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PROCEDIMIENTO

- PCR (Fotocopiadora biolégica: se obtienen millones de copias a partir de
unas pocas moléculas de ADN)

AMPLIFICACION de fragmentos especificos del genoma virico.

DESNATURALIZACION: Separacién de las dos hebras de acido nucléico diana.

- HIBRIDACION:

Hibridacion de acidos nucleicos con sondas especificas para cada tipo de HPV.
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TEGNICA DE DETECCION DE APV (VIRUS DEL PAPILOWA HUMANO) Y GENOTIPADO

Sillivial Tena Solsona, Elena Gonzalez Prats
Departamento de Anatom:a Patol -gica
Hospital Rey Don Jaime Castell n

Lambda Diagnéstico, S.L.

INTRODUCCION

Actualmente esta demostrado que algunos tipos de HPV estan
relacionados con el carcinoma de cérvix y otros tumores del tracto
anogenital masculino y femenino.

Se han identificado mas de 100 diferentes tipos de HPV, pudiéndose
clasificar como de alto y bajo riesgo de padecer cancer de cérvix.

OBJETIVO

La técnica que nosotros realizamos en nuestro hospital, mediante
amplificacion genémica, detectamos 35 virus (genotipos) de mayor
importancia clinica y se clasifican:

ALTO RIESGO: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 73, 82

BAJO RIESGO: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81

RIESGO INDETERMINADO: 62, 71, 83, 84, 85, 89

Los tipos de muestras con las que podemos trabajar:
- Citologia liquida ( en nuestro hospital no la realizamos)
- Torunda
- Tejido incluido en parafina

MATERIAL Y METODO

Termociclador también conocido como maquina de PCR permite realizar
los ciclos de temperaturas necesarios para una

de amplificacién de . Utilizamos ciclos de 94° para
desnaturalizaci6n; 55° para hibridacion de los primers; y 72° para extension.

La deteccion se realiza mediante amplificacion con PCR de un segmento
del genoma de Papilomavirus (HPV) de 450 pares de bases localizado en
la regién L1 del virus.

El producto amplificado se hibrida posteriormente con sondas de captura
especificas para cada tipo virico.

RESULTADOS

Nuestra experiencia de un afio de trabajo con la técnica de deteccién de
HPV, no ofrecen duda en cuanto a la eleccion de este método de
tipificacién genémica del Papilomavirus.
Nuestros resultados durante este afio sobre 277 muestras estudiadas:
« 140 negativos para todos los tipos estudiados (50%).
10 el control de DNA ha resultado negativo, por lo que la muestra no
resulta valorable.
« 127 positivos para HPV, de estos:
- 78 han dado un tipo positivo
- 26 han dado dos tipos positivos
- 15 han dado 3 tipos positivos
- 4 han dado 4 tipos positivos
- 3 han dado 5 tipos positivos
- 1 han dado 6 tipos positivos

‘ | VI Congreso Nacional de la Federacion

= La mayor parte de los positivos que tenemos son de alto riesgo, se debe a .
que el microarray contiene mas sondas especificas correspondientes a Coinfeccion tipo 6y 84 Coinfeccion tipo 53,61,62
virus de alto riesgo que de medio y bajo riesgo juntos, el que mas
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problemas con respecto a los controles de DNA. Las muestras en bloques
de parafina dan mas resultados no valorables.
= Si la muestra es de varén tenemos mas probabilidades que a la hora de la

lectura nos de que no reconoce DNA. Probablemente por que las células de B a rC e I O n a m a O d e 2 O 09
cérvix descaman mejor que las de glande. ) y
= Nuestra elevada tasa de coinfeccion indica lo adecuado de un método de
hibridacién mdiltiple frente a los métodos de fragmentacion del amplificado

con encimas de restriccion que tienen problemas para la deteccion de
coinfecciones.

Negativo Positivo para tipo 18




MUESTRAS

- Frotis en torundas

Torunda seca y estéril de algodon.
Conservar a 42C (-7 dias) o a -202C (+7 dias).

- Citologia liquida

Conservar a 4°C.

- Tejido fijado en formol e incluido en parafina



RECOMENDACIONES

1. La técnica se debe realizar en dos areas separadas fisicamente, para
evitar la contaminacion de las muestras. Cada una de las areas debe tener
su propio material de trabajo.

- Area pre-PCR: Extraccién del ADN y preparacidn de las muestras.

- Area post-PCR: Amplificacidn vy visualizacién del producto amplificado.
2. Utilizar guantes en todo momento.

3. Limpiar las zonas de trabajo: lejia diluida al 10%.

4. Emplear siempre puntas con filtro.

5. Emplear material de laboratorio desechable y autoclavado.

6. Desechar |a punta de la micropipeta tras cada pipeteo.

7. Mantener cerrados los eppendorf con las muestras y cajas de puntas,
cuando no se estén usando.
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INCONVENIENTES
Extraccion manual del DNA

- Riesgo de contaminacion
- Duracion de la técnica
- Material o -
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Alto riesgo oncdégenico: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
ALTO RISCO BAIXO RISCO
56, 58, 59, 66, 67, 68,70, 73, 82y 85.
16,18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 6, 11,40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, T o
52, 53,56, 58, 59, 66, 68, 73 € 82 67,69,70,71,72,81 e 84 Bajo riesgo oncogenico: 6, 11, 40, 42, 44,54, 61, 62,71, 72, 81,

83, 84y 89.
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HS24- PLATAFORMA SEMIAUTOMATICA

Ampliacion.

Desnaturalizacion.

Hibridacion.
Hibridacion. Amplificacion de 1-48 muestras.
Hibridacion de 1-24 muestras por run. Hibridacion de 1-24 muestras.

Descontaminacion con luz UV. Descontaminacidon con luz UV.




TORUNDAS

- Muestra hematica

Lavado: 2 min 2000 Rpm — quitar sobrenadante —
400 pl agua bidestilada

= Muestra con bajo contenido de células

Muestra con alto contenido de células

Eppendorf: 500 pl agua bidestilada libre de DNAsa/Rnasa 133330
VORTEX — 30 pl muestra P
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SUSPENSIONES CELULARES

VORTEX- Eppendorf: 500 pul muestra — 2 min 2000 Rpm — quitar
sobrenadante - 500 pl agua bidestilada libre de DNAsa/Rnasa — 2 min

g’gg; 2000 Rpm — quitar sobrenadante - 300 ul agua bidestilada libre de
L DNAsa/Rnasa — VORTEX - 30 pl muestra o

- Muestra alto contenido celular

- Muestra bajo contenido celular




TEJIDO FIJADO EN FORMOL E INCLUIDO EN PARAFINA

Quitar con una hoja de bisturi la parafina sobrante alrededor de |a pieza.
Microtomo: 1-3 cortes de 5 um y ponerlos en un tubo estéril de 1,5 m.
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- Aceite mineral
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400 um aceite mineral — Termobloque 952 2 min — 2 min 2000 Rpm — quitar
sobrenadante — 60 pl buffer de extraccion + 1,5 pl DNA Release — Termobloque 602
30 min - Termobloque 982 10 min — 2 min 2000 Rpm.
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3 pl muestra + 27 pl agua bidestilada libre de DNAsa/Rnasa




RESULTADOS
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OBSERVACIONES
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