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DESCRIPCIÓN 

Método de detección del virus de la gripe aviar H5 

Campo técnico 

La presente invención se refiere a un conjunto de cebadores de oligonucleótido para la detección de un virus de la 
gripe aviar H5, a un método para la detección de un virus de la gripe aviar H5 usando el conjunto de cebadores, a un 5 
método para el diagnóstico de gripe, y a un kit para el diagnóstico de gripe.  

Antecedentes de la técnica 

La gripe, que es una infección respiratoria viral epidémica, afecta a personas de la amplia franja de edad desde 
lactantes hasta los ancianos y a menudo es mortal. Los virus de la gripe aviar H5 controvertidos actualmente que 
infectan pájaros no infectan originariamente a seres humanos. Sin embargo, la infección humana con los virus se 10 
confirmó en Hong Kong en 1997 y fue prevalente con el resultado de que murieron 6 de 18 pacientes. 
Afortunadamente, a partir de entonces no se ha confirmado ninguna infección humana. Sin embargo, se confirmó 
infección humana en Tailandia y Vietnam en 2004 con el resultado que murieron 8 y 16 personas en Tailandia y 
Vietnam, respectivamente. 

Los virus de la gripe aviar altamente patógenos incluyen un subtipo H7, además del subtipo H5. Los subtipos H7 se 15 
dividen ampliamente en subtipos euroasiáticos y americanos según las secuencias de los mismos. Según los 
informes, los virus de la gripe aviar H7 produjeron la muerte de 1 persona cuando fueron prevalentes en los Países 
Bajos en 2003, y también fueron prevalentes en los EE.UU. desde 2003 hasta 2004. 

Actualmente se ha usado un kit para el diagnóstico rápido de un virus de la gripe humano A en la detección de virus 
de la gripe aviar. Sin embargo, la identificación de un subtipo de virus que provoca infección ha requerido un análisis 20 
detallado adicional tal como el análisis antigénico o prueba genética de virus separados. 

El diagnóstico usando el cultivo y la separación de virus que produce resultados precisos requiere varios días y por 
tanto, no puede realizarse rápidamente. Existen varios métodos que pueden proporcionar un diagnóstico rápido en 
comparación con la separación de virus. Entre ellos, se ha mencionado que un método de RT-PCR tiene alta 
sensibilidad de detección en comparación con otros métodos. Sin embargo, según algunos informes, los métodos de 25 
RT-PCR dados a conocer actualmente no pueden detectar los virus con alta sensibilidad en comparación con la 
infectividad viral. Por tanto, la infección con un virus de la gripe aviar no puede negarse incluso si un resultado es 
negativo en una prueba usando el método de RT-PCR. 

Por tanto, se ha demandado un método de prueba que puede detectar rápidamente un virus de la gripe aviar H5 o 
H7 con alta sensibilidad. 30 

Documento de patente 1: publicación de patente europea n.º 1310565  

Documento de patente 2: traducción de PCT publicada japonesa n.º 2004-509648  

Documento de patente 3: WO 02/29118 A 

Documento de patente 4: EP-A-1 020 534 

Documento distinto a patente 1: Lau LT., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 313, págs. 336-342 (2004)  35 

Documento distinto a patente 2: Shan S., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 302, págs. 377-383 (2003)  

Documento distinto a patente 3: Collins RA., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 300, págs. 507-515 
(2003)  

Documento distinto a patente 4: Lee MS., et al., J. Virol. Methods, vol. 97, págs. 13-22 (2001)  

Documento distinto a patente 5: Munch M., et al., Arch. Virol., vol. 146, págs. 87-97 (2001)  40 

Documento distinto a patente 6: THAI H T C et al, “Development and evaluation of a novel loop-mediated isothermal 
amplification method for rapid detection of severe acute respiratory syndrome coronavirus” JOURNAL OF CLINICAL 
MICROBIOLOGY, vol. 42, n.º 5, 1 de mayo de 2004 (01-05-2004). páginas 1956-1961. 

Documento distinto a patente 7: YOSHIKAWA TETSUSHI ET AL. “Detection of human herpesvirus 7 DNA by loop-
mediated isothermal amplification.” JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY; vol. 42, n.º 3, marzo de 2004 (03-45 
2004), páginas 1348-1352. 

Documento distinto a patente 8: PARIDA MANMOHAN ET AL: “Real-time reverse transcription loop-mediated 
isothermal amplification for rapid detection of West Nile Virus.” JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, vol. 42. 
n.º 1, enero de 2004 (01-2004), páginas 257-263. 
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Documento distinto a patente 9: NOTOMI ET AL. “loop-mediated isothermal amplification of DNA” NUCLEIC ACIDS 
RESEARCH, vol. 28, n.º 12, 1 de diciembre de 2000 (01-12-2000), páginas i-vii. 

El documento de patente 3 y los documentos distintos a patente 1 y 3 se refieren a la detección de virus H5 o H7 de 
la gripe aviar basándose en la amplificación de una parte del gen de la hemaglutinina como el gen diana. 

Los documentos distintos a patente 6-9 y el documento de patente 4 se refieren al método de amplificación 5 
isotérmica mediada por bucle (LAMP) y se dan a conocer los principios del método de LAMP (documento de patente 
4 y documento distinto a patente 9) así como el uso de dicho método para la detección del coronavirus SARS 
(documento distinto a patente 6), del virus del herpes humano 7 (documento distinto a patente 7) y del virus del Nilo 
occidental (documento distinto a patente 8). 

Descripción de la Invención  10 

Problemas a resolver por la Invención 

Los presentes inventores han realizado estudios concienzudos para resolver los problemas y han completado por 
consiguiente la presente invención descubriendo que puede detectarse un virus de la gripe aviar H5 con alta 
sensibilidad preparando cebadores de oligonucleótido que se hibridan con una secuencia de nucleótidos específica 
para el virus de la gripe aviar H5 y amplificando la secuencia de nucleótidos específica para el virus de la gripe aviar 15 
H5 mediante un método de LAMP (amplificación isotérmica mediada por bucle).  

Medios para resolver los problemas 

Específicamente, la presente invención proporciona los siguientes puntos (1) a (6):  

(1) Un conjunto de cebadores de oligonucleótido, caracterizado por poder amplificar una secuencia de nucleótidos 
específica para el virus de la gripe aviar H5 y que consiste en un conjunto de cebadores internos que comprende los 20 
cebadores de oligonucleótido que comprenden las siguientes secuencias de nucleótidos a) y b), y, un conjunto de 
cebadores externos que comprende los cebadores de oligonucleótido que comprenden las siguientes secuencias de 
nucleótidos c) y d): 

(a) 5’-(una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2)-(una 
secuencia de nucleótidos arbitraria que tiene de 0 a 50 bases)-(la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3)-3’;  25 

(b) 5’-(la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5)-(una secuencia de nucleótidos arbitraria que tiene de 0 a 50 
bases)-(una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6)-3’. 

(c) una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4, y 

(d) una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 10. 

(2) Un conjunto de cebadores de oligonucleótido según (1), en el que el conjunto de cebadores internos comprende 30 
los cebadores de oligonucleótido que comprenden las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 8 y 9. 

(3) Un conjunto de cebadores de oligonucleótido según (2), que comprende además un conjunto de cebadores de 
bucle que comprende cebadores de oligonucleótido que comprenden la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 11 
y 12. 

(4) Un método para la detección de un virus de la gripe aviar H5, caracterizado porque comprende realizar una 35 
reacción de amplificación de una región de ácido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de 
un conjunto de cebadores de oligonucleótido según uno cualquiera de (1) a (3), en el que la reacción de 
amplificación es un método de LAMP.  

(5) Un método para el diagnóstico de gripe, caracterizado porque comprende detectar la amplificación de una región 
de ácido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un conjunto de cebadores de 40 
oligonucleótido según uno cualquiera de (1) a (3), y diagnosticar de ese modo la presencia o ausencia de infección 
con el virus de la gripe aviar H5.  

(6) Un kit para el diagnóstico de gripe, caracterizado porque comprende un conjunto de cebadores de 
oligonucleótido según uno cualquiera de (1) a (3).  

Efecto de la invención 45 

Según la presente invención, un virus de la gripe aviar H5 puede detectarse rápidamente con alta sensibilidad 
preparando cebadores de oligonucleótido que se hibridan selectivamente con una secuencia de nucleótidos 
específica para el virus de la gripe aviar H5 y amplificando la secuencia de nucleótidos específica para el virus de la 
gripe aviar H5 mediante un método de LAMP.  

50 
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Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 es un gráfico que muestra un resultado de una prueba de especificidad de conjuntos de cebadores para 
un virus de la gripe aviar H5. Las figuras 1 (a), 1(b), 1 (c) y 1(d) muestran los resultados obtenidos usando conjuntos 
de cebadores A, B, C y D, respectivamente. NC representa un control negativo, H1 representa New Caledonia, H3 
representa Panama y PC representa un control positivo (ADN plasmídico del subtipo H5);  5 

la figura 2 es un gráfico que muestra un resultado de una prueba de sensibilidad de los conjuntos de cebadores para 
un virus de la gripe aviar H5. Las figuras 2(a), 2(b), 2(c) y 2(d) muestran los resultados obtenidos usando los 
conjuntos de cebadores A, B, C y D, respectivamente. 103 a 106 representan las tasas de dilución de los extractos de 
ARN;  

la figura 3 es un diagrama que muestra un resultado de la electroforesis de productos amplificados con el conjunto 10 
de cebadores para un virus de la gripe aviar H5. El carril 1 representa un marcador de tamaño molecular de 100 pb, 
el carril 2 representa una muestra de producto de LAMP y el carril 3 representa una muestra de producto de LAMP 
tratada con DdeI;  

la figura 4 es un gráfico que muestra un resultado de una prueba de compatibilidad cruzada del conjunto de 
cebadores para un virus de la gripe aviar H5. B-sd representa B/Shandong/07/97, B-sh representa 15 
B/Shanghai/361/2002 y AIV-H1, etcétera representa un virus de la gripe aviar H1, etcétera. 

Mejor modo para llevar a cabo la invención 

Una muestra usada en la presente invención incluye muestras derivadas de cuerpos vivos de seres humanos u otros 
animales que se sospecha que están infectados con un virus de la gripe, por ejemplo, esputo, líquidos de lavado 
broncoalveolar, secreciones nasales, aspirados nasales, líquidos de lavado nasal, exudados nasales, exudados 20 
faríngeos, gargarismos, saliva, sangre, sueros, plasmas, líquidos cefalorraquídeos, orina, heces y tejidos. 
Alternativamente, también pueden usarse como la muestra, células o disoluciones de cultivo de las mismas usadas 
en experimentos de infección o similares, o muestras que contienen virus separadas de muestras derivadas de 
cuerpos vivos o células cultivadas. Pueden someterse estas muestras a pretratamiento tal como separación, 
extracción, condensación y purificación. 25 

Tal amplificación de ácido nucleico se logra mediante un método de amplificación isotérmica mediada por bucle 
denominado un método de LAMP desarrollado por Notomi et al., que es un método de amplificación de ácido 
nucleico novedoso que no requiere el control de temperatura supuestamente indispensable para los métodos de 
PCR (documento de publicación internacional n.º WO 00/28082). Este método es un método de amplificación de 
ácido nucleico que permite una reacción de síntesis de hebra complementaria en condiciones isotérmicas 30 
permitiendo que un nucleótido sirva como molde para hibridarse con su propio extremo 3’ e iniciar la síntesis de 
hebra complementaria desde este origen mientras se combinan los cebadores que se hibridan con este bucle 
formado. Además, el método de LAMP es un método de amplificación de ácido nucleico altamente específico que 
usa 4 cebadores que reconocen al menos 6 regiones. 

Los cebadores de oligonucleótido usados en el método de LAMP son al menos 4 cebadores que reconocen las 35 
secuencias de nucleótidos de 6 regiones en total, es decir, las regiones F3c, F2c y F1c del lado del extremo 3’ y las 
regiones B3, B2 y B1 del lado del extremo 5’, de la secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico de molde, y se 
denominan respectivamente cebadores internos F y B y cebadores externos F y B. Las secuencias complementarias 
de F1c, F2c y F3c se denominan F1, F2 y F3, respectivamente. Las secuencias complementarias de B1, B2 y B3 se 
denominan B1c, B2c y B3c, respectivamente. El cebador interno es un oligonucleótido que tiene, en el extremo 3’, 40 
una secuencia de nucleótidos que reconoce una “determinada región de la secuencia de nucleótidos” en una 
secuencia de nucleótidos diana y proporciona un origen de síntesis y que tiene, en el extremo 5’, una secuencia de 
nucleótidos complementaria a una región arbitraria de un producto de reacción de síntesis de ácido nucleico 
obtenido con este cebador en el origen. En este contexto, un cebador que comprende una “secuencia de nucleótidos 
seleccionada de F2” y una “secuencia de nucleótidos seleccionada de F1c” se denomina un cebador interno F (a 45 
continuación en el presente documento, abreviado como FIP), y un cebador que comprende una “secuencia de 
nucleótidos seleccionada de B2” y una “secuencia de nucleótidos seleccionada de B1c” se denomina un cebador 
interno B (a continuación en el presente documento, abreviado como BIP). Por otro lado, el cebador externo es un 
oligonucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos que reconoce una “determinada región de la secuencia de 
nucleótidos presente más cerca del lado del extremo 3’ que las regiones reconocidas por los cebadores internos” en 50 
la secuencia de nucleótidos diana y proporciona un origen de síntesis. En este contexto, un cebador que comprende 
una “secuencia de nucleótidos seleccionada de F3” se denomina un cebador externo F (a continuación en el 
presente documento, abreviado como F3), y un cebador que comprende una “secuencia de nucleótidos 
seleccionada de B3” de denomina un cebador externo B (a continuación en el presente documento, abreviado como 
B3). En este contexto, F en cada cebador indica que el cebador se une de manera complementaria a la hebra 55 
sentido de la secuencia de nucleótidos diana y proporciona un origen de síntesis. Por otro lado, B en cada cebador 
indica que el cebador se une de manera complementaria a la hebra antisentido de la secuencia de nucleótidos diana 
y proporciona un origen de síntesis. En este contexto, el oligonucleótido usado como cebador tiene 10 bases o más, 
preferiblemente 15 bases o más, de longitud, y puede sintetizarse o bien químicamente o bien de manera natural. 
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Cada cebador puede ser un oligonucleótido individual o una mezcla de varios oligonucleótidos. 

En el método de LAMP, pueden usarse adicionalmente cebadores adicionales, es decir, cebadores de bucle, 
además de los cebadores internos y externos. Los cebadores de bucle se refieren a 2 cebadores (uno para cada una 
de las hebras que componen una doble hebra) que comprenden, en el extremo 3’, una secuencia de nucleótidos 
complementaria a una secuencia en un bucle formado por la hibridación de secuencias complementarias presentes 5 
en la misma hebra de un producto de amplificación obtenido mediante el método de LAMP. El uso de los cebadores 
de bucle aumenta los orígenes de síntesis de ácido nucleico en número y logra una reducción en el tiempo de 
reacción y potenciación en la sensibilidad de detección (documento de publicación internacional n.º WO 02/24902). 

Puede producirse el oligonucleótido mediante un método conocido en la técnica y, por ejemplo, puede sintetizarse 
químicamente. Alternativamente, se escinde un ácido nucleico natural con una enzima de restricción o similar, y los 10 
fragmentos resultantes pueden modificarse o unirse para componer una secuencia de nucleótidos deseada. 
Específicamente, el oligonucleótido puede sintetizarse mediante el uso de un sintetizador de oligonucleótidos o 
similar. Alternativamente, puede usarse un método de producción conocido por sí mismo en la técnica como método 
para la síntesis de un oligonucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos con la sustitución, deleción, 
inserción o adición de una o varias bases. Por ejemplo, puede sintetizarse un oligonucleótido de este tipo usando 15 
mutagénesis específica de sitio, recombinación genética homóloga, extensión de cebadores y métodos de PCR 
solos o en una combinación apropiada. 

Las “condiciones de hibridación rigurosas” usadas en el presente documento puede seleccionarse de aquellas 
conocidas generalmente. Los ejemplos de las condiciones rigurosas incluyen condiciones que implican hibridación 
durante la noche a 42ºC en una disolución que contiene formamida al 50%, 5xSSC (NaCl 150 mM, citrato de trisodio 20 
15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), disolución de Denhardt 5x, sulfato de dextrano al 10%, y ADN 20 µg/ml, 
seguido por lavado primario a temperatura ambiente en 2xSSC/SDS al 0,1% y posterior lavado secundario a 
aproximadamente 65ºC en 0,1xSSC/SDS al 0,1%. 

Los virus de la gripe son virus de ARN. En el método de LAMP que usa ARN como molde, puede dejarse que 
avance una reacción de amplificación de ácido nucleico de la misma manera que con ADN molde añadiendo 25 
transcriptasa inversa a una disolución de reacción para ADN molde (método de RT-LAMP). 

Los presentes inventores han realizado estudios concienzudos sobre secuencias de nucleótidos de cebadores del 
método de LAMP que pueden amplificar rápidamente una secuencia de nucleótidos específica para un virus de la 
gripe aviar H5 y en combinaciones de los mismos y han seleccionado por consiguiente 4 conjuntos de cebadores A, 
B, C y D descritos a continuación a partir de la secuencia de nucleótidos de hemaglutinina del virus de la gripe aviar 30 
H5 (la secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 1). Estas secuencias de cebadores son totalmente 
diferentes de las secuencias de cebadores ya notificadas (por ejemplo, documento de patente 2) para NASBA 
(amplificación basada en la secuencia de ácido nucleico) para la detección de virus de la gripe aviar H5.  

(Conjunto de cebadores A)  

FIP19c: 5’-ACCATATTCCAACTCACTTTTCATAATTTCATTGCTCCAGAAT ATGC-3’ (SEQ ID NO: 8)  35 

BIP5 : 5’-CAAACTCCAATGGGGGCATGGTGAGAGGGTGTAT-3’ (SEQ ID NO: 9)  

F3m6: 5’-GGAGTTCTTCTGGACAA-3’ (SEQ ID NO: 4)  

B3m : 5’-GTCGCAAGGACTAATCT-3’ (SEQ ID NO: 10)  

LF24: 5’-GAGTCCCCTTTCTTGACAAT-3’ (SEQ ID NO: 11)  

LB1: 5’-GATAAACTCTAGTATGCCA-3’(SEQ ID NO: 12)  40 

(Conjunto de cebadores B)  

FIP: 5’-GGGCATGTGTAACAGTAACGTTAAACAACTCGACAGAGCA-3’ (SEQ ID NO: 19)  

BIP: 5’-TGGAAAAGACACACAATGGGAACATCCAGCTACACTACAAT C-3’(SEQ ID NO: 20)  

F3: 5’-CAGATTTGCATTGGTTACCA-3’ (SEQ ID NO: 15)  

B3: 5’-CGTCACACATTGGGTTTC-3’ (SEQ ID NO: 21)  45 

LF: 5’-TTCCATTATTGTGTCAACC-3’ (SEQ ID NO: 22)  

LB8: 5’-CGATCTAGATGGAGTGAAGC-3’ (SEQ ID NO: 23)  

(Conjunto de cebadores C)  

FIP: 5’-CACATTGGGTTTCCGAGGAGATCTAGATGGAGTGAAGCC-3’ (SEQ ID NO: 30)  
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BIP: 5’-TTCATCAATGTGCCGGAATGGGTTGAAATCCCCTGGGTA-3’ (SEQ ID NO: 31)  

F3: 5’-GGAAAAGACACACAATGGG-3’ (SEQ ID NO: 26)  

B3: 5’-GCTCAATAGGTGTTTCAGTT-3’ (SEQ ID NO: 32)  

LF6: 5’-CCAGCTACACTACAATCTCT-3’ (SEQ ID NO: 33)  

LB6: 5’-TCCAGCCAATGACCTCTG-3’ (SEQ ID NO : 34)  5 

(Conjunto de cebadores D)  

FIP: 5’-TCGCAAGGACTAATCTGTTTGACATACACCCTCTCACCAT-3’ (SEQ ID NO: 41)  

BIP: 5’-TACCCCTCAAAGAGAGAGAAGATCCTCCCTCTATAAAACCTG -3’(SEQ ID NO: 42)  

F3: 5’-TCTAGTATGCCATTCCACAA-3’ (SEQ ID NO: 37)  

B3: 5’-ACCATCTACCATTCCCTG-3’ (SEQ ID NO: 43)  10 

LF8: 5’-TCACATATTTGGGGCATTCC-3’ (SEQ ID NO: 44)  

LB8: 5’-AGAGAGGACTATTTGGAGCT-3’ (SEQ ID NO: 45) 

Una enzima usada en la síntesis de ácido nucleico no está limitada particularmente siempre que sea una enzima de 
síntesis de ácido nucleico dependiente de molde que tiene actividades de desplazamiento de hebra. Una enzima de 
este tipo incluye Bst ADN polimerasa (fragmento grande), Bca (exo-) ADN polimerasa, y el fragmento Klenow de 15 
ADN polimerasa I de E. coli e incluye preferiblemente Bst ADN polimerasa (fragmento grande). 

La transcriptasa inversa usada en el método de RT-LAMP no está limitada particularmente siempre que sea una 
enzima que tiene actividades de síntesis de ADNc con ARN como molde. Una enzima de este tipo incluye VMA, 
VMA clonado, transcriptasas inversas de VLMM, Superscript II, ReverTra Ace y Thermoscript e incluye 
preferiblemente VMA o transcriptasa inversa de VMA clonado. Alternativamente, el uso de una enzima que tiene 20 
actividades tanto de transcriptasa inversa como de ADN polimerasa, tales como Bca ADN polimerasa, puede lograr 
una reacción de RT-LAMP usando una enzima individual. 

La enzima o transcriptasa inversa usada en la síntesis de ácido nucleico puede purificarse a partir de virus, bacterias 
o similares o puede prepararse mediante una técnica de recombinación genética. Estas enzimas pueden modificarse 
mediante fragmentación, sustitución de aminoácidos, etcétera. 25 

Puede aplicarse una técnica conocida en la técnica a la detección de productos de amplificación de ácido nucleico 
tras la reacción de LAMP. Por ejemplo, pueden detectarse los productos de amplificación de ácido nucleico 
mediante el uso de un oligonucleótido marcado que reconoce específicamente secuencias de nucleótidos 
amplificadas o un método de intercalador fluorescente (patente japonesa abierta a consulta por el público n.º 2001-
242169), o puede detectarse fácilmente aplicando directamente la disolución de reacción tras completarse la 30 
reacción a electroforesis en gel de agarosa. En la electroforesis en gel de agarosa, los productos de amplificación de 
LAMP se detectan en forma de un marcador de tamaño molecular de muchas bandas que difieren en la longitud de 
base. Además, en el método de LAMP, se consumen sustratos en grandes cantidades por la síntesis de ácido 
nucleico, e iones de ácido pirofosfórico como subproductos se convierten en pirofosfato de magnesio a través de su 
reacción con iones de magnesio coexistentes y hacen que la disolución de reacción sea turbia hasta el grado que 35 
puede observarse visualmente. Por tanto, la reacción de amplificación de ácido nucleico puede detectarse 
confirmando esta turbidez mediante el uso de un aparato de medición que puede observar ópticamente aumentos 
dependientes del tiempo en la turbidez tras completarse la reacción o durante la reacción, por ejemplo, confirmando 
cambios en la absorbancia a 400 nm mediante el uso de un espectrofotómetro habitual (documento de publicación 
internacional n.º WO 01/83817). 40 

Puede envasarse de antemano en un kit una variedad de reactivos necesarios para la detección de la amplificación 
de ácido nucleico mediante el uso de los cebadores de la presente invención. Específicamente, un kit proporcionado 
comprende una variedad de oligonucleótidos necesarios como cebadores de la presente invención o los cebadores 
de bucle, 4 dNTP que sirven como sustratos para la síntesis de ácido nucleico, ADN polimerasa para realizar la 
síntesis de ácido nucleico, una enzima que tiene actividades de transcripción inversa, sales o disoluciones tampón 45 
que proporcionan condiciones adecuadas para una reacción enzimática, agentes protectores para estabilizar las 
enzimas o los moldes y comprende opcionalmente reactivos necesarios para la detección de productos de reacción.  

Ejemplos 

A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá específicamente con referencia a los 
ejemplos. Sin embargo, la presente invención no se limita a los mismos en modo alguno.  50 
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Ejemplo 1: Confirmación de reactividad de conjuntos de cebadores para el virus de la gripe aviar H5 

Se confirmó la reactividad del cebador mediante un método descrito a continuación. La composición de una 
disolución de reacción para la amplificación de ácido nucleico mediante un método de LAMP es tal como se describe 
a continuación. Se solicitó la síntesis de cebadores a QIAGEN, y se usaron los cebadores tras la purificación OPC 
(cartucho de columna de fase inversa).  5 

Tris-HCl 20 mM pH 8,8  

KCl 10 mM  

MgSO4 8 mM  

dNTP 1,4 mM  

(NH4)2SO4 10 mM  10 

Betaína 0,8 M (SIGMA)  

Tween 20 al 0,1 %  

FIP 1,6 µM  

BIP 1,6 µM  

F3 0,2 µM  15 

B3 0,2 µM  

LF 0,8 µM  

LB 0,8 µM 

Transcriptasa inversa de VMA 2 U (Finnzyme)  

Bst ADN polimerasa 16 U (NEB) 20 

Se complementó la disolución de reacción con 104 copias de ADN de plásmido de H5 (HK/213/03; proporcionado por 
el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas) para realizar una reacción de RT-LAMP a 62,5ºC durante 60 
minutos. Se detectó la reacción en tiempo real mediante el uso de un aparato de medición de turbidez en tiempo real 
LA-320C (Eiken Chemical Co., Ltd.). Como resultado, se confirmó la amplificación en 4 conjuntos de cebadores 
(conjuntos de cebadores A, B, C y D). 25 

Se sometieron adicionalmente estos 4 conjuntos a una prueba de especificidad usando, como moldes, ARN 
extraídos de virus cultivados New Caledonia (H1N1) y Panama (H3N2). La figura 1 es un gráfico que muestra un 
resultado de la prueba de especificidad. Tal como se muestra en la figura 1, no se confirmó la amplificación de los 
subtipos H1 y H3 cuando se usó cualquiera de los conjuntos de cebadores. Estos resultados revelaron que todos los 
conjuntos de cebadores son altamente específicos para el subtipo H5. 30 

A continuación, se realizó una prueba de sensibilidad mediante el uso de ARN extraído de un virus cultivado 
Vietnam/JP1203/04 (H5N1). Debido a que no se conocía la cantidad de un molde para el ARN extraído, se diluyó de 
103 a 106 veces el ARN extraído con agua esterilizada libre de ARNasa y se usó como muestra de molde. La figura 2 
es un gráfico que muestra un resultado de la prueba de sensibilidad. Se confirmó incluso la amplificación en la 
muestra diluida 105 veces cuando se usó el conjunto de cebadores A, revelando que el conjunto de cebadores A es 35 
el más altamente sensible.  

Ejemplo 2: Confirmación de productos amplificados con el conjunto de cebadores para el virus de la gripe aviar H5 

Se confirmaron los productos de LAMP amplificados con el conjunto de cebadores A mediante el uso de 
electroforesis y una enzima de restricción DdeI. La figura 3 es un diagrama que muestra un resultado de la 
electroforesis. Tal como se observa a partir del carril 2 de la figura 3, se confirmó un patrón de marcador de tamaño 40 
molecular específico para el producto de LAMP. Además, se confirmó la digestión en la muestra tratada con Ddel 
(carril 3). Estos resultados revelaron que la secuencia diana se amplifica específicamente.  

Ejemplo 3: Evaluación del conjunto de cebadores para el virus de la gripe aviar H5 (prueba de compatibilidad 
cruzada) 

Se usaron dieciocho muestras en total que incluían virus de la gripe humanos A/New Caledonia/20/99 (H1N1), 45 
A/Panama/2007/99 (H3N2), B/Shangdong/07/97 y B/Shanghai/361/2002, y virus de la gripe aviar H1 a H15 (excepto 
para H5). Se extrajo ARN de cada uno de los virus cultivados mediante el uso del kit de ARN viral QIAamp 
(QIAGEN), y se usaron extractos de 5 µl en una reacción de RT-LAMP (se usó el conjunto de cebadores A como 
cebadores). 
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Tal como se observa a partir de las figuras 4(a) y 4(b), no se observó amplificación en el método de RT-LAMP 
usando ninguna de las muestras. Estos resultados revelaron que el método de RT-LAMP es altamente específico.  

Ejemplo 4: Evaluación del conjunto de cebadores para el virus de la gripe aviar H5 (prueba de sensibilidad) 

Se usó una cepa H5 de la gripe aviar (CH/Yamaguchi 7/04) cuya infección se confirmó en la Prefectura de 
Yamaguchi, Japón en 2004 y una cepa H5 de la gripe aviar (VN/JP1203/04) cuya infección se confirmó en Vietnam 5 
en 2004 como muestras de molde. Se hicieron diluciones seriadas (de 104 a 108) con agua esterilizada libre de 
ARNasa del ARN extraído de cada uno de los virus cultivados, y se usaron diluyentes de 10 µl y diluyentes de 5 µl 
en un método de RT-PCR y un método de RT-LAMP (se usó el conjunto de cebadores A como cebadores), 
respectivamente. 

Se realizó el método de RT-PCR modificando las condiciones publicadas por el sitio web del Centro de Vigilancia de 10 
Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas. Específicamente, se usó un kit 
disponible comercialmente (kit de PCR de ARN One Step de TaKaRa (VMA)) para realizar una reacción de 
transcripción inversa a 50ºC durante 30 minutos, tratamiento a 94ºC durante 2 minutos, 30 ciclos de 94ºC durante 1 
minuto, 45ºC durante 1 minuto, y 72ºC durante 1 minuto, y una reacción de elongación a 72ºC durante 10 minutos, 
seguido por almacenamiento a 4ºC. 15 

Los cebadores y la composición de una disolución de reacción usados en el método de RT-PCR son tal como se 
describen a continuación.  

Cebadores (longitud del producto de PCR: 708 pb)  

H5 515f: 5’-CATACCCAACAATAAAGAGG-3’ (SEQ ID NO: 46)  

H5 1220r: 5’-GTGTTCATTTTGTTAATGAT-3’ (SEQ ID NO: 47)  20 

Disolución de reacción  

10 µl de extracto de ARN  

5 µl de tampón de PCR de ARN 10xOne Step  

5 µl de dNTP 10 mM 

10 µl de MgCl2 25 mM 25 

1 µl de inhibidor de ARNasa  

1 µl de RTasa de VMA  

1 µl de Taq optimizada para VMA  

2 µl de H5 515f(10 µM)  

2 µl de H5 1220r (10 µM)  30 

Se ajustó la disolución de reacción a 50 µl mediante la adición apropiada de agua esterilizada libre de ARNasa. 

Los resultados de amplificación mediante los métodos de RT-PCR y de RT-LAMP se resumen en la tabla 1. En la 
tabla 1, las casillas del método de RT-LAMP muestran la tasa de una muestra que se confirmó que se amplificaba. 
La amplificación mediante RT-PCR se confirmó observando visualmente el resultado de la electroforesis (en la tabla 
1, + significa que la amplificación pudo detectarse, y - significa que la amplificación no pudo detectarse). 35 

[Tabla 1] 

Muestra Método de 
medición 

Tasa de dilución 
104 105 106 107 108 

CH/Yamaguchi 7/04 RT-LAMP 2/2 2/2 2/2 2/2 0/2 
RT-PCR + + - - - 

VN/JP1203/04 RT-LAMP 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2 
RT-PCR + + + - - 

 
Cuando se compararon los métodos de RT-LAMP y RT-PCR, el método de RT-LAMP tuvo una sensibilidad de 10 a 
100 veces mayor para cualquiera de las cepas.  

Aplicabilidad industrial  40 

Según la presente invención, puede detectarse rápidamente un virus de la gripe aviar H5 con alta sensibilidad. 
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Lista de secuencias 

<110> Eiken Chemical Co., Ltd. 

Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas 

<120> Detección de virus de la gripe aviar H5 

<130> FP05-0385-00 5 

<160> 59 

<170> Patent In versión 3.1 

<210> 1 
<211> 1674 
<212> ADN 10 
<213> Virus de la gripe aviar 
 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 2 

 10 
<210> 3 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 15 
<220>  
<223> cebador 

<400> 3 

 
<210> 4 20 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  25 
<223> cebador 

<400> 4 

 
<210> 5 
<211> 17 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 35 

<400> 5 

 
<210> 6 
<211> 17 
<212> ADN 40 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 6 45 

 
<210> 7 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
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<220>  
<223> cebador 

<400> 7 

 5 
<210> 8 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 10 
<220>  
<223> cebador 

<400> 8 

 
<210> 9 15 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  20 
<223> cebador 

<400> 9 

 
<210> 10 
<211> 17 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 30 

<400> 10 

 
<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 11 40 

 
<210> 12 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 12 

 50 
<210> 13 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220>  
<223> cebador 

<400> 13 

 5 

<210> 14 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 10 
<220>  
<223> cebador 

<400> 14 

 

<210> 15 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  20 
<223> cebador 

<400> 15 

 

<210> 16 
<211> 22 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 30 

<400> 16 

 

<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 35 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 17 40 

 

<210> 18 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 18 

 50 
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<210> 19 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220>  
<223> cebador 

<400> 19 

 

<210> 20 10 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  15 
<223> cebador 

<400> 20 

 

<210> 21 
<211> 18 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 25 

<400> 21 

 

<210> 22 
<211> 19 
<212> ADN 30 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 22 35 

 

<210> 23 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 23 

 45 

<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 50 
<220>  
<223> cebador 
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<400> 24 

 

<210> 25 
<211> 19 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 25 10 

 

<210> 26 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 26 

 20 

<210> 27 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220>  
<223> cebador 

<400> 27 

 

<210> 28 30 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  35 
<223> cebador 

<400> 28 

 

<210> 29 
<211> 20 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 45 

<400> 29 

 

<210> 30 
<211> 39 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 

 



15 
 

 
<220>  
<223> cebador 

<400> 30 

 5 

<210> 31 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 10 
<220>  
<223> cebador 

<400> 31 

 

<210> 32 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  20 
<223> cebador 

<400> 32 

 

<210> 33 
<211> 20 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 30 

<400> 33 

 

<210> 34 
<211> 18 
<212> ADN 35 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 34 40 

 

<210> 35 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
 
<220>  
<223> cebador 
 
<400> 35 50 

 

<210> 36 
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<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  5 
<223> cebador 

<400> 36 

 

<210> 37 
<211> 20 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 15 

<400> 37 

 

<210> 38 
<211> 22 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 38 25 

 

<210> 39 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 30 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 39 

 35 

<210> 40 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220>  
<223> cebador 

<400> 40 

 

<210> 41 45 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  50 
<223> cebador 

<400> 41 
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<210> 42 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220>  
<223> cebador 

<400> 42 

 10 

<210> 43 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 15 
<220>  
<223> cebador 

<400> 43 

 

<210> 44 20 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  25 
<223> cebador 

<400> 44 

 

<210> 45 
<211> 20 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador 35 

<400> 45 

 

<210> 46 
<211> 20 
<212> ADN 40 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador RT-PCR (H5 515f) 

<400> 46 45 

 

<210> 47 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220>  
<223> cebador RT-PCR (H5 1220r) 
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<400> 47 

 

<210> 48 
<211> 1737 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la gripe aviar 
 
<400> 48 

 

 10 

<210> 49 
<211> 21 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador  

<400> 49 5 

 

<210> 50 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220>  
<223> cebador  

<400> 50 

 15 

<210> 51 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220>  
<223> cebador  

<400> 51 

 

<210> 52 25 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  30 
<223> cebador  

<400> 52 

 

<210> 53 
<211> 22 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador  40 

<400> 53 

 

<210> 54 
<211> 22 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador  

<400> 54 50 
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<210> 55 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220>  
<223> cebador  

<400> 55 

 

<210> 56 10 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  15 
<223> cebador  

<400> 56 

 

<210> 57 
<211> 22 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador  25 

<400> 57 

 

<210> 58 
<211> 21 
<212> ADN 30 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> cebador  

<400> 58 35 

 

<210> 59 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220>  
<223> cebador  
 
<400> 59 45 
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REIVINDICACIONES 

1. Conjunto de cebadores de oligonucleótido, caracterizado por ser capaz de amplificar una secuencia de 
nucleótidos específica para el virus de la gripe aviar H5 y que consiste en un conjunto de cebadores internos que 
comprende los cebadores de oligonucleótido que comprenden las siguientes secuencias de nucleótidos a) y b), y, un 
conjunto de cebadores externos que comprende los cebadores de oligonucleótido que comprenden las siguientes 5 
secuencias de nucleótidos c) y d): 

(a) 5’-(una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2)-(una 
secuencia de nucleótidos arbitraria que tiene de 0 a 50 bases)-(la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3)-3’;  

(b) 5’-(la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5)-(una secuencia de nucleótidos arbitraria que tiene de 0 a 
50 bases)-(una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6)-3’. 10 

(c) una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4, y 

(d) una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 10. 

2. Conjunto de cebadores de oligonucleótido según la reivindicación 1, en el que el conjunto de cebadores internos 
comprende los cebadores de oligonucleótido que comprenden las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 8 y 9. 

3. Conjunto de cebadores de oligonucleótido según la reivindicación 2, que comprende además un conjunto de 15 
cebadores de bucle que comprende cebadores de oligonucleótido que comprenden la secuencia de nucleótidos de 
SEQ ID NO: 11 y 12. 

4. Método para la detección de un virus de la gripe aviar H5, caracterizado porque comprende realizar una reacción 
de amplificación de una región de ácido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un 
conjunto de cebadores de oligonucleótido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la reacción 20 
de amplificación es un método de LAMP.  

5. Método para el diagnóstico de gripe, caracterizado porque comprende detectar la amplificación de una región de 
ácido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un conjunto de cebadores de 
oligonucleótido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y diagnosticar de ese modo la presencia o 
ausencia de infección con el virus de la gripe aviar H5.  25 

6. Kit para el diagnóstico de gripe, caracterizado porque comprende un conjunto de cebadores de oligonucleótido 
según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.  
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