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DESCRIPCION

Sonda de acido nucleico con un Gnico marcador fluoréforo unido a una citosina interna para uso en amplificacion
isotérmica mediada por bucle

[0001] La presente invencion se refiere a una sonda para la deteccion de un acido nucleico, un método en el que se
utiliza dicha sonda y un kit de partes. Preferentemente, la sonda de la invencién es util en un método para la deteccion
de acidos nucleicos obtenidos a partir de Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae, y se puede utilizar en el
diagnostico de infecciones por clamidia y/o gonorrea.

[0002] La amplificacion de acidos nucleicos es uno de los recursos mas valiosos en el campo de las ciencias de la
vida, con inclusién de los campos orientados a aplicaciones como la medicina clinica, donde resulta particularmente
util en el diagndstico de enfermedades infecciosas, trastornos genéticos y rasgos genéticos. Ademas de la deteccion
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 amplificacion. Algunos ejemplos
son la amplificacién basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA), la replicacién de secuencias autosostenida
(3SR) y la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP). En la PCR se utiliza la desnaturalizacion térmica de
productos de ADN bicatenario para impulsar la siguiente ronda de sintesis de ADN. La 3SR y la NASBA eliminan la
desnaturalizacion térmica mediante el uso de una serie de reacciones de transcripcion y retrotranscripcién para
amplificar la secuencia de interés.

[0003] Con estos métodos se puede amplificar acidos nucleicos de interés a una magnitud similar, todo con un limite
de deteccion inferior a 10 copias y en aproximadamente una hora. Se requiere un instrumento de precision para la
amplificacién o un método complejo para la deteccion de los productos de amplificacion debido a la escasa
especificidad de la seleccion de la secuencia de interés. A pesar de la simplicidad y la magnitud de la amplificacién
obtenible, el requerimiento de utilizar un termociclador de alta precision para la PCR impide que este poderoso método
se utilice ampliamente, como, por ejemplo, en clinicas privadas como herramienta de diagnéstico de rutina. Por el
contrario, la LAMP es un método con el que se pueden amplificar unas pocas copias de ADN a mas de 100 en menos
de una hora en condiciones isotérmicas y con una mayor especificidad.

[0004] Como ocurre con otras tecnologias con sondas moleculares que se han indicado mas arriba, los ensayos de
amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) se pueden utilizar para detectar la presencia de microorganismos
especificos en una muestra. Sin embargo, los métodos de deteccion se basan en la deteccion visual directa, la
turbidez, o en estos se utiliza un colorante intercalante del ADN no especifico. La determinacién visual directa
constituye una determinacion del punto final y no puede proporcionar un analisis en tiempo real. La turbidez y los
colorantes intercalantes no especificos proporcionan analisis en tiempo real de la amplificacion que tiene lugar. No
obstante, estos no son especificos, es decir, se detecta toda la amplificacion, tanto si es una amplificacion positiva
auténtica, como si se trata de una amplificacion falsa debido a un cebado incorrecto, especificidad cruzada.

[0005] Segun un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un método, una sonda y un kit, como se
define en las reivindicaciones.

[0006] En una realizacion preferida, la secuencia de la sonda oligonucleotidica es una secuencia de ADN y la
secuencia del acido nucleico de interés es una secuencia de ADN.

[0007] Preferentemente, la base de citosina esta dispuesta sustancialmente de manera central a lo largo de la
cadena oligonucleotidica. 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 reaccién isotérmica se puede confirmar
mediante un analisis de la curva de fusién. Sin embargo, debido al gran nimero de variantes del producto generadas
en esta reaccion y a la baja resolucion del andlisis de la curva de fusién, mediante el uso de colorantes intercalantes
como el V13 es muy dificil distinguir entre los productos de ADN especificos y los no especificos que se generan en
condiciones isotérmicas. Las sondas cominmente utilizadas, como la sonda TagMan®, no son compatibles con la
tecnologia LAMP debido a la actividad de desplazamiento de la hebra de la polimerasa Bst. La sonda de la invencion
se alarga y se incorpora a un producto de ADN durante la amplificacion isotérmica, lo que permite realizar un analisis
de la curva de fusion en el producto generado. En la sonda de la invencion, el fluoréforo esta conjugado a una citosina
interna complementaria a una guanina en la hebra antisentido. La guanina afecta al estado de excitacién de muchos
fluoréforos, lo que da lugar a la formacién de caracteristicas singulares en las curvas de fusion, y permite distinguir
entre los productos especificos y los no especificos generados en condiciones isotérmicas.

[0008] El oligonucledtido no contiene ddNTP en su extremo 3, lo que permite la incorporacion del oligonucleétido
marcado al amplicon. De esta manera, el extremo 3’ de la sonda no esta «bloqueado». El fluoréforo puede comprender
uno o mas seleccionados de entre los siguientes: FAM, JOE, TET, HEX, TAMRA, ROX, ALXAy ATTO.

[0009] La sonda puede comprender la siguiente secuencia:
5" Xn C* Xm 3’ (SEC. N.°ID. 1)
Donde n es >1, m es >3, X es una base nucleotidica; y * es un fluoréforo. Preferentemente, la base nucleotidica se
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selecciona de entre A, T, C y G. Preferentemente, n es mas de 1 a 20, y mas preferentemente, mas de 1 a 10.
Preferentemente, m es mas de 3 a 20, y mas preferentemente, mas de 3 a 10. Se prevé que se dan a conocer todas
las combinaciones de cadenas de sonda abarcadas por el nimero posible de nucleétidos a los que n o m pueden dar
lugar seguln los intervalos precedentes.

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

SEC. N.°ID. 3: TAAGATAAC|C-FAM]CCGCACGTG
SEC. N.°ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA o
SEC. N.°ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG

[0011] Lafluorescencia aumenta cuando el oligonucleétido se incorpora a la secuencia del acido nucleico de interés,
lo que da lugar a un cambio en la configuracion del complejo amplicon-sonda, produciéndose una alteracion en el
estado de excitacion del fluoréforo.

[0012] Lacitosina unida al ligando fluor6foro no esta dispuesta en el extremo 5’ 0 3’, ni en la proximidad del extremo
5" 0 3'. Mas preferentemente, no esta dispuesta en las primeras 3 bases empezando desde el extremo 5’ o 3'.
Preferentemente, la citosina unida al fluoréforo esta dispuesta en la base del punto medio de la sonda.

[0013] De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una sonda para amplificacion
isotérmica mediada por bucle como la descrita anteriormente.

[0014] En los métodos y composiciones para determinar al menos un acido nucleico de interés en una mezcla de
acidos nucleicos por lo general se emplea una sonda, un reactivo de hibridacién, y una o mas enzimas formadoras de
enlaces fosfato asociadas a cualquier trifosfato de nucleétido necesario para formar una cadena de &acido nucleico.

[0015] Estos métodos suelen suponer la amplificacién, como la inclusién del uso de un promotor junto con una ARN
polimerasa, un sitio de restriccion donde solo se escinde una hebra y, a continuacion, se desplaza mediante extension
con una ADN polimerasa, o un reactivo de hibridacién circular, donde se producen repeticiones concatenadas. La
deteccion del acido nucleico amplificado puede tener lugar de muchas maneras, pero preferentemente se realiza por
medio de un fluoréforo.

[0016] De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un método de LAMP para
detectar un acido nucleico de interés en una muestra, tal y como se define en la reivindicacion 1.

[0017] EI acido 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 acido nucleico de interés para la LAMP permite la sintesis de
sondas especificas 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,
el acido nucleico de interés se obtiene a partir de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae.

[0018] La fluorescencia aumenta para indicar la presencia del acido nucleico de interés en una muestra.

[0019] El proceso es isotérmico, y permite la amplificacién en una sola etapa o en etapas secuenciales en un solo
recipiente, donde todos los reactivos son compatibles.

[0020] En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para diagnosticar clamidia y/o
gonorrea en un paciente, tal y como se define en la reivindicacion 10.

[0021] La muestra se puede tratar mediante métodos de rutina para permitir que la sonda se una a cualquier
nucleétido de interés presente en la muestra. Dicho tratamiento puede incluir el centrifugado y el lisado de la muestra
para liberar cualquier acido nucleico de interés a partir del microorganismo infeccioso.

[0022] En una realizacion, en el método se utiliza un Gnico tipo de sonda especifica para un acido nucleico de
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 realizacion preferida, a la muestra se afiaden al menos dos sondas distintas, donde una primera
sonda se marca con un primer marcador fluorescente y es especifica para sondear el acido nucleico de Chlamydia
trachomatis, y una segunda sonda se marca con un marcador fluorescente distinto al de la primera sonda y es
especifica para sondear el acido nucleico de Neisseria gonorrhoeae. En esta realizacion, es posible detectar
simultaneamente una infeccién por clamidia y una infeccién por gonorrea en una sola muestra obtenida de un paciente.

[0024] En un aspecto del método de la invencién, la muestra del paciente puede ser una muestra de sangre, una
muestra de orina, una muestra de suero o una muestra de saliva.
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[0025] Segun un aspecto adicional de la presente invencidn, se proporciona un kit que comprende una sonda como
la que se describe mas arriba, una solucién amortiguadora para la reaccién de LAMP que contiene una enzima
polimerasa, dNTP y cebadores para LAMP para la secuencia de interés.

[0026] En una realizacion, el kit puede incluir un control positivo y un control negativo. Los reactivos pueden
presentarse como reactivos hiimedos o en forma liofilizada.

[0027] La solucion amortiguadora utilizada en el método o kit de la invencion comprende dNTP a una concentracion
de 1-10 mM, una o mas sales a una concentracion de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentracién de 10-100 mM,
trehalosa a una concentracion de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 U y 1,2 propanodiol al 0,01%-
1%.

Abreviaturas
[0028]

CT: Chlamydia trachomatis

GC: Neisseria gonorrhoeae

GInA7: glutamina sintetasa

PorA7: proteina porina A7

LAMP: amplificacion isotérmica mediada por bucle
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

[0029] A continuacidn, la presente invencion se describira, Unicamente a titulo de ejemplo, con referencia a los
siguientes ejemplos y figuras.

Reaccién de LAMP

[0030] La deteccién con V13 del ADN de interés de CT y GT mediante LAMP se realiz6 con la solucion
amortiguadora de reaccion V6.21 para LAMP desarrollada por el solicitante. La deteccion con sonda del ADN de
interés se realiz6 en V6.21p (sin V13). Las concentraciones de cebadores para la LAMP fueron las siguientes: PB1 de
CT: cebadores FIP y BIP, 0,8 uM; cebadores F3 y B3, 0,2 uM; y cebadores en bucle, 0,4 uM; porA7 de GC y gInA7 de
GC: cebadores FIP y BIP, 2 uM; cebadores F3 y B3, 0,25 uM; y cebadores en bucle, 0,5 uM. Todas las sondas se
utilizaron a una concentracion final de 0,625 uM. Las reacciones de LAMP duraron 60 min a una temperatura constante
de 63 °C y se llevaron a cabo en una maquina ABI7500 de PCR en tiempo real. Las lecturas de la sefial fluorescente
se obtuvieron en el canal SybrGreen/FAM, Joe o Cy3, segun procediera.

Secuencias de sonda
[0031]
SEC. N.°ID. 2: GTGCACGCI[C-FAM]CCAATAGAAT
SEC. N.° ID. 3: TAAGATAAC|C-FAM]CCGCACGTG
SEC. N.° ID. 4: TCGAGCAA[C-FAM]CGCTGTGAC[ddC]
SEC. N.° ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA
SEC. N.°ID. 6: ATGTTCA [C-JOE] CATGGCGGAG o
SEC. N.°ID. 7: CCA GGG TAT CTA ATC CTG TTT G[C-FAM].
Secuencias de interés
[0032] Las secuencias de ADN de interés utilizadas en los ejemplos son

SEC. N.° ID. 8: Secuencia completa del plasmido pSotonG1l de Chlamydia trachomatis G/SotonG1 (GenBank:
HE603235.1)
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tttgoaacte
gtagacttgg
ttgaataget
aactttbggg
ttatgegtct
gataaaggct
ttttaatgga
tttcacaaag
agattttgga
taagoaggaa
aatocggtaaa
agacgatcota
dafaaadcadda
ttgtgggaga
ggttgogoat
cagagtactt
aatcatgogt
agaggtaagt
tattctgttg
gteottokaga
cttecattatg
aagoacgtgo
gegggogatt
tcgttgaceg
cobottttet
aabtctgacta
ctgggogatce
ttgoaaactyg
atcttobbgt
tcttgttaag
ctbggoagag
ctottgoaga
tocgatatgat
taaggagaag
ataagacttt
catgaaatec
ttgttaacag
tagaaaatog
actctactga

aaaacatatt
cggcttggga

Ltggtggtag
tcataatgga
ttggttaaga
gacgocgtogy
gggattaact
atttcteottg
aaagteogttt
tttttgtata
aacactacat
tggacagttt
ttgattgtac
trttttgeat
attctaatca
aatgggagag
aattttagge
cgtgoaagog
atttcctgte
cctetagtac
ccagaaaaaa
gaggatttat
tcggagtctg
ggggttatct
tgecttaace
atgtactctt
gtctgacggt
atctecaags
aaccaatcoc
ttcatogeat
ttagaaggtt
gaaatatagc
gaaacttttt
Ctecatateca
ctacaagtat
ctittteoatge
togetatatt
ctegtgatat
gatagoacgs
catgoaagat
gtatattctg
catagtattt
agagetttty
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Actttgcaac
cttttgttaa
aaatgggcete
aaatttggt
ttettgttte
accacagoga
cagagqgacts
gattgaccaa
tttttaaaat
tttttgaage
aagggatcog
coaatoagat
catttooctat
tatttgttts
ttgocagagtt
chttgattca
tocktcatogag
aaacacocac
cacctttagyg
cgktacgcaaa
agcaccctag
taaaagggat
coaccattibe
gtagaaagtg
tettaagotyg
ttaagactes
gggogttgat
cogtttttac
goegoetatags
ttgctgoteog
Laatogoato
aagacaatag
gtttgttgag
gtttocaata
ctaacgacat
aacctatecg
toggtatttt
atocgagtatyg
aggcagctitg
aaatacttaa
cggogtagta

tottggtggt agactttgea

aaaatttctt
gatggettte
aAtctacttta
tttagagatt
atctttgttt
taaacagget
gggatatatt
ccgagacaaa
geteoeggata
taagttagac
ttoctttege
cagettaaty
taaaataggg
ccatagtget
CLtaaagcaa
acaaagtgtg
aatattgtga
ctatattaga
tatcatcottt
gcgtttgtac
tgoagottgt
teeggagcda
cataaactte
ggagaaagaa
agaggagegt
tttttttage
tatttoccty
Jactattect
aacttgttta
taggattaga
accaatettt
tgatgcggtc
ggattottgy
ttcttgectge
caaaatgtec
titatataaa
cgttgttagy
ctaattatga
aagacaatgy
Ccaaagatat

aaaatcttag
cataaaagta
toctcatctaa
ctggatttat
aaaatcaagt
agagogagoat
aaacccgcta
atcaaaacag
gtgaattata
gaaattttgk
attaaaaaaa
gaagagttgs
atktcoctgtaa
atgaaaataa
ataggattaa
tgttcttatte
tataattaaa
gocatottot
goggbtbgogh
tocogtoacag
agtocctgott
gttacgaaga
tgaggataag
atggtageott
ttacstasth
tottttagga
gttttaaaaa
tgagtoatas
gtaccttogg
ttatgattta
tetaaagaca
caatgcataa
cgaattttta
aaagataaaa
tgattagtga
catgaaaact
taaagototg
gtttaagtgkt
attacctata
gogacaaatag

actotbggtyg
agctccgatt
gatigttcott
ctagaaaaaa
cggaaacctt
chctagatgt
Jetacatate
ttccattgaa
aatcgattte
Jagactattt
ctttgogoac
gacagaataa
aaaaatacac
caacaagteca
daattactec
aagatgagga
gttctgggga
actatattca
ttgaagogtt
gteocegtgac
cggttgcteg
gagagaacgt
caaaacctet
ttataataat
gttggaaaca
ggageattgt
aggatgctgt
atgttcgact
cgtttaggaa
tccaagaagt
aaagggaaaa
aaaaagatoc
taacttcgaa
aaactiooty
tococctttace
aataatcagg
cgttoccgaaa
atatttgaag
tcoccatcata
actgtagact
tatctogggt
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3841
3901
3961
4021
4081
4141
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4321
4381
4441
4501
45al
4621
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taatgttgca
tegatgatet
ttaatgagta
agggaaggeot
ctatttatga
gagcagogtt
atattgatga
catctatagg
agecgtagagt
ttgctaattt
aattattceg
gtgatagtca
atcgagtaga
ategtcaaaa
acattoctat
ttcocatget
tgtttatcaa
atggatoggt
ttaaaaaagt
aaatcagaag
aaatgggatg
agctatccaa
atccagagaa
aactgaattc
gtttagtgga
gtttttaata
ccaaactctt
aaatatagat
cgttgtagag
tgcaaatgta
atttatcgac
ttettggeca
gatgaatcgg
tatagaaatc
ttcttetaaa
aactaagaaa
ctaaaaacct
gtttttattt
tgacagagcc
ccaaaatgac
cttctattac
gaaatcaaat
tagacaaaat

tgatgettta
gagegtgtgt
caatgaaaat
tgatagtgct
tatattcteca
ctctgagaat
taaaggagrt
gaaaacagck
tggtttcctka
aacaggaata
agtggaagaa
gtataagectt
cgtaatatctt
tgaaatagca
agtttgttka
ttcagatktg
taggaaggaa
tttcteottog
atggtaaatt
tttggaagaa
gtagaagtta
agattactga
tcaaatagtt
ttagaggectt
aaagaagetg
gtggcaacta
tctcogatca
atagacttaa
ccatgtocta
Caccaagaasa
tgggtgatta
gaaaactbgt
tacatctgta
goccattcago
ctcoctoctaaaa
tctaaagaac
aatttattta
gtataacact
goctcocaaggac
agcttoctgat
aattggttig
tocttgatgge
cacaacagac
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Lcaaatgaca
agegctgaag
ccattgogta
atagcaaaqga
cagtcagaaa
caaaattott
atcttageta
ttagctatag
tctctagaaa
tctggtgaaa
gobggagaaa
aatttaatog
atcgattact
gatatatckta
tcoccaactat
cgagacagaog
togtottota
gtattacatt
atagtaactyg
gacctggtca
taggtcttga
cogoaacgaa
ttcaatttga
atggagttaa
aaactgettt
gqaactogatyg
ttaggattta
caccttttaa
tettggtaga
taaaaatgog
cagoagetge
tattaaacgk
caaggaactg
ttggeotggtt
aagaaattct
aaatggaaca
aagqeboaaaa
gqaaaactgog
cagcaaataa
ggaatatctt
gatgcggaaa
attgctgata
cottototag

agottagate
aaaatttgag
gatoctoogtt
ctbttttotat
ttggagtget
totttgatgy
aaggtaattt
acakbggogat
tgagcgcoagg
aattacaaag
cagttagaga
cgaatcagat
tgecagttgat
gqaaccttaag
ctagaaaagt
gtcaaataga
attgtgagat
togatocaaa
coacttoate
atckattaag
ttttctttoa
ttacaagggg
aggatggata
gqoggtataaa
agqaagacttg
gacktaatgga
cgaaggatgg
ttcaccatet
tcaaatagaa
tttoccaaac
Jaaaaagaga
taacgttaaa
gaaaaaaatc
atctagaaga
atatctaaat
agaatctatt
taaaaaagag
tokkbtgotga
tockttgggac
taacagtctc
aagottacca
ctattgttga
ghttgttgaa

cgbtttetcat
caatttcatt
tockattgott
togoageget
ggetogtata
cbtoccaaca
cgtgattata
aaatcttgeg
tcaaattgtt
aggggatcte
atcacatttt
cogqgttgotyg
caactoatoyg
aggtttagce
tgaggataga
Joaagacgoa
aactgttggg
aattagtaaa
aaaagtocta
atatctocca
tctcattaco
aacacaaaag
coaagaatoo
acatccagaa
taccatttag
acacaaatag
gaaggtttaa
acacggaaac
toctactttg
geatcaaagt
cgaaaattaa
agkcttgcat
gagttagcta
aaacgoattg
aaagagoget
aattaatage
ttttaaaaty
taatatcaaa
aaaatcaaca
caataattca
gettattcota
tagtacagtc
agoetbtttaac

acgygLLttos
ttoegotegt
gagcgtataa
agaggeceggt
daaaaaaagac
ggatacaagy
goagetagge
gttactcaac
gagocggattg
tctaaagaag
tatatctgeoa
agaaaagaay
gttggagaaa
tecagagctaa
gcaaataaag
gatgtgattt
aaaaatagac
ttotoogota
toecaccttga
aattggctcea
atgcattage
gggttgtttt
gttttacaaa
ataagtatga
gacabcaacs
tagaccgtta
ctgacgaaga
ataaaggatt
taatcaagoo
atgettacac
ctaaggataa
atattttaag
tocgataaatg
aatttctgga
ttgaagaaat
aggettgaas
ggaaattotyg
gttgggcaaa
cctgtogoag
tcaaccaatg
gaaaagttog
caagatattt
aactttoccaa



5041
5101
21el
5221
5281
5341
5401
S54al
5521
55E1
5641
5701
576l
5821
5881
5841
aliol
alal
6121
alel
6241
6301
63al
6dzl
B4E]
6541
ao0l
aeal
6721
6TEL
6541
G201
6%l
7021
TOEL
7141
7201
7281
7321

7361
7441

SEC. N.° ID. 9: gen porA parcial de Neisseria gonorrhoeae para la proteina de membrana externa de clase 1, cepa

tcactaataa
gaggaactga
totcagoaga
aaggtgatto
gtagtctaag
taggoggttt
taggaataac
aaacaatttt
cggggtttgt
atgtgaaaaa
ctttottaaa
ttcaacaaat
aggataacaqg
tgttttocaa
ttttttgotc
acttggeocca
tatcttoctgg
acaaatcaaa
ttoctgeoate
acaacttaaa
acactccace
ttgottgttt
taagttoggt
atgatcgtaa
agctttttto
attctgtage
atgaaatage
gaacaaacta
agattttaag
aagtcagagt
ttatcaagaa
goaacacgta
tcactbotoo
tgecttacaat
azaaagagttt
tttaaaaaca
aagggtgttyg
taagtctgat
catatgttoo

actttttaag
tttatttagy

aattcaatge
aataggaaaa
tattattgea
taagecetyge
aaccagcoatt
agaaagcggt
aaatacttct
tattggattt
tatgcaaaat
agatttccco
tbetccctta
agaaaactct
tttaaageota
ggctgaatag
ttttaaggga
atttttaggy
attggggact
cgatttaaaa
atttttatce
gttatttoty
tagcectagga
aactccagaa
cggaaaacct
ctegactaac
aacaaaaatt
taatgtctat
aaatatttty
daaaaagaaqg
aagacactte
ttggategat
gacatcctag
cttettttag
tcaacaactt
goebcktgeat
caatcgatec
aaggtogaty
gatcaattte
ttagagaaga
ggagtttett

caaaagagct
gattbgattt

GC3 (GenBank: HE681886.1)

ES 2773313 T3

aacgggttat
ttocacagtea
tcaagaatgg
goegattagtt
actaatacag
gtggtatggg
aatgtatett
ttecttatagg
aaaagaaaag
gaattagace
gaactctace
ttaggattat
aasaaggcott
acaacttact
ggaactggaa
aazaaagtgt
agtgtcagaa
tcaatcattt
gaacagttta
aatgagtact
gggttaacga
cctttttota
gaagaagaac
caaatbgtata
cgtcgagata
coagattota
catatocgaat
cggatgtctt
cttocattga
tatttttatc
cggtaaaact
gagaaaaaat
tttcatottyg
attacgagek
cctataaate
tgatagggaa
ttecttoats
atcgocaatt
tgtoctocta

gatcotoogt
tacgagagag

tcactococay
caccocaaaag
aaggoggogt
atggatacte
gattgactcc
ttaatgcocet
ttttggaagt
ttttatattt
tgagggacga
taaaaatacy
ataaaagtgt
tccocagactce
tgattatget
ctaacgttgy
aaacaacact
tacttgctga
ataaccaaaa
gogaaacaaa
gagaattgga
gogetocottt
aagaagcttt
ttctagggtt
acattcttgg
tagacattat
tttectecteag
Jggccgeaga
atgaacgaga
ttttaaaaaa
actattotea
agagtccoccaa
gottactggt
ctataatget
gatagagtta
ttttataaac
cgeoatatatt
agtatgtgga
Lagaaacaaa
atctgatttc
taacgaaaat

cagetcatat
&

taacattgaa
ctcoctgggage
tgttotaget
atcaggaegtt
aacaacgtat
ttotaatgge
aatacctcaa
agjagaaaaca
ttttattaaa
agtaaacaag
ctcactaate
tocctgttott
tatcttgtot
agttgatttyg
ttcoctctaaac
cctagacoog
aggettgcac
aaaagatagt
tattcataga
ttatgacata
tgttgcagga
acaaaagata
aatageotttg
cgagtetatt
ccgttotett
agatattotyg
ttactotoag
aatcaaactg
graactttga
aactattbogg
cagataaaat
agaaaaatcoo
gbtttttagaa
ctocccaacs
ttggocogota
atgtcgaact
gacgttagag
ttaatagaga
cttetacaas
atatatttat

actttattag
atgttcttag
ttggtacgag
cctaatttat
toattacgtg
aatgatattt
acaaacgctt
gktegaatta
attgttaaag
gaaaaagtaa
ctaggactge
gaaaaattag
agaaaagaca
cacaccttag
gtgggatgea
caatoccaatt
gacatagtat
gkggacctaa
ggacoctagta
tgcataatag
gacaaattaa
cgtgaattet
toctttttgoy
Lacaaaaaca
cttaaagaag
aagttaacgs
aggacaacygt
cogottetct
attctgagga
atgaagaatt
ccatacagaa
tgagtaagga
ctaagtotte
aaactctaca
gaaaaggoga
catcggeogat
Aaacgataga
tacttcgeoat
agectttttga
tatatatata
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541
adl
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geeggeddey gogogacoag ttggggcaat

tteoggoacgo
gatecttggg
gatatgoogg
caattocgttc
tataacacta
gatgtgtatt
aaatatgocga
gggagtgatyg
ggcggotatyg
aatgocgaca
ggtaatacag
aaacgogaac

tgcgcgccgg
acagcaacaa
ttteocgtacy
cggctcaaaa
acggtactac
atgeoeggtet
gacacgocaa
aagcocaaagg
Jodaagycdy
ddaccadaaa
tceogogeat
ataccagcta

cogogttgog
tgatgtgget
ctacgastos
cagcaagtoc
tactacttte
gaattacaaa
tgtcggacgt
tacogatooo
cttgaatote
cagtacgacc
cagctatgec
tga

Neisseria gonorrhoeae, (GenBank: AF520262.1)

1

a6l
121
131
241
301
3ol
421
48l
541
a0l
6ol
721
T8l
241
20l
961
1021
1081
1141
1201

12gl
1321

[0033]

ceegetttygt
ctgocgogoat
gotegtocat
cgtecacage
tcatogacoo
cogaagecta
aattotbogt
tcacgtooga
acogoocoge
tgegotaage
gogaagtogg
gqogoogacoa
adacogocac
accaatccat
cogatacoge
ttaccaates
aattggockta
geaaggeded
ttgeogooct
ctgoogataa
gogottottt

goggogtgtt
googoateeg

cgatttgoge tteacegata

cgtgttggaa
cggegygctgy
cttegtogat
tgococgacggt
tttgaaatet
cttegacddge
adgoggogcg
cgtcaaagge
catggtgaac
taccggoageo
aacccaagat
crttatgece
ttggaaagac
gotoctactac
gtoccaccaac
ttocogocaaa
cocgeatogaa
gotgatggeo
aaacctgtac
ggaagaagoa
cagoaaagac

gaccocogaag
aaaggoattg
cobbbbtatyg
cagggttacg
teoggtatag
gtagaattbg
tgggcaageog
gaotacgoge
attttaggaag
caaatggaaa
atgaaatacg
aaaccgatca
ggtcaaaacc
atcggoggea
tocctacaaac
aaccgttoog
gegeghttos
gygtttggacyg
gacctgoocgco
cttgoogeocoe
tggatagaca

agggaatoat

aatcagtttg
togoaattgy
coggactttt
goctatacge
gttcoggety
aatggogytt
aatgottttg
ttgaaaaacc
gocttggegy
gaaattgeccg
catggtttcog

Logtoggett
acgatgocag
gtattttcoaa
coggtttaag
cggctocattg
ttgteggcaa
ttgoagggaa
agttgttcktt
atcaggtaca
ctocagttgga
ccactgottc

actttgtoga

ggcaggegaa

ccaagcocatt
aggoCoacgac
cggoagogte
gactactgtg
gecoggatog
ctatgoccttt
gotocggoagt
cogoctgacy
CLtgtctgaa
ctacocgottc

acgcagtcag

del alelo ginA-14 del gen de la glutamina

coaaaAggoan
agtggtttga
aggcottooga
atgatgttac
acocgogacoo
gegacacoge
Adacogacat
gocotgeoatat
cogtogogeo
gacteoggeat
tcggeoacccg
tcatccaaaa
tgggcgacaa
tgttcgoagg
tcatcaaaca
gooctogtygce
cttocatcog
cogacoogac
gocattcaaaa
cggaagaaga
tcaaggtega
goracatoge

tatggogooy caccogotgg aatttg

goageaceac
aaacggaccg
tatgoagotyg
cgtogboatbt
gogoctocate
ctatttogge
goacaaaaco
ggacggtcaa
gattgactge
cgaagtogas
tttogocact
cgttgoccac
cggcagoggt
cgacggcktat
cgocaaagoc
goacttbgaa
tatcocogkcot
cgocaacecy
caaaatccat
cgogotogko
ccacgaatto
ctttaaagag

tttacogtgs
gogtttgacg
cgtcoogatyg
acctyogacy
goacgoogog
coogaaccog
cgttacgaaa
aacacocggoc
ggtcaagatt
gbtecaccaca
ttggtcaaac
aatttcggea
atgecacgtec
goocggtttgt
ctgaacgeoga
goacocgacca
gtgaacagca
tatttggeat
cogggegace
cogaccgtct
ctgotgegeg
gaagatgteo

Las secuencias de cebador utilizadas en la reaccion de LAMP son las siguientes:

Plasmido de CT

[0034]

F3
B3
FIP
BIP

TCTACAAGAGTACATCGGTCA (SEC. N.°ID. 11)
TGAAGCGTTGTCTTCTCG (SEC. N.°ID. 12)

GCAGCTTGTAGTCCTGCTTGAGTCTTCGTAACTCGCTCC (SEC. N.°ID. 13)
TCGAGCAACCGCTGTGACCCTTCATTATGTCGGAGTCTG (SEC. N.° ID. 14)

8
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LF1 CGGGCGATTTGCCTTAAC (SEC. N.°ID. 15)
LB1 TACAAACGCCTAGGGTGC (SEC. N.° ID. 16)

porA7 de GC
[0035]

F3 ACCAAAAACAGTACGACCGA (SEC. N.°ID. 17)

B3 AAGTGCGCTTGGAAAAATCG (SEC. N.°ID. 18)
FIPATGGGCATAGCTGATGCGCGAATTGCCGCCACTGCTTC (SEC. N.° ID. 19)

BIP TCGACTTTGTCGAACGCAGTCAAATCGACACCGGCGATGA (SEC. N.° ID. 20)

LoopF1l GCGAACATACCAGCTATGATCAA (SEC. N.°ID. 21)

ginA7 de GC
[0036]

F3 TCATATCTTGGGTTTGGTCG (SEC. N.° ID. 22)

B3 CTGCATATGGACGGTCAAA (SEC. N.° ID. 23)

FiP CGAAGTCCACCACAGCGAATTTGACCAAAGTGGCGAA (SEC. N.°ID. 24)
BiP CTTCGATGCCGAGTCCTTCCGATTGACTGCGGTCAAGAT (SEC. N.° ID. 25)
LF CAAATGGAAATCGGCACCC (SEC. N.°ID. 26)

LB ATGTTCACCATGGCGGAG (SEC. N.° ID. 27)

Solucion amortiguadora

[0037] EI solicitante ha desarrollado un sistema de solucién amortiguadora para su uso con las sondas de la
invencion, al que en los siguientes ejemplos se designa como V6.21 (o0 V6.21p sin colorante V13). Las concentraciones
de los componentes de la solucion amortiguadora tras la reconstitucion de esta son:

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%.

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%.

[0040] Ladeteccion de CT/GC en muestras clinicas mediante PCR en tiempo real se llevé a cabo mediante el ensayo
multiple APTIMA CT/GC (Gen-Probe) conforme a las instrucciones del fabricante.

Electroforesis en gel de agarosa

[0041] La electroforesis del ADN se realizé en gel de agarosa al 1% y soluciéon amortiguadora TAE 1X a 100 V. Los
productos de ADN obtenidos mediante LAMP se visualizaron con GelRed (Invitrogen) en un transiluminador.

[0042] La solucién amortiguadora V6.21 y V6.21p fue desarrollada por el solicitante. Los cebadores para LAMP se
obtuvieron de Eurofins. Los oligonucleétidos marcados con fluor6foro se adquirieron de Integrated DNA Technologies.
La solucién 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

[0043] La Figura 1 es un esquema de la sonda de ADN de la invencidén. La sonda consiste en un oligonucle6tido
con una citosina interna conjugada con un fluoréforo definido. La sonda puede ser complementaria a la regién interna
del amplicén flanqueado por los cebadores Fip y Bip, o puede ser un cebador LoopF o LoopB modificado marcado en
la parte interna con un fluoréforo.

Ejemplo 1

[0044] En las Figuras 2A a 2F se muestran las graficas de amplificacién generadas con los cebadores PB1 de CT
(Figura 2A y Figura 2D), gInA7 de GC (Figura 2By Figura 2E) y porA7 de GC (Figura 2C y Figura 2F) en la solucion
amortiguadora V6.21 que contenia V13 (Figuras 2A, 2B y 2C) o la solucién amortiguadora V6.21p sin colorante V13
(Figuras 2D, 2E y 2F). Las secuencias de interés que se muestran en las SEC. N.° ID. 8 a 10 con la sonda interna PB1
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de CT conjugada con FAM, la sonda en bucle gInA7 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 maquina ABI7500.

Ejemplo 2

[0045] Las Figuras 3A y 3B son andlisis de la curva de fusién 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 reaccion del patrén de ADN de CT de la ATTC. A: grafica del indicador normalizada; B: grafica
del indicador derivada. Las graficas de las curvas de fusion se generaron basandose en las lecturas realizadas en el
canal de FAM con la maquina ABI7500.

Ejemplo 3

[0046] Las Figuras 4A y B son andlisis de la curva de fusion del producto de LAMP generado con los cebadores
gInA7 de GC en presencia de una sonda en bucle ginA7 de GC conjugada con JOE. Como control positivo se utilizaron
100 pg por reaccion del patron de ADN de GC de la ATTC. En la Figura 4A se muestra una grafica del indicador
normalizada y en la Figura 4B se muestra una grafica del indicador derivada. Las graficas de las curvas de fusion se
generaron basandose en las lecturas realizadas en el canal de JOE con la maquina ABI7500.

Ejemplo 4

[0047] Las Figuras 5A y B son andlisis de la curva de fusion 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 reaccion del patréon de ADN de GC de la ATTC. En la Figura 5A se muestra una grafica del
indicador normalizada, y en la Figura 4B se muestra una grafica del indicador derivada. Las graficas de la curva de
fusion se generaron basandose en las lecturas realizadas en el canal de Cy3 con la maquina ABI7500.

Ejemplo 5

[0048] Enlas Figuras 6A a 6D se muestran los resultados de una prueba para confirmar la especificidad del producto
de ADN con una sonda de la invencién en la amplificacion isotérmica mediada por bucle. El tiempo de amplificacion
tardio de los falsos positivos, mas de 30 minutos tras alcanzar la concentracion mas baja detectable de ADN de interés
en lareaccién de LAMP (100 fg de ADN de GC), indica que la amplificacion no especifica podria deberse a la formacion
de dimeros de cebadores. El andlisis de la curva de fusion estandar no permite distinguir entre el producto especifico
y el no especifico en esta reaccion de LAMP, pero el producto no especifico se puede identificar con la sonda de la
invencion. EI ADN de GC se amplificé con los cebadores porA7 de GC y se visualizo con el colorante V13 o la sonda
porA7-ALXA546 de GC, segun procediera.

Ejemplo 6

[0049] En la Figura 7 se muestran las graficas de amplificacion generadas con los cebadores PB1 de CT en la
solucion amortiguadora V6.21 que contenia V13 o la soluciéon amortiguadora V6.21p sin colorante V13, pero en
presencia de una sonda terminal PB1 de CT (complementaria a la region en bucle) con una C interna conjugada con
FAM y un terminador en el extremo 3’ (3'ddC). A pesar de que se logré una amplificacion satisfactoria del ADN de
interés, lo que se confirmd por la excitacion del colorante V13 en la reaccién de control, la sonda PB1 de CT con el
terminador en el extremo 3’ no generé una sefial positiva.

Ejemplo 7

[0050] En las Figuras 8A y 8B se muestran las graficas de amplificacion generadas en la solucion amortiguadora
V6.21p que contenia 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 linea representa las sefiales generadas por ROX, y la segunda linea
corresponde a la sefial generada en el canal de FAM. La unién al ADN de interés de la sonda con una C marcada en
la parte interna produce la excitaciéon de FAM. La unién al ADN de interés de la sonda con una C marcada en el
extremo 3’ no altera el estado de excitacion de FAM.

Ejemplo 8

[0051] En las Figuras 9A a 9C se muestran las graficas de amplificacion generadas con los cebadores PB1 de CT
en la solucién 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 linea y las del canal de ROX en una segunda linea. En la Figura 9B se muestran las
graficas de amplificacion (generadas en el canal de FAM) normalizadas a ROX. En la Figura 9C se muestran las
gréficas derivadas de las curvas de fusion del indicador.
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Ejemplo 9

[0052] En las Figuras 10A a 10C se muestra la validacion de la especificidad de la sonda PB1-FAM de CT. En la
Figura 10A se muestran las graficas de amplificacion generadas con la sonda PB1-FAM de CT en presencia de ADN
de CT y cebadores de CT. Como control, se llevaron a cabo dos series de reacciones donde genes no especificos,
gInA7 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 solucién amortiguadora V6.21p, las graficas de amplificacion 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 reaccion, y no se genero
ninguna sefial cuando se amplificaron los genes no especificos (ginA7 de GC y porA7 de GC). Tampoco se generd
ninguna sefial al utilizar una sonda no especifica en una reaccién en la que el ADN de CT se amplificé con cebadores
de CT. En la Figura 10C se muestran los datos obtenidos en un experimento analogo, pero realizado en la solucion
amortiguadora V6.21 que contenia un colorante intercalante V31. En la Figura 10C se muestran los productos de ADN
generados en el experimento descrito en la Figura 10A.

Ejemplo 10

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

[0054] En las Figuras 12A y 12B se muestran las graficas de amplificacién generadas en el ensayo multiple de
CT/GC con las sondas PB1-FAM de CT + porA7-Alexa546 de GC. El ADN de CT y GC se amplificé en reacciones
independientes o conjuntamente en la solucion 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 mostré que dos ADN de interés se pueden amplificar y detectar en una reaccién simultdnea con sondas
marcadas con FAM y Alexa546, y que no habia reactividad cruzada entre las sondas y los cebadores PB1 de CT y
porA7 de GC.

Ejemplo 12

[0055] En el Cuadro 1 se muestra una comparacion entre la LAMP con V13 para CT y GC, el CT/GC Aptima y el
ensayo multiple de CT/GC (PB1-FAM de CT + porA7-Alexa546 de GC). El ADN extraido de 136 muestras clinicas se
analiz6 con el ensayo multiple CT/GC-Aptima, los cebadores PB1 de CT y porA7 de GC en la solucién amortiguadora
V6.21 que contenia V13 o en una reaccion multiple en la solucion 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
muestras también se analizaron en una reaccion simple con la sonda gIinA7-joe de GC. En el Cuadro se muestran las
puntuaciones de concordancia entre las pruebas.
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REIVINDICACIONES

Un método para detectar una secuencia de un acido nucleico de interés en una muestra que comprende:
amplificar un acido nucleico de interés en la muestra mediante amplificacion isotérmica mediada por bucle;
sondear el acido nucleico amplificado con una sonda que comprende;

una secuencia de una sonda oligonucleotidica complementaria a una regién de una secuencia de un acido
nucleico de interés, donde dicha secuencia de una sonda oligonucleotidica tiene solamente un marcador
fluoréforo y dicho marcador esta unido a una base de citosina interna y donde dicha secuencia de una sonda
oligonucleotidica no tiene un terminador en el extremo 3’, donde la base de citosina esta dispuesta
sustancialmente de manera central a lo largo de la cadena oligonucleotidica a excepcion de las posiciones 1-3
en el extremo 3’y la posicion 1 en el extremo 5'; y

detectar la presencia del acido nucleico de interés, donde un incremento en la fluorescencia de la sonda indica
la presencia del acido nucleico de interés en la muestra.

El método de la reivindicacion 1, donde la secuencia de la sonda oligonucleotidica es una secuencia de ADN y
la secuencia del acido nucleico de interés es una secuencia de ADN.

El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el fluor6foro comprende uno o
mas seleccionados de los siguientes: FAM, JOE, TET, HEX, TAMRA, ROX, ALEXA y ATTO.

El método segun la reivindicacion 3, donde el fluoréforo es FAM, Joe o Alexa546.

El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la secuencia de la sonda
oligonucleotidica comprende la siguiente secuencia:

5 Xn C*Xm 3’ (SEC. N.°ID. 1)

donde nes > 1, m > 3, X es una base nucleotidica; y * es un fluoréforo y

donde la base nucleotidica se selecciona de entre A, T, Cy G,

n es mas de 1 hasta 20, mas preferentemente mas de 1 hasta 10, y m es mas de 3 hasta 20, preferentemente
mas de 3 hasta 10.

El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la secuencia de la sonda
oligonucleotidica comprende una o mas de las siguientes secuencias:

SEC. N.° ID. 3: TAAGATAAC|C-FAM]CCGCACGTG

SEC. N.° ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA
(0]

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

El método segun las reivindicaciones 1-5, donde el acido nucleico de interés procede de un microorganismo, un
hongo, una levadura o un virus.

El método reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el acido nucleico de interés
procede de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae.

Un método para diagnosticar una infeccion por clamidia y/o gonorrea en un paciente, que comprende:
proporcionar una muestra obtenida a partir del paciente;

llevar a cabo un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8; y

detectar la presencia de un acido 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 infeccion por Chlamydia
trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae.

El método de la reivindicacion 9, donde a la muestra se afiade un Unico tipo de sonda especifica para un acido
nucleico procedente de Chlamydia trachomatis o Neisseria gonorrhoeae.

El método de la reivindicacion 9, donde se afiaden al menos dos sondas distintas a la muestra, donde una primera
sonda se marca con un primer marcador fluorescente y es especifica para sondear el acido nucleico de
Chlamydia Trachomatis, y una segunda sonda se marca con un marcador fluorescente diferente al de la primera
sonda y es especifica para sondear el acido nucleico de Neisseria gonorrhoeae.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde las sondas se proporcionan en un sistema de
solucién amortiguadora que comprende dNTP a una concentracion de 1-10 mM, una o mas sales a una
concentracion de cada sal de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentracion de 10-100 mM, trehalosa a una
concentracion de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 U y 1,2 propanodiol al 0,01% -1%.

El método de la reivindicacion 12, donde la sal o las sales se seleccionan del grupo que consiste en KCI,
(NH4)2S04 y MgSOa.

12
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Una sonda para la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos que comprende una secuencia de una sonda
oligonucleotidica complementaria a una regién de una secuencia de un acido nucleico de interés, donde dicha
secuencia de una sonda oligonucleotidica tiene solamente un marcador fluoréforo y dicho marcador se une a
una base de citosina interna y donde dicha secuencia de una sonda oligonucleotidica no tiene un terminador en
el extremo 3’, donde la base de citosina esta dispuesta sustancialmente de manera central a lo largo de la cadena
oligonucleotidica, a excepcion de las posiciones 1-3 en el extremo 3’ y la posicién 1 en el extremo 5’; donde la
sonda comprende una 0 mas de las siguientes secuencias:

SEC. N.°ID. 3: TAAGATAAC|C-FAM]CCGCACGTG

SEC. N.° ID. 5: GCGAACATA [C-ALEXA546] CAGCTATGATCAA
(0]

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

Un kit para detectar un acido nucleico de interés conforme al método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13 que comprende una sonda segun se especifica en un método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 o
segun se reivindica en la reivindicacion 14, una solucién amortiguadora como reactivo para la amplificacién
isotérmica mediada por bucle, una enzima, dNTP y uno o mas cebadores para la amplificacion isotérmica
mediada por bucle.

El kit segun la reivindicacion 15, que ademas comprende un control positivo y negativo.

El kit de la reivindicacion 16, donde la solucibn amortiguadora como reactivo comprende dNTP a una
concentracion de 1-10 mM, una o mas sales a una concentraciéon de 2-20 mM, Tris pH 8,8 a una concentracién
de 10-100 mM, trehalosa a una concentraciéon de 10-100 mM, polimerasa Bst en una cantidad de 1U-12 Uy 1,2
propanodiol al 0,01%-1%.

El kit de la reivindicacion 17, donde una o mas sales se seleccionan del grupo que consiste en KCI, (NH4)2SO4 'y
MgSOa.
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Figura 4A

e

Curva de fusion

ES 2773313 T3

95.0

90.0

85.0

75.0
Temperatura (2C)

70.0

65.0

0.5

0.45

0.4

ot |
o

0.35
0.25
0.2 4
1
0
0

(epezijewaou Jopedipul |9p edleln) uy

23



ES 2773313 T3

(235) eanmesadway

0°s6 0°06 0's8 008 0'sL 0oL 0°'s9
ey £
y - /i N\ 4N
NEaNy AR A
NS 7S h s A
e : / P, .w g ./ NQ.O
i / 0y
w A\ £ im, i \
/.v ¥ s\\ W«:
,I“Ff e .\\ \\ P /»J. - K\u.
5 x\.,.\.! I 4 ! T 1 .
: v r " $0°0
\, ) i AdPaN §
33  SETA GNP
Ry AN s VAR =g LluN
S EmasEEANARECmmas s ammmRALE
| ARV / / A .
I RN [T VI Vi
IR o= 2 R A7) ,
By 77 7 \ A
; m : \.\. % A 7 \;
1 i} e | J thod ,_ .
N T ' /1y 0
Y& ik T
i VS
1) /] V4
U 4 To
7T
/M Y
./
o

uoisny ap eain)

dt eansi4

(epeawap Jopedipul [9p ealyean) uy

24



ES 2773313 T3

0's6

(25) eanjesadway
006 0's8 008 0°'sL 0oL 0°'s9
T e N I | e
I i i A
; 3.
7T
IR AT
Y / e
/ J. / !
AN L N/ , - 1
N S TN AN A 7
NS o AN [ XX/ ARy
m Y A \ {
m w I Mo i
N A b A Vi
7 -y
: P i 1 A i
I A A /
; i i Py AR P4
j : U [ N
e SRR Y \ i
; | T Y L ]
Wy ! vi -
_ ) \
w w [ \
| Ll r\ / \
I i ‘N
t 1AV Vi
4 I I [ 1if
\ / [ |
k LIV i
) { it § ]
\ / A
N H

uoisny ap eain)

VS eansi

A

LA

6T

ve

6T

(epeawap Jopedipul [9p ealyean) uy

25



ES 2773313 T3

0's6 006 0's8

(25) eanyesadway

008

0'sL

0'0L

0's9

e vt

etk vo

uoisny ap eain)

dg eansiy

00

L so

0

| szo
€0

Sv°0

g0

IlewJou Jopedipul |9p edljeln) uy

(epez

26



ES 2773313 T3

0's6

(25) eanjesadway

0'06 0's8 008 0'SL 0oL 0's9
. ¢ P B £
i i - i
9 e -
: 77 - E R S S S -
A/ : ..-. j? &_. ﬂhﬂﬁ: RS- l..r e
A i B i e e i O
k4 i,
i i
i 1i
1 i)
T
Wi m
i ¥
{1

uoisny ap eain)

V9 ean3iy

0°0000¢

000000t

0°000009

0°000008

0°000000T -

0°00000ZT

0°00000rT

(epeAniap Jopedipul [3p edyelo) uy

27



ES 2773313 T3

(235) eanmesadway
0's6 006 0's8 008 o0'st 0oL 0's9

. i ' o N ' A 3 i B . H B
AN
yAMR )
8 .\ ar
AN vo
47, m\.“ - s..\.. .:.’L\ w N
. F{ AN I T N W
1) i ¢ ‘.m - \xu\\ vt im0 2 |
N v - p i : .
- AL A = e \ - 0'00000Z
X A LA RN I s s : Y
W7 — Y i 7
RIS s 7 FLp o+
P T s e ,_._.&W..\W |- 0000001
__ M\.r / A ..m”.\ 7 i
i A £ i/
bt , &
,m_ LW L I B Ay \ £ N O T S S 411 ooooooLt
i .
“ ‘ X fifr
1 f ) ] 4
_~_ ! RN ../UQ ! &.. 00000022
[ . Ji st
_. NG
I
L R i
T v ) m 0'00000£2
! | . :
' &.

uoisny ap eain)

49 eansiy

(epenwiap Jopedipul [9p edlyeaD) Uy
28



Figura 6C

7

icacion

Grafica de amplif

ES 2773313 T3

g
5.

g

LR e 4

Bl
@
v
#
-
Ed
-
*
v
§
i #
HREEE
o
HE
! WA
LN
¢ oy X
i3
.
Do
R
MR

AR R VYA
A S

z
3
’y
3
$

¢

Cw %

v %y

¥
+

< T
3 gmerst XX x¢
:s" ¥

LY B

,
;4

SR E

&
¥

IoGeors i
T Bwerni 3
3 macize “z
vt v R
P @23
e T

1Y,

b

4 0.rr on

e

¥
¥
¥
¥
:

DR

e
R L

o 0 0 0 Bl

renr G e

R

A o mr e e

i

e <
3 E
s ¥
3 b
3
: 30 5
‘ s
3 b N

atieaw

1

29

60

55

45

35

30

10

Ciclo



ES 2773313 T3

-
oo mmnee o R

- T 30 Re B A a4

A A A A "
I T TR R p
R B e e e e R -
H - nanang asra
< <
T e A e s et P ~
NN WY O O S R e daas v v
WY OF W W v v

TN A K

00T

- 0001

uv

- 00001

000001

- 0000001

0000000T

uopedyyijdwe ap eayeso

@9 eansi4

30



ES 2773313 T3

09

op1
0s ot 0€ 0z

S el

7
-
4 i
] Pl
i i 1
H ¢ I
: {
: . . . Lo g
! P
H food
: |7 {
m U &/
: !
I S \ -
S 177
M p—_ 11/
— — |/
e s s, p/.{z \.\ { \\
$ — e —— v l;/.l .- \.\
. ?‘t)&.’;. . g s\!:// \\ \m 7
Jf..f..le . e, y, \..\
o .M./ g iy S ,\\\ .
", A o \\
hY

s9|di3jnw sajuaduodwod ap edlyeln

L eangdi4

000°00S

000°000°T
000'00S'T
000°000°Z
000°00S°2
000°000°€
000°00s°€
000°000°t
000005t
000°000°S
000°00S°S
0000009
000'00S™9
000°000°L
000°00S°L
000°000°8
000°005°8
000°000°6

elduadsaion|4

31



ES 2773313 T3

0s

op1

01

V8 ein3di4

© 000000
© 000005V
© 000°000°S
- 000'005°S
~ 0000009
© 0000059
© 000°000°L
- 000°00§°Z
- 000°000'8
. 000'00S°8
000°000°6
© 000°005°6
~000°000°0T
© 000005°0T
. 000°000°TT

R — . 000005°TT
T 000°000°TT
s9|di}jnw sajuduodwod ap edlyedn

enuadsaion|q

32



ES 2773313 T3

0s

0E

o1

174

ot

N

000°00S°C
000°000°€
000°00S°E
000°000°
000°00S°¥

000°00S°S

1 000°000°9

000°005"9

~+ 000°000°L

000°00S°L

000°005°8
0000006
000°00S°6

s9|di3jnw sajuauodwod ap edyyeln

g8 eansiy

+ 000°00S°0T

000°000°TT

+ 000°00S°TT

000°000°ZT

elduadsaion|4

33



ES 2773313 T3

op1

09 0s ov 0t 0z )8

r 000°000°T

- 000°000'Y
| 000'000°s
- 000000'9
- 000000
~.| 000'000'8
AR
. - 000°000°0T
i : | 000°000°ET
- 000°000'¢1

- L 000°000'ST

fo o 000°000'9T
L 000°000°LT

s r 000°000°8T

s9|di3jnw sajuauodwod ap edyein

V6 eansig

eiduadsaion|4

34



ES 2773313 T3

09

sS 09 St

SE

op1
(113 174 0z

ot

uonesyidwe ap ealyeio

46 einsi4

T00000°0

T0000'0

. T0000

yv

1000

T0°0

T0

35



ES 2773313 T3

0's6

(25) eanjesadwa)

0°'s8 008 0'sL 0'0L

0's9

A

(Y

A

B

i

S

-
i
ety

e
.

‘\.,N
o
-

:Wmiﬁﬁm

/

-S‘(’f';r‘””
o

<.,

¥ iy y
WA N

N
"t

T %f\

i

g
L O '%,

uoisny ap eain)

J6 eansig

S
=)

=
=]

-~ ST'0

0

(epeaap Jopedipul [9p edyelo) uy

36



Figura 10A

icacion

Grafica de amplif

T ey

ES 2773313 T3

0.1

37

0.0001
0.00001

0.000001

60

55

60

30

10

Ciclo



ES 2773313 T3

09

SS

0s

St

op1
SE 0€ ST (174

ST

ot

uopesyyijdwe ap eayeso

g0T e4n3i4

o

38



ES 2773313 T3

L L L) | | L 4

J9 3p Nav J9 3p Nav

10 3p Nav J9 ap Lylod JD 3p NQv uis 1D ?p NaVv
1D 3p saiopeqad solopeqad  LVu|8 saiopeqad 1D 3p saiopeqad LI 3P sa10peqad
edly10adsa ou epuos 1D dp epuos ‘1D ap epuos ‘12 ap epuos ‘1) ap epuos

20T ean3iy

39



ES 2773313 T3

SS

14

o1
SE (113 T4 (174 ST (1)9 S

ugedyljdwe ap eayelo

VIT einsi4

T00000°0

- T0000°0

- T000°0

T00°0

- 100

- 10

-\

40



ES 2773313 T3

SS

09

Sv

op1
SE (113 ST 0z ST 0T S

. . PRS-~ 5o
Lty e ARSI
"
o!xs\\LLt...a::“t..)

uopedyijdwe ap eayeso

ga1T eansi4

1000000

100000

1000°0

v

1000

100

41



ES 2773313 T3

o]d1d
09 ss 09 Sy ot 13 0t T4 0z ST 01 S

ugedyijdwe ap eayelo

' YT eansiy

100

- T'0

uv

42



ES 2773313 T3

09

SS

09

Sy

op
SE 0€ T4

uopedy|dwe ap eayelo

4¢T eansiy

0z

ST

100

o

4V

43



ES2773313 T3

%98 ewndy )0 e djuady 3jdizjnw oAesud |9 ua )o

%E] ewndy |) e 9jualy ajdizjnw oAesud [@ ua 1)
%P6 3|dninw oAesua |2 ua Ho ap 9pgexa|y-Ly4od e djualy Ho esed dINV1

i i %C6 a|diynw oAesua |3 ua 1) 3p INV4-TGd € 1udiy | ) eled JINIVT

{eDUBPIOOUOD 3P UQIdENIUN sopesedwod soAesuz,

Sedlul|d seJysanw 9€T ua oAesuy

(DD ap 9psexa|y-Lv4od + 1D 3P INV4-TAd) LSYIA I9/1D 3jdinw oAesud
12 A ewndy 39/1) ajdijnw oAesua |3 ‘D9 A 1) esed €TA U0 dIANIY] €] 343Ud uoesedwo)

1 odpen)

44



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

