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DESCRIPCIÓN 
 

Método isotérmico rápido altamente sensible para la detección de mutaciones puntuales y SNP, conjunto de 
cebadores y kit para el mismo 
 5 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere a un método para detectar una mutación puntual o un SNP en una secuencia de 
nucleótidos por medio de un método de amplificación por LAMP (polimerización mediada por amplificación por 
bucle) mejorado, así como a un conjunto de cebadores y a un kit para llevar a cabo el método de la invención. 10 
Según una realización no limitativa, el método, el conjunto de cebadores y el kit son adecuados para detectar la 
mutación G1849T (V617F) en el gen JAK2. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Los trastornos mieloproliferativos (MPD) son trastornos clonales de progenitores hematopoyéticos, e incluyen los 
MPD clásicos leucemia mieloide crónica (CML), policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (ET) y mielofibrosis 
primaria (PMF), así como leucemia eosinófila crónica (CEL), leucemia mielomonocítica crónica (CMML) y 
mastocitosis sistémica (SM) y otros. En las últimas dos décadas, se han identificado alelos mutantes en CML, 
CMML, CEL y SM2-5, y en cada caso la mutación causante da como resultado la activación constitutiva de la 20 
señalización por tirosina cinasa. Las causas genéticas de los MPD más comunes siguieron siendo desconocidas 
hasta la identificación de mutaciones que activan la señalización por la cinasa Janus 2 (JAK2) en la mayoría de los 
pacientes con PV, ET o PMF(1, 2, 3, 4). JAK2 es un miembro de la familia Janus de tirosina cinasas no receptoras 
citoplasmáticas, que también incluye JAK1, JAK3 y TYK2. La mutación es una sustitución de guanina a timidina en 
la posición 1849 en la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GenBank NM_004972, SEQ ID NO: 1), 25 
comenzando la numeración en el codón de iniciación ATG, correspondiente a la posición 2343 de SEQ ID NO: 1. 
Una mutación de este tipo da como resultado una sustitución de fenilalanina por valina en el aminoácido 617 de la 
proteína JAK2 (JAK2V617F), dentro del dominio pseudocinasa JH2 (5). La pérdida de autoinhibición de JAK2 da 
como resultado la activación constitutiva de la cinasa, de manera análoga a otras mutaciones en MPD y leucemia 
que activan de manera aberrante tirosina cinasas (6, 7, 8). 30 
 
La secuenciación directa sólo es sensible hasta aproximadamente el 20% del ADN mutante en un contexto de tipo 
natural (9, 10). Esta cuestión es bastante relevante para trastornos mieloides crónicos, en los que la sangre y la 
médula están compuestas a menudo por una mezcla de elementos hematopoyéticos normales residuales y 
neoplásicos. Éste es especialmente el caso de ET y MDS, en los que pueden estar presentes mutaciones génicas 35 
evidentes fenotípicamente en clones diminutos que comprenden menos del 10% de la población de células de 
médula total. James et al. (11) investigaron esta cuestión específicamente con respecto a 1849 G-T de JAK2 
realizando una serie de experimentos de mezclado con células de eritroleucemia HEL, que portan la mutación de 
JAK2, mezcladas con células de eritroleucemia TF-1, que no la portan. No pudieron detectar el alelo mutado cuando 
estaba presente en <5% del ADN total. Con ADN de paciente mutante homocigoto diluido en ADN de una persona 40 
sana, la secuenciación era incluso menos sensible (10%) de lo que era con las líneas celulares (12). 
 
Un método común usado para la detección de mutaciones de ácidos nucleicos es el sistema de amplificación 
resistente a la amplificación (ARMS). Se aprovecha del hecho de que los cebadores de oligonucleótidos deben 
aparearse perfectamente en sus extremos 3’ para que una ADN polimerasa extienda estos cebadores durante la 45 
PCR (12). Diseñando cebadores de oligonucleótidos que se aparean sólo con una mutación puntual del ADN 
específica, tal como la que codifica para V617F de JAK2, ARMS puede distinguir entre alelos polimórficos. Por tanto, 
a estas técnicas se les dan los nombres alternativos de “PCR específica de alelo” (AS-PCR) o “PCR de cebador 
específico de secuencia”. La sensibilidad de ARMS es de hasta del 1 al 2% (13) de ADN mutante en un contexto de 
tipo natural. 50 
 
La monitorización en tiempo real de la acumulación de productos de PCR durante el termociclado puede ser valiosa 
como método semicuantitativo y pueden usarse ensayos de curvas de fusión de ADN conjuntamente con PCR en 
tiempo real. Asimismo, James et al. (14) compararon la secuenciación mediante química de colorantes fluorescentes 
con dos sistemas de detección de mutaciones basados en PCR en tiempo real diferentes, uno que usaba un 55 
instrumento LightCycler (Roche Diagnostics) y otro que usaba una máquina Taqman ABI Prism 7500 (Applied 
Biosystems). Estas técnicas de PCR en tiempo real detectaron del 0,5 al 1% de ADN de la línea celular HEL diluido 
en ADN de la línea celular TF-1 y del 2 al 4% de ADN de paciente mutado de manera homocigota diluido en ADN de 
una persona sana. 
 60 
Es posible un análisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) puesto que la mutación 
1849 G-T de JAK2 suprime un motivo en la secuencia de JAK2 de tipo natural que se reconoce por la enzima de 
restricción BsaXI. Aunque la supresión de un sitio de restricción no es tan satisfactoria como la creación de un nuevo 
sitio, debido a que una reacción de escisión enzimática negativa podría deberse o bien a la ausencia de la mutación 
o bien a un fallo del procedimiento de digestión, puede ser útil como análisis de primer paso. La sensibilidad 65 
proporcional notificada depende en parte del método usado para detectar los fragmentos y es de aproximadamente 
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el 20% de ADN mutante en un contexto de tipo natural (15, 16). 
 
La pirosecuenciación es un método de genotipado rápido que depende de la liberación de pirofosfato (PPi) siempre 
que se incorpore un dNTP a una cadena de ADN en crecimiento durante la polimerización de ADN dirigida por 
molde (17). Varios grupos (17, 18) han intentado la pirosecuenciación de JAK2 usando el sistema automatizado 5 
PSQ HS 96 (Biotage, Uppsala, Suecia) con experimentos de dilución similares a los descritos anteriormente 
mostrando una sensibilidad del ensayo notificada del 5 al 10% de alelo mutante en un contexto de tipo natural. 
 
Se han descrito otras varias técnicas de detección de mutaciones, incluyendo análisis de polimorfismos 
conformacionales de cadena sencilla (SSCP), electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), 10 
cromatografía de líquidos de alta resolución desnaturalizante (DHPLC), ensayos de extensión de cebador de un solo 
nucleótido (Pronto), y otros. De hecho, la DHPLC puede detectar la mutación de ADN genómico que subyace a 
V617F de JAK2 de manera fiable, y puede detectar mutaciones a una proporcionalidad de <1 al 2%. Sin embargo, la 
DHPLC y las otras técnicas o bien suponen un desafío técnico o bien requieren mucha mano de obra o ambos. O 
bien no permiten una alta producción a un coste adecuado para un laboratorio clínico (SSCP y DGGE) o bien 15 
requieren una inversión inicial considerable en equipo (DHPLC) . 
 
Teóricamente, también podrían usarse técnicas basadas en proteínas para detectar la mutación V617F de JAK2, 
pero éstas son generalmente engorrosas, y el acceso a tales recursos es limitado. Por tanto, habitualmente no se 
prefieren ensayos basados en proteínas si son viables pruebas basadas en ADN o ARN. 20 
 
La solicitud de patente europea EP1692281A da a conocer un método para la detección de la mutación G1849T de 
JAK2 basándose en amplificación por PCR. 
 
Los documentos de la técnica anterior WO2009/049630, Nagamina et al, (Molecular and Cellular Probes (2002) 16, 25 
223-229), US2007/0218464 y EP1975249 dan a conocer métodos de amplificación isotérmica mediada por bucle 
(LAMP) que emplean además de los cebadores externos F3 y B3, los cebadores internos FIP y BIP y también los 
cebadores de bucle LB o LF. 
 
Los métodos de la técnica anterior muestran varias limitaciones. En primer lugar, el menor nivel de sensibilidad, que 30 
permite la detección de la secuencia de JAK2 mutante hasta el 1% de la muestra en los mejores casos. Una 
sensibilidad de este tipo requiere el enriquecimiento de los mutantes por medio de aislamiento de granulocitos antes 
de la extracción. Ésta es una etapa que requiere mucho tiempo y mano de obra que da como resultado 
aproximadamente 2 horas adicionales para los procedimientos ya largos (de desde 2 hasta 5 horas) requeridos para 
el diagnóstico. Además, todos los métodos ilustrados anteriormente son relativamente caros y requieren mucha 35 
mano de obra, requiriendo a menudo equipo especializado que no siempre está fácilmente disponible. 
 
Descripción de la invención 
 
Los presentes inventores han establecido un método de LAMP novedoso de detección de una mutación puntual o un 40 
SNP en una molécula de ácido nucleico, que es particularmente selectivo y rápido. Los presentes inventores han 
establecido también un conjunto de cebadores novedoso y un kit para llevar a cabo el método de la invención. El 
método para detectar una mutación puntual o un SNP de ácido nucleico y el conjunto de cebadores y el kit para el 
mismo se caracterizan por las características definidas en las reivindicaciones adjuntas, que forman una parte 
integral de la descripción. 45 
 
El método de la presente invención difiere de la tecnología de LAMP convencional que se da a conocer en la 
solicitud de patente europea EP 1020534A y que se representa en el presente documento en la figura 1. El método 
de la invención permite la amplificación y detección selectivas simultáneas de la sustitución de una sola base en una 
muestra de ácido nucleico. Además, el método de la presente invención es fácil de realizar, puesto que requiere 50 
instrumentación sencilla y los resultados pueden generarse en una reacción en un solo tubo. Por estos motivos, 
también es menos caro en comparación con los métodos de la técnica anterior. 
 
El método de la invención supera las limitaciones y los inconvenientes de las técnicas de la técnica anterior, dando 
como resultado una mayor sensibilidad (hasta el 0,01% de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural); es 55 
isotérmico y rápido, completándose el diagnostico en una reacción de una hora. Además, el método de la invención 
permite evaluar si la cantidad de alelo mutante, tal como por ejemplo el alelo de JAK2 mutante, que está presente en 
la muestra sometida a prueba es mayor o menor del 50%, proporcionando una indicación de si el sujeto sometido a 
prueba es heterocigoto u homocigoto para la mutación puntual individual o el SNP de ácido nucleico de interés. 
 60 
Por tanto, un primer aspecto de la presente invención es un método de detección de la presencia de una mutación 
puntual en una molécula de ácido nucleico diana dentro de un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo 
natural, comprendiendo el método las etapas de: 
 

1) proporcionar una muestra de ácido nucleico; 65 
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2) poner en contacto dicha muestra de ácido nucleico, en condiciones de reacción apropiadas, con una 
disolución que comprende una mezcla de oligonucleótidos y una ADN polimerasa que tiene una actividad de 
desplazamiento de hebra en condiciones de hibridación, en el que dicha mezcla de oligonucleótidos consiste en 
cebadores adecuados para la amplificación isotérmica mediada por bucle de la región de la molécula de ácido 
nucleico diana que incluye la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a detectarse, 5 
comprendiendo dichos cebadores: 

 
i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3; 

 
ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP, 10 
 
en el que FIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de ácido nucleico 
en 5’ F1c y BIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ B2 y una secuencia de ácido 
nucleico en 5’ B1c, 
 15 
en el que F2 puede reconocer e hibridarse con una región de la molécula de ácido nucleico diana 
designada como F2c y B2 puede reconocer e hibridarse con una región de la molécula de ácido 
nucleico diana designada como B2c, 
 
en el que F2c y B2c son regiones diferentes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de ácido 20 
nucleico diana, 
 
en el que o bien B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual o bien F2c está en el sentido de 5’ 
de la mutación puntual, y en el que si B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual, entonces 
dicha mutación puntual está ubicada en la secuencia de F2c o en el sentido de 3’ de la secuencia de 25 
F2c y en el sentido de 5’ de la secuencia de F1c, o 
 
si F2c está en el sentido de 5’ de la mutación puntual, entonces dicha mutación puntual está ubicada 
en la secuencia de B2c o en el sentido de 5’ de la secuencia de B2c y en el sentido de 3’ de la 
secuencia de B1c; 30 

 
iii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende: 

 
- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una región de 

la molécula de ácido nucleico diana que comprende la mutación puntual, de manera que la 35 
secuencia de bucle central puede reconocer e hibridarse con la molécula de ácido nucleico diana 
sólo si está presente la mutación puntual, y 

 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre sí de 

manera que se forma un tallo tras hibridación intramolecular, 40 
 

siendo la afinidad de hibridación de la secuencia de bucle central con la región de la molécula de 
ácido nucleico diana que comprende la mutación puntual mayor que la afinidad de hibridación 
intramolecular de la secuencia en 5’ con la secuencia en 3’ de manera que, si está presente la 
mutación puntual, la secuencia de bucle central se apareará con y amplificará la región de la 45 
molécula de ácido nucleico diana que comprende la mutación puntual; 

 
iv. un resto no extensible que puede reconocer e hibridarse selectivamente con las moléculas de ácido 
nucleico de tipo natural; 

 50 
3) incubar la mezcla resultante a una temperatura constante; 

 
4) detectar una señal indicativa de la amplificación de la región de la molécula de ácido nucleico diana que 
comprende la mutación puntual. 

 55 
La primera etapa del método implica obtener la muestra de ácido nucleico que va a someterse a prueba, tal como 
por ejemplo de un paciente que se sospecha que porta la mutación puntual de interés, en una forma o bien 
heterocigota o bien homocigota. 
 
En una realización preferida, los dos cebadores internos FIP y BIP están diseñados en una región de la molécula de 60 
ácido nucleico diana que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a detectarse de 
manera que la mutación puntual está ubicada en la región entre la secuencia de F2c y la secuencia de F1c o entre la 
secuencia de B2c y la secuencia de B1c. En una realización alternativa, la mutación puntual está ubicada en la 
región estudiada con sonda por B2 o F2, es decir dentro de la secuencia de F2c o dentro de la secuencia de B2c. 
 65 
En otra realización preferida, la secuencia en el extremo 5’ y la secuencia en el extremo 3’ del cebador extensible 
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mutante de tallo-bucle tienen al menos 3 nucleótidos de longitud. El cebador extensible mutante de tallo-bucle puede 
diseñarse alternativamente como un “cebador extensible mutante autoapareado”, o más simplemente como un 
“cebador extensible autoapareado” (LB o LF). 
 
En una realización adicional preferida del método de la invención, el resto no extensible es un ácido nucleico 5 
peptídico (PNA), que tiene preferiblemente al menos 10 nucleótidos de longitud. Los ADN y los ARN consisten 
respectivamente en una estructura principal de azúcar de desoxirribosa y ribosa, mientras que la estructura principal 
de los PNA está compuesta por unidades de repetición de N-(2-aminoetil)-glicina unidas por enlaces peptídicos. Las 
bases de purina y pirimidina se unen a la estructura principal por enlaces metileno-carbonilo. Los PNA se 
representan como péptidos, con el extremo N-terminal en la primera posición (izquierda) y el extremo C-terminal a la 10 
derecha. Puesto que la estructura principal del PNA no contiene ningún grupo fosfato, la unión entre las hebras de 
PNA/ADN es más fuerte que entre las hebras de ADN/ADN debido a la falta de repulsión electrostática. 
 
En la realización más preferida de la invención, el ácido nucleico peptídico (PNA) comprende una secuencia de 
bases que puede hibridarse con la región de la molécula de ácido nucleico que incluye la supuesta mutación puntual 15 
(es decir, que incluye la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a detectarse), dando como 
resultado de ese modo la formación de dos estructuras bicatenarias, una con la molécula de ácido nucleico diana de 
tipo natural y la otra con la molécula de ácido nucleico diana mutada. La temperatura de fusión de la estructura 
bicatenaria que resulta de la hibridación del PNA con la molécula de ácido nucleico diana en ausencia de la 
mutación puntual (es decir, con la secuencia de tipo natural) se designa como (Tf) = X y la temperatura de fusión de 20 
la estructura bicatenaria que resulta de la hibridación del PNA con la molécula de ácido nucleico diana en presencia 
de la mutación puntual (es decir, con la secuencia mutada) se designa como (Tf) = Y. Según una realización 
preferida, Y< temperatura de incubación < o igual a X y X es al menos 5ºC mayor que Y. 
 
En una realización alternativa de la presente invención, el resto no extensible es un cebador no extensible de tipo 25 
natural de tallo-bucle, que comprende: 
 
- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una región de la molécula de 

ácido nucleico de tipo natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a 
detectarse, 30 

 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’, siendo dichas secuencias de extremo 5’ y de extremo 

3’ complementarias entre sí para formar un tallo, de modo que dicha secuencia de bucle central tiene una 
mayor afinidad de hibridación con la región que comprende la secuencia de tipo natural de la molécula de 
ácido nucleico que la afinidad de hibridación de la secuencia de extremo 5’ con la secuencia de extremo 3’, 35 
de modo que da como resultado el apareamiento con y el bloqueo de la amplificación de la secuencia de tipo 
natural. El experto en la técnica es consciente del hecho de que la hibridación entre la secuencia de extremo 
5’ y la secuencia de extremo 3’ es una hibridación intramolecular. 

 
En una realización preferida de la presente invención, la ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de 40 
hebra en las condiciones de reacción es la Bst polimerasa de fragmento grande; alternativamente, es una de o una 
combinación de Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago Φ29, fago MS-2, Z-Taq, KOD, 
fragmento Klenow. 
 
En una realización preferida, la temperatura de reacción constante está comprendida entre 62ºC y 67ºC. 45 
 
En una realización preferida de la presente invención, la señal indicativa de amplificación de la molécula de 
nucleótidos que comprende la mutación puntual se detecta mediante turbidimetría. Alternativamente, la señal 
indicativa de amplificación de la molécula de nucleótidos que comprende la mutación puntual se detecta mediante 
fluorescencia o cualquier otro medio adecuado para la detección. 50 
 
En todavía otra realización preferida de la presente invención, la molécula de ácido nucleico diana comprende la 
región del gen JAK2 humano (n.º de registro de GenBank NG_009904, SEQ ID NO: 2) que contiene la supuesta 
sustitución de guanina a timidina en la base 93526 de SEQ ID NO: 2, correspondiente a la posición de nucleótido 
1849 desde el codón de iniciación en la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GenBank NM_004972, 55 
SEQ ID NO: 1), que a su vez corresponde a la posición 2343 de SEQ ID NO: 1. 
 
Preferiblemente, los cebadores externos primero y segundo F3 y B3 están ubicados respectivamente en las regiones 
de intrón que flanquean al exón 14 del gen JAK2 humano (n.º de registro de GenBank NG_009904, SEQ ID NO: 2) 
que contiene la supuesta sustitución de bases G→T en la posición 93526. Más preferiblemente, F3 consiste en una 60 
secuencia de nucleótidos que abarca las posiciones 93367-93388 de SEQ ID NO: 2 y B3 consiste en una secuencia 
de nucleótidos que es complementaria a la región de nucleótidos entre las posiciones 93561-93582 de SEQ ID NO: 
2. Preferiblemente, los cebadores internos primero y segundo FIP y BIP están diseñados tal como sigue: el cebador 
FIP consiste en una secuencia de F2 ubicada en la región de intrón en el sentido de 5’ del exón 14 de JAK2 
(preferiblemente entre las posiciones 93408-93425 de SEQ ID NO: 2) y en una secuencia de F1c que es 65 
complementaria a los nucleótidos 93445 a 93470 de SEQ ID NO: 2; el cebador BIP consiste en una secuencia de B2 
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complementaria a una región que comprende los nucleótidos 93538-93559 de SEQ ID NO: 2, que incluye las 
primeras dieciocho bases del intrón en el sentido de 3’, y en una secuencia de B1c ubicada en la posición 93486-
93515 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de bucle central del cebador extensible mutante de tallo-bucle consiste 
preferiblemente en los nucleótidos 93516-93529 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de bases de PNA consiste 
preferiblemente en los nucleótidos 93518-93534 de SEQ ID NO: 2. 5 
 
Lo más preferiblemente, los cebadores adecuados para la amplificación isotérmica mediada por bucle, que se 
emplean para llevar a cabo el método según la presente invención, consisten en las siguientes secuencias: 
 
F3 5’-GCATCTTTATTATGGCAGAGAG-3’ (SEQ ID NO: 3); 10 
 
B3 5’-TGCTCTGAGAAAGGCATTA-3’ (SEQ ID NO: 4); 
 
FIP 5’-GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC-3’ (SEQ ID NO: 5); 
 15 
BIP 5’-GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC-3’ (SEQ ID NO: 6); 
 
Cebador extensible mutante de tallo-bucle: 5’-GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC-3’ (SEQ ID NO: 8). 
 
En una realización más preferida, el resto no extensible es una molécula de PNA, que tiene preferiblemente la 20 
estructura: NH2GAGTATGTGTCTGTGGACONH2 (SEQ ID NO: 9). 
 
El método de la presente invención también es adecuado para evaluar cuantitativamente la cantidad de alelos 
mutantes (por ejemplo de los alelos mutantes de JAK2 presentes) en una muestra de ácido nucleico, por ejemplo 
para evaluar si la mutación puntual está en una forma homocigota o heterocigota. Esto se logra comparando 25 
cuantitativamente la señal indicativa de amplificación de la región de la molécula de ácido nucleico diana que 
comprende la mutación puntual obtenida a partir de la muestra con dicha señal obtenida a partir de al menos un 
calibrador. En una realización preferida, el al menos un calibrador consiste en un porcentaje predeterminado (%) de 
moléculas de ácido nucleico diana mutantes en un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo natural, en el que 
dicho porcentaje predeterminado (%) es preferiblemente de aproximadamente el 10%. Por ejemplo, analizando la 30 
eficacia de amplificación de muestras no diluidas y diluidas 1:5 en comparación con 3 calibradores (por ejemplo, el 
100%, el 10% y el 1% de plásmido G1849T JAK mutante en un contexto de plásmido de tipo natural), es posible 
determinar si la cantidad de alelos mutantes en las muestras de prueba es mayor o menor del 50%, lo que es 
indicativo de homocigosidad o heterocigosidad. 
 35 
El método de la invención también es adecuado para detectar otras mutaciones génicas responsables de diferentes 
patologías, tales como kRAS, EGFR, así como para detectar SNP. 
 
Otro aspecto de la presente invención es un conjunto de cebadores para detectar la presencia de una mutación 
puntual en una molécula de ácido nucleico diana en un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo natural 40 
mediante amplificación isotérmica mediada por bucle, comprendiendo el conjunto de cebadores un primer cebador 
externo F3, un segundo cebador externo B3, un primer cebador interno FIP, un segundo cebador interno BIP y un 
cebador extensible mutante de tallo-bucle, todos tal como se definieron anteriormente con referencia al método de la 
invención. 
 45 
Según una realización preferida, el conjunto de cebadores comprende un primer cebador externo F3 que consiste en 
SEQ ID NO: 3, un segundo cebador externo B3 que consiste en SEQ ID NO: 4, un primer cebador interno FIP que 
consiste en SEQ ID NO: 5, un segundo cebador interno BIP que consiste en SEQ ID NO: 6 y un cebador extensible 
mutante de tallo-bucle que consiste en SEQ ID NO: 8. 
 50 
Una realización adicional preferida de la invención es un conjunto de cebadores tal como se definió anteriormente 
que comprende además un resto no extensible que puede hibridarse con las moléculas de ácido nucleico de tipo 
natural. El resto no extensible es, por ejemplo, un ácido nucleico peptídico (PNA) o un cebador no extensible de 
tallo-bucle, tal como se definen en las reivindicaciones adjuntas. Se prefiere más un PNA que tiene al menos 10 
bases de longitud. El PNA ilustrado en la lista de secuencias como SEQ ID NO: 9 es la realización más preferida del 55 
resto non extensible. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención es un kit para detectar la presencia de una mutación puntual en una 
molécula de ácido nucleico diana en un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo natural mediante 
amplificación isotérmica mediada por bucle, comprendiendo el kit un conjunto de cebadores tal como se definió 60 
anteriormente así como una o más ADN polimerasas que tienen actividad de desplazamiento de hebra. La ADN 
polimerasa se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en Bst polimerasa de fragmento grande, Bca 
(exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago Φ29, fago MS-2, Z-Taq, KOD, fragmento Klenow, y 
cualquier combinación de los mismos. La ADN polimerasa más preferida es la Bst polimerasa de fragmento grande. 
 65 
El kit según la presente invención puede contener componentes convencionales adicionales tales como por ejemplo 
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uno o más calibradores, medios para detectar y/o cuantificar la amplificación de la molécula de ácido nucleico 
dianas, así como instrucciones para llevar a cabo el ensayo. La selección y el uso de tales componentes adicionales 
están muy dentro de las capacidades del experto en la técnica. 
 
La invención se describe adicionalmente a continuación en el presente documento por medio de ejemplos 5 
específicos no limitativos, con referencia a los siguientes dibujos: 
 
Figura 1. Principio de LAMP (técnica anterior) 
 
La reacción de amplificación se realiza empleando 4 cebadores de oligonucleótidos específicos para 6 regiones 10 
diferentes de la secuencia genómica diana. Los cebadores internos se hibridan con secuencias complementarias en 
la molécula de ácido nucleico diana y se extienden por la ADN polimerasa; el producto de amplificación se desplaza 
en dos etapas por los cebadores externos (F3, B3) y se conforma como una estructura de tallo-bucle doble 
(estructura de partida) (panel A). La estructura de partida se amplifica simultáneamente desde los extremos 3’ libres 
y por otro cebador interno (panel B). Se sintetizan progresivamente concatámeros de ADN mediante repeticiones 15 
invertidas del módulo inicial de manera exponencial (panel C). 
 
Figura 2. Estrategia de “DOBLE ASA” (dumb bell) de LAMP 
 
En la presente configuración de ensayo ilustrada en la figura 2, los oligonucleótidos F1c y B1c contenidos en los 20 
cebadores internos FIP y BIP son complementarios a regiones no solapantes del gen JAK2 que acaba y comienza 
respectivamente una base en el sentido de 5’ y una base en el sentido de 3’ del nucleótido de interés en la posición 
1849 desde el codón de iniciación en la secuencia codificante de JAK2. Además, la base en el extremo 5’ de los 
cebadores FIP y BIP es específica para el nucleótido mutado en la secuencia de JAK2 y ambos cebadores internos 
tienen una base apareada erróneamente en la tercera base desde el extremo 3’. Cuando la reacción contiene el 25 
alelo diana de tipo natural y se forma una estructura de doble asa, las secuencias de F1c y B1c específicas 
mutantes no se aparean en el extremo 3’, bloqueando cualquier amplificación de la diana adicional. De manera 
diferente, si el alelo diana mutante está presente en disolución, las secuencias F1c y B1c específicas mutantes se 
hibridan perfectamente con la región diana de ácido nucleico complementaria y se extienden por la ADN polimerasa. 
 30 
Figura 3. Estrategia de “extensión de cebador de bucle específico de alelo” de LAMP. 
 
El nucleótido en el extremo 3’ del cebador de bucle específico de mutante es complementario al nucleótido T mutado 
en la posición 1849 en la secuencia codificante de JAK2. Además, este cebador de bucle contiene una base 
apareada erróneamente en la tercera base desde el extremo 3’. Si la reacción contiene la secuencia de JAK2 de tipo 35 
natural, el cebador de bucle específico de mutante en el extremo 3’ no se aparea con la secuencia diana, dando 
como resultado la ausencia de amplificación. De manera diferente, si están presentes secuencias de JAK2 mutantes 
en disolución, el cebador de bucle específico de mutante se hibrida perfectamente con la secuencia diana 
complementaria y se extiende por la ADN polimerasa. 
 40 
Figura 4. Estrategia de “cebadores de bucle-tallo” de LAMP 
 
Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que comprende los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP 
para obtener una doble asa que presenta el supuesto nucleótido T mutado en la región de bucle. Se incluye un 
primer cebador de tallo-bucle diseñado para reconocer la base mutada en la estructura de doble asa monocatenaria, 45 
junto con un segundo cebador de tallo-bucle modificado complementario a la secuencia de tipo natural de JAK2 y 
que contiene un extremo 3’ no extensible. Cuando la secuencia de JAK2 mutada está presente en la muestra de 
ácido nucleico (panel A), el cebador de tallo-bucle específico de mutante rompe su estructura interna para aparearse 
con la secuencia diana y se extiende por la ADN polimerasa. A la inversa, si la secuencia diana de tipo natural está 
presente en la muestra (panel B), el cebador de tallo-bucle no extensible modificado se hibrida con la secuencia 50 
diana de tipo natural, bloqueando la amplificación de esta secuencia (efecto de “silenciamiento”). 
 
Figura 5. Estrategia de “cebador de tallo-bucle específico de mutante con PNA” de LAMP 
 
Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que comprende los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP 55 
para obtener una doble asa que presenta el supuesto nucleótido T mutado en la región de bucle. Se incluye un 
primer cebador de tallo-bucle diseñado para reconocer la base mutada en la estructura de doble asa monocatenaria, 
junto con una molécula de PNA. El PNA está diseñado para ser complementario a la región de bucle comprendida 
entre B2 y B1c y que abarca la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a detectarse. Forma un 
dúplex estable con la secuencia de tipo natural de JAK2, impidiendo por tanto la hibridación y extensión del cebador 60 
de tallo-bucle específico de mutante y suprimiendo la amplificación inespecífica de la secuencia de tipo natural 
(panel B). El PNA no se hibrida con la secuencia de JAK2 mutada debido a la menor afinidad (panel A). 
 
Figura 6. Sensibilidad del ensayo de “DOBLE ASA” de LAMP 
 65 
Se realizó la reacción de amplificación con una muestra que contenía plásmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/µl 
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(cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plásmido mutante de JAK2 en agua (desde 7e3 
hasta 7e1 cps/µl, puntos romboidales, y 7e0 cps/µl, punto circular). Se sometió a prueba cada muestra por triplicado. 
Las barras de error representan una desviación estándar. En comparación con el plásmido de tipo natural, la 
secuencia diana mutante se amplifica con mayor eficacia hasta una concentración de muestra de 7e1 cps/µl. El 
presente ensayo muestra linealidad para muestra de plásmido mutante entre 7e3 y 7e1 cps/µl. 5 
 
Figura 7. Sensibilidad del ensayo de “cebador de bucle mutante específico de alelo” de LAMP 
 
Se realizó la reacción de amplificación con una muestra que contenía plásmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/µl 
(punto cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plásmido mutante de JAK2 en agua (desde 10 
7e3 hasta 7e1 cps/µl, puntos romboidales). Se sometió a prueba cada muestra por triplicado. Las barras de error 
representan una desviación estándar. En comparación con el plásmido de tipo natural, la secuencia diana mutante 
se amplifica con mayor eficacia hasta una concentración de muestra de 7e2 cps/µl. El presente ensayo muestra 
linealidad para muestra de plásmido mutante entre 7e3 y 7e1 cps/µl. 
 15 
Figura 8. Selectividad del ensayo de “cebador de tallo-bucle” de LAMP 
 
Se realizó la reacción de amplificación con una muestra que contenía plásmido de tipo natural de JAK2 7e3 cps/µl 
(punto cuadrado), con un control no diana y con diluciones en serie de plásmido mutante de JAK2 en plásmido de 
tipo natural, oscilando entre el 75% y el 1%, 35000 cps de cantidad total de ADN por reacción. Se sometió a prueba 20 
cada muestra por triplicado. Las barras de error representan una desviación estándar. En comparación con el 
plásmido de tipo natural, la secuencia diana mutante se amplifica con mayor eficacia hasta una muestra de dosis del 
1% (350 copias de plásmido mutante en 34650 copias de plásmido parental original). El ensayo muestra linealidad 
entre el 100% y el 1% de muestra de plásmido mutante en un contexto de tipo natural. 
 25 
Figura 9. Ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP 
 
Rendimiento del ensayo con muestras de plásmido mutante y de tipo natural (35000 cps de cada uno) con y sin 
PNA. En ausencia de PNA, el plásmido de tipo natural de JAK2 se amplifica inespecíficamente por el cebador de 
tallo-bucle específico de mutante, con un retraso de 5 minutos con respecto a la secuencia diana mutada. En 30 
cambio, cuando se añade el PNA a la mezcla de reacción, el plásmido de tipo natural se amplifica por el cebador de 
tallo-bucle específico de mutante con un retraso de una hora y se mide un retraso de sólo 5 minutos para la 
amplificación específica del plásmido mutante de JAK2. El PNA forma un dúplex estable sólo con la secuencia 
complementaria de tipo natural impidiendo la hibridación y extensión del cebador de tallo-bucle específico de 
mutante provocando de ese modo un desplazamiento de una hora en el tiempo de amplificación de la secuencia de 35 
tipo natural. 
 
Figura 10. Selectividad del ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP 
 
Rendimiento del ensayo con muestras de plásmido mutado de JAK2 (350000 cps), muestras de plásmido de tipo 40 
natural de JAK2 (350000 cps) y con plásmidos mutados diluidos en serie en un contexto de tipo natural en las 
siguientes proporciones, el 1, el 0,5, el 0,1, el 0,05 y el 0,01%. Las barras de error corresponden a 1 desviación 
estándar. No se detectó amplificación para la muestra de tipo natural (350000 cps de plásmido de tipo natural) en 
una reacción de una hora. Se detecta la amplificación específica de la secuencia diana mutante hasta el 0,01% de 
secuencias mutantes en un contexto de tipo natural (35 copias de plásmido mutante tot en 349650 copias de 45 
plásmido de tipo natural). El ensayo es lineal hasta una concentración del 0,1% de plásmido mutante (350 copias de 
plásmido mutante tot en 349650 copias de plásmido de tipo natural). 
 
Figura 11. Reacción de control de LAMP 
 50 
Conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que incluye los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP. Este 
método está diseñado para amplificar la secuencia diana de ADN genómico independientemente de la presencia de 
la mutación específica. Un ensayo de control de este tipo permite evaluar la eficacia de amplificación de los 
cebadores y la presencia de inhibidores en el tubo de reacción. 
 55 
Figura 12. Reacción de control de LAMP con muestras de ácido nucleico de tipo natural y mutante de JAK2 
 
La eficacia de amplificación del conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que incluye los 
oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP es comparable para todas las muestras analizadas: el 100% de plásmido de tipo 
natural de JAK2, el 100%, el 10% y el 1% de plásmido mutante de JAK2. Un retraso o la ausencia de amplificación 60 
de la secuencia diana es indicativo de la presencia de inhibidores de reacción o problemas en las condiciones de 
reacción. 
 
Figura 13. Principio de la estimación de las copias alélicas de JAK2 mutante en una muestra de ácido nucleico. 
 65 
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Para estimar si la cantidad de copias alélicas de JAK2 en una muestra de ácido nucleico es mayor o menor del 50%, 
se realiza la LAMP modificada con cebador de tallo-bucle específico de mutante y PNA con muestras no diluidas y 
muestras diluidas 1:5. Si una muestra contiene más del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante, el minuto de 
amplificación umbral de la secuencia diana está comprendido entre el (min)t del 100% de calibrador y el 10% de 
calibrador para las muestras tanto no diluidas (panel A) como diluidas (panel B). Si una muestra contiene menos del 5 
50% de copias alélicas de JAK2 mutante, el minuto de amplificación umbral de la secuencia diana está comprendido 
entre el t(min) del 100% de calibrador y el 10% de calibrador para las muestras no diluidas (panel A), y entre el 
min(t) del 10% de calibrador y el 1% de calibrador para las muestras diluidas (panel B). 
 
Figura 14. Estimación de las copias alélicas de JAK2 en muestras de ácido nucleico que contienen más del 50% de 10 
secuencias diana mutadas 
 
Se diluyeron 1:5 cuatro muestras de ácido nucleico que contenían más del 50% de plásmido de JAK2 mutante en un 
contexto de tipo natural (respectivamente el 60%, el 70%, el 80% y el 90%) y se analizaron usando en ensayo de 
“cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP”, junto con tres calibradores que consistían en el 100%, el 10% y el 1% 15 
de plásmidos mutantes de JAK2 en un contexto de tipo natural. Para las cuatro muestras, el minuto de amplificación 
umbral estaba comprendido entre el min(t) del 100% de calibrador y el min(t) del 10% de calibrador. 
 
Figura 15. Estimación de las copias alélicas de JAK2 mutante en muestras de ácido nucleico que contienen menos 
del 50% de secuencias diana mutadas 20 
 
Se diluyeron 1:5 cuatro muestras de ácido nucleico que contenían el 50% o menos de plásmido de JAK2 mutante en 
un contexto de tipo natural (respectivamente el 40%, el 30% y el 20%) y se analizaron usando el ensayo de “cebador 
de tallo-bucle con PNA de LAMP”, junto con tres calibradores que consistían en el 100%, el 10% y el 1% de 
plásmidos mutantes de JAK2 en un contexto de tipo natural. La amplificación de la muestra del 50% diluida 1:5 se 25 
produjo en el mismo minuto de umbral de la muestra del 10% de calibrador. Para las tres muestras restantes, el 
minuto de amplificación umbral estaba comprendido entre el min(t) del 10% de calibrador y el min(t) del 1% de 
calibrador. 
 
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustración únicamente y no pretenden limitar el alcance de la 30 
presente invención tal como se define mediante las reivindicaciones adjuntas. 
 
EJEMPLO 1 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “doble asa” de LAMP modificada para JAK2 
 
Reactivos 35 
 
Se proporcionaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) y contenían la secuencia de 
JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 40 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 
 45 
Cebadores: Sintetizados por el proveedor Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania) denominados “cebadores”: 
 
- GA211 (F3) 5’ GTCAAACAACAATTCTTTGTACT 3’ (SEQ ID NO: 10); 
 
- GA212 (B3) 5’ AGCTGTGATCCTGAAACTG 3’ (SEQ ID NO: 11) 50 
 
- GA216 (FIP) 5’AATATACTCCATAATTTAAAACCAAATGCTTTCTTTCTTTGAAGCAGCAAGT 3’ (SEQ ID NO: 12) 
 
- GA220 (BIP) 5’TTTTGTGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACATAAACAAAAACAGATGCTCTGA 3’ (SEQ ID NO: 

13) 55 
 
- GA221 (LF) 5’ GTGAGAAAGCTTGCTCATCAT 3’ (SEQ ID NO: 14) 
 
- GA222 (LB) 5’ AGGCTTTCTAATGCCTTTC 3’ (SEQ ID NO: 15) 
 60 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
DMSO al 5% “tampón 5x” 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 65 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa” 
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Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 
Procedimiento 
 
Preparación de las muestras 5 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 
(FIP y BIP), cebadores de bucle 0,8 uM (LF y LB), disolución tampón 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst 
polimerasa. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 del volumen de reacción total (es decir, 20 µl de 
mezcla de reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 10 
17 muestras, que comprenden 3 de control negativo (plásmido de tipo natural 7e3 cps/ul), 12 de control positivo (3 
muestras de plásmido mutante 7e3 cps/ul, 3 muestras de plásmido mutante 7e2 cps/ul, 3 muestras de plásmido 
mutante 7e1 cps/ul, 3 muestras de plásmido mutante 7e0 cps/ul), 1 control no diana. 
 

Tabla 1 - Composición de la mezcla de muestras 15 
 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido de 
tipo natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e2 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e1 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e0 cps/µl 

 

GA 211 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA212 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA 221 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

GA 221 100µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

GA 216 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA 220 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

Buffer LAMP 5x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 8 U/µl 1 1 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 13,18 13,18 13,18 13,18 13,18 13,18 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 20 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie hasta 7e3 cps/µl, 7e2 cps/µl, 7e1 cps/µl y 7e0 cps/µl en 
Tris 10 mM. Diluir el plásmido de tipo natural hasta 7*103 copias/µl en Tris 10 mM. 
 25 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la muestra más concentrada. Cerrar todos los tubos. 
 
Reacción 
 30 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 1 y 2. 
 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez, con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 66ºC durante 1 hora. 
 35 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 
Análisis de datos 
 
Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. (unidades arbitrarias de absorbancia) para hallar el tiempo 40 
umbral para cada muestra analizada. El tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la 
resta de la línea base, alcanza el valor de unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El 
tiempo umbral alcanzado por cada muestra se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 

E10725083
17-04-2015ES 2 535 178 T3

 



11 

Resultados 
 
La estrategia de “doble asa de JAK2 de LAMP” se basa en el método de LAMP de Eiken para la detección de SNP 
(descrito en el documento EP 1231281, 20, 21, 22, así como en http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/snps_anim.html). 
 5 
En la presente configuración de ensayo ilustrada en la figura 2, los oligonucleótidos F1c y B1c contenidos en los 
cebadores internos FIP y BIP son complementarios a secuencias no solapantes del gen JAK2 que acaba y comienza 
respectivamente una base en el sentido de 5’ y una base en el sentido de 3’ del nucleótido de interés en la posición 
1849 desde el codón de iniciación en la secuencia codificante de JAK2. Además, la base en el extremo 5’ de los 
cebadores FIP y BIP es específica para el nucleótido de T mutado en la secuencia de JAK2 y ambos cebadores 10 
internos tienen una base apareada erróneamente en la tercera base desde el extremo 3’. Cuando la reacción 
contiene el alelo diana de tipo natural y se forma una estructura de doble asa, las secuencias de F1c y B1c 
específicas de mutante no se aparean en el extremo 3’, bloqueando cualquier amplificación adicional. De manera 
diferente, si el alelo diana mutante está presente en disolución, las secuencias de F1c y B1c específicas de mutante 
se hibridan perfectamente con la región diana de ácido nucleico complementaria y se extienden por la ADN 15 
polimerasa. 
 
Tal como se muestra en la figura 6, se detectaron concentraciones de plásmido mutante decrecientes mediante el 
ensayo de LAMP que oscilaban entre 7e3 cps/µl y 7e0 cps/µl (35 copias de plásmido mutante tot). A bajas 
concentraciones de la secuencia diana de ácido nucleico, esta configuración de ensayo de LAMP podría no 20 
discriminar entre plásmidos mutantes y de tipo natural que se amplifican en efecto a una concentración de 
7e3 cps/µl. Puesto que se requiere un valor de selectividad menor del 1% con el fin de superar las limitaciones de 
los métodos de ensayo descritos anteriormente en la bibliografía, no se obtuvo una ventaja clara con el presente 
enfoque. 
 25 
EJEMPLO 2 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “extensión de cebador de bucle específico de 
alelo” de LAMP modificada para JAK2 
 
Reactivos 
 30 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 35 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 
 
Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”: 40 
 
- JAKR5 (F3) 5’ TCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAG 3’ (SEQ ID NO: 16) 
 
- JAKR2 (B3) 5’ AAGGCATTAGAAAGCCTGTAGT 3’ (SEQ ID NO: 17) 
 45 
- JAKR7 (FIP) 5’ACAAAGAATTGTTGTTTGACTGTTGTCCATTGCATCTTTATTATGGCAGAGAGAA3’ (SEQ ID NO: 

18) 
 
- JAKR8 (BIP) 5’ AGTCTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGATGTTACTTACTCTCGTCTCCACAGA 3’ (SEQ ID NO: 19) 
 50 
- JAKR9 (LB) 5’ AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTAGGTT 3’ (SEQ ID NO: 20). 
 
La base subrayada corresponde a un nucleótido apareado erróneamente; la base en negrita corresponde al 
nucleótido mutado en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG de la secuencia codificante de JAK2. 
 55 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
“tampón 5x” 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 60 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa” 
 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 
Procedimiento 65 
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Preparación de las muestras 
 
Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 
 5 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 
(FIP y BIP), cebador de bucle 0,8 uM (LB), disolución tampón 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. 
El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 del volumen de reacción total (es decir, 20 µl de mezcla de 
reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 14 
muestras, que comprenden 3 de controles negativos (plásmido de tipo natural 7e3 cps/ul), 9 de control positivo (3 10 
muestras de plásmido mutante 7e3 cps/ul, 3 muestras de plásmido mutante 7e2 cps/ul, 3 muestras de plásmido 
mutante 7e1 cps/ul), 1 control no diana. 
 

Tabla 2- Composición de la mezcla de muestras 
 15 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido de 
tipo natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e2 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e1 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e0 cps/µl 

  

JAKR5 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

JAKR2 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

JAKR7 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

JAKR8 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

JAKR9 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 8 U/µl 1 1 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 14 14 14 14 14 14 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 20 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie hasta 7e3 cps/µl, 7e2 cps/µl, 7e1 cps/µl en Tris 10 mM. 
Diluir el plásmido de tipo natural hasta 7*103 copias/µl en Tris 10 mM. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a la 
tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana comenzando desde la muestra menos concentrada 
hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 25 
 
Reacción 
 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 3. 
 30 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. 
 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 35 
Análisis de datos 
 
Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El 
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la línea base, alcanza el valor de 
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra 40 
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 
Resultados 
 
El presente enfoque consiste en la amplificación selectiva de una secuencia mutante usando un cebador de bucle 45 
específico de mutante (figura 3). Se diseñó un conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) que 
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incluía los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que presentaba la supuesta 
mutación en la región de bucle comprendida entre B2 y B1c. Además, se diseñó un cebador de bucle que 
presentaba la última base en el extremo 3’ complementaria al nucleótido de T mutado en la posición 1849 de la 
secuencia codificante de JAK2 y una base apareada erróneamente en la tercera base desde el extremo 3’. 
 5 
Si la reacción contiene la secuencia diana de tipo natural, el extremo 3’ del cebador de bucle específico de mutante 
no se aparea con el nucleótido complementario, dando como resultado por tanto ausencia de amplificación. De 
manera diferente, si están presentes secuencias mutantes de JAK2 en disolución, el cebador de bucle específico de 
mutante se hibrida perfectamente con la secuencia complementaria y se extiende por la ADN polimerasa. 
 10 
Se realizó la evaluación del ensayo con muestras de plásmido mutante a concentraciones que oscilaban entre 
7e3 cps/µl y 7e1 cps/µl (35000 y 350 copias de plásmido mutante tot) y con una muestra de tipo natural que contenía 
plásmido 7e3 cps/µl, todas las muestras sometidas a prueba por triplicado. Con el presente método, se detectó 
amplificación inespecífica para la muestra de plásmido de tipo natural a 7e3 cps/µl y no pudieron discriminarse 
muestras mutantes y de tipo natural a concentraciones de 7e1 cps/µl. Puesto que se requiere un valor de 15 
selectividad menor del 1% con el fin de superar las limitaciones de los métodos de ensayo descritos anteriormente 
en la bibliografía, no se obtuvo una ventaja clara con el presente enfoque (figura 7). 
 
EJEMPLO 3 - Materiales, métodos y resultados de de la estrategia de LAMP de “cebador de tallo-bucle” modificada 
para JAK2 20 
 
Reactivos 
 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 25 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 30 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 
 
Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”: 
 
- GA231 (F3) 5’ GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3) 35 
 
- GA232 (B3) 5’ TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4) 
 
- GA233 (FIP) 5’ GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5) 
 40 
- GA234 (BIP) 5’ GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6) 
 
GA235 (LF) 5’GTCTCCACTGGAGTATGTGTCTGTGGAGAddC3’ (SEQ ID NO: 7) 
 
- la base subrayada corresponde al nucleótido de tipo natural en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG 45 

en la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). 
 
- ddC significa didesoxi-citosina no extensible. 
 
- GA236 (LB) 5’ GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8) 50 
 
- la base subrayada corresponde al nucleótido mutado en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG en la 

secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). 
 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 55 
“tampón 5x” 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/ul (New England Biolabs), “Polimerasa” 60 
 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 
Procedimiento 
 65 
Preparación de las muestras 
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Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 5 
(FIP y BIP), cebadores de bucle autoapareados ambos 0,8 uM (LB y LF no extensibles), disolución tampón 1x, 
mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 del volumen 
de reacción total (es decir, 20 µl de mezcla de reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. 
Preparar la mezcla para al menos 26 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el 100% de plásmido de 
tipo natural, 7e3 cps/µl), 21 de control positivo (3 muestras del 100% de plásmido mutante (7e3 cps/µl), 3 muestras 10 
del 75% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 50% de plásmido mutante diluido 
en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 25% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras 
del 10% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 5% de plásmido mutante diluido en 
plásmido de tipo natural, 3 muestras del 1% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural) y un control no 
diana. 15 
 

Tabla 3 - Composición de la mezcla de muestras 
 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido de 
tipo natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
5,25e3 cps/µl, 
plásmido de tipo 
natural 
1,75e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
3,5e3 cps/µl 
plásmido de tipo 
natural 
3,5e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
1,75e3 cps/µl 
plásmido de tipo 
natural 
5,25e3 cps/µl 

GA231 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA232 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA233 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA234 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA235 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

GA236 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 8 U/µl 1 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 20 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 
Prepare diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plásmido mutante en plásmido de tipo natural para 25 
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 75%, el 50%, el 
25%, el 10%, el 5%, el 1% (cantidad total por tubo, 7e3 cps/µl). 
 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 30 
 
Reacción 
 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 4. 
 35 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez, con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. 
 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 40 
Análisis de datos 
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Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El 
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la línea base, alcanza el valor de 
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra 
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 5 
Resultados 
 
El presente enfoque consiste en la amplificación selectiva de una secuencia mutante basándose en un diseño de 
cebador de bucle particular que da como resultado la hibridación selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa 
formada a partir de la secuencia mutante (figura 4). Se diseñó un conjunto de cebadores universales (insensibles a 10 
mutantes) que incluía los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que 
presentaba la supuesta mutación en la región de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias 
importantes cuando se realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenían el supuesto 
nucleótido mutado en la región de bucle dentro de B2 o entre B2 y B1c. Se incluyó en el conjunto de cebadores un 
cebador de bucle particular que presentaba una región de secuencia de 8 bases en su extremo 5’ complementaria a 15 
su propia secuencia en el extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en 
horquilla intramolecular que está en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reacción (65ºC). 
 
Cuando la secuencia de JAK2 mutada está presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su 
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, según el equilibrio termodinámico (Tf 20 
entre el cebador y la diana específica = 65ºC). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada específica se 
extiende entonces por la polimerasa y la amplificación puede avanzar adicionalmente. Como característica adicional, 
el cebador de bucle específico para la mutación G→T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo 
natural (59ºC) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65ºC). Por tanto, en una muestra que contiene la 
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del 25 
cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un dúplex con la 
diana inespecífica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares. 
 
Para limitar la competencia de este cebador de bucle por las secuencias de tipo natural que probablemente están 
presentes en gran exceso en la muestra clínica, se incluyó en la configuración de reacción un segundo cebador de 30 
bucle con estructura análoga y que contenía una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de tipo 
natural de JAK2, es decir con una base de G en la posición 1849 desde el codón de iniciación (n.º de registro de 
GeneBank NM_004972). 
 
El extremo 3’ de este cebador de bucle “competidor” se hace no extensible mediante una modificación (3’ didesoxi). 35 
La tarea de este competidor es “silenciar” la secuencia de tipo natural, permitiendo por tanto que el cebador mutante 
específico encuentre su diana. 
 
Cuando el cebador “competidor” reconoce la secuencia de tipo natural complementaria, rompe su estructura 
intramolecular para hibridarse con la diana de tipo natural, según la mayor afinidad (Tf del dúplex formado por la 40 
diana de tipo natural y el cebador de bucle modificado de tipo natural = 67ºC). El cebador de bucle hibridado con la 
diana de tipo natural no es extensible, dando como resultado ausencia de amplificación de las secuencias de tipo 
natural. Puesto que la reacción se realiza a temperatura constante, el cebador de tallo-bucle específico de tipo 
natural permanece unido a las secuencias de tipo natural impidiendo por tanto la hibridación inespecífica del cebador 
de bucle mutante. 45 
 
En contraposición al cebador de bucle específico de mutante, el cebador “competidor” presenta una Tf con la 
secuencia diana mutante (62ºC) menor que la estructura en horquilla intramolecular formada consigo mismo (65ºC). 
Por tanto, las mayores fuerzas intramoleculares en comparación con las intermoleculares provocan el autosecuestro 
del cebador de tallo-bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un dúplex 50 
con la secuencia diana mutante. 
 
La selectividad del presente ensayo se evaluó realizando la amplificación de la secuencia diana en diluciones en 
serie de plásmido mutante en un contexto de tipo natural (figura 8). La selectividad lograda es significativamente 
menor del 1% (350 copias de plásmido mutante tot en 34650 copias de plásmido de tipo natural) lo que indica un 55 
mayor rendimiento que los ensayos descritos anteriormente en la bibliografía. 
 
Se detecta linealidad del ensayo entre el 100% de plásmido mutante (35000 cps) y el 1% de mutante en el 99% de 
plásmidos de tipo natural (350 copias de plásmido mutante tot en 34650 copias de plásmido de tipo natural), 
permitiendo por tanto la detección y cuantificación de un bajo porcentaje de secuencias mutantes en una gran 60 
cantidad de plásmidos de tipo natural. Por tanto, se ha logrado una mejora significativa con tal enfoque de LAMP 
implementado. 
 
EJEMPLO 4 - Materiales, métodos y resultados de la estrategia de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP 
modificada para JAK2 65 
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Reactivos 
 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
 5 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 10 
 
Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”: 
 
- GA231 (F3) 5’ GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3) 
 15 
- GA232 (B3) 5’ TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4) 
 
- GA233 (FIP) 5’ GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5) 
 
- GA234 (BIP) 5’GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6) 20 
 
- GA236 (LB) 5’ GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8) 
 
La base subrayada corresponde al nucleótido mutado en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG en la 
secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). 25 
 
PNA: Sintetizado por Eurogentec, denominado “PNA” GM43 NH2GAGTATGTGTCTGTGGACOOH (SEQ ID NO: 9.) 
 
La fase subrayada corresponde al nucleótido de tipo natural en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG 
en la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). 30 
 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
“tampón 5x” 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 35 
 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/µl (New England Biolabs), “Polimerasa” 
 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 40 
Procedimiento 
 
Preparación de las muestras 
 
Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 45 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 
(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado 0,8 uM específico para JAK2 mutante (LB), PNA 0,8 uM, disolución 
tampón 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 50 
del volumen de reacción total (es decir, 20 µl de mezcla de reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los 
reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el 
100% de plásmido de tipo natural, 7e4 cps/µl), 18 de control positivo (3 muestras del 100% de plásmido mutante, 3 
muestras del 1% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,5% de plásmido mutante 
diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,1% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 55 
muestras del 0,05% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,01% de plásmido 
mutante diluido en plásmido de tipo natural (cantidad total de ADN de 7e4 cps/µl)) y un control no diana. 
 

60 
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Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido 
de tipo 
natural 
7e4 
cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e4 
cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e2 cps/µl, 
plásmido de tipo 
natural 
6,93e4 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
3,5e2 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,65e4 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e1 cps/µl, 
plásmido de tipo 
natural 
6,993e4 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
3,5e1 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,9965e4 cps/µl 

GA231 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA232 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA233 100µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA234 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

PNA 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

GA236 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 8 
U/µl 

1 1 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 5 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plásmido mutante en plásmido de tipo natural para 
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 1%, el 0,5%, el 
0,1%, el 0,05%, el 0,01% (cantidad total por tubo, 7e4 cps/µl). 
 10 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 
 
Reacción 
 15 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 5. 
 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. 
 20 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 
Análisis de datos 
 
Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El 25 
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la línea base, alcanza el valor de 
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra 
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 
Resultados 30 
 
Este enfoque consiste en la amplificación selectiva de una secuencia mutante basándose en un diseño de cebador 
de bucle particular que da como resultado la hibridación selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa formada 
a partir de la secuencia mutante (figura 5). Se diseñó un conjunto de cebadores universales (insensibles a mutantes) 
que incluía los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una doble asa que presentaba el supuesto nucleótido 35 
mutado en la región de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias importantes cuando se 
realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenían el supuesto nucleótido mutado en la región 
de bucle dentro de B2 o entre B2 y B1c. Se incluyó en el conjunto de cebadores un cebador de bucle particular que 
presentaba una región de secuencia de 8 bases en su extremo 5’ complementaria a su propia secuencia en el 
extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en horquilla intramolecular que 40 
está en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reacción (65ºC). 
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Cuando la secuencia de JAK2 mutada está presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su 
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, según el equilibrio termodinámico (Tf 
entre el cebador y la diana específica = 65ºC). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada específica se 
extiende entonces por la polimerasa y la amplificación puede avanzar adicionalmente. Como característica adicional, 
el cebador de bucle específico para la mutación G→T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo 5 
natural (59ºC) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65ºC). Por tanto, en una muestra que contiene la 
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del 
cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un dúplex con la 
diana inespecífica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares. 
 10 
Para aumentar adicionalmente la capacidad de discriminación del sistema de LAMP basado en cebador de tallo-
bucle selectivo, se añadió a la mezcla de reacción un ácido nucleico peptídico (PNA). 
 
Los PNA son oligonucleótidos no extensibles y no desplazables en los que la estructura principal de ribosa-fosfato 
se reemplaza por unidades de (2-aminoetil)-glicina unidas mediante enlaces amida. Cada apareamiento de bases 15 
ADN/PNA contribuye a la estabilidad de la estructura de dúplex más que un apareamiento de bases regular 
ADN/ADN. Por tanto un solo apareamiento erróneo en un dúplex de PNA/ADN da como resultado una diferencia 
significativa en la Tf. Una sonda de PNA completamente complementaria a la secuencia de tipo natural del gen JAK2 
impide la hibridación y extensión del cebador de tallo-bucle específico de mutante, suprimiendo la amplificación 
inespecífica de la secuencia de tipo natural. En presencia de un solo apareamiento erróneo, el PNA no inhibe la 20 
hibridación del cebador de bucle, lo que conduce a amplificación. Por tanto, puede usarse PNA para bloquear 
selectivamente la secuencia de tipo natural presente en la muestra. 
 
El PNA está diseñado para que sea complementario a la región de bucle comprendida entre B2 y B1c que presenta 
el nucleótido de G de tipo natural. Forma un dúplex estable sólo con la secuencia complementaria de tipo natural (Tf 25 
de 65,7ºC), impidiendo la hibridación y extensión del cebador de tallo-bucle específico de mutante y por tanto 
suprimiendo la amplificación de la secuencia de tipo natural. El PNA no se hibrida con la secuencia de JAK2 mutada 
de menor afinidad (Tf = 56ºC). 
 
Se evaluó la eficacia del PNA como pinza de amplificación de tipo natural comparando el rendimiento de las 30 
reacciones de amplificación llevadas a cabo con y sin el PNA en muestras de plásmidos mutantes y de tipo natural 
7e3 cps/ul (figura 9). El análisis de las curvas de amplificación reveló que la presencia del PNA condujo a un retraso 
de una hora en la amplificación inespecífica del plásmido de tipo natural por el cebador de tallo-bucle específico de 
mutante y a un retraso de 5 minutos en la amplificación específica del plásmido mutante. A la inversa, en ausencia 
de PNA la amplificación no específica del plásmido de tipo natural por el cebador de tallo-bucle específico de 35 
mutante se produjo con un retraso de sólo 5 minutos en comparación con la secuencia diana mutada específica. El 
retraso observado en la amplificación de tipo natural se explica por la formación de un dúplex estable entre el PNA y 
la secuencia complementaria de tipo natural, impidiendo por tanto la hibridación inespecífica y extensión del cebador 
de tallo-bucle específico de mutante. 
 40 
Para determinar la selectividad de este formato de ensayo de LAMP, se realizaron reacciones de amplificación con 
diluciones en serie de plásmido mutante en un contexto de tipo natural (figura 10). Puesto que la selectividad lograda 
es menor del 0,01% (35 copias de plásmido mutante tot en 34965 copias de plásmido de tipo natural), el presente 
enfoque muestra una mayor selectividad que los ensayos descritos en la técnica anterior, aproximadamente 3 
logaritmos mayor con respecto a la secuenciación directa, RFLP y pirosecuenciación y aproximadamente 2 45 
logaritmos con respecto a ARMS, técnicas en tiempo real y análisis de curvas de fusión de ADN. 
 
En resumen, el presente formato de ensayo de LAMP representa una mejora significativa con respecto a las 
estrategias descritas anteriormente en este documento y los métodos de detección ilustrados en la bibliografía: i) la 
amplificación inespecífica de la muestra de tipo natural (350000 cps de plásmido de tipo natural) se retrasa 50 
aproximadamente una hora, ii) la amplificación específica de la diana mutante se detecta hasta el 0,01% de 
secuencias mutantes en el tipo natural (35 copias de plásmido mutante tot en 349965 copias de plásmido de tipo 
natural), iii) la selectividad del ensayo es aproximadamente 2 logaritmos mayor que la selectividad de otros enfoques 
descritos en la bibliografía, iv) la linealidad del ensayo es hasta el 0,1% de secuencias mutantes (350 copias de 
plásmido mutante tot en 349650 copias de plásmido de tipo natural), permitiendo por tanto la detección y 55 
cuantificación de un bajo porcentaje de alelos mutantes en un gran exceso de ADN de tipo natural. 
 
EJEMPLO 5 – Ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP en muestras clínicas: comparación con ARMS 
 
Se analizaron un total de 29 muestras de ADN extraído de pacientes en el Ospedali Riuniti di Bergamo usando la 60 
estrategia de “cebador de tallo-bucle con PNA” de LAMP para JAK2, tal como se describe en el ejemplo 4. Se 
compararon los resultados obtenidos con los datos obtenidos en el Hospital usando la tecnología de ARMS. El 
ARMS se aprovecha del hecho de que los cebadores de oligonucleótidos deben aparearse perfectamente en sus 
extremos 3’ para que una ADN polimerasa extienda estos cebadores durante la PCR. Diseñando cebadores de 
oligonucleótidos que coinciden en el extremo 3’ con la mutación puntual de JAK2 específica, el ARMS puede 65 
distinguir entre alelos de tipo natural y mutantes. 
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Tal como se muestra en la tabla 5, el ensayo de LAMP detectó como positivas todas las muestras diagnosticadas 
previamente como tales mediante ARMS. De las 15 muestras que resultaron negativas mediante ARMS, 11 se 
diagnosticaron como negativas mediante LAMP y 4 como positivas bajas. Para excluir que estas 4 muestras 
discordantes fuesen falsos positivos en el ensayo de LAMP y confirmar que el diagnóstico de mutación se debía a la 5 
mayor selectividad del método de LAMP implementado, se sometieron a prueba las muestras discordantes usando 
un tercer ensayo. Tal ensayo se basaba en la amplificación de la región de JAK2 de interés mediante PCR en 
presencia de la molécula de PNA complementaria a la diana de tipo natural con el fin de enriquecer la base mutada, 
si estaba presente, mediante la supresión de la amplificación de la secuencia de tipo natural por medio de 
pinzamiento con PNA. Si se logra un enriquecimiento en la muestra del 20% del alelo mutante, puede detectarse la 10 
secuencia alterada mediante un enfoque de secuenciación directa. Los cebadores (GA231 directo y GA232 inverso) 
y el PNA eran tal como se describieron anteriormente (ejemplo 4). Se realizó la amplificación en tampón de reacción 
1x que contenía MgCl2 2,5 mM, dNTP 200 µM, cebadores directo e inverso 500 nM, PNA 1,5 M y 0,025 U de Taq 
Gold en un volumen final de 45 µl. Se añadió un volumen de 5 µl de secuencia diana (20 ng/µl) a la mezcla de 
reacción y se incubó la disolución en un termociclador, siguiendo un programa térmico que consistía en 10 min a 15 
95ºC seguido por 35 ciclos de 30 s a 94ºC, ciclos de 40 s a 62ºC, 30 s a 58ºC y 30 s a 72ºC y acabando con 10 min 
a 72ºC para la extensión final. Se sometieron a prueba por duplicado las cuatro muestras clínicas discordantes, una 
muestra de control no diana y controles positivo y negativo que contenían respectivamente la diana de plásmido 
mutante y de tipo natural. Tras la reacción, se separaron los productos de amplificación en un gel de agarosa y se 
visualizaron usando EtBr. No se detectó amplificación para el control no diana; era visible una banda débil en el gel 20 
de agarosa para el control negativo y una banda intensa para el control positivo. Se analizaron posteriormente los 
productos de PCR de las cuatro muestras clínicas por medio de secuenciación automática, mostrando todos un 
doble pico en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG (n.º de registro de GeneBank NM_004972), 
correspondiente respectivamente a la base de guanina (de tipo natural) y a la base de timina (mutada). Estos 
resultados confirmaron que se diagnosticó correctamente que las cuatro muestras discordantes portaban la 25 
sustitución de bases G→T mediante LAMP, mientras que ARMS las detectaba como falsos negativos. 
 

Tabla 5 
 

muestra ARMS Ensayo de cebador de bucle autoapareado con PNA de LAMP  

PIGI - + (bajo) 

PEVI - - 

ACGI + + 

BEMA + + 

BILU + + 

PAAN - + (bajo) 

BOMA - - 

OLIN - - 

PALO + + 

BOED + + 

SAGE + + 

BAGI + + 

FEGI + + 

BEAL + + 

TALU + + 

CAPI + + 

SAGI + + 

SAVGI + + 

PECA + + 

SCLU - - 

BILU2 - + (bajo) 

NAGI - - 

MAST - - 
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COSA - - 

GUAL - - 

COCL - - 

PEMG - - 

SABA - + (bajo) 

ANPI - - 

 
EJEMPLO 6 - “Estrategia de cebador de tallo-bucle” de LAMP modificada para JAK2 fluorescente 
 
Reactivos 
 5 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 10 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 
 
Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”: 15 
 
- GA231 (F3) 5’ GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3) 
 
- GA232 (B3) 5’ TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4) 
 20 
- GA233 (FIP) 5’ GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5) 
 
- GA234 (BIP) 5’ GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6) 
 
GA236 (LB) 5’ TAMRA-TGTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8) 25 
 
- La base subrayada corresponde al nucleótido mutado en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG de la 

secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). La base de timina en negrita en el 
extremo 5’ no tiene una base complementaria en la secuencia diana. Se ha añadido para separar el fluoróforo 
de la base de guanina en el sentido de 3’, que tiene un efecto de extinción. 30 

 
- GA235 (LF) 5’-5’GTCTCCACTGGAGTATGTGTCTGTGGAGAddC3’ (SEQ ID NO: 7) 
 
La base subrayada corresponde al nucleótido de tipo natural en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG 
de la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972); ddC representa didesoxi-citosina no 35 
extensible. 
 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
“tampón 5x” 
 40 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/µl (New England Biolabs), “Polimerasa” 
 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 45 
 
Procedimiento 
 
Preparación de las muestras 
 50 
Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 
(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado fluorescente 0,8 µM específico para JAK2 mutante (LB), cebador de 55 
bucle no extensible autoapareado 0,8 µM para JAK2 de tipo natural (LF), disolución tampón 1x, mezcla de dNTP 
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1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 del volumen de reacción total 
(es decir, 20 µl de mezcla de reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la 
mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de controles negativos (el 100% de plásmido de tipo natural, 
7e3 cps/µl), 18 de control positivo (3 muestras del 100% de plásmido mutante, 3 muestras del 1% de plásmido 
mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,5% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo 5 
natural, 3 muestras del 0,1% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,05% de 
plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 0,01% de plásmido mutante diluido en 
plásmido de tipo natural, cantidad total de ADN de 7e3 cps/µl) y un control no diana. 
 

Tabla 6 - Composición de la mezcla de muestras 10 
 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-19 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido 
de tipo 
natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e1 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,93e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
3,5e1 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,965e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e0 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,993e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
3,5e0 cps/µl, 
plásmido de 
tipo natural 
6,996e3 cps/µl 

GA231 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA232 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA233 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA234 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA235 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

GA236 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 
8 U/µl 

1 1 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 13,8 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 15 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plásmido mutante en plásmido de tipo natural para 
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 1%, el 0,5%, el 
0,1%, el 0,05%, el 0,01% (cantidad total por tubo, 7e3 cps/µl). 20 
 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 
 
Reacción 25 
 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 4. 
 
Programar el instrumento en tiempo real para incubación a temperatura constante con el fin de obtener una 
temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. Programar el instrumento en tiempo real con el fin de 30 
obtener una lectura de fluorescencia por minuto. 
 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 
Análisis de datos 35 
 
El cebador de bucle autoapareado fluorescente en la reacción produce una señal fluorescente una vez que se excita 
mediante una emisión de luz de longitud de onda apropiada. Cuando avanza la reacción de LAMP, el cebador de 
bucle autoapareado fluorescente se hibrida con la secuencia diana complementaria que se incorpora en 
consecuencia en los productos de amplificación. El cebador de bucle autoapareado fluorescente está diseñado para 40 
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ser complementario a una secuencia que contiene al menos un nucleótido de guanina próximo al extremo 5’. La 
base de guanina puede absorber la longitud de onda emitida por el fluoróforo (TAMRA en este caso), provocando la 
extinción de la señal fluorescente. En este caso, la detección de la amplificación de la secuencia diana durante la 
reacción de LAMP se basa en la medición de la disminución de la señal de fluorescencia con el fin de hallar un 
tiempo umbral para cada muestra en análisis. El tiempo umbral es el minuto en el que la señal de fluorescencia de la 5 
reacción alcanza el 50% de extinción. Para cada muestra, el tiempo umbral se correlaciona con el logaritmo de 
copias de ADN/µl. 
 
Resultados 
 10 
El presente enfoque consiste en la amplificación selectiva de una secuencia mutante basándose en un diseño de 
cebador de bucle particular que da como resultado la hibridación selectiva de tal cebador de bucle con la doble asa 
formada a partir de la secuencia mutante (figura 4). Se diseñó un conjunto de cebadores universales (insensibles a 
mutantes) que incluía los oligonucleótidos F3, B3, FIP y BIP para obtener una estructura de doble asa que 
presentaba la supuesta mutación en la región de bucle comprendida entre B1 y B2. No se detectaron diferencias 15 
importantes cuando se realizaron tales experimentos con secuencias alternativas que contenían el supuesto 
nucleótido mutado en la región de bucle dentro de B2 o entre B2 y B1c. Se incluyó en el conjunto de cebadores un 
cebador de bucle particular que presentaba una región de secuencia de 8 bases en su extremo 5’ complementaria a 
su propia secuencia en el extremo 3’. En consecuencia, este cebador de bucle especial forma una estructura en 
horquilla intramolecular que está en equilibrio con su forma abierta a la temperatura de reacción (65ºC). 20 
 
Cuando la secuencia de JAK2 mutada está presente en la muestra, tal cebador de bucle modificado rompe su 
estructura interna para hibridarse con la secuencia diana complementaria, según el equilibrio termodinámico (Tf 
entre el cebador y la diana específica = 65ºC). El cebador de bucle hibridado con la diana mutada específica se 
extiende entonces por la polimerasa y la amplificación puede avanzar adicionalmente. Como característica adicional, 25 
el cebador de bucle específico para la mutación G→T de JAK2 presenta una Tf con la secuencia diana de tipo 
natural (59ºC) menor que la estructura en horquilla intramolecular (65ºC). Por tanto, en una muestra que contiene la 
secuencia de tipo natural de JAK2, tal diferencia en los valores de Tf da como resultado el autosecuestro del 
cebador de tallo-bucle específico de mutante que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un 
dúplex con la diana inespecífica, puesto que las fuerzas intramoleculares son mayores que las intermoleculares. 30 
 
Para limitar la competencia de este cebador de bucle por las secuencias de tipo natural que probablemente están 
presentes en gran exceso en la muestra clínica, se incluyó en la configuración de reacción un segundo cebador de 
bucle con estructura análoga y que contenía una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de tipo 
natural de JAK2, es decir con una base de G en la posición 1849 desde el codón de iniciación (n.º de registro de 35 
GeneBank NM_004972). 
 
El extremo 3’ de este cebador de bucle “competidor” se hace no extensible mediante una modificación (3’ didesoxi). 
La tarea de este competidor es “silenciar” la secuencia de tipo natural, permitiendo por tanto que el cebador mutante 
específico encuentre su diana. 40 
 
Cuando el cebador “competidor” reconoce la secuencia de tipo natural específica, rompe su estructura 
intramolecular para hibridarse con la diana de tipo natural, según la mayor afinidad (Tf del dúplex formado por la 
diana de tipo natural y el cebador de tallo-bucle específico de tipo natural = 67ºC). El cebador de tallo-bucle 
hibridado con la diana de tipo natural no es extensible, dando como resultado ausencia de amplificación de las 45 
secuencias de tipo natural. Puesto que la reacción se realiza a temperatura constante, el cebador de tallo-bucle 
específico de tipo natural permanece unido a las secuencias alélicas de tipo natural impidiendo por tanto la 
hibridación inespecífica del cebador de bucle mutante. 
 
En contraposición al cebador de tallo-bucle específico de mutante, el cebador “competidor” presenta una Tf con la 50 
secuencia diana mutante (62ºC) menor que la estructura en horquilla intramolecular formada consigo mismo (65ºC). 
Por tanto, las mayores fuerzas intramoleculares en comparación con las intermoleculares provocan el autosecuestro 
del cebador de bucle modificado que prefiere plegarse en la estructura en horquilla en vez de formar un dúplex con 
la secuencia diana mutante. 
 55 
Para seguir la reacción en un instrumento en tiempo real, se marcó el extremo 5’ del cebador de tallo-bucle 
específico de mutante con un colorante de FAM. Para evitar la unión del fluoróforo a la base de guanina presente en 
el extremo 5’ del cebador de bucle modificado, que tiene un efecto de extinción, se añadió una base de timina al 
extremo del oligonucleótido. El cebador marcado modificado, cuando está presente en disolución, emite una señal 
fluorescente si se excita a la luz de longitud de onda apropiada. Cuando comienza la reacción de LAMP y avanza, el 60 
cebador de tallo-bucle fluorescente se incorpora en los productos de amplificación. Las bases de guanina presentes 
en la secuencia de nucleótidos complementaria pueden absorber la longitud de onda emitida por el fluoróforo, 
provocando una extinción detectable de la señal fluorescente en tiempo real. Por tanto, la acumulación de productos 
de amplificación puede monitorizarse a lo largo de toda la reacción de LAMP midiendo la disminución en la señal de 
fluorescencia provocada por este “efecto de extinción”. 65 
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EJEMPLO 7 - Reacción de LAMP de control 
 
Reactivos 
 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 5 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 
 10 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 
 
Cebadores: Sintetizados por Eurofins MWG Operon, denominados “cebadores”: 
 15 
- GA231 (F3) 5’ GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3) 
 
- GA232 (B3) 5’ TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’(SEQ ID NO: 4) 
 
- GA233 (FIP) 5’ GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5) 20 
 
- GA234 (BIP) 5’GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6) 
 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
“tampón 5x” 25 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/µl (New England Biolabs), “Polimerasa” 
 30 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 
Procedimiento 
 
Preparación de las muestras 35 
 
Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 40 
(FIP y BIP), disolución tampón 1x, mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de 
reacción debe ser 4/5 del volumen de reacción total (es decir, 20 µl de mezcla de reacción + 5 µl de muestra). 
Mantener siempre los reactivos en hielo. Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, que comprenden 3 de 
controles negativos (el 100% de plásmido de tipo natural, 7e3 cps/µl), 9 de control positivo (3 muestras del 100% de 
plásmido mutante, 3 muestras del 10% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 1% 45 
de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural) y un control no diana. 
 

Tabla 7 - Composición de la mezcla de muestras 
 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido de 
tipo natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido 
mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
7e2 cps/µl, plásmido de 
tipo natural 6,3e2 cps/µl 

Plásmido mutante 
7e1 cps/µl, plásmido de 
tipo natural 6,93e2 cps/µl 

GA231 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA232 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA233 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA234 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 8 U/µl 1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 
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Ddw hasta 20 µl 13,8 13,8 13,8 13,8 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 5 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plásmido mutante en plásmido de tipo natural para 
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 10%, el 1% 
(cantidad total por tubo, 7e3 cps/µl). 
 10 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a las tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 
 
Reacción 
 15 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 11. 
 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. 
 20 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 
Análisis de datos 
 
Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El 25 
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la línea base, alcanza el valor de 
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra 
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 
Resultados 30 
 
El presente enfoque consiste en una amplificación insensible a mutantes de la secuencia génica de JAK2 usando los 
cebadores F3, B3, FIP y BIP (figura 11). Se empleó el mismo conjunto de cebadores descrito en el “ejemplo 4”, 
excluyendo el PNA y el cebador de tallo-bucle específico de mutante de la mezcla de reacción. La detección de la 
amplificación de la secuencia diana en el “ensayo de control de LAMP” es indicativa de diferentes parámetros de 35 
calidad tales como el apareamiento de bases correcto de los cebadores con el molde, las condiciones de extensión 
eficaces y la ausencia de inhibidores en la disolución de reacción. A la inversa, la ausencia o el retraso de la 
amplificación de la muestra de ácido nucleico en el “ensayo de control de LAMP” resalta problemas en la 
configuración de reacción (es decir, composición de tampones, temperatura, calidad de los cebadores,..) o la 
presencia de un inhibidor en la mezcla de reacción. 40 
 
Para evaluar tal método de control del ensayo, se analizó una muestra clínica por duplicado usando el ensayo de 
LAMP específico para detectar la mutación G→T (ejemplo 4) y el “ensayo de control de LAMP”. Cuando se amplifica 
la secuencia diana de ácido nucleico en ambos ensayos, se obtiene un resultado validado y se considera que la 
muestra porta la mutación V617F. Cuando se amplifica la secuencia diana de ácido nucleico mediante el “ensayo de 45 
control de LAMP” y no mediante la “estrategia de cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP modificada para JAK2”, 
se obtiene de nuevo un resultado validado y se diagnostica la muestra como una muestra de JAK2 de tipo natural. 
En el caso de ausencia de amplificación de la secuencia diana en el “ensayo de control de LAMP”, el análisis ha de 
considerarse no válido. 
 50 
Se realizó la evaluación del “ensayo de control de LAMP” con muestras de plásmido de ADN que contenían 
respectivamente plásmido de tipo natural y mutante 7e3 cps/µl y con muestras que contenían el 10% y el 1% de 
plásmido mutante en un contexto de tipo natural, 35000 copias totales (figura 12). Todas las muestras de ácido 
nucleico sometidas a prueba mostraron una eficacia de amplificación comparable, indicando por tanto la ausencia de 
inhibidores de reacción. 55 
 
EJEMPLO 8 - Estimación de la cantidad de secuencias de JAK2 mutantes en una muestra usando el ensayo de 
“cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP” 
 
Reactivos 60 
 
Se sintetizaron plásmidos de JAK2 por el proveedor GeneArt (Ratisbona, Alemania) para que contuviesen la 
secuencia de JAK2 de tipo natural o mutante. En detalles: 
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- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 
de G en el nucleótido 93526, denominado “plásmido de tipo natural”; 

 
- Plásmido de JAK2 cuyo inserto corresponde a la secuencia 93249-93731 de SEQ ID NO: 2, incluyendo una base 

de T en el nucleótido 93526, denominado “plásmido mutante”. 5 
 
Cebadores: Sintetizados por MWG Operon, denominados “cebadores”: 
 
- GA231 (F3) 5’ GCATCTTTATTATGGCAGAGAG 3’ (SEQ ID NO: 3) 
 10 
- GA232 (B3) 5’ TGCTCTGAGAAAGGCATTA 3’ (SEQ ID NO: 4) 
 
- GA233 (FIP) 5’ GCTGCTTCAAAGAAAGACTAAGGAAATGGACAACAGTCAAACAAC 3’ (SEQ ID NO: 5) 
 
- GA234 (BIP) 5’ GCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAATTAGCCTGTAGTTTTACTTACTCTC 3’ (SEQ ID NO: 6) 15 
 
- GA236 (LB) 5’ GTCTCCACTGGAGTATGTTTCTGTGGAGAC 3’ (SEQ ID NO: 8) 
 
La base subrayada corresponde al nucleótido mutado en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG en la 
secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). PNA: Eurogentec, denominado “PNA” 20 
GM43 NH2GAGTATGTGTCTGTGGACOOH (SEQ ID NO: 9) 
 
La base subrayada corresponde al nucleótido de tipo natural en la posición 1849 desde el codón de iniciación ATG 
en la secuencia codificante de JAK2 (n.º de registro de GeneBank NM_004972). 
 25 
Tampón de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 8,8, KCl 50 mM, MgSO4 40 mM, (NH4)2SO4 50 mM, Tween al 0,5%, 
“tampón 5x” 
 
mezcla de dNTP 25 mM (Fermentas), “dNTP” 
 30 
Bst polimerasa de fragmento grande 8 U/µl (New England Biolabs), “Polimerasa” 
 
Agua apirógena estéril (SALF Spa), “ddw” 
 
Procedimiento 35 
 
Preparación de las muestras 
 
Preparar disoluciones madre de los cebadores en alícuotas. Es mejor almacenar las disoluciones madre a -20ºC, 
mientras que las diluciones de trabajo deben almacenarse a 4ºC. 40 
 
Preparar la mezcla de reacción tal como sigue: cebadores externos 0,2 µM (F3 y B3), cebadores internos 1,6 µM 
(FIP y BIP), cebador de bucle autoapareado 0,8 uM para JAK2 mutante (LB), PNA 0,8 uM, disolución tampón 1x, 
mezcla de dNTP 1,4 mM, 8 U de Bst polimerasa. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser 4/5 del volumen 
de reacción total (es decir, 20 µl de mezcla de reacción + 5 µl de muestra). Mantener siempre los reactivos en hielo. 45 
Preparar la mezcla para al menos 23 muestras, incluyendo 3 de controles negativos (el 100% de plásmido de tipo 
natural, 7e3 cps/µl), 9 de controles de calibradores positivos (3 muestras del 100% de plásmido mutante, 3 muestras 
del 10% de plásmido mutante diluido en plásmido de tipo natural, 3 muestras del 1% de plásmido mutante diluido en 
plásmido de tipo natural) y un control no diana. 
 50 

Tabla 8 - Composición de la mezcla de muestras 
 

Tubo de muestra 1-3 4-6 7-9 10-12 

Diana que va a 
añadirse (5 µl) 

Plásmido de 
tipo natural 
7e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
7e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
7e2 cps/µl, plásmido de 
tipo natural 6,3e3 cps/µl 

Plásmido mutante 
7e1 cps/µl, plásmido de 
tipo natural 6,93e3 cps/µl 

GA231 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA232 100 µM 0,05 0,05 0,05 0,05 

GA233 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 

GA234 100 µM 0,4 0,4 0,4 0,4 

PNA 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 
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GA236 100 µM 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tampón LAMP 10x 2,5 2,5 2,5 2,5 

Bst polimerasa 
8 U/µl 

1 1 1 1 

dNTP 25 mM 1,4 1,4 1,4 1,4 

Ddw hasta 20 µl 13,8 13,8 13,8 13,8 

 
Dispensar 20 µl de la mezcla de reacción en la tira. Mantener las tiras en hielo. Mantener siempre la mezcla de 
reacción en hielo de ahora en adelante. 
 
Preparar diluciones en serie de la diana (“diluciones de la diana”) a partir de la disolución enviada (plásmido de tipo 5 
natural y plásmido mutante). La disolución enviada es de 7*1010 copias/µl. Diluir inicialmente el plásmido mutante 
hasta 7*104 copias/µl en Tris 10 mM, luego diluir en serie el plásmido mutante en plásmido de tipo natural para 
obtener las siguientes concentraciones de secuencias mutantes en un contexto de tipo natural: el 10%, el 1% 
(cantidad total por tubo, 7e3 cps/µl). 
 10 
Añadir 5 µl de las diluciones de la diana a la tiras, por triplicado. Añadir 5 µl de las diluciones de la diana 
comenzando desde la muestra menos concentrada hasta la más concentrada. Cerrar todos los tubos. 
 
Reacción 
 15 
La reacción sigue el esquema del método de la figura 5. 
 
Programar el turbidímetro (Teramecs) para incubación a temperatura constante y monitorización en tiempo real de la 
turbidez con el fin de obtener una temperatura de reacción constante de 65ºC durante 1 hora. 
 20 
Poner las tiras en el instrumento inmediatamente antes del comienzo de los programas. Comenzar el programa. 
 
Análisis de datos 
 
Analizar la variación de absorbancia en cuanto a u.a. para hallar el tiempo umbral para cada muestra analizada. El 25 
tiempo umbral es el minuto en el que la absorbancia de la muestra, tras la resta de la línea base, alcanza el valor de 
unidades arbitrarias que representa el umbral (en este caso, 0,1 u.a.). El tiempo umbral alcanzado por cada muestra 
se correlaciona con su logaritmo de copias de ADN/µl. 
 
Resultados 30 
 
Un subconjunto de pacientes son homocigotos para el alelo V617F de JAK21. El mecanismo de homocigosidad 
resulta de la recombinación mitótica y la duplicación del alelo mutante, conocido como disomía uniparental 
adquirida1. La heterocigosidad u homocigosidad del alelo mutante de JAK2 se correlaciona con el pronóstico, dando 
como resultado por tanto la importancia de determinar si la cantidad de copias alélicas mutantes de JAK2 en la 35 
muestra es mayor o menor del 50%. 
 
Según el presente enfoque, las muestras desconocidas se analizan como no diluidas y diluidas 1:5 usando el 
ensayo de “cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP” descrito anteriormente en el ejemplo 4. Además, la 
configuración de ensayo incluye tres muestras de calibrador que contienen respectivamente el 100%, el 10% y el 1% 40 
de copias de plásmido mutante de JAK2 en un contexto de tipo natural. Si la cantidad de secuencia diana de JAK2 
mutante en la muestra de ácido nucleico es mayor del 50%, se detecta la amplificación en tiempo real de dicha 
secuencia diana en un tiempo entre los minutos de umbral de amplificación del 100% de calibrador y el 10% de 
calibrador, ambos en el caso de muestras no diluidas (figura 13, panel A) y muestras diluidas 1:5 (figura 13, panel 
B). Se detecta un rendimiento de amplificación diferente para muestras de ácido nucleico que contienen una 45 
cantidad de menos del 50% de secuencia de JAK2 mutante puesto que se detectan amplicones diana en las 
muestras no diluidas antes que en el 10% de calibrador (figura 13, panel A) mientras que el minuto de umbral de 
amplificación en las muestras correspondientes diluidas 1:5 se mide en un tiempo entre el min(t) del 10% del 
calibrador y el min(t) del 1% del calibrador (figura 13, panel B). 
 50 
Se sometió a prueba el presente enfoque realizando la reacción de “cebador de tallo-bucle con PNA de LAMP” con 
muestras control (plásmido de tipo natural 7e3 cps/µl, plásmido mutante 7e2 cps/µl en plásmido de tipo natural 
6,3e3 cps/µl, plásmido mutante 7e1 cps/µl en plásmido de tipo natural 6,93e3 cps/µl), con cuatro muestras que 
consisten en mezclas de plásmido de JAK2 mutante en un contexto de tipo natural en proporciones mayores del 
50% (respectivamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90%) y con cuatro muestras que consisten en mezclas de 55 
plásmido de JAK2 mutante en un contexto de tipo natural en una proporción del 50% o menor del 50% 
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(respectivamente el 40%, el 30%, el 20%). Excepto para los controles, se analizaron todas las muestras como no 
diluidas (5 µl de 7e3 cps/µl para cada reacción) y diluidas 1:5 en Tris-HCl 10 mM. 
 
Para las muestras de prueba que contienen más del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se 
detectó la amplificación de la secuencia diana tras la amplificación de la secuencia correspondiente en el 100% de 5 
calibrador y antes del 10% de calibrador (figura 14). Para las muestras de prueba que presentan una cantidad del 
50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se registró la amplificación de la secuencia diana al mismo 
minuto de umbral que para la muestra del 10% de calibrador (figura 15). 
 
Para las muestras de prueba que contienen menos del 50% de copias alélicas de JAK2 mutante y diluidas 1:5, se 10 
detectó la amplificación de la secuencia diana a un minuto de umbral intermedio entre el tiempo de amplificación del 
10% y el 1% de calibrador (figura 15). 
 
Por tanto, usando el presente enfoque es posible estimar si la cantidad de copias alélicas mutantes de JAK2 en una 
muestra de ácido nucleico es mayor o menor del 50%. Una información de este tipo es clínicamente muy relevante 15 
ya que proporciona una indicación sobre la “heterocigosidad u homocigosidad” en una muestra que se correlaciona 
a su vez con el pronóstico de la enfermedad. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Método de detección de la presencia de una mutación puntual en una molécula de ácido nucleico diana en 
un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo natural, comprendiendo el método las etapas de: 
 5 
1) proporcionar una muestra de ácido nucleico; 
 
2) poner en contacto dicha muestra de ácido nucleico, en condiciones de reacción apropiadas, con una 
disolución que comprende una mezcla de oligonucleótidos y una ADN polimerasa que tiene actividad de 
desplazamiento de hebra en condiciones de hibridación, en el que dicha mezcla de oligonucleótidos 10 
consiste en cebadores adecuados para amplificación isotérmica mediada por bucle de la región de la 
molécula de ácido nucleico diana que incluye la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a 
detectarse, comprendiendo dichos cebadores: 
 

i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3; 15 
 
ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP, 
 
en el que FIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de ácido nucleico en 
5’ F1c y BIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ B2 y una secuencia de ácido nucleico en 20 
5’ B1c, 
 
en el que F2 puede reconocer e hibridarse con una región de la molécula de ácido nucleico diana 
designada como F2c y B2 puede reconocer e hibridarse con una región de la molécula de ácido nucleico 
diana designada como B2c, 25 
 
en el que F2c y B2c son regiones diferentes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de ácido 
nucleico diana, 
 
en el que o bien B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual o bien F2c está en el sentido de 5’ de 30 
la mutación puntual, y en el que si B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual, entonces dicha 
mutación puntual está ubicada en la secuencia de F2c o en el sentido de 3’ de la secuencia de F2c y en el 
sentido de 5’ de la secuencia de F1c, o 
 
si F2c está en el sentido de 5’ de la mutación puntual, entonces dicha mutación puntual está ubicada en la 35 
secuencia de B2c o en el sentido de 5’ de la secuencia de B2c y en el sentido de 3’ de la secuencia de 
B1c; 
 
iii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende: 

 40 
- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una región de la 
molécula de ácido nucleico diana que comprende la mutación puntual, de manera que la secuencia de 
bucle central puede reconocer e hibridarse con la molécula de ácido nucleico diana sólo si está presente 
la mutación puntual, y 
 45 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre sí de 
manera que se forma un tallo tras hibridación intramolecular, 
 
siendo la afinidad de hibridación de la secuencia de bucle central con la región de la molécula de ácido 
nucleico diana que comprende la mutación puntual mayor que la afinidad de hibridación intramolecular 50 
de la secuencia en 5’ con la secuencia en 3’ de manera que, si está presente la mutación puntual, la 
secuencia de bucle central se aparea con y amplifica la región de la molécula de ácido nucleico diana 
que comprende la mutación puntual; 

 
iv. un resto no extensible que puede reconocer e hibridarse selectivamente con las moléculas de ácido 55 
nucleico de tipo natural; 

 
3) incubar la mezcla resultante a una temperatura constante; 
 
4) detectar una señal indicativa de amplificación de la región de la molécula de ácido nucleico diana que 60 
comprende la mutación puntual. 
 

2. Método según la reivindicación 1, en el que la mutación puntual está ubicada en la región entre la 
secuencia de F2c y la secuencia de F1c o entre la secuencia de B2c y la secuencia de B1c. 

 65 
3. Método según la reivindicación 1, en el que la mutación puntual está ubicada en la secuencia de F2c o en la 
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secuencia de B2c. 
 
4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que cada una de la secuencia de extremo 5’ y 

la secuencia de extremo 3’ del cebador extensible mutante de tallo-bucle tiene al menos 3 nucleótidos de 
longitud. 5 

 
5. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el resto no extensible es un ácido nucleico 

peptídico (PNA). 
 
6. Método según la reivindicación 5, en el que el PNA tiene al menos 10 bases de longitud. 10 
 
7. Método según la reivindicación 5 ó 6, en el que la secuencia de bases de PNA es tal que la temperatura de 

fusión de la estructura bicatenaria que resulta de la hibridación del PNA con la molécula de ácido nucleico 
diana en ausencia de la mutación puntual (Tf = X) es mayor que la temperatura de incubación y la 
temperatura de fusión de la estructura bicatenaria que resulta de la hibridación del PNA con la molécula de 15 
ácido nucleico diana en presencia de la mutación puntual (Tf = Y) es menor que la temperatura de 
incubación, y además en el que X es al menos 5ºC mayor que Y. 

 
8. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el resto no extensible es un cebador no 

extensible de tipo natural de tallo-bucle, que comprende: 20 
 

- una secuencia de bucle central que puede reconocer e hibridarse selectivamente con una región de la 
molécula de ácido nucleico de tipo natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación 
puntual que va a detectarse; 
 25 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre sí de 
manera que se forma un tallo tras hibridación intramolecular, 
 
siendo la afinidad de hibridación de la secuencia de bucle central con la región de la molécula de ácido 
nucleico de tipo natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a 30 
detectarse mayor que la afinidad de hibridación intramolecular de la secuencia de extremo 5’ con la 
secuencia de extremo 3’, de manera que la secuencia de bucle central se aparea con la región de la 
molécula de ácido nucleico de tipo natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación 
puntual que va a detectarse, bloqueando de ese modo la amplificación. 

 35 
9. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la ADN polimerasa se selecciona del 

grupo que consiste en Bst polimerasa de fragmento grande, Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep 
Vent (exo-), fago Φ29, fago MS-2, Z-Taq, KOD, fragmento Klenow y cualquier combinación de los mismos. 

 
10. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la mutación puntual que va a detectarse 40 

es la mutación g → t en la posición 2343 de SEQ ID NO: 1. 
 
11. Método según la reivindicación 10, en el que el primer cebador externo F3 consiste en SEQ ID NO: 3, el 

segundo cebador externo B3 consiste en SEQ ID NO: 4, el primer cebador interno FIP consiste en SEQ ID 
NO: 5, el segundo cebador interno BIP consiste en SEQ ID NO: 6 y el cebador extensible mutante de tallo-45 
bucle consiste en SEQ ID NO: 8. 

 
12. Método según la reivindicación 11, que comprende además un resto no extensible que es un PNA que tiene 

la siguiente secuencia de bases: NH2-GAGTATGTGTCTGTGGA-COOH (SEQ ID NO: 9), en la que G es 
guanina, A es adenina, T es timina y C es citosina. 50 

 
13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende además la etapa de evaluar si la 

mutación puntual está en forma homocigota o heterocigota, comparando cuantitativamente la señal 
indicativa de amplificación de la región de la molécula de ácido nucleico diana que comprende la mutación 
puntual obtenida a partir de la muestra con dicha señal obtenida a partir de al menos un calibrador. 55 

 
14. Método según la reivindicación 13, en el que el al menos un calibrador consiste en un porcentaje 

predeterminado (%) de moléculas de ácido nucleico diana mutantes en un contexto de moléculas de ácido 
nucleico de tipo natural, en el que dicho porcentaje predeterminado (%) es preferiblemente de 
aproximadamente el 10%. 60 

 
15. Conjunto de cebadores para detectar, mediante amplificación isotérmica mediada por bucle, la presencia de 

una mutación puntual en una molécula de ácido nucleico diana en un contexto de moléculas de ácido 
nucleico de tipo natural, comprendiendo el conjunto de cebadores: 
 65 
i. un primer cebador externo F3 y un segundo cebador externo B3; 
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ii. un primer cebador interno FIP y un segundo cebador interno BIP, 
 
en el que FIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ F2 y una secuencia de ácido nucleico en 
5’ F1c y BIP consiste en una secuencia de ácido nucleico en 3’ B2 y una secuencia de ácido nucleico en 5 
5’ B1c, 
 
en el que F2 es complementaria una región de la molécula de ácido nucleico diana designada como F2c y 
B2 es complementaria a una región de la molécula de ácido nucleico diana designada como B2c, 
 10 
en el que F2c y B2c son regiones no solapantes ubicadas en hebras opuestas de la molécula de ácido 
nucleico diana, 
 
en el que o bien B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual o bien F2c está en el sentido de 5’ de 
la mutación puntual, y en el que si B2c está en el sentido de 3’ de la mutación puntual, entonces dicha 15 
mutación puntual está ubicada en la secuencia de F2c o entre la secuencia de F2c y la secuencia de F1c, 
o 
 
si F2c está en el sentido de 5’ de la mutación puntual, entonces dicha mutación puntual está ubicada en la 
secuencia de B2c o entre la secuencia de B2c y la secuencia de B1c; 20 
 
iii. un cebador extensible mutante de tallo-bucle que comprende: 

 
- una secuencia de bucle central complementaria a una región de una molécula de ácido nucleico diana 
que comprende la mutación puntual, y 25 
 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre sí de 
manera que se forma un tallo tras hibridación intramolecular, 

 
siendo la afinidad de hibridación de la secuencia de bucle central con la región de la molécula de ácido 30 
nucleico diana que comprende la mutación mayor que la afinidad de hibridación intramolecular de la 
secuencia en 5’ con la secuencia en 3’. 
 

16. Conjunto de cebadores según la reivindicación 15, en el que cada una de la secuencia de extremo 5’ y la 
secuencia de extremo 3’ del cebador extensible mutante de tallo-bucle tiene al menos 3 nucleótidos de 35 
longitud. 

 
17. Conjunto de cebadores según la reivindicación 15 ó 16, que comprende además un resto no extensible que 

puede hibridarse con las moléculas de ácido nucleico de tipo natural. 
 40 
18. Conjunto de cebadores según la reivindicación 17, en el que el resto no extensible es un ácido nucleico 

peptídico (PNA). 
 
19. Conjunto de cebadores según la reivindicación 18, en el que el PNA tiene al menos 10 bases de longitud. 
 45 
20. Conjunto de cebadores según la reivindicación 15 ó 16, en el que el resto no extensible es un cebador no 

extensible de tallo-bucle, que comprende: 
 

- una secuencia de bucle central complementaria a una región de las moléculas de ácido nucleico de tipo 
natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a detectarse; 50 
 
- una secuencia de extremo 5’ y una secuencia de extremo 3’ que son complementarias entre sí de 
manera que se forma un tallo tras hibridación intramolecular, 
 

siendo la afinidad de hibridación de la secuencia de bucle central con la región de las moléculas de ácido 55 
nucleico de tipo natural que comprende la posición de ácido nucleico de la mutación puntual que va a 
detectarse mayor que la afinidad de hibridación intramolecular de la secuencia de extremo 5’ con la 
secuencia de extremo 3’. 
 

21. Conjunto de cebadores según cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en el que el primer cebador 60 
externo F3 consiste en SEQ ID NO: 3, el segundo cebador externo B3 consiste en SEQ ID NO: 4, el primer 
cebador interno FIP consiste en SEQ ID NO: 5, el segundo cebador interno BIP consiste en SEQ ID NO: 6 y 
el cebador extensible mutante de tallo-bucle consiste en SEQ ID NO: 8. 

 
22. Conjunto de cebadores según la reivindicación 21, que comprende además un resto no extensible que es 65 

un PNA que tiene la siguiente secuencia de bases: NH2-GAGTATGTGTCTGTGGA-COOH (SEQ ID NO: 9), 
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en la que G es guanina, A es adenina, T es timina y C es citosina. 
 
23. Kit para detectar, mediante amplificación isotérmica mediada por bucle, la presencia de una mutación 

puntual en una molécula de ácido nucleico diana en un contexto de moléculas de ácido nucleico de tipo 
natural, comprendiendo el kit el conjunto de cebadores según cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 y 5 
una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de hebra. 

 
24. Kit según la reivindicación 23, en el que la ADN polimerasa se selecciona del grupo que consiste en Bst 

polimerasa de fragmento grande, Bca (exo-), Vent, Vent (exo-), Deep Vent, Deep Vent (exo-), fago Φ29, 
fago MS-2, Z-Taq, KOD, fragmento Klenow y cualquier combinación de los mismos. 10 

 
25. Kit según la reivindicación 23 ó 24, que comprende además uno o más calibradores. 
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