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Termociclador Dedicado de Bajo Costo y Alta Sensibilidad
para el Diagnostico Molecular del Virus del Papiloma Humano
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El virus del papiloma humano
constituye un grupo de virus asociado con
lesiones benignas y malignas de la mucosa
epitelial. Hasta el presente mas de 100
diferentes genotipos de HPV fueron
identificados. Algunos de ellos estan
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presentes en lesiones precursoras de
carcinoma cervical, por ejemplo el tipo HPV
16 y el tipo HPV18, considerados de alto
riesgo y otros, como los genotipos 6y 11 se
asocian a bajo riesgo . El cultivo de HPV es
complicado, por lo que el diagnéstico final
recae en técnicas de biologia molecular,
algunas de ellas de alta complejidad y costo
elevado, lo que dificulta este estudio en
lugares de limitados recursos técnicos y
econémicos.
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Empresa de origen belga, lider en el desarrolio
de reactivos para inmunoturbidimetria,

tecnologia basada en el uso de oro coloidal.
Apto para uso manual o automatizable.

KIT DE REACTIVOS, CALIBRADORES Y CONTROLES:

Alhumira
Alpha1glicoproteina acida
Alpha 1-antitripsing
Alpha2-macroghobulin

Complemento C3
Complemento Cd

CHP XL Ampho rango

fAntithrombina i CAF ¥5 Cardio ManoGold
Apolpoproteina A1 Ferriting

Apokpoproteina B Fibrnogena
Caruloplasmina Haptoglobina

CAP [Proteina C Aeactiva)

hecroalbumnura
Lipoproteina [a]

Fibrinngeno

Farriting

Proteina C reactiva
Apolipoproteina A1 y B
Factor resmatmden
Calibrador multiparaméatrico

Immmuncglobulna A
Imamunoglobuling &
Immuncglabuling b
Lipoproteina [a) [Lpa)
Microalbuminuria
FPrealbumina

Factor reumatoiden
Transterrina
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Introduccién

El virus del papiloma humano
constituye un grupo de virus asociado con
lesiones benignas y malignas de la mucosa
epitelial. Hasta el presente mas de 100
diferentes genotipos de HPV fueron
identificados. Algunos de ellos estan
presentes en lesiones precursoras de
carcinoma cervical, por ejemplo el tipo HPV
16 y el tipo HPV18, considerados de alto
riesgo y otros, como los genotipos 6y 11 se
asocian a bajo riesgo . El cultivo de HPV es
complicado, por lo que el diagnostico final
recae en técnicas de biologia molecular,
algunas de ellas de alta complejidad y costo
elevado, lo que dificulta este estudio en
lugares de limitados recursos técnicos y
econoémicos.

Materialesy Metodos
El sistema que proponemosy desarrollamos

aplica las bondades de sensibilidad, rapidez
y especificidad de la reaccion en cadena de

la polimerasa y lo adapta para su aplicacion
en regiones de bajos recursos, donde
generalmente se presentan las mayores
incidencias de la enfermedad. Este se basa
en el desarrollo de un termociclador
dedicado al diagnéstico del virus del
papiloma humano, de bajo costo y facil de
producir, combinado con un sistema de
procesamiento de la muestra y deteccion
del producto amplificado, de escaso nimero
de etapas y facil de realizar, ain con
relativamente baja capacitacion del
operador. Realiza una inactivacion de la
muestra como primer paso que preserva la
seguridad del operador y todo el sistema se
presenta en forma de un equipo cerrado y
listo para su utilizacion que involucra tres
etapas de facil y rapida ejecucion, a saber
(Fig. 1):

a) inactivacion, decontaminacion y expo-
sicion de los acidos nucleicos (sistema de
procesamiento de muestra y extraccio
acidos nucleicos Orange G3HPV).

b) amplificacion de la region L1 del genoma
delvirus del papiloma humano (HPV) (Fig. 2)
a partir del material obtenido mediante la

utilizacion del termociclador dedicado
G3HPV con metodologia USE (una sola
etapa) Fig 3y reactivos integrados listos para
su utilizacion Orange G3 HPV amplificacion.
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Fig. 1: Esquema del proceso utilizado para la
deteccion general del HPV
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Fig. 2: Esquema del genoma del virus del
Papiloma Humano y region que se somete al
procesode termoamplificaplificacion.
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Fig. 3: Termociclador dedicado de bajo
costo nacional Orange G3HPV para la
amplificacion de genoma del virus del
papilomaHumano, regiénL1.
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c) deteccion del producto amplificado por :

i) sistema fluorométrico (los valores se
registran en unabitacora electronica para
su posterior anélisis epidemioldgico), Fig. 4.
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Fig. 4: Evaluacion de fluorescencia generada
en el proceso de amplificacién. No requiere
aperturadel tuboy puede ser monitoreada
coninstrumento especifico (fluorémetro).

C(-y ml m2 m3

C(-), control negativo; m1, m2 y m3 muestras de
los mismos pacientes analizados por EGA en la
Fig. 8.

i) electroforesis en gel de agarosa (EGA),
Fig.5.
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Fig5: Electroforesis de los productos en gel
de agarosaal 1,5 %y tincion con Sybr Green
1. Lineas 4 y 8 controles negativo y
posistivos respectivamente, lineas 1, 2, 3, 5,
6 y 7 muestras analizadas de pacientes
provenientes de cepillados periorificiales.

iii) sistema de hibridacion reversa para
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establecer su genotipo de acuerdo a la
secuencia de los primeros 65 nucledtidos
del fragmento amplificado, Fig. 6.
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Fig. 6: Hibridacion reversa e inmunoensayo.
Muestras m1, m2 y m3 productos de
amplificacién hibridados con sondas
especificas para consenso de HPV
provenientes de muestras de pacientes con
diferentes cargas virales. C(+), control
positivo; C(-), control negativo.

Fig. 7: Curva de fragmento clonado del virus
de Papiloma Humano, utilizado como
control . Limite de sensibilidad establecido
en nuestro sistema = 50 copias de genoma
por ml de muestra.

Resultados

El sistema de procesamiento de
muestra Orange G3 HPV Extraccién
asociado al sistema integrado Orange G3
HPV Amplificaciéon nos permite evaluar la
presencia del genoma viral del Virus del
Papiloma Humano (HPV) con una
sensibilidad de 50 copias por ml de medio
de transporte. El fragmento amplificado
permite obtener el genotipo del virus del
HPV, ya sea mediante secuenciacién ciclica
o utilizando sondas especificas para las
variantes de nucléotidos presentes en la
secuencia.

El termoamplificador dedicado
Orange G3 HPV contiene el firmware de
programa introducido y para su operacion
solo se requiere seguir las simples
instrucciones que se detallan en el display.
En el mismo ensayo se pueden realizar el
analisis de la presencia del genoma de HPV
en la muestra utilizada y la validacion de la
extraccion y amplificacion mediante el
estudio de un gen constitutivo (IC) como se

observaenlaFig. 8.

Fig. 8: Andlisis de muestras en la misma
corrida que su validacion de extraccion y
amplificacion.

Conclusiones

El sistema ha sido disefiado con
capacidad de utilizarse en Laboratorios de
Baja Complejidad, evitando requerir de
infraestructura ediliciay tecnolégica de Alta
Complejidad. Es en si mismo un
instrumento portable para utilizacion en
campo con capacidad de instalacion en
cualquier punto del pais . La inactivacion
inicial de la muestra bioldgica preserva la
bioseguridad del operador.

El ensayo presenta una alta sens-
ibilidad para la deteccion del microor-
ganismo (menos de 50 copias de genoma
por PCR) con un tiempo de procesamiento
de cuatro horas reales de trabajo.

El sistema de procesamiento es
cerrado, sencillo y de pocas etapas que
permite la rapida capacitacion del operador
(dela2dias).

Todo el sistema esta integrado con
controles de extraccion y amplificacion que
monitorean la eficiencia del proceso
diagnostico.

La comunicacion serial via telefé-
nica o red Internet que permite monitorear
y coordinar, en tiempo real, los releva-
mientos a distancia con fines de control
epidemioldgico o evaluacion de los equipos
instalados.
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