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DESCRIPCIÓN 
 

Sonda de ácido nucleico con un único marcador fluoróforo unido a una citosina interna para uso en amplificación 
isotérmica mediada por bucle 
 5 

[0001]   La presente invención se refiere a una sonda para la detección de un ácido nucleico, un método en el que se 
utiliza dicha sonda y un kit de partes. Preferentemente, la sonda de la invención es útil en un método para la detección 
de ácidos nucleicos obtenidos a partir de Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae, y se puede utilizar en el 
diagnóstico de infecciones por clamidia y/o gonorrea. 
 10 

[0002]   La amplificación de ácidos nucleicos es uno de los recursos más valiosos en el campo de las ciencias de la 
vida, con inclusión de los campos orientados a aplicaciones como la medicina clínica, donde resulta particularmente 
útil en el diagnóstico de enfermedades infecciosas, trastornos genéticos y rasgos genéticos. Además de la detección 
mediante PCR ampliamente utilizada (Saiki R.K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Horn, G.T., Erlich, H.A. y 
Arnheim, N. (1985) Science, 230, 1350-1354), se han inventado varios métodos de amplificación. Algunos ejemplos 15 

son la amplificación basada en la secuencia de ácidos nucleicos (NASBA), la replicación de secuencias autosostenida 
(3SR) y la amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP). En la PCR se utiliza la desnaturalización térmica de 
productos de ADN bicatenario para impulsar la siguiente ronda de síntesis de ADN. La 3SR y la NASBA eliminan la 
desnaturalización térmica mediante el uso de una serie de reacciones de transcripción y retrotranscripción para 
amplificar la secuencia de interés. 20 

 
[0003]   Con estos métodos se puede amplificar ácidos nucleicos de interés a una magnitud similar, todo con un límite 
de detección inferior a 10 copias y en aproximadamente una hora. Se requiere un instrumento de precisión para la 
amplificación o un método complejo para la detección de los productos de amplificación debido a la escasa 
especificidad de la selección de la secuencia de interés. A pesar de la simplicidad y la magnitud de la amplificación 25 

obtenible, el requerimiento de utilizar un termociclador de alta precisión para la PCR impide que este poderoso método 
se utilice ampliamente, como, por ejemplo, en clínicas privadas como herramienta de diagnóstico de rutina. Por el 
contrario, la LAMP es un método con el que se pueden amplificar unas pocas copias de ADN a más de 100 en menos 
de una hora en condiciones isotérmicas y con una mayor especificidad. 
 30 

[0004]   Como ocurre con otras tecnologías con sondas moleculares que se han indicado más arriba, los ensayos de 
amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) se pueden utilizar para detectar la presencia de microorganismos 
específicos en una muestra. Sin embargo, los métodos de detección se basan en la detección visual directa, la 
turbidez, o en estos se utiliza un colorante intercalante del ADN no específico. La determinación visual directa 
constituye una determinación del punto final y no puede proporcionar un análisis en tiempo real. La turbidez y los 35 

colorantes intercalantes no específicos proporcionan análisis en tiempo real de la amplificación que tiene lugar. No 
obstante, estos no son específicos, es decir, se detecta toda la amplificación, tanto si es una amplificación positiva 
auténtica, como si se trata de una amplificación falsa debido a un cebado incorrecto, especificidad cruzada. 
 
[0005]   Según un primer aspecto de la presente invención, se proporciona un método, una sonda y un kit, como se 40 

define en las reivindicaciones. 
 
[0006]   En una realización preferida, la secuencia de la sonda oligonucleotídica es una secuencia de ADN y la 
secuencia del ácido nucleico de interés es una secuencia de ADN. 
 45 

[0007]   Preferentemente, la base de citosina está dispuesta sustancialmente de manera central a lo largo de la 
cadena oligonucleotídica. Existen beneficios particulares asociados al marcaje de la sonda en la parte interna en una 
base de citosina. La especificidad del producto de ADN amplificado en una reacción isotérmica se puede confirmar 
mediante un análisis de la curva de fusión. Sin embargo, debido al gran número de variantes del producto generadas 
en esta reacción y a la baja resolución del análisis de la curva de fusión, mediante el uso de colorantes intercalantes 50 

como el V13 es muy difícil distinguir entre los productos de ADN específicos y los no específicos que se generan en 
condiciones isotérmicas. Las sondas comúnmente utilizadas, como la sonda TaqMan®, no son compatibles con la 
tecnología LAMP debido a la actividad de desplazamiento de la hebra de la polimerasa Bst. La sonda de la invención 
se alarga y se incorpora a un producto de ADN durante la amplificación isotérmica, lo que permite realizar un análisis 
de la curva de fusión en el producto generado. En la sonda de la invención, el fluoróforo está conjugado a una citosina 55 

interna complementaria a una guanina en la hebra antisentido. La guanina afecta al estado de excitación de muchos 
fluoróforos, lo que da lugar a la formación de características singulares en las curvas de fusión, y permite distinguir 
entre los productos específicos y los no específicos generados en condiciones isotérmicas. 
 
[0008]   El oligonucleótido no contiene ddNTP en su extremo 3’, lo que permite la incorporación del oligonucleótido 60 

marcado al amplicón. De esta manera, el extremo 3’ de la sonda no está «bloqueado». El fluoróforo puede comprender 
uno o más seleccionados de entre los siguientes: FAM, JOE, TET, HEX, TAMRA, ROX, ALXA y ATTO. 
 
[0009]   La sonda puede comprender la siguiente secuencia: 
5’ Xn C* Xm 3’ (SEC. N.º ID. 1) 65 

Donde n es >1, m es >3, X es una base nucleotídica; y * es un fluoróforo. Preferentemente, la base nucleotídica se 
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selecciona de entre A, T, C y G. Preferentemente, n es más de 1 a 20, y más preferentemente, más de 1 a 10. 
Preferentemente, m es más de 3 a 20, y más preferentemente, más de 3 a 10. Se prevé que se dan a conocer todas 
las combinaciones de cadenas de sonda abarcadas por el número posible de nucleótidos a los que n o m pueden dar 
lugar según los intervalos precedentes.  
 5 

[0010]   Preferentemente, la sonda puede comprender una secuencia seleccionada de cualquiera de las siguientes 
secuencias: 
 

SEC. N.º ID. 3: TAAGATAAC[C-FAM]CCGCACGTG 
SEC. N.º ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA o 10 

SEC. N.º ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG 
 
[0011]   La fluorescencia aumenta cuando el oligonucleótido se incorpora a la secuencia del ácido nucleico de interés, 
lo que da lugar a un cambio en la configuración del complejo amplicón-sonda, produciéndose una alteración en el 
estado de excitación del fluoróforo. 15 

 
[0012]   La citosina unida al ligando fluoróforo no está dispuesta en el extremo 5’ o 3’, ni en la proximidad del extremo 
5’ o 3’. Más preferentemente, no está dispuesta en las primeras 3 bases empezando desde el extremo 5’ o 3’. 
Preferentemente, la citosina unida al fluoróforo está dispuesta en la base del punto medio de la sonda. 
 20 

[0013]   De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una sonda para amplificación 
isotérmica mediada por bucle como la descrita anteriormente. 
 
[0014]   En los métodos y composiciones para determinar al menos un ácido nucleico de interés en una mezcla de 
ácidos nucleicos por lo general se emplea una sonda, un reactivo de hibridación, y una o más enzimas formadoras de 25 

enlaces fosfato asociadas a cualquier trifosfato de nucleótido necesario para formar una cadena de ácido nucleico. 
 
[0015]   Estos métodos suelen suponer la amplificación, como la inclusión del uso de un promotor junto con una ARN 
polimerasa, un sitio de restricción donde solo se escinde una hebra y, a continuación, se desplaza mediante extensión 
con una ADN polimerasa, o un reactivo de hibridación circular, donde se producen repeticiones concatenadas. La 30 

detección del ácido nucleico amplificado puede tener lugar de muchas maneras, pero preferentemente se realiza por 
medio de un fluoróforo. 
 
[0016]   De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un método de LAMP para 
detectar un ácido nucleico de interés en una muestra, tal y como se define en la reivindicación 1. 35 

 
[0017]   El ácido nucleico de interés puede ser el de un microorganismo, un hongo, una levadura, un virus, una 
persona, un animal, una planta, etc. Se sabe que el ácido nucleico de interés para la LAMP permite la síntesis de 
sondas específicas apropiadas y cebadores para LAMP. De esta manera, se puede determinar la presencia o la 
ausencia de dicho microorganismo, hongo, levadura, virus, persona, animal o planta en una muestra. Preferentemente, 40 

el ácido nucleico de interés se obtiene a partir de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae. 
 
[0018]   La fluorescencia aumenta para indicar la presencia del ácido nucleico de interés en una muestra. 
 
[0019]   El proceso es isotérmico, y permite la amplificación en una sola etapa o en etapas secuenciales en un solo 45 

recipiente, donde todos los reactivos son compatibles. 
 
[0020]   En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un método para diagnosticar clamidia y/o 
gonorrea en un paciente, tal y como se define en la reivindicación 10. 
 50 

[0021]   La muestra se puede tratar mediante métodos de rutina para permitir que la sonda se una a cualquier 
nucleótido de interés presente en la muestra. Dicho tratamiento puede incluir el centrifugado y el lisado de la muestra 
para liberar cualquier ácido nucleico de interés a partir del microorganismo infeccioso. 
 
[0022]   En una realización, en el método se utiliza un único tipo de sonda específica para un ácido nucleico de 55 

Chlamydia trachomatis o de Neisseria gonorrhoeae, de tal manera que en la muestra se detecta solo Chlamydia 
trachomatis o solo Neisseria gonorrhoeae. 
 
[0023]   En una realización preferida, a la muestra se añaden al menos dos sondas distintas, donde una primera 
sonda se marca con un primer marcador fluorescente y es específica para sondear el ácido nucleico de Chlamydia 60 

trachomatis, y una segunda sonda se marca con un marcador fluorescente distinto al de la primera sonda y es 
específica para sondear el ácido nucleico de Neisseria gonorrhoeae. En esta realización, es posible detectar 
simultáneamente una infección por clamidia y una infección por gonorrea en una sola muestra obtenida de un paciente. 
 
[0024]   En un aspecto del método de la invención, la muestra del paciente puede ser una muestra de sangre, una 65 

muestra de orina, una muestra de suero o una muestra de saliva. 
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[0025]   Según un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un kit que comprende una sonda como 
la que se describe más arriba, una solución amortiguadora para la reacción de LAMP que contiene una enzima 
polimerasa, dNTP y cebadores para LAMP para la secuencia de interés.  
 5 

[0026]   En una realización, el kit puede incluir un control positivo y un control negativo. Los reactivos pueden 
presentarse como reactivos húmedos o en forma liofilizada. 
 
[0027]   La solución amortiguadora utilizada en el método o kit de la invención comprende dNTP a una concentración 
de 1-10 mM, una o más sales a una concentración de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentración de 10-100 mM, 10 

trehalosa a una concentración de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 U y 1,2 propanodiol al 0,01%-
1%.  
 
Abreviaturas 
 15 

[0028] 
 
 CT: Chlamydia trachomatis 
 GC: Neisseria gonorrhoeae 
 GlnA7: glutamina sintetasa 20 

 PorA7: proteína porina A7 
 LAMP: amplificación isotérmica mediada por bucle 
 PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 
 
[0029]   A continuación, la presente invención se describirá, únicamente a título de ejemplo, con referencia a los 25 

siguientes ejemplos y figuras. 
 
Reacción de LAMP 
 
[0030]   La detección con V13 del ADN de interés de CT y GT mediante LAMP se realizó con la solución 30 

amortiguadora de reacción V6.21 para LAMP desarrollada por el solicitante. La detección con sonda del ADN de 
interés se realizó en V6.21p (sin V13). Las concentraciones de cebadores para la LAMP fueron las siguientes: PB1 de 
CT: cebadores FIP y BIP, 0,8 µM; cebadores F3 y B3, 0,2 µM; y cebadores en bucle, 0,4 µM; porA7 de GC y glnA7 de 
GC: cebadores FIP y BIP, 2 µM; cebadores F3 y B3, 0,25 µM; y cebadores en bucle, 0,5 µM. Todas las sondas se 
utilizaron a una concentración final de 0,625 µM. Las reacciones de LAMP duraron 60 min a una temperatura constante 35 

de 63 °C y se llevaron a cabo en una máquina ABI7500 de PCR en tiempo real. Las lecturas de la señal fluorescente 
se obtuvieron en el canal SybrGreen/FAM, Joe o Cy3, según procediera. 
 
Secuencias de sonda 
 40 

[0031] 
 

SEC. N.º ID. 2: GTGCACGC[C-FAM]CCAATAGAAT 
SEC. N.º ID. 3: TAAGATAAC[C-FAM]CCGCACGTG 
SEC. N.º ID. 4: TCGAGCAA[C-FAM]CGCTGTGAC[ddC] 45 

SEC. N.º ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA 
SEC. N.º ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG o 
SEC. N.º ID. 7: CCA GGG TAT CTA ATC CTG TTT G[C-FAM]. 

 
Secuencias de interés 50 

 
[0032]   Las secuencias de ADN de interés utilizadas en los ejemplos son 
 
SEC. N.º ID. 8: Secuencia completa del plásmido pSotonG1 de Chlamydia trachomatis G/SotonG1 (GenBank: 
HE603235.1) 55 
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SEC. N.º ID. 9: gen porA parcial de Neisseria gonorrhoeae para la proteína de membrana externa de clase 1, cepa 
GC3 (GenBank: HE681886.1) 
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SEC. N.º ID. 10: secuencias codificantes parciales del alelo glnA-14 del gen de la glutamina sintetasa (glnA) de 
Neisseria gonorrhoeae, (GenBank: AF520262.1) 

 5 
 
[0033]    Las secuencias de cebador utilizadas en la reacción de LAMP son las siguientes: 
 
Plásmido de CT 
 10 

[0034] 
 

F3  TCTACAAGAGTACATCGGTCA (SEC. N.º ID. 11) 
B3  TGAAGCGTTGTCTTCTCG (SEC. N.º ID. 12) 
FIP  GCAGCTTGTAGTCCTGCTTGAGTCTTCGTAACTCGCTCC (SEC. N.º ID. 13) 15 

BIP  TCGAGCAACCGCTGTGACCCTTCATTATGTCGGAGTCTG (SEC. N.º ID. 14) 
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LF1  CGGGCGATTTGCCTTAAC (SEC. N.º ID. 15) 
LB1  TACAAACGCCTAGGGTGC (SEC. N.º ID. 16) 

 
porA7 de GC 
 5 

[0035] 
 

F3  ACCAAAAACAGTACGACCGA (SEC. N.º ID. 17) 
B3  AAGTGCGCTTGGAAAAATCG (SEC. N.º ID. 18) 
 FIPATGGGCATAGCTGATGCGCGAATTGCCGCCACTGCTTC (SEC. N.º ID. 19) 10 

BIP  TCGACTTTGTCGAACGCAGTCAAATCGACACCGGCGATGA (SEC. N.º ID. 20) 
LoopF1  GCGAACATACCAGCTATGATCAA (SEC. N.º ID. 21) 

 
glnA7 de GC 
 15 

[0036] 
 

F3  TCATATCTTGGGTTTGGTCG (SEC. N.º ID. 22) 
B3  CTGCATATGGACGGTCAAA (SEC. N.º ID. 23) 
FiP  CGAAGTCCACCACAGCGAATTTGACCAAAGTGGCGAA (SEC. N.º ID. 24) 20 

BiP  CTTCGATGCCGAGTCCTTCCGATTGACTGCGGTCAAGAT (SEC. N.º ID. 25) 
LF  CAAATGGAAATCGGCACCC (SEC. N.º ID. 26) 
LB  ATGTTCACCATGGCGGAG (SEC. N.º ID. 27) 
 

Solución amortiguadora 25 

 
[0037]   El solicitante ha desarrollado un sistema de solución amortiguadora para su uso con las sondas de la 
invención, al que en los siguientes ejemplos se designa como V6.21 (o V6.21p sin colorante V13). Las concentraciones 
de los componentes de la solución amortiguadora tras la reconstitución de esta son: 
 30 

V6.21 
 
[0038]   dNTP a 4-10 mM, sal a 10 mM, Tris pH 8,8 a 30 mM, trehalosa a 30 mM, 1-8 U de polimerasa Bst, colorante 
y propanodiol al 0,05%. 
 35 

V6.21p 
 
[0039]   dNTP a 4-10 mM, sal a 10 mM, Tris pH 8,8 a 30 mM, trehalosa a 30 mM, 1-8 U de polimerasa Bst y 
propanodiol al 0,05%. 
 40 

[0040]   La detección de CT/GC en muestras clínicas mediante PCR en tiempo real se llevó a cabo mediante el ensayo 
múltiple APTIMA CT/GC (Gen-Probe) conforme a las instrucciones del fabricante. 
 
Electroforesis en gel de agarosa 
 45 

[0041]   La electroforesis del ADN se realizó en gel de agarosa al 1% y solución amortiguadora TAE 1X a 100 V. Los 
productos de ADN obtenidos mediante LAMP se visualizaron con GelRed (Invitrogen) en un transiluminador. 
 
[0042]   La solución amortiguadora V6.21 y V6.21p fue desarrollada por el solicitante. Los cebadores para LAMP se 
obtuvieron de Eurofins. Los oligonucleótidos marcados con fluoróforo se adquirieron de Integrated DNA Technologies. 50 

La solución amortiguadora Tris, el gel de agarosa y el agua de calidad para PCR se adquirieron de Sigma. Los patrones 
de ADN de CT y GC se obtuvieron de la ATCC.  
 
Figuras 
 55 

[0043]   La Figura 1 es un esquema de la sonda de ADN de la invención. La sonda consiste en un oligonucleótido 
con una citosina interna conjugada con un fluoróforo definido. La sonda puede ser complementaria a la región interna 
del amplicón flanqueado por los cebadores Fip y Bip, o puede ser un cebador LoopF o LoopB modificado marcado en 
la parte interna con un fluoróforo. 
 60 

Ejemplo 1 
 
[0044]   En las Figuras 2A a 2F se muestran las gráficas de amplificación generadas con los cebadores PB1 de CT 
(Figura 2A y Figura 2D), glnA7 de GC (Figura 2B y Figura 2E) y porA7 de GC (Figura 2C y Figura 2F) en la solución 
amortiguadora V6.21 que contenía V13 (Figuras 2A, 2B y 2C) o la solución amortiguadora V6.21p sin colorante V13 65 

(Figuras 2D, 2E y 2F). Las secuencias de interés que se muestran en las SEC. N.º ID. 8 a 10 con la sonda interna PB1 
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de CT conjugada con FAM, la sonda en bucle glnA7 de GC conjugada con Joe y la sonda en bucle porA7 de GC 
conjugada con Alexa546, respectivamente. Todas las reacciones se realizaron durante 60 minutos a una temperatura 
constante de 63 °C con una máquina ABI7500.  
 
Ejemplo 2 5 

 
[0045]   Las Figuras 3A y 3B son análisis de la curva de fusión de los productos de LAMP generados con los 
cebadores PB1 de CT en presencia de la sonda interna PB1 de CT conjugada con FAM. Como control positivo se 
utilizaron 100 pg por reacción del patrón de ADN de CT de la ATTC. A: gráfica del indicador normalizada; B: gráfica 
del indicador derivada. Las gráficas de las curvas de fusión se generaron basándose en las lecturas realizadas en el 10 

canal de FAM con la máquina ABI7500. 
 
Ejemplo 3 
 
[0046]   Las Figuras 4A y B son análisis de la curva de fusión del producto de LAMP generado con los cebadores 15 

glnA7 de GC en presencia de una sonda en bucle glnA7 de GC conjugada con JOE. Como control positivo se utilizaron 
100 pg por reacción del patrón de ADN de GC de la ATTC. En la Figura 4A se muestra una gráfica del indicador 
normalizada y en la Figura 4B se muestra una gráfica del indicador derivada. Las gráficas de las curvas de fusión se 
generaron basándose en las lecturas realizadas en el canal de JOE con la máquina ABI7500. 
 20 

Ejemplo 4 
 
[0047]   Las Figuras 5A y B son análisis de la curva de fusión del producto de LAMP generado con los cebadores 
porA7 de GC en presencia de una sonda en bucle porA7 de GC conjugada con ALEXA546. Como control positivo se 
utilizaron 100 pg por reacción del patrón de ADN de GC de la ATTC. En la Figura 5A se muestra una gráfica del 25 

indicador normalizada, y en la Figura 4B se muestra una gráfica del indicador derivada. Las gráficas de la curva de 
fusión se generaron basándose en las lecturas realizadas en el canal de Cy3 con la máquina ABI7500. 
 
Ejemplo 5 
 30 

[0048]   En las Figuras 6A a 6D se muestran los resultados de una prueba para confirmar la especificidad del producto 
de ADN con una sonda de la invención en la amplificación isotérmica mediada por bucle. El tiempo de amplificación 
tardío de los falsos positivos, más de 30 minutos tras alcanzar la concentración más baja detectable de ADN de interés 
en la reacción de LAMP (100 fg de ADN de GC), indica que la amplificación no específica podría deberse a la formación 
de dímeros de cebadores. El análisis de la curva de fusión estándar no permite distinguir entre el producto específico 35 

y el no específico en esta reacción de LAMP, pero el producto no específico se puede identificar con la sonda de la 
invención. El ADN de GC se amplificó con los cebadores porA7 de GC y se visualizó con el colorante V13 o la sonda 
porA7-ALXA546 de GC, según procediera.  
 
Ejemplo 6 40 

 
[0049]   En la Figura 7 se muestran las gráficas de amplificación generadas con los cebadores PB1 de CT en la 
solución amortiguadora V6.21 que contenía V13 o la solución amortiguadora V6.21p sin colorante V13, pero en 
presencia de una sonda terminal PB1 de CT (complementaria a la región en bucle) con una C interna conjugada con 
FAM y un terminador en el extremo 3’ (3’ddC). A pesar de que se logró una amplificación satisfactoria del ADN de 45 

interés, lo que se confirmó por la excitación del colorante V13 en la reacción de control, la sonda PB1 de CT con el 
terminador en el extremo 3’ no generó una señal positiva. 
 
Ejemplo 7 
 50 

[0050]   En las Figuras 8A y 8B se muestran las gráficas de amplificación generadas en la solución amortiguadora 
V6.21p que contenía ROX en presencia de los cebadores PB1 de CT y la sonda terminal PB1 de CT con una citosina 
interna conjugada con FAM (Figura 8A), y los cebadores universales y la sonda 3’UP con citosina en el extremo 3’ 
conjugada con FAM (Figura 8B). La primera línea representa las señales generadas por ROX, y la segunda línea 
corresponde a la señal generada en el canal de FAM. La unión al ADN de interés de la sonda con una C marcada en 55 

la parte interna produce la excitación de FAM. La unión al ADN de interés de la sonda con una C marcada en el 
extremo 3’ no altera el estado de excitación de FAM. 
 
Ejemplo 8 
 60 

[0051]   En las Figuras 9A a 9C se muestran las gráficas de amplificación generadas con los cebadores PB1 de CT 
en la solución amortiguadora V6.21p sin V13 en presencia de la sonda interna PB1 de CT con una C interna conjugada 
con FAM y un colorante de referencia (ROX). En la Figura 9A se muestran los datos sin procesar, las lecturas del 
canal de FAM en la primera línea y las del canal de ROX en una segunda línea. En la Figura 9B se muestran las 
gráficas de amplificación (generadas en el canal de FAM) normalizadas a ROX. En la Figura 9C se muestran las 65 

gráficas derivadas de las curvas de fusión del indicador. 
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Ejemplo 9 
 
[0052]   En las Figuras 10A a 10C se muestra la validación de la especificidad de la sonda PB1-FAM de CT. En la 
Figura 10A se muestran las gráficas de amplificación generadas con la sonda PB1-FAM de CT en presencia de ADN 5 

de CT y cebadores de CT. Como control, se llevaron a cabo dos series de reacciones donde genes no específicos, 
glnA7 de GC y porA7 de GC se amplificaron con los cebadores para LAMP correspondientes en presencia de la sonda 
PB1-FAM de CT. En la solución amortiguadora V6.21p, las gráficas de amplificación en presencia de la sonda PB1 de 
CT en el canal de FAM se generaron solamente cuando el ADN de CT estaba presente en la reacción, y no se generó 
ninguna señal cuando se amplificaron los genes no específicos (glnA7 de GC y porA7 de GC). Tampoco se generó 10 

ninguna señal al utilizar una sonda no específica en una reacción en la que el ADN de CT se amplificó con cebadores 
de CT. En la Figura 10C se muestran los datos obtenidos en un experimento análogo, pero realizado en la solución 
amortiguadora V6.21 que contenía un colorante intercalante V31. En la Figura 10C se muestran los productos de ADN 
generados en el experimento descrito en la Figura 10A. 
 15 

Ejemplo 10 
 
[0053]   En las Figuras 11A y 11B se muestra la validación de la sonda PB1-FAM de CT frente al ensayo APTIMA 
CT. Cincuenta muestras clínicas de las que se confirmó que eran positivas (n = 29) (Figura 11A) o negativas (n = 21) 
(Figura 11B) para CT se analizaron en la solución amortiguadora V6.21p con la sonda PB1-FAM de CT. De 50 20 

muestras, 24 dieron negativo (Figura 11A) y 26 dieron positivo (Figura 11B) para CT con la sonda PB1-FAM de CT. 
La concordancia entre las pruebas de Aptima y de PB-FAM de CT fue del 86%. 
 
Ejemplo 11 
 25 

[0054]   En las Figuras 12A y 12B se muestran las gráficas de amplificación generadas en el ensayo múltiple de 
CT/GC con las sondas PB1-FAM de CT + porA7-Alexa546 de GC. El ADN de CT y GC se amplificó en reacciones 
independientes o conjuntamente en la solución amortiguadora V6.21p en presencia de las sondas PB1-FAM de CT y 
porA7-Alexa546 de GC. Las lecturas se hicieron en los canales de Cy3 (Figura 12A) y de FAM (Figura 12B). El 
experimento mostró que dos ADN de interés se pueden amplificar y detectar en una reacción simultánea con sondas 30 

marcadas con FAM y Alexa546, y que no había reactividad cruzada entre las sondas y los cebadores PB1 de CT y 
porA7 de GC. 
 
Ejemplo 12 
 35 

[0055]   En el Cuadro 1 se muestra una comparación entre la LAMP con V13 para CT y GC, el CT/GC Aptima y el 
ensayo múltiple de CT/GC (PB1-FAM de CT + porA7-Alexa546 de GC). El ADN extraído de 136 muestras clínicas se 
analizó con el ensayo múltiple CT/GC-Aptima, los cebadores PB1 de CT y porA7 de GC en la solución amortiguadora 
V6.21 que contenía V13 o en una reacción múltiple en la solución amortiguadora V6.21p en presencia de los cebadores 
PB1 de CT y porA7 de GC y las sondas PB1-FAM de CT y porA7-Alexa546 de GC. En un experimento de control, las 40 

muestras también se analizaron en una reacción simple con la sonda glnA7-joe de GC. En el Cuadro se muestran las 
puntuaciones de concordancia entre las pruebas.   
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1.  Un método para detectar una secuencia de un ácido nucleico de interés en una muestra que comprende: 

amplificar un ácido nucleico de interés en la muestra mediante amplificación isotérmica mediada por bucle; 
sondear el ácido nucleico amplificado con una sonda que comprende; 5 

una secuencia de una sonda oligonucleotídica complementaria a una región de una secuencia de un ácido 
nucleico de interés, donde dicha secuencia de una sonda oligonucleotídica tiene solamente un marcador 
fluoróforo y dicho marcador está unido a una base de citosina interna y donde dicha secuencia de una sonda 
oligonucleotídica no tiene un terminador en el extremo 3’, donde la base de citosina está dispuesta 
sustancialmente de manera central a lo largo de la cadena oligonucleotídica a excepción de las posiciones 1-3 10 

en el extremo 3’ y la posición 1 en el extremo 5’; y 
detectar la presencia del ácido nucleico de interés, donde un incremento en la fluorescencia de la sonda indica 
la presencia del ácido nucleico de interés en la muestra. 
 

2.  El método de la reivindicación 1, donde la secuencia de la sonda oligonucleotídica es una secuencia de ADN y 15 

la secuencia del ácido nucleico de interés es una secuencia de ADN. 
 
3.  El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el fluoróforo comprende uno o 

más seleccionados de los siguientes: FAM, JOE, TET, HEX, TAMRA, ROX, ALEXA y ATTO. 
 20 

4.  El método según la reivindicación 3, donde el fluoróforo es FAM, Joe o Alexa546. 
 
5.  El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la secuencia de la sonda 

oligonucleotídica comprende la siguiente secuencia: 
5’ Xn C * Xm 3’ (SEC. N.º ID. 1) 25 

donde n es > 1, m > 3, X es una base nucleotídica; y * es un fluoróforo y 
donde la base nucleotídica se selecciona de entre A, T, C y G, 
n es más de 1 hasta 20, más preferentemente más de 1 hasta 10, y m es más de 3 hasta 20, preferentemente 
más de 3 hasta 10. 
 30 

6.  El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la secuencia de la sonda 
oligonucleotídica comprende una o más de las siguientes secuencias:  

 
SEC. N.º ID. 3: TAAGATAAC[C-FAM]CCGCACGTG 
SEC. N.º ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA 35 

 o 
 SEC. N.º ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG 

 
7.  El método según las reivindicaciones 1-5, donde el ácido nucleico de interés procede de un microorganismo, un 

hongo, una levadura o un virus. 40 

 
8.  El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el ácido nucleico de interés 

procede de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae. 
 
9.  Un método para diagnosticar una infección por clamidia y/o gonorrea en un paciente, que comprende: 45 

proporcionar una muestra obtenida a partir del paciente; 
llevar a cabo un método según cualquiera de las reivindicaciones 1-8; y  
detectar la presencia de un ácido nucleico obtenido a partir de Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae, 
donde un incremento en la fluorescencia de la sonda indica la presencia de una infección por Chlamydia 
trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae. 50 

 
10.  El método de la reivindicación 9, donde a la muestra se añade un único tipo de sonda específica para un ácido 

nucleico procedente de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae. 
 
11. El método de la reivindicación 9, donde se añaden al menos dos sondas distintas a la muestra, donde una primera 55 

sonda se marca con un primer marcador fluorescente y es específica para sondear el ácido nucleico de 
Chlamydia Trachomatis, y una segunda sonda se marca con un marcador fluorescente diferente al de la primera 
sonda y es específica para sondear el ácido nucleico de Neisseria gonorrhoeae. 

 
12.  El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde las sondas se proporcionan en un sistema de 60 

solución amortiguadora que comprende dNTP a una concentración de 1-10 mM, una o más sales a una 
concentración de cada sal de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentración de 10-100 mM, trehalosa a una 
concentración de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 U y 1,2 propanodiol al 0,01% -1%. 

 
13.  El método de la reivindicación 12, donde la sal o las sales se seleccionan del grupo que consiste en KCl, 65 

(NH4)2SO4 y MgSO4. 
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14.  Una sonda para la amplificación isotérmica de ácidos nucleicos que comprende una secuencia de una sonda 

oligonucleotídica complementaria a una región de una secuencia de un ácido nucleico de interés, donde dicha 
secuencia de una sonda oligonucleotídica tiene solamente un marcador fluoróforo y dicho marcador se une a 
una base de citosina interna y donde dicha secuencia de una sonda oligonucleotídica no tiene un terminador en 5 

el extremo 3’, donde la base de citosina está dispuesta sustancialmente de manera central a lo largo de la cadena 
oligonucleotídica, a excepción de las posiciones 1-3 en el extremo 3’ y la posición 1 en el extremo 5’; donde la 
sonda comprende una o más de las siguientes secuencias:  

 
SEC. N.º ID. 3: TAAGATAAC[C-FAM]CCGCACGTG 10 

SEC. N.º ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA 
o 
SEC. N.º ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG 

 
15.  Un kit para detectar un ácido nucleico de interés conforme al método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 

13 que comprende una sonda según se especifica en un método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 o 
según se reivindica en la reivindicación 14, una solución amortiguadora como reactivo para la amplificación 
isotérmica mediada por bucle, una enzima, dNTP y uno o más cebadores para la amplificación isotérmica 
mediada por bucle. 

 20 

16.  El kit según la reivindicación 15, que además comprende un control positivo y negativo. 
 
17.  El kit de la reivindicación 16, donde la solución amortiguadora como reactivo comprende dNTP a una 

concentración de 1-10 mM, una o más sales a una concentración de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentración 
de 10-100 mM, trehalosa a una concentración de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 U y 1,2 25 

propanodiol al 0,01%-1%. 
 
18.  El kit de la reivindicación 17, donde una o más sales se seleccionan del grupo que consiste en KCl, (NH4)2SO4 y 

MgSO4. 
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