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DESCRIPCION
Método de detecciodn del virus de la gripe aviar H5
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores de oligonucleétido para la deteccion de un virus de la
gripe aviar H5, a un método para la deteccion de un virus de la gripe aviar H5 usando el conjunto de cebadores, a un
método para el diagndstico de gripe, y a un kit para el diagnéstico de gripe.

Antecedentes de la técnica

La gripe, que es una infeccién 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 pajaros no infectan originariamente a seres humanos. Sin embargo, la infeccién humana con los virus se
confirmé 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 infeccion humana. Sin embargo, se confirmé
infeccion humana en Tailandia y Vietham en 2004 con el resultado que murieron 8 y 16 personas en Tailandia y
Vietnam, respectivamente.

Los virus de la gripe aviar altamente patogenos incluyen un subtipo H7, ademas del subtipo H5. Los subtipos H7 se
dividen ampliamente en subtipos euroasiticos y americanos segun las secuencias de los mismos. Segun los
informes, los virus de la gripe aviar H7 produjeron la muerte de 1 persona cuando fueron prevalentes en los Paises
Bajos en 2003, y también fueron prevalentes en los EE.UU. desde 2003 hasta 2004.

Actualmente se ha usado un kit para el diagnéstico rapido de un virus de la gripe humano A en la deteccién de virus
de la gripe aviar. Sin embargo, la identificacién de un subtipo de virus que provoca infeccion ha requerido un analisis
detallado adicional tal como el analisis antigénico o prueba genética de virus separados.

El diagndstico usando el cultivo y la separacién de virus que produce resultados precisos requiere varios dias y por
tanto, no puede realizarse rapidamente. Existen varios métodos que pueden proporcionar un diagnoéstico rapido en
comparacién con la separacion de virus. Entre ellos, se ha mencionado que un método de RT-PCR tiene alta
sensibilidad de deteccion en comparacién con otros métodos. Sin embargo, segun algunos informes, los métodos de
RT-PCR dados a conocer actualmente no pueden detectar los virus con alta sensibilidad en comparacién con la
infectividad viral. Por tanto, la infeccién 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 rapidamente un virus de la gripe aviar H5 o
H7 con alta sensibilidad.

Documento de patente 1: publicacion de patente europea n.° 1310565

Documento de patente 2: traducciéon de PCT publicada japonesa n.° 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, pags. 336-342 (2004)
Documento distinto a patente 2: Shan S., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 302, pags. 377-383 (2003)

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

Documento distinto a patente 4: Lee MS., et al., J. Virol. Methods, vol. 97, pags. 13-22 (2001)
Documento distinto a patente 5: Munch M., et al., Arch. Virol., vol. 146, pags. 87-97 (2001)

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.° 5, 1 de mayo de 2004 (01-05-2004). paginas 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.° 3, marzo de 2004 (03-
2004), paginas 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.° 1, enero de 2004 (01-2004), paginas 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.° 12, 1 de diciembre de 2000 (01-12-2000), paginas i-vii.

El documento de patente 3 y los documentos distintos a patente 1 y 3 se refieren a la deteccion de virus H5 o H7 de
la gripe aviar basandose en la amplificacion 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 amplificacion
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) asi como el uso de dicho método para la deteccion 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).

Descripcion de la Invencion
Problemas a resolver por la Invencién

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

Medios para resolver los problemas
Especificamente, la presente invencion proporciona los siguientes puntos (1) a (6):

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

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

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

(c) una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 4,y
(d) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 10.

(2) Un conjunto de cebadores de oligonucledtido seguin (1), en el que el conjunto de cebadores internos comprende
los cebadores de oligonucledétido que comprenden las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 8 y 9.

(3) Un conjunto de cebadores de oligonucleétido segun (2), que comprende ademas un conjunto de cebadores de
bucle que comprende cebadores de oligonucledtido que comprenden la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11
y 12.

(4) Un método para la detecciéon de un virus de la gripe aviar H5, caracterizado porque comprende realizar una
reaccion de amplificacién de una regién de acido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de
un conjunto de cebadores de oligonucledtido segin uno cualquiera de (1) a (3), en el que la reaccién de
amplificaciéon es un método de LAMP.

(5) Un método para el diagnéstico de gripe, caracterizado porque comprende detectar la amplificacion de una region
de acido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un conjunto de cebadores de
oligonucleétido segun uno cualquiera de (1) a (3), y diagnosticar de ese modo la presencia o ausencia de infeccién
con el virus de la gripe aviar H5.

(6) Un kit para el diagnostico de gripe, caracterizado porque comprende un conjunto de cebadores de
oligonucleétido segun uno cualquiera de (1) a (3).

Efecto de la invencion

Segun la presente invencion, un virus de la gripe aviar H5 puede detectarse rapidamente con alta sensibilidad
preparando cebadores de oligonucleétido que se hibridan selectivamente con una secuencia de nucleétidos
especifica para el virus de la gripe aviar H5 y amplificando la secuencia de nucledtidos especifica para el virus de la
gripe aviar H5 mediante un método de LAMP.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico 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 plasmidico del subtipo H5);

la figura 2 es un grafico 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. 10° a 10° representan las tasas de dilucién de los extractos de
ARN;

la figura 3 es un diagrama que muestra un resultado de la electroforesis de productos amplificados con el conjunto
de cebadores para un virus de la gripe aviar H5. El carril 1 representa un marcador de tamafio 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 Ddel;

la figura 4 es un grafico 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
B/Shanghai/361/2002 y AlV-H1, etcétera representa un virus de la gripe aviar H1, etcétera.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

Una muestra usada en la presente invencion incluye muestras derivadas de cuerpos vivos de seres humanos u otros
animales que se sospecha que estan infectados con un virus de la gripe, por ejemplo, esputo, liquidos de lavado
broncoalveolar, secreciones nasales, aspirados nasales, liquidos de lavado nasal, exudados nasales, exudados
faringeos, gargarismos, saliva, sangre, sueros, plasmas, liquidos cefalorraquideos, orina, heces y tejidos.
Alternativamente, también pueden usarse como la muestra, células o disoluciones de cultivo de las mismas usadas
en experimentos de infeccién 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 separacion,
extraccion, condensacion y purificacion.

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

Los cebadores de oligonucleétido usados en el método de LAMP son al menos 4 cebadores que reconocen las
secuencias de nucledtidos 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 nucleétidos de un acido 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 oligonucleétido que tiene, en el extremo 3’,
una secuencia de nucledtidos que reconoce una “determinada region de la secuencia de nucleétidos” en una
secuencia de nucledtidos diana y proporciona un origen de sintesis y que tiene, en el extremo 5’, una secuencia de
nucledtidos complementaria a una region arbitraria de un producto de reaccién de sintesis de acido nucleico
obtenido con este cebador en el origen. En este contexto, un cebador que comprende una “secuencia de nucleétidos
seleccionada de F2” y una “secuencia de nucleétidos seleccionada de F1c” se denomina un cebador interno F (a
continuacion en el presente documento, abreviado como FIP), y un cebador que comprende una “secuencia de
nucledtidos seleccionada de B2” y una “secuencia de nucleétidos seleccionada de B1c” se denomina un cebador
interno B (a continuacién en el presente documento, abreviado como BIP). Por otro lado, el cebador externo es un
oligonucledtido que tiene una secuencia de nucledtidos que reconoce una “determinada regién de la secuencia de
nucleotidos presente mas cerca del lado del extremo 3’ que las regiones reconocidas por los cebadores internos” en
la secuencia de nucleétidos diana y proporciona un origen de sintesis. En este contexto, un cebador que comprende
una “secuencia de nucledtidos seleccionada de F3” se denomina un cebador externo F (a continuaciéon en el
presente documento, abreviado como F3), y un cebador que comprende una “secuencia de nucledtidos
seleccionada de B3” de denomina un cebador externo B (a continuacion 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
sentido de la secuencia de nucledtidos diana y proporciona un origen de sintesis. Por otro lado, B en cada cebador
indica que el cebador se une de manera complementaria a la hebra antisentido de la secuencia de nucleétidos diana
y proporciona un origen de sintesis. En este contexto, el oligonucleétido usado como cebador tiene 10 bases o mas,
preferiblemente 15 bases o mas, de longitud, y puede sintetizarse o bien quimicamente o bien de manera natural.
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Cada cebador puede ser un oligonucleoétido individual o una mezcla de varios oligonucledétidos.

En el método de LAMP, pueden usarse adicionalmente cebadores adicionales, es decir, cebadores de bucle,
ademas 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 nucleotidos
complementaria a una secuencia en un bucle formado por la hibridaciéon de secuencias complementarias presentes
en la misma hebra de un producto de amplificacion obtenido mediante el método de LAMP. El uso de los cebadores
de bucle aumenta los origenes de sintesis de acido nucleico en nimero y logra una reduccion en el tiempo de
reaccion y potenciacion en la sensibilidad de deteccion (documento de publicacion internacional n.° WO 02/24902).

Puede producirse el oligonucleétido mediante un método conocido en la técnica y, por ejemplo, puede sintetizarse
quimicamente. Alternativamente, se escinde un acido nucleico natural con una enzima de restricciéon o similar, y los
fragmentos resultantes pueden modificarse o unirse para componer una secuencia de nucledtidos deseada.
Especificamente, el oligonucledtido puede sintetizarse mediante el uso de un sintetizador de oligonucleétidos o
similar. Alternativamente, puede usarse un método de produccion conocido por si mismo en la técnica como método
para la sintesis de un oligonucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos con la sustitucién, delecion,
insercion o adicion de una o varias bases. Por ejemplo, puede sintetizarse un oligonucleétido de este tipo usando
mutagénesis especifica de sitio, recombinacién genética homdloga, extension de cebadores y métodos de PCR
solos o en una combinacién apropiada.

Las “condiciones de hibridacion rigurosas” usadas en el presente documento puede seleccionarse de aquellas
conocidas generalmente. Los ejemplos de las condiciones rigurosas incluyen condiciones que implican hibridacién
durante la noche a 42°C en una disolucién que contiene formamida al 50%, 5xSSC (NaCl 150 mM, citrato de trisodio
15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), disolucién de Denhardt 5x, sulfato de dextrano al 10%, y ADN 20 pg/ml,
seguido por lavado primario a temperatura ambiente en 2xSSC/SDS al 0,1% y posterior lavado secundario a
aproximadamente 65°C 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 reaccion de amplificacion de acido nucleico de la misma manera que con ADN molde afadiendo
transcriptasa inversa a una disolucion de reaccion para ADN molde (método de RT-LAMP).

Los presentes inventores han realizado estudios concienzudos sobre secuencias de nucleétidos de cebadores del
método de LAMP que pueden amplificar rapidamente una secuencia de nucleétidos especifica 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 continuacion a partir de la secuencia de nucleétidos de hemaglutinina del virus de la gripe aviar
H5 (la secuencia de nucledtidos 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
(amplificacion basada en la secuencia de &cido nucleico) para la deteccién de virus de la gripe aviar H5.

(Conjunto de cebadores A)

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

(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)

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)
5
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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)

(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)

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

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

Una enzima usada en la sintesis de acido nucleico no esta limitada particularmente siempre que sea una enzima de
sintesis de acido 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
ADN polimerasa | de E. coli e incluye preferiblemente Bst ADN polimerasa (fragmento grande).

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

La enzima o transcriptasa inversa usada en la sintesis de acido nucleico puede purificarse a partir de virus, bacterias
o similares o puede prepararse mediante una técnica de recombinacion genética. Estas enzimas pueden modificarse
mediante fragmentacion, sustitucion de aminoacidos, etcétera.

Puede aplicarse una técnica conocida en la técnica a la deteccidon de productos de amplificacion de acido nucleico
tras la reaccion de LAMP. Por ejemplo, pueden detectarse los productos de amplificacién de acido nucleico
mediante el uso de un oligonucleétido marcado que reconoce especificamente secuencias de nucleétidos
amplificadas o un método de intercalador fluorescente (patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 2001-
242169), o puede detectarse facilmente aplicando directamente la disolucién de reaccion tras completarse la
reaccion a electroforesis en gel de agarosa. En la electroforesis en gel de agarosa, los productos de amplificacién de
LAMP se detectan en forma de un marcador de tamafio molecular de muchas bandas que difieren en la longitud de
base. Ademas, en el método de LAMP, se consumen sustratos en grandes cantidades por la sintesis de acido
nucleico, e iones de acido pirofosférico como subproductos se convierten en pirofosfato de magnesio a través de su
reaccion con iones de magnesio coexistentes y hacen que la disoluciéon de reaccion sea turbia hasta el grado que
puede observarse visualmente. Por tanto, la reaccion de amplificacion de acido nucleico puede detectarse
confirmando esta turbidez mediante el uso de un aparato de medicién que puede observar 6pticamente aumentos
dependientes del tiempo en la turbidez tras completarse la reacciéon o durante la reaccion, por ejemplo, confirmando
cambios en la absorbancia a 400 nm mediante el uso de un espectrofotometro habitual (documento de publicacion
internacional n.° WO 01/83817).

Puede envasarse de antemano en un kit una variedad de reactivos necesarios para la deteccion de la amplificacion
de acido nucleico mediante el uso de los cebadores de la presente invencion. Especificamente, un kit proporcionado
comprende una variedad de oligonucleétidos necesarios como cebadores de la presente invencion o los cebadores
de bucle, 4 dNTP que sirven como sustratos para la sintesis de acido nucleico, ADN polimerasa para realizar la
sintesis de acido nucleico, una enzima que tiene actividades de transcripcion inversa, sales o disoluciones tampon
que proporcionan condiciones adecuadas para una reaccion enzimatica, agentes protectores para estabilizar las
enzimas o los moldes y comprende opcionalmente reactivos necesarios para la deteccién de productos de reaccion.

Ejemplos

A continuacién en el presente documento, la presente invencidn se describira especificamente con referencia a los
ejemplos. Sin embargo, la presente invencién no se limita a los mismos en modo alguno.
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Ejemplo 1: Confirmacién de reactividad de conjuntos de cebadores para el virus de la gripe aviar H5

Se confirmé la reactividad del cebador mediante un método descrito a continuaciéon. La composicién de una
disolucion de reaccion para la amplificacion de acido nucleico mediante un método de LAMP es tal como se describe
a continuacioén. Se solicitd la sintesis de cebadores a QIAGEN, y se usaron los cebadores tras la purificacion OPC
(cartucho de columna de fase inversa).

Tris-HCI 20 mM pH 8,8
KCI 10 mM

MgSO4 8 mM

dNTP 1,4 mM
(NH4)2S04 10 mM
Betaina 0,8 M (SIGMA)
Tween 20 al 0,1 %

FIP 1,6 uM

BIP 1,6 uM

F30,2 uM

B3 0,2 uM

LF 0,8 uM

LB 0,8 uM
Transcriptasa inversa de VMA 2 U (Finnzyme)

Bst ADN polimerasa 16 U (NEB)

Se complementd la disolucién de reaccién con 10* copias de ADN de plasmido de H5 (HK/213/03; proporcionado por
el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas) para realizar una reaccién de RT-LAMP a 62,5°C durante 60
minutos. Se detectd la reaccion en tiempo real mediante el uso de un aparato de medicién de turbidez en tiempo real
LA-320C (Eiken Chemical Co., Ltd.). Como resultado, se confirmé la amplificacion en 4 conjuntos de cebadores
(conjuntos de cebadores A, B, C y D).

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

A continuacién, se realizé una prueba de sensibilidad mediante el uso de ARN extraido de un virus cultivado
Vietnam/JP1203/04 (H5N1). Debido a que no se conocia la cantidad de un molde para el ARN extraido, se diluyé de
10° a 10° veces el ARN extraido con agua esterilizada libre de ARNasa y se us6 como muestra de molde. La figura 2
es un grafico que muestra un resultado de la prueba de sensibilidad. Se confirmé incluso la amplificaciéon en la
muestra diluida 10° veces cuando se uso el conjunto de cebadores A, revelando que el conjunto de cebadores A es
el mas altamente sensible.

Ejemplo 2: Confirmacion 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 restriccion Ddel. 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 confirmé un patrén de marcador de tamafio
molecular especifico para el producto de LAMP. Ademas, se confirmé la digestion en la muestra tratada con Ddel
(carril 3). Estos resultados revelaron que la secuencia diana se amplifica especificamente.

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

Se usaron dieciocho muestras en total que incluian virus de la gripe humanos A/New Caledonia/20/99 (H1N1),
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 QlAamp
(QIAGEN), y se usaron extractos de 5 ul en una reaccion de RT-LAMP (se uso6 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 observé amplificacion en el método de RT-LAMP
usando ninguna de las muestras. Estos resultados revelaron que el método de RT-LAMP es altamente especifico.

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

Se us6 una cepa H5 de la gripe aviar (CH/Yamaguchi 7/04) cuya infeccion se confirmd en la Prefectura de
Yamaguchi, Japén en 2004 y una cepa H5 de la gripe aviar (VN/JP1203/04) cuya infeccién se confirmd en Vietnam
en 2004 como muestras de molde. Se hicieron diluciones seriadas (de 10* a 108) con agua esterilizada libre de
ARNasa del ARN extraido de cada uno de los virus cultivados, y se usaron diluyentes de 10 pul y diluyentes de 5 pl
en un método de RT-PCR y un método de RT-LAMP (se usé el conjunto de cebadores A como cebadores),
respectivamente.

Se realiz6 el método de RT-PCR modificando las condiciones publicadas por el sitio web del Centro de Vigilancia de
Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas. Especificamente, se usé un kit
disponible comercialmente (kit de PCR de ARN One Step de TaKaRa (VMA)) para realizar una reacciéon de
transcripcion inversa a 50°C durante 30 minutos, tratamiento a 94°C durante 2 minutos, 30 ciclos de 94°C durante 1
minuto, 45°C durante 1 minuto, y 72°C durante 1 minuto, y una reaccién de elongacion a 72°C durante 10 minutos,
seguido por almacenamiento a 4°C.

Los cebadores y la composicion de una disolucion de reaccién usados en el método de RT-PCR son tal como se
describen a continuacion.

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)
Disolucion de reaccion

10 pl de extracto de ARN

5 pul de tampodn de PCR de ARN 10xOne Step

5 ul de dNTP 10 mM

10 ul de MgClz 25 mM

1 ul de inhibidor de ARNasa

1 ul de RTasa de VMA

1 ul de Taq optimizada para VMA

2 yl de H5 515f(10 puM)

2 pl de H5 1220r (10 uM)

Se ajusto la disolucién de reaccion a 50 pl mediante la adicion apropiada de agua esterilizada libre de ARNasa.

Los resultados de amplificacion 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 confirmé que se amplificaba.
La amplificacion mediante RT-PCR se confirmé observando visualmente el resultado de la electroforesis (en la tabla
1, + significa que la amplificacion pudo detectarse, y - significa que la amplificacion no pudo detectarse).

[Tabla 1]
Muestra Método de Tasa de dilucion
medicion 10 ] 10° [ 10° | 10" [ 10°
CHivamagueni 704 | RICAMP |22 | 22 {22 | 22 | ol
VNIJP1203/04 El:,';é'\ép 22 | 212 | 272 | 22 | 172

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

Segun la presente invencién, puede detectarse rapidamente un virus de la gripe aviar H5 con alta sensibilidad.
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Lista de secuencias

<110> Eiken Chemical Co., Ltd.
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Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas

<130> FP05-0385-00
<160> 59

<210> 1

<211> 1674
<212> ADN
<213> Virus de la gripe aviar

<400> 1

agtcttgtta
gttgacacaa
acacacaat g
agtgtagctg
tggtcttaca
aacgactatg
at cat cccca
ccatatcttg
acat acccaa
tgggggattc
acctatattt
agat ccaaag
aatgatgcta
att gt caaga
accaagtgtc
cctctcacca
ggact cagaa
at agcaggt t
catagcaatg
gatggagtta
gtt ggaaggg
gacggattcc
agaact ct ag
cttagggata

aatgaatgta

<170> Patent In versién 3.1

aaagt gat ca
t aat ggaaaa
ggaagctctg
gat ggct cct
t agt ggagaa
aagaactgaa
aaagttcttg
ggaagtcctc
caat aaagag
accatcct aa
ccgt t ggaac
t aaacgggca
tcaatttcga
aaggggactc
aaact ccaat
tcggggaatg
at acccct ca
tt at agaggg
agcaggggag
ccaat aaggt
aatttaataa
tagatgtctg
actttcacga
at gcaaagga

t ggaaagt gt

<120> Deteccién de virus de la gripe aviar H5

gatttgcatt
gaacgtt act
cgat ct agat
cggaaaccca
ggccagt cca
acacctattg
gt ccaat cat
ctttttcaga
gagct at aat
t gat gcggcea
at caacacta
aagt ggaaga
gagt aat gga
agcaattatg
gggggcegat a
ccccaaat at
aagagagaga
aggat ggcag
t ggat acgct
caactcgatc
ctt agaaagg
gact t at aat
ctcaaatgtc
gct gggt aac

aaaaaacgga

ggttaccatg
gttacacatg
ggagt gaagc
at gt gt gacg
gccaat gace
agcagaat aa
gaagcct cat
aat gt ggt at
aat accaacc
gagcagacaa
aaccagagat
at ggagt t ct
aatttcattg
aaaagt gaat
aactctagta
gt gaaat caa
agaagaaaaa
ggaat ggt ag
gcagacaaag
attgacaaaa
agaat agaaa
gctgaacttc
aagaaccttt
ggctgttteg
acgt at gact

caaacaactc
cccaagacat
ctctaatttt
aatt catcaa
tctgttacce
accattttga
caggggt gag
ggcttat caa
aagaagat ct
agctctatca
t ggt accaaa
t ct ggacaat
ctccagaata
t ggaat at gg
tgccattcca
acagat t agt
agagaggact
atggttggta
aatccactca
t gaacactca
atttaaacaa
tggttctcat
acgacaaggt
agttctatca

acccgcagt a

gacagagcag
att ggaaaag
gagagat t gt
t gt gccggaa
aggggatttc
gaaaattcag
ct cagcat gt
aaagaacagt
tttggtactg
aaacccaacc
aat agct act
tttaaagccg
tgcat acaaa
t aact gcaac
caacat acac
ccttgegact
atttggagcet
t gggt accac
aaaggcaat a
gtttgaggcce
gaagat ggaa
ggaaaat gag
ccgactacag
caaat gt gat

tt cagaagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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gcaagact aa acagagagga aataagtgga gt aaaattgg aatcaatggg aacttaccaa 1560
atactgtcaa tttattcaac agtggcgagt tccctagcac tggcaatcat ggtagctggt 1620
ctatctttat ggatgtgctc caatggaicg ttacaatgca gaatttgcat ttaa 1674
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<210> 2
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2
aatt at gaaa agtgagttgg aat atggt

<210> 3
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
t cattgct cc agaatatgce

<210> 4
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
ggagttcttc tggacaa

<210> 5
<211>17
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
caaact ccaa tgggggc

<210> 6
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
at acaccctc tcaccat

<210>7
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

10

28

19

17

17

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2382446 T3

<220>
<223> cebador

<400>7
agattagtcc ttgcgac

<210> 8
<211> 47
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 8

accatattcc aactcacttt tcataatttc attgctccag aatatgc

<210>9
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
caaact ccaa tgggggcatg gt gagagggt gtat

<210> 10
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
gt cgcaagga ct aat ct

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
gagtcccctt tcttgacaat

<210> 12
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
gat aaact ct agtatgcca

<210> 13
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

11

17

47

34

17

20

19
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<220>
<223> cebador

<400> 13
aacgttactg ttacacatgc cc

<210> 14
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
aaacaact cg acagagca

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

cagatttgca ttggttacca

<210> 16
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 16

t ggaaaagac acacaatggg aa

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17

gattgtagtg tagctggatg

<210> 18
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18

gaaacccaat gtgtgacg

ES 2382446 T3

22

18

20

22

20

18
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<210> 19
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19

ES 2382446 T3

gggcat gt gt aacagt aacg ttaaacaact cgacagagca

<210> 20
<211> 42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
t ggaaaagac

<210> 21
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
cgt cacacat

<210> 22
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
ttccattatt

<210> 23
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
cgat ct agat

<210> 24
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

acacaat ggg aacat ccagc tacactacaa tc

tgggtttc

gt gt caacc

ggagt gaagc

13

40

42

18

19

20
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<400> 24

ctcectcggaa acccaatgtg

<210> 25
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
at ct agat gg agt gaagcc

<210> 26
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
ggaaaagaca cacaat ggg

<210> 27
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27

ttcatcaatg tgccggaatg g

<210> 28
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
tacccagggg atttcaac

<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29

aact gaaaca cctattgagce

<210> 30
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

ES 2382446 T3
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<220>
<223> cebador

<400> 30
cacat tgggt ttccgaggag atctagat gg agtgaagcce

<210> 31
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
ttcatcaatg tgccggaatg ggttgaaatc ccctgggta

<210> 32
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 32

gctcaatagg tgtttcagtt
<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33

ccagct acac tacaatctct
<210> 34

<211> 18

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 34

tccagccaat gacctctg

<210> 35
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400>35
t caaacagat tagtccttgc ga

<210> 36

15

39

39

20

20

i8

22
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<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36

cat acaccct ctcaccat

<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
tctagtatgc cattccacaa

<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
tacccct caa agagagagaa ga

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
caggttttat agagggagga

<210> 40
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 40
cagggaat gg t agat ggt

<210> 41
<211>40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 41

ES 2382446 T3
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t cgcaaggac taatctgttt gacatacacc ctctcaccat 40

<210> 42
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

t acccct caa agagagagaa gatcctccct ctataaaacc tg 42

<210> 43
<211>18
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
accatctacc attccctg

<210> 44
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
tcacatattt ggggcattcc

<210> 45
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 45
agagaggact atttggagct

<210> 46
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador RT-PCR (H5 515f)

<400> 46
cat acccaac aat aaagagg

<210> 47
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador RT-PCR (H5 1220r)

18

20

20

20

17
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<400> 47
gtgttcattt

<210> 48
<211>1737
<212> ADN

tgttaatgat

<213> Virus de la gripe aviar

<400> 48

agcaaaagca
attccgacaa
gt aaacacat
acaaacgttc
cttctgggaa
ttaattattg
gaagct ctga
acctacagceg
ttctatgcag
act aagt cat
t ccggat caa
gggagttcta
ggccaatctg
ttcagtttca
atgggaattc
ggagggacaa
t gt ccgagat
gaaat cccaa
ggat gggaag
ggaactgctg
aatcggctta
gtt gaaagge
t cctat aacg
t cagaaat ga
gat ggcactg
agaaacaaca
attgacccag

gcatcatgtt

ggggat acaa
at gcagacaa
t aact gagag
ccaggatctg
caat cact gg
agaggcgaga
ggcaaat t ct
gaat aagaac
agat gaaatg
acaagaacac
ct acagaaca
attaccaaca
gaagaattga
at ggggeect t
agagt gaagt
t aat aagt aa
at gtt aagca
agaggaggag
gtttgattga
cagattacaa
t agaaaaaac
aaattggcaa
ctgaactctt
acaaactgta
gttgcttcga
cctatgatca
t caaact aag

tcatacttct

ES 2382446 T3

aat gaacact
gatctgecett
aggagt ggaa
ct caaaaggg
gccaccccaa
aggaagt gat
cagagagt ca
t aat ggaaca
gctcctgtca
aaggaaagac
gaccaagct a
gtcctttgta
ctttcattgg
cat agctcca
acaggt t gat
tttgcccttt
agagagtctg
gagaggcecta
t gggt ggt at
aagcacccaa
t aaccaacag
t gt gat aaac
agt agcaat g
cgaacgagt g
aatatttcac
cagcaagt ac
cagcggcet ac

ggccattgca

caaat cct gg
gggcatcatg
gtcgttaatg
aaaaggacag
t gt gaccaat
gtctgttate
ggcggaattg
accagt gcat
aacacagaca
ccagctctga
tat gggagtg
ccgagt ccag
ctgat act aa
gaccgtgcaa
gccaattgtg
cagaacat aa
ctgttggcaa
tttggtgcta
ggctt caggce
tcagcaattg
tttgagttaa
t ggaccagag
gagaat cagc
aagagacaac
aagtgtgatg
agggaagaag
aaagat gt ga

atgggccttg

tattcgctct
ccgt gt caaa
caact gaaac
ttgacctcgg
t cct agaat t
ct gggaaat t
acaaggagac
gt aggagat ¢
atgctgettt
t aat at gggg
gaaacaaact
gagcgagacc
accct aatga
gctttctgag
aaggagattg
at agcaggge
caggaat gaa
tagcgggttt
at caaaat gc
at caaat aac
t agacaacga
attccat gac
acacaattga
t gagagagaa
acgact gcat
caat acaaaa
tactttggtt
tcttcatatg

ggt ggcgage
cgggact aaa
ggt ggaacga
t caat gt gga
ttcggccgac
cgt gaat gaa
aatgggattc
aggatcttca
cccgcaaatg
gat ccaccat
gat aacagt t
acaagt gaat
cacggt cact
agggaagt cc
ct at cat agt
agt aggaaaa
gaatgttccce
cat t gaaaat
acaaggggag
agggaaatta
attcactgag
agaagt gt gg
t ct ggccgac
t gccgaagaa
ggccagt at t
t agaat acag
tagcttcggg
t gt gaagaat

ggaaacatgc ggtgcactat ttgtatataa gtttggaaaa acacccttgt ttctact

<210> 49
<211> 21
<212> ADN

18

20

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1737
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<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 49
aaggtttgat tgatgggtgg t

<210> 50
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50
ctatttggtg ctatagcgg

<210> 51
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51
ttcccgaaat cccaaa

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

tt caggcat ¢ aaaat gcaca ag

<210> 53
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 53
cagcaattqga tcaaataaca gg

<210> 54
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54

cggcttat ag aaaaaactaa cc

ES 2382446 T3
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<210> 55
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
accacccatc

<210> 56
<211> 44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 56

ES 2382446 T3

aatcaaacct tctatttggt gctatagcgg

tt caggcat ¢ aaaatgcaca agcctgttat ttgatcaatt gctg

<210> 57
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
ggttagtttt

<210> 58
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58
cccatccatt

<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
act gctgcag

ttctataage cg

ttcaatgaaa ¢

attacaaaag

20

40

44

22

21

20
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REIVINDICACIONES

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

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

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

(c) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4,y
(d) una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 10.

2. Conjunto de cebadores de oligonucledtido segun la reivindicacion 1, en el que el conjunto de cebadores internos
comprende los cebadores de oligonucledtido que comprenden las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 8 y 9.

3. Conjunto de cebadores de oligonucledtido segun la reivindicacion 2, que comprende ademas un conjunto de
cebadores de bucle que comprende cebadores de oligonucleétido que comprenden la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 11y 12.

4. Método para la deteccién de un virus de la gripe aviar H5, caracterizado porque comprende realizar una reaccion
de amplificacion de una regién de acido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un
conjunto de cebadores de oligonucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la reaccion
de amplificacién es un método de LAMP.

5. Método para el diagnédstico de gripe, caracterizado porque comprende detectar la amplificacion de una region de
acido nucleico diana de un virus de la gripe aviar H5 mediante el uso de un conjunto de cebadores de
oligonucleétido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y diagnosticar de ese modo la presencia o
ausencia de infeccion con el virus de la gripe aviar H5.

6. Kit para el diagnéstico de gripe, caracterizado porque comprende un conjunto de cebadores de oligonucleétido
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

21
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Fig.3
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Fig.4
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