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DESCRIPCION
Método de deteccidn de secuencias de acido nucleico y sustrato para deteccién de secuencias de acido nucleico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método de deteccion de secuencias de acido nucleico.
Particularmente, la presente invencion se refiere a una técnica para detectar de manera altamente sensible,
convenientemente y a bajo coste, la presencia de una secuencia de acido nucleico diana particular que va a
detectarse en una muestra.

Descripcion de la técnica relacionada

Un método convencional para detectar una secuencia de acido nucleico especifica para una muestra como
diana implica: unir la secuencia de acido nucleico diana a cadenas de oligonucledtidos inmovilizadas en un sustrato
y unir una cadena de oligonucleétidos diferente marcada con una sustancia fluorescente a la secuencia de &cido
nucleico diana unida; y detectar la presencia de la secuencia de &cido nucleico particular en la muestra
detectando/amplificando una sefial de luz reflejada del marcador de sustancia fluorescente mediante irradiacion con
luz (por ejemplo, haz de laser) a una longitud de onda particular. Otro método de deteccion implica: unir la secuencia
de acido nucleico diana a cadenas de oligonucleétidos inmovilizadas en un sustrato; llevar a cabo una reaccion de
elongacion usando las cadenas de oligonucledtidos como cebadores y la secuencia de acido nucleico diana unida
como molde, en el que se marcan las sustancias de base incorporadas durante la reaccidon con una sustancia
fluorescente; y detectar/amplificar una sefial de luz reflejada del marcador de sustancia fluorescente mediante
irradiacion con luz (por ejemplo, haz de laser) a una longitud de onda particular.

Sin embargo, estos métodos de deteccion deben detectar una sustancia fluorescente y por tanto requieren
un aparato de deteccién especial que emite luz a una longitud de onda particular. Un aparato de deteccién de este
tipo es costoso y tiene un uso limitado para ciertos institutos o universidades de investigacién en las presentes
circunstancias. Por tanto, estos enfoques no pueden adoptarse, por ejemplo, para detectar convenientemente
microorganismos patdgenos tales como norovirus o Cryptosporidium en agua (muestra) en sitios de tratamiento de
agua, debido a procedimientos complicados y aparatos de analisis costosos.

Frente a este teldn de fondo, por ejemplo, el método MPEX (extensién con multiples cebadores) descrito en
K. Kinoshita et al., Multiple primer extension by DNA polimerase on a novel plastic DNA array coated with a
biocompatible polimer, Nucleic Acid Research, vol. 35, n.° 1, 2007, pags. €3, y solicitudes de patentes japonesas
abiertas a consulta por el publico n.°® 2006-174788 y 2007-222010 se ha desarrollado como un método para detectar
convenientemente una secuencia de &cido nucleico particular en deteccién (por ejemplo, sitios de tratamiento de
agua) a bajo coste.

Este método MPEX es un método para pruebas genéticas que usa una reaccion de elongacion de ADN
catalizada por una enzima (ADN polimerasa) en un sustrato y también se usa en andlisis de mutacién génica,
andlisis de SNP (Polimorfismo de un solo nucleétido) e identificacién de microorganismos. Este método usa, como
cebadores, cadenas de oligonucledtidos inmovilizadas en un sustrato que tiene, en la superficie del mismo, una
sustancia polimérica que contiene una primera unidad que tiene un grupo inducido a partir de éster fosforico que
constituye el resto hidrofilo de fosfolipido y una segunda unidad que tiene un grupo éster activo. Implica: tras la
adicion de una secuencia de acido nucleico diana, desnaturalizar por calor el ADN bicatenario en cadenas sencillas
en el sustrato y llevar a cabo la reaccion de elongacién de ADN catalizada por ADN polimerasa usando la cadena
sencilla como molde para incorporar bases, todas o algunas de las cuales estan modificadas con un ligando, en el
producto de reaccion de elongacion (ADN amplificado); y finalmente afiadir al mismo una sustancia activa reactiva
con el ligando para su reaccion. Por tanto, el método MPEX consigue una deteccion génica altamente sensible.

El documento EP-A-1 634 963 se refiere a amplificacién y secuenciacién de acidos nucleicos mediante
amplificaciéon en puente, y a aparatos y a equipos Utiles para amplificacion y secuenciacion de alto rendimiento a
gran escala de acidos nucleicos. EI método comprende las etapas de: (1) formar al menos un molde de éacido
nucleico que comprende el acido nucleico que va a amplificarse, en el que dicho acido nucleico contiene en el
extremo 5’ una secuencia de oligonucledtidos Y y en el extremo 3’ una secuencia de oligonucleétidos Z y, ademas,
porta en el extremo 5’ un medio para unir el acido nucleico a un soporte sdlido; (2) mezclar dicho molde de acido
nucleico con un cebador de colonia X, que puede hibridar con la secuencia Z y porta en el extremo 5’ un medio para
unir el cebador de colonia al soporte soélido, en presencia de un soporte sélido de manera que los extremos 5’ tanto
del molde de acido nucleico como del cebador de colonia se unen al soporte sélido; (3) llevar a cabo una 0 mas
reacciones de amplificacién de acido nucleico en el molde unido, de manera que se generen colonias de acido
nucleico.

El documento WO 02/46456 A da a conocer otro método para amplificar acidos nucleicos mediante
amplificaciéon en puente que se realiza en condiciones isotérmicas.
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El documento WO 01/62982 A describe un método de amplificacién en puente de mdltiples fases que
emplea un producto de amplificacion bicatenario formado durante una primera amplificacion en puente para iniciar
una fase posterior de amplificacion en puente.

El documento WO 03/076902 A se refiere a un método de deteccion de moléculas de acido nucleico diana
en una muestra. El método implica proporcionar una pluralidad de grupos diferentes de dos o mas conductores
eléctricos separados eléctricamente con sondas de captura, tales como oligonucleétidos, unidas a los conductores
de manera que exista un espacio vacio entre las sondas de captura en los conductores separados eléctricamente.
Se ponen en contacto las sondas de captura con una muestra en condiciones que permiten que cualquiera de las
moléculas de &cido nucleico diana presentes en la muestra hibride con las sondas de captura y conecte de ese
modo las sondas de captura en los conductores separados. Entonces, se detecta la presencia de la molécula de
acido nucleico diana determinando si se conduce electricidad entre los conductores separados.

Collins M.L. et al., Nucleic Acid Research, 1997, vol. 25, n.° 1, paginas 2979-2984 describe un ensayo de
amplificacion de ADN ramificado para cuantificar moléculas diana de &cido nucleico. Se inmovilizan sondas de
captura en un soporte sélido y se usan oligonucleétidos extensores de captura para capturar la molécula diana para
el soporte solido hibridando tanto con las sondas de captura como con la molécula diana. Posteriormente, se marca
la molécula diana uniendo oligonucleétidos especificos para la molécula diana denominados extensores de
marcador. Para detectar la molécula diana, se unen moléculas amplificadoras de ADN ramificado, que a su vez unen
muchas sondas de fosfatasa alcalina, a los extensores de marcador que se hibridan con la molécula diana.

SUMARIO DE LA INVENCION

Sin embargo, los colorantes de tincién son inferiores en sensibilidad de amplificacién de sefial de deteccion
con respecto a las sustancias fluorescentes. Por tanto, el método MPEX no detecta de manera altamente sensible,
por ejemplo, microorganismos patdgenos tales como norovirus o Cryptosporidium, que estan presentes sélo en un
orden muy bajo en el agua (muestra) y no pueden hacerse proliferar mediante cultivo.

El método MPEX requiere, para una deteccion altamente sensible, aumentar la cantidad de marcadores y
requiere, para este fin, la etapa de aumentar la concentracién de una secuencia de acido nucleico diana mediante
PCR o similares. Por tanto, este método lleva desventajosamente un tiempo prolongado para obtener resultados.

Por tanto, el método MPEX debe mejorarse adicionalmente para detectar microorganismos patégenos tales
como norovirus o Cryptosporidium, que estan presentes sélo en un orden muy bajo en el agua y no pueden hacerse
proliferar mediante cultivo.

Alternativamente, incluso el uso de sustancias fluorescentes da como resultado una sensibilidad de
deteccidn inestable para una cantidad extremadamente pequefia de un gen particular que va a detectarse, como en
los microorganismos patdgenos. Por tanto, no puede conseguirse una deteccion precisa.

Considerando tales circunstancias, un objeto de la presente invencién es proporcionar un método de
deteccion de secuencias de acido nucleico, que puede detectar de manera altamente sensible incluso una
concentracion extremadamente pequefia de una secuencia de acido nucleico diana particular que va a detectarse, a
bajo coste y durante poco tiempo.

Un primer aspecto de la presente invencion para alcanzar el objeto proporciona un método de deteccion de
secuencias de acido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de &cido nucleico diana particular que va
a detectarse en una muestra, comprendiendo el método: una etapa de inmovilizacion de anclar cadenas de
oligonucledtidos sobre un sustrato inmovilizando uno de los extremos 5’ y 3’ de las mismas sobre el sustrato; una
etapa de formacion de espacio reticulado de llevar a cabo, basandose en un conjunto de las cadenas de
oligonucledtidos, la etapa de inmovilizacion y unir las cadenas de oligonucledtidos a sus respectivas partes
complementarias de la secuencia de &cido nucleico diana para formar una estructura entrecruzada en mdltiples
conjuntos para formar un espacio finamente reticulado en el sustrato, en la que una pluralidad de las estructuras
entrecruzadas se entrelazan entre si; una etapa de captura de capturar un ligando por el espacio reticulado a través
de adsorcion fisica; una etapa de coloracién de hacer que el ligando capturado se coloree con una sustancia activa
reactiva con el ligando; y una etapa de deteccion de detectar una sefal de color derivada de la coloracion para
detectar la secuencia de 4cido nucleico diana.

En este contexto, la secuencia de acido nucleico diana se refiere a ARN o a ADN que tiene una secuencia
de nucleodtidos que va a detectarse.

Segun el primer aspecto de la presente invencion, se anclan un par de cadenas de oligonuclettidos sobre
la superficie de un sustrato inmovilizando uno de los extremos de las mismas sobre el sustrato. Se une cada una de
las cadenas de oligonucledtidos inmovilizadas a la secuencia de &cido nucleico diana (monocatenaria) que tiene
secuencias complementarias a las mismas para formar una estructura entrecruzada en el sustrato, formando de ese
modo un espacio finamente reticulado. Se capturan ligandos por este espacio reticulado a través de adsorcion fisica
y se hace que se coloreen con sustancias activas reactivas con los ligandos.
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Tal como se describié anteriormente, cuando la secuencia de acido nucleico diana particular que va a
detectarse esta presente en la muestra, se forma un espacio reticulado en el sustrato, y se captura un ligando como
un constituyente de una sustancia cromdgena para coloracién por este espacio reticulado a través de adsorcion
fisica. Por tanto, puede capturarse la sustancia cromégena en una alta concentracion por el espacio reticulado
afiadiendo a la misma una sustancia activa reactiva con el ligando como otro constituyente de la sustancia
cromogena. Esto consigue una deteccion altamente sensible incluso para una concentracion extremadamente
pequefia de una secuencia de acido nucleico diana particular que va a detectarse. Ademas, el primer aspecto de la
presente invencidn no requiere reaccion de elongacion y por tanto la deteccién puede llevar poco tiempo. Ademas, el
primer aspecto de la presente invencion puede usar los colorantes de tincién, no colorantes fluorescentes, y por
tanto puede eliminar la necesidad de aparatos de deteccion costosos, lo que conduce a una deteccion a bajo coste.

En este contexto, puede obtenerse informacion sobre la secuencia de acido nucleico diana, por ejemplo, en
Internet, usando bancos de datos de ADN (por ejemplo, DDBJ (Banco de Datos de ADN de Japén), EMBL
(Laboratorio Europeo de Biologia Molecular) y GenBank). Por tanto, dos secuencias de acido nucleico especificas
para una muestra pueden asignarse respectivamente a un par de las cadenas de oligonucleotidos identificando
estos dos sitios especificos en la secuencia de acido nucleico diana.

Un segundo aspecto proporciona un método de deteccion de secuencias de acido nucleico para detectar la
presencia de una secuencia de acido nucleico diana particular que va a detectarse en una muestra, comprendiendo
el método: inmovilizar multiples conjuntos de cadenas de oligonucle6tidos sobre un sustrato; afiadir, a un sistema de
reaccion, la muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana asi como un ligando como un constituyente
de una sustancia cromdgena y fijar la temperatura del sistema de reaccion a una temperatura a la que se
desnaturaliza por calor la secuencia de &cido nucleico diana en cadenas sencillas; fijar la temperatura del sistema de
reaccion a una temperatura de hibridacion a la que se unen de manera complementaria las cadenas de
oligonucledtidos a la secuencia de acido nucleico diana; afiadir, sobre el sustrato, una sustancia activa como otro
constituyente de la sustancia cromégena para su reaccion con el ligando; y detectar una sefial de color derivada de
la coloracion mediante la sustancia cromégena.

El segundo aspecto se basa en procedimientos operacionales, mientras que el primer aspecto interpreta la
invencion basandose en un mecanismo.

Segun el segundo aspecto, se disefian un par de cadenas de oligonucle6tidos de manera que cada una de
ellas tenga una parte de secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico diana desnaturalizada por calor
en cadenas sencillas. Por tanto, en el sistema de reaccidn que contiene un ligando como un constituyente de una
sustancia cromégena, se forman una pluralidad de las estructuras entrecruzadas mostradas en el primer aspecto a
través de una reaccion de hibridacion. Entonces, una pluralidad de los ligandos se capturan por las estructuras
entrecruzadas a través de adsorcion fisica. Esto puede producir una sefial de color fuerte, lo que conduce a una
deteccion altamente sensible.

Un tercer aspecto de la presente invencion para alcanzar el objeto proporciona un método de deteccion de
secuencias de acido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de &cido nucleico diana particular que va
a detectarse en una muestra, comprendiendo el método: una etapa de disefio de disefiar de antemano cadenas de
oligonucleétidos primera y segunda de manera que la segunda cadena de oligonucle6tidos tenga una secuencia de
acido nucleico complementaria a un producto de reaccidn de elongacién disociado de un ddplex formado a través de
la reaccion de elongacion usando la primera cadena de oligonucleétidos como cebador y la secuencia de acido
nucleico diana como molde tras la union complementaria de la secuencia de &cido nucleico diana y la primera
cadena de oligonucledtidos; una etapa de inmovilizacion de anclar las cadenas de oligonucleétidos primera y
segunda sobre un sustrato inmovilizando los extremos 5’ de las mismas sobre el sustrato; una primera etapa de
reaccion de elongacion de unir de manera complementaria la primera cadena de oligonucleétidos a la secuencia de
acido nucleico dianay llevar a cabo la primera reaccion de elongacién usando la primera cadena de oligonucledtidos
como cebador y la secuencia de acido nucleico diana como molde; una primera etapa de disociacion de disociar, de
la secuencia de acido nucleico diana, el primer producto de reaccién de elongacion extendido en la primera etapa de
reaccion de elongacion; una primera etapa de entrecruzamiento de unir el primer producto de reacciéon de
elongacion disociado a la segunda cadena de oligonucleétidos para formar una estructura entrecruzada entre las
cadenas de oligonucleétidos primera y segunda; una segunda etapa de reaccién de elongacién de llevar a cabo la
segunda reaccion de elongacién usando la segunda cadena de oligonucleétidos como cebador y el primer producto
de reaccion de elongacion como molde; una segunda etapa de disociacion de disociar del mismo el segundo
producto de reaccién de elongacion extendido en la segunda etapa de reaccidn de elongacion; una segunda etapa
de entrecruzamiento de llevar a cabo la primera etapa de reaccion de elongacién con respecto a la segunda etapa
de disociacion en una pluralidad de las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda y unir una primera cadena
de oligonucleétidos diferente de la primera cadena de oligonucleétidos al segundo producto de reaccion de
elongacion disociado para formar una estructura entrecruzada entre las cadenas de oligonucledtidos segunda y
primera; una etapa de entrecruzamiento repetitivo de repetir las etapas de entrecruzamiento primera y segunda
entre una pluralidad de las cadenas de oligonuclettidos primera y segunda; una etapa de formacion de espacio
reticulado de formar un espacio finamente reticulado mediante la etapa de entrecruzamiento repetitivo, en la que una
pluralidad de las estructuras entrecruzadas se entrelazan entre si; una etapa de captura de capturar un ligando por
el espacio reticulado a través de adsorcion fisica; una etapa de coloracién de hacer que el ligando capturado se
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coloree con una sustancia activa reactiva con el ligando; y una etapa de deteccién de detectar una sefial de color
derivada de la coloracion para detectar la secuencia de acido nucleico diana.

Segun el tercer aspecto de la presente invencién, se forma un espacio reticulado mediante un método
diferente al del primer aspecto. Especificamente, segln el tercer aspecto, se une de manera complementaria una
primera cadena de oligonucleétidos anclada en la superficie de un sustrato mediante el extremo 5’ de la misma a la
secuencia de acido nucleico diana. Entonces, se disocia un primer diplex, que se forma a través de la reaccién de
elongacién usando la primera cadena de oligonucleétidos como cebador y la secuencia de acido nucleico diana
como molde de manera que el primer duplex tenga una secuencia de acido nucleico complementaria a la secuencia
de acido nucleico diana. Entonces, el primer producto de reaccion de elongacién disociado de la misma se une de
manera complementaria a una segunda cadena de oligonucleétidos anclada en la superficie del sustrato por un
extremo. Entonces, se forma un segundo duplex a través de la reaccion de elongacion usando la segunda cadena
de oligonucledétidos como cebador y el primer producto de reacciéon de elongacién como molde. El segundo producto
de reaccion de elongacion se disocia del primer duplex.

Esto puede formar una pluralidad de estructuras entrecruzadas de secuencias de &cido nucleico a través de
reacciones de elongacion y disociacion en el sustrato. La pluralidad de las estructuras entrecruzadas pueden
entrelazarse intrincadamente entre si, formando de ese modo un espacio reticulado en el sustrato.

En este contexto, puede obtenerse informacion sobre la secuencia de acido nucleico diana, por ejemplo, en
Internet, usando bancos de datos de ADN (por ejemplo, DDBJ (Banco de Datos de ADN de Jap6n), EMBL
(Laboratorio Europeo de Biologia Molecular) y GenBank). Por tanto, se identifica una secuencia de acido nucleico
especifica para una muestra en la secuencia de acido nucleico diana y se asigna a la primera cadena de
oligonucleétidos. Ademas, la segunda cadena de oligonucleétidos se disefia de manera que tenga una secuencia de
acido nucleico complementaria a un primer producto de reaccién de elongacion. Segun el tercer aspecto, se disefian
las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda de manera que tengan secuencias de &cido nucleico diferentes.

Ademas, segun el tercer aspecto, se capturan ligandos por el espacio reticulado a través de adsorcion fisica
y se hace que se coloreen con sustancias activas reactivas con los ligandos. Tal como se describi6é anteriormente,
cuando la secuencia de &cido nucleico diana particular que va a detectarse esta presente en la muestra, se forma un
espacio reticulado en el sustrato, y se captura un ligando como un constituyente de una sustancia cromogena para
coloraciéon por este espacio reticulado a través de adsorcion fisica. Por tanto, puede capturarse la sustancia
cromdégena en una alta concentracion por el espacio reticulado afiadiendo a la misma una sustancia activa reactiva
con el ligando. Esto consigue una deteccién altamente sensible incluso para una concentracion extremadamente
pequefia de una secuencia de acido nucleico diana particular que va a detectarse. Ademas, la cantidad de una sefial
de color no depende en gran parte de un nivel de reaccion de elongacion. Por tanto, el tercer aspecto de la presente
invencion la deteccion puede llevar poco tiempo Ademas, el tercer aspecto de la presente invencion puede eliminar
la necesidad de aparatos de deteccion costosos, lo que conduce a una deteccion a bajo coste.

Un cuarto aspecto de la presente invencion proporciona el método de deteccion de secuencias de &cido
nucleico segun el tercer aspecto, que comprende ademas: una tercera etapa de reaccién de elongacién de unir el
segundo producto de reaccidn de elongacion disociado en la segunda etapa de disociacion a una tercera cadena de
oligonucleétidos disefiada de manera que la tercera cadena de oligonucledtidos tenga una secuencia de acido
nucleico complementaria al segundo producto de reaccién de elongacién y llevar a cabo la tercera reaccion de
elongacion usando la tercera cadena de oligonucledtidos como cebador y el segundo producto de reaccion de
elongacion como molde; una tercera etapa de disociacion de disociar, del segundo producto de reaccién de
elongacion, el tercer producto de reaccion de elongacion extendido en la tercera etapa de reaccion de elongacion;
una tercera etapa de entrecruzamiento de unir una primera cadena de oligonucledétidos diferente de la primera
cadena de oligonucleétidos al tercer producto de reaccion de elongacion disociado para formar una estructura
entrecruzada entre las cadenas de oligonucledétidos tercera y primera; y una etapa de entrecruzamiento repetitivo de
repetir las etapas de entrecruzamiento primera, segunda y tercera entre una pluralidad de las cadenas de
oligonucleétidos primera, segunda y tercera.

El cuarto aspecto usa tres cadenas de oligonucleétidos. Puede formarse un espacio reticulado usando
productos de reaccibn de elongacion disociados uno tras otro repitiendo reacciones de
union—elongacion—disociacion. Por tanto, el cuarto aspecto de la presente invencidon consigue una deteccion
altamente sensible incluso para una concentracion mas pequefia de una secuencia de acido nucleico diana.
Ademas, si la primera cadena de oligonucleétidos no se une a la secuencia de &cido nucleico diana, la reaccion
puede continuar mediante la union de la tercera cadena de oligonucledtidos en su lugar. Por tanto, puede
estabilizarse la sensibilidad de deteccién. Segun el cuarto aspecto, que usa tres cadenas de oligonucleétidos, son
mas preferibles cuatro o mas cadenas de oligonucleétidos. Por tanto, puede aumentarse el nimero de cadenas de
oligonucleétidos disefiadas segln la concentraciéon de la secuencia de acido nucleico diana presente en la muestra
(es decir, cuando la secuencia de 4cido nucleico diana presente en la muestra tiene una concentracion pequefa), lo
gue conduce a una deteccién mas altamente sensible.

Un quinto aspecto de la presente invencidn proporciona el tercer o cuarto aspecto que comprende ademas
una etapa de hibridacién de fijar la temperatura tras la etapa de entrecruzamiento repetitivo a una temperatura de
hibridacién para las cadenas de oligonucledtidos.
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Como resultado, se unen productos de reaccion de elongacién no entrecruzados tras la etapa de
entrecruzamiento repetitivo a las cadenas de oligonucledtidos ancladas en el sustrato mediante los extremos 5’ de
las mismas para formar un nimero mayor de estructura entrecruzadas. La pluralidad de las estructuras
entrecruzadas pueden entrelazarse intrincadamente entre si, lo que conduce a una deteccibn mas altamente
sensible.

Un sexto aspecto se basa en procedimientos operacionales, mientras que el tercer aspecto interpreta la
invencion basandose en un mecanismo.

Un séptimo aspecto de la presente invencion proporciona cualquiera de los aspectos primero a sexto, en
los que el ligando es un elemento seleccionado del grupo que consiste en biotina, avidina, antigenos, hapteno y
oligonucledétidos.

El séptimo aspecto enumera ejemplos especificos preferibles del ligando.

Un octavo aspecto de la presente invencidn proporciona cualquiera de los aspectos primero a séptimo, en
los que la sustancia activa es un elemento seleccionado del grupo que consiste en receptores marcados con
enzima, receptores marcados con sustancia fluorescente y sustratos.

El octavo aspecto enumera ejemplos especificos preferibles de la sustancia activa.

Un noveno aspecto de la presente invencidn proporciona cualquiera de los aspectos primero a octavo, en
los que el sustrato tiene, en la superficie del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo asi como un
grupo funcional reactivo con un grupo amino.

Segun el noveno aspecto, esto puede suprimir una unién no especifica de las cadenas de oligonucle6tidos
e inmovilizar firmemente las cadenas de oligonucledtidos sobre el sustrato.

Tal como se describidé anteriormente, el método de deteccion de secuencias de &cido nucleico segun la
presente invencién puede detectar de manera altamente sensible incluso una concentracién extremadamente
pequefia de una secuencia de &cido nucleico diana particular que va a detectarse, a bajo coste y durante poco
tiempo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A a 1C son diagramas para mostrar esquematicamente el mecanismo de una primera
realizacién de un método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencion;

la figura 2 es un diagrama para mostrar esquematicamente un espacio reticulado formado en la primera
realizacién de la presente invencion;

la figura 3 es un diagrama de flujo para mostrar procedimientos operacionales de la primera realizacion de
la presente invencion;

las figuras 4A a 4D son diagramas para mostrar esquematicamente el mecanismo de una segunda
realizacién de un método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencion;

la figura 5 es un diagrama para mostrar esquematicamente un espacio reticulado formado en la segunda
realizacién de la presente invencion;

la figura 6 es un diagrama de flujo para mostrar procedimientos operacionales de la segunda realizacion de
la presente invencion;

las figuras 7A a 7C son diagramas para ilustrar imadgenes de color derivadas de la coloracién en un sustrato
en el ejemplo;

la figura 8 es una tabla para mostrar una razén S/R promedio de los resultados de la digitalizacién de
imagenes de color en el ejemplo 1; y

la figura 9 es un gréafico para mostrar los resultados en el ejemplo 2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

A continuaciéon en el presente documento, realizaciones preferidas de un método de deteccién de
secuencias de &cido nucleico segun la presente invencion se describirdn en detalle segun los dibujos adjuntos.

[Primera realizacion de la presente invencién]

Las figuras 1A a 1C son diagramas para mostrar esquematicamente el mecanismo de una primera
realizacién de un método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencién.

En los diagramas, A, C, G y T representan bases que constituyen secuencias de acido nucleico (es decir, A:
adenina, C: citosina, G: guanina y T: timina).
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La primera realizacion del método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencion
comprende principalmente etapas de disefio, inmovilizacién, entrecruzamiento, formacién de espacio reticulado,
captura, coloracion y deteccion.

Se disefian de antemano las secuencias de acido nucleico de un par de cadenas de oligonucleétidos 12 y
14 de manera que se entrecruce una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, ADN diana) 10 que va a
detectarse en una muestra con las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 (etapa de disefio). En este contexto, la
secuencia de acido nucleico diana 10 que va a entrecruzarse se refiere a una secuencia de acido nucleico
desnaturalizada por calor en cadenas sencillas a partir de una cadena doble.

Especificamente, se examina de antemano la secuencia de acido nucleico de la secuencia de &cido
nucleico diana 10 que va a detectarse, por ejemplo, en Internet, a partir de informaciéon almacenada en bancos de
datos de ADN. Se disefian las secuencias de acido nucleico de un par de las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 de
modo que dos sitios en la secuencia de acido nucleico se unan de manera respectivamente complementaria a un
par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14.

La cadena de oligonucledtidos 12 mostrada en el lado izquierdo de la figura 1A tiene una secuencia de
acido nucleico 3-TAGGCA-5' que comienza desde el lado del sustrato 16, que esta disefiada para que sea
complementaria a una parte de secuencia 5-ATCCGT-3’ en un extremo de la secuencia de acido nucleico diana 10.
Alternativamente, la cadena de oligonucleétidos 14 mostrada en el lado derecho de la figura 1A tiene una secuencia
de acido nucleico 5-TCTGTC-3’' que comienza desde el lado del sustrato 16, que esta disefiada para que sea
complementaria a una parte de secuencia 3-AGACAG-5’ en el otro extremo de la secuencia de &cido nucleico diana
10. Especificamente, se asignan respectivamente secuencias de &cido nucleico respectivamente complementarias a
dos sitios en la secuencia de acido nucleico diana 10 a un par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14. Las
cadenas de oligonucledtidos disefiadas 12 y 14 tienen preferiblemente de 6 a 30 bases de longitud.

Para disefiar las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14, se seleccionan secuencias de acido nucleico
especificas para la secuencia de acido nucleico diana 10 para las cadenas de oligonuclettidos 12 y 14 para impedir
gue un par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 se unan a secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADN
animal, vegetal o humano) diferentes de la secuencia de &cido nucleico diana 10 contenida en la muestra.

Un par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 pueden tener secuencias de acido nucleico iguales o
pueden tener secuencias de acido nucleico diferentes. Dos sitios en la secuencia de &cido nucleico diana 10
apareados respectivamente con las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 deben estar distantes entre si de manera
que la secuencia de &acido nucleico diana 10 pueda formar un entrecruzamiento con un par de las cadenas de
oligonucledtidos 12 y 14. Sin embargo, estos dos sitios no tienen que ubicarse en ambos extremos de la secuencia
de &cido nucleico diana 10.

A continuacion, tal como se muestra en la figura 1A, se anclan un par de las cadenas de oligonucleétidos
12 y 14 sobre el sustrato 16 inmovilizando uno de los extremos 5’ y 3’ de las mismas sobre el sustrato 16 (etapa de
inmovilizacion). La figura 1A muestra s6lo un par de las cadenas de oligonucle6tidos 12 y 14. En realidad, se anclan
multiples conjuntos del par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 en el sustrato 16. En este contexto, los
multiples conjuntos del par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 no significan que las cadenas de
oligonucledtidos 12 y 14 sean de manera cuantitativa completamente iguales entre si.

Se coloca (se afiade gota a gota) la muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana 10 sobre el
sustrato 16 asi preparado para llevar a cabo las etapas de entrecruzamiento a deteccion. Especificamente, tal como
se muestra en la figura 1B, un par de las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 se unen a sus respectivas partes
complementarias de la secuencia de acido nucleico diana 10 para formar una estructura entrecruzada 18.

En esta etapa de entrecruzamiento, las secuencias de acido nucleico diferentes de la secuencia de acido
nucleico diana 10 contenida en la muestra ni tienen una relacion complementaria con un par de las cadenas de
oligonucleétidos 12 y 14 ni forman la estructura entrecruzada 18.

Se lleva a cabo la etapa de entrecruzamiento en mdltiples conjuntos de este par de las cadenas de
oligonucleétidos 12 y 14 para formar, tal como se muestra en la figura 2, un espacio finamente reticulado 20 en el
sustrato 16, en la que una pluralidad de las estructuras entrecruzadas 18 se entrelazan intrincadamente entre si
(etapa de formacion de espacio reticulado). Para facilitar el entendimiento, la figura 2 muestra un diagrama
simplificado del espacio reticulado 20. En realidad, las estructuras entrecruzadas 18 se entrelazan intrincadamente
entre si para formar un espacio reticulado de alta densidad 20. La formacion del espacio reticulado 20
presumiblemente puede confirmarse directamente, por ejemplo, usando un microscopio electronico.
Alternativamente, también pueden disefiarse un par de las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 de manera que sus
secuencias de acido nucleico tengan una pequefia complementariedad con la secuencia de acido nucleico diana 10.
Como resultado, se obtiene una pequefia sefial de color en la etapa de coloracién, y no se obtiene ninguna sefial de
color eliminando una cualquiera de las cadenas de oligonucleétidos. Por tanto, puede confirmarse indirectamente la
formacion del espacio reticulado 20.

Tal como se muestra en la figura 1C, pueden capturarse una pluralidad de ligandos 22 como un
constituyente de una sustancia cromdgena por este espacio reticulado 20 a través de adsorcion fisica (etapa de
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captura). Para facilitar la comprensién, la figura 1C muestra una estructura entrecruzada 18. En realidad, se
capturan los ligandos 22 a través de adsorcion fisica por el espacio reticulado 20 en el que una pluralidad de las
estructuras entrecruzadas 18 se entrelazan intrincadamente entre si, tal como se muestra en la figura 2. En este
contexto, la adsorcién fisica se basa en el fendbmeno en el que se atrapan facilimente pequefios compuestos
guimicos en pequefios agujeros. Por tanto, la adsorcién fisica, a diferencia de la unién especifica entre compuestos
guimicos particulares, significa una accién no especifica.

Por tanto, se hace que una pluralidad de los ligandos capturados 22 se coloreen con las sustancias activas
reactivas con el ligando 22 (no mostradas) como otro constituyente de la sustancia cromdgena (etapa de coloracion).
Puede llevarse a cabo una deteccion altamente sensible detectando una sefial de color derivada de la coloracion. la
sefial de color puede detectarse convenientemente no s6lo usando aparatos generales tales como un detector de
absorbancia o escaner de imagenes sino mediante observacién visual a través de la visualizacion con los colorantes
de tincion.

El ligando 22 que puede usarse preferiblemente es un elemento seleccionado del grupo que consiste en
biotina, avidina, antigenos, hapteno y oligonucleétidos. La sustancia activa que puede usarse preferiblemente es un
elemento seleccionado del grupo que consiste en receptores marcados con enzima, receptores marcados con
sustancia fluorescente y sustratos.

La etapa de coloracion se describira tomando, como ejemplo, biotina usada como ligando y avidina
marcada con fosfatasa alcalina usada como sustancia activa reactiva con el ligando. La biotina reacciona con la
avidina (reaccion de biotina-avidina) para formar especificamente un enlace fuerte. Por tanto, se captura biotina por
el espacio reticulado 20 y se hace reaccionar con avidina marcada con fosfatasa alcalina para unir multiples
marcadores de fosfatasa alcalina (AP) a la biotina. La avidina y la biotina se unen en una razén de 1:4. Entonces, la
fosfatasa alcalina reacciona con un sustrato BCIP/NBT (reaccion de BCIP/NBT) para producir un color purpura
azulado, que a su vez se detecta.

BCIP: fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo
NBT: azul de nitrotetrazolio

Por tanto, como en la presente invencion, se captura biotina como el ligando 22 en una gran cantidad por el
espacio reticulado 20 para amplificar la reaccion de biotina-avidina y la reaccion de BCIP/NBT frente a la fosfatasa
alcalina, formando de ese modo una sefial de color fuerte.

En otro método, puede usarse digoxigenina (DIG), un glicésido cardiaco obtenido de la planta medicinal
digitalis, en lugar de biotina. En este caso, la digoxigenina reacciona de manera inmunitaria con un anticuerpo anti-
digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina puede producir un color purpura azulado usando
BCIP/NBT, como en la biotina, lo que conduce a una deteccion altamente sensible.

Preferiblemente, el sustrato 16 usado en las realizaciones de la presente invencion tiene, en la superficie
del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo asi como un grupo funcional reactivo con un grupo amino.
La capa que comprende un polimero hidréfilo desempefia un papel principalmente en la supresion de la unién no
especifica de las cadenas de oligonucledtidos. El grupo funcional reactivo con un grupo amino desempefia un papel
en la inmovilizacion quimica de las cadenas de oligonucle6tidos sobre el sustrato. Particularmente, las cadenas de
oligonucledtidos se inmovilizan firmemente en la superficie del sustrato 16 a través de enlaces covalentes en el
grupo funcional reactivo con un grupo amino.

Ejemplos del polimero hidréfilo usado en la presente realizacion incluyen sustancias poliméricas que tienen
un grupo hidréfilo en la cadena principal o lateral. Son preferibles las que contienen en la estructura cualquiera de
poli(6xido de alquileno), poli(6xido de etileno), poli(6xido de propileno), poliacrilamida y copolimeros de los mismos.
Particularmente, es preferible un gel de poliacrilamida, que tiene una estructura reticulada en la que la poliacrilamida
se fotoentrecruza tridimensionalmente con un compuesto de fotoentrecruzamiento o similares.

Ejemplos del grupo funcional reactivo con un grupo amino usado en la presente realizacion incluyen grupos
aldehido y éster activo. Es preferible el grupo éster activo. El grupo éster activo es acido carboxilico que tiene un
grupo carboxilo activado y es acido carboxilico que tiene un grupo saliente por medio de C=0. Ejemplos del derivado
de acido carboxilico activado incluyen compuestos obtenidos convirtiendo un grupo carboxilo de acido carboxilico tal
como acido acrilico, acido metacrilico, acido crotdénico, acido maleico o acido fumarico en anhidrido de acido, haluro
de acido, éster activo o amida activada. Por ejemplo, el grupo éster activo es preferiblemente un grupo éster de p-
nitrofenilo, éster de N-hidroxisuccinimida, éster de succinimida, éster de ftalimida o éster de 5-norborneno-2,3-
dicarboxiimida, mas preferiblemente un grupo éster de p-nitrofenilo o éster de N-hidroxisuccinimida.

El grupo funcional reactivo con un grupo amino puede introducirse directamente en la superficie del sustrato
0 puede llevarlo la cadena principal o lateral de la estructura de polimero hidréfilo.

(Procedimientos operacionales para llevar a cabo el método de deteccién de la primera realizacion)

A continuacién, se describiran los flujos de procedimientos operacionales para llevar a cabo el método de
deteccion de la primera realizacion con referencia al diagrama de flujo de la figura 3 tomando, como ejemplo, un
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sustrato 16 que tiene, en la superficie del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo asi como un grupo
funcional reactivo con un grupo amino.

En una etapa 1, se disefian un par de las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 respectivamente
complementarias a dos sitios en la secuencia de acido nucleico diana 10, tal como se describié anteriormente, de
manera que se entrecruce la secuencia de acido nucleico diana 10 entre un par de las cadenas de oligonucle6tidos
12y 14.

A continuacién, en una etapa 2, se inmovilizan un par de las cadenas de oligonucle6tidos 12 y 14 sobre el
sustrato 16. Para la inmovilizacion, se inmovilizan las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 en la superficie del
sustrato 16 uniendo covalentemente las cadenas de oligonucle6tidos 12 y 14 a través de una reaccion con al menos
algunos de los grupos funcionales reactivos con un grupo amino que estan presentes en la superficie del sustrato 16
o estan contenidos en el polimero hidréfilo. Posteriormente, se inactivan grupos funcionales reactivos con un grupo
amino diferentes de los unidos covalentemente con las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 en la superficie del
sustrato 16. Especificamente, pueden anclarse las cadenas de oligonucledtidos 12 y 14 en la superficie del sustrato
16 inactivando los grupos funcionales restantes reactivos con un grupo amino. Para eliminar cadenas de
oligonucleétidos no inmovilizadas 12 y 14 en la superficie del sustrato 16, puede lavarse el sustrato 16 con agua
pura o una disolucién tampén. Tras el lavado, se inactivan los grupos funcionales reactivos con un grupo amino
diferentes de los unidos covalentemente con las cadenas de oligonuclettidos 12 y 14 en la superficie del sustrato 16
mediante tratamiento con un compuesto alcalino o con un compuesto que tiene un grupo amino primario.

En una etapa 3, se mezcla la muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana 10 con los
ligandos 22 (por ejemplo, biotina) como un constituyente de una sustancia cromdgena para preparar una disolucion
de mezcla.

A continuacién, en una etapa 4, se determina si la secuencia de &cido nucleico diana es monocatenaria o
bicatenaria. Cuando la secuencia de &cido nucleico diana es bicatenaria (en la figura 3, “NO”), en una etapa 5, se
aumenta la temperatura de un sistema de reaccion al que se ha afiadido la muestra hasta la temperatura de fusion
(Tf) o superior de la secuencia de acido nucleico diana 10, por ejemplo, de 90 a 95°C. El tiempo de calentamiento es
preferiblemente de aproximadamente 1 a 10 minutos. Esto disocia la secuencia de acido nucleico diana bicatenaria
10 en cadenas sencillas de la secuencia de &cido nucleico diana 10. Incluso la secuencia de acido nucleico diana
monocatenaria 10 también se desnaturaliza por calor, por ejemplo, cuando tiene una estructura secundaria
complicada. En la etapa 4, cuando se determina que la secuencia de &cido nucleico diana es monocatenaria (en la
figura 3, “Si”), el procedimiento continiia a una etapa 6.

En la etapa 6, se ajustan el sustrato 16 y la disoluciéon de mezcla que contiene la muestra y los ligandos
hasta una temperatura de hibridacion, y se afiade (gota a gota) la disolucion de mezcla al sustrato. La temperatura
de hibridacién es preferiblemente un valor de 2 a 8°C inferior a las temperaturas de fusion (Tf) de las cadenas de
oligonucledtidos 12 y 14.

En una etapa 7, se lleva a cabo la reaccion de hibridacion a una temperatura de 2 a 8°C inferior a las
temperaturas de fusién (Tf) de las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14. El tiempo de reaccion es preferiblemente 60
minutos o mayor. Esto une de manera complementaria un par de las cadenas de oligonucleétidos 12 y 14 asi
disefiadas a sus respectivas partes complementarias (dos sitios) de la secuencia de &cido nucleico diana 10 para
formar una estructura entrecruzada 18. Se forman una pluralidad de las estructuras entrecruzadas 18 y se
entrelazan intrincadamente entre si para formar un espacio reticulado 20. Entonces, los ligandos afiadidos 22
pueden capturarse por este espacio reticulado 20 a través de adsorcién fisica, capturando de ese modo una
pluralidad de los ligandos 22.

A continuacién, en una etapa 8, se desecha la disolucion de reaccion en el sustrato 16, y se lava el sustrato
16 con una disolucién de lavado, por ejemplo, una disolucién de SDS al 0,1% en peso.

A continuacién, en una etapa 9, se afiaden las sustancias activas (por ejemplo, avidina marcada con
fosfatasa alcalina) sobre el sustrato 16 y se unen a través de una reaccion con los ligandos 22 capturados por el
espacio reticulado 20. La temperatura y el tiempo de reaccion son preferiblemente una temperatura de reacciéon de
20 a 40°C y un tiempo de reaccion de 5 a 60 minutos.

En una siguiente etapa 10, se determina si se continla adicionalmente o no la reaccion en la etapa 9.
Cuando la reaccién es suficiente y no tiene que continuarse (en la figura 3, “NO”), el procedimiento continda a una
siguiente etapa 11. Cuando la reaccion es insuficiente y tiene que continuarse (en la figura 3, “SI”), el procedimiento
regresa a la etapa 8 para la etapa de lavado. En la etapa 9, se afiaden las sustancias activas (por ejemplo,
BCIP/NBT) sobre el sustrato 16 y se hacen reaccionar adicionalmente con las sustancias activas que ya se han
hecho reaccionar con los ligandos 22 capturados por el espacio reticulado 20. La temperatura y el tiempo de
reaccion son preferiblemente una temperatura de reaccion de 20 a 40°C y un tiempo de reaccion de 5 a 60 minutos.

En la etapa 11, se lava de nuevo el sustrato 16. En una etapa 12, se detecta una sefial de color. Por
ejemplo, cuando se usan biotina y avidina marcada con fosfatasa alcalina como los ligandos 22 y las sustancias
activas, respectivamente, se sumerge el sustrato 16 en un reactivo de BCIP/NBT para producir manchas con un
color purpura azulado. Pueden detectarse sefiales de color derivadas de las manchas mediante observacion visual o
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pueden capturarse para su analisis como imagenes de color en un ordenador personal usando un escaner de
imagenes. Ademas, puede medirse el grado de coloracion usando un detector de absorbancia.

Tal como se describié anteriormente, cuando la secuencia de acido nucleico diana 10 esta presente en la
muestra, se forma el espacio reticulado 20, y pueden retenerse una pluralidad de los ligandos 22 como un
constituyente de una sustancia cromégena en el espacio reticulado 20, produciendo de ese modo una sefial de color
fuerte. Esto consigue una deteccién altamente sensible de la secuencia de acido nucleico diana 10, si existe alguna,
en la muestra.

[Segunda realizacién de la presente invencién]

Las figuras 4A a 4D son diagramas para mostrar esquematicamente el mecanismo de una segunda
realizacién de un método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencién. Se forma un
espacio reticulado 20 mediante un método diferente al de la primera realizacion. En la descripcion de abajo, se
usaran los mismos nameros de referencia para designar los mismos componentes que los de la primera realizacion.

La segunda realizacion del método de deteccion de secuencias de acido nucleico de la presente invencion
comprende principalmente etapas de disefio, inmovilizacion, primera reaccién de elongacién, primera disociacion,
primer entrecruzamiento, segunda reacciéon de elongacién, segunda disociacién, segundo entrecruzamiento,
entrecruzamiento repetitivo, hibridacién, formacién de espacio reticulado, captura, coloracion y deteccion.

Se disefian de antemano las secuencias de acido nucleico de las cadenas de oligonucleotidos primera y
segunda 24 y 26 de manera que los productos de reaccion de elongacion 28 y 36 producidos a través de la reaccion
de elongacion formen respectivamente una estructura entrecruzada en la relacién de secuencias de acido nucleico
entre una secuencia de 4cido nucleico diana 19 y las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda 24 y 26 (etapa
de disefio). Especificamente, se disefian las cadenas de oligonucledtidos primera y segunda 24 y 26 de manera que
el primer producto de reaccion de elongacién 28 en un primer diplex 30, formado a través de la primera reaccion de
elongacion usando la primera cadena de oligonucle6tidos 24 como cebador y la secuencia de 4cido nucleico diana
19 como molde tras la uniéon complementaria de la secuencia de acido nucleico diana 19 y la primera cadena de
oligonucledtidos 24, puede disociarse de la secuencia de acido nucleico diana 19 y unirse a la segunda cadena de
oligonucledtidos 26 que tiene una secuencia de &cido nucleico complementaria al mismo. Puede obtenerse
informacién sobre la secuencia de acido nucleico de la secuencia de &acido nucleico diana 19 a partir de bancos de
datos de ADN, como en la primera realizacién.

La primera cadena de oligonucleétidos 24 mostrada en el lado izquierdo de la figura 4A tiene una secuencia
de acido nucleico 5-TAGGCA-3’ partiendo del lado del sustrato 16, que esta disefiada para que sea complementaria
a una parte de secuencia 3-ATCCGT-5" en un extremo de la secuencia de &acido nucleico diana 19.
Alternativamente, la segunda cadena de oligonucle6tidos 26 mostrada en el lado derecho de la figura 4A tiene una
secuencia de &cido nucleico 5’-AGACAG-3’ partiendo del lado del sustrato 16, que esta disefiada para que sea
complementaria a una parte de secuencia 3-UCUGUC-5" en un extremo del primer producto de reaccion de
elongacion 28. En este contexto, la base U (uracilo) usada en la reaccion de elongacion esta biotinilada en los
diagramas. Se usa una base T para la no biotinilacién. La base U constituye originalmente ARN. Sin embargo, el U
biotinilado es andlogo a la base T en cuanto a estructuras quimicas y por tanto puede usarse en la reaccion de
elongacion catalizada por la ADN polimerasa.

A continuacién, tal como se muestra en la figura 4A, se anclan un par de las cadenas de oligonucleétidos
24 y 26 sobre el sustrato 16 inmovilizando los extremos 5’ de las cadenas de oligonucledtidos primera y segunda 24
y 26 sobre el sustrato 16 (etapa de inmovilizacion).

La figura 4A muestra sélo cada una de las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda 24 y 26. En
realidad, se anclan una pluralidad de las cadenas de oligonuclettidos primera y segunda 24 y 26 en el sustrato 16.

La muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana 19 Se coloca (se afiade gota a gota)sobre el
sustrato 16 asi preparado para llevar a cabo las etapas de primera reaccion de elongacion a deteccion.
Especificamente, se une la primera cadena de oligonucleétidos 24 a su parte complementaria de la secuencia de
acido nucleico diana 19 disociada en cadenas sencillas a través de desnaturalizacion por calor. Entonces, se lleva a
cabo la reaccién de elongacion usando la secuencia de acido nucleico diana 19 como molde y la primera cadena de
oligonucledtidos 24 como cebador para formar una secuencia de acido nucleico bicatenaria mostrada en la figura
4B, como en el método MPEX convencional (primera etapa de reaccion de elongacion). Sin embargo, cuando se
lleva a cabo la reaccion de elongacién en la region de temperatura de Tf (temperatura de fusién) de las cadenas de
oligonucledtidos primera y segunda 24 y 26, las regiones complementarias en el producto de reaccién de elongacion
28 a las cadenas de oligonucledtidos 24 y 26 pueden disociarse en cadenas sencillas en cualquier momento.
Ademas, se inmoviliza la segunda cadena de oligonucleétidos 26 disefiada de antemano de manera que se una de
manera complementaria al producto de reaccién de elongacion 28 en el sustrato 16. Por tanto, se disocia una parte
del producto de reaccién de elongacién 28 de la secuencia de acido nucleico diana 19 (primera etapa de disociacion)
y entonces se une a la segunda cadena de oligonucleotidos 26 para formar un estado entrecruzado (primera etapa
de entrecruzamiento).
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Especificamente, las regiones complementarias en el primer producto de reaccién de elongacion 28
extendido a través de la primera reaccion de elongacion a las cadenas de oligonucleétidos 24 y 26 buscan adoptar
un estado estable en cuanto a estructuras moleculares en condiciones de energia inestables de la regién de
temperatura Tf. Por tanto, tal como se muestra en la figura 4C, el primer producto de reaccion de elongacién 28 se
une a la segunda cadena de oligonucleétidos 26 que tiene una secuencia complementaria al mismo. La expresion
“formacion de puente” descrita en la figura 4C significa que la secuencia de acido nucleico diana se entrecruza entre
dos o mas oligonucleétidos anclados por un extremo. En tal sentido, el entrecruzamiento de la secuencia de acido
nucleico diana 10 con un par de las cadenas de oligonucle6tidos 12 y 14 en la primera realizacion también se incluye
en la formacién de puente.

En este contexto, las secuencias de &cido nucleico diferentes de la secuencia de &cido nucleico diana 19
contenida en la muestra ni tienen una relaciéon complementaria con la primera cadena de oligonucleétidos 24 ni se
unen a la primera cadena de oligonucleétidos 24 para la reaccion de elongacion.

Una enzima usada en la primera reaccion de elongacién incluye ADN polimerasa, ARN polimerasa y una
mezcla de las mismas.

A continuacidn, la reaccion de elongacion mostrada en la figura 4D se produce usando la segunda cadena
de oligonucledtidos 26 como cebador y el primer producto de reaccion de elongacion 28 como molde (segunda
etapa de reaccion de elongacién). Por motivos de simplificacion, la secuencia de &cido nucleico diana 19 no se
muestra en la figura 4D. En realidad, se disocia la secuencia de acido nucleico diana 19 de la primera cadena de
oligonucledtidos 24 y se une a una primera cadena de oligonucledétidos diferente.

Una enzima usada en la segunda o posterior reaccion de elongacién es la ADN polimerasa. Esta ADN
polimerasa puede ser ADN polimerasa pol | (por ejemplo, Tag (Takara-Bio Inc.)) y es preferiblemente o-ADN
polimerasa termoestable (por ejemplo, KOD (TOYOBO CO., LTD.)), més preferiblemente ADN polimerasa que tiene
actividad de desplazamiento de cadena. La ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de cadena
escinde facilmente enlaces de hidrégeno en una parte bicatenaria, si existe alguna, en ADNc o ADN molde para
continuar la reaccion de elongacion. Ejemplos de la ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de
cadena incluyen el fragmento Klenow, ADN polimerasa phi29, ADN polimerasa BcaBEST y ADN polimerasa Bst. La
temperatura de reaccion es preferiblemente los valores de Tf o superior de las cadenas de oligonucleétidos primera
y segunda 24 y 26 e inferior a 65°C. El tiempo de reaccion es preferiblemente de 20 a 90 minutos.

Una pluralidad de las cadenas de oligonucle6tidos primera y segunda 24 y 26 se inmovilizan en el sustrato
16. Por tanto, el segundo producto de reaccion de elongacion 36 extendido en la segunda etapa de reaccion de
elongacion se disocia del primer producto de reaccién de elongacion 28 (segunda etapa de disociacién) y se une a
una primera cadena de oligonucleétidos 24 diferente de la primera cadena de oligonucle6tidos 24 pero con la misma
secuencia de acido nucleico para formar un estado entrecruzado (segunda etapa de entrecruzamiento). En este
estado, la primera cadena de oligonuclettidos 24 sirve como cebador. Por tanto, se repiten las etapas de
entrecruzamiento primera y segunda entre las cadenas de oligonucleotidos primera y segunda 24 y 26 (etapa de
entrecruzamiento repetitivo). Entonces, se fija la temperatura a una temperatura de hibridacién para que las cadenas
de oligonucledtidos (etapa de hibridacion) formen un nimero mayor de estructuras entrecruzadas en el sustrato 16.
La temperatura de hibridaciéon es preferiblemente una temperatura de 2 a 8°C inferior a las temperaturas de fusion
(Tf) de las cadenas de oligonucledtidos 24 y 26.

Tal como se muestra en la figura 5, esto forma un espacio finamente reticulado 20 en el que una pluralidad
de las estructuras entrecruzadas se entrelazan entre si (etapa de formacién de espacio reticulado). Como en la
primera realizacion, una pluralidad de ligandos 22 se capturan por el espacio reticulado 20 (etapa de captura) y se
hace que se coloreen con sustancias activas reactivas con los ligandos 22 (etapa de coloracién). Puede llevarse a
cabo una deteccion altamente sensible detectando una sefial de color derivada de la coloracion.

(Procedimientos operacionales para llevar a cabo el método de deteccion de la segunda realizacion)

A continuacion, se describiran los flujos de procedimientos operacionales para llevar a cabo el método de
deteccion de la segunda realizacidn con referencia al diagrama de flujo de la figura 6 tomando, como ejemplo, un
sustrato 16 que tiene, en la superficie del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo asi como un grupo
funcional reactivo con un grupo amino.

En una etapa 1, se disefian las secuencias de acido nucleico de las cadenas de oligonucledtidos primera y
segunda 24 y 26, tal como se describio anteriormente, de manera que los productos de reaccion de elongacion 28 y
36 producidos a través de la reacciéon de elongacion formen respectivamente una estructura entrecruzada en la
relaciéon de secuencias de acido nucleico entre la secuencia de acido nucleico diana 19 y las cadenas de
oligonucleétidos primera y segunda 24 y 26.

En una etapa 2, se inmovilizan las cadenas de oligonucle6tidos primera y segunda disefiadas 24 y 26 sobre
el sustrato 16. La inmovilizacién se lleva a cabo de la misma manera que en la primera realizaciéon, y se omite la
descripcion de la misma.
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En una etapa 3, se mezcla la muestra que contiene la secuencia de acido nucleico diana 19 con los
ligandos 22 (por ejemplo, dUTP biotinilado) como un constituyente de una sustancia cromogena para preparar una
disolucién de mezcla.

A continuacién, en una etapa 4, se determina si la secuencia de acido nucleico diana es monocatenaria o
bicatenaria. Cuando la secuencia de acido nucleico diana es bicatenaria (en la figura 6, “NO”), en una etapa 5, se
aumenta la temperatura de un sistema de reaccion al que se ha afiadido la muestra hasta la temperatura de fusion
(Tf) o superior de la secuencia de acido nucleico diana 19, por ejemplo, de 90 a 95°C. El tiempo de calentamiento es
preferiblemente de aproximadamente 1 a 10 minutos. Esto disocia la secuencia de acido nucleico diana bicatenaria
19 en cadenas sencillas de la secuencia de &cido nucleico diana 19. Incluso la secuencia de acido nucleico diana
monocatenaria 19 también se desnaturaliza por calor, por ejemplo, cuando tiene una estructura secundaria
complicada. En la etapa 4, cuando se determina que la secuencia de acido nucleico diana es monocatenaria (en la
figura 6, “Si”), el procedimiento continta a una etapa 6.

En la etapa 6, se afiaden (gota a gota) la disolucion de mezcla que contiene la muestra y los ligandos al
sustrato.

A continuacion, en una etapa 7, se llevan a cabo las etapas de primera reaccién de elongacion, primera
disociacién, primer entrecruzamiento, segunda reaccion de elongacién, segunda disociacion, segundo
entrecruzamiento, entrecruzamiento repetitivo, hibridacion, formacion de espacio reticulado y captura.

Especificamente, en la primera etapa de reaccion de elongacion, se lleva a cabo la reaccion de elongacién
usando la secuencia de acido nucleico diana 19 como molde y la primera cadena de oligonucleétidos 24 como
cebador. En la primera etapa de disociacion, se disocia el producto de reaccién de elongacion 28 de la secuencia de
acido nucleico diana 19. En la primera etapa de entrecruzamiento, se une el producto de reaccién de elongacion
disociado 28 a la segunda cadena de oligonucleétidos 26 para formar un estado entrecruzado.

A continuacion, en la segunda etapa de reaccion de elongacion, se lleva a cabo la reaccién de elongacién
usando la segunda cadena de oligonuclettidos 26 como cebador y el primer producto de reaccién de elongacion 28
como molde. En la segunda etapa de disociacion, se disocia el segundo producto de reaccion de elongacion 36
extendido en la segunda etapa de reaccion de elongacion del primer producto de reaccion de elongacion 28. En la
segunda etapa de entrecruzamiento, se une el segundo producto de reaccion de elongaciéon disociado 36 a una
primera cadena de oligonucleétidos 24 diferente de la primera cadena de oligonucleétidos 24 pero con la misma
secuencia de acido nucleico para formar un estado entrecruzado.

Entonces, en la etapa de entrecruzamiento repetitivo, se repiten las etapas de entrecruzamiento primera y
segunda entre las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda 24 y 26. Entonces, en la etapa de hibridacién, se
fija la temperatura a una temperatura de hibridacion para que las cadenas de oligonucleétidos formen un nimero
mayor de estructuras entrecruzadas en el sustrato 16. Esto forma un espacio finamente reticulado 20 en el sustrato
16, en el que una pluralidad de las estructuras entrecruzadas se entrelazan entre si (etapa de formacion de espacio
reticulado).

Tras la formacién del espacio reticulado 20, pueden llevarse a cabo las etapas 8 a 12 de la misma manera
que en la primera realizacion, detectando de ese modo de manera altamente sensible la secuencia de acido nucleico
diana 19.

Tal como se describié anteriormente, se prepara en la etapa 3 la disolucién de mezcla que contiene la
secuencia de acido nucleico diana 19 y los ligandos 22. Alternativamente, los ligandos 22 pueden afiadirse en algun
momento entre las etapas 6y 7.
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[Modificacién de la segunda realizacion de la presente invencion]

Se usan dos cadenas de oligonucledétidos, las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda 24 y 26, en
la segunda realizacion de la presente invencién descrita anteriormente. Alternativamente, también pueden usarse
tres 0 méas cadenas de oligonucledtidos.

La modificacion de la segunda realizacién se describird tomando tres cadenas de oligonucleétidos como
ejemplo. El segundo producto de reaccién de elongacion 36 disociado en la segunda etapa de disociacion de la
segunda realizacion se une a una tercera cadena de oligonucleétidos disefiada de manera que tenga una secuencia
de acido nucleico complementaria al segundo producto de reaccién de elongacién 36. Tras la unién, se lleva a cabo
la reaccién de elongacion de la misma manera, y se disocia el producto de reaccion de elongacién de la mismay se
une a una primera cadena de oligonucleétidos para formar una estructura entrecruzada en el sustrato 16. Se lleva a
cabo una etapa de entrecruzamiento repetitivo en estas cadenas de oligonucleétidos primera a tercera para formar
un espacio finamente reticulado.

Por tanto, la segunda realizacion de la presente invencion también puede aplicarse a tres o mas cadenas
de oligonucleétidos disefiando de antemano cadenas de oligonucle6tidos complementarias a productos de reaccién
de elongacion disociados uno tras otro.

Preferiblemente, el sustrato 16 usado en la segunda realizacion tiene, en la superficie del mismo, una capa
gue comprende un polimero hidréfilo asi como un grupo funcional reactivo con un grupo amino. Esto une un
producto de reaccion de elongacion disociado a través de desnaturalizacion por calor de un duplex formado a través
de la reaccion de elongacion, a una cadena de oligonucledtidos diferente para una reaccion de elongacion adicional.

[Sustrato para deteccion de secuencias de &cido nucleico]

En las realizaciones primera y segunda, se inmovilizan cadenas de oligonucle6tidos sobre un sustrato para
preparar un sustrato para deteccion de secuencias de 4cido nucleico. Por ejemplo, la presencia de una secuencia de
acido nucleico diana particular que va a detectarse en una muestra puede detectarse de manera altamente sensible
sélo colocando (afiadiendo) la muestra que contiene la secuencia de &cido nucleico diana sobre este sustrato para
deteccion de secuencias de acido nucleico.

[Ejemplos]
[Ejemplo 1]

A continuacion, se describird un método de deteccidon de una primera realizacion de la presente invencién
con referencia al ejemplo. Una secuencia de acido nucleico diana usada era una secuencia de &cido nucleico
especifica para norovirus. El método de deteccion de la primera realizacién se describird tomando la deteccion de
esta secuencia de &cido nucleico diana como ejemplo.

Especificamente, segun un enfoque descrito a continuacién, se inmovilizaron un par de cadenas de
oligonucledtidos complementarias a la secuencia de acido nucleico diana sobre la superficie de un sustrato de
plastico, al que a su vez se afiadi6 la secuencia de acido nucleico diana como muestra y se unio a un par de las
cadenas de oligonucledétidos en el sustrato para formar una estructura en la que la secuencia de acido nucleico se
entrecruzd con las mismas. Se form6 un espacio finamente reticulado basandose en la estructura. Entonces,
pudieron capturarse ligandos como un constituyente de una sustancia cromdgena en una gran cantidad por el
espacio reticulado a través de adsorcion fisica. Esto consiguié una deteccién altamente sensible de la secuencia de
acido nucleico diana.

Especificamente, se us6 un producto de PCR de ADNc de norovirus como la secuencia de acido nucleico
diana para los experimentos. Este producto de PCR se obtuvo mediante PCR dirigida para una region ORF2 que
codifica para una proteina de la capside, una proteina estructural del norovirus. Dado que el norovirus se divide en
dos grupos, G1y G2, se prepararon dos productos de PCR derivados de G1 y G2 para los experimentos.

(Preparacion de la secuencia de &cido nucleico diana)

Se disolvieron heces en una disolucion de tampén fosfato para preparar una emulsion al 10%. Tras
centrifugacién con enfriamiento a 12.000 rpm, se extrajo ARN del sobrenadante de centrifugacion. Se calento el
sobrenadante de centrifugacion hasta temperatura ambiente, y se extrajo ARN y se purificé del mismo usando un kit
de extraccion/purificacion de ARN (QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)). Entonces, a 24 ul de los extractos de
ARN, se le afiadieron 3 pl de un tampon para RT-PCR concentrado 5 veces, 1 ul de agua esterilizada y 2 pl de
ADNasa (ADNasa | (Takara Bio Inc.); 1 U/ul), y se hizo reaccionar la mezcla a 37°C durante 30 minutos y a 75°C
durante 5 minutos y entonces se enfri6 en hielo. El ARN obtenido se sometid a transcripcion inversa (42°C durante 1
hora (1 ciclo), 99°C durante 5 minutos (1 ciclo) y 4°C) para dar ADNc usando cebadores aleatorios (Random Primer
Hexamer (Amersham Pharmacia)) y un kit de reaccion de RT (SuperScript Il Reverse Transcriptase RNase H-
Reverse Transcriptase (Invitrogen)). Se llevé a cabo la reaccion de PCR (94°C durante 3 minutos (1 ciclo); 94°C
durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos (40 ciclos); y 72°C durante 15 minutos (1 ciclo))
usando este ADNc como molde, cebadores 1 (25 uM), 2 (25 uM), 3 (25 uM) y 4 (25 uM) y ADN polimerasa (ExTaq
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(Takara Bio Inc.)) para preparar por separado productos de PCR de G1 y G2, que a su vez se sometieron a
electroforesis para la confirmacion de la amplificacion, entones se purificaron y se usaron como secuencias de acido
nucleico diana.

(Sustrato de plastico usado)

Se us6 un sustrato de plastico para matriz de ADN disponible comercialmente (S-BIO(R) PrimeSurface®
fabricado por SUMITOMO BAKELITE Co., Ltd.) en los experimentos. Este sustrato es un sustrato de plastico que
tiene, en la superficie del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo asi como un grupo funcional
reactivo con un grupo amino, que se describe en las realizaciones. Tal como se muestra en las figuras 7A a 7C, el
sustrato tiene un total de 24 regiones de colocacion que incluyen 4 columnas (1 a 4) x 6 filas (A a F). La presencia o
ausencia de cada secuencia de acido nucleico se evalud en cada regién de colocacion. En el presente experimento,
se preparo el sustrato de plastico de manera que se usaron 12 regiones de colocacion y 12 regiones de colocacion
para la deteccién de los productos de PCR de G1 y G2, respectivamente.

(Inmovilizacién de las cadenas de oligonucle6tidos)

Para la deteccién del producto de PCR de G1, se sintetizaron un par de cadenas de oligonucledtidos 1y 2
gue comprendian secuencias de 4cido nucleico mostradas més adelante. Las cadenas de oligonucledtidos 1y 2,
respectivamente, tenian una secuencia complementaria al producto de PCR de G1. La cadena de oligonucledtidos 1
es una cadena de nucle6tidos de 20 bases modificada en el extremo 5’ con un grupo amino. Se disolvi6 esta cadena
de oligonucleétidos 1 en un tampo6n carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar una disolucion de oligonucleotidos 1
puM.

Por otro lado, la cadena de oligonucleétidos 2 es una cadena de nuclettidos de 20 bases modificada en el
extremo 3’ con un grupo amino. Se disolvié esta cadena de oligonucle6tidos 2 en un tampon carbonato 0,25 M (pH
9,0) para preparar una disolucién de oligonucle6tidos 1 uM.

Entonces, se mezclé la disolucion de la cadena de oligonucle6tidos 1 con la disolucion de la cadena de
oligonucledtidos 2, y se colocé la mezcla sobre la superficie de cada sustrato de plastico usando un dosificador
(aparato Marks-I fabricado por Hitachi Software Engineering Co., Ltd.) y un pasador de corte cruzado de 100 um de
diametro. Especificamente, se coloco la disolucion sobre 12 regiones de colocacion (regiones de colocaciéon 1 a 12)
que incluian columnas 1 a 4 x filas A a C en el sustrato de plastico mostrado en la figura 7C. Entonces, se calenté
cada sustrato que comprendia las cadenas de oligonucleétidos colocadas en los mismos a 80°C durante 1 hora para
inmovilizar cada cadena de oligonucledtidos sobre los mismos.

Para la deteccion del producto de PCR de G2, se sintetizaron cadenas de oligonucleétidos 3 y 4 que
comprendian secuencias de acido nucleico mostradas méas adelante. Las cadenas de oligonucleétidos 3 y 4,
respectivamente, tenian una secuencia complementaria al producto de PCR de G2. La cadena de oligonucleétidos 3
es una cadena de nucledtidos de 20 bases modificada en el extremo 5’ con un grupo amino. Se disolvié esta cadena
de oligonucledtidos 3 en un tampdn carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar una disolucién de oligonucleétidos 1
uM.

Por otro lado, la cadena de oligonucleétidos 4 es una cadena de nucleétidos de 23 bases modificada en el
extremo 3’ con un grupo amino. Se disolvid esta cadena de oligonucledtidos 4 en un tampén carbonato 0,25 M (pH
9,0) para preparar una disolucion de oligonucledtidos 1 uM.

Entonces, se mezclé la disolucion de la cadena de oligonucleétidos 3 con la disolucion de la cadena de
oligonucledtidos 4, y se coloco la mezcla sobre la superficie de cada sustrato de plastico usando un dosificador
(aparato Marks-I fabricado por Hitachi Software Engineering Co., Ltd.) y un pasador de corte cruzado de 100 um de
diametro. Especificamente, se colocd la disolucion sobre 12 regiones de colocacion (regiones de colocacion 13 a 24)
que incluian columnas 1 a 4 x filas D a F en el sustrato de plastico mostrado en la figura 7B. Entonces, se calentd
cada sustrato que comprendia las cadenas de oligonucleétidos colocadas en los mismos a 80°C durante 1 hora para
inmovilizar cada cadena de oligonucleétidos sobre los mismos.

Las secuencias de acido nucleico de los cebadores 1 a 4 usados para preparar los productos de PCR de
G1 y G2 asi como las secuencias de acido nucleico de las cadenas de oligonucleétidos 1 a 4 inmovilizadas en los
sustratos de plastico se muestran a continuacion.
o Cebador 1 (COG1F): S’-CGYTGGATGCGNTTYCATGA-3’
«  Cebador 2 (G1-SKR): 5 “CCAACCCARCCATTRTACA-3’
e Cebador 3 (COG2F): 5’-CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG-3’
«  Cebador 4 (G2-SkR): 5" “CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT-3’

e Cadena de oligonucleétidos 1 (G1SKF):
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5’-CTGCCCGAATTYGTAAATGA-3’
e Cadena de oligonucleétidos 2 (G1-1):

5’-CCAACAAACATGGATGGCAC-3’
e Cadena de oligonucleétidos 3 (RING2AL-TP):

5’-TGGGAGGGSGATCGCRATCT-3’
e Cadena de oligonucleétidos 4 (G2SKRrc):

5’-ATGTAYAAYGGDYATGCNGGYGG-3’

Cadigos IUB (Caodigo de la Union Internacional de Bioquimica). R=A 0 G; B=C,Go T;Y=Co T;D=A, Go T; K=G o
T; H=A,CoT; M=A o0 C; V=A, C 0 G; S=G o C; W=A o T; N=cualquier base.

(Hibridacién)

Se mezclaron 59 ul de la secuencia de acido nucleico diana preparada, 13 ul de un tampén de hibridacion y
8 ul de biotina para preparar una disolucion de mezcla, que a su vez se afadié al sustrato de plastico que
comprendia los pares de las cadenas de oligonucleétidos (un par de las cadenas de oligonucle6tidos 1y 2 y un par
de las cadenas de oligonucledtidos 3 y 4) inmovilizadas asi en el mismo.

El sustrato mostrado en la figura 7A indica que se afiadié una muestra libre de secuencia de &cido nucleico
diana al sustrato que comprendia las cadenas de oligonucle6tidos inmovilizadas asi en el mismo.

Entonces se calentd un sistema de reaccion en cada sustrato en condiciones que implicaban 95°C durante
8 minutos, disociando de ese modo la secuencia de &cido nucleico diana bicatenaria en cadenas sencillas a través
de desnaturalizacion por calor. El sistema de reaccion se sometié adicionalmente a hibridacion a 54°C durante 90
minutos.

A continuacion, tras lavado, se afiadid estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina 0,01 mg/ml sobre el
sustrato. Se cubrid el sustrato con un cubreobjetos, y se hizo reaccionar el sistema de reaccion a 37°C durante 30
minutos. Entonces, se lavé el sustrato y se sumergid en un reactivo de coloracion BCIP/NBT (sustrato para fosfatasa
BCIP/NBT (sistema de 1 componente) (KPL)). Se hizo reaccionar el sistema de reaccion a 37°C durante 30 minutos,
y se lavé el sustrato para producir manchas con un color purpura azulado. Se capturaron sefiales de color como
imagenes de color en un ordenador personal usando un escaner de imagenes (aparato PIXUS MP470 fabricado por
Canon Inc.). Se digitaliz6 la intensidad de color usando un software de andlisis de imagenes (software de analisis de
matrices de ADN Daredemo fabricado por SUMITOMO BAKELITE Co., Ltd.). Las imagenes de color se muestran en
las figuras 7A a 7C. Ademas, se determin6 una razon S/R promedio (razén de sefial con respecto a ruido) de los
resultados de la digitalizacion segin la formula 1 a continuacion y se muestra en la tabla 1 de la figura 8.

razon S/R = 1 x S/(S+R)...Férmula 1

S/R: raz6n de intensidad de color medida con respecto a intensidad de ruido de fondo: 1,0 como maximo
S: intensidad de sefial de color medida

R: intensidad de ruido de fondo

Como resultado, cuando se uso6 el producto de PCR de G1 como secuencia de acido nucleico diana, solo
las regiones de colocacién 1 a 12 produjeron un color, tal como puede observarse de la figura 7C. Por otro lado,
cuando se uso el producto de PCR de G2 como secuencia de acido nucleico diana, sélo las regiones de colocacién
13 a 24 produjeron un color, tal como puede observarse de la figura 7B.

Cuando se us6 la muestra libre de producto de PCR (secuencia de acido nucleico diana) como control, ni la
inmovilizacién de las cadenas de oligonucleétidos 1 y 2 ni la inmovilizacién de las cadenas de oligonucleétidos 3y 4
produjeron un color, tal como puede observarse de la figura 7A.

Se prepararon dieciocho sustratos de plastico para matriz de ADN (no mostrados), cada uno de los cuales
comprendia manchas que comprendian soélo la cadena de oligonucleétidos 1 (regiones de colocacion 1 a 6) y sélo la
cadena de oligonucledtidos 2 (regiones de colocacion 7 a 12) inmovilizadas en el mismo para la deteccion del
producto de PCR de G1 asi como manchas que comprendian sélo la cadena de oligonucledtidos 3 (regiones de
colocacion 13 a 18) y solo la cadena de oligonucledtidos 4 (regiones de colocaciéon 19 a 24) inmovilizadas en el
mismo para la deteccion del producto de PCR de G2. Entonces, se hibridaron los productos de PCR de G1 y G2 con
6 sustratos cada uno mediante el método descrito anteriormente. Al mismo tiempo, se afiadié biotina sobre cada
sustrato. Tras lavado, se afiadié avidina marcada con fosfatasa alcalina sobre el sustrato. Se cubri6 el sustrato con
un cubreobjetos y se dejo a 37°C durante 30 minutos. Entonces, se lavo el sustrato y se sumergié en un reactivo de
coloracién BCIP/NBT. Se hizo reaccionar el sistema de reaccion a 37°C durante 30 minutos, y se lavo el sustrato
para producir manchas con un color purpura azulado.
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Se capturaron sefiales de color como imagenes de color en un ordenador personal usando un escaner de
imagenes (aparato PIXUS MP470 fabricado por Canon Inc.). Se digitalizo6 la intensidad de color usando un software
de andlisis de imagenes (software de analisis de matrices de ADN Daredemo fabricado por SUMITOMO BAKELITE
Co., Ltd.).

Como resultado, se confirmé que ninguna de las regiones de colocacion 1 a 24 produjo color. Los 6
sustratos de plastico para matriz de ADN libres de producto de PCR como control tampoco produjeron color.

La razén S/R de un valor promedio de las intensidades de sefial de color (S) del producto de PCR de G1
mostradas en las regiones de colocacion 1 a 12 en la figura 7C con respecto a un valor promedio de las intensidades
de ruido de fondo (R) en la figura 7A era de 0,97, tal como puede observarse de la tabla 1 de la figura 8. Por tanto,
se consiguié una deteccion extremadamente sensible.

Asimismo, la razén S/R de un valor promedio de las intensidades de sefial de color (S) del producto de PCR
de G2 mostradas en las regiones de colocacion 13 a 24 en la figura 7B con respecto a un valor promedio de las
intensidades de ruido de fondo (R) en la figura 7A era de 0,98. Por tanto, se consiguié una deteccion
extremadamente sensible.

[Ejemplo 2]

A continuacion, se describira un método de deteccion de una segunda realizacion de la presente invencion
con referencia al ejemplo. Se us6 una secuencia de &cido nucleico especifica para norovirus como secuencia de
acido nucleico diana, tal como en el ejemplo 1. El método de deteccion de la segunda realizacion se describira
tomando como ejemplo la deteccion de esta secuencia de &cido nucleico diana.

Especificamente, segin un enfoque descrito a continuacion, se une de manera complementaria una
primera cadena de oligonucleétidos inmovilizada en la superficie de un sustrato a la secuencia de acido nucleico
diana. Entonces, se lleva a cabo la reaccién de elongacién usando la primera cadena de oligonucle6tidos como
cebador y la secuencia de &cido nucleico diana como molde. El producto de reaccion de elongacion que tiene una
secuencia complementaria a la secuencia de &cido nucleico diana se disocia de la misma a través de la reaccion
disociacion.

Entonces, se une de manera complementaria el primer producto de reaccion de elongacién disociado a una
segunda cadena de oligonucledtidos también inmovilizada en la superficie del sustrato. Entonces, se lleva a cabo la
reaccion de elongacion usando la segunda cadena de oligonucle6tidos como cebador y el primer producto de
reaccion de elongacion como molde. El producto de reaccion de elongacion que tiene una secuencia
complementaria al primer producto de reaccion de elongacion se disocia de la misma a través de la reaccion
disociacion.

Se formé un espacio finamente reticulado en el sustrato repitiendo estos procedimientos. Se capturaron

ligandos por el espacio reticulado a través de adsorcion fisica. Se detectd la secuencia de acido nucleico diana
usando sustancias activas reactivas con los ligandos.

(Preparacion de la secuencia de &cido nucleico diana)

Se prepararon por separado y se purificaron los productos de PCR de G1 y G2 de ADNc de norovirus
mostrados en el ejemplo 1. Entonces, se ajustaron sus concentraciones a 0, 100, 101, 102, 104, 10° y 108 copias/ul, y
se usaron los productos de PCR de G1 y G2 como secuencias de acido nucleico diana en los experimentos. Se
realizo la evaluacion usando una muestra complementada con agua esterilizada como referencia.

(Sustrato de plastico)

Se anclé cada cadena de oligonucleétidos por un extremo en la superficie de un sustrato compatible con
MPEX (extension con multiples cebadores) del sustrato de plastico (S-BIO(R) PrimeSurface® fabricado por
SUMITOMO BAKELITE Co., Ltd.) mostrado en el ejemplo 1, y se uso el sustrato preparado en los experimentos.

El método MPEX (K. Kinoshita et al., Multiple primer extension by DNA polymerase on a novel plastic DNA
array coated with a biocompatible polymer, Nucleic Acid Research, vol. 35, n.° 1, 2007, pags. €3, y solicitudes de
patentes japonesas abiertas a consulta por el publico n.°® 2006-174788 y 2007-222010) se describe en la
descripcion de la técnica relacionada. Para control en el presente ejemplo 2, se detectd la secuencia de acido
nucleico diana mediante el método MPEX usando sélo un tipo de cadena de oligonucledtidos inmovilizada en el
sustrato, en el que un producto de reaccion de elongacién no forma una estructura entrecruzada. Se realiz la
evaluacion usando una muestra complementada con agua esterilizada como referencia.

(Inmovilizacion de las cadenas de oligonucledtidos)

En el ejemplo 2, para la deteccion del producto de PCR de G1, se sintetizaron las cadenas de
oligonucledtidos 5 y 6 mostradas mas adelante. La cadena de oligonucledtidos 5 tenia una secuencia
complementaria al producto de PCR de G1. La cadena de oligonucle6tidos 5 es una cadena de nucleétidos de 20
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bases modificada en el extremo 5’ con un grupo amino. Se disolvio esta cadena de oligonucledétidos 5 en un tampén
carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar una disolucion de oligonucleétidos 1 puM.

Por otro lado, la cadena de oligonucleétidos 6 es una cadena de nucleétidos de 19 bases también
modificada en el extremo 5 con un grupo amino. Esta cadena de oligonucleétidos 6 se disolvié en un tampén
carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar una disolucion de oligonucleétidos 1 uM.

En el ejemplo 2, se mezclaron estas disoluciones de las cadenas de oligonucleétidos 5y 6, y se coloco la
mezcla sobre la superficie de cada sustrato de plastico (regiones de colocacion 1 a 4) usando un dosificador
(aparato Marks-I fabricado por Hitachi Software Engineering Co., Ltd.) y un pasador de corte cruzado de 100 um de
diametro. Los sustratos (no mostrados) usados en el ejemplo 2 se prepararon de manera similar como en los
mostrados en las figuras 7A a 7C.

Por otro lado, se colocé sélo una de las cadenas de oligonucleétidos 5y 6 (1 uM) sobre las regiones de
colocacion en los sustratos (regiones de colocacion 5a 8 y 9 a 12, respectivamente) para el experimento control.

Entonces, se calent6 cada uno de los sustratos del ejemplo 2 y el sustrato control a 80°C durante 1 hora
para inmovilizar cada cadena de oligonucle6tidos sobre los mismos.

En el ejemplo 2, para la deteccion del producto de PCR de G2, se sintetizaron las cadenas de
oligonucledtidos 7 y 8. La cadena de oligonucleétidos 7 tenia una secuencia complementaria al producto de PCR de
G2. La cadena de oligonucledtidos 7 es una cadena de nucleétidos de 26 bases modificada en el extremo 5’ con un
grupo amino. Se disolvi6 esta cadena de oligonucledtidos 7 en un tampén carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar
una disolucion de oligonucleétidos 1 pM.

Por otro lado, la cadena de oligonucleétidos 8 es una cadena de nucleétidos de 20 bases también
modificada en el extremo 5 con un grupo amino. Se disolvié esta cadena de oligonucleétidos 8 en un tampoén
carbonato 0,25 M (pH 9,0) para preparar una disolucién de oligonucle6tidos 1 puM.

En el ejemplo 2, se mezclaron estas disoluciones de las cadenas de oligonucleétidos 7 y 8, y se coloco la
mezcla sobre la superficie de cada sustrato de plastico (regiones de colocacion 13 a 16) usando un dosificador
(aparato Marks-I fabricado por Hitachi Software Engineering Co., Ltd.) y un pasador de corte cruzado de 100 um de
diametro.

Por otro lado, se colocé sélo una de las cadenas de oligonucleétidos 7 y 8 (1 uM) sobre las regiones de
colocacion en los sustratos (regiones de colocacion 17 a 20 y 21 a 24, respectivamente) para el experimento control.

Entonces, se calent6 cada uno de los sustratos del ejemplo 2 y el sustrato control a 80°C durante 1 hora
para inmovilizar cada cadena de oligonucle6tidos sobre los mismos.

Las secuencias de &cido nucleico de las cadenas de oligonucleétidos 5 a 8 inmovilizadas en los sustratos
de plastico se muestran a continuacion.

e Cadena de oligonucleétidos 5 (RING1-TP(a)):
5’-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-3’

e Cadena de oligonucledtidos 6 (G1SKR):
5’-CCAACCCARCCATTRTACA-3’

e Cadena de oligonucleétidos 7 (COG2F):
5’-CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG-3’

e Cadena de oligonucledtidos 8 (RING2AL-TP rc):
5’-AGATYGCGATCWCCCTCCCA-3’

Cadigos IUB (Cadigo de la Unidn Internacional de Bioquimica). R=A 0 G; B=C,Go T;Y=Co T;D=A,Go T;K=G o
T;H=A,CoT; M=A0C;V=A, CoG; S=G o C; W=A o T; N=cualquier base.

Entonces, se mezclaron 59 ul de la secuencia de acido nucleico diana, 8,0 pl de tampon A para MPEX 10x,
8,0 ul de tamp6n para KOD-Plus 10x (TOYOBO CO., LTD.), 0,80 ul de dUTP biotinilado 0,1 mM, 0,8 ul de dATP 0,1
mM, 0,8 ul de dCTP 0,1 mM, 0,8 ul de dGTP 0,1 mM y 2 ul de KOD-Plus (TOYOBO CO., LTD.) para preparar una
disolucién de mezcla, que a su vez se afadio sobre cada sustrato del ejemplo 2. Se calentd un sistema de reaccion
en el sustrato a 95°C durante 8 minutos, disociando de ese modo la secuencia de acido nucleico bicatenaria en
cadenas sencillas a través de desnaturalizacién por calor.

17



10

15

20

25

30

ES 2356 299 T3

A continuacién, se cubri6 el sustrato con un cubreobjetos y se puso en un envase herméticamente sellado
(10 cm x 15 cm x 3 cm) que tenia el interior humedecido con 200 ul de un tampon fosfato 0,25 M (pH 8,5). Se hizo
reaccionar el sistema de reaccion a 56°C durante 90 minutos.

A continuacion, se retir6 el cubreobjetos, y se lavo el sustrato. Entonces, se mezclaron 8 pl de una
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina con una concentracion de 0,01 mg/ml, 8,0 ul de tamp6n A para MPEX
10x, 40 pl de tampén B para MPEX 2x y 24 ul de agua esterilizada en estas proporciones para preparar una
disolucién de mezcla, que a su vez se afiadi6 al sustrato de plastico.

A continuacién, se cubri6 el sustrato con un cubreobjetos y se puso en un envase herméticamente sellado
(10 cm x 15 cm x 3 cm) que tenia el interior humedecido con 200 pl de un tampoén fosfato 0,25 M (pH 8,5). Se hizo
reaccionar el sistema de reaccién a 37°C durante 30 minutos. Entonces, se lavo el sustrato y luego se sumergio en
una disolucion BCIP/NBT (sustrato para fosfatasa BCIP/NBT (sistema de 1 componente) (KPL)). Se hizo reaccionar
el sistema de reaccion a 37°C durante 30 minutos, y se lavé el sustrato para producir manchas con un color parpura
azulado.

Se capturaron sefiales de color como imégenes de color en un ordenador personal usando un escéaner de
imagenes (aparato PIXUS MP470 fabricado por Canon Inc.). Se digitalizé la intensidad de color usando un software
de analisis de imagenes (software de analisis de matrices de ADN Daredemo fabricado por SUMITOMO BAKELITE
Co., Ltd.).

En el ejemplo 2, se realiz6 el experimento de deteccién en 7 niveles de concentraciones de secuencia de
acido nucleico diana de 0, 10°, 10%, 10%, 10*, 10° y 10® copias/ul. Asimismo, se realizé el experimento control usando
sélo un tipo de oligonucleétido en 7 niveles de concentraciones de secuencia de &cido nucleico diana de 0, 10°, 10%,
10% 10* 10°y 10° copias/pl.

Entonces se compard la cantidad de sefales de color entre el ejemplo 2 y el experimento control en cada
una de las concentraciones. Los resultados de la comparacién se muestran en la figura 9. Como resultado, el
experimento control que usaba sélo un tipo de cadena de oligonucledtidos requiri6 la concentracion de secuencia de
acido nucleico diana de 10° copias/ul o superior para detectar la secuencia de acido nucleico diana, tal como puede
observarse de la figura 9.

En comparacion, en el ejemplo 2 que usaba dos tipos de oligonucledtidos, en el que un producto de
reaccion de elongacion forma una estructura entrecruzada, la concentracion de secuencia de acido nucleico diana
de 10° copias/ul o superior fue suficiente para detectar la secuencia de &cido nucleico diana. Por tanto, el ejemplo 2
consiguio la deteccién incluso para una concentracion extremadamente baja de una secuencia de &cido nucleico
diana.
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REIVINDICACIONES

Método de deteccion de secuencias de acido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de
acido nucleico diana particular (10) que va a detectarse en una muestra, comprendiendo el método:

una etapa de inmovilizacion de anclar cadenas de oligonucleétidos (12, 14) sobre un sustrato (16) mediante
la inmovilizacion de uno de los extremos 5’y 3’ de las mismas sobre el sustrato;

una etapa de formacion de espacio reticulado de llevar a cabo, basandose en un conjunto de las cadenas
de oligonucledtidos (12, 14), la etapa de inmovilizacion y unir las cadenas de oligonucle6tidos a sus
respectivas partes complementarias de la secuencia de acido nucleico diana (10) para formar una
estructura entrecruzada en mudltiples conjuntos para formar un espacio finamente reticulado (20) en el
sustrato, en la que una pluralidad de las estructuras entrecruzadas se entrelazan entre si;

una etapa de captura de capturar un ligando (22) por el espacio reticulado (20) a través de adsorcion fisica;

una etapa de coloracidon de hacer que el ligando capturado (22) se coloree con una sustancia activa
reactiva con el ligando; y

una etapa de deteccion de detectar una sefial de color derivada de la coloracién para detectar la secuencia
de &cido nucleico diana (10).

Método de deteccion de secuencias de &cido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de
acido nucleico diana particular (10) que va a detectarse en una muestra segun la reivindicaciéon 1,
comprendiendo el método:

afadir, a un sistema de reaccion, la muestra que contiene la secuencia de &cido nucleico diana (10) asi
como un ligando (22) como un constituyente de una sustancia cromoégena y fijar la temperatura del sistema
de reaccién a una temperatura a la que se desnaturaliza por calor la secuencia de acido nucleico diana en
cadenas sencillas antes de la etapa de formacion de espacio reticulado; y

fijar la temperatura del sistema de reaccién a una temperatura de hibridacion a la que se unen de manera
complementaria las cadenas de oligonucleétidos (12, 14) a la secuencia de &cido nucleico diana (10) en la
etapa de formacion de espacio reticulado y la etapa de captura;

afadir, sobre el sustrato (16), una sustancia activa como otro constituyente de la sustancia cromégena para
su reaccion con el ligando (22) en la etapa de coloracion; y

detectar una sefial de color derivada de la coloracion mediante la sustancia cromdgena en la etapa de
deteccion.

Método de deteccion de secuencias de acido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de
acido nucleico diana particular (19) que va a detectarse en una muestra, comprendiendo el método:

una etapa de disefio de disefiar de antemano cadenas de oligonucleétidos primera y segunda (24, 26) de
manera que la segunda cadena de oligonucleétidos tenga una secuencia de acido nucleico complementaria
a un producto de reaccion de elongacion disociado de un duplex formado a través de la reaccion de
elongacion usando la primera cadena de oligonucledtidos como cebador y la secuencia de acido nucleico
diana (19) como molde tras la unién complementaria de la secuencia de acido nucleico diana y la primera
cadena de oligonucledtidos;

una etapa de inmovilizacion de anclar las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda (24, 26) sobre un
sustrato (16) inmovilizando los extremos 5’ de las mismas sobre el sustrato;

una primera etapa de reaccion de elongacion de unir de manera complementaria la primera cadena de
oligonucledtidos a la secuencia de acido nucleico diana (19) y llevar a cabo la primera reaccién de
elongacion usando la primera cadena de oligonucledtidos como cebador y la secuencia de acido nucleico
diana como molde;

una primera etapa de disociacion de disociar, de la secuencia de &cido nucleico diana (19), el primer
producto de reaccidn de elongacion extendido en la primera etapa de reaccion de elongacion;

una primera etapa de entrecruzamiento de unir el primer producto de reaccion de elongacion disociado a la
segunda cadena de oligonucleétidos para formar una estructura entrecruzada entre las cadenas de
oligonucleétidos primera y segunda (24, 26);

una segunda etapa de reaccion de elongacién de llevar a cabo la segunda reaccién de elongacién usando
la segunda cadena de oligonucle6tidos como cebador y el primer producto de reaccion de elongacion como
molde;

una segunda etapa de disociaciéon de disociar del mismo el segundo producto de reaccién de elongacion
extendido en la segunda etapa de reaccion de elongacion;
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una segunda etapa de entrecruzamiento de llevar a cabo la primera etapa de reaccion de elongacion con
respecto a la segunda etapa de disociacion en una pluralidad de las cadenas de oligonucleétidos primera y
segunda (24, 26) y unir una primera cadena de oligonucleétidos diferente de la primera cadena de
oligonucledtidos al segundo producto de reaccion de elongacion disociado para formar una estructura
entrecruzada entre las cadenas de oligonucleétidos segunda y primera;

una etapa de entrecruzamiento repetitivo de repetir las etapas de entrecruzamiento primera y segunda
entre una pluralidad de las cadenas de oligonucleétidos primera y segunda (24, 26);

una etapa de formacion de espacio reticulado de formar un espacio finamente reticulado (20) mediante la
etapa de entrecruzamiento repetitivo, en la que una pluralidad de las estructuras entrecruzadas se
entrelazan entre si;

una etapa de captura de capturar un ligando por el espacio reticulado (20) a través de adsorcion fisica;

una etapa de coloracion de hacer que el ligando capturado se coloree con una sustancia activa reactiva con
el ligando (22); y

una etapa de deteccion de detectar una sefial de color derivada de la coloracién para detectar la secuencia
de &cido nucleico diana (19).

Método de deteccion de secuencias de acido nucleico segun la reivindicacion 3, que comprende ademas:

una tercera etapa de reaccion de elongacién de unir el segundo producto de reaccién de elongacion
disociado en la segunda etapa de disociacion a una tercera cadena de oligonucledtidos disefiada de
manera que la tercera cadena de oligonucledétidos tenga una secuencia de &cido nucleico complementaria
al segundo producto de reaccion de elongacion y llevar a cabo la tercera reaccion de elongacién usando la
tercera cadena de oligonucledtidos como cebador y el segundo producto de reaccidon de elongacién como
molde;

una tercera etapa de disociacién de disociar, del segundo producto de reaccion de elongacion, el tercer
producto de reaccion de elongacion extendido en la tercera etapa de reaccion de elongacion;

una tercera etapa de entrecruzamiento de unir una primera cadena de oligonucledtidos diferente de la
primera cadena de oligonucledtidos al tercer producto de reaccion de elongacion disociado para formar una
estructura entrecruzada entre las cadenas de oligonucledtidos tercera y primera; y

una etapa de entrecruzamiento repetitivo de repetir las etapas de entrecruzamiento primera, segunda y
tercera entre una pluralidad de las cadenas de oligonucleétidos primera, segunda y tercera.

Método de deteccion de secuencias de &cido nucleico segln la reivindicacion 3 6 4, que comprende
ademas una etapa de hibridacion de fijar la temperatura tras la etapa de entrecruzamiento repetitivo a una
temperatura de hibridacion para las cadenas de oligonucleoétidos.

Método de deteccion de secuencias de &cido nucleico para detectar la presencia de una secuencia de
acido nucleico diana particular que va a detectarse en una muestra segun la reivindicacion 3,
comprendiendo el método:

mezclar la muestra que contiene la secuencia de &cido nucleico diana con un ligando (22) como un
constituyente de una sustancia cromdgena para preparar una disolucion de mezcla;

afiadir la disolucién de mezcla a un sistema de reaccion en el sustrato (16) y fijar la temperatura del sistema
de reaccién a una temperatura de desnaturalizacion por calor a la que se desnaturaliza por calor la
secuencia de &cido nucleico diana tras la etapa de inmovilizacion y antes de la etapa de formacion de
espacio reticulado;

fijar la temperatura del sistema de reaccion a una primera temperatura de reaccion de elongacion a la que
se une de manera complementaria la primera cadena de oligonucleétidos a la secuencia de acido nucleico
diana (19) para la primera reaccién de elongacién en la primera etapa de disociacion;

fijar la temperatura del sistema de reaccion a una primera temperatura de disociacién a la que se disocia el
primer producto de reaccion de elongacion del primer didplex formado a través de la primera reaccion de
elongacion;

fijar la temperatura del sistema de reaccion a una segunda temperatura de reaccion de elongacion a la que
el primer producto de reaccion de elongacion disociado se une de manera complementaria a la segunda
cadena de oligonucleodtidos para la segunda reaccién de elongacién en la segunda etapa de disociacion;

fijar la temperatura del sistema de reaccion a una segunda temperatura de disociacion a la que el segundo
producto de reaccién de elongacion se disocia del segundo duplex formado a través de la segunda reaccion
de elongacion;
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fijar la temperatura del sistema de reaccién a una temperatura a la que el segundo producto de reaccién de
elongacién disociado se une de manera complementaria a la primera cadena de oligonucle6tidos en la
segunda etapa de entrecruzamiento;

afiadir, sobre el sustrato (16), una sustancia activa como otro constituyente de la sustancia cromdgena y
fijar la temperatura a una temperatura para su reaccion con el ligando (22); y

detectar una sefial de color derivada de la coloracion mediante la sustancia cromdgena.

Método de deteccidon de secuencias de acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en el que el ligando (22) es un elemento seleccionado del grupo que consiste en biotina, avidina, antigenos,
hapteno y oligonucleoétidos.

Método de deteccidon de secuencias de acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en el que la sustancia activa es un elemento seleccionado del grupo que consiste en receptores marcados
con enzima, receptores marcados con sustancia fluorescente y sustratos.

Método de deteccidén de secuencias de acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en el que el sustrato (16) tiene, en la superficie del mismo, una capa que comprende un polimero hidréfilo
asi como un grupo funcional reactivo con un grupo amino.
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FIG.8
(TABLA 1)
RAZON SIR: (S+R)/R
PRODUCTO DE
PCR DE G1 0,97
PRODUCTO DE
PCR DE G2 0,98
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