

33 / 33n 976 - 1285

35 1082 - 1276

39 1115 - 1339

45 1123 - 1331

51 1103 - 1256

52 1083 - 1269

56 1104 - 1267

58 1077 - 1289

59 1172 - 1265

66 1104 - 1262

68 902 - 1137

Preferiblemente, las sondas 16/18 de acuerdo con la invención tienen como objetivo una región del genoma del 
VPH en el gen EI, por ejemplo, según se muestra a continuación en la Tabla 2.

15
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Tabla 2

Cepa de VPH Región objetivo del gen EI del VPH para la amplificación / detección (p. ej., en el 
canal de segunda dirección 560nm HEX)

16 909 -1051

18 959 -1097

[0048] Las sondas descritas en el presente documento se pueden proporcionar para su uso en la detección de 
VPH, incluyendo como parte de métodos de diagnóstico para detectar la presencia de VPH oncogénicos en 
muestras o para determinar de forma específica si una muestra de resultado positivo o negativo en VPH 
oncogénico. Una muestra puede ser cualquier material que pueda analizarse para VPH oncogénicos, como una 5
muestra que comprenda material biológico de un sujeto, p. ej., un paciente humano. El material biológico se puede 
obtener a partir de un frotis cervical. Preferiblemente, la muestra es una muestra de citología de base líquida de 
un frotis cervical humano. Las sondas se optimizan para su uso para detectar VPH mediante PCR en tiempo real.
Los cebadores adecuados para su uso en combinación con las sondas también se describen y representan otros 
aspectos de la invención. 10

[0049] Por consiguiente, un aspecto de la invención es un método para determinar si una muestra resulta positiva 
en VPH oncogénico, comprendiendo el método:

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una región objetivo de 
genomas de VPH oncogénicos, y una sonda pan-VPH marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación 
de la región objetivo,15

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y

medir una señal emitida desde la sonda pan-VPH marcada, 

donde la detección de la señal indica que la muestra da un resultado positivo en VPH oncogénico.

[0050] En el presente documento se describen ejemplos de sondas pan-VPH, como la molécula LNA marcada que 
comprende la secuencia ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o su complemento inverso. La sonda pan-VPH puede ser 20
una molécula marcada con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25). En el 
presente documento se describen también ejemplos de cebadores adecuados. Preferiblemente, los cebadores se 
destinan a la amplificación de una región objetivo de cualquiera de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, 
VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 o VPH68. El método puede comprender 
combinar la muestra con una combinación de cebadores para la amplificación de todos estos tipos de VPH, 25
permitiendo así la detección de cualquier tal VPH si está presente en la muestra. 

[0051] Debido a que la sonda pan-VPH puede ser una diseñada para detectar específicamente cualquier VPH que 
pertenezca a un conjunto concreto de VPH oncogénicos (p. ej., el conjunto de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, 
VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68), la detección de una señal 
desde la sonda pan-VPH marcada en un ensayo con todos estos cebadores indica por tanto que la muestra da 30
resultado positivo en al menos uno de estos VPH oncogénicos, mientras que la ausencia de una señal en estas 
circunstancias indica que la muestra da resultado negativo para estos VPH oncogénicos. La prueba puede no 
proporcionar una seguridad absoluta, en vista de los límites de detección del ensayo, descritos en los ejemplos 
más adelante, pero se ha observado que los métodos de la invención ofrecen una precisión y consistencia 
excelentes con métodos alternativos de análisis de VPH oncogénicos. Si se desea, se pueden combinar métodos 35
de la invención con una o más técnicas adicionales, como un examen visual de células en la muestra, para 
proporcionar una seguridad adicional respecto a la presencia o ausencia de VPH oncogénicos. 

[0052] El uso de una pluralidad de sondas de distinta especificidad de VPH puede ampliar el abanico de VPH 
detectados y/o proporcionar información acerca del tipo de VPH presente en la muestra. 
Por ejemplo, la sonda pan-VPH de la SEQ ID N.º 25 se puede unir más débilmente a la región objetivo de VPH33n 40
que a la región objetivo de otro VPH oncogénico, a causa de las diferencias en la secuencia del genoma de VPH33n 
en esta región. Por consiguiente, la invención proporciona una sonda complementaria para que VPH33n se hibride 
de manera más firme con la región objetivo en VPH33n. Los ejemplos de sondas 33n descritas en el presente 
documento comprenden la secuencia ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26) o su complemento inverso. La sonda 33n 
puede ser una molécula marcada con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 45
26). Puede ser una sonda LNA. Se puede combinar una sonda para VPH33n con una sonda pan-VPH en métodos 
de la invención. De forma conveniente, si ambas sondas se marcan de manera idéntica (p. ej., con el mismo 
fluorocromo), entonces emitirán una señal común (p. ej., fluorescencia con la misma longitud de onda). Por lo tanto, 
la detección de esta señal indica la presencia de cualquier VPH unido por la sonda pan-VPH o la sonda 33n, por 
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ejemplo, puede indicar la presencia de cualquier VPH oncogénico perteneciente al conjunto de VPH16, VPH18, 
VPH31, VPH33, VPH33n, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68.

[0053] Así, un método para determinar si una muestra resulta positiva en VPH oncogénico puede comprender 
además combinar la muestra con cebadores para la amplificación de una región objetivo de VPH33n, y una sonda 
33n marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación de la región objetivo, donde la sonda 33n y la sonda 5
pan-VPH presentan la misma marca. 

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y

medir una señal emitida desde la sonda marcada 33n o la sonda pan-VPH, donde

la detección de la señal indica que la muestra da un resultado positivo en VPH oncogénico.

[0054] Otro aspecto de la invención es un método para analizar de forma específica una muestra para VPH16 y/o 10
VPH18. La detección de estas cepas de VPH resulta de especial importancia, debido a que se cree que el VPH 16 
y el VPH 18 presentan el potencial oncogénico más elevado y se les relaciona con el riesgo más alto de cáncer 
cervical. Se puede llevar a cabo un método de detección de VPH16/18 de forma independiente, pero resulta 
ventajoso combinarlo con el método de detección pan-VPH descrito anteriormente para proporcionar la información 
adicional con respecto a si el VPH presente en la muestra es del tipo VPH 16 o VPH 18 o pertenece a una cepa 15
distinta del virus. 

[0055] Por consiguiente, el método para determinar si una muestra resulta positiva en VPH oncogénico puede 
comprender además determinar si la muestra resulta positiva en VPH16 o VPH18, y puede comprender:

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una región objetivo de los 
genomas de VPH16 y VPH18, y una sonda marcada de 16/18 capaz de emitir una señal tras la amplificación 20
de la región objetivo,

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y medir una señal de la sonda marcada de 16/18,

donde la detección de una señal indica que la muestra da un resultado positivo en VPH16 o VPH18.

[0056] En el presente documento se exponen ejemplos de sondas para VPH16 y VPH18, e incluyen una molécula 
de LNA que comprende la secuencia ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27) o su complemento inverso. 25

[0057] Para mejorar la resolución de la señal de VPH 16/18 desde la señal pan-VPH en un método de detección 
combinada, la sonda 16/18 puede estar marcada de manera distinta (p. ej., con un fluorocromo diferente), de tal 
forma que emita una señal distinta (p. ej., fluorescencia con una longitud de onda diferente) respecto a la sonda 
pan-VPH. 

[0058] En el método se pueden incluir, según se desee, controles positivos y/o negativos. Normalmente, llevar a 30
cabo un control positivo para la PCR en tiempo real comprenderá combinar la muestra con cebadores para la 
amplificación con PCR en tiempo real de una secuencia de ADN control (p. ej., de ADN humano) presente en la 
muestra, y una sonda control marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación de la secuencia de ADN 
control, proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real y medir una señal desde la sonda control, donde la 
detección de la señal indica que la PCR en tiempo real es funcional. Preferiblemente, conforme se represente en 35
los Ejemplos, los métodos de la invención se realizan en multiplex. Por lo tanto, las sondas multiplex (cualquiera 
de entre dos o más, o todas, de: sonda pan-VPH, sonda 33n, sonda 16/18 y la sonda control) y sus 
correspondientes cebadores para la PCR en tiempo real se pueden incluir en una única mezcla de reacción. El uso 
de marcas diferentes y la detección de señales con distintos canales (p. ej., fluorescencia con distintas longitudes 
de onda) permite distinguir las señales de distintas sondas. La mezcla de reacción contendrá tampones adecuados 40
y otros reactivos para la PCR en tiempo real. Se conocen ejemplos de reactivos y condiciones de reacción para la 
PCR, y se proporcionan en los Ejemplos. 

[0059] A continuación se presentan formas de realización de la invención. 

Ejemplo I. Forma de realización de la prueba de diagnóstico

[0060] En esta forma de realización, se determinó en una muestra de ensayo la presencia de todos los virus VPH 45
oncogénicos estudiados y la presencia de los tipos de VPH 16 y 18. 

[0061] Preferiblemente, la muestra control positiva se preparó a partir de una secuencia de nucleótidos de VPH 16 
y un fragmento de una secuencia de beta globina humana. 

[0062] Preferiblemente, se aplicaron una muestra control positiva y una muestra control negativa en cada ensayo.
En esta forma de realización, la muestra control positiva indica la exactitud de la reacción llevada a cabo (ausencia 50
de degradación de la muestra control positiva, actividad adecuada de los reactivos, perfil térmico correcto del 
dispositivo, ausencia de inhibición de la reacción). Una muestra control negativa permite verificar si se ha 
contaminado el eluido de ADN y los reactivos con material biológico que contenía VPH o productos de PCR 
amplificados durante el aislamiento de ADN y la preparación de la reacción de amplificación. En caso de detectar 
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una señal positiva en al menos un canal de detección para la muestra control negativa, significa que se ha 
contaminado la muestra control negativa o los reactivos. 

[0063] Asimismo, se utilizó un control interno (IC), comprendiendo un fragmento de una secuencia de beta globina, 
aplicado para confirmar si cada muestra de ensayo clínica contenía una cantidad de ADN suficiente, necesaria 
para detectar HR-VPH. Además, una señal desde el control interno indica un aislamiento del ADN llevado a cabo 5
de forma adecuada y la ausencia de inhibidores de reacción. Preferiblemente, la muestra control positiva 
comprende una secuencia del control interno. La muestra control negativa debería producir resultados negativos 
en tres canales de detección. 

1. Secuencias de cebadores, sondas y muestras control utilizadas de la invención

[0064]10

a) 

secuencia de oligonucleótidos del cebador para el primer canal FAM de 530 nm:

SEQ ID N.º: CEBADOR ORIENTACIÓN SECUENCIA DEL CEBADOR

1 VPH 16 F Directo 5'-GCACAGGAAGCAAAACAACATAG-3'

2 VPH 18 F Directo 5'-AGGT C CACAAT GAT GCACAAG-3'

3 VPH 33/33n F Directo 5'-CAGAAGATGAGGATGAAACAGCAG-
3'

4 VPH 31 F Directo 5'-GAGGAACATGCAGAGGCTGT-3'

5 VPH 35 F Directo 5'-ATGCACAGGAGGAGCAAACA-3'

6 VPH 39 F Directo 5'-GTGAGACAGCACAGGTACTTTTAC-
3'

7 VPH 45 F Directo 5'-C CAT GC GCAGGAAGTT CAG-3'

8 VPH 51 F Directo 5'-ACAAAGAGGCT GT GCAT CAG-3'

9 VPH 52 F Directo 5'-GAAGGGGAGGATGATTTACATGC-3'

10 VPH 56/66 F Directo 5'-GCAAGTACAAACAGCACAT GC-3'

11 VPH 58 F Directo 5'-AGCCCGAGCGTTGTTTAATG-3'

12 VPH 59 F Directo 5'-GGCCTT GTTTAATGTGCAGGAAG-3'

13 VPH 68 F Directo 5'-CAAACAGGT GACACAGT CT CAG-3'

14 VPH 16/31/33/ 33n/35/39/52 
/56/58/66R

Inverso 5'-GTATTGCCATACCCGCTGTCT-3'

15 VPH 18/45 R Inverso 5'-AACAGC CATAGC CACTAT CT GA-3'

16 VPH 51 R Inverso 5'-CTGTCCGGATAACTGTCCAGT-3'
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SEQ ID N.º: CEBADOR ORIENTACIÓN SECUENCIA DEL CEBADOR

17 VPH 59 R Inverso 5'-TGTCTGGCACTGTTAKTAACCTTC-
3'

18 VPH 68 R Inverso 5'-TCCTGTAATGGCGACTTTGCT-3'

donde «K» significa un cambio de base G/

b)

secuencia de oligonucleótidos del cebador para el segundo canal HEX de 560 nm:

SEQ ID N.º: CEBADOR ORIENTACIÓN SECUENCIA DEL CEBADOR

19 VPH 16 F HEX Directo 5'-TAATGGATGGTTTTATGTAGAGGCT-3'

20 VPH 16 R HEX Inverso 5'-CTGCCTGTGTTAAATAAT CATTAT-3'

21 VPH 18 F HEX Directo 5'-GGCTGGTTTTATGTACAAGCT-3'

22 VPH 18 R HEX Inverso 5'-CCTGTTCACAAAATGTTCCTT-3'

c)5

secuencia de oligonucleótidos del cebador para el tercer canal ROX de 610 nm - control interno:

SEQ ID N.º: CEBADOR ORIENTACIÓN SECUENCIA DEL CEBADOR

23 HBE1 IC F Directo 5'-GAGAACTTCAAGGTGAGTTCAGGT-3 '

24 HBE1 IC R Inverso 5'-GAAGTCTGCTGTTCTAACATCAAG-3'

d)

secuencia de oligonucleótidos de la sonda:

Sonda Secuencia de la sonda

HR-VPH (pan-VPH) SEQ ID N.º 29 5'-6FAM-A+C+T+T+T+C+G+T+TT-BHQ-1-3'

33n SEQ ID N.º: 30 5'-6FAM-A+C+T+T+T+C+G+C+TT-BHQ-1-3'

16/18 SEQ ID N.º: 31 5'-HEX-AT+AT+CW+GA+T+G+AC+G+AG-BHQ-1-3'

IC SEQ ID N.º: 32 5'-ROX-TGACATTAATTGAAGCTCATAATCTTATTG-BHQ-2-3'

donde «+» significa un nucleótido LNA que contiene un puente de metileno adicional en la desoxirribosa; «W» 
significa un cambio de base A/T. 
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2. Concentraciones aplicadas de cebadores y sondas en la mezcla de reacción de la invención

[0065]

a)

Las concentraciones finales de los cebadores en la mezcla de reacción para el primer canal FAM de 530 nm fueron:5

N.º CEBADOR Concentración final en la 
mezcla [pM]

Concentración inicial 
[pM]

1 VPH 16 F 0,22 4

2 VPH 18 F 0,22 4

3 VPH 31 F 0,22 4

4 VPH 33/33n F 0,22 4

5 VPH 35 F 0,22 4

6 VPH 39 F 0,22 4

7 VPH 45 F 0,22 4

8 VPH 51 F 0,22 4

9 VPH 52 F 0,22 4

10 VPH 56/66 F 0,22 4

11 VPH 58 F 0,22 4

12 VPH 59 F 0,22 4

13 VPH 68 F 0,22 4

14 VPH 
16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R

0,22 4

15 VPH 18/45 R 0,22 4

16 VPH 51 R 0,22 4

17 VPH 59 R 0,22 4

18 VPH 68 R 0,22 4
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b)

Las concentraciones finales de los cebadores en la mezcla de reacción para el segundo canal HEX de 560 nm 
fueron:

N.º CEBADOR Concentración final en la mezcla [pM] Concentración inicial [pM]

19 VPH 16 F HEX 0,06 8

20 VPH 16 R HEX 0,06 8

21 VPH 18 F HEX 0,06 8

22 VPH 18 R HEX 0,06 8

5
c)

Las concentraciones finales de los cebadores en la mezcla de reacción para el tercer canal ROX de 610 nm 
(control interno) fueron:

N.º CEBADOR Concentración final en la mezcla [pM] Concentración inicial [pM]

23 HBE1 IC F 0,2 8

24 HBE1 IC R 0,2 8

d)10

Las concentraciones finales de las sondas en la mezcla de reacción fueron:

N.º SONDA Concentración final en la mezcla [}iM] Concentración inicial [|iM]

25 HR-VPH 0,36 8

26 33n 0,36 8

27 16/18 0,06 8

28 IC 0,2 3,6

[0066] Se prepararon cantidades apropiadas de cebadores y sondas en las concentraciones expuestas 
anteriormente. 
Antes de preparar la mezcla, todos los ingredientes se agitaron con un vórtex y se centrifugaron. Posteriormente, 
la mezcla se dividió en porciones adecuadas, que se colocaron en tubos de ensayo. 15

3. Descripción del análisis Master MIX MabPROBE

[0067] Real-Time Master Mix MabProbe es una mezcla concentrada 2,083x para la PCR en tiempo real. Contiene 
una polimerasa Taq bloqueada con un anticuerpo monoclonal y otros ingredientes necesarios para la PCR en 
tiempo real. Los ingredientes de la mezcla se combinaron en proporciones adecuadas en la mezcla final, cuyo uso 
reduce el riesgo de contaminación y de error humano. El kit comprende:20

 Master MIX MabPROBE

 Una mezcla de sondas y cebadores
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 Una muestra control positiva

 Una muestra control negativa

 Agua

[0068] Composición de la mezcla Master MIX MabPROBE:

 Polimerasa Run Mab 0,104 U/[jl5

 Tampón de reacción: Tris-HCl 20,83 mM pH 8,0,
KC1 104 mM MgCl2 - 10,42 mM

 dNTPs - 2,75 mM (0,69 mM de cada dNTP)

 Estabilizadores de PCR

[0069] Todos los componentes del ensayo se deberían almacenar a -20°C en un lugar oscuro. Descongelar y 10
congelar de nuevo los componentes no provoca ningún deterioro de su actividad. Se deben transportar en hielo 
seco.

4. Protocolo de ensayo:

[0070]

a. Todos los ingredientes se deben colocar sobre hielo. Los cebadores, las sondas y la mezcla Master Mix 15
MabPROBE, la muestra control positiva y la muestra control negativa se deben agitar con un vórtex y centrifugar
brevemente. 

b. En la siguiente tabla, se muestran las cantidades de los ingredientes para una reacción. Para realizar más 
análisis, es necesario recalcular de forma adecuada la composición de la mezcla, teniendo en cuenta las 
muestras de ensayo, el control positivo y el control negativo. La adición de una enzima UNG en una disolución 20
de 1:200 es opcional, y se puede sustituir por agua. Se deben mezclar cantidades adecuadas de los 
componentes individuales en un tubo de ensayo de 1,5 ml del tipo Eppendorf, y a continuación la mezcla 
resultante se debe agitar con un vórtex y centrifugar brevemente. 

Composición de la mezcla para una única reacción en 25 jil

Ingredientes Cantidad para 
una reacción 
en 25 j_il

Master MIX MAB 12

CEBADORES+SONDAS 6

H20 u opcionalmente 1IHNTG (1:200) 1

ADN 6

Tiempo Temperatura °C Número de 
ciclos

Hidrólisis de UNG 20 minutos 37 °C 1

Desnaturalización 15 minutos 95 °C 1

Amplificación 20 segundos

75 segundos

95 °C

60 °C

40-50*

se debe 
optimizar el 
número de 
ciclos
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Ingredientes Cantidad para 
una reacción 
en 25 j_il

Tiempo Temperatura °C Número de 
ciclos

Enfriamiento 30 segundos 37 °C 1

El ensayo se verificó con los siguientes aparatos:

[0071] LightCycler 2.0, LightCycler Roche 96, LightCycler Roche 480, Biorad CFXTouch Los dispositivos, que 
necesitan una compensación del color, los proporciona el fabricante del ensayo con un archivo en el formato 
correcto o un kit de tintes para la compensación propia.

5. Interpretación de los resultados5

[0072] De acuerdo con la invención, la presencia del virus en una muestra específica se demuestra mediante la 
amplificación de un producto que comprende su par específico de cebadores. 
1 La enzima UNG no se proporciona con el kit. Se puede adquirir a través de la empresa Fermentas en una 
concentración de 1 (J.1/U.

10
[0073] La cantidad recomendada de matriz ADN es de 10 pg-1 jag. El volumen máximo del eluido de ADN añadido 
es de 6 jal. La cantidad y el volumen del eluido de ADN añadido depende del aislamiento de ADN y es objeto de 
optimización. En caso de que las cantidades añadidas sean menores de 6 jal, la cantidad que falta se debe 
reemplazar con agua.

c. Colocar 19 [j,l de la mezcla en tubos de ensayo destinados al aparato utilizados para realizar la reacción. 15

d. A continuación, añadir sucesivamente a cada tubo 6 jal del control positivo de ADN del ensayo y del control 
negativo, repipeteando varias veces. La mezcla preparada de esta forma se debe centrifugar brevemente. 

e. Colocar las muestras en un termociclador.
Programa del termociclador: 

[0074] En la presente forma de realización, el producto de reacción, que indica la presencia de un virus VPH, se 20
identificó por medio de un análisis de una curva de crecimiento logarítmica formada como resultado del cambio de
fluorescencia observado en la muestra de ensayo. Las muestras positivas se caracterizaron por un aumento 
logarítmico del nivel de fluorescencia con respecto al nivel relativamente constante de fluorescencia en las 
muestras negativas. Preferiblemente, el análisis se realizó utilizando controles apropiados: negativo, positivo e 
interno. La imagen resultante se muestra en las figuras 1-3.25

[0075] En la figura 1, se presentan los resultados de una PCR en tiempo real para todos los tipos de VPH de 
ensayo oncogénicos, preferiblemente utilizando una muestra control positiva, una muestra control negativa y 
positiva y una muestra clínica negativa. De acuerdo con la forma de realización de la invención, la presencia o 
ausencia de VPH oncogénico en las muestras examinadas se lee en un canal de detección de 530 nm. Un 
incremento logarítmico del producto de PCR en la muestra clínica positiva indica la presencia de al menos uno del 30
grupo de todos los tipos de VPH oncogénicos investigados. La ausencia de crecimiento logarítmico del producto 
de PCR en la muestra clínica negativa demuestra una ausencia de VPH oncogénicos. Preferiblemente, se aplicó 
una muestra control positiva y negativa en el canal de detección de 530 nm. Para facilitar la interpretación de los 
resultados, es preferible una comparación de la muestra control con muestras de ensayo clínicas. 

[0076] En la figura 2, se presentan los resultados de una PCR en tiempo real para los tipos de VPH 16 y 18, 35
preferiblemente utilizando una muestra control positiva, una muestra control negativa y positiva y una muestra 
clínica negativa. De acuerdo con la forma de realización de la invención, la presencia o ausencia de VPH 16 o 18 
en las muestras examinadas se lee en un canal de detección de 560 nm. Un incremento logarítmico del producto 
de PCR en la muestra clínica positiva indica la presencia de al menos uno de los tipos de VPH 16 y 18 oncogénicos 
investigados. La ausencia de crecimiento logarítmico del producto de PCR en la muestra clínica negativa 40
demuestra una ausencia de VPH 16 y 18 oncogénicos. Preferiblemente, se aplicó una muestra control positiva y 
negativa en el canal de detección de 560 nm. Para facilitar la interpretación de los resultados, es preferible una 
comparación de la muestra control con muestras de ensayo clínicas.

[0077] En la figura 3, se presentan los resultados de una PCR en tiempo real para el control interno (IC), 
preferiblemente utilizando una muestra control positiva, una muestra control negativa y positiva y una muestra 45
clínica negativa. De acuerdo con la forma de realización de la invención, la presencia o ausencia del control interno 
(IC) en las muestras examinadas se lee en un canal de detección de 610 nm. Un crecimiento logarítmico del 
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producto de PCR en la muestra control positiva y en las muestras clínicas positiva y negativa indica la presencia 
de un fragmento de beta globina humana y pruebas para el trascurso correcto de la reacción y la cantidad de ADN 
adecuada necesaria para detectar todos los tipos de VPH oncogénicos investigados. Es de esperar una ausencia 
de crecimiento logarítmico del producto de PCR en la muestra clínica negativa, lo cual sugiere ausencia de 
contaminación con ADN humano o el producto de PCR amplificado. Para facilitar la interpretación de los resultados, 5
es preferible una comparación de la muestra control con muestras de ensayo clínicas.

[0078] La presente forma de realización no es un ejemplo que limite el alcance de la invención. El producto de 
reacción puede ser identificado mediante cualquier método conocido por expertos en la materia. 

[0079] Preferiblemente, se puede secuenciar para identificar cualquier secuencia específica del virus presente en 
la muestra examinada. 10
A continuación se presenta un ejemplo de producto de PCR obtenido a partir del par de cebadores VPH 16 F y 
VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R (SEQ ID N.º 43): 

VPH 16 F 

VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R15

Ejemplo II. Evaluación de la eficacia de distintos kits de cebadores y sondas moleculares para la detección 
de tipos de VPH oncogénicos

[0080] El primer paso implicó una modificación de la composición de los cebadores y sondas moleculares descritas 
anteriormente, para separar un canal de detección adicional para VPH 16/18. De acuerdo con los datos 
epidemiológicos, VPH 16 y VPH 18 se caracterizan por el elevado potencial oncológico y riesgo de desarrollo de 20
cáncer cervical en mujeres infectadas. Por consiguiente, se recomienda que los ensayos de VPH utilizados para 
fines clínicos y, en concreto, para pruebas de cribado basado en la población permitan no solo identificar una 
infección con VPH oncogénicos, sino también determinar la presencia de VPH 16/18 en la muestra examinada. 
Por lo tanto, se diseñó un kit adicional de cebadores y una sonda molecular que permitía la distinción de VPH 
16/18 en una única reacción con un sistema para un grupo de todos los tipos de VPH oncogénicos y un control 25
interno. Como resultado de los estudios llevados a cabo, se obtuvieron 4 cebadores para VPH 16 y VPH 18 y una 
sonda corta TaqMan-LNA marcada con tinte fluorescente HEX, permitiendo la detección de amplicones en el canal 
de 560 nm. La región EI del genoma de VPH, situada a una distancia aproximada de 700 bp de la región de 
consenso para todos los tipos de VPH oncogénicos se seleccionó como secuencia objetivo para los cebadores y 
una sonda LNA común. En este caso, el sistema de control interno se modificó favorablemente para la PCR en 30
tiempo real. Se eliminó el nucleótido sintético en favor de un gen humano de referencia para la beta globina. Se 
diseñaron 2 cebadores y una sonda TaqMan marcada con tinte ROX (canal de detección de 610 nm) para la 
amplificación en una única etapa de este gen junto con partículas de VPH, potencialmente presentes en la muestra.
Como resultado, la mezcla de reacción objetivo contenía 26 cebadores y 4 sondas moleculares. Como 
consecuencia de la realización del ensayo en muestras citológicas previamente genotipadas, no se observó ningún 35
producto del tipo cebador-dímero ni otro producto no específico de la amplificación de PCR. 

[0081] El objetivo del análisis era confirmar si la configuración seleccionada de cebadores y sondas LNA-TaqMan 
se caracterizaba por la más alta eficacia en la detección de tipos de VPH oncogénicos en material citológico clínico.
Se llevaron a cabo análisis comparativos del nuevo ensayo que comprendía un sistema potencialmente óptimo de 
cebadores y sondas mediante la evaluación de parámetros tales como la sensibilidad y especificidad de la 40
detección de tipos de VPH oncogénicos, el umbral de detección de tipos de VPH individuales, incluidos todos los 
tipos oncogénicos, y la correlación de los resultados obtenidos con el ensayo de VPH validado clínicamente 
PapilloCheck (Greiner Bio-One), que está aprobado para su uso clínico con el certificado CE-IVD.

[0082] El análisis comprende 1256 pares de los resultados del nuevo ensayo para la presencia de tipos de VPH 
oncogénicos (hrVPH) y del ensayo validado PapilloCheck. El material se obtuvo a partir de mujeres residentes en 45
la provincia de Zachodniopomorskie y en la provincia de Wielkopolska, quienes se presentaron para exámenes 
citológicos preventivos rutinarios, incluyendo 720 (57,3 %) pacientes con resultados citológicos normales y 536 
(42,7 %) mujeres seleccionadas cuyo examen citológico reveló la presencia de células epiteliales anormales, 
pertenecientes a las categorías de diagnóstico ASC-US (n=249; 19,8 %), ASC-H (n=20; 1,6 %), L-SIL (n=232; 18,5 
%) y H-SIL (n=34; 2,7 %) y L-SIL/H- SIL (n=1; 0,1 %). La edad media de las mujeres examinadas era de 33,4 ± 9,6 50
años de edad (rango: 16-66 años). Se aisló ADN para la PCR en tiempo real a partir de muestras citológicas (frotis 
cervicales) recogidas en un medio líquido SurePath (Becton Dickinson), utilizando un cepillo Cervex Brush Combi 
(Rovers). El aislamiento de ADN se realizó de forma automática utilizando cuentas magnéticas en un aparato 
NucliSense EasyMAG (Biomerieux). La amplificación de ADN se llevó a cabo en un aparato Light Cycler 96 
(Roche). Se evaluaron cubreobjetos citológicos de capa fina, preparados utilizando un robot PrepStain (Becton 55
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Dickinson), por parte de un equipo experimentado de citomorfólogos y patólogos utilizando cribado asistido por 
ordenador (sistema Focal Point GS, Becton Dickinson). Los resultados de los exámenes citológicos y de genética 
molecular llevados a cabo utilizando hrVPH y ensayos PapilloCheck se sometieron a un análisis estadístico. Se 
determinó el umbral de detección para los VPH seleccionados (un número mínimo de copias de 
partículas/genomas virales) en el ensayo hrVPH diseñado. Para este fin, se adquirieron materiales de referencia 5
de VPH16 y VPH18 con un número conocido de copias de los virus mencionados (1er Estándar Internacional para 
el Virus del Papiloma Humano, National Institute for Biological Standards and Control, Reino Unido). 

[0083] Se realizaron 11 disoluciones en serie de estándares de VPH16 y VPH18 para determinar las curvas 
estándar en tres series de repeticiones con el fin de definir los siguientes umbrales de detección utilizando PCR en 
tiempo real: 10

Estándar de VPH16: Canal HR-VPH (FAM) - disolución control 1:128 - 2 x 104 copias del virus canal VPH 16/18 
(HEX) - disolución control 1:20 48 - 3,33 x 103 copias del virus

Estándar de VPH18: Canal HR-VPH (FAM) - disolución control 1:128 - 5 x 104 copias del virus canal VPH 16/18 
(HEX) - disolución control 1:2048 - 1,92 x 103 copias del virus

[0084] Cabe destacar que el umbral de detección para VPH 16/18 en el segundo canal de detección es inferior en 15
comparación con el grupo de todos los VPH oncogénicos en el primer canal de detección, lo cual parece ser un 
fenómeno favorable en lo que respecta a la eficacia clínica de los tipos de VPH del ensayo (objetivos con un mayor 
potencial oncogénico). También debe subrayarse que al tener en cuenta los coeficientes de correlación 
anteriormente descritos del nuevo ensayo y el ensayo de referencia PapilloCheck, se puede concluir que el umbral 
de detección de tipos de VPH oncogénicos es similar para ambos ensayos.20

[0085] También se evaluaron las posibles reacciones cruzadas de los componentes del ensayo hrVPH con otros 
microorganismos. Para este fin, basándose en una revisión de la bibliografía disponible (incluyendo: P. Gajer et 
al:.Temporal dynamics of the Human vaginal microbiota, Science Translational Medicine 2012, 4, 
132ra52; S.S.Witkin, W.J. Ledger: Complexities of the uniquely human vagina.Science Translational Medicine 
2012, 4, 132fsll),se seleccionaron 42 cepas bacterianas, residentes fisiológicas típicas del aparato reproductor 25
femenino, y patógenes que causan las infecciones más comunes del sistema genitourinario. Las cepas de 
referencia de las bacterias seleccionadas se adquirieron en el ATCC: The Global Bioresource Center, y 
comprendían: Escherichia coli ATCC 11775, Escherichia coli ATCC 8739, Proteus vulgaris ATCC 6380, Proteus 
mirabilis ATCC 7002, Staphylococcus epidermidis ATCC 49461, Streptococcus agalactiae (B) ATCC 
12386, Listeria monocytogenes (4e) ATCC 19118, Listeria monocytogenes (4e) ATCC 19118, Listeria innocua (6a) 30
ATCC 33090, Lactobacillus gasseri ATCC 19992, Lactococcus lactis ATCC 19435, Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356, Candida albicans ATCC 10231, Corynebacterium urealyticum ATCC 43044, Oligella 
urethralisATCC 17960, Aerococcus viridans ATCC 700406, Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226, Gardnerella 
vaginalis ATCC 14018, Veillonella parvula ATCC 10790, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 
25586, Gemella morbillorum ATCC 27824, Actinomyces odontolyticus ATCC 17929, Peptostreptococcus 35
anaerobiusATCC 27337, Parvimonas micra ATCC 33270, Ureaplasma parvumATCC 27813, Peptoniphilus 
asaccharolyticus ATCC 14963, Finegoldia magna ATCC 29328, Porphyromonas levii ATCC 29147, Prevotella 
loescheii ATCC 15930.

[0086] Durante el transcurso de los experimentos realizados, no se obtuvo ninguna reacción cruzada entre el 
sistema diseñado de cebadores y sondas y los microorganismos mencionados anteriormente en el ensayo hrVPH. 40

[0087] Para concluir: el estudio resultó en el desarrollo de un kit óptimo de cebadores y mezcla de reacción 
favorables para una amplificación en una única etapa de tipos de VPH oncogénicos, VPH 16/18 y un control interno 
en tres canales de detección. 
Se realizaron estudios comparativos de la correlación del nuevo ensayo con los resultados del ensayo de referencia 
(PapilloCheck) en el grupo de 1256 mujeres para un posterior análisis estadístico. 45
Se obtuvo un umbral de detección deseado desde el punto de vista clínico para VPH 16/18 y otros tipos de VPH 
oncogénicos similar al ensayo de referencia. 
No se observaron reacciones cruzadas del nuevo ensayo con otros microorganismos presentes en el aparato 
reproductor femenino, lo cual demuestra la elevada especificidad del ensayo. 

Ejemplo III. Estadística y análisis de los resultados para la eficacia del nuevo ensayo de HR-VPH para 50
detectar la presencia de virus VPH oncogénicos

[0088] Para determinar el valor diagnóstico del nuevo ensayo para HR-VPH, se midió su sensibilidad y 
especificidad en relación con el ensayo validado PapilloCheck (Greiner Bio-One). Se partió del supuesto de que 
este último ensayo se caracteriza por una precisión de diagnóstico óptima para infecciones de HR-VPH, incluidos 
VPH 16/18, como bien se describe en la bibliografía. Por lo tanto, se utilizó como referencia para el nuevo ensayo.55
Además, se determinaron los coeficientes de correlación para ambos ensayos. Este es un procedimiento estándar 
para aplicar en el caso de validación de pruebas cualitativas, que permite determinar si el estándar de referencia 
utilizado actualmente podría ser sustituido por un nuevo instrumento. El análisis se llevó a cabo basándose en los 
resultados de exámenes citológicos y de genética molecular, obtenidos por medio del NZOZ Meditest. 
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[0089] El nivel de correlación entre los resultados de los nuevos ensayos y los resultados del ensayo de referencia 
se basó en el valor del coeficiente de correlación tau b de Kendall. La sensibilidad y la especificidad del nuevo 
ensayo en comparación con el ensayo de referencia, entendidas como el porcentaje de los resultados de positivos 
verdaderos y negativos verdaderos, respectivamente, se evaluó basándose en el análisis ROC. Todos los cálculos 
estadísticos se llevaron a cabo utilizando el paquete de software Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, Estados 5
Unidos).

Detección de HR-VPH en la totalidad del grupo examinado

[0090] Se analizó un total de los resultados de 1256 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 630 (50,2 %) 
resultados positivos y 626 (49,8 %) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 647 (51,5 %>) resultados 
positivos y 609 (48,5 %>) resultados negativos.10

Prueba/resultado Ensayo de referencia –
resultado positivo

Ensayo de referencia –
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

612 18 630

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

35 591 626

Total 647 609 1256

[0091] En el caso de 18 (2,9 %) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 
negativo. En el caso de 35 (5,6 %>) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,9159327.

[0092] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 94,6 %> y una 
especificidad del 97,0 % en comparación con el ensayo de referencia. 15

Detección de VPH 16/18 en la totalidad del grupo examinado

[0093] Se analizó un total de los resultados de 1256 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 230 (18,3 %>) 
resultados positivos y 1026 (81,7 %>) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 238 (18,9 %>) 
resultados positivos y 1018 (81,1 %) resultados negativos.

Prueba/resultado Ensayo de referencia –
resultado positivo

Ensayo de referencia –
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

223 7 230

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

15 1011 1026

Total 238 1018 1256

[0094] En el caso de 7 (3,0 %) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 20
negativo. En el caso de 15 (1,5 %) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,9424401.

[0095] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 93,1 % y una 
especificidad del 99,3 % en comparación con el ensayo de referencia.

Detección de HR-VPH en el grupo con citología normal25

[0096] Se analizó un total de los resultados de 720 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 154 (21,4 %>) 
resultados positivos y 566 (78,6 %>) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 165 (22,9 %>) 
resultados positivos y 555 (77,1 %>) resultados negativos.
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Prueba/resultado Ensayo de referencia -
resultado positivo

Ensayo de referencia -
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

145 9 154

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

20 546 566

Total 165 555 720

[0097] En el caso de 9 (5,8 %>) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 
negativo. En el caso de 20 (3,5 %>) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,8841279.

[0098] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 87,9 % y una 
especificidad del 98,4 % en comparación con el ensayo de referencia.5

Detección de VPH 16/18 en el grupo con citología normal

[0099] Se analizó un total de los resultados de 720 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 52 (7,2 %>) 
resultados positivos y 668 (92,8 %>) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 53 (7,4 %) resultados 
positivos y 667 (92,6 %) resultados negativos.

Prueba/resultado Ensayo de referencia –
resultado positivo

Ensayo de referencia –
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

49 3 52

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

4 664 668

Total 53 667 720

[0100] En el caso de 3 (5,8 %>) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 10
negativo. En el caso de 4 (0,6 %>) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,9281394.

[0101] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 92,5 % y una 
especificidad del 99,6 % en comparación con el ensayo de referencia.

Detección de HR-VPH en el grupo con citología anormal (ASC-US mínimo)15

[0102] Se analizó un total de los resultados de 536 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 476 (88,8 %>) 
resultados positivos y 60 (11,2 %) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 482 (89,9 %>) resultados 
positivos y 54 (10,1 %>) resultados negativos.

Prueba/resultado Ensayo de referencia -
resultado positivo

Ensayo de referencia –
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

467 9 476

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

15 45 60

Total 482 54 536
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[0103] En el caso de 9 (1,9 %) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 
negativo. En el caso de 15 (25,0 %) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,7658275.

[0104] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 96,9 % y una 
especificidad del 83,3 % en comparación con el ensayo de referencia.5

Detección de VPH 16/18 en el grupo con citología anormal (ASC-US mínimo)

[0105] Se analizó un total de los resultados de 536 pares de ensayos. El nuevo ensayo produjo 178 (33,2 %>) 
resultados positivos y 358 (66,8 %>) resultados negativos. El ensayo de referencia produjo 185 (34,5 %>) 
resultados positivos y 351 (65,5 %>) resultados negativos.

Prueba/resultado Ensayo de referencia -
resultado positivo

Ensayo de referencia -
resultado negativo

Total

Nuevo ensayo - resultado 
positivo

174 4 178

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

11 347 358

Total 185 351 536

[0106] En el caso de 4 (2,2 %) resultados positivos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un resultado 10
negativo. En el caso de 11 (3,1 %>) resultados negativos del nuevo ensayo, el ensayo de referencia produjo un 
resultado positivo. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para ambos ensayos fue de b=0,9379317.

[0107] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por una sensibilidad del 94,1 % y una 
especificidad del 98,9 % en comparación con el ensayo de referencia.

Conclusiones15

[0108] El análisis de coeficientes tau b de Kendall reveló que los resultados del nuevo ensayo se caracterizaban 
por una correlación muy elevada con los resultados del ensayo de referencia PapilloCheck dentro del alcance de 
la detección de HR-VPH, con un intervalo del 76,6 % al 91,5 %. Se obtuvo un nivel de correlación incluso más 
elevado, cercano al umbral ideal del 95 % (de 92,8 %> a 94,2 %>) para la detección de VPH 16/18. La elevada 
precisión de diagnóstico del nuevo ensayo se ve confirmada por su alta sensibilidad (del 87,9 % al 96,9 % para 20
hrVPH y del 92,5 % al 94,1 % para VPH 16/18) y especificidad (del 83,3 % al 98,4 % para HR-VPH y del 98,9 % al 
99,3 % para VPH 16/18). La especificidad muy elevada del nuevo ensayo para la detección de VPH 16/18 merece 
una atención especial; los valores obtenidos demuestran que un resultado negativo del ensayo excluye la presencia 
de infección por VPH 16 o VPH 18 con una probabilidad de casi el 100 %. El hecho de que se observara un alto 
nivel de correlación, sensibilidad y especificidad del nuevo ensayo en ambos subgrupos de pacientes con 25
resultados de examen citológico normales y anormales confirma la versatilidad de este método. Para concluir:
Como resultado de las investigaciones llevadas a cabo, se obtuvo una correlación muy elevada de los resultados 
del ensayo hrVPH, de acuerdo con la invención, con los resultados del ensayo de referencia comercial clínicamente 
validado (PapilloCheck), y se confirmó la elevada sensibilidad y especificidad del ensayo hrVPH, de acuerdo con 
la invención, con respecto al ensayo de referencia (PapilloCheck). 30

Determinación de la eficacia clínica del nuevo ensayo de HR-VPH para detectar lesiones precancerosas y 
cáncer cervical

[0109] Se realizó un estudio clínico basado en la población, que implicó a 5000 mujeres, utilizando el nuevo ensayo 
de hrVPH en muestras de citología del cuello uterino recogidas en un medio líquido SurePath para su posterior 
análisis estadística de correlación con una imagen de microscopio y se determinó la eficacia clínica del nuevo 35
ensayo. 

[0110] El análisis tenía como objetivo determinar la utilidad clínica del nuevo ensayo de hrVPH en exámenes 
preventivos y en el diagnóstico de lesiones precancerosas y cáncer cervical. Para determinar la eficacia de 
diagnóstico del nuevo ensayo, se examinó a un grupo amplio de mujeres que se presentaron a exámenes 
citológicos rutinarios, suponiendo una parte de la profilaxis del cáncer cervical. Se determinó la correlación de los 40
resultados de genética molecular obtenidos con la imagen de microscopio de cubreobjetos citológicos en un medio 
líquido, preparado utilizando el método normalizado SurePath de la empresa Becton Dickinson, y fue evaluada por 
parte de citomorfólogos y patólogos de acuerdo con el sistema de clasificación Bethesda de 2001. Con el fin de 
obtener una mayor objetivación de la evaluación microscópica, los cubreobjetos se evaluaron posteriormente 
utilizando un cribado automático asistido por ordenador (sistema FocalPoint de la empresa Becton Dickinson). 45
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[0111] El análisis incluía 5000 pares de los resultados del nuevo ensayo para la presencia de HR-VPH y los 
resultados de exámenes citológicos en un medio líquido. El material se obtuvo a partir de sucesivas mujeres de la 
provincia de Zachodniopomorskie y de la provincia de Wielkopolska, quienes se presentaban a exámenes 
citológicos rutinarios. Se excluyó del análisis a pacientes a las que se les había solicitado pruebas para determinar 
la presencia de HR-VPH por el médico que les atendió y a mujeres con un historial de anomalías ginecológicas y 5
oncológicas. La edad media de las mujeres examinadas era de 33,6 ± 10,1 años de edad (rango: 16-67 años). Los 
resultados del examen citológico comprendieron 4285 (96,5 %) preparaciones normales (sin células epiteliales 
anormales), 77 (1,55 %) preparaciones con lesiones correspondientes a ASC-US, 6 (0,1 %) preparaciones con 
lesiones correspondientes a ASC-H, 77 (1,55 %) preparaciones con lesiones correspondientes a L-SIL y 15 (0,3 
%) preparaciones con lesiones correspondientes a H-SIL. 10

[0112] De forma similar a como se ha descrito anteriormente, se aisló ADN para la PCR en tiempo real a partir de 
muestras citológicas (frotis cervicales) recogidas en un medio líquido SurePath (Becton Dickinson), utilizando un 
cepillo Cervex Brush Combi (Rovers). El aislamiento de ADN se realizó de forma automática utilizando cuentas 
magnéticas en un aparato NucliSense EasyMAG (Biomerieux). Se preparó una PCR utilizando una estación de 
pipeteo automático PIRO (Domier LTF). La amplificación de ADN se llevó a cabo en un aparato Light Cycler 96 15
(Roche). Conforme a lo mencionado anteriormente, se evaluaron cubreobjetos citológicos de capa fina, preparados 
utilizando un robot PrepStain (Becton Dickinson), por parte de un equipo experimentado de citomorfólogos y 
patólogos utilizando cribado asistido por ordenador (sistema Focal Point GS, Becton Dickinson). Los resultados de 
los exámenes citológicos y de genética molecular se sometieron a un análisis estadístico. 

Estadística y análisis de los resultados de la eficacia clínica del nuevo ensayo de HR-VPH para detectar 20
lesiones precancerosas y cáncer cervical

[0113] Para determinar la utilidad clínica del nuevo ensayo para HR-VPH, se emplearon los valores del valor 
predictivo positivo (PPV) y negativo (NPV) en relación con el examen citológico en un medio líquido (SurePath, 
Becton Dickinson). Así, se determinó la probabilidad de obtener un resultado anormal de un examen citológico en 
pacientes que presentan un resultado positivo del nuevo ensayo y un resultado normal de un examen citológico 25
con un resultado negativo de la prueba para la presencia de HR-VPH. En caso de que se confirme un valor 
predictivo negativo elevado del nuevo ensayo, su resultado negativo permitiría la renuncia a un examen citológico, 
y su resultado positivo podría suponer un criterio para llevarlo a cabo. 

[0114] El nivel de correlación entre los resultados del nuevo ensayo hrVPH y los resultados del examen citológico 
se basó en el valor del coeficiente de correlación tau b de Kendall. Se evaluó el valor predictivo positivo (PPV, la 30
probabilidad de un resultado anormal de un examen citológico en un individuo con un resultado positivo del ensayo 
para la presencia de HR-VPH) y el valor predictivo negativo (NPV, la probabilidad de un resultado normal de un 
examen citológico en un individuo con un resultado negativo del ensayo para la presencia de HR-VPH) mediante 
el análisis ROC. Todos los cálculos estadísticos se llevaron a cabo utilizando el paquete de software Statistica 10 
(StatSoft, Tulsa, Oklahoma, Estados Unidos).35

Detección de HR-VPH frente a un resultado anormal del examen citológico (mínimo ASCUS)

[0115] Se analizó un total de los resultados de 5000 pares de ensayos hrVPH y exámenes citológicos. El nuevo 
ensayo produjo 403 (8,1 %) resultados positivos y 4597 (91,9 %) resultados negativos. Los resultados del examen 
citológico comprendieron 175 (3,5 %) cubreobjetos anormales y 4825 (96,5 %) cubreobjetos normales.

Prueba/resultado Citología no normal (min. ASCUS) Citología normal Total

Nuevo ensayo - resultado positivo 168 235 403

Nuevo ensayo - resultado negativo 7 4590 4597

Total 175 4825 5000

En el caso de 235 (58,3 %) pacientes con un resultado positivo del nuevo ensayo, el examen citológico produjo un 40
resultado normal. En el caso de 7 (0,2 %) pacientes con un resultado negativo del nuevo ensayo, el examen 
citológico produjo un resultado anormal. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para el ensayo de presencia 
de HR-VPH y el resultado de un examen citológico fue b=0,6152294.
El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por un valor predictivo positivo (PPV) de 41,7 % y 
un valor predictivo negativo (NPV) de 99,8 %, en comparación con los resultados de un examen citológico. 45

Detección de HR-VPH frente a un resultado anormal del examen citológico (H-SIL)

[0116] Se analizó un total de los resultados de 5000 pares de ensayos hrVPH y exámenes citológicos. El nuevo 
ensayo produjo 403 (8,1 %) resultados positivos y 4597 (91,9 %) resultados negativos. Los resultados del examen 
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citológico comprendieron 15 (0,3 %) cubreobjetos con lesiones correspondientes a H-SIL y 4985 (99,7 %>) 
cubreobjetos normales o cubreobjetos con una intensidad inferior a la de H-SIL.

Prueba/resultado Citología no normal (H-SIL) Citología normal Total

Nuevo ensayo - resultado positivo 15 388 403

Resultado negativo del nuevo ensayo 0 4597 4597

Total 15 4985 5000

[0117] En el caso de 388 (96,3 %) pacientes con un resultado positivo del nuevo ensayo, el examen citológico no 
reveló lesiones correspondientes a H-SIL. En pacientes con un resultado negativo del nuevo ensayo, el examen 
citológico no reveló lesiones correspondientes a H-SIL. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para el ensayo 5
de presencia de HR-VPH y el resultado de un examen citológico fue b=0,1852669.

[0118] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por un valor predictivo positivo (PPV) de 3,7 
% y un valor predictivo negativo (NPV) de 100,0 %, en comparación con los resultados de un examen citológico.

Detección de VPH 16/18 frente a un resultado anormal del examen citológico (mínimo ASCUS)

[0119] Se analizó un total de los resultados de 5000 pares de ensayos y exámenes citológicos. El nuevo ensayo 10
produjo 169 (3,4 %) resultados positivos y 4831 (96,6 %) resultados negativos. Los resultados del examen 
citológico comprendieron 175 (3,5 %) cubreobjetos anormales y 4825 (96,5 %) cubreobjetos normales.

Prueba/resultado Citología no normal (min. ASCUS) Citología normal Total

Nuevo ensayo - resultado positivo 71 98 169

Nuevo ensayo - resultado negativo 104 4727 4831

Total 175 4825 5000

[0120] En el caso de 98 (58,0 %) pacientes con un resultado positivo del nuevo ensayo, el examen citológico 
produjo un resultado normal. En el caso de 104 (2,2 %) pacientes con un resultado negativo del nuevo ensayo, el 
examen citológico produjo un resultado anormal. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para el ensayo de 15
presencia de VPH 16/18 y el resultado de un examen citológico fue b=0,3919416.

[0121] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por un valor predictivo positivo (PPV) de 42,0 
% y un valor predictivo negativo (NPV) de 97,8 %, en comparación con los resultados de un examen citológico.

Detección de VPH 16/18 frente a un resultado anormal del examen citológico (H-SIL)

[0122] Se analizó un total de los resultados de 5000 pares de ensayos y exámenes citológicos. El nuevo ensayo 20
produjo 169 (3,4 %) resultados positivos y 4831 (96,6 %) resultados negativos. Los resultados del examen 
citológico comprendieron 15 (0,3 %) cubreobjetos con lesiones correspondientes a H-SIL y 4985 (99,1 %) 
cubreobjetos normales o cubreobjetos con una intensidad inferior a la de H-SIL.

Prueba/resultado Citología no normal (H-
SIL)

Citología normal o H-SIL(-
)

Total

Nuevo ensayo - resultado positivo 10 159 169

Nuevo ensayo - resultado 
negativo

5 4826 4831

Total 15 4985 5000
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[0123] En el caso de 159 (94,1 %) pacientes con un resultado positivo del nuevo ensayo, el examen citológico no 
reveló lesiones correspondientes a H-SIL. En 5 (0,1 %) pacientes con un resultado negativo del nuevo ensayo, el 
examen citológico reveló lesiones correspondientes a H-SIL. El coeficiente de correlación tau b de Kendall para el 
ensayo de presencia de HR-VPH y el resultado de un examen citológico fue b=0,1921027.

[0124] El análisis ROC mostró que el nuevo ensayo se caracterizaba por un valor predictivo positivo (PPV) de 5,9 5
% y un valor predictivo negativo (NPV) de 99,9 %, en comparación con los resultados de un examen citológico.

Conclusiones

[0125] El análisis del valor clínico del nuevo ensayo reveló que se caracterizaba por un valor predictivo negativo 
óptimo (del 97,8 % al 100 %), comparado con el resultado del examen citológico en un medio líquido. En concreto, 
se obtuvieron valores NPV altos (100 %) para el resultado negativo para HR-VPH y un 99,9 % para el resultado 10
negativo para VPH 16/18 con respecto a las lesiones precancerosas (H-SIL). El valor inferior del valor predictivo 
positivo es totalmente entendible debido a que no todas las anormalidades citológicas deben ir acompañadas por 
una infección de VPH activa, especialmente en el grupo de diagnósticos citológicos de los tipos ASC-US y ASC-
H. Se espera que se puedan alcanzar coeficientes todavía más favorables del valor predictivo para el ensayo 
hrVPH en comparación con la citología tradicional, que se caracteriza por una efectividad probada inferior en la 15
detección de células epiteliales cervicales anormales en comparación con los métodos citológicos en un medio 
líquido (citología de base líquida, LBC).

[0126] Los resultados obtenidos indican que en el caso de un resultado negativo del nuevo ensayo, no es necesario 
un examen citológico. Por consiguiente, el uso del nuevo ensayo podría potencialmente permitir el cese de un 
examen citológico en una población grande de mujeres VPH-negativas, lo cual permitiría un ahorro significativo. 20

[0127] No obstante, debido al inferior valor predictivo del ensayo, cada caso de resultado positivo debería ser un 
indicador para realizar una citología. En este contexto, se debe destacar otra ventaja del nuevo ensayo: el hecho 
de que se lleva a cabo en el mismo material que se utiliza para un examen citológico en un medio líquido. Por 
consiguiente, en el caso de un resultado positivo del ensayo hrVPH, se puede realizar el examen citológico 
utilizando el mismo material, sin necesidad de recoger frotis adicionales de la paciente. Esto reduce 25
significativamente el tiempo del procedimiento de diagnóstico y su coste de forma significativa. 

[0128] Para concluir: en función de los resultados de las investigaciones realizadas, se descubrió que el ensayo 
hrVPH, de acuerdo con la invención, se caracterizaba por un valor predictivo negativo óptimo (del 97,8 % al 100 
%) en comparación con los resultados de un examen citológico en un medio líquido (SurePath), y el uso del nuevo 
ensayo hrVPH con una alta eficacia clínica puede potencialmente permitir el cese de un examen citológico en una 30
población grande de mujeres HR-VPH-negativas.

[0129] La invención posibilita una herramienta de diagnóstico novedosa, que es un ensayo que combina 
características de exámenes citológicos y de VPH. La implementación del ensayo de acuerdo con la invención en 
programas de prevención debería incrementar de forma significativa la eficacia del cribado de cáncer cervical y 
racionalizar los costes del posterior diagnóstico y tratamiento. Además, el uso de un ensayo VPH simple, 35
preferiblemente basado en la técnica de PCR en tiempo real en el material proveniente de la citología en un medio 
líquido (LBC), permitirá potencialmente una mayor automatización y capacidad del proceso de diagnóstico en 
laboratorios que participen en programas de prevención. La aplicación del ensayo permitirá determinar el riesgo 
de cáncer cervical y seleccionar un tratamiento adecuado. Asimismo, el uso novedoso de tecnología LNA, que no 
había sido utilizada previamente en el diagnóstico de VPH, permite un acceso común al diagnóstico del nivel clínico 40
más alto. 
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<220>
<223> un cebador para VPH 16 F

<400> 1
etiqueta gcacaggaag caaaacaaca    23

<210> 25
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 18 F10

<400> 2
aggtccacaa tgatgcacaa g   21

<210> 3
<211> 24
<212> ADN15
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 33/33n F

<400> 3
cagaagatga ggatgaaaca gcag   2420

<210> 4
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> un cebador para VPH 31 F

<400> 4
gaggaacatg cagaggctgt   20

<210> 5
<211> 2030
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 35 F

<400> 535
atgcacagga ggagcaaaca   20

<210> 6
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial40

<220>
<223> un cebador para VPH 39 F

<400> 6
gtgagacagc acaggtactt ttac   24

<210> 745
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 45 F50

<400> 7
ccatgcgcag gaagttcag   19
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<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> un cebador para VPH 51 F

<400> 8
acaaagaggc tgtgcatcag   20

<210> 9
<211> 2310
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 52 F

<400> 915
gaaggggagg atgatttaca tgc   23

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial20

<220>
<223> un cebador para VPH 56/66 F

<400> 10
gcaagtacaa acagcacatg c   21

<210> 1125
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 58 F30

<400> 11
agcccgagcg ttgtttaatg   20

<210> 12
<211> 23
<212> ADN35
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 59 F

<400> 12
ggccttgttt aatgtgcagg aag   2340

<210> 13
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>45
<223> un cebador para VPH 68 F

<400> 13
caaacaggtg acacagtctc ag   22

<210> 14
<211> 2150
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66 R
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<400> 14
gtattgccat acccgctgtc t   21

<210> 15
<211> 22
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 18/45 R

<400> 15
aacagccata gccactatct ga   2210

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> un cebador para VPH 51 R

<400> 16
ctgtccggat aactgtccag t   21

<210> 17
<211> 2420
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 59 R

<400> 1725
tgtctggcac tgttaktaac cttc   24

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial30

<220>
<223> un cebador para VPH 68 R

<400> 18
tcctgtaatg gcgactttgc t   21

<210> 1935
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 16 F HEX40

<400> 19
taatggatgg ttttatgtag aggct   25

<210> 20
<211> 24
<212> ADN45
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 16 R HEX

<400> 20
ctgcctgtgt taaataatca ttat   2450

<210> 21
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> un cebador para VPH 18 F HEX

<400> 21
ggctggtttt atgtacaagc t   21

<210> 225
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para VPH 18 R HEX10

<400> 22
cctgttcaca aaatgttcct t   21

<210> 23
<211> 24
<212> ADN15
<213> artificial

<220>
<223> un cebador para HBE1 IC F

<400> 23
gagaacttca aggtgagttc aggt   2420

<210> 24
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> un cebador para HBE1 IC R

<400> 24
gaagtctgct gttctaacat caag   24

<210> 25
<211> 1030
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> una secuencia de HR-VPH

<400> 2535
actttcgttt   10

<210> 26
<211> 10
<212> ADN
<213> artificial40

<220>
<223> una secuencia de VPH 33n

<400> 26
actttcgctt   10

<210> 2745
<211> 15
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> una secuencia de VPH 16/1850

<400> 27
atatcwgatg acgag   15
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<210> 28
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> una secuencia de HBE1

<400> 28
tgacattaat tgaagctcat aatcttattg   30

<210> 29
<211> 1010
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> una sonda para HR-VPH

<220>15
<221> misc-feature
<222> (1)..(1)
<223> 5'-6FAM

<220>
<221> misc-feature20
<222> (10)..(10)
<223> BHQ-1-3'

<400> 29
actttcgttt   10

<210> 3025

<400> 30
000

<210> 31
<211> 15
<212> ADN30
<213> artificial

<220>
<223> una sonda para 16/18

<220>
<221> misc-feature35
<222> (1)..(1)
<223> 5'-HEX

<220>
<221> misc-feature
<222> (6) .. (6)40
<223> "W" significa un cambio de base A/T.

<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> BHQ-1-3'45

<400> 31
atatcwgatg acgag   15

<210> 32
<211> 30
<212> ADN50
<213> artificial

<220>
<223> una sonda para IC

E15722601
26-09-2018ES 2 684 746 T3

 



33

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223> 5'-ROX

<220>5
<221> misc_feature
<222> (30)..(30)
<223> BHQ-2-3'

<400> 32
tgacattaat tgaagctcat aatcttattg   3010

<210> 33
<211> 180
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> región de genoma de VPH16 

<400> 33

<210> 34
<211> 1020
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> región de consenso de genoma de VPH objetivo de sonda pan-VPH

<400> 3425
aaacgaaagt   10

<210> 35
<211> 240
<212> ADN
<213> artificial30

<220>
<223> región de genoma de VPH 33n 

<400> 35

<210> 3635
<211> 10
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> región de genoma de VPH 33n objetivo de sonda 33n40

<400> 36
aagcgaaagt   10

<210> 37
<211> 240
<212> ADN45
<213> artificial
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<220>
<223> región de genoma de VPH 16 

<400> 37

5

<210> 38
<211> 15
<212> ADN
<213> artificial10

<220>
<223> sonda VPH 16 

<400> 38
atatcagatg acgag   15

<210> 3915
<211> 15
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sonda VPH 18 20

<400> 39
atatctgatg acgag   15

<210> 40
<211> 420
<212> ADN25
<213> artificial

<220>
<223> Región de genoma de VPH 18 

<400> 40

30

<210> 41
<211> 240
<212> ADN
<213> artificial

<220>35
<223> Región de genoma de VPH 16 

<400> 41
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<210> 42
<211> 10
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de sonda pan-VPH complementaria inversa, que se corresponde con la región de 
consenso objetivo de la sonda pan-VPH

<400> 4210
aaacgaaagt   10

<210> 43
<211> 194
<212> ADN
<213> artificial15

<220>
<223> Ejemplo de producto de PCR obtenido a partir de cebadores VPH 16 F y cebador inverso común

<400> 43

<210> 4420
<211> 1950
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica de nucleótidos 865-2814 de VPH 16 25

<400> 44
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<210> 45
<211> 21
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> región del gen E1 de VPH 16 objetivo del cebador inverso VPH 16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R

<400> 45
agacagcggg tatggcaata c   2110

<210> 46
<211> 1974
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> secuencia del gen E1 de los nucleótidos 914 - 2887 de VPH 18  
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<400> 46

<210> 475
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Región del genoma E1 de VPH18 objetivo del cebador inverso VPH 18/45 R

<400> 47
tcagatagtg gctatggctg tt   22

<210> 485
<211> 2002
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Genoma de VPH 33 que comprende la secuencia del gen E1 de los nucleótidos 879 - 2813 10

<400> 48
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<210> 49
<211> 21
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de VPH 39 objetivo del cebador inverso VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R

<400> 49
agacagcgga tatggcaata c   2110

<210> 50
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> Complemento inverso de SEQ ID N.º 49

<400> 50
gtattgccat atccgctgtc t   21

<210> 51
<211> 189120
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia del genoma de VPH31 que comprende los nucleótidos 862 - 2751 de la secuencia 
génica E1 25
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<400> 51

<210> 525
<211> 1914
<212> ADN
<213> artificial

E15722601
26-09-2018ES 2 684 746 T3

 



41

<220>
<223> Secuencia del gen E1 de los nucleótidos 868 – 2781 de VPH35 

<400> 52

5

<210> 53
<211> 21
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Región de la secuencia de VPH53 objetivo del cebador inverso
VPH16/31/33/33n/35/39/52/56/58/66R5

<400> 53
agacagcggt tatggcaatt c   21

<210> 54
<211> 21
<212> ADN10
<213> artificial

<220>
<223> Complemento inverso de SEQ ID N.º 53

<400> 54
gaattgccat aaccgctgtc a   2115

<210> 55
<211> 1943
<212> ADN
<213> artificial

<220>20
<223> Secuencia del gen E1 de los nucleótidos 928 – 2871 de VPH 39

<400> 55
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<210> 56
<211> 1931
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 914 - 2845 de VPH 45 
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<400> 56

<210> 575
<211> 1800
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Nucleótidos 841 – 2640 de VPH 51 que comprenden la secuencia génica E1

<400> 57

5

<210> 58
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial10

<220>
<223> secuencia con la que hibrida el cebador inverso para VPH 51 
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<400> 58
actggacagt tatccggaca g   21

<210> 59
<211> 1943
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 864 – 2807 de VPH 52 

<400> 59

10
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<210> 60
<211> 21
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Región de VPH 52 que es objetivo del cebador inverso

<400> 60
agacagcggc tatggcaata g   2110

<210> 61
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> el complemento inverso de SEQ ID N.º 60

<400> 61
ctattgccat agccgctgtc t   21

<210> 62
<211> 191120
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 895 – 2805 de VPH 56 

<400> 625
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<210> 63
<211> 1893
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 895 – 2787 de VPH 66 

<400> 63
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<210> 64
<211> 21
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> secuencia objetivo de VPH 66 para el cebador inverso. VPH16/31/33/33N/35/39/52/56/58/66R

<400> 64
agacagtggg tatggcaata c   2110

<210> 65
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> complemento inverso de SEQ ID N.º 64

<400> 65
gtattgccat acccactgtc t   21

<210> 66
<211> 193520
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 883 – 2817 de VPH 58 
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<400> 66

<210> 675
<211> 1934
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia génica de E1 de los nucleótidos 872 – 2806 de VPH 59 

<400> 67

5
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<210> 68
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> región objetivo del cebador inverso para VPH 59, m significa un cambio de nucleótido c/a

<400> 68
gaaggttamt aacagtgcca gaca   24

<210> 69
<211> 192310
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia génica E1 de los nucleótidos 824 – 2746 de VPH 68 <400> 69

15

E15722601
26-09-2018ES 2 684 746 T3

 



54

<210> 70
<211> 21
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> región de VPH68 con la que hibrida el cebador inverso para VPH68 

<400> 70
agcaaagtcg ccattacagg a   2110

<210> 71
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>15
<223> Secuencia objetivo para VPH 16 R HEX

<400> 71
ataatgatta tttaacacag gcag   24

<210> 72
<211> 2120
<212> ADN
<213> artificial
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<220>
<223> Secuencia objetivo para VPH18 R HEX

<400> 72
aaggaacatt ttgtgaacag g   21

5
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar si una muestra resulta positiva en virus del papiloma humano (VPH) oncogénico, 
comprendiendo el método:

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 
tiempo real de una región objetivo de genomas de VPH oncogénicos, y una sonda marcada pan-VPH capaz 5
de emitir una señal tras la amplificación de la región objetivo, proporcionar condiciones para la PCR en tiempo 
real, y medir una señal emitida desde la sonda marcada pan-VPH, donde la detección de la señal indica que la 
muestra resulta positiva en VPH oncogénico,

caracterizado por que la sonda pan-VPH es una molécula de ácido nucleico bloqueado marcada (LNA) 
comprendiendo la secuencia ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de esta. 10

2. Método de acuerdo con la reivindicación 1, donde la sonda pan-VPH es una molécula marcada con 10 
nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25), o el complemento inverso de esta y/o 
la sonda pan-VPH está marcada en su extremo 5’ con un fluorocromo y en su extremo 3’ con un extintor, y donde 
la señal emitida tras la amplificación de la región objetivo es de fluorescencia. 

3. Método de acuerdo con la reivindicación 1, donde los cebadores son para la amplificación de una región objetivo 15
de cualquiera de entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58,
VPH59, VPH66 o VPH68 y/o comprendiendo combinar la muestra con una combinación de cebadores para la 
amplificación de una región objetivo de la totalidad de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, 
VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 o VPH68.

4. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los cebadores comprenden uno o 20
más de los siguientes pares de cebadores:

a) para VPH16, SEQ ID N.º 1 y SEQ ID N.º 14.

b) para VPH18, SEQ ID N.º 2 y SEQ ID N.º: 15

c) para VPH33/33n, SEQ ID N.º 3 y SEQ ID N.º 14

d) para VPH31, SEQ ID N.º 4 y SEQ ID N.º 1425

e) para VPH35, SEQ ID N.º 5 y SEQ ID N.º 14

f) para VPH39, SEQ ID N.º: 6 y SEQ ID N.º 14

g) para VPH45, SEQ ID N.º 7 y SEQ ID N.º 15

h) para VPH51, SEQ ID N.º 8 y SEQ ID N.º 16

i) para VPH52, SEQ ID N.º 9 y SEQ ID N.º 1430

j) para VPH56/66, SEQ ID N.º 10 y SEQ ID N.º 14

k) para VPH58, SEQ ID N.º 11 y SEQ ID N.º 14

l) para VPH59, SEQ ID N.º 12 y SEQ ID N.º 17

m) para VPH68, SEQ ID N.º 13 y SEQ ID N.º 18

y/o donde los cebadores comprenden todos los pares de cebadores (a) a (m).35

5. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo combinar la muestra con 
cebadores para la amplificación de una región objetivo de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, 
VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68, 

detectar una señal desde la sonda marcada pan-VPH, y 

concluir que la muestra resulta positiva en VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, 40
VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 o VPH68.

6. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, comprendiendo combinar la muestra con 
cebadores para la amplificación de una región objetivo de VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, 
VPH45, VPH51, VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68, 

no detectar ninguna señal desde la sonda marcada pan-VPH, y 45

concluir que la muestra resulta negativa en VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH39, VPH45, VPH51, 
VPH52, VPH56, VPH58, VPH59, VPH66 y VPH68.

7. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo además combinar la 
muestra con cebadores para la amplificación de una región objetivo de VPH33n, 
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y una sonda marcada 33n capaz de emitir una señal tras la amplificación de la región objetivo, donde la sonda 33n 
y la sonda pan-VPH portan la misma marca, 

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y 

medir una señal emitida desde la sonda marcada 33n o la sonda pan-VPH, donde la detección de la señal indica 
que la muestra resulta positiva en VPH oncogénico, 5

caracterizado por que la sonda 33n es una molécula de ácido nucleico bloqueado (LNA) marcada comprendiendo 
la secuencia ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26), o el complemento inverso de esta y/o la sonda 33n es una molécula
marcada con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGCTT (SEQ ID N.º 26), o el complemento 
inverso de esta.

8. Método de acuerdo con la reivindicación 10, donde la sonda pan-VPH y la sonda 33n están marcadas en el 10
extremo 5’ con un fluorocromo y en el extremo 3’ con un extintor, y donde la señal emitida tras la amplificación de 
sus respectivas regiones objetivo es de fluorescencia con la misma longitud de onda. 

9. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo además determinar si la 
muestra resulta positiva en VPHI6 o VPHI8, comprendiendo el método 

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una región objetivo de los 15
genomas de VPH16 y VPH18, 

y una sonda 16/18 marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación de una región objetivo, 

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y medir 

una señal desde la sonda 16/18 marcada, 

donde la detección de una señal indica que la muestra resulta positiva en VPHI6 o VPH18, 20

caracterizado por que la sonda 16/18 es una molécula de ácido nucleico bloqueado (LNA) marcada 
comprendiendo la secuencia ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27). 

10. Método para determinar si una muestra resulta positiva en virus del papiloma humano (VPH) oncogénico 
VPH16 y/o VPH18, comprendiendo el método 

combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una región objetivo de los 25
genomas de VPH16 y VPH18, 

y una sonda 16/18 marcada capaz de emitir una señal tras la amplificación de la región objetivo, 

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y medir 

una señal desde la sonda 16/18 marcada, 

donde la detección de una señal indica que la muestra resulta positiva en VPHI6 o VPH18, 30

caracterizado por que la sonda 16/18 es una molécula de ácido nucleico bloqueado (LNA) marcada 
comprendiendo la secuencia ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27), o el complemento inverso de esta. 

11. Método de acuerdo con la reivindicación 13 o 14, donde la sonda 16/18 es una molécula marcada con 15 
nucleótidos de la secuencia que consiste en ATATCWGATGACGAG (SEQ ID N.º 27), o el complemento inverso 
de esta. 35

12. Método de acuerdo con la reivindicación 13 o la reivindicación 15, donde la sonda 16/18 lleva una marca distinta 
de la de la sonda pan-VPH. 

13. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, donde la sonda 16/18 está marcada en su 
extremo 5’ con un fluorocromo y en su extremo 3’ con un extintor, y donde la señal emitida tras la amplificación de 
la región objetivo es de fluorescencia.40

14. Método de acuerdo con la reivindicación 16 o 17, donde la sonda 16/18 emite una señal fluorescente con una 
longitud de onda distinta de la de la sonda pan-VPH.

15. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, donde los cebadores comprenden uno o 
ambos de los siguientes pares de cebadores:

a) para VPH16, SEQ ID N.º: 19 y SEQ ID N.º 2045

b) para VPHI8, SEQ ID N.º: 21 y SEQ ID N.º: 22

16. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo además llevar a cabo un 
control positivo para la PCR en tiempo real, comprendiendo 
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combinar la muestra con cebadores para la amplificación con PCR en tiempo real de una secuencia de ADN control 
preferiblemente ADN humano, presente en la muestra, y una sonda control marcada capaz de emitir una señal 
tras la amplificación de la secuencia de ADN control preferiblemente ADN humano,

proporcionar condiciones para la PCR en tiempo real, y 

medir una señal desde la sonda control, 5

donde la detección de la señal indica que la PCR en tiempo real es funcional.

17. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la muestra es una muestra de 
citología de base líquida de un frotis cervical humano.

18. Composición comprendiendo una sonda marcada de ácido nucleico comprendiendo la secuencia de 
nucleótidos ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de esta y una marca detectable. 10

19. Composición de acuerdo con la reivindicación 23, donde la sonda comprende nucleótidos LNA. 

20. Composición de acuerdo con la reivindicación 23 o con la reivindicación 24, donde la sonda es una molécula 
con 10 nucleótidos de la secuencia que consiste en ACTTTCGTTT (SEQ ID N.º 25) o el complemento inverso de 
esta marcada con un fluorocromo y un extintor. 

21. Composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, donde la sonda está marcada en su 15
extremo 5’ con un fluorocromo y en su extremo 3’ con un extintor.

22. Uso de una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26 al realizar PCR en tiempo 
real para la detección de VPH. 
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Figura. 4

SONDA pan-VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 66, 58, 59 y 68

SONDA VPH33n

SONDA VPH 16/18

SONDA pan-VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 66, 58, 59 y 68
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Figura 5A
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Figura 5B
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Figura 5C

E15722601
26-09-2018ES 2 684 746 T3

 



66

Figura 5D.
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Figura 5E.
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Figura 5F.
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Figura 5G.
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Figura 5H
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Figura 5I.
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Figura 5J.
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Figura 5K.
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Figura 5L.

E15722601
26-09-2018ES 2 684 746 T3

 



75

Figura 5M.
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Figura 5N.
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Figura 6A.

objetivo

Sonda
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objetivo

Sonda
Sonda
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