OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 533 793
Gint. cl.;

C12Q 1/68 (2006.01)
C12N 15/11 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  28.11.2009 E 09851131 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 07.01.2015  EP 2496709

Tl'tulo: Procedimientos de deteccion de diana con cebador HDD

Prioridad: @ Titular/es:

07.11.2009 KR 20090107262 SEEGENE, INC. (100.0%)
8, 9F Taewon Bldg. 65-5, Bangi-dong Songpa-gu

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Seoul 138-050, KR
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

14.04.2015 CHUN, JONG YOON;
HWANG, IN TAEK y
LEE, YOUNG JO

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

ES 2533793 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2533793 T3

DESCRIPCION
Procedimientos de deteccion de diana con cebador HDD

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la deteccion de una secuencia de acido nucleico diana usando un cebador de
hibridacion y deteccion de dianas (HDD)

Descripcion de la técnica relacionada

Un proceso de amplificacién de acido nucleico diana esta implicado predominantemente en la mayoria de las
tecnologias para la deteccion de secuencias de acido nucleico diana. La amplificacion de acido nucleico es un
proceso fundamental para una amplia variedad de procedimientos en biologia molecular, de tal forma que se han
propuesto varios procedimientos de amplificacion. Por ejemplo, Miller, H. 1. y col., (WO 89/06700) amplificaron una
de secuencia de acido nucleico en base a la hibridacién de una secuencia cebadora/promotora a un ADN
monocatenario ("ssADN") diana, seguido de transcripcién de muchas copias de ARN de la secuencia. Otros
procedimientos de amplificacion de acido nucleico conocidos incluyen sistemas de amplificacion basados en la
transcripcion (Kwoh, D. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86:1173(1989); y Gingeras TR. y col., WO 88/10315).

El proceso mas predominante para la amplificacion de acidos nucleicos conocido como reaccion en cadena de la
polimerasa (en lo sucesivo denominado en el presente documento “PCR”) se basa en ciclos repetidos de
desnaturalizacion de ADN bicatenario seguido de hibridacion del cebador oligonucleotidico al molde de ADN vy
extension del cebador mediante una ADN polimerasa (Mullis y col., patentes de EE.UU. N° 4.683.195, 4.683.202, Y
4.800.159; Saiki et al., (1985) Science 230, 1350 - 1354).

Las técnicas basadas en PCR se han usado ampliamente, no solo para la amplificacion de una secuencia de ADN
diana sino también para aplicaciones cientificas o procedimientos en los campos de investigacion biologica y
médica, tal como PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR de expresion diferencial (DD-PCR), clonacion de
genes conocidos o desconocidos mediante PCR, amplificacion rapida de los extremos ADNc (RACE), PCR con
cebado arbitrario (AP-PCR), PCR multiplexada, tipado del genoma de SNP y analisis genémico basado en PCR
(McPherson y Moller, (2000) PCR. BIOS Scientific Publishers, Springer-Verlag New York Berlin Heidelberg, NY).

A continuacioén, se resumen procedimientos para detectar acidos nucleicos diana basados en la amplificacion de
acidos nucleicos propuesta hasta ahora, del siguiente modo:

1. Procedimiento de deteccion post-PCR

El procedimiento post-PCR que normalmente es heterogéneo implica amplificacion de acido nucleico y, después,
deteccion de los productos amplificados para analizar la secuencia del acido nucleico diana. El procedimiento de
deteccién post-PCR convencional requiere separar los productos amplificados en base a un diferencial de tamaiio,
que normalmente se consigue mediante el uso de electroforesis en gel, o a través de la inmovilizacién del producto.
No obstante, el proceso de separacion produce problemas serios, tales como contaminacion de arrastre y bajo
rendimiento.

2. Procedimientos de deteccién en tiempo real

Para superar los problemas del procedimiento post-PCR se sugirié un procedimiento de PCR en tiempo real para
detectar los productos amplificados de un modo en tiempo real y con ausencia de contaminantes, lo que perite
analizar de forma cuantitativa las secuencias del acido nucleico diana.

2.1 Procedimientos que usan reacciones de hibridacion y extension

2.1.1 Procedimiento con cebadores Sunrise

Este procedimiento usa cebadores de tipo Sunrise que forman bucles en horquilla en sus extremos 5’ para acercar
un par de fluoréforo e inactivador de modo que se garantiza una baja fluorescencia. Cuando estos cebadores se
incorporan en un producto de PCR, las colas se convierten en bicatenarias y la horquilla se desenreda, lo que hace
que la fluorescencia aumente (Nazarenko et al, 2516 - 2521 Nucleic Acids Research, 1997, v. 25 N° 12 y patente de
EE.UU. N° 6.117.635). No obstante, el procedimiento con cebadores Sunrise es muy inconveniente en cuanto a que
los cebadores estan disefiados de un modo muy elaborado para que contengan una secuencia complementaria a las
secuencias del acido nucleico diana y una secuencia capaz de formar bucles de horquilla en sus extremos 5’.

2.1.2 Procedimiento del cebador en cola (procedimiento del cebador Scorpion)

Este procedimiento usa un cebador con cola (cebador Scorpion) y un sistema de sefializacion integrado El cebador
tiene una region de union al molde y la cola que comprende un enlazador y una regién de union a la diana. La region
de unién a la diana hibrida con una secuencia complementaria en un producto de extension del cebador. Después,
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este acontecimiento de hibridacién especifica de diana se acopla a un sistema de sefializacién en el que la
hibridaciéon conduce a un cambio detectable. El enlazador en el cebador con cola impide la copia de la cadena
mediada por la polimerasa de la regiéon de cola del molde del cebador (Whitcombe y col., 804 - 807, Nature
Biotechnology v.17 AUGUST 1999 y patente de EE.UU. N° 6.326.145). Como el procedimiento del cebador Sunrise,
este cebador con cola también tiene una dificultad por el disefio y sintesis de los cebadores debido a la
incorporacion de un enlazador para generar sefiales dependientes de amplicon y una region de unién a la diana que
puede hibridar con un producto de extensiéon del cebador en un cebador.

2.2 Procedimientos que usan reacciones de hibridacion

2.2.1 Procedimiento con balizas moleculares

Las balizas moleculares contienen pigmentos fluorescentes y de inactivacion, pero solo se produce FRET
(transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) cuando el pigmento inactivador es directamente
adyacente al pigmento fluorescente. Las balizas moleculares estan disefiadas para adoptar una estructura de
horquilla cuando estan libres en solucion de modo que hace que ambos pigmentos se acerquen considerablemente.
Cuando una baliza molecular hibrida con una diana se separan los pigmentos fluorescente e inactivador. La FRET
no se produce y el pigmento fluorescente emite luz tras la irradiacion (Indian J Med Res 124: 385 - 398(2006) y
Tyagi y col., Nature Biotechnology v.14 MARCH 1996).

No obstante, hay algunos inconvenientes en el procedimiento con balizas moleculares.

En primer lugar, las dos repeticiones invertidas de la estructura en horquilla deben tener homodlogos
complementarios en el acido nucleico diana, que a su vez requiere la presencia de repeticiones invertidas en la
diana también, una condicién que normalmente no se cumple.

En segundo lugar, la T, de la porcion en bucle de la estructura en horquilla con una secuencia de acido nucleico
complementaria y la Tm de la porcidn principal tiene que equilibrarse cuidadosamente con respecto a la temperatura
del ensayo para permitir el desplegamiento especifico de la sonda en horquilla en presencia de la diana sin un
desplegamiento inespecifico.

Por ultimo, este procedimiento demanda cebadores adicionales para amplificar las secuencias de acidos nucleicos
diana.

2.2.2 Procedimientos de sondas de hibridacion

Este procedimiento usa cuatro oligonucleétidos: dos cebadores y dos sondas. Las sondas de hibridacién tienen un
Unico marcador, uno con un fluoréforo donante y uno con un fluoréforo aceptor. La secuencia de las dos sondas se
selecciona de forma que pueden hibridar con las secuencias diana en una disposicién cabeza-cola, acercando
mucho los pigmentos TOW, lo que permite que se produzca la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET). El pigmento aceptor en una de las sondas transfiere energia, lo que permite que el otro disipe
fluorescencia a una longitud de onda diferente. La cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de ADN diana generada durante el proceso de PCR (385 - 398, Indian J Med Res 124, articulo de revision,
octubre 2006 y 303 - 308, y Bernad y col., 147 - 148 Clin Chem 2000; 46).

No obstante, este procedimiento no lo puede adoptar la deteccidon multiplexada y requiere cebadores adicionales
para amplificar la secuencias del acido nucleico diana.

2.3 Procedimientos que usan hibridacién y actividad nucleasa

2.3.1 Procedimiento con la sonda TagMan (actividad nucleasa 5' a 3')

Las sondas TagMan estan disefiadas para hibridar con una region interna de un producto de PCR. Durante la PCR,
cuando la polimerasa replica un molde sobre el que se ha unido una sonda TagMan, la actividad exonucleasa 5’ de
la polimerasa escinde la sonda. Esto separa los pigmentos fluorescente e inactivador y no se sigue produciendo la
FRET (385 - 398, Indian J Med Res 124, articulo de revisién, octubre de 2006 and 303 - 308, patente de EE.UU. N°
5.210.015).

No obstante, este procedimiento esta limitado en el sentido en que emplea tres oligonucleétidos (una sonda con
marcador doble y dos cebadores). Esto complica seriamente el disefio y la sintesis de la sonda y la optimizacion de
la condicion de la reaccion.

2.3.2. Procedimiento con cebador marcado (actividad nucleasa 3' a 5)

Este procedimiento usa un cebador marcado con apareamiento erréneo deliberado en al menos un nucleétido en el
extremo 3’ del cebador. El cebador marcado se incuba con una muestra en condiciones suficientes para permitir la
hibridacion y dicha muestra se expone después a la acido nucleico polimerasa que tiene actividad correctora de 3’ a
5’, de modo que se libera dicho marcador o parte del sistema marcador (patente de EE.UU. N° 6.248.526).

No obstante, el cebador de apareamiento incorrecto debe disefiarse de forma intrincada de modo que contenga un
3
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nucleétido de apareamiento erréneo en su extremo 3. Para empeorar las cosas, es probable que el cebador de
apareamiento errobneo genere sefiales falsos positivos por la actividad correctora de 3’ a 5, incluso cuando el
extremo 3’ se aparea errébneamente con secuencias no diana.

Como se ha descrito anteriormente, la mayoria de los procedimientos de deteccién de diana convencionales
desarrollados hasta ahora tiene inconvenientes intrinsecos que se consideran dificiles de superar.

De acuerdo con lo anterior, desde hace tiempo existe la necesidad de un nuevo abordaje para detectar secuencias
de acido nucleico diana de un modo mas rentable y eficaz en cuanto al tiempo y la técnica.

A lo largo de esta solicitud se mencionan varias patentes y publicaciones y se proporcionan citas entre paréntesis.
La divulgacion de estas patentes y publicaciones en su totalidad se incorporan en el presente documento por
referencia en esta solicitud con el fin de describir mas completamente la presente invencion y la técnica actual a la
que pertenece la presente invencion.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han realizado intensas investigaciones para superar los inconvenientes asociados con
tecnologias convencionales para la deteccion de secuencias de acido nucleico diana. Los presentes inventores han
concebido nuevos cebadores analiticos-funcionales con una funciéon de vigilancia doble, es decir como sonda y
como cebador, y, a su vez, han construido varios protocolos usando los cebadores para la deteccidon de secuencias
de acido nucleico diana. Como resultado, los inventores han verificado que los nuevos protocolos o procesos
exhiben un funcionamiento plausible en la deteccién de secuencias de acido nucleico diana, entre otros deteccion en
tiempo real, y producen sefiales que indican una secuencia de acido nucleico diana de un modo mucho mas fuerte y
mas rapido.

El descubrimiento clave de los presentes inventores es que cuando un cebador hibridaba con una secuencia de
acido nucleico diana entra en contacto con una acido nucleico polimerasa dependiente del molde que tiene una
actividad nucleasa de 5’ a 3’ en condiciones para la reaccion de escision en 5’ y la reaccién de extension en 3’ del
cebador mediante la acido nucleico polimerasa dependiente del molde, su extremo 3’ se extiende y su porcion
terminal en 5 también se escinde, que es la base que dirige la presente invencion. En base a estos hallazgos y
descubrimientos, cuando un marcador que genera una sefal detectable se ha incorporado en un cebador para
generar amplicones en las reacciones de PCR, se ha encontrado que se genera una sefial durante las reacciones de
PCR en tiempo real. Esta solicitud ha resultado mas eficiente en la detecciéon de dianas que los procedimientos
existentes en los que se requieren sondas adicionales o modificacién de cebadores. El cebador marcado de la
presente invenciéon no solo puede proporcionar una herramienta flexible e incomparablemente potente para la
deteccion eficaz de las secuencias de acido nucleico diana, sino que también hacen que el proceso de desarrollo de
los ensayos de PCR en tiempo real sea mas sencillo, mas corto y mas econémico.

En consecuencia, es un objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento para detectar una secuencia
de acido nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reaccion de escisiéon en 5’ y una
reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y deteccién de la diana (cebador HDD).

Es otro objeto de la presente invencidon proporcionar un procedimiento para detectar una secuencia de acido
nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) asociada con una reaccion de escision en 5’ y una reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y
deteccion de la diana (cebador HDD).

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar un kit para detectar una secuencia de acido nucleico diana de
un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reaccién de escision en 5’ y una reaccion de extension en 3'
de un cebador de hibridacion y deteccién de la diana (cebador HDD).

Otros objetos y ventajas de la presente invencién se pondran de manifiesto a partir de la descripcion detallada
siguiente, junto con las reivindicaciones y figuras adjuntas.

Este objeto se ha alcanzado con los procedimientos y kits de acuerdo con las reivindicaciones independientes.
Realizaciones preferidas son el resultado de las subreivindicaciones

Breve descripcion de las figuras

Los principios basicos de la presente invencion se resumen en las FIG. 1 - 4.

La FIG. 1 muestra las etapas esquematicas implicadas en un ensayo para detectar una secuencia de acido
nucleico diana usando la reaccion escision en 5' y la reaccion de extension en 3' de un cebador HDD mediante
una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una actividad nucleasa de 5 a 3’. La FIG. 1A
muestra el uso del cebador HDD que tiene una estructura convencional para la deteccién de una secuencia de
acido nucleico diana. La FIG. 1B muestra el uso del cebador HDD que tiene una estructura de oligonucleétido de
cebado doble (OCD) para la especificidad de hibridacion del cebador en la deteccidon de una secuencia de acido
nucleico diana.
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La FIG. 2 muestra una representacion esquematica para un ensayo de amplificacion de sefal en tiempo real
para detectar una secuencia de acido nucleico diana sin la amplificacién de la secuencia de acido nucleico diana
usando la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de extension en 3’ de un cebador HDD mediante una acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3. La FIG. 2A muestra el
uso del cebador HDD que tiene una estructura convencional para la deteccion de una secuencia de acido
nucleico diana. La FIG. 2B muestra el uso del cebador HDD que tiene una estructura de oligonucleétido de
cebado doble (OCD) para la especificidad de hibridacién del cebador en la deteccidon de una secuencia de acido
nucleico diana.

La FIG. 3 muestra una representacion esquematica para la amplificacién en tiempo real de un acido nucleico
diana y la sefial durante una PCR en tiempo real usando un cebador HDD de la presente invencién. La FIG. 3A
muestra el uso del cebador HDD que tiene una estructura convencional para una amplificaciéon por PCR en
tiempo real. La FIG. 3B muestra el uso del cebador HDD que tiene una estructura de oligonucleétido de cebado
doble (OCD) para la especificidad de hibridacion del cebador en una amplificacion por PCR en tiempo real.

La FIG. 4 muestra una representacion esquematica de diversas combinaciones de cebadores de HDD en una
amplificacién por PCR en tiempo real. La FIG. 4A muestra el uso del cebador HDD como cebador directo,
cebador inverso o ambos. La FIG. 4B muestra el uso de una sonda marcada combinada con un cebador HDD
como cebador directo, cebador inverso o ambos. La FIG. 4C muestra el uso del cebador HDD como cebador
directo combinado con un cebador HDD adicional como cebador en direcciéon 5, cebador inverso o ambos. La
FIG. 4D muestra el uso de un cebador interno combinado con un cebador HDD como cebador directo, cebador
inverso o ambos.

La FIG. 5 muestra la deteccion de una secuencia de acido nucleico diana usando un cebador HDD de la
presente invencion y una ADN polimerasa Tagq sin la repeticion de la desnaturalizacion, la hibridacion, la escision
y la extensioén a un intervalo de tiempo predeterminado.

La FIG. 6 muestra los resultados de la amplificacion de sefial en tiempo real usando un cebador HDD y una ADN
polimerasa Taq con la repeticion de la desnaturalizacion, la hibridacion, la escision y la extension a diversas
concentraciones de dNTP.

La FIG. 7 muestra la comparacion de un cebador HDD y una sonda marcada en la amplificacion por PCR en
tiempo real para el gen de Streptococcus pneumoniae (SP). La FIG. 7A muestra los resultados de la
amplificacion por PCR en tiempo real. La FIG. 7B es una fotografia de un gel de agarosa que muestra los
resultados de la amplificacién por PCR en tiempo real.

La FIG. 8 muestra la comparacion de un cebador HDD y una sonda marcada en la amplificacion por PCR en
tiempo real para el gen de Neisseria meningitides (NM). La FIG. 8A muestra los resultados de la amplificacion
por PCR en tiempo real. La FIG. 8B es una fotografia de un gel de agarosa que muestra los resultados de la
amplificaciéon por PCR en tiempo real.

La FIG. 9 muestra la especificidad de la PCR en tiempo real para el gen de Strepfococcus pneumoniae (SP)
usando un cebador HDD como cebador directo en la amplificacion por PCR en tiempo real.

La FIG. 10 muestra la especificidad de la PCR en tiempo real para el gen de Neisseria meningitides (NM) usando
un cebador HDD como cebador directo en la amplificacion por PCR en tiempo real.

La FIG. 11 muestra la sensibilidad de la PCR en tiempo real para el gen de Strepfococcus pneumoniae (SP)
usando un cebador HDD como cebador directo en la amplificacion por PCR en tiempo real.

La FIG. 12 muestra la sensibilidad de la PCR en tiempo real para el gen de Neisseria meningitides (NM) usando
un cebador HDD como cebador directo en la amplificacion por PCR en tiempo real.

La FIG. 13 muestra la especificidad de la PCR en tiempo real para el gen de Streptococcus pneumoniae (SP)
usando un cebador HDD como cebador directo en la amplificacion por PCR en tiempo real anidada.

La FIG. 14 muestra la sensibilidad de la PCR en tiempo real para el gen de Strepfococcus pneumoniae (SP)
usando un cebador HDD como cebador directo en la amplificacién por PCR en tiempo real anidada.

La FIG. 15 muestra los resultados usando un cebador HDD como cebador directo, cebador inverso o ambos en
la amplificacién por PCR a tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

La FIG. 16 muestra los resultados usando la sonda marcada combinada con un cebador HDD como cebador
directo, cebador inverso o ambos en la amplificacion por PCR a tiempo real para el gen de Neisseria
gonorrhoeae (NG).

La FIG. 17 muestra los resultados usando un cebador HDD como cebador directo combinado con un cebador
HDD adicional como cebador en direccién 5’, cebador inverso o ambos en la amplificacién por PCR a tiempo real
para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).
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La FIG. 18 muestra los resultados usando el cebador interno combinado con un cebador HDD como cebador
directo, cebador inverso o ambos en la amplificacion por PCR a tiempo real para el gen de Neisseria
gonorrhoeae (NG).

La FIG. 19 muestra la comparacion de procedimientos usando un cebador HDD y la sonda TagMan en la
amplificacion por PCR en tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

Descripcion detallada de la presente invenciéon

La presente invencion esta dirigida a un nuevo procedimiento para detector una secuencia de acido nucleico diana
usando un cebador con un marcador y una actividad nucleasa 5’ a 3’ de una acido nucleico polimerasa dependiente
de molde. Especificamente, la presente invencion se refiere a una propuesta plausible para detectar una secuencia
de acido nucleico diana de una forma en tiempo real.

El cebador marcado denominado cebador de deteccion e hibridacion de diana (cebador HDD) hibrida con una
secuencia de acido nucleico diana y después se extiende para sintetizar una secuencia complementaria de la
secuencia de acido nucleico diana y escindir para liberar el marcador del cebador, generando de este modo una
sefal indicativa de la presencia de la secuencia del acido nucleico diana. En otras palabras, el cebador HDD sufre la
reaccion de escision en 5'y la reaccion de extension en 3'.

Los presentes inventores han descubierto que cuando el cebador HDD que tiene un sistema de marcaje interactivo
que contiene una molécula indicadora fluorescente y una molécula inactivadota hibrida con una secuencia de acido
nucleico diana y después se incuba con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una
actividad nucleasa de 5" a 3', el marcador (fragmento marcado) se libera del cebador HDD para generar una sefial
que indica la presencia de una secuencia de acido nucleico diana.

Adicionalmente, los presentes inventores han descubierto que la extensién en el extremo 3’ del cebador HDD
garantiza mucha menos variacion en la intensidad de la sefial con respecto al cambio de la temperatura de reaccion,
lo que conduce a razonar que se podrian obtener resultados de sefial mas fiables y estables mediante la extension
en el extremo 3’ del cebador HDD con poca o ninguna influencia sobre la sefial tras el cambio de temperatura de la
reaccion. Ademas de esto, el cebador HDD también puede servir como cebador de amplificacién en el presente
procedimiento de forma que la secuencia del acido nucleico diana se amplifica junto con la amplificacion de la sefal.

De acuerdo con la presente invencion, las secuencias de acido nucleico diana podrian detectarse de un modo en
tiempo real con una eficiencia y fiabilidad espectacularmente potenciadas usando los cebadores marcados y la
actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde. Segun el saber y entender de
los inventores, estos hallazgos cientificos y estrategias tecnolégicas han sido propuestos por primera vez por los
presentes inventores.

La reaccion de extension en 3’ es responsable de la estabilizacién de la hibridacion del cebador HDD con la
secuencia del acido nucleico diana y mucha menos variacion en la intensidad de la sefial con respecto al cambio de
la temperatura de reaccion.

En base a los hallazgos de los inventores descritos en lo que antecede, se propone un procedimiento general de la
presente invencion del siguiente modo: Un cebador marcado mediante procedimientos convencionales y una acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una actividad nucleasa en 5’ a 3’ se incuban con una muestra
que contiene una secuencia de acido nucleico diana, tal como se inducen una reaccion de extension en 3’ y una
reaccion de escision en 4' del cebador para inducir la liberaciéon de un marcador desde el cebador, dando, por ultimo,
una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con la presente invencién, un marcador interactivo como los marcadores que se usan en el fenémeno
FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) permite detectar convenientemente la secuencia
del acido nucleico diana de un modo en tiempo real.

Adicionalmente, la repeticidon de dos etapas sucesivas, es decir hibridacién del cebador con la secuencia de acido
nucleico diana e incubacion con la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa
de 5' a 3' permite la amplificacion de la sefial para la secuencia de acido nucleico diana. Por tanto, la amplificacion
de la sefial contribuye significativamente a la elevacion de la sensibilidad de la deteccion de la diana.

Cuando el cebador HDD se usa junto con un cebador homoélogo capaz de amplificar la diana en la presente
invencion, la amplificacion de la sefial asi como la amplificacion de la secuencia diana se consiguen de forma
simultanea, lo que proporciona con éxito un procedimiento de ensayo homogéneo.

El procedimiento de ensayo homogéneo de la presente invencion es claramente diferente de los procedimientos
convencionales desarrollados hasta ahora.

Como los procedimientos que usan cebadores marcados para la deteccidon de la diana, se propusieron el
procedimiento Sunrise (Nazarenko y col., 2516 - 2521 Nucleic Acids Research, 1997, v.25 n°® 12, y la patente de
EE.UU. N° 6.117.635) y el procedimiento Scorpion (Whitcombe y col., 804 - 807, Nature Biotechnology v.17
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AUGUST 1999 y la patente de EE.UU. N° 6.326.145). Estos procedimientos generan sefiales indicativas de la diana
mediante Unicamente extension del cebador y no usan la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de las acido nucleico
polimerasas; no obstante, esta actividad nucleasa es responsable de la generacién de la sefal en el presente
procedimiento. Dicha diferencia en el mecanismo de la generacion de la sefial permite a la presente invencion
detectar mas facilmente una secuencia de acido nucleico diana incluso sin uso de cebadores con una estructura
compleja necesaria para los procedimientos existentes.

La patente de EE.UU. N° 6.248.526 divulga un procedimiento de deteccion de la diana usando cebadores marcados
y acido nucleico polimerasas. Este procedimiento usa la actividad correctora 3' a 5 de las acido nucleico
polimerasas para escindir la porcion del extremo 3’ de los cebadores marcados para la generacion de la sefial. En
resumen, el procedimiento convencional usa una actividad nucleasa diferente del presente procedimiento. En el
caso del uso de la actividad nucleasa correctora de 3’ a 5’ de las acido nucleico polimerasas, supone un problema
disefiar cebadores hibridables con la diana que portan un apareamiento erréneo en el extremo 3’. Cuando el
cebador hibrida con una secuencia no diana a excepcion de su secuencia de apareamiento erréneo en el extremo 3,
la secuencia de apareamiento erréneo se escinde mediante la actividad correctora de la nucleasa de 3’ a 5’ para
generar sefiales falsas positivas. No obstante, la presente invencion no necesita una secuencia de apareamiento
erroneo y, por tanto, carece de los problemas del procedimiento convencional.

EL procedimiento de la sonda TagMan que usa la actividad nucleasa de 5" a 3’ de las acido nucleico polimerasas se
usa predominantemente en la técnica para la detecciéon de dianas (patente de EE.UU. N° 5.210.015). El
procedimiento requiere sondas marcadas y cebadores en direccion 5’ para la generacion de sefial indicativa de la
diana.

La tecnologia de la sonda TagMan sugiere dos abordajes para la generacion de la sefial: escision dependiente de la
polimerizacién y escision independiente de la polimerizacion. En la escision dependiente de la polimerizacion, la
extension del cebador en direccién 5’ debe producirse antes de que una acido nucleico polimerasa se encuentre con
el extremo 5’ de la sonda marcada. A medida que la reacciéon de extension continla, la polimerasa escinde
progresivamente el extremo 5’ de la sonda marcada. En la escision independiente de la polimerizacion, el cebador
en direcciéon 5’ y la sonda marcada hibridan con un acido nucleico diana en proximidad estrecha de forma que la
union de la acido nucleico polimerasa al extremo 3’ del cebador en direccién 5’ lo pone en contacto con el extremo 5’
de la sonda marcada para liberar el marcador. Como se ha descrito en lo que antecede, la tecnologia de la sonda
TagMan no solo demanda sondas marcadas sino también cebadores en direccion 5 para la generacion de sefial.
Las sondas marcadas no estan implicadas en la amplificacion de la diana.

Al contrario que la tecnologia de la sonda TagMan, la presente invencion usa la actividad nucleasa 5' a 3' de las
acido nucleico polimerasas de un modo independiente para la generacion de la sefal, en la que la actividad
nucleasa 5' a 3' exhibe su actividad nucleolitica sin ayuda de otras actividades (por ejemplo, actividad de
polimerizacion) y otros aditivos (por ejemplo, cebadores en direccion 5°). La presente invenciéon une marcadores a
cebadores no a sondas como la tecnologia de sonda TagMan.

Los presentes inventores han realizado intensas investigaciones para superar los inconvenientes asociados con
tecnologias convencionales para la deteccién de secuencias de acido nucleico diana. Los presentes inventores han
concebido nuevos cebadores analiticos-funcionales con una funciéon de vigilancia doble, es decir como sonda y
como cebador, y, a su vez, han construido varios protocolos usando los oligonucledtidos para la deteccion de
secuencias de acido nucleico diana. Como resultado, los inventores han verificado que los nuevos protocolos o
procesos exhiben un funcionamiento plausible en la detecciéon de secuencias de acido nucleico diana, entre otros
deteccion en tiempo real, y producen sefiales que indican una secuencia de acido nucleico diana de un modo mucho
mas fuerte y mas rapido.

El descubrimiento clave de los presentes inventores es que cuando un cebador hibridaba con una secuencia de
acido nucleico diana entra en contacto con una acido nucleico polimerasa dependiente del molde que tiene una
actividad nucleasa de 5’ a 3’ en condiciones para la reacciéon de escision en 5’ y la reaccion de extension en 3’ del
cebador mediante la acido nucleico polimerasa dependiente del molde, su extremo 3’ se extiende y su porcion
terminal en 5 también se escinde, que es la base que dirige la presente invencion. En base a estos hallazgos y
descubrimientos, cuando un marcador que genera una sefal detectable se ha incorporado en un cebador para
generar amplicones en las reacciones de PCR, se ha encontrado que se genera una sefial durante las reacciones de
PCR en tiempo real. Esta solicitud ha resultado mas eficiente en la deteccidon de dianas que los procedimientos
existentes en los que se requieren sondas adicionales o modificacién de cebadores. El cebador marcado de la
presente invencion no solo puede proporcionar una herramienta flexible e incomparablemente potente para la
deteccion eficaz de las secuencias de acido nucleico diana, sino que también hacen que el proceso de desarrollo de
los ensayos de PCR en tiempo real sea mas sencillo, mas corto y mas econémico.

En un aspecto de la presente invenciéon se proporciona un procedimiento para detectar una secuencia de acido
nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reaccién de escisién en 5’ y una reaccion
de extension en 3' de un cebador de hibridacién y deteccion de la diana (cebador HDD), que comprende la etapa de:
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(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD, en el que el cebador HDD comprende (i)
hibridar una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador
0 un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detector la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con la presente invencion, el oligonucledtido que va a hibridar con una secuencia de acido nucleico
diana muestra una funcion doble tras la hibridaciéon con una secuencia de acido nucleico diana: una primera funcién,
sintesis de la secuencia complementaria; una segunda funcién, generacion de sefiales que indican una secuencia
de acido nucleico diana.

Por tanto, el oligonucleétido se denomina un “cebador de hibridacion y deteccién de dianas” (cebador HDD) y el
presente procedimiento denominado “Ensayo de deteccion de la diana con el cebador HDD”.

De acuerdo con la presente invencion, primero se hibrida una secuencia de acido nucleico diana con el cebador
HDD.

La expresion usada en el presente documento “acido nucleico diana”, "secuencia de acido nucleico diana” o
“secuencia diana” hace referencia a una secuencia de acido nucleico de interés para deteccién que hibrida con un
cebador o sonda en condiciones de hibridacién o amplificacion.

El término “cebador”, como se usa en el presente documento se refiere a un oligonucleétido, que es capaz de actuar
como punto de inicio de la sintesis cuando se introduce en las condiciones en las que la sintesis de un producto de
extension del cebador, que es complementario a una hebra de acido nucleico (molde), se induce, es decir, en
presencia de nucleétidos y un agente para polimerizacion, tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH
adecuados. Preferentemente, el dejador es monocatenario para una maxima eficiencia en la amplificacion.
Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador de la presente invencion puede estar
compuesto por dNMP de origen natural (es decir, dAMP, dGM, dCMP y dTMP), nucléotidos modificados o
nucleétidos no naturales. El cebador también puede incluir ribonucleétidos.

El cebador debe ser lo bastante largo como para cebar la sintesis de los productos de extensién en presencia del
agente para la polimerizacion. La longitud exacta de los cebadores dependera de muchos factores, incluidos la
temperatura, la aplicacion y la fuente del cebador. El término “anealeacion” o “cebado” como se usa en el presente
documento hace referencia a la yuxtaposicion de un oligodesoxinucleétido o acido nucleico a un acido nucleico
molde, de modo que la yuxtaposicion permite que la polimerasa polimerice los nucleétidos en una molécula de acido
nucleico que es complementaria al acido nucleico molde o una porcién del mismo.

El término usado “hibridar’ usado en el presente documento hace referencia a la formacién de un acido nucleico
bicatenario a partir de acidos nucleicos monocatenarios complementarios. No existe una distincion prevista entre los
términos “renaturalizar” e “hibridar”, y estos términos se usaran de forma intercambiable.

La expresion “cebador HDD” usada en el presente documento significa un cebador en el que la hibridacion con la
secuencia de acido nucleico diana induce la producciéon de una secuencia complementaria del acido nucleico diana y
su porcioén terminal en 5’ se escinde por accién de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una
actividad nucleasa de 5’ a 3'.

La expresion usada en el presente documento "cebador directo" significa un cebador complementario a una hebra
de una secuencia de acido nucleico alineada en una direccion de 3' a 5'. El cebador inverso tiene una secuencia
complementaria a la otra hebra de la secuencia de acido nucleico.

El término usado en el presente documento “cebador en direccién ascendente” hace referencia a un cebador que va
a hibridar con un sitio ascendente de un sitio hibridado de un cebador de interés y tiene la misma orientacion que el
cebador de interés.

El término usado en el presente documento “cebador en direccion descendente” hace referencia a un cebador que
va a hibridar con un sitio descendente de un sitio hibridado de un cebador de interés y tiene la misma orientacion
que el cebador de interés.

El cebador HDD comprende (i) una secuencia nucleotidica de hibridacion complementaria a la secuencia de acido
nucleico diana vy (ii) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores. El
término “complementario/a” se usa en el presente documento para indicar que los cebadores o sondas son
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suficientemente complementarios como para hibridar de forma selectiva con una secuencia de acido nucleico diana
en las condiciones de hibridacion designadas o condiciones rigurosas, y abarca las expresiones “sustancialmente
complementario/a” y “perfectamente complementario/a”, preferentemente perfectamente complementario/a.

De acuerdo con una realizacion preferida, el extremo 5’ o una porcién terminal en 5 del cebador HDD tiene una
perfectamente complementaria a la secuencia de acido nucleico diana.

”

La expresion usada en el presente documento “porcién terminal en 5 junto con el cebador HDD hace referencia a
una porcioén o region que comprende secuencias consecutivas de cualquier longitud desde el extremo 5’ del cebador
HDD. Preferentemente, la porcién terminal en 5 del cebador HDD esta compuesta por una secuencia que
comprende 1 - 10 nucledtidos (mas preferentemente, 1 - 5 nucleétidos, todavia mas preferentemente 1 - 3
nucleétidos) desde su extremo 5'.

El marcador que genera una sefial detectable Util en la presente invencion incluye cualquier marcador conocido por
un experto en la técnica. La mayoria de los marcadores estd compuesta por una Unica molécula o un Unico
marcador atémico; no obstante, algunos marcadores (por ejemplo, sistema marcador interactivo) compuestos por al
menos dos o mas moléculas o atomos marcadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, el cebador HDD comprende al menos un marcador en su porcién terminal
en 5’ (mas preferentemente, cualquier sitio de una secuencia que comprende 1 - 10 nucleétidos desde su extremo
5’, todavia mas preferentemente, cualquier sitio de una secuencia que comprende 1 - 5 nucleétidos desde su
extremo 5', todavia mucho mas preferentemente, cualquier sitio de una secuencia que comprende 1 - 3 nucleétidos
desde su extremo 5’). Lo mas preferentemente, el cebador HDD comprende al menos un marcador en su extremo 5'.

Cuando la actividad nucleasa 5' a 3' de las acido nucleico polimerasas dependientes de molde es una actividad
exonucleasa de 5' a 3', el marcador unido al extremo 5’ del cebador HDD puede ser escindido por la actividad
exonucleasa. Cuando la actividad nucleasa 5' a 3' de las acido nucleico polimerasas dependientes de molde es una
actividad endonucleasa de 5' a 3', el marcador unido a un sitio alejado 1 — 3 nucleétido del extremo 5’ del cebador
HDD puede ser escindido por la actividad endonucleasa.

Uno o mas marcadores (preferentemente un marcador) pueden estar unidos a su porcion en el extremo 5’ del
cebador HDD, a excepcion del sistema marcador interactivo que contiene al menos dos moléculas indicadoras. Por
ejemplo, en el caso de usar el sistema marcador interactivo compuesto por un par de una molécula donante y una
molécula aceptora, un miembro del par se puede unir a la porcidn del extremo 5’ del cebador HDD y el otro miembro
a cualquier sitio del cebador HDD siempre que se produzca una transferencia de energia entre dos moléculas.

De acuerdo con una realizacion preferida, el marcador que genera la sefial detectable es un marcador quimico, un
marcador enzimatico, un marcador radiactivo, un marcador fluorescente, un marcador luminiscente, un marcador
quimioluminiscente o un marcador metalico (por ejemplo, oro).

El marcador quimico incluye biotina. La especificidad de unién de la biotina a estreptavidina (o avidina) permite la
generacion de una sefal indirecta indicativa de secuencias de acido nucleico diana.

El marcador enzimatica incluye fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, B-glucosidasa, luciferasa, citocromo Paso y
peroxidasa de rabano. Usando sustratos para los marcadores enzimaticos se puede obtener la sefial indicativa de
las secuencias de acido nucleico diana. Cuando se usa fosfatasa alcalina, se puede usar bromocloroindolilfosfato
(BCIP), azul de nitrotetrazolio (NBT) o ECF como sustrato para las reacciones de desarrollo de color; en el caso de
usar peroxidasa se rabano, se pueden usar cloronaftol, aminoetilcarbazol, diaminobencidina, D-luciferina, lucigenina
(nitrato de bis-N-metilacridinio), resorufina, éter bencilico, luminol, reactivo Amplex Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina), HYR (p-fenilendiamina-HCI y pirocatecol), TMB (3,3,5,5-tetrametilbencidina), ABTS (2,2-azin-
di[3-etilbenctiazolina sulfonato]), o-fenilendiamina (OPD) o naftol/pironina como sustrato; y en el caso de usar
glucosa oxidasa, se pueden usar t-NBT (azul de nitrotetrazolio) o m-PMS (metosulfato de fenzaina) como sustrato.

El marcador radiaoctivo incluye C14, I125, p32 y s%.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién, el marcador unido al cebador HDD es un Unico
marcador capaz de proporcionar una sefial en tiempo real. Por ejemplo, el marcador uUnico es quelato de terbio
fluorescente (Nurmi y col., Nucleic Acids Research, 2000, Vol. 28 N° 8). Nurmi y col., divulgan que el marcador emite
niveles bajos de fluorescencia en una forma unida a la sonda, pero cuando el marcador se libera del duplex sonda-
molde mediante la actividad nucleolitica 5’ a 3’, la sefial de fluorescencia se potencia. Por tanto, el quelato de terbio
fluorescente permite la deteccién de la diana en tiempo real, incluso cuando un Unico marcador esta unido a una
sonda o al cebador HDD para la presente invencion.

El sistema marcador interactivo es un sistema de generacion de sefial en el que la energia se pasa de forma no
radiactiva entre una molécula donante y una molécula aceptora.

Como representativo del sistema marcador interactivo, el sistema marcador de FRET (transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia) incluye una molécula indicadora fluorescente (molécula donante) y una molécula
inactivadota (molécula aceptora). En la FRET, el donante de energia es fluorescente, pero el aceptor de energia
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puede ser fluorescente o no fluorescente.

En otra forma de sistemas marcadores interactivos, el donante de energia es no fluorescente, por ejemplo un
cromoforo y el aceptor de energia es fluorescente. En otra forma mas de sistemas marcadores interactivos, el
donante de energia es luminiscente, por ejemplo bioluminiscente, quimioluminiscente, electroquimioluminiscente, y
el aceptor es fluorescente.

Mas preferentemente, la sefial indicativa de la secuencia de acido nucleico diana se genera mediante sistemas
marcadores interactivos, lo mas preferentemente el sistema marcador FRET.

Cuando se usa el marcador FRET, los dos marcadores (la molécula indicadora fluorescente y una molécula
inactivadora colocada en el cebador HDD para inactivar la fluorescencia de la molécula indicadora) estan separados
por un sitio dentro del cebador HDD susceptible a la escisién por nucleasa, de modo que permite que la actividad
nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde separe la molécula indicadora
fluorescente de la molécula inactivadora escindiendo en el sitio susceptible, obteniendo de este modo la sefal
indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, la molécula indicadora fluorescente se localiza en una porcién terminal en
5 (mas preferentemente en el extremo 5’) del cebador HDD y la molécula inactivadota se localiza en 3’ de la
molécula indicadora fluorescente. Como alternativa, la molécula inactivadora se localiza en una porcién terminal en
5’ (mas preferentemente en el extremo 5’) del cebador HDD y la molécula indicadora fluorescente se localiza en 3’
de la molécula inactivadora.

La molécula indicadora y la molécula inactivadora Uutiles en la presente invencion pueden ser materiales
fluorescentes. Las moléculas indicadoras y las moléculas inactivadoras conocidas en la técnica son utiles en la
presente invencion. Ejemplos de estas son: Cy2™ (506), YO-PRO™-1 (509), YOYO™-1 (509), Calceina (517), FITC
(518), FluorX™ (519), Alexa™ (520), Rodamina 110 (520), 5-FAM (522), Oregon Green™ 500 (522), Oregon
Green™ 488 (524), RiboGreen™ (525), Rhodamine Green™ (527), Rodamina 123 (529), Magnesium Green™
(531), Calcium Green™ (533), TO-PRO™-1 (533), TOTO1 (533), JOE (548), BODIPY530/550 (550), Dil (565),
BODIPY TMR (568), BODIPY558/568 (568), BODIPY564/570 (570), Cy3™ (570), Alexa™ 546 (570), TRITC (572),
Magnesium Orange™ (575), Ficoeritrina R&B (575), Rodamina Faloidina (575), Calcium Orange™ (576), Pironina Y
(580), Rodamina B (580), TAMRA (582), Rhodamine Red™ (590), Cy3.5™ (596), ROX (608), Calcium Crimson™
(615), Alexa™ 594 (615), Rojo Texas (615), Rojo Nilo (628), YO-PRO™-3 (631), YOYO™-3 (631), R-ficocianina
(642), C-ficocianina (648), TO-PRO™-3 (660), TOTO3 (660), DiD DilC(5) (665), Cy5™ (670), Tiadicarbocianina (671)
y Cy5.5 (694). Los numeros entre paréntesis es una longitud de onda de emisibn maxima en nanémetros.

Pares adecuados de indicador-inactivador se divulgan en diversas publicaciones del siguiente modo: Pesce y col.,
editores, Fluorescence Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971); White y col., Fluorescence Analysis: A
Practical Approach (Marcel Dekker, New York, 1970); Berlman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic
Molecules, 22 Edicion (Academic Press, New York, 1971); Griffiths, Color AND Constitution of Organic Molecules
(Academic Press, New York, 1976); Bishop, editor, Indicators (Pergamon Press, Oxford, 1972); Haugland, Handbook
of Fluorescent Probes and Research Chemicals (Molecular Probes, Eugene, 1992); Pringsheim, Fluorescence and
Phosphorescence (Interscience Publishers, New York, 1949); Haugland, R. P., Handbook of Fluorescent Probes and
Research Chemicals, 62 Edicion, Molecular Probes, Eugene, Oreg., 1996; patentes de EE.UU. N° 3.996.345 vy
4.351.760.

Cabe destacar que una molécula inactivadora negra no fluorescente capaz de inactivar una fluorescencia de una
amplia gama de longitudes de onda o una longitud de onda especifica se puede usar en la presente invencion.

En el marcador de FRET adaptado al cebador HDD, el indicador abarca un donante de FRET y el inactivador abarca
la otra pareja (aceptor) de FRET. Por ejemplo, se usa un pigmento fluoresceina como indicador y un pigmento
rodamina como inactivador.

La presente invencién usa dos actividades distintas de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde,
incluyendo una actividad polimerasa y una actividad nucleasa de 5' a 3'. La expresion “actividad nucleasa de 5'a 3"
usada en el presente documento significa actividad exonucleasa de 5 a 3’ generalmente asociada con ADN
polimerasas de modo que los nucledtidos se eliminan del extremo 5’ de un oligonucledétido hibridado a un molde, o
actividad endonucleasa de 5’ a 3’ de modo que se produce escisidon de mas de un nucleétido desde el extremo5’ de
un oligonucleétido hibridado a un molde.

La reaccion catalizada por la actividad polimerasa se expresa en el presente documento como la reaccién de
extension en 3'. La reaccion catalizada por la actividad nucleasa de 5 a 3’ se expresa en el presente documento
como la reaccioén de escision en 5’

La reaccion de escision en 5' hace referencia a una reaccion nucleolitica en el extremo 5’ o en una porciéon terminal
en 5’ (por ejemplo, mas de un nucleétido separado del extremo 5’) de un oligonucledétido (por ejemplo, cebadores y
sondas) hibridado con la secuencia de acido nucleico diana. Esta reaccion tiene como resultado la escision de los
cebadores y sondas, dando fragmentos nucleotidicos con varios tamafios.
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La reaccion de extension en 3’ hace referencia a una reaccion de polimerizacion de acidos nucleicos en el extremo
3’ de los cebadores mediante una acido nucleico polimerasa dependiente de molde.

La expresién usada en el presente documento “liberaciéon de marcadores” abarca la liberaciéon de marcadores per se
o la liberacion de fragmento(s) nucleotidicos que contienen marcador(es). Cuando el oligonucleétido (p. €.,
cebadores y sondas) usado en la presente invencion contiene al menos dos marcadores, la expresion “liberacion de
marcadores” significa la liberacién de al menos un marcador o liberacién de al menos un fragmento nucleotidico que
contiene al menos un marcador.

La expresion usada en el presente documento “liberacién de al menos un marcador del sistema marcador
interactivo” hace referencia a la liberacion de al menos un marcador per se entre una pluralidad de marcadores que
constituyen el sistema marcador interactivo o la liberacion de fragmento(s) nucleotidicos que contienen al menos un
marcador.

La presente invencion incluye generalmente seis protocolos ilustrativos para detector secuencias de acido nucleico
diana, pero no se limita a ellos:

El primer protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando solo el cebador HDD.

El segundo protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando el cebador HDD junto con una
sonda marcada.

El tercer protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando el cebador HDD junto con un cebador
en direccion 5’ (o un cebador en direccion 3’).

El cuarto protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando un par de cebadores compuesto por
dos cebadores como un cebador directo y un cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador
HDD.

El quinto protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando (i) un par de cebadores compuesto
por dos cebadores como un cebador directo y un cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador
HDD vy (ii) una sonda marcada.

El sexto protocolo es detectar secuencias de acido nucleico diana usando (i) un par de cebadores compuesto por
dos cebadores como un cebador directo y un cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador
HDD vy (ii) un cebador en direccion 5’ (o un cebador en direccion 3’).

Todos los protocolos de deteccion se describiran con mas detalla del siguiente modo:

1. Ensayo de deteccién de la diana con cebador HDD usando un cebador HDD

De acuerdo con el primer protocolo como el proceso mas basico de la presente invencién, cuando el cebador HDD
hibridado con la secuencia de acido nucleico diana se extiende, es escindida por la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5" a 3’ para liberar el marcador del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

El primer protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD, en el que el cebador HDD comprende (i)
hibridar una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador
0 un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

La FIG. 1 muestra las etapas esquematicas basicas del primer protocolo y la FIG. 5 muestra los resultados de la
deteccion de una secuencia de acido nucleico diana usando un cebador HDD de la presente invencion y una ADN
polimerasa Taq sin la repeticion de la desnaturalizacion, la hibridacion, la escision y la extension a un intervalo de
tiempo predeterminado.

Preferentemente, el procedimiento comprende ademas la etapa de repetir las etapas (a)-(b) o (a)-(c) con
desnaturalizacion entre ciclos repetidos al menos dos veces para amplificar la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana. La repeticion del ciclo permite la escisiéon del cebador HDD hibridado con la
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secuencia de acido nucleico diana, lo que contribuye a la amplificacion de la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana. Dicha amplificacién de la sefial se considera una amplificaciéon de la sefal en
tiempo real.

Preferentemente, el primer protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD, en el que el cebador HDD comprende (i)
hibridar una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador
0 un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reacciéon de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana;

(b") desnaturalizar la resultante de la etapa (b);

(b") repetir las etapas (a)-(b') al menos dos veces para amplificar la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (b"), al final de la repeticion de la etapa (b") o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion de la etapa (b"), de forma que la sefal es
indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

Este procedimiento que comprende la etapa de repeticion se ilustra esquematicamente en la FIG. 2 y la FIG. 6
muestra los resultados de la amplificacion de sefial en tiempo real usando un cebador HDD y una ADN polimerasa
Tag con la repeticion de la desnaturalizacion, la hibridacion, la escision y la extensién a diversas concentraciones de
dNTP.

De acuerdo con el primer protocolo, la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana se
obtiene o amplifica mediante Unicamente la reaccién de escision en el cebador HDD.

La desnaturalizacién del resultante de la etapa (b) es hacer de los duplex bicatenarios formados en la etapa (b)
acidos nucleicos monocatenarios. Los procedimientos para la desnaturalizacion incluyen, entre otros, tratamiento
con calor, alcali, formamida, urea y glicoxal, procedimientos enzimaticos (p. €j., accion de la helicasa) y proteinas de
union. Por ejemplo, la desnaturalizacion se puede conseguir calentando a una temperatura que varia de 80 °C a 105
°C. Joseph Sambrook, y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.(2001) proporcionan procedimientos generales para realizar este tratamiento.

De acuerdo con una realizacién preferida, la deteccion de la sefial se realiza de un modo en tiempo real, de un modo
de punto final o de un modo con intervalo de tiempo predeterminado. La deteccién de un modo en tiempo real es
detectar la sefal para cada ciclo de la repeticion. La deteccion de un modo de punto final es detectar la sefal al final
de la repeticiéon. La deteccion de un modo con intervalo de tiempo predeterminado es detectar la sefal a cada uno
de los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion.

La presente invenciéon es muy adecuada para la deteccion multiplexada de las secuencias de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico y el cebador HDD comprende al menos dos tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas
preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores.

Cuando se usan al menos dos cebadores de HDD, se pueden preparar para que contengan marcadores en varias
combinaciones dependiendo de los fines de analisis. Por ejemplo, una pluralidad de los cebadores de HDD pueden
estar relacionados con todos los marcadores idénticos, todos los marcadores diferentes o marcadores diferentes
parciales. Ademas, al menos dos marcadores parcial o completamente diferentes o iguales pueden estar unidos a
un cebador HDD.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada. La utilizacién de la secuencia de acido nucleico preamplificada en la presente invencién permite un
sorprendente incremento de la sensibilidad y especificidad de la deteccién de la diana. Una cantidad minima de la
secuencia de acido nucleico diana se preamplifica hasta un nivel adecuado y después se detecta mediante la
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presente invencion, lo que permite que la sensibilidad de la deteccion de la diana esté muy incrementada. Es
interesante el hecho de que el cebador HDD hibridable a secuencias en direcciéon 3’ de los cebadores usados en la
reaccion de preamplificacién puede servir como cebadores anidados para aumentar la especificidad de la deteccién
de la diana.

2. Ensayo de deteccion de la diana con cebador HDD usando un cebador HDD y la sonda marcada

El segundo protocolo usa una sonda marcada, asi como el cebador HDD. La sonda marcada tiene un marcador que
genera una sefial detectable y la sonda marcada hibrida con un sitio en 3’ de un sitio hibridado del cebador HDD y
tiene la misma orientacion que el cebador HDD y es escindida en etapas sucesivas.

El extremo 3’ de la sonda marcada se bloquea para prohibir la extension de la sonda. El bloqueo se puede conseguir
usando bases no complementarias o mediante la adicion de un resto quimico tal como biotina o un grupo fosfato al
hidroxilo e 3’ del ultimo nucledtido. El bloqueo también se puede realizar eliminando el 3'-OH o usando un nucleétido
que carece de un 3'-OH tal como un didesoxinucleétido.

El término usado en el presente documento “sonda” hace referencia a una molécula de acido nucleico
monocatenario que comprende una porcién o porciones que son sustancialmente complementarias a una secuencia
de acido nucleico diana.

El segundo protocolo puede producir una intensidad de sefial mas alta para las secuencias de acido nucleico diana
en comparacion con el primer protocolo que solo usa el cebador HDD, ya que la sefial se genera a partir de la sonda
marcada, asi como el cebador HDD.

El marcador util en la sonda marcada se describe como en del cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un
marcador FRET.

La sonda marcada también se escinde mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene
actividad nucleasa de 5" a 3’ para liberar el marcador de la sonda marcada. Por tanto, el segundo protocolo da dos
sefales distintas indicativas de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con el segundo protocolo, cuando el cebador HDD hibridado con la secuencia de acido nucleico diana
se extiende, se produce la reaccion de escision en 5 sobre el cebador HDD y/o la sonda marcada por la acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5 a 3’ para liberar el marcador del
cebador HDD y/o la sonda marcada, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de
acido nucleico diana.

El segundo protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD y una sonda marcada, en el que el cebador
HDD comprende (i) hibridar una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico
diana y (ii) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reacciéon de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accién de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, en el que la
sonda marcada se escinde mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la acido nucleico polimerasa dependiente
de molde para liberar el marcador de la sonda, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

Preferentemente, el segundo protocolo comprende ademas la etapa de repetir las etapas (a)-(b) o (a)-(c) con
desnaturalizacion entre ciclos repetidos al menos dos veces para amplificar la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana.

Especificamente, el segundo protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD y una sonda marcada, en el que el cebador
HDD comprende (i) hibridar una secuencia nucleotidica complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y
(i) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores; en el que la
sonda marcada hibrida con un sitio en direccién 5’ de un sitio hibridado del cebador HDD y tiene la misma
orientacion que el cebador HDD;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
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extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, en el que la
sonda marcada se escinde mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la acido nucleico polimerasa dependiente
de molde para liberar el marcador de la sonda, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana;

(b") desnaturalizar la resultante de la etapa (b);

(b") repetir las etapas (a)-(b') al menos dos veces para amplificar la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (b"), al final de la repeticion de la etapa (b") o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion de la etapa (b"), de forma que la sefal es
indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico y el cebador HDD comprende al menos dos tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas
preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y la sonda marcada comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de sondas.

Cuando se usan al menos dos cebadores de HDD y al menos dos sondas, se pueden preparar para que contengan
marcadores en varias combinaciones dependiendo de los fines de analisis. Por ejemplo, una pluralidad de los
cebadores de HDD y al menos dos sondas pueden unirse a todos los marcadores idénticos, todos los marcadores
diferentes o marcadores diferentes parciales. Ademas, al menos dos marcadores parcial o completamente diferentes
o iguales pueden estar unidos a un cebador HDD o una sonda.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada.

3. Ensayo de deteccién de la diana con cebador HDD usando un cebador HDD vy en direccién 5’ (o cebador en

direccién 3’)

De acuerdo con el tercer protocolo, cuando el cebador HDD y un cebador en direccion 5’ (o cebador en direccion 3°)
hibridados con la secuencia de acido nucleico diana se extienden, se produce la reaccion de escisiéon en 5’ sobre el
cebador HDD y/o el cebador en direccion 5’ (o cebador en direccion 3') mediante la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3’ para liberar el marcador del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

El cebador en direccién 5’ hibrida con un sitio en 5’ de un sitio hibridado del cebador HDD vy tiene la misma
orientacion que el cebador HDD. El cebador en direcciéon 3’ hibrida con un sitio en 3’ de un sitio hibridado del
cebador HDD vy tiene la misma orientacion que el cebador HDD.

Especificamente, el tercer protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD y un cebador en direcciéon 5’ o un cebador
en direccion 3’; en el que el cebador HDD comprende (i) hibridar una secuencia nucleotidica complementaria a la
secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una
pluralidad de marcadores; en el que el cebador en direccién 5 hibrida con un sitio en direcciéon 5’ de un sitio
hibridado del cebador HDD y tiene la misma orientacién que el cebador HDD, en el que el cebador en orientacion
3’ hibrida con un sitio en direcciéon 3’ de un sitio hibridado del cebador HDD y tiene la misma orientacion que el
cebador HDD;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana;

(c) detectar la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.
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Preferentemente, el procedimiento comprende ademas la etapa de repetir las etapas (a)-(b) o (a)-(c) con
desnaturalizacion entre ciclos repetidos al menos dos veces para amplificar la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana. La repeticion del ciclo permite la escisiéon del cebador HDD hibridado con la
secuencia de acido nucleico diana, lo que contribuye a la amplificaciéon de la sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana.

Especificamente, el tercer protocolo comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD y un cebador en direcciéon 5’ o un cebador
en direccion 3’; en el que el cebador HDD comprende (i) hibridar una secuencia nucleotidica complementaria a la
secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una
pluralidad de marcadores; en el que el cebador en direccién 5 hibrida con un sitio en direcciéon 5’ de un sitio
hibridado del cebador HDD y tiene la misma orientacién que el cebador HDD, en el que el cebador en orientacion
3’ hibrida con un sitio en direcciéon 3’ de un sitio hibridado del cebador HDD y tiene la misma orientacion que el
cebador HDD;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana;

(b") desnaturalizar la resultante de la etapa (b);

(b") repetir las etapas (a)-(b') al menos dos veces para amplificar la sefal indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (b"), al final de la repeticion de la etapa (b") o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion de la etapa (b"), de forma que la sefal es
indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, el cebador en direccion 5’ o el cebador en direcciéon 3’ tiene un marcador
que genera una sefial detectable. El marcador unido al cebador en direccién 5’ o el cebador en direccion 3’ se puede
liberar en la etapa (b) junto con el unido al cebador HDD y estar también implicado en la sefial de la etapa (c). En
una realizacion, el marcador unido al cebador en direccién 5’ o al cebador en direccion 3’ es diferente del unido al
cebador HDD. EIl marcador util en el cebador en direccion 5’ o al cebador en direccién 3’ se describe como el del
cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un marcador FRET.

Cuando el cebador en direccién 5’ o al cebador en direccién 3’ tiene un marcador, el tercer protocolo puede producir
una intensidad de sefial mas alta para las secuencias de acido nucleico diana en comparacién con el primer
protocolo usando solo el cebador HDD porque la sefial se genera a partir del cebador en direccién 5" marcado (o el
cebador en direccion 3' marcado), asi como el cebador HDD.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico y el cebador HDD comprende al menos dos tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas
preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y el cebador en direccion 5 (o cebador en direccion 3’)
comprende al menos dos tipos (mas preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco
tipos) de cebadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada.

4. Ensayo de amplificacion de la diana en tiempo real usando cebador HDD

De acuerdo con el cuarto protocolo, cuando el par de cebadores compuesto por dos cebadores como cebador
directo y cebador inverso en el que al menos un cebador es el cebador HDD, es decir hibridado con la secuencia de
acido nucleico diana, se extienden, la reaccién de escision en 5’ se produce en los dos cebadores mediante la acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5 a 3’ para liberar el marcador del
cebador HDD, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana
(FIG. 3).

Un par de cebadores compuesto por dos cebadores como cebador directo y cebador inverso en los que al menos un
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cebador es el cebador HDD permite tanto la amplificacion de la diana como la amplificacion de la sefial cuando el
procedimiento se lleva a cabo de forma repetida.

De acuerdo con una realizacién preferida, el presente procedimiento comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con un par de cebadores compuesto por dos cebadores como
cebador directo y cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador HDD capaz de amplificar la
secuencia de acido nucleico diana, en los que el cebador HDD comprende (i) una secuencia nucleotidica de
hibridacion complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador
interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reacciéon de
extension en 3’ de los dos cebadores mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que los
dos cebadores se extienden por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente
de molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD entre
los dos cebadores, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido
nucleico diana;

(c) desnaturalizar el resultante de la etapa (b);

(d) repetir las etapas (a)-(c) al menos dos veces para amplificar tanto la secuencia de acido nucleico diana como
la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(e) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (d), al final de la repeticion de la etapa (d) o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion, de forma que la sefial es indicativa de la
presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

El cuarto protocolo usa un par de cebadores compuesto por dos cebadores como cebador directo y cebador inverso.
Al menos uno de los dos cebadores es el cebador HDD.

De acuerdo con una realizacién preferida, la etapa (a) se realiza usando al menos un cebador adicional que tiene
una orientacion inversa al cebador HDD. En este caso, los moldes (es decir, la secuencia de acido nucleico diana)
estan mas disponibles para la hibridacion del cebador HDD.

De acuerdo con una realizacion preferida, los dos cebadores tienen todos un marcador a liberar en la etapa (b). Los
marcadores unidos a los dos cebadores pueden ser iguales o diferentes entre si. El marcador util en el cebador
homologo del cebador HDD se describe como el del cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un marcador
FRET.

La desnaturalizacién del resultante de la etapa (b) es hacer de los duplex bicatenarios formados en la etapa (b)
acidos nucleicos monocatenarios. Los procedimientos para la desnaturalizacion incluyen, entre otros, tratamiento
con calor, alcali, formamida, urea y glicoxal, procedimientos enzimaticos (p. €j., accién de la helicasa) y proteinas de
union. Por ejemplo, la desnaturalizacion se puede conseguir calentando a una temperatura que varia de 80 °C a 105
°C. Joseph Sambrook, y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.(2001) proporcionan procedimientos generales para realizar este tratamiento.

La presente invencion es muy adecuada para la deteccion multiplexada de las secuencias de acido nucleico diana.
Segun el mejor entender de los inventores, la presente invenciéon es un procedimiento Unico que permite que se
haga realidad una deteccion en tiempo real multiplexada.

En el cuarto protocolo se pueden preparar varias combinaciones del cebador HDD como se muestra en la FIG. 4A:
(A) el cebador HDD como cebador directo; (B) el cebador HDD como cebador inverso y (C) el cebador HDD como
cebador directo y como cebador inverso.

La FIG. 15 muestra los resultados de las combinaciones de cebadores ilustradas en la FIG. 4A usando el cebador
interno combinado con un cebador HDD como cebador directo, cebador inverso o ambos en la amplificacion por
PCR a tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico, cada uno de los dos cebadores comprende al menos dos tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos,
lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.
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De acuerdo con una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada. Cuando el presente procedimiento se realiza usando la secuencia de acido nucleico preamplificada
como material de partida se induce una amplificacion anidada para mejorar significativamente la sensibilidad y la
especificidad en la deteccion de la diana.

5. Ensayo de amplificacién de la diana en tiempo real usando el cebador HDD y |la sonda marcada

El quinto protocolo usa una sonda marcada, asi como un par de cebadores compuesto por dos cebadores como un
cebador directo y un cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador HDD. La sonda marcada tiene
un marcador que genera una sefial detectable y la sonda marcada hibrida con un sitio en 3’ de un sitio hibridado del
cebador HDD vy tiene la misma orientacion que el cebador HDD y es escindida en etapas sucesivas. Cuando los dos
cebadores hibridan con la secuencia de acido nucleico diana y se extienden se produce la reaccion de escision en 5’
sobre los dos cebadores mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad
nucleasa de 5 a 3’ para liberar el marcador del cebador HDD entre los dos cebadores y en los que la sonda
marcada se modifica en su extremo 3’ para impedir la extension por la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y se hibrida con un sitio entre los dos cebadores y se escinde para liberar un marcador unido a la sonda
marcada, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana (FIG.
4B).

De acuerdo con una realizacién preferida, el presente procedimiento comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con un par de cebadores compuesto por dos cebadores como
cebador directo y cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador HDD capaz de amplificar la
secuencia de acido nucleico diana y con una sonda marcada adicional, en los que el cebador HDD comprende (i)
una secuencia nucleotidica de hibridacion complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un
marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores; en los que la sonda
marcada se modifica en su extremo 3’ para prevenir la extension mediante la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde e hibrida con un sitio entre los dos cebadores.

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ de los dos cebadores mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que los
dos cebadores se extienden por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente
de molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD,
entre los dos cebadores; en el que la sonda marcada se escinde mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la
acido nucleico polimerasa dependiente de molde para liberar el marcador de la sonda, de modo que se obtiene
una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana;

(c) desnaturalizar el resultante de la etapa (b);

(d) repetir las etapas (a)-(c) al menos dos veces para amplificar tanto la secuencia de acido nucleico diana como
la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(e) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (d), al final de la repeticion de la etapa (d) o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion de la etapa (d), de forma que la sefial es indicativa
de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, la etapa (a) se realiza usando al menos un cebador adicional que tiene
una orientacion inversa al cebador HDD. En este caso, los moldes (es decir, la secuencia de acido nucleico diana)
estan mas disponibles para la hibridacion del cebador HDD vy el cebador en direccién 5 (o el cebador en direccion
3.

De acuerdo con una realizacion preferida, los dos cebadores tienen todos un marcador a liberar en la etapa (b). Los
marcadores unidos a los dos cebadores pueden ser iguales o diferentes entre si. El marcador util en el cebador
homologo del cebador HDD se describe como el del cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un marcador
FRET.

En el quinto protocolo se pueden preparar varias combinaciones del par de cebadores y la sonda marcada como se
muestra en la FIG. 4B: (A) el cebador HDD como cebador directo; (B) el cebador HDD como cebador inverso y (C) el
cebador HDD como cebador directo y como cebador inverso.

La FIG. 16 muestra los resultados de las combinaciones de cebadores ilustradas en la FIG. 4B usando la sonda
marcada combinada con el cebador HDD como cebador directo, cebador inverso o ambos en la amplificacién por
PCR a tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
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nucleico, cada uno de los dos cebadores como el cebador directo y el cebador inverso comprende al menos dos
tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y la
sonda marcada comprende al menos dos tipos (mas preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al
menos cinco tipos) de sondas.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada.

6. Ensayo de amplificaciéon de la diana en tiempo real usando cebador HDD y cebador en direccién 5’ (o cebador en

direccién 3’)

De acuerdo con el sexto protocolo, cuando (i) el par de cebadores compuesto por dos cebadores como cebador
directo y cebador inverso en el que al menos un cebador es el cebador HDD, e (ii) el cebador en direccion 5’ (o el
cebador en direccién 3’) hibridado con la secuencia de acido nucleico diana, se extienden, la reaccion de escisiéon en
5’ se produce en los dos cebadores y/o el cebador en direccion 5’ (o el cebador en direccion 3') mediante la acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5 a 3’ para liberar el marcador del
cebador HDD entre los dos cebadores, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia
de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, el presente procedimiento comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el par de cebadores compuesto por dos cebadores como un
cebador directo y un cebador inverso, en el que al menos un cebador es el cebador HDD y el cebador en
direccion 5’ (o el cebador en direccion 3’); en el que el cebador HDD comprende (i) hibridar una secuencia
nucleotidica complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador
interactivo que contiene una pluralidad de marcadores; en el que el cebador en direccién 5’ hibrida con un sitio
en direccion 5’ de un sitio hibridado del cebador HDD vy tiene la misma orientacion que el cebador HDD, en el que
el cebador en orientacion 3’ hibrida con un sitio entre los dos cebadores y tiene la misma orientacion que el
cebador HDD;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de
extension en 3’ de los dos cebadores y el cebador en direccion 5 mediante la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde; en el que los dos cebadores y el cebador en direccion 5’ (o el cebador en direccion 3’) se
extienden por accién de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde y es
escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde para liberar
el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD entre los dos
cebadores, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana;

(c) desnaturalizar el resultante de la etapa (b);

(d) repetir las etapas (a)-(c) al menos dos veces para amplificar tanto la secuencia de acido nucleico diana como
la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(e) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (d), al final de la repeticion de la etapa (d) o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion de la etapa (d), de forma que la sefial es indicativa
de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacién preferida, la etapa (a) se realiza usando al menos un cebador adicional que tiene
una orientacion inversa al cebador HDD. En este caso, los moldes (es decir, la secuencia de acido nucleico diana)
estan mas disponibles para la hibridacion del cebador HDD vy el cebador en direccion 5 (o el cebador en direccion
3.

De acuerdo con una realizacion preferida, no solo el cebador HDD sino también otros cebadores tienen un marcador
que genera una sefial detectable. Los marcadores unidos a los cebadores pueden ser iguales o diferentes entre si.
El marcador util en los cebadores se describe como en del cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un
marcador FRET.

En el sexto protocolo se pueden construir varias combinaciones del par de cebadores y el cebador en direccion 5’
como se muestra en la FIG. 4C: (A) los cebadores de HDD como un cebador directo y un cebador en direccion 5;
(B) los cebadores de HDD como un cebador directo y un cebador inverso; (C) los cebadores de HDD como un
cebador directo, un cebador en direccién 5’ y un cebador inverso; (D) el cebador HDD como un cebador directo.

La FIG. 17 muestra los resultados de combinaciones de cebadores ilustradas en la FIG. 4C usando el cebador HDD
como un cebador directo combinado con un cebador HDD adicional como un cebador en direcciéon 5, un cebador
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inverso o ambos en la amplificacion por PCR a tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

En el sexto protocolo se pueden construir varias combinaciones del par de cebadores y un cebador en direccion 3’
como se muestra en la FIG. 4D: (A) el cebador HDD como cebador directo; (B) el cebador HDD como cebador
inverso; (C) el cebador HDD como cebador directo y como cebador inverso.

La FIG. 18 muestra los resultados de las combinaciones de cebadores ilustradas en la FIG. 4D usando un cebador
interno combinado con el cebador HDD como un cebador directo, un cebador inverso o ambos en la amplificacion
por PCR a tiempo real para el gen de Neisseria gonorrhoeae (NG).

En la Figura 4D, el cebador en direccion 3’ se puede expresar como un cebador interno.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico, cada uno de los dos cebadores como el cebador directo y el cebador inverso comprende al menos dos
tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y el
cebador en direccion 5’ (o el cebador en direccion 3’) comprende al menos dos tipos (mas preferentemente al menos
tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada.

Realizacién preferida: Ensayo de PCR en tiempo real usando el cebador HDD

Los protocolos 4°-6° usan un par de cebadores compuesto por dos cebadores como un cebador directo y un cebador
inverso en los que al menos un cebador es el cebador HDD capaz de amplificar la secuencia de acido nucleico
diana. Por tanto, la repeticiéon de la reacciéon se acomparia de la amplificacion de la secuencia de acido nucleico
diana. Preferentemente, la amplificacion se realiza de acuerdo con la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
que se divulga en las patentes de EE.UU. N° 4.683.195, 4.683.202, y 4.800.159.

De acuerdo con una realizacién preferida, la presente invencién para detectar una secuencia de acido nucleico diana
de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) asociada con
una reaccion de escision en 5 y una reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y deteccion de la
diana (cebador HDD) comprende las etapas de:

(a) preparar una mezcla de PCR que contiene la secuencia de acido nucleico diana, un par de cebadores
compuesto por dos cebadores en los que al menos un cebador es el cebador HDD capaz de amplificar la
secuencia de acido nucleico diana y una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una
actividad nucleasa de 5' a 3'; en el que el cebador HDD comprende (i) una secuencia nucleotidica de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un par de una molécula indicadora fluorescente y
una molécula inactivadota colocadas en el cebador HDD para inactivar la fluorescencia de la molécula
indicadora; en el que los dos cebadores estan separados por un sitio dentro del cebador HDD susceptible a la
escision por nucleasa, de modo que se permite que la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico
polimerasa dependiente de molde separe la molécula indicadora fluorescente de la molécula inactivadora
escindiendo por el sitio susceptible, de modo que se obtiene la sefial indicativa de la presencia de la secuencia
de acido nucleico diana;

(b) amplificar la secuencia de acido nucleico diana usando la mezcla para PCR realizando al menos dos ciclos de
hibridacién de cebador, extension y desnaturalizacion del cebador, en el que los dos cebadores se extienden por
la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de molde para amplificar la secuencia de
acido nucleico diana y son escindidos por la actividad nucleasa 5 a 3’ de la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde para liberar la molécula indicadora o la molécula inactivadota del cebador HDD entre los
dos cebadores; de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico
diana; y

(c) detectar la sefal de fluorescencia indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el
que la deteccion se realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (d), al final de la repeticion de la etapa (b)
o0 en cada uno de los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion, de forma que la sefal es
indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

De acuerdo con una realizacion preferida, el procedimiento se realiza de acuerdo con una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando el par de cebadores en el que al menos un cebador es el cebador HDD.

Como se describe en el cuarto protocolo se pueden sugerir varias combinaciones del cebador HDD en las
reacciones de PCR en tiempo real: (A) el cebador HDD como cebador directo; (B) el cebador HDD como cebador
inverso y (C) el cebador HDD como cebador directo y como cebador inverso.
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De acuerdo con una realizacién preferida, la mezcla para PCR comprende un par de cebadores compuesto por dos
cebadores en el que al menos un cebador es el cebador HDD, un cebador en direcciéon 5’ (o cebador en direccién 3’)
y la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene actividad nucleasa 5 a 3’; en el que el cebador en
direccién 5’ hibrida con un sitio en 5’ de un sitio hibridado del cebador HDD y tiene la misma orientacion que el
cebador HDD.

De acuerdo con una realizacion preferida, la mezcla para PCR comprende un par de cebadores compuesto por dos
cebadores en el que al menos un cebador es el cebador HDD, y una sonda marcada con un marcador que genera
una senal detectable; en el que la sonda marcada se modifica en su extremo 3’ para prevenir la extension por la
acido nucleico polimerasa dependiente de molde e hibrida con un sitio entre los dos cebadores.

De acuerdo con una realizacion preferida, este protocolo puede producir una intensidad de sefial mas alta para las
secuencias de acido nucleico diana en comparacion con el protocolo que solo usa el par de cebadores, ya que la
sefial se genera a partir de la sonda marcada, asi como el cebador HDD.

De acuerdo con una realizacién preferida, la etapa (a) se realiza usando al menos un cebador adicional que tiene
una orientacion inversa al cebador HDD. En este caso, los moldes (es decir, la secuencia de acido nucleico diana)
estan mas disponibles para la hibridacion del cebador HDD.

De acuerdo con una realizacion preferida, la deteccion de la etapa (c) se realiza de un modo en tiempo real, de un
modo de punto final o de un modo con intervalo de tiempo predeterminado.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico, cada uno de los dos cebadores como el cebador directo y el cebador inverso comprende al menos dos
tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico, cada uno de los dos cebadores como el cebador directo y el cebador inverso comprende al menos dos
tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y el
cebador en direccién 5’ (o el cebador en direccion 3’) comprende al menos dos tipos (mas preferentemente al menos
tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende al menos dos tipos (mas
preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de las secuencias de acido
nucleico, cada uno de los dos cebadores como el cebador directo y el cebador inverso comprende al menos dos
tipos (mas preferentemente, al menos tres tipos, lo mas preferentemente al menos cinco tipos) de cebadores y la
sonda marcada comprende al menos dos tipos (mas preferentemente al menos tres tipos, lo mas preferentemente al
menos cinco tipos) de sondas.

De acuerdo con una realizacion preferida, no solo el cebador HDD sino también otros cebadores tienen un marcador
que genera una sefial detectable. Los marcadores unidos a los cebadores pueden ser iguales o diferentes entre si.
El marcador util en los cebadores se describe como en del cebador HDD. Preferentemente, el marcador es un
marcador FRET.

Cuando no solo el cebador HDD sino también el otro cebador tengan un marcador, se puede producir la intensidad
de sefial mas alta para las secuencias de acido nucleico diana en comparacién con el protocolo que solo usa el
cebador HDD porque la sefial se genera a partir de otros cebadores, asi como del cebador HDD.

De acuerdo con una realizacién preferida, la secuencia de acido nucleico diana comprende una variacion
nucleotidica.

De acuerdo con una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico diana es una secuencia de acido nucleico
preamplificada.

De acuerdo con una realizacion preferida, el cebador HDD usado tiene una estructura de oligonucleétido de cebado
doble (OCD) representada por la siguiente formula general | o una estructura de oligonucleétido de especificidad
doble modificado (OEDm) representado por la siguiente formula general Il

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucledtidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3' y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones; la porcidon de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
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3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
porcion de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador HDD se potencia;

5'-X'p-Y'q-Z'-3' )

en la que X', representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucledtidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Y'q representa una porcion de separacién que comprende al
menos tres bases universales, Z'; representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucledtidos, y X', Y'y Z' son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la T, de la primera porcién de cebado en 5’ es
inferior a la de la segunda porcion de cebado en 3' y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones de X'p, Y'q and Z'; la porcion de separacion separa la primera porcion de cebado en 5 de la segunda
porciéon de cebado en 3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la
especificidad de la hibridacion del oligonucleétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado
en 5’y la segunda porcién de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador HDD se
potencia.

Mas preferentemente, el cebador HDD tiene la estructura de oligonucleétido de cebado doble (OCD) representada
por la férmula general I.

El cebador HDD que tiene una estructura de OEDm es particularmente adecuado en el tercer y el sexto protocolo
usando el cebador en direccion 5'. El cebador HDD que tiene una estructura de OCD es adecuado en otros
protocolos.

La estructura de OCD como una version del cebador de OED (oligonucleétido de especificidad doble) la propuso por
primera vez el presente inventor (véase el documento WO 2006/095981; Chun y col., Dual priming oligonucleotide
system for the multiplex detection of respiratory viruses and SNP genotyping of CYP2C19 gene, Nucleic Acid
Research, 35:6e40(2007)). La estructura de OEDm es una version recién modificada de la estructura de OCD
propuesta por primera vez por el presente inventor (véase el documento WO 2006/095981).

El OCD abarca un nuevo concepto en el que su hibridacién viene determinada doblemente por la porcién en 5’ de
especificidad de Tr, alta (o la primera porcién de hibridacién en 5', la primera porcidon de cebado e 5') y la porcion en
3’ de especificidad de T, baja (o la segunda porcion de hibridacién en 3’, la segunda porcion de cebado en 3’)
separadas por la porcién de separacidon, lo que exhibe una especificidad de hibridaciéon espectacularmente
potenciada (véase el documento WO 2006/095981; Kim y col., Direct detection of lamivudine-resistant hepatitis B
virus mutants by multiplex PCR using dual-priming oligonucleotide primers, Journal of Virological Methods, 149:76 -
84(2008); Kim, y col., Rapid detection and identification of 12 respiratory viruses using a dual priming oligonucleotide
system-based multiplex PCR assay, Journal of Virological Methods, doi:10.1016/j.jviromet.2008.11.007(2008); Horii y
col., Use of dual priming oligonucleotide system to detect multiplex sexually transmitted pathogens in clinical
specimens, Letters in Applied Microbiology, doi:10.111/j.1472 - 765X2009.02618x(2009)) Como tal, el OCD tiene, en
Ultima instancia, dos segmentos cebadores con distintas propiedades de hibridacion: la primera porcion de cebado
en 5’ que inicia una hibridacion estable y la segunda porcién de cebado en 3’ que principalmente determina la
especificidad por la diana.

La estructura de OEDm es la opuesta a la estructura de OED: La segunda porcién de cebado en 5’ (o la segunda
porcién de hibridacién en 5’) que determina principalmente la especificidad diana y la primera porcion de cebado en
3’ (o la primera porcién de hibridacion en 3’) que inicia una hibridacién estable.

De acuerdo con una realizacion preferida, la base universal en la porcidon de separacion se selecciona del grupo que
consiste en desoxiinosina, inosina, 7-deaza-2'-desoxiinosina, 2-aza-2'-desoxiinosina, 2'-OMe inosina, 2'-F inosina,
desoxi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2'-OMe 3-nitropirrol, 2'-F 3-nitropirrol, 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol,
desoxi 5-nitroindol, 5-nitroindol, 2'-OMe 5-nitroindol, 2'-F 5-nitroindol, desoxi 4-nitrobencimidazol, 4-
nitrobencimidazol, desoxi 4-aminobencimidazol, 4-aminobencimidazol, desoxi nebularina, 2'-F nebularina, 2'-F 4-
nitrobencimidazol, PNA-5-introindol, PNA-nebularina, PNA-inosina, PNA-4-nitrobencimidazol, PNA-3-nitropirrol,
morfolino-5-nitroindol, morfolino-nebularina, morfolino-inosina, morfolino-4-nitrobencimidazol, morfolino-3-nitropirrol,
fosforamidato-5-nitroindol, fosforamidato-nebularina, fosforamidato-inosina, fosforamidato-4- nitrobencimidazol,
fosforamidato-3-nitropirrol, 2'-0-metoxietil inosina, 2'0-metoxietil nebularina, 2'-0-metoxietil 5-nitroindol, 2'-0-metoxietil
4-nitro-bencimidazol, 2'-0-metoxietil 3-nitropirrol, y combinaciones de los mismos. Mas preferentemente, la base
universal es desoxiinosina, 1-(2'-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol o 5-nitroindol, lo mas preferentemente
desoxiinosina.

Preferentemente, la porcién de separacion comprende nucleétidos contiguos que tienen al menos tres, mas
preferentemente al menos cuatro, lo mas preferentemente al menos cinco bases universales, preferentemente
desoxiinosina.

Preferentemente, en la estructura de OCD, la primera porcion de cebado en 5’ es mas larga que la segunda porcion
de cebado en 3’. La primera porcion de cebado en 5’ tiene, preferentemente, una longitud de 15 - 60 nucledtidos,
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mas preferentemente de 15 - 40 nucledtidos, todavia mas preferentemente de 15 - 25 nucleétidos. Es preferible que
la segunda porcién de cebado en 3’ tiene una longitud de 3 - 15 nucledtidos, mas preferentemente de 5 - 15
nucledtidos, todavia mas preferentemente de 6 - 13 nucleétidos. Preferentemente, la porcion de separacion tiene
una longitud de 3 - 10 nucleodtidos, mas preferentemente de 4 - 8 nucledtidos, lo mas preferentemente de 5 - 7
nucledtidos. De acuerdo con una realizacion preferida, la Tr, de la primera porcién de cebado en 5’ varia de 40 °C a
80 °C, mas preferentemente de 45 °C a 65 °C. La Tr, de la segunda porcién de cebado en 3’ varia, preferentemente,
de 10 °C a 40 °C. Es preferible que la Tr, de la porcién de separacion varia de 3 °C a 15 °C.

Preferentemente, en la estructura de OEDm de la primera porcién de cebado en 3’ (o la primera porciéon de
hibridacién en 3’) es mas larga que la segunda porcién de cebado en 5’ (o la segunda porcion de hibridacion en 5)
La primera porcion de cebado en 3’ tiene, preferentemente, una longitud de 15 - 60 nucledtidos, mas
preferentemente de 15 - 40 nucleétidos, todavia mas preferentemente de 15 - 25 nucledtidos. Es preferible que la
segunda porcién de cebado en 5 tiene una longitud de 3 - 15 nucledtidos, mas preferentemente de 5 - 15
nucleétidos, todavia mas preferentemente de 6 - 13 nucleétidos. Preferentemente, la porcion de separacion tiene
una longitud de 3 - 10 nucleodtidos, mas preferentemente de 4 - 8 nucledtidos, lo mas preferentemente de 5 - 7
nucledtidos.

De acuerdo con una realizacién preferida, la Ty, de la primera porcién de cebado en 3’ varia de 40 °C a 80 °C, mas
preferentemente de 45 °C a 65 °C. La T, de la segunda porcion de cebado en 5’ varia, preferentemente, de 10 °C a
40 °C. Es preferible que la Try de la porcién de separacion varia de 3 °C a 15 °C.

De acuerdo con una realizacion preferida, la sonda marcada tiene una estructura de oligonucleétido de especificidad
doble modificado (OEDm) representada por la siguiente formula general Il

5'-Xp-Y'q-Z'-3' )

en la que X', representa una segunda porcion de cebado en 5’ (o la segunda porcion de hibridacion en 5’) que tiene
una secuencia nucleotidica de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Y'q representa
una porcién de separacion que comprende al menos tres bases universales, Z'r representa una primera porcion de
cebado en 3' (o una primera porcién de hibridacion en 3') que tiene una secuencia nucleotidica de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de nucledtidos; y X', Y'y Z'
son desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos; la T, de la segunda porcién de cebado en 5’ (o la segunda porcion de
hibridacién en 5’) es inferior a la de la primera porciéon de cebado en 3' (o la primera porcién de hibridacion en 3’) y la
porcion de separacion tiene la T, mas baja en las tres porciones de X', Y'q y Z'; la porcién de separacion separa la
segunda porcion de cebado en 5’ (o la segunda porcion de hibridacion en 5°) de la primera porcion de cebado en 3'
(o la primera porcion de hibridacion en 3’) en términos de acontecimientos de hibridacion con la secuencia de acido
nucleico diana, la especificidad de hibridacién del oligonucleétido se determina de forma doble mediante la segunda
porcién de cebado en 5 (o la segunda porcidon de hibridacion en 5’) y la primera porcién de cebado en 3' (o la
primera porcion de hibridacién en 3’) de forma que se potencia la especificidad de hibridacién global de la sonda.

Preferentemente, en la estructura de OEDm para la sonda marcada, la primera porcion de cebado en 3’ (o la primera
porcién de hibridacion en 3’) es mas larga que la segunda porcion de cebado en 5 (o la segunda porcion de
hibridaciéon en 5’) La primera porcién de cebado en 3’ tiene, preferentemente, una longitud de 15 - 60 nucledtidos,
mas preferentemente de 15 - 40 nucledtidos, todavia mas preferentemente de 15 - 25 nucleétidos. Es preferible que
la segunda porcién de cebado en 5’ tiene una longitud de 3 - 15 nucledtidos, mas preferentemente de 5 - 15
nucledtidos, todavia mas preferentemente de 6 - 13 nucleétidos. Preferentemente, la porcion de separacion tiene
una longitud de 3 - 10 nucleodtidos, mas preferentemente de 4 - 8 nucledtidos, lo mas preferentemente de 5 - 7
nucledtidos.

De acuerdo con una realizacion preferida, la T, de la primera porcién de cebado en 3’ (o la primera porcién de
hibridacion en 3’) varia de 40 °C a 80 °C, mas preferentemente de 45 °C a 65 °C. La T, de la segunda porcion de
cebado en 5’ (o la segunda porcion de hibridacion en 5°) varia, preferentemente, de 10 °C a 40 °C. Es preferible que
la Trm de la porciéon de separacion varia de 3 °C a 15 °C.

De acuerdo con una realizacion preferida, el cebador en direccién 5’ o el cebador en direccién 3’ tiene una estructura
de oligonucleétido de cebado doble (OCD) representada por la siguiente féormula general I:

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3'y la porciéon de separacion tiene la Tm mas baja en las tres
porciones; la porcidon de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
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porcion de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador en direccidon 5’ se potencia;

De acuerdo con una realizacion preferida, el cebador (es decir, el cebador homologo) usado junto con el cebador
HDD para la amplificaciéon de la diana tiene una estructura de oligonucleétido de cebado doble (OCD) representada
por la siguiente formula general I:

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el numero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3' y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones; la porcidon de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
porcion de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador se potencia;

Las tecnologias convencionales que usan cebadores o sondas para detectar el acido nucleico diana no pueden
carecer de sefiales falsas a un nivel satisfactorio debido a las limitaciones inherentes a los cebadores y sondas
usados. No obstante, el cebado de HDD, la sonda marcada, el cebador en direccion 5, el cebador en direccion 3’y
el cebador inverso que tienen la estructura OCD u OEDm con dicho disefio intrigante se hibridan con las secuencias
de acido nucleico diana con una especificidad potenciada espectacularmente, lo que permite detectar las secuencias
de acido nucleico diana sin sefales falsas.

Como se usa en el presente documento, el término “convencional” junto con los cebadores y las sondas significa
cualquier cebador o sonda que no tienen una estructura de OCD u OEDm. Se describen en el presente documento
como cebadores convencionales o sondas convencionales.

Tras la hibridacion con la secuencia de acido nucleico diana, la resultante de la etapa (a) se pone en contacto con la
acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5' a 3' en condiciones de la
reaccion de escision en 5' y la reaccion de extension en 3' del cebador HDD mediante la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde; en el que el cebador HDD se extiende mediante la actividad polimerasa de la acido nucleico
polimerasa dependiente de molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del
cebador HDD, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

La frase “en condiciones para la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de extensiéon en 3’ del cebador HDD por la
acido nucleico polimerasa dependiente de molde” significa condiciones suficientes para inducir una reaccion de
extension en el extremo 3’ y la reaccion de escision en el extremo 5’ o en la porcion terminal en 5 del cebador HDD
mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3'. Dichas
condiciones pueden seguir aquellas para la extension del cebador mediante acido nucleico polimerasas
convencionales. Por ejemplo, las condiciones se encontraran en Joseph Sambrook, y col., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y(2001). Como ejemplo ilustrativo,
las condiciones incluyen la incubacion de una secuencia de acido nucleico diana, el cebador HDD, una ADN
polimerasa termoestable (por ejemplo, ADN polimerasa Tag), dNTP y MgCl, a una temperatura relativamente alta
(por ejemplo, 50 - 75 °C) durante un periodo de tiempo adecuado.

La frase “en condiciones para la reaccion de escision en 5’ y la reaccion de extension de los dos cebadores por la
acido nucleico polimerasa dependiente de molde” significa condiciones suficientes para inducir una reaccion de
extension en el extremo 3’ y la reaccion de escision en el extremo 5 o en la porcion terminal en 5 del par de
cebadores (un cebador directo y un cebador inverso) capaces de la amplificacion de la diana mediante la acido
nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3'. Los detalles de las condiciones
se describiran con referencia a la frase indicada anteriormente.

De acuerdo con una realizacion preferida, la acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene la actividad
nucleasa de 5’ a 3’ es una ADN polimerasa termoestable que se puede obtener de diversas especies bacterianas,
incluyendo Thermus aquaticus (Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus filiformis, Thermis flavus, Thermococcus
literalis, Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermus antranikianii, Thermus caldophilus, Thermus chliarophilus, Thermus
flavus, Thermus igniterrae, Thermus lacteus, Thermus oshimai, Thermus ruber, Thermus rubens, Thermus
scotoductus, Thermus silvanus, Thermus species Z05, Thermus species sps 17, Thermus thermophilus, Thermotoga
maritima, Thermotoga neapolitana y Thermosipho africanus. Mas preferentemente, la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3’ es ADN polimerasa Tag.

Por ultimo, se detecta la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana. La deteccion de la
sefal se puede realizar para cada ciclo de la repeticion, al fina de la repeticién o a cada uno de los intervalos de
tiempo predeterminados durante la repeticion. Preferentemente, la deteccion de la sefial se puede realizar para cada
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ciclo de la repeticion para mejorar la precision de la deteccion.

La presente invencion no requiere ninguna secuencia o longitud concreta de las secuencias de acido nucleico diana
a detectar y/o amplificar. La secuencia diana de ARN debera transcribirse inversamente a ADNc (Joseph Sambrook,
y col.,, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.(2001); y Noonan, K. F. y col., Nucleic Acids Res 16:10366 (1988)). En particular, las secuencias de acido
nucleico diana que se pueden detectar y/o amplificar incluyen cualquier acido nucleico procariota, eucariota de
origen natural (por ejemplo, protozoos y parasitos, hongos, levaduras, plantas superiores, animales superiores e
inferiores, incluyendo mamiferos y seres humanos) o viral (por ejemplo, virus herpes, VIH, virus de la gripe, virus de
Epstein-Barr, virus de la hepatitis, virus de la polio etc.) o viroide.

El cebador HDD hibridado con la secuencia de acido nucleico diana es escindida por la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3’ y el marcador unido al cebador HDD se libera para
generar una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana. La sefal se puede detectar o
medir mediante procedimientos convencionales para cada marcador. POr ejemplo, cuando el marcador esta con una
enzima, la sefal se detecta usando un sustrato para la enzima. Cuando se usan particulas de oro como marcador
metalico, la sefial se detecta mediante un procedimiento de tincién con plata usando nitrato de plata. La sefial de
fluorescencia se puede detectar o medir mediante procedimientos convencionales, por ejemplo fluorometros.

La sefal detectada se puede obtener directamente del marcador per se o indirectamente del de una reaccion
sucesiva con el marcador. Asimismo, la sefial detectada se puede obtener a partir de un marcador liberado o un
marcador restante (no incluido en los nucledtidos escindidos) (por ejemplo, el sistema marcador interactivo).

Las ventajas de la presente invencion se hacen mas prominentes a medida que se detectan simultaneamente al
menos dos secuencias de acido nucleico diana. De acuerdo con la presente invencion, una multitud de secuencias
de acido nucleico diana se puede detectar simultdneamente en una reaccion.

Adicionalmente, la presente invencion es muy Uutil en la deteccion de una variaciéon nucleotidica. La expresion
“variacion nucleotidica” usada en el presente documento hace referencia a un polimorfismo de nucleétido en una
secuencia de ADN en una localizacion concreta entre segmentos contiguos de ADN que, por otro lado, tienen una
secuencia similar. Dichos segmentos contiguos de ADN incluyen un gen o cualquier otra porcién de un cromosoma.
Por ejemplo, la variacion nucleotidica detectada en la presente invencion incluye delecion, insercion y sustitucion,
Variacion nucleotidica de ejemplo incluye numerosas variaciones en un genoma humano (por ejemplo, variaciones
en el gen de MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa), variaciones implicadas en la resistencia a farmacos de los
patégenos y las variaciones que produce tumorigénesis.

Preferentemente, la variacion nucleotidica detectada en la presente invencién es una sustitucion de una base, mas
preferentemente un SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) y mutacién puntual.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona un kit para detectar una secuencia de acido nucleico diana
de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos usando una reaccion de escision en 5’ y una reaccion de extension en
3' de un cebador de hibridacion y deteccién de la diana (cebador HDD), que comprende:

(a) el cebador HDD que comprende (i) una secuencia nucleotidica de hibridacion complementaria a la secuencia
de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de
marcadores; y

(b) una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una actividad nucleasa de 5' a 3';

en el que cuando el cebador HDD hibrida con la secuencia de acido nucleico diana, el cebador HDD se extiende
mediante la actividad polimerasa de la una acido nucleico polimerasa y el cebador HDD es escindido mediante la
actividad nucleasa de 5' a 3’ de la acido nucleico polimerasa para liberar el marcador o al menos un marcador del
sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana,

en el que un kit para detectar una secuencia de acido nucleico diana a partir de un ADN o una mezcla de acidos
nucleicos, que comprende una sonda discriminativa diana (sonda TD) que tiene una estructura de oligonucleétido de
especificidad doble modificado (OEDm) representado por la siguiente formula general | para permitir discriminar la
secuencia de acido nucleico diana de una secuencia de acido nucleico no diana:

5-X'p-Y'q-Z'r-3' (N

en la que X'p representa a segunda porcion de hibridacion en 5’ que tiene una secuencia nucleotidica de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Y'q representa una porcion de separaciéon que comprende al
menos tres bases universales, Z'r representa una primera porcion de hibridaciéon en 3’ que tiene una secuencia
nucleotidica de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero
de nucledtidos; y X', Y'y Z' son desoxirribonucledétidos o ribonucleétidos; la Tm de la segunda porcién de hibridacion
en 5’ es inferior a la de la primera porcién de hibridacién en 3’ y la porcion de separacion tiene la Tm mas baja en las
tres porciones de in X'p, Y'q y Z'r; la porcidon de separacion separa la segunda porcion de hibridacion en 5 de la
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primera porcion de hibridacién en 3’ en términos de acontecimientos de hibridacién a la secuencia de acido nucleico
diana, de modo que la especificidad de la hibridacién de la sonda TD se determina de forma dual mediante la
segunda porcién de hibridacién en 5’ y la primera porcion de hibridacion en 3’ de forma que la especificidad global
de la hibridacién de la sonda TD se potencia; en la que cuando la sonda TD hibrida con la secuencia de acido
nucleico diana, tanto la segunda porcion de hibridacién en 5 como la primera porcion de hibridacion en 3’ hibridan
con la secuencia de acido nucleico diana; en la que cuando la sonda TD hibrida con la secuencia de acido nucleico
no diana, tanto la segunda porcion de hibridacion en 5 como la porcidon de separacion forman una sola hebra, de
modo que la sonda TD permite la discriminacion de la secuencia de acido nucleico diana de la secuencia de acido
nucleico no diana.

De acuerdo con una realizacion preferible, el kit ademas comprende un cebador adicional para la amplificacion de la
diana junto con el cebador HDD, un cebador en direccion 5’, cebador en direccién 3’, una sonda marcada o
combinaciones de los mismos.

De acuerdo con una realizaciéon preferible, el cebador adicional para la amplificacion de la diana, el cebador en
direccion 5’ y/o el cebador en direccion 3’ tiene un marcador.

El marcador util en los cebadores o la sonda marcada se describira como tal en del cebador HDD. Preferentemente,
el marcador es un marcador FRET.

La sonda marcada y los cebadores marcados también se escinden mediante la acido nucleico polimerasa
dependiente de molde que tiene la actividad nucleasa de 5’ a 3’ para liberar el marcador de ellos, dando dos sefiales
separadas indicativas de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

Dado que el kit de la presente invencidon se construye para realizar el procedimiento de deteccion de la presente
invencion descrito anteriormente, las descripciones habituales entre ellos se omiten con el fin de evitar una
redundancia innecesaria que conduzca a la complejidad de esta memoria descriptiva.

Los presentes kits pueden incluir opcionalmente los reactivos requeridos para realizar reacciones de PCR para
amplificacion de la diana (por ejemplo, reacciones de PCR), tales como tampones, cofactores de la ADN polimerasa
y desoxirribonucledtidos-5-trifosfatos. Opcionalmente, los kits también pueden incluir varias moléculas de
polinucledtidos, transcriptasa inversa, varios tampones y reactivos, y anticuerpos que inhiben la actividad de ADN
polimerasa.

Los kits también pueden incluir reactivos necesarios para realizar reacciones de control positivo y negativo. El
experto en la técnica que tenga el beneficio de la presente divulgacion puede determinar facilmente las cantidades
Opticas de reactivos para usar en una reaccion dada. Normalmente, los kits estan adaptados para contener en
envases o compartimentos separados los constituyentes descritos anteriormente.

A continuacion se resumiran las caracteristicas y ventajas de la presente invencion:

(a) Los procedimientos de PCR en tiempo real convencionales requieren sondas marcadas o una estructura de
cebador modificada de forma complicada como estructura en horquilla, que dificultan el disefio, la sintesis o la
seleccion de la secuencia de la sonda y el cebador. No obstante, ya que el cebador HDD de la presente
invencion se usa no solo para la amplificacién de la diana sino también para la amplificaciéon de la seial sin
sondas marcadas adicionales o una estructura de cebador modificada de forma complicada, el disefo, la sintesis
o la seleccion de la secuencia del cebador HDD para la PCR en tiempo real es relativamente simple y facil.

(b) La optimizacion de los procedimientos de PCR en tiempo real convencionales es dificil porque es necesario
para las reacciones de PCR en tiempo real convencionales que las condiciones de hibridacién se optimicen para
las sondas, asi como para los cebadores. Se supone que los procedimientos de PCR en tiempo real
convencionales usando cebadores con colas para formar bucles en horquilla optimizan las condiciones de
reaccion con formacion y deformacion de los bucles de horquilla en los cebadores. No obstante, la presente
invencion podria estar libre completamente de las materias problematicas e inconvenientes asociados con la
optimizacion de los procedimientos de PCR en tiempo real convencionales.

(c) Como se aborda en el ejemplo 7, varias combinaciones de (i) los cebadores de HDD como un cebador
directo, un cebador inverso o un cebador en direccién 5’ o (ii) los cebadores de HDD vy las sondas permiten
detectar con eficacia las secuencias de acido nucleico diana.

(d) Es muy improbable que los procedimientos de PCR en tiempo real convencionales adopten un ensayo
multiplexado debido a la dificultad del disefio y optimizacion del cebador o la sonda. Por el contrario, ya que la
presente invencién solo usa un cebador marcado sin sondas adicionales o una estructura del cebador modificada
de forma complicada en la PCR en tiempo real, es posible exhibir una excelente deteccién de la diana en tiempo
real de un modo multiplexado.

(e) En comparacion con la sonda para PCR en tiempo real convencional, el cebador HDD se extiende durante el
proceso y, a su vez, el cebador HDD extendido muestra una fuerza de unién mas alta a las secuencias de acido
nucleico diana. El cebador para PCR en tiempo real convencional requiere una estructura modificada de forma
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complicada, tal como un bucle en horquilla que molesta a la unién a la secuencia de acido nucleico diana. Por el
contrario, el cebador HDD no requiere dicha modificacion, por lo que el cebador HDD tiene una mejor eficiencia
de union a las secuencias de acido nucleico diana. Esta caracteristica es responsable en parte de la mayor
eficiencia de deteccién de la diana del presente procedimiento.

(f) El presente procedimiento puede realizar facilmente las reacciones de PCR en tiempo real usando cebadores
que generalmente se usan para las reacciones de PCR. En resumen, los cebadores para generar amplicones en
las reacciones de PCR pueden asegurar una reaccion de PCR en tiempo real satisfactoria. A este respecto, el
presente procedimiento se considera que es rentable tanto en costes como en tiempo en el desarrollo de un
ensayo de PCR en tiempo real.

(g) Como se ha tratado anteriormente en el presente documento, el cebador y/o la sonda usados en la presente
invencion que tienen la estructura de OCD u OEDm da lugar a la mejora de la especificidad de unién, de modo
que se eliminan las sefales falsas positivas asociadas con la unién a no dianas del cebador y/o la sonda en la
reaccion de PCR en tiempo real.

La presente invencion se describira a continuacion con mayor detalle mediante ejemplos. Seria obvio para los
expertos en la técnica que con estos ejemplos se pretende ser mas concretamente ilustrativo y el alcance de la
presente invencion como se expone en las reivindicaciones adjuntas no esta limitado a o por los ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Evaluacion del cebador de THD en la deteccién de un acido nucleico diana

El cebador HDD de la presente invencion se evalud si el cebador HDD marcado doblemente puede generar una
sefial suficiente para detectar una secuencia de acido nucleico diana cuando el cebador HDD hibrida con la
secuencia de acido nucleico diana con la reacciéon de la ADN polimerasa Taq y la reaccion de escision en 5' y la
reaccion de extension en 3’ del cebador HDD se lleva a cabo por una acido nucleico polimerasa dependiente de
molde que tiene una actividad nucleasa de 5 'a 3' para separar la molécula indicadora fluorescente de la molécula de
inactivadora situadas en el cebador HDD. El cebador HDD estd marcado doblemente con 6-FAM (6-carboxi-
fluoresceina) como una molécula indicadora y el Black Hole Quencher 1 (BHQ-1) ) como una molécula inactivadora.
Las posiciones de los marcadores estan indicadas en la secuencia de oligonucleétidos.

Para analizar esta evaluacion, se utilizé el gen de Staphylococcus aureus como un molde diana y por comodidad
experimental, el oligonucledtido sintético se us6 como molde para gen de S. aureus. La sefial se midié en un
intervalo de tiempo predeterminado sin la amplificacion de la secuencia de acido nucleico diana.

El proceso y los resultados para la generacion de sefial y la deteccion del gen diana de Staphylococcus aureus se
describen en el presente documento.

Las secuencias del molde sintético y el cebador HDD de marcaje doble usado en este ejemplo son:

SA-Tem 5
gCcaataaaactaggaggaaatttaaatgttagaatitgaacaaggatttaatcatttagcgactttaaaggtcattggtgt
aggtggtggeggtaacaacgccgtaaaccgaatgattgaccacggaatgaataatgttgaatitatcgctatcaacacag
acggtcaagctttaaacttatctaaagctgaatctéaa-B’ (SECID N°1);y

SA-THD 5'-[6-FAM]CATTCCG[BHQ1-dT]GGTCAATCATTCGGTT-3'(SEC ID N° 2).

La reaccion de escision en 5’ y la reaccion de extension en 3’ del cebador HDD de marcaje doble se llevaron a cabo
en el volumen final de 20 pl que contienen 2 pmol de molde (SEC ID N° 1), 10 yl de 2X la mezcla maestra que
contiene MgCl; 10 mM, 2 unidades de la ADN polimerasa Taq (Solgent, Korea), 200 uM de cada uno de los cuatro
dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y 5 pmoles del cebador HDD de marcaje doble (SEC ID N° 2); el tubo que
contiene la mezcla de reaccidon se coloco en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de
reaccion se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 40 ciclos de 60 segundos a 55 °C 0 65 °C. La
deteccion de la sefial generada se realizé en cada ciclo por el intervalo de tiempo predeterminado.

Como se muestra en la FIG. 5, incluso en la reaccién en la que no hay amplificacion de la secuencia de acido
nucleico diana, se observo el aumento de la sefial fluorescente en Staphylococcus aureus en base al tiempo real,
mediante el control de la sefial fluorescente en el intervalo de tiempo predeterminado. Ademas, se demostré ninguna
diferencia en la sefal entre 55 °C (N° 2) y 65 °C (N° 4). No se observé ningin cambio en la sefal fluorescente en
ausencia de moldes (N° 1y 3).
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Ejemplo 2: Examen del cebador HDD en las condiciones de reacciéon de PCR en tiempo real para la deteccion
de un acido nucleico diana

Los inventores también examinaron si el cebador HDD puede generar una sefal suficiente para detectar una
secuencia de acido nucleico diana cuando se aplico la repeticion de la desnaturalizacion, la hibridacion, la escision y
la extension a las diversas concentraciones de dNTP en las condiciones de la reaccién de PCR en tiempo real.

Para examinar esta evaluacion, el mismo molde (SEC ID N° 1) y el cebador HDD de marcaje doble (SEC ID N° 2)
usados en el EJEMPLO 1 se usan para la amplificaciéon de la sefial diana en tiempo real.

La amplificacién de la seial diana en tiempo real se llevd a cabo a las diversas concentraciones de dNTP
(concentracion final de 500 uM, 200 uM, 20 uM o 0 uM) en el volumen final de 20 pl que contienen 2 pmol de molde
(SEC ID N° 1), 10 pl de 2X la mezcla maestra que contiene MgCl; 10 mM, 2 unidades de la ADN polimerasa Taq
(Solgent, Korea) y 5 pmoles del cebador HDD de marcaje doble (SEC ID N° 2); el tubo que contiene la mezcla de
reaccion se coloco en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizd
durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 40 ciclos de 30 segundos a 55 °C o0 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90
segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial generada se realiz6 en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

Como se muestra en la FIG. 6, no se observé amplificacion de la sefal fluorescente de la secuencia de acido
nucleico diana en las reacciones de control negativo donde no habia polimerasa Taq (N°. 1) o el molde (N° 2). Tales
resultados indican que no hubo amplificacion de la sefial, ya sea por hibridacion del molde diana y el cebador HDD o
por la escision del propio cebador HDD monocatenario. Por otro lado, la sefial fluorescente de la secuencia de acido
nucleico diana se observé no soélo en ausencia de dNTP (N° 6), sino también a la diferente concentracion de dNTP
(N° 3, 4 y 5). Con 500 uM de dNTP, el valor Ct fue el mas alto y la intensidad de la sefal fue la mas baja (N° 3),
donde 20 yM de dNTP mostraron el valor de Ct mas bajo y la intensidad de sefial mas alta (N° 5).

Por lo tanto, sin la amplificacion de la secuencia de acido nucleico diana, la repeticion de la desnaturalizacion, la
hibridacion, la escision y la extension usando el cebador HDD era suficiente para generar la sefal fluorescente
diana, por lo tanto, permite la deteccién de la secuencia de acido nucleico diana por la amplificacién de la sefal en
tiempo real.

Ejemplo 3: Diferencias entre el cebador de THD y la sonda en la amplificacién por PCR en tiempo real

Las principales diferencias entre el cebador y la sonda son que la sonda no se incorpora en el producto de
amplificaciéon. Para confirmar que el cebador HDD se incorpora en el producto de amplificacion de PCR en tiempo
real pero la sonda no esta bajo las condiciones de la PCR en tiempo real, la PCR en tiempo real se llevo a cabo para
detectar genes de Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis utilizando el cebador como THD un cebador
directo.

Cuando se utiliza la secuencia de acido nucleico diana del gen de S. pneumoniae como molde, las secuencias del
cebador HDD de marcaje doble como un cebador directo, el cebador inverso y la sonda de doble marcaje utilizados
en este ejemplo son:

SP-THD  5-[6-FAM|TCCTTCAAACTGTGGATT[BHQ1-dT|GGGTGT-3" (SEC ID N° 4)
Sonda SP  5-[6-FAMJTCCTTCAAACTGTGGATT[BHQ1-dT|GGGTGT[Phos-Q]-3(SEC ID N° 5)
SP-P2 5-GGTTTCCGTACAGCCTTGA-3' (SEC ID N° 6)

La PCR en tiempo real se realizé en el volumen final de 20 pl que contiene 10 ng de ADN gendmico de S.
pneumoniae, 10 yl de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Tag ADN polimerasa y dNTP
(Qiagen), 10 pmoles de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 4) o la sonda de marcaje doble (SEC ID N° 5) Y
10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 6); el tubo que contiene la mezcla de reaccién se colocé en el termociclador
en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccién se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometio a
40 ciclos de 30 segundos a 60 °C o 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial
generada se realiz6 en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo. Los productos de la amplificacion por PCR Se
separaron en 2% de gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

Como se muestra en la FIG. 7, el cebador HDD en la PCR a tiempo real hace posible la obtencién de los productos
de la amplificacion de la secuencia de acido nucleico diana, asi como la amplificacion de la sefial diana (N° 3 de la
FIG. 7A) y los productos de la secuencia de acido nucleico diana amplificada, S. pneumoniae, se confirmaron en gel
de agarosa (calle 2 de la Fig. 7B). Por otra parte, no hubo ningiin cambio en la sefal fluorescente en la PCR a
tiempo real utilizando la sonda de marcaje doble (N° 1 de la FIG. 7A) a diferencia del cebador HDD, y tampoco se
observaron productos en gel de agarosa (calle 1 de la FIG. 7B).

Cuando se utiliza la secuencia de acido nucleico diana del gen de N. meningitidis como molde, las secuencias del
cebador HDD de marcaje doble como un cebador directo, el cebador inverso y la sonda de doble marcaje utilizados
en este ejemplo son:
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NM-THD2  5'-[6-FAM]TCCACCAATGGCG[BHQ1-dTJATAGCGGA-3' (SEC ID N° 8)
Sonda NM  5'-[6-FAM]TCCACCAATGGCGTATAGCGGA[BHQ1a-Q]-3' (SEC ID N° 9)
NM-P1 5-CCAATCCCTATACCTTTACGTC-3' (SEC ID N° 10)

La PCR en tiempo real se realizé en el volumen final de 20 pl que contiene 10 ng de ADN gendmico de S.
pneumoniae, 10 yl de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Tag ADN polimerasa y dNTP
(Qiagen), 10 pmoles de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 8) o la sonda de marcaje doble (SEC ID N° 9) Y
10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 10); el tubo que contiene la mezcla de reacciéon se coloco en el
termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y
se sometio a 40 ciclos de 30 segundos a 60 °C o0 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion
de la sefial generada se realizd en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo. Los productos de la amplificacion por
PCR Se separaron en 2% de gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

La amplificacion por PCR en tiempo real para el gen de N. meningitidis como un acido nucleico diana mostré los
resultados similares como se muestra en la FIG. 7. Los resultados de la PCR en tiempo real utilizando el cebador
HDD mostraron la amplificaciéon de la secuencia de acido nucleico diana, asi como la amplificacion de la sefal diana
(N° 3 de la FIG. 8A), y los productos de la PCR del gen de N. meningitidis se detectaron en gel de agarosa (calle 2
de la FIG. 8B). No obstante, no hubo ningin cambio en la sefial fluorescente en la PCR a tiempo real utilizando la
sonda de marcaje doble (N° 1 de la FIG. 8A) y tampoco se observaron productos de la secuencia de acido nucleico
diana mostrada el en gel de agarosa (calle 1 de la FIG. 8B).

Ejemplo 4: Especificidad de la PCR en tiempo real usando el cebador HDD

La especificidad de la PCR en tiempo real usando el cebador HDD se analizé6 mediante la deteccion de las
secuencias de acidos nucleicos diana del gen de S. pneumoniae y N. meningitidis. Para este estudio se uso el
cebador de de HDD de marcaje doble como un cebador directo en la amplificacion de PCR a tiempo real.

A. Especificidad de la PCR a tiempo real para S. pneumoniae

Las secuencias del cebador HDD de marcaje doble y del cebador inverso usados en este ejemplo son:
SP-THD 5[6-FAM]TCCTTCAAACTGTGGATT[BHQ1-dTIGGGTGT-3' (SEC ID N° 4)
SP-P2 5-GG"TTTCCGTACAGCCTTGA-3' (SEC ID N° 6)

La PCR en tiempo real se realizd en el volumen final de 20 pl que contiene 1 ng de ADN gendémico de S.
pneumoniae, N. meningitidis o N. gonorrhoeae, 10 ul de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6
mM, Tag ADN polimerasa y dNTP (Qiagen), 10 pmoles de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 4) y 10 pmol
de cebador inverso (SEC ID N° 6); el tubo que contiene la mezcla de reacciéon se coloco en el termociclador en
tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 40
ciclos de 30 segundos a 60 °C o 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial
generada se realizé en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

En la PCR a tiempo real utilizando el gen de S. pneumoniae como un acido nucleico diana se produjo amplificacion
de la sefal fluorescente (N° 1 de la FIG. 9), mientras que no se observo amplificacion de la sefial fluorescente en la
PCR a tiempo real con secuencias de acido nucleico no diana, tales como N. gonorrhoeae (n° 2 de la IG. 9) y N.
meningitidis (N° 3 de la de la FIG. 9) asi como el control negativo (N° 4 de la FIG. 9).

B. Especificidad de la PCR a tiempo real para N. meningitidis

Las secuencias del cebador HDD de marcaje doble y del cebador inverso usados en este ejemplo son:
NM-THD1  5'-[6-FAM]CCATAACC[BHQ1-dT][TGAGCAATCCAIIIICCTGACGTTC-3' (SEC ID N° 7)
NM-P1 5'-CCAATCCCTATACCTTTACGTC-3' (SEC ID N° 10)

La PCR en tiempo real se realizd en el volumen final de 20 pl que contiene 1 ng de ADN gendémico de S.
pneumoniae, N. meningitidis o N. gonorrhoeae, 10 ul de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6
mM, Tag ADN polimerasa y dNTP (Qiagen), 10 pmoles de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 7) Y 10 pmol
de cebador inverso (SEC ID N° 10); el tubo que contiene la mezcla de reaccion se coloco en el termociclador en
tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 40
ciclos de 30 segundos a 60 °C o 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial
generada se realizé en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

En la PCR a tiempo real utilizando el gen de N. meningitidis como un acido nucleico diana se produjo amplificacion
de la sefial fluorescente (N° 1 de la FIG. 10), mientras que no se observé amplificacion de la sefial fluorescente en la
PCR a tiempo real con secuencias de acido nucleico no diana, tales como S. pneumoniae (n° 2 de la IG. 10) y N.
meningitidis (N° 3 de la de la FIG. 10) asi como el control negativo (N° 4 de la FIG. 10).
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Ejemplo 5: Sensibilidad de la PCR en tiempo real usando el cebador HDD

La sensibilidad de la PCR en tiempo real usando el cebador HDD se analiz6 mediante la detecciéon de las
secuencias de acidos nucleicos diana del gen de S. pneumoniae y N. meningitidis. Para este estudio se uso el
cebador de de HDD de marcaje doble como un cebador directo en la amplificacion de PCR a tiempo real.

A. Sensibilidad de la PCR a tiempo real para S. pneumoniae

Las secuencias del cebador HDD de marcaje doble y del cebador inverso usados en este ejemplo son:
SP-THD 5'-[6-FAM]TCCTTCAAACTGTGGATT[BHQ1-dT]GGGTGT-3' (SEC ID N° 4)
SP-P2 5-GGTTTCCGTACAGCCTTGA-3' (SEC ID N° 6)

La PCR en tiempo real se realizé en el volumen final de 20 yl que contiene el ADN gendmico diluido en serie N.
meningitidis de S. pneumoniae (10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg o 0,1 pg), 10 pl de la mezcla de 2X QIAGEN
Multiplex Master de 6 mM de MgCl,, Taq DNA polimerasa y dNTP (QIAGEN), 10 pmoles del cebador marcado
doblemente (SEC ID N° 4) Y 10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 6); el tubo que contiene la mezcla de reaccion
se coloco en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10
minutos a 95 °C y se sometid a 40 ciclos de 30 segundos a 60 °C 0 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72
°C. La deteccion de la sefial generada se realizd en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

Como se muestra en la FIG. 11, cuando PCR en tiempo real se realiz6 utilizando el ADN gendémico de S.
pneuminiae después de una dilucién en serie a partir de 10 ng, se podria detectar la secuencia de acido nucleico
diana hasta 0,1 pg (N° 1-6).

B. Sensibilidad de la PCR a tiempo real para N. meningitidis

Las secuencias del cebador HDD de marcaje doble y del cebador inverso usados en este ejemplo son:
NM-THD1  5°-[6-FAM]JCCATAACC[BHQ1-dT]ITGAGCAATCCAIINICCTGACGTTC-3' (SEC ID N° 7)
NM-P1 5'-CCAATCCCTATACCTTTACGTC-3' (SEC ID N° 10)

La PCR en tiempo real se realizé en el volumen final de 20 yl que contiene el ADN gendmico diluido en serie N.
meningitidis de N. meningitidis (10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg o 0,1 pg), 10 yl de la mezcla de 2X QIAGEN
Multiplex Master de 6 mM de MgCl,, Taq DNA polimerasa y dNTP (QIAGEN), 10 pmoles del cebador marcado
doblemente (SEC ID N° 7) Y 10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 10); el tubo que contiene la mezcla de reaccion
se coloco en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10
minutos a 95 °C y se sometid a 40 ciclos de 30 segundos a 60 °C 0 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72
°C. La deteccion de la sefial generada se realiz6 en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

Como se muestra en la FIG. 12, cuando PCR en tiempo real se realizd utilizando el ADN gendémico de N.
meningitidis después de una dilucidon en serie a partir de 10 ng, se podria detectar la secuencia de acido nucleico
diana hasta 0,1 pg (N° 1-6).

Ejemplo 6: PCR anidada en tiempo real usando el cebador HDD

La especificidad y la sensibilidad de la PCR a tiempo real anidada usando el cebador HDD en el que se ensayaron
adicionalmente mediante la deteccion de las secuencias de acidos nucleicos diana del gen de S. pneumoniae. Para
este estudio se uso el cebador de de HDD de marcaje doble como un cebador directo en la amplificacion de PCR a
tiempo real.

A. Especificidad por PCR en tiempo real anidada

Las secuencias de cebador directo y el cebador inverso para la primera ronda de PCR y la secuencia del cebador
HDD de marcaje doble para la PCR en tiempo real anidada usadas en este ejemplo son:

SP-P1 5-TTGACCACTTCGCTATTTCC-3' (SEC ID N° 3)
SP-THD 5'-[6-FAM]TCCTTCAAACTGTGGATT/BHQ1-dT/GGGTGT-3' (SEC ID N° 4)
SP-P2 5-GGTTTCCGTACAGCCTTGA-3' (SEC ID N° 6)

La primera ronda de amplificacion por PCR se realizé en el volumen final de 20 pl que contiene 10 ng de ADN
gendémico de S. pneumoniae, N. meningitidis o N. gonorrhoeae, 10 pl de 2X QIAGEN, 10 pmoles delL cebador
directo (SEC ID N° 3) y 10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 6) de modo que el tubo que contiene la mezcla de
reaccion se introdujo en el cilcador térmico (ABI9700, ABI); la mezcla de reaccion de desnaturalizé durante 10 min a
95 °C y sometié a 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 90 segundos y 90 segundos (72 °C).

La PCR en tiempo real anidada se realizdé en el volumen final de 20 yl que contiene 2 ul de la primera ronda del
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producto de la PCR, 10 ul de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Taq ADN polimerasa y
dNTP (Qiagen), 5 pmoles de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 4) y 5 pmol de cebador inverso (SEC ID N°
6); el tubo que contiene la mezcla de reaccion se colocd en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la
mezcla de reaccion se desnaturalizd durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 20 ciclos de 30 segundos a 60 °C o
94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial generada se realiz6 en la etapa de
extension (72 °C) de cada ciclo.

Como se muestra en la FIG. 13, se observé una secuencia de acido nucleico sefial en el acido nucleico diana, 10 fg
de la concentracion de ADN genémico (No. 1-7) cuando PCR en tiempo real se realizé con el ADN gendémico de S.
pneumoniae diluido en serie como molde diana a partir de 10 ng S. pneumoniae (n° 1), pero no habia ningun acido
nucleico no diana (n° 4).

B. Sensibilidad por PCR en tiempo real anidada

Las secuencias del cebador directo, cebador inverso y cebador e HDD de marcaje doble usados en los ejemplos
son:

Se usan las mismas secuencias de cebador directo y el cebador inverso para la primera ronda de PCR y la
secuencia del cebador HDD de marcaje doble para la PCR en tiempo real anidada usadas en el ejemplo 6A para la
especificidad de la PCR en tiempo real anidada.

La primera ronda de amplificacion de PCR La PCR en tiempo real se realizé en el volumen final de 20 ul que
contiene el ADN gendmico diluido en serie N. meningitidis de S. pneumoniae (10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg o 100
pg), 10 pl de la mezcla de 2X QIAGEN Multiplex Master de 6 mM de MgCl,, Tag DNA polimerasa y dNTP (QIAGEN),
10 pmoles del cebador directo (SEC ID N° 3) y 10 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 6) de modo que el tubo que
contiene la mezcla de reacciéon se introdujo en el cilcador térmico (ABI9700, ABI); la mezcla de reaccion se
desnaturalizé durante 10 min a 95 °C y sometié a 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 90 segundos y 90 segundos (72
°C).

La PCR en tiempo real anidada se realizé en el volumen final de 20 ul que contiene 2 ul del producto de la PCR, 10
pl de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Tag ADN polimerasa y dNTP (Qiagen), 5 pmoles
de cebador de doble marcado THD (SEC ID N° 4) y 5 pmol de cebador inverso (SEC ID N° 6); el tubo que contiene
la mezcla de reacciéon se colocé en el termociclador en tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se
desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 20 ciclos de 30 segundos a 60 °C o0 94 °C, 90 segundos a
55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial generada se realizo en la etapa de extension (72 °C) de cada
ciclo.

Como se muestra en la FIG. 14, la secuencia de acido nucleico se detectd hasta 10 fg de la concentracion de ADN
gendmico (No. 1 - 7) cuando PCR en tiempo real se realizé con el ADN genémico de S. pneumoniae diluido en serie
como molde diana a partir de 10 ng.

Ejemplo 7: PCR en tiempo real usando las diversas combinaciones del cebador HDD

Es un primer informe descubierto por la presente invencién que un cebador general sin las modificaciones
estructurales tales como un vastago de la horquilla en la baliza molecular, Sunrise o Scorpion se puede utilizar en la
PCR en tiempo real con una doble funcién. una primera funcién, sintesis de la secuencia complementaria; una
segunda funcién, generacion de sefiales que indican una secuencia de acido nucleico diana. Por tanto, los
inventores aplicaron las varias concentraciones del cebador HDD en las amplificaciones por PCR en tiempo real,
que es una de las principales ventajas del cebador HDD.

Para este estudio se uso6 el gen de N. gonorrhoeae como molde del acido nucleico diana. El cebador HDD tiene una
estructura de OCD o una estructura convencional con un marcador doble.

Las secuencias del cebador HDD de marcaje doble y de los cebadores usados en este ejemplo son:

NG-P1 5-CAATGGATCGGTATCACTCGCIINICGAGCAAGAAC-3' (SEC ID N° 11)
NG-THD1  5-[6-FAM]CAATGGATCGG[BHQ1-dTJATCACTCGCIIIICGAGCAAGAAC-3' (SEC ID N° 12)
NG-P2 5-ATTGGCGTGTTTCGCATATTTAAG-3' (SEC ID N° 13)

NG-THD2 5-[6-FAMJATTGGCGTGTTTCGCATA[BHQ1-dTITTAAG-3' (SEC ID N° 14)

Sonda NG- 5-[6-FAMJATTGGCGTGTTTCGCATA[BHQ1-dTITTAAG[Phos-Q]-3' (SEC ID N° 15)
NG-P3 5-TACGCCTGCTACTTTCACGCTIIIIGTAATCAGATG-3' (SEC ID N° 16)

NG-THD3  5'-[6-FAM[TACGCCTGCTAC[BHQ1-dTITTCACGCTIIIIIGTAATCAGATG-3' (SEC ID N° 17)

A. Combinaciones del cebador HDD de marcaje doble como un cebador directo, un cebador inverso o ambos
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La PCR en tiempo real se realizd en el volumen final de 20 pl que contiene 1 ng de ADN gendmico de N.
gonorrhoeae, 10 ul de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Tag ADN polimerasa y dNTP
(Qiagen), 10 pmoles de cebador HDD de marcaje doble como cebador directo (SEC ID N° 12), reverse primer (SEQ
ID NO: 17), o ambos (SEC ID N° 12 Y 17) y pmoles del cebador como un cebador directo (SEC ID N° 11), o cebador
inverso (SEC ID N° 16); el tubo que contiene la mezcla de reaccion se colocé en el termociclador en tiempo real
(CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 40 ciclos de 30
segundos a 60 °C o 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial generada se
realizé en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

B. Combinaciones del cebador HDD de marcaje doble con una sonda interna de de marcaje doble

Las combinaciones del cebador HDD de marcaje doble y la reaccion PCR en tiempo real fueron las mismas que las
utilizadas en el Ejemplo 7A, excepto por el uso de la sonda interna de marcaje doble (5 pmoles, SEC ID N° 15).

C. Combinaciones del cebador HDD de marcaje doble como un cebador directo y un cebador inverso y/o un cebador
en direccién 5’

La reaccion de PCR en tiempo real fue la misma que se uso en el Ejemplo 7A, excepto por el uso del cebador HDD
de marcaje doble como un cebador directo (5 pmoles, SEC ID N° 14) el uso del cebador HDD en direcciéon 5 de
marcaje doble (10 pmoles, SEC ID N° 12) o el cebador en direccion 5' (10 pmoles, SEC ID N° 11).

D. Combinaciones del cebador HDD de marcaje doble con un cebador interno no marcado

La reaccion de PCR en tiempo real fue la misma que se uso en el Ejemplo 7A, excepto por el uso del cebador
interno de (10 pmoles, SEC ID N° 13).

Como se muestra en las FIG. 15 - 18, la amplificacion de la sefial en tiempo real y la amplificacion de la secuencia
de acido nucleico diana demostraron la aplicabilidad de diversas combinaciones de cebadores de HDD en la
amplificaciéon por PCR en tiempo real.

Ejemplo 8: Comparacion de los procedimientos que utilizan el cebador HDD y la sonda TagMan en la
amplificacion por PCR en tiempo real

Para investigar el mecanismo de la sefializacién, se compard el procedimiento de PCR en tiempo real de la presente
invencion usando el cebador HDD con el procedimiento de PCR en tiempo real TagMan usando el gen de N.
gonorrhoeae como una molde del acido nucleico diana.

El cebador HDD tiene una estructura de OCD con un marcador doble. Las secuencias del cebador HDD de marcaje
doble, la sonda TagMan y del cebador inverso usados en este ejemplo son:

NG-P1 5-CAATGGATCGGTATCACTCGCIIIICGAGCAAGAAC-3' (SEC ID N° 11)

NG-THD  5-[6-FAM|CAATGGATCGG[BHQ1-dTIATCACTCGCIIIICGAGCAAGAAC-3' (SEC ID N° 12)
NG-P2 5-ATTGGCGTGTTTCGCATATTTAAG-3' (SEC ID N° 13)

Sonda NG- 5-[6-FAMJATTGGCGTGTTTCGCATA[BHQ1-dTITTAAG[Phos-Q]-3' (SEC ID N° 15)

NG-P3 5-TACGCCTGCTACTTTCACGCTIIIIGTAATCAGATG-3' (SEC ID N° 16)

NG-THD3  5'-[6-FAM[TACGCCTGCTAC[BHQ1-dTITTCACGCTIIIIGTAATCAGATG-3' (SEC ID N° 17)

La PCR en tiempo real se realizd en el volumen final de 20 pl que contiene 1 ng de ADN gendmico de N.
gonorrhoeae, 10 ul de 2X QIAGEN Multiplex Master Mix que contiene MgCl, 6 mM, Tag ADN polimerasa y dNTP
(Qiagen), 10 pmoles de cebador (SEC ID N° 11) o el cebador HDD de marcaje doble (SEC ID N° 12) como un
cebador directo, 10 pmol de cebador (SEC ID N° 16) o el cebador HDD de marcaje doble (SEC ID N° 17) como un
cebador inverso, 5 pmolES de sonda TagMan (SEC ID N° 15), o cebador interno (SEC ID N° 13) como sonda
interna/cebador; el tubo que contiene la mezcla de reaccién se colocé en el termociclador en tiempo real (CFX96,
Bio-Rad); la mezcla de reaccion se desnaturalizd durante 10 minutos a 95 °C y se sometié a 20 ciclos de 30
segundos a 60 °C o 94 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos a 72 °C. La deteccion de la sefial generada se
realizé en la etapa de extension (72 °C) de cada ciclo.

Como se muestra en la FIG. 19, se ha demostrado que las diversas combinaciones de cebadores de HDD amplifican
la secuencia de acido nucleico diana. Ademas, la amplificacion de la sefial se produce con una gran eficiencia (N°. 2,
3, 5y 6) en ausencia de la sonda de doble marcador que por lo general se requiere para el procedimiento con la
sonda TagMan (N° 4). es decir, no sélo mostré el valor mas bajo de Ct en comparacion con la reaccion de la sonda
TagMan, sino también una mayor intensidad de la sefial fluorescente. Por lo tanto, a diferencia del procedimiento de
la sonda TagMan existente, es posible amplificar la sefial diana y la secuencia de acido nucleico diana con una
mayor eficiencia, solamente usando el cebador que esta disefiado para amplificar la secuencia de acido nucleico
diana.
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Listado de secuencias

<110> SEEGENE, INC.

<120> Cebador de hibridacién y Deteccion del la diana HDD

<150> KR10 - 2009 - 0107262
<151>2009 - 11 - 07

<160> 17

<170> Kopatent In 1.71

<210>1

<211> 200

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SA-Tem

<400> 1
gccaataaaa ctaggaggaa atttaaatgt tagaatttga acaaggatt! aatcatttag 60
cgactttaaa ggtcaitggt gtaggtggto gecggtaacaa cgecgtaaac cgaatgattg 120
accacggaat gaataatgtt gaatttatcg ctatcaacac agacggicaa getttaaact 180
tatctaaagc tgaatctaaa 200

<210> 2

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SA-HDD
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<400> 2

cattccgtgg tcaatcattc ggtt

<210>3
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador SP-P1

<400> 3

ttgaccactt cgctatttcc

<210> 4
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador HDD-SP

<400> 4

tccttcaaac tgtggatttg ggtgt

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda SP

<400> 5

ES 2533793 T3
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tccttcaaac tgtggatttg ggtgt 25

<210>6
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SP-P2

<400> 6

ggtttccgta cagcecttga 19

<210>7
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NM-THD1: n indica desoxiinosina

<400> 7

ccataacctt gagcaatcca nnnnncctga cgttc 35

<210> 8
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NM-THD2

<400> 8
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tccaccaatg gcgtatageg ga 22
<210>9
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda NM

<400> 9

tccaccaatg gcgtatageg ga 22

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NM-P1

<400> 10

ccaatcccta tacctttacg tc 22

<210> 11

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador NG-P1; n indica desoxiinosina

<400> 11

caatggatcg gtatcactcg cnnnnncgag caagaac
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<210> 12
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NG-THD1; n indica desoxiinosina

<400> 12

caatggatcg gtatcactcg cnnnnncgag caagaac

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NG-P2

<400> 13

attggcgtgt ttcgcatatt taag 24

<210> 14

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NG-THD2

<400> 14

attggcgtgt ttcgcatatt taag 24

<210> 15
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<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda NG

<400> 15

attggcgtgt ttcgcatatt taag 24

<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador NG-P3; n indica desoxiinosina

<400> 16

tacgcctgct actttcacge thnnnngtaa tcagatg

<210> 17

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador NG-THD3: n indica desoxiinosina

<400> 17

tacgcctgct actttcacge thnnnnngtaa tcagatg

37

37
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion de una secuencia de acido nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos
nucleicos usando una reaccion de escision en 5’ y una reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y
deteccion de la diana (cebador HDD), que comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con el cebador HDD, en el que el cebador HDD comprende (i)
hibridar una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador
0 un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reacciéon de
extension en 3’ del cebador HDD mediante el acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que el
cebador HDD se extiende por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' del acido nucleico polimerasa dependiente de molde
para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD, de modo
que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(c) detectar la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el procedimiento comprende ademas la etapa de
repetir las etapas (a)-(b) o (a)-(c) con desnaturalizacion entre ciclos repetidos al menos dos veces para amplificar la
sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el cebador HDD usado tiene una estructura de
oligonucledtido de cebado doble (OCD) representada por la siguiente férmula general | o una estructura de
oligonucledtido de especificidad doble modificado (OEDm) representada por la siguiente férmula general Il

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3'y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones; la porcidon de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
porcion de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador HDD es potenciada;

5'-X'p-Y'q-Z'-3' )

en la que X', representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucledtidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Y'q representa una porcion de separacién que comprende al
menos tres bases universales, Z'; representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucleétidos de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucledtidos, y X', Y'y Z' son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la T, de la primera porcién de cebado en 5’ es
inferior a la de la segunda porcion de cebado en 3' y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones de X'p, Y'q and Z'; la porcion de separacion separa la segunda porcion de cebado en 5’ de la primera
porcion de cebado en 3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, estando la
especificidad de la hibridacion del oligonucleétido determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’y
la segunda porcién de cebado en 3', de forma que la especificidad de hibridacién global del cebador HDD se
potencia.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el cebador HDD comprende al menos un marcador
en su porcion terminal en 5.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el cebador HDD comprende al menos un marcador
en su extremo 5'.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el sistema marcador interactivo es un par de una
molécula indicadora fluorescente y una molécula inactivadora colocada en el cebador HDD para inactivar la
fluorescencia de la molécula indicadora y los dos cebadores estan separados por un sitio dentro del cebador HDD
susceptible a la escisién por nucleasa, de modo que permite que la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico
polimerasa dependiente de molde separe la molécula indicadora fluorescente de la molécula inactivadora
escindiendo en el sitio susceptible, obteniendo de este modo la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de
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acido nucleico diana.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la molécula indicadora fluorescente es localizada
en la porcién terminal en 5’ del cebador HDD y la molécula inactivadora es localizada en 3’ de la molécula indicadora
fluorescente.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la molécula inactivadora es localizada en la porcién
terminal en 5’ del cebador HDD y la molécula indicadora fluorescente es localizada en 3’ de la molécula inactivadora.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia de acido nucleico diana comprende al
menos dos tipos de secuencias de acido nucleico y el cebador HDD comprende al menos dos tipos de cebadores.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de acido nucleico diana comprende
una variacion nucleotidica.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la secuencia de acido nucleico diana es una
secuencia de acido nucleico preamplificada.

12. Un procedimiento de deteccién de una secuencia de acido nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos
nucleicos usando una reaccion de escision en 5’ y una reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y
deteccion de la diana (cebador HDD), que comprende las etapas de:

(a) hibridar la secuencia de acido nucleico diana con un par de cebadores compuesto por dos cebadores como
cebador directo y cebador inverso en los que al menos un cebador es el cebador HDD capaz de amplificar la
secuencia de acido nucleico diana, en los que el cebador HDD comprende (i) una secuencia nucleotidica de
hibridacion complementaria a la secuencia de acido nucleico diana y (ii) un marcador o un sistema marcador
interactivo que contiene una pluralidad de marcadores;

(b) poner en contacto el resultante de la etapa (a) con una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que
tiene una actividad nucleasa de 5’ a 3’ en las condiciones de la reaccion de escision en 5’ y la reacciéon de
extension en 3’ de los dos cebadores mediante la acido nucleico polimerasa dependiente de molde; en el que los
dos cebadores se extienden por accion de la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa dependiente
de molde y es escindido por la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico polimerasa dependiente de
molde para liberar el marcador, o al menos un marcador del sistema marcador interactivo del cebador HDD entre
los dos cebadores, de modo que se obtiene una sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido
nucleico diana;

(c) desnaturalizar el resultante de la etapa (b);

(d) repetir las etapas (a)-(c) al menos dos veces para amplificar tanto la secuencia de acido nucleico diana como
la sefial indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana; y

(e) detectar la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de acido nucleico diana, en el que la deteccion se
realiza para cada ciclo de la repeticion de la etapa (d), al final de la repeticion de la etapa (d) o en cada uno de
los intervalos de tiempo predeterminados durante la repeticion, de forma que la sefial es indicativa de la
presencia de la secuencia de acido nucleico diana.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el cebador HDD usado tiene una estructura de
oligonucledtido de cebado doble (OCD) representada por la siguiente férmula general | o una estructura de
oligonucledtido de especificidad doble modificado (OEDm) representada por la siguiente férmula general Il

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3'y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones; la porcidon de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
porcion de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador HDD es potenciada;

5'-X'p-Y'q-Z'-3' )

en la que X', representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucledtidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Y'q representa una porcién de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z'; representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
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nucledétidos de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucledtidos, y X', Y'y Z' son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la T, de la primera porcién de cebado en 5’ es
inferior a la de la segunda porciéon de cebado en 3' y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones de X'p, Y'q and Z'; la porcion de separacion separa la segunda porcion de cebado en 5’ de la primera
porciéon de cebado en 3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la
especificidad de la hibridacion del oligonucleétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado
en 5’y la segunda porcién de cebado en 3' de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador HDD es
potenciada.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el cebador HDD comprende al menos un
marcador en su porcién terminal en 5'.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que el cebador HDD comprende al menos un
marcador en su extremo 5’.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el sistema marcador interactivo es un par de una
molécula indicadora fluorescente y una molécula inactivadora colocada en el cebador HDD para inactivar la
fluorescencia de la molécula indicadora y los dos cebadores estan separados por un sitio dentro del cebador HDD
susceptible a la escisién por nucleasa, de modo que permite que la actividad nucleasa de 5' a 3' de la acido nucleico
polimerasa dependiente de molde separe la molécula indicadora fluorescente de la molécula inactivadora
escindiendo en el sitio susceptible, obteniendo de este modo la sefal indicativa de la presencia de la secuencia de
acido nucleico diana.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que la molécula indicadora fluorescente es localizada
en la porcién terminal en 5’ del cebador HDD y la molécula inactivadora es localizada en 3’ de la molécula indicadora
fluorescente.

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en el que la molécula inactivadora es localizada en la
porcién terminal en 5 del cebador HDD y la molécula indicadora fluorescente es localizada en 3’ de la molécula
inactivadora.

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la secuencia de acido nucleico diana comprende
al menos dos tipos de secuencias de acido nucleico y cada uno de los dos cebadores asi como el cebador directo y
el cebador inverso comprende al menos dos tipos de cebadores.

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en el que la secuencia de acido nucleico diana comprende
una variacién nucleotidica.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el procedimiento es realizado de acuerdo con
una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el par de cebadores en el que al menos un cebador es el
cebador HDD.

22. Un kit de deteccion de una secuencia de acido nucleico diana de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos
usando una reaccion de escision en 5’ y una reaccion de extension en 3' de un cebador de hibridacion y deteccion
de la diana (cebador HDD), que comprende:

(a) el cebador HDD que comprende (i) una secuencia nucleotidica de hibridacion complementaria a la secuencia de
acido nucleico diana y (i) un marcador o un sistema marcador interactivo que contiene una pluralidad de
marcadores; y

(b) una acido nucleico polimerasa dependiente de molde que tiene una actividad nucleasa de 5 a 3’, en el que
cuando el cebador HDD hibrida con la secuencia de acido nucleico diana, el cebador HDD se extiende mediante la
actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa y el cebador para HDD se escinde mediante actividad de
nucleasa 5 a 3’ de la acido nucleico polimerasa para liberar el marcador o al menos un marcador dl sistema
marcador interactivo del cebador HDD, de modo que se obtiene una sefal indicativa de la presencia de la secuencia
de acido nucleico diana.

en el que un kit de deteccion de una secuencia de acido nucleico diana a partir de un ADN o una mezcla de acidos
nucleicos, que comprende

una sonda discriminativa diana (sonda TD) que tiene una estructura de oligonucleétido de especificidad doble
modificado (OEDm) representado por la siguiente formula general | para permitir discriminar la secuencia de acido
nucleico diana de una secuencia de acido nucleico no diana:

5-X'p-Y'q-Z'r-3'(1l)

en la que X', representa a segunda porcion de hibridacion en 5’ que tiene una secuencia nucleotidica de hibridacion
complementaria a la secuencia de &cido nucleico diana; Y'q representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z'r representa una primera porcién de hibridaciéon en 3’ que tiene una secuencia
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nucleotidica de hibridaciéon complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero
de nucledtidos; y X', Y'y Z' son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Tm de la segunda porcién de hibridacion
en 5’ es inferior a la de la primera porcién de hibridacién en 3’ y la porcion de separacion tiene la Tm mas baja en las
tres porciones de in X'p, Y'q y Z'r; la porcidon de separacion separa la segunda porcion de hibridacion en 5 de la
primera porcién de hibridacién en 3’ en términos de acontecimientos de hibridacién a la secuencia de acido nucleico
diana, de modo que la especificidad de la hibridacién de la sonda TD se determina de forma dual mediante la
segunda porcién de hibridacién en 5’ y la primera porcion de hibridacion en 3’ de forma que la especificidad global
de la hibridacién de la sonda TD se potencia; en la que cuando la sonda TD hibrida con la secuencia de acido
nucleico diana, tanto la segunda porcion de hibridacién en 5 como la primera porcion de hibridacion en 3’ hibridan
con la secuencia de acido nucleico diana; en la que cuando la sonda TD hibrida con la secuencia de acido nucleico
no diana, tanto la segunda porcion de hibridacion en 5 como la porcidon de separacion forman una sola hebra, de
modo que la sonda TD permite la discriminacion de la secuencia de acido nucleico diana de la secuencia de acido
nucleico no diana.

23. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en el que el kit comprende ademas al menos un cebador adicional,
una sonda marcada o su combinacion.

24. El kit de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el cebador HDD tiene una estructura de oligonucleétido de
cebado doble (OCD) representado por la siguiente férmula general I:

5'-Xp-Yq-Z-3' (1)

en la que X, representa una primera porcion de cebado en 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos de hibridacion
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; Yq representa una porcion de separacion que comprende al
menos tres bases universales, Z: representa una segunda porcion de cebado en 3' que tiene una secuencia de
nucledtidos de hibridacién complementaria a la secuencia de acido nucleico diana; p, q y r representan el nimero de
nucleodtidos, y X, Y y Z son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos; la Ty, de la primera porcion de cebado en 5’ es
mas alta que la de la segunda porcién de cebado en 3'y la porciéon de separacion tiene la T, mas baja en las tres
porciones; la porcion de separacion separa la primera porcion de cebado en 5’ de la segunda porcion de cebado en
3' en términos de acontecimientos de hibridacién al acido nucleico diana, de modo que la especificidad de la
hibridacion del oligonucledétido viene determinada doblemente por la primera porcién de cebado en 5’ y la segunda
porcion de cebado en 3', de forma que la especificidad de hibridacion global del cebador es potenciada.
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Fig. 1A
Escision en 5’ y extensién en 3’ del cebador HDD

A. Hibridacion
Cebador HDD

Acido nucleico diana

Acido nucleico polimerasa que tiene

actividad nucleasa de 5’ a 3’

B. Generacién de sefial mediante escisién en 5’ y extensién en 3° del cebador HDD

3’

S MY LT

Escisién en 5’ del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de
la acido nucleico polimerasa y extension en 3 del cebador HDD mediante la
actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa. Se obtiene una sefal
indicativa de la presencia del acido nucleico diana.
Deteccidn de la sefial por
intervalo de tiempo predeterminado

Deteccién de la sefial en tiempo real

(R) :Molécula indicadora (Q) : Molécula inactivadora

42



ES 2533793 T3

Fig. 1B
Escision en 5’ y extensién en 3’ del cebador HDD

A. Hibridacién

Cebador HDD que tiene estructura OCD
Acido nucleico diana

Y B

3

Acido nucleico polimerasa que tiene
actividad nucleasa de 5’ a 3°

B. Generacion de sefal mediante escision en 5° y extension en 3° del cebador HDD

5 7\ : _3'
LTI PTTTTTIITITTT™

Escision en 5’ del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5° a 3° de la acido
nucleico polimerasa y extension en 3° del cebador HDD mediante la actividad polimerasa
de la acido nucleico polimerasa. Se obtiene una seiial indicativa de la presencia del acido

nucleico diana.
B Deteccion de la seial por
intervalo de tiempo predeterminado
Deteccion de la sefial en tiempo real

®‘-‘ Molécula indicadora @ © Molécula inactivadora

OCD: Oligonucledtido de cebado doble
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Fig. 2A

Amplificaciéon de la sefial en tiempo real

A. Hibridacion

Acido nucleico diana 0 o

5 ¥

Cebador HDD

Acido nucleico polimerasa que tiene
actividad nucleasa de 5’ a 3°

. Generacion de sefial mediante escision en 5° y extension en 3’ del cebador HDD

5 3

,
EnnsssnnnndEEEENE|

Escision en 5° del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5° a 3° de la acido nucleico
polimerasa y extension en 3° del cebador HDD mediante la actividad polimerasa de la acido

nucleico polimerasa. Se obtiene una sefial indicativa de la presencia del acido nucleico diana.
Repeticion de la desnaturalizacion,
@ hibridacion, escision y extension
Amplificacion de la sefial en tiempo real

® . Molécula indicadora @ : Molécula inactivadora
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Fig. 2B

Amplificacion de la sefial en tiempo real
A. Hibridacién
Cebador HDD que tiene estructura OCD

Acido nucleico diana K
\ 5@ @ 3’

D Y A O A |
Acido nucleico polimerasa que tiene
actividad nucleasade 5’ a3° ~

B. Generacion de sefial mediante escision en 5’ y extension en 3’ del cebador HDD

' o~ !
SIHIIIIT TTTTITIIITT

Escision en 5° del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5° a 3° de la acido nucleico polimerasa y
extension en 3’ del cebador HDD mediante la actividad polimerasa de la acido nucleico polimerasa. Se obtiene
una senal indicativa de la presencia del acido nucleico diana.

Repeticion de la desnaturalizacién,
@ hibridacion, escision y extension
Amplificacion de la sefial en tiempo real

® . Molécula indicadora @ : Molécula inactivadora

OCD: Oligonucleétido de cebado doble
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Fig. 3A

PCR en tiempo real usando el cebador HDD

A. Hibridacion
Cebador HDD como cebador directo

Acido nucleico diana

)
3:%‘?&“5.

ebador inverso

3’

B. Generacion de sefial mediante escision en 5’ y extension en 3’ del cebador HDD

N
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Escision en 5’ del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la acido nucleico
polimerasa y extension en 3° del cebador HDD mediante la actividad polimerasa de la acido
nucleico polimerasa. Se obtiene una seial indicativa de la presencia del acido nucleico diana.

Repeticion de la desnaturalizacion,
hibridacion, escision y extensién

Amplificacion en tiempo real de los acidos nucleicos sefal y diana

®Z Molécula indicadora @; Molécula inactivadora
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Fig. 3B

PCR en tiempo real usando el cebador HDD

A. Hibridacion
Cebador HDD que tiene estructura OCD

a ) Acido nucleico diana
3’ 5?
5’ 3|
3 &-t&).u.u.u.u 5
Cebador OCD

B. Generacion de sefial mediante escision en 5’ y extensién en 3’ del cebador HDD

5

.LIIIIIIIIIIIIIIIHJIiIIIJI]llILllIJ i 0
3 7 5’

Escision en 5’ del cebador HDD mediante la actividad nucleasa de 5’ a 3’ de la acido nucleico
polimerasa y extension en 3’ del cebador HDD mediante la actividad polimerasa de la acido
nucleico polimerasa. Se obtiene una sefial indicativa de la presencia del acido nucleico diana.

Repeticion de la desnaturalizacién,
& hibridacion, escision y extension

Amplificacién en tiempo real de los acidos nucleicos sefal y diana

® . Molécula indicadora @ . Molécula inactivadora

OCD: Oligonucleétido de cebado doble
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Fig. 4A

PCR en tiempo real usando diferentes combinaciones del cebador HDD

A. Combinacién del cebador HDD como cebador directo

e o Cebador HDD Acido nucleico diana
: . \
3 5’

5’ 3!

5!
Cebador inverso

3!

|

B. Combinacion del cebador HDD como cebador inverso

il
3‘ 5'

5’ 3!
3’ 5’

@ ®

C. Combinacién de los cebadores HDD como cebadores directos e inversos

® (@)

5 3 '
3' 5'
5’ - 3!

@

® : Molécula indicadora @ : Molécula inactivadora

e(ﬂ
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Fig. 4B

PCR en tiempo real usando diferentes combinaciones del cebador HDD

A. Combinacion del cebador HDD como cebador directo con una sonda

Cebador HDD
0 o e o Sondamarcada 446 nycleico diana
5 ¥ 5 p3 (‘
3, 5'
5‘ 3’

3y &

Cebador inverso

B. Combinacion del cebador HDD como cebador inverso con una sonda

Cebador directo: e o
S 8 ad
3 5

C. Combinacion del cebador HDD como cebadores directos/inversos con una sonda

3’

5 : 3
3

(@)

® : Molécula indicadora @: Molécula inactivadora

QOI

P: Fosfato para bloquear la extensién en 3° de la sonda
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Fig. 4C

PCR en tiempo real usando diferentes combinaciones del cebador HDD

A. Combinacion de los cebadores HDD como cebadores directos y en direccion 5°
Cebador HDD

3 Acido "UFEico diana 5’

5' 3'
> Jﬂ.U.I.I.I.L 5
Cebador inverso

B. Combinacion de los cebadores HDD como cebadores directos e inversos

Cebador en dlrecmon 5 ( 2 5 3
5 )
3!

5!

C. Combinacion de los cebadores HDD como cebadores directos, en direccion 5’ e inversos

D. Combinacion del cebador HDD como cebador directo

5‘ 3’
3" 4l LLLL 5:

@ . Molécula indicadora @ : Molécula inactivadora

5’
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Fig. 4D

PCR en tiempo real usando diferentes combinaciones del cebador HDD

A. Combinacion del cebador HDD como cebador directo con un cebador interno

Cebador HDD Cebador interno

. @ Acido nucleico diana
5 ¥ 5 3 (
3 5
5’ -

3’

3’ 5
Cebador inverso

B. Combinacion del cebador HDD como cebador inverso con un cebador interno

i nnsnnnnnid S ¥
3, 5'
5‘ N 3!

3 5
C. Combinacion del cebador HDD como cebadores directos/inversos con un cebador interno

. ¥ S ¥ .

5. 3‘
3'
(@

® . Molécula indicadora @ :  Molécula inactivadora

O
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Fig. 5

Amplificacion

2500
2000 :
& 1500 4
>
1000 :
500 1
o ]
Ciclos
N° Molde ¥  Cebador HDD?  Temperatura Valor de Ct
1 - 4+ 55T R
2 + + 55C 5,32
3 - + 65T ]
4 + + 65T 5,00

) El molde es un oligonucleétido sintético para el gen de S. aureus.

2) El cebador HDD tiene una estructura convencional con un marcador doble.
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Fig. 6

Amplificacion

8000 3 ..ot e T T TTTI P

UFR

Ciclos

N° Enzima Molde" Cebador HDD? Con. de dNTP Valor de Ct
1 . + + - -

2 + - + - -

3 + + + 500 uM 3,33

4 + + + 200 uyM 1.7

5 + + + 20 uM 1,38

6 + + + - 2,23

El molde es un oligonucleétido sintético para el gen de S. aureus.

2 El cebador HDD tiene una estructura convencional con un marcador doble.
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Fig. 7A

Amplificacion
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N®  Molde? directo Sonda ¥ nverso Valor Ct
1 + - + Cebador ¥ -
2 - - + Cebador -
3 + HDD? - Cebador 19,45
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1}El molde es un oligonucleétido sintético para el gen de S. aureus.
2} El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.
3} La sonda tiene una estructura convencional con un marcador doble y un fosfato en su extremo 3°.

4) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 7B
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M: Marcador del tamafio del ADM
Calles 1y 3: sonda
Calles 2y 4: Cebador HDD
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Fig. 8A

Amplificacion
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1} El molde es un oligonucleétido sintético para N. meningitidis
2} El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.
3l La sonda tiene una estructura convencional con un marcador doble y un fosfato en su extremo 3°.

4) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 8B

Molde
No Molde

M: Marcador del tamafio del ADN

Calles 1y 3: sonda
Calles 2 y 4: Cebador HDD
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Fig. 9

Amplificacion

5000 y Y T T T
4000 4
3000
o ]
w ]
= 2000
1000
0
o 1 Cebador Cebador
N Molde directo inverso Valor de Ct
1 sP HDD ? Cebadorr™ 23,91
2 NG HDD Cebador. -
3 NM HDD Cebador: -
4 - HDD Cebador -

1) El molde es un ADN genémico para S. pneumoniae (SP), N. gonorrhoeae (NG) o N. meningitidis (NM).
2 El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.

3) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 10

Amplificacién
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1 NM HDD 2 Cebador¥ 21,60
2 NG HDD Cebador .
3 SP HDD Cebador -
4 - HDD Cebador -

) El molde es un ADN gendmico para N. meningitidis (NM), N. genorrhoeae (NG) o S. pneumoniae (SP).
2} El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.

31 El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 11

Amplificacion
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2 1ng HDD Cebador 22,62
3 100 pg HDD Cebador 26,27
4 10pg HDD Cebador 29,96
5 1pg HDD Cebador 32,65
6 0.1 pg HDD Cebador 37.65
7 - . HDD Cebador -

'El molde es un ADN genémico de S. pneumoniae .
2) El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.

3 El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 12

Amplificacion
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N° Molde1_* directo inverso Valor de Ct
1 10 ng HDD 2 Cebador 2 18,09

2 ing HDD Cebador 21,60

3 100 pg HDD Cebador 24,93

4 10 pg HDD Cebador 27,90

5 1pg HDD Cebador 31,67

6 0,1 P9 HDD Cebador 35,50

7 - HDD Cebador -

W El molde es un ADN genémico de N. meningitidis.
2) El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura OCD con un marcador doble.

3 El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 13

Amplificacion
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2 NG HDD Cebador -

3 NM HDD Cebador -

4 - HDD Cebador -

" El molde es un ADN gendmico para S. pneumoniae (SP), N. gonorrhoeae (NG) o N. meningitidis (NM).

2) El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.

3) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 14

Amplificacién
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2 1ng HDD Cebador 1,85
3 100 pg HDD Cebador 2,01
4 10 pg HDD Cebador 2,18
5 1pg HDD Cebador 7,59
6 100 fg HDD Cebador 10,55
7 10 fg HDD _ Cebador 13.24
8 1fg HDD Cebador .
.9 - HDD Cebador -

" El molde es un ADN genomico de S. pneumoniae .
2) El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura convencional con un marcador doble.

%) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 15

Amplificacion
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1) El molde es un ADN genémico de N. gonorrhoeae.
2} El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura OCD con un marcador doble.

3} El cebador presenta un cebador que tiene una estructura OCD sin un marcador.
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Fig. 16

Amplificacion
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N® Molded directo interna+. inverso

+ HDD 2 + Cebador 26,63

+ Cebador 3) + "HDD 25,88

3 + HDD + HDD 25,10

T El molde es un ADN genémico de N. gonorrhoeae.
2) El cebador HDD representa un cebador HDD que tiene una estructura OCD con un marcador doble.
3) El cebador presenta un cebador que tiene una estructura OCD sin un marcador.

4 La sonda interna tiene una estructura convencional con un marcador doble.
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Fig. 17

Amplificaciéon
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) El molde es un ADN genomico de N. gonorrhoeae.

241 Los cebadores en direccion 5° e inversos tienen una estructura de OCD
%) El cebador directo tiene una estructura convencional. -

5 HDD representa un cebador HDD que tiene un marcador doble.

8 El cebador representa un cebador que tiene una estructura OCD sin un marcador.
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Fig. 18

Amplificaciéon
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1} El molde es un ADN gendémico de N. gonorrhoeae.
2} HD representa un cebador HDD que tiene una estructura OCD con un marcador doble.
31 El cebador representa un cebador que tiene una estructura OCD sin un marcador.

4 El cebador interno tiene una estructura convencional sin un marcador.
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Fig. 19
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" El molde es un ADN gendmico de N. gonorrhoeae.

2 HD representa un cebador HDD que tiene una estructura OCD con un marcador doble.
3 El cebador representa un cebador que tiene una estructura OCD sin un marcador.

4 El cebador interno tiene una estructura convencional sin un marcador.

5 La sonda interna tiene una estructura convencional sin un marcador.
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