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DESCRIPCION
Deteccion de polimorfismo mononucleotidico usando cebador y sonda de fusién superpuestos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo del diagndstico basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
y, mas en particular, a procedimientos para amplificar y detectar variaciones de secuencia en acidos nucleicos diana
que tienen un polimorfismo mononucleotidico (SNP).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La deteccion de SNP por PCR usando sondas de fusion marcadas con fluorescencia se ha descrito previamente
(véanse, por ejemplo, Huang et al., 2011, PLoS ONE 6(4) e19206 y Luo et al., 2011, J. Clin. Microbiol., 49(9)3132-
3138). La fusion tradicional funciona analizando la temperatura de fusion posterior a la PCR de una sonda marcada
con fluorescencia con una diana en ausencia de un SNP y en presencia de un SNP. Una sonda de fusién bien
disefiada proporciona una temperatura de fusion (Tr) que es la mayor en ausencia de un SNP, y cualquier cambio de
pares de bases que se produce en la regiéon de unién a la sonda provoca una variaciéon (disminucion) en la
temperatura de fusién. La variacion en la temperatura de fusion se puede usar para distinguir las dianas naturales
(WT) y mutantes (MT).

El documento WO02012/095639 divulga un procedimiento y kit para determinar la presencia o ausencia de
nucleotidos variantes en una region de diagnéstico de una secuencia de acido nucleico diana usando un par de
cebadores y una sonda oligonucleotidica de bloqueo que se hibrida al acido nucleico diana. En el presente
documento, tanto el primer cebador del par de cebadores como la sonda oligonucleotidica de bloqueo se hibridan a
una region de diagndstico en la secuencia de acido nucleico diana, en la que la sonda se extiende ampliamente a lo
largo del sitio de union del primer cebador para cubrir los nucleétidos variantes y tiene una doble funcién actuando
como un bloqueante o competidor y actuando como detector en el analisis de la curva de fusion. EI documento
WO02011/146403 divulga una unica prueba para la cuantificacion de ADN virico de VHB y la deteccion de virus
mutantes resistentes a farmacos para su uso en pacientes que se someten a un tratamiento prolongado usando
analogos nucleotidicos/nucleosidicos que utiliza un enfoque de superposicion parcial cebador-sonda de modo que la
longitud eficaz de la sonda es solo de un pocos nucleétidos. En el presente documento, un cebador se orienta en la
misma direccidén que la sonda y se superpone parcialmente con la sonda, en el que el cebador no cubre el sitio de
mutacion y en el que la sonda se extiende ampliamente mas all4 del extremo de la secuencia de cebador en varios
nucleoétidos.

Desafortunadamente, algunos SNP de interés se localizan en regiones génicas no conservadas donde la
heterogeneidad en las secuencias cercanas provoca una variacion no deseada en la temperatura de fusion de la
sonda. Esto hace que sea dificil distinguir las secuencias WT con mutaciones sindnimas de los SNP pertinentes de
interés. Los SNP asociados con resistencia a farmacos de los microorganismos son algunos ejemplos donde los
SNP especificos que confieren resistencia a farmacos se localizan en regiones génicas que contienen mutaciones
sinénimas WT cercanas. En dicho caso, cualquier mutacién sinénima en la region de unién a la sonda cerca del SNP
de interés también podria generar una variacién en la temperatura de fusion de la sonda y proporcionar un resultado
positivo falso. Por tanto, existe la necesidad de obtener una manera mas exacta y eficaz de detectar solo el SNP de
interés en un acido nucleico diana. Los modos de realizaciéon de la presente invencion pueden resolver los
problemas existentes de heterogeneidad en las secuencias y posibilitar que una sonda de fusion bien disefiada
detecte solo el SNP de interés sin interferencia de mutaciones sindnimas cercanas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. La descripcién proporciona procedimientos y kits para la
deteccién rapida de la presencia o ausencia de un SNP en un &cido nucleico diana en una muestra bioldgica o no
bioldgica, por ejemplo, la deteccidn de uno o mas SNP por reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real en
un unico tubo de ensayo.

En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento para detectar un SNP en un acido nucleico diana en
una muestra. El procedimiento para detectar un SNP incluye las etapas de realizar una etapa de amplificacién que
incluye poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico que tiene una primera secuencia de acido
nucleico natural para producir un producto de amplificacién si cualquier acido nucleico diana esta presente en la
muestra; realizar una etapa de hibridaciéon que incluye poner en contacto el producto de amplificacion con una sonda
de fusién oligonucleotidica que tiene una segunda secuencia de acido nucleico natural que tiene una temperatura de
fusién predefinida, en el que la segunda secuencia de acido nucleico natural de la sonda de fusion oligonucleotidica
se superpone con la primera secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico con una
superposicion minima de al menos un 80 % a lo largo de la longitud de la primera secuencia de acido nucleico
natural; en el que la segunda secuencia de acido nucleico natural de la sonda de fusién oligonucleotidica tiene la
misma secuencia que la primera secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico a lo largo de la
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superposicion; y en el que la segunda secuencia de acido nucleico natural de la sonda de fusion oligonucleotidica se
extiende a lo largo de la primera secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un extremo en
un nucledtido a lo largo de un area del acido nucleico diana donde el SNP se localiza; y detectar la presencia o
ausencia del SNP en el producto de amplificacién, en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusion
predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la presencia del SNP en la muestra y en el que la
ausencia de una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion
oligonucleotidica es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra, en el que el acido nucleico diana comprende
una region no conservada con una o mas mutaciones sindnimas localizadas donde el cebador se hibrida al acido
nucleico diana.

En otro modo de realizacion, se proporciona un procedimiento alternativo para detectar un SNP en un &cido nucleico
diana en una muestra. El procedimiento alternativo para detectar un SNP incluye las etapas de realizar una etapa de
amplificacion que incluye poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia de
acido nucleico natural para producir un producto de amplificacion si cualquier acido nucleico diana esta presente en
la muestra; realizar una etapa de hibridacién que incluye poner en contacto el producto de amplificacion con una
sonda de fusién oligonucleotidica que tiene una secuencia de acido nucleico especifica de SNP que tiene una
temperatura de fusion predefinida, en el que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la sonda de fusion
oligonucleotidica se superpone con la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico con una
superposicion minima de al menos un 80 % a lo largo de la longitud de la secuencia de acido nucleico natural; en el
que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la sonda de fusién oligonucleotidica tiene la misma
secuencia que la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico a lo largo de la superposicién; y
en el que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la sonda de fusidn oligonucleotidica se extiende a lo
largo de la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un extremo en un nucleétido a lo
largo de un area del acido nucleico diana donde el SNP se localiza; y detectar la presencia o ausencia del SNP en el
producto de amplificacién, en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusiéon predefinida de la sonda
de fusion oligonucleotidica es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra y en el que la ausencia de una
variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusién oligonucleotidica es indicativa de
la presencia del SNP en la muestra, en el que el acido nucleico diana comprende una regién no conservada con una
0 mas mutaciones sinonimas localizadas donde el cebador se hibrida al acido nucleico diana.

También se divulga un conjunto de cebadores y sondas oligonucleotidicos para detectar un SNP en un acido
nucleico diana en una muestra. El conjunto de cebadores y sondas se puede incluir en un kit que se puede
proporcionar para detectar el SNP. Por tanto, en otro modo de realizaciéon se proporciona un kit que comprende un
cebador oligonucleotidico y un conjunto de sondas oligonucleotidicas para detectar un polimorfismo
mononucleotidico (SNP) en un acido nucleico diana en una muestra que incluye un cebador oligonucleotidico que
tiene una primera secuencia de acido nucleico natural para producir un producto de amplificacion si cualquier acido
nucleico diana esta presente en la muestra; y una sonda de fusidon oligonucleotidica que tiene una segunda
secuencia de acido nucleico natural que tiene una temperatura de fusion predefinida, en el que la segunda
secuencia de acido nucleico natural de la sonda de fusién oligonucleotidica se superpone a la primera secuencia de
acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico con una superposiciéon minima de al menos un 80 % a lo largo
de la longitud de la primera secuencia de acido nucleico natural; en el que la segunda secuencia de acido nucleico
natural de la sonda de fusién oligonucleotidica tiene la misma secuencia que la primera secuencia de acido nucleico
natural del cebador oligonucleotidico a lo largo de la superposicién; y en el que la segunda secuencia de &cido
nucleico natural de la sonda de fusidn oligonucleotidica se extiende a lo largo de la primera secuencia de acido
nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un extremo en un nucledtido a lo largo de un area del acido
nucleico diana donde el SNP se localiza; en el que se detecta la presencia o ausencia del SNP en el producto de
amplificacion, con lo que una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion
oligonucleotidica es indicativa de la presencia del SNP en la muestra y con lo que la ausencia de una variacion
decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la
ausencia del SNP en la muestra; y en el que el acido nucleico diana comprende una regién no conservada con una o
mas mutaciones sindnimas localizadas donde el cebador se hibrida al 4cido nucleico diana. También se divulga un
conjunto de cebadores y sondas oligonucleotidicos alternativo para detectar un SNP en un acido nucleico diana en
una muestra. El conjunto de cebadores y sondas oligonucleotidicos alternativo se puede incluir en un kit que se
puede proporcionar para detectar el SNP. Por tanto, en otro modo de realizacién un kit que comprende un cebador
oligonucleotidico y un conjunto de sondas oligonucleotidicas para detectar un polimorfismo mononucleotidico (SNP)
en un acido nucleico diana en una muestra puede incluir un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia de
acido nucleico natural para producir un producto de amplificacion si cualquier acido nucleico diana esta presente en
la muestra; y una sonda de fusién oligonucleotidica que tiene una secuencia de acido nucleico especifica de SNP
que tiene una temperatura de fusion predefinida, en el que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la
sonda de fusién oligonucleotidica se superpone a la secuencia de acido nucleico natural del cebador
oligonucleotidico con una superposicion minima de al menos un 80 % a lo largo de la longitud de la secuencia de
acido nucleico natural; en el que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la sonda de fusion
oligonucleotidica tiene la misma secuencia que la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico
a lo largo de la superposicion; y en el que la secuencia de acido nucleico especifica de SNP de la sonda de fusion
oligonucleotidica se extiende a lo largo de la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un
extremo en un nucledtido a lo largo de un area del acido nucleico diana donde el SNP se localiza; en el que se
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detecta la presencia o ausencia del SNP en el producto de amplificacién, con lo que una variacidon decreciente en la
temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la ausencia del SNP en la
muestra y en el que la ausencia de una variacion decreciente en la temperatura de fusién predefinida de la sonda de
fusion oligonucleotidica es indicativa de la presencia del SNP en la muestra; y en el que el acido nucleico diana
comprende una regién no conservada con una o mas mutaciones sinénimas localizadas donde el cebador se hibrida
al &cido nucleico diana. El kit también puede incluir nucledsidos trifosfato, acido nucleico polimerasa y tampones
necesarios para la funciéon de la acido nucleico polimerasa. El kit también puede incluir un prospecto del envase e
instrucciones para usar los cebadores, sondas y restos fluoroféricos para detectar la presencia o ausencia del SNP
en una muestra.

En algunos modos de realizacidn, el procedimiento y el kit pueden incluir sondas ya marcadas con restos
fluorescentes de donante y aceptador correspondientes, o pueden incluir restos fluoréforos para marcar las sondas.
En determinados de estos modos de realizacion, los oligonucledétidos (cebadores y/o sondas) tienen 40 nucledétidos o
menos (por ejemplo, 30 nucleétidos o menos, 25 nucledtidos o menos, 20 nucleétidos o menos, etc.). En
determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos tienen entre 8 y 40 (por ejemplo, entre 8 y 30, entre 8 y 25,
entre 8 y 20) nucledtidos de longitud. En determinados modos de realizacién, los oligonucleétidos tienen entre 12 y
40 (por ejemplo, entre 12 y 30, entre 12 y 25, entre 12 y 20) nucledtidos de longitud. En algunos modos de
realizacién, los oligonucledtidos comprenden al menos un nucleétido modificado, por ejemplo, para alterar la
estabilidad de hibridacién del acido nucleico con respecto a los nucleétidos no modificados. En algunos modos de
realizacion, los oligonucleétidos comprenden al menos una variacion modificada de forma conservativa. En algunos
modos de realizacion, las sondas de fusién oligonucleotidicas pueden incluir una secuencia de acido nucleico que
permita la formacion de estructuras secundarias. La sonda de fusion oligonucleotidica se puede marcar con un resto
fluorescente en el extremo 5', y un resto de aceptador correspondiente en el extremo 3' para extinguir la
fluorescencia de las sondas de fusion no unidas. La secuencia de acido nucleico de las sondas de fusion
oligonucleotidicas puede proporcionar una conformacion enrollada aleatoriamente que posibilite la extincion de
fluorescencia a menos que la sonda oligonucleotidica se hibride a su diana. Dicha formacion de estructuras
secundarias, en general, da como resultado una proximidad espacial entre los primer (por ejemplo, fluoréforo) y
segundo (por ejemplo, extintor) restos fluorescentes. Por ejemplo, la sonda de fusion oligonucleotidica no hibridada
se puede extinguir o solo ser débilmente fluorescente, aunque la sonda de fusion oligonucleotidica se puede volver
mas intensamente fluorescente cuando se hibrida con su diana. Después de la desnaturalizaciéon de su diana, la
sonda de fusion oligonucleotidica puede regresar a su estado extinguido o débilmente fluorescente. En
consecuencia, la intensidad de fluorescencia del complejo sonda de fusion-diana disminuye a medida que la
temperatura se incrementa de manera dependiente de la diana, proporcionando un valor de temperatura de fusion
diferente para cada diana derivado del pico de fusion. En algunos modos de realizacion, la secuencia de acido
nucleico de la sonda de fusion oligonucleotidica comprende una pluralidad de temperaturas de fusion predefinidas
que dependen de las variaciones nucleotidicas de SNP que se distinguen entre las variaciones nucleotidicas de
SNP. En algunos modos de realizacién, la etapa de amplificacidon se realiza en presencia de un segundo cebador
oligonucleaotidico.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado entendido cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece la presente
invencién. Aunque se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o pruebas de la presente invencion, los procedimientos y materiales adecuados
se describen a continuacion. Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos son solo ilustrativos y no se
pretende que sean limitantes. Los detalles de uno o mas modos de realizaciéon de la invencion se exponen en los
dibujos adjuntos y en la descripcion a continuacion. Otros rasgos caracteristicos, objetivos y ventajas de la invencion
seran evidentes a partir de los dibujos y la descripcion detallada, y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIGURA 1 muestra una vista esquematica de un SNP ejemplar que se va a detectar entre una poblacion WT
diversa con el SNP que se localiza en regiones génicas no conservadas que tienen heterogeneidad en las
secuencias cercanas.

La FIGURA 2 muestra una vista esquematica de un disefio de cebador y sonda ejemplar para la deteccién de un
SNP, con una secuencia de cebador que "cebara" la PCR para iniciar un par de bases antes del SNP que se va a
detectar, y una sonda de fusién superpuesta con la misma secuencia que el cebador y se extiende un par de bases
mas, cubriendo la localizacion del SNP.

La FIGURA 3 muestra una vista esquematica de una reaccion PCR ejemplar que utiliza el disefio de cebador y
sonda superpuestos para la deteccion de un SNP.

La FIGURA 4 muestra una vista esquematica de un analisis de la curva de fusion ejemplar de los productos de
reaccion PCR que utiliza el disefio de cebador y sonda superpuestos para la deteccion de un SNP.

La FIGURA 5 muestra un analisis de las curvas de fusion tradicional.
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La FIGURA 6 muestra un analisis de la curva de fusion que utiliza el disefio de cebador y sonda superpuestos en un
modo de realizacion en el que la sonda incluye la secuencia natural.

La FIGURA 7 muestra un andlisis de la curva de fusién que utiliza el disefio de cebador y sonda superpuestos en un
modo de realizacion en el que la sonda incluye la secuencia especifica de SNP.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La deteccion de uno o mas SNP en un acido nucleico diana en una muestra por amplificacion del acido nucleico
proporciona un procedimiento de deteccidn rapido y exacto para los SNP. En el presente documento se describe un
ensayo en tiempo real para detectar un SNP en acido nucleico diana en una muestra, asi como conjuntos de
cebadores y sondas oligonucleotidicos para detectar los SNP. La sensibilidad incrementada de la PCR en tiempo
real para la deteccion de SNP en comparacién con otros procedimientos, asi como los rasgos caracteristicos
mejorados de la PCR en tiempo real que incluyen la contenciéon de la muestra y la detecciéon en tiempo real del
producto amplificado, hacen factible la implementacion de esta tecnologia para el diagndstico y la deteccion de SNP
rutinarios en el laboratorio clinico.

Los modos de realizacion de la presente descripcion permiten la deteccion de un SNP especifico, por ejemplo, entre
una poblacién WT diversa (fig. 1). Los modos de realizacion incluyen procedimientos de deteccion de un SNP
utilizando un disefio de cebador y sonda oligonucleotidicos superpuestos (también denominado cebador y sonda
oligonucleotidicos apilados), en los que la secuencia de un cebador oligonucleotidico y una sonda de fusion
oligonucleotidica se superponen entre si para detectar el SNP de interés que se encuentra en una regiéon génica no
conservada y contiene mutaciones sindnimas cercanas. Se puede disefiar una secuencias de cebador (directa o
inversa) que 'cebara’ la PCR para iniciar uno o mas pares de bases antes del SNP que se va a detectar, y se puede
disefiar una sonda de fusion superpuesta con la misma secuencia que el cebador pero que se extiende uno o mas
pares de bases mas que el cebador para extenderse y cubrir la localizaciéon del SNP del acido nucleico diana (fig. 2).
El cebador se puede disefar para que sea lo suficientemente tolerante y sélido como para "cebar" la reaccion PCR
independientemente de la diversidad en las secuencias bajo la region del cebador en el acido nucleico diana. El
disefio de cebador apropiado puede incluir bases modificadas (estabilizantes) que mejoran la capacidad de unién del
cebador en presencia de emparejamientos erroneos (diversidad en las secuencias). Esta manera,
independientemente de la diversidad inicial del acido nucleico diana en el area donde se hibrida el cebador, los
productos de amplificacién por PCR tendran la misma secuencia de cebador incorporada en los amplicones
generados (fig. 3). Las secuencias de cebador y sonda se pueden disefiar de modo que la sonda se superponga
completamente al cebador, y la sonda se extienda en al menos una base a lo largo para cubrir el SNP de interés que
se va a detectar en la diana o amplicén (por ejemplo, en algunos modos de realizacion, el extremo 3' de la sonda se
extiende a lo largo del extremo 3' del cebador en al menos una base, mientras que en otros modos de realizacion, el
extremo 5' de la sonda se extiende a lo largo del extremo 5' del cebador en al menos una base). De esta manera,
cualquier otro SNP que no sea de interés y pueda estar presente cerca del SNP de interés en la diana se convertira
en sinénimo por extensién del cebador (amplicon) y no afectara a la temperatura de fusion de la sonda. De forma
alternativa, las secuencias de cebador y sonda se pueden disefiar de modo que la secuencia de sonda no se
superponga completamente a la secuencia de cebador, siempre que la porcién de la secuencia de cebador que se
superpone con la sonda cubra cualquier SNP que no sea de interés y esté presente cerca del SNP de interés que se
va a detectar. Por ejemplo, una superposicion minima entre la secuencia de sonda y la secuencia de cebador puede
ser de al menos un 70 % a al menos 90 %, en determinados modos de realizacion de al menos un 80 % o de al
menos un 85 % o de al menos un 90 %. El analisis de fusion de los productos de PCR con el cebador y sonda
oligonucleotidicos superpuestos permite detectar la presencia o ausencia del SNP en el producto de amplificacion,
en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusién oligonucleotidica
es indicativa de la presencia del SNP en la muestra (fig. 4).

Los procedimientos pueden incluir realizar al menos una etapa de ciclo que incluye amplificar una o mas porciones
de una molécula de acido nucleico diana, por ejemplo, una diana génica que contiene el SNP de interés que se va a
detectar, en una muestra usando uno o mas cebadores 0 uno o mas pares de cebadores. Los términos "cebador",
"cebadores" y "pares de cebadores" como se usa en el presente documento se refieren a cebador(es)
oligonucleotidico(s) que se hibridan especificamente a una regién de la secuencia de acido nucleico diana, e inician
la sintesis a partir de la misma en condiciones apropiadas. Cada uno de los cebadores analizados se puede disefiar
para que se hibride a un &cido nucleico diana y adyacente al SNP de interés que se vaya a detectar en la molécula
de &cido nucleico diana, de modo que al menos una porcién de cada producto de amplificacion contenga la
secuencia de &cido nucleico correspondiente a las respectivas dianas y SNP, si esta presente. El cebador se puede
disefar para que se hibride adyacente al SNP de interés, por ejemplo, al lado, cerca, ligeramente en direccién 5' o
ligeramente en direccion 3', por ejemplo, en uno, dos, tres o mas nucleétidos. Por tanto, poner en contacto la
muestra con un cebador que tiene una primera secuencia de acido nucleico natural puede producir un producto de
amplificacion si cualquier acido nucleico diana esta presente en la muestra, si el SNP de interés esta presente o no
en la molécula de acido nucleico diana. En el presente documento, "natural" en el término "secuencia de acido
nucleico natural" se determina con respecto a la secuencia del acido nucleico diana que se va a analizar.
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El procedimiento también puede incluir una etapa de hibridaciéon que incluye poner en contacto el producto de
amplificacion con una sonda de fusion que tiene una segunda secuencia de acido nucleico natural, en el que la
secuencia de la segunda secuencia de acido nucleico natural de la sonda de fusion se superpone a (es la misma
que) la primera secuencia de acido nucleico natural del cebador, y se extiende en un extremo en uno o mas
nucleétidos a lo largo de un area del acido nucleico diana donde el SNP se localiza. En algunos modos de
realizacién, la secuencia de acido nucleico de la sonda se extiende en su extremo 3' en uno 0 mas nucledtidos a lo
largo de un area del acido nucleico diana donde el SNP se localiza. En otros modos de realizacién, la secuencia de
acido nucleico de la sonda se extiende en su extremo 5' en uno o mas nucleétidos a lo largo de un area del acido
nucleico diana donde el SNP se localiza. Dependiendo de un disefio elegido para un ensayo, la sonda de fusion
puede comprender perfiles de una o mas temperaturas de fusién predefinidas, incluyendo, por ejemplo, una primera
temperatura predefinida a la que se funde, o no se hibrida, la sonda de fusion a partir de una diana de &cido nucleico
natural perfectamente emparejada. Por tanto, una observacion de una variacion decreciente en la temperatura de
fusion predefinida de la sonda de fusion puede indicar un emparejamiento erroneo en la secuencia de la sonda de
fusién natural y la diana de acido nucleico, es decir, la presencia de un SNP en el acido nucleico diana en la
muestra. Esto es porque un emparejamiento erréneo en la secuencia de sonda de fusién natural y la presencia del
SNP en la diana da como resultado una menor temperatura de fusién de la sonda de fusién en comparacién con una
secuencia de sonda de fusion y de diana natural sin el SNP completamente emparejadas. Los perfiles de
temperaturas de fusion de la sonda de fusién también pueden incluir, por ejemplo, una segunda temperatura de
fusion predefinida a la que se funde la sonda de fusion que tiene una secuencia natural a partir de un SNP conocido
en una diana de acido nucleico, de modo que cuando se observa la segunda temperatura de fusion predefinida, no
solo se determina la presencia de un SNP, sino que también se puede distinguir la identidad del SNP de las diversas
posibilidades de los SNP para la diana de acido nucleico. De esta manera, para una diana particular, se puede
predeterminar o estandarizar una pluralidad de temperaturas de fusion predefinidas que dependen de la identidad de
diversas variaciones nucleotidicas de SNP posibles, que se distinguen entre las variaciones nucleotidicas de SNP
(véase, por ejemplo, la fig. 6). La temperatura de fusién se puede establecer por experimentacién para cada cambio
de pares de bases (dA, dT, dC o dG) particular en una Unica localizacién bajo la region de la sonda.

De forma alternativa, la sonda de fusion puede comprender una secuencia especifica de SNP para que se vaya a
detectar un SNP conocido. En dicho caso, los perfiles de una temperatura de fusién predefinida pueden incluir una
primera temperatura predefinida a la que se funde la sonda de fusion especifica de SNP a partir de una diana de
acido nucleico que contiene SNP perfectamente emparejada, y, por tanto, una observacion de la temperatura de
fusion predefinida puede indicar la presencia del SNP especifico en la secuencia de acido nucleico diana porque una
sonda de fusidon especifica de SNP perfectamente emparejada con la secuencia de acido nucleico diana que
contiene SNP no dara como resultado una variacién decreciente en la temperatura de fusién. Ademas, en dicho
caso, una variaciéon decreciente en la temperatura de fusién predefinida de la sonda de fusién especifica de SNP
puede indicar un emparejamiento erréneo en la secuencia de sonda de fusién especifica de SNP y la diana de acido
nucleico, por ejemplo, la ausencia de SNP y la presencia del acido nucleico natural, o la presencia de un SNP
diferente, en la muestra. Si se sabe que una molécula de acido nucleico diana tiene una pluralidad de SNP que son
de interés para la deteccion, se puede disefiar una pluralidad de sondas de fusién como se explica anteriormente,
teniendo cada una una secuencia natural o una secuencia especifica de SNP para la deteccién y caracterizacion de
los multiples SNP de interés.

La presencia del producto de amplificacién es indicativa de la presencia del acido nucleico diana en la muestra. La
presencia o ausencia de una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusién es
indicativa de la presencia o ausencia del SNP en la diana de &cido nucleico diana en la muestra. Dependiendo de si
el acido nucleico diana contiene o no el SNP de interés que se va a detectar, el producto de amplificacion producido
de acuerdo con los presentes procedimientos contendra la secuencia de acido nucleico diana que es
complementaria a las sondas de fusién detectables que se pueden disefar para que contengan la secuencia natural
o bien la secuencia especifica de SNP dependiendo del disefio del ensayo como se describe anteriormente. Cada
etapa de ciclo incluye una etapa de amplificacion, una etapa de hibridacién y una etapa de deteccion, en las que la
muestra se pone en contacto con la una o mas sondas de fusién detectables para la deteccién de la presencia o
ausencia del SNP de interés en la secuencia de acido nucleico diana en la muestra.

Los modos de realizacion de los procedimientos de deteccion de SNP pueden detectar y discriminar entre el acido
nucleico diana natural y el acido nucleico diana que contiene SNP en un unico tubo de PCR. Los procedimientos
descritos aqui se pueden disefiar para que detecten simultaneamente las secuencias de acido nucleico diana tanto
natural como el que contiene SNP, y discriminarlas en una unica reaccion PCR.

Como se usa en el presente documento, el término "amplificar" se refiere al procedimiento de sintetizar moléculas de
acido nucleico que son complementarias a una o ambas cadena de una molécula de acido nucleico molde (por
ejemplo, moléculas de acido nucleico diana para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o Mycobacterium
tuberculosis (MTB) o virus de la hepatitis C (VHC)). Amplificar una molécula de acido nucleico tipicamente incluye
desnaturalizar el acido nucleico molde, hibridar cebadores al acido nucleico molde a una temperatura que esté por
debajo de las temperaturas de fusion de los cebadores y alargar enzimaticamente a partir de los cebadores para
generar un producto de amplificacion. La amplificacion tipicamente requiere la presencia de desoxirribonucledsidos
trifosfato, una enzima ADN polimerasa (por ejemplo, Taq Platinum®) y un tampén apropiado y/o cofactores para la
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actividad 6ptima de la enzima polimerasa (por ejemplo, MgCl2 y/o KCI).

El término "cebador" se usa en el presente documento como se conoce por los expertos en la técnica y se refiere a
compuestos oligoméricos, principalmente a oligonucledtidos, pero también a oligonucleétidos modificados que
pueden "cebar" la sintesis de ADN por una ADN polimerasa dependiente de molde, es decir, el extremo 3', por
ejemplo, del oligonucleétido proporciona un grupo 3'-OH libre al que se pueden unir "nucleétidos" adicionales por
una ADN polimerasa dependiente de molde que establece un enlace fosfodiéster 3' a 5', con lo que se usan
desoxinucledsidos trifosfato, y con lo que se libera pirofosfato. En general, los cebadores se disefian en base a en
secuencias molde conocidas. Un cebador ceba la cadena sentido, y el otro ceba la cadena complementaria del ADN
o ADNc diana. La PCR se puede realizar en un ADN o ARN diana uniforme (es decir, dianas con la misma
secuencia) o en ADN o ARN dianas mixtos (es decir, dianas con diferentes intrones flanqueados por secuencias
conservadas). Para ADN/ARN mixtos (por ejemplo, que contienen heterogeneidad en las secuencias) incluso los
cebadores emparejados erréneamente pueden funcionar en la reaccion PCR si las secuencias de las dianas tienen
suficiente complementariedad con los cebadores emparejados erroneamente (es decir, cebadores tolerantes).

El término "hibridacién" se refiere a la hibridacién de una o mas sondas a un producto de amplificacién. Las
condiciones de hibridacién tipicamente incluyen una temperatura que esta por debajo de la temperatura de fusién de
las sondas, pero que evita la hibridacion no especifica de las sondas.

El término "polimerasa termoestable" se refiere a una enzima polimerasa que es estable frente al calor, es decir, la
enzima cataliza la formacion de productos de extension del cebador complementarios a un molde y no se
desnaturaliza de forma irreversible cuando se somete a temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para
efectuar la desnaturalizacion de acidos nucleicos molde bicatenarios. En general, la sintesis se inicia en el extremo
3' de cada cebador y continia en la direccion de 5' a 3' a lo largo de la cadena molde. Las polimerasas
termoestables se han aislado de Thermus fiavus, T. ruber, T. thermophilus, T. aquaticus, T. lacteus, T. rubens,
Bacillus stearothermophilus y Methanothermus fervidus. No obstante, también se pueden emplear polimerasas que
no son termoestables en ensayos de PCR siempre que se reponga la enzima.

El término "complemento del mismo" se refiere a un acido nucleico que al mismo tiempo tiene la misma longitud que,
y es exactamente complementario a, un acido nucleico dado.

El término "extension" o "alargamiento” cuando se usa con respecto a acidos nucleicos, se refiere a cuando se
incorporan nucledtidos adicionales (u otras moléculas analogas) en los acidos nucleicos. Por ejemplo, un acido
nucleico se extiende opcionalmente por un biocatalizador que incorpora nucleétidos, tal como una polimerasa que
tipicamente afiade nucleétidos en el extremo terminal 3' de un acido nucleico.

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o mas secuencias de acido nucleico, se
refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de
nucleotidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, por ejemplo, como
se mide usando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias disponibles para los expertos o por inspeccion
visual. Los algoritmos ejemplares que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la
similitud entre secuencias son los programas BLAST, que se describen, por ejemplo, en Altschul et al. (1990) "Basic
local alignment search tool" J. Mol. Biol. 215:403-410, Gish et al. (1993) "ldentification of protein coding regions by
database similarity search" Nature Genet. 3:266-272, Madden et al. (1996) "Applications of network BLAST server"
Meth. Enzymol. 266:131-141, Altschul et al. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs" Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 y Zhang et al. (1997) "PowerBLAST: A new network
BLAST application for interactive or automated sequence analysis and annotation" Genome Res. 7:649-656.

Un "nucledtido modificado” en el contexto de un oligonucleétido se refiere a una alteracion en la que al menos un
nucleétido de la secuencia de oligonucledtidos se remplaza por un nucledtido diferente que proporciona una
propiedad deseada al oligonucleétido. Los nucledtidos modificados ejemplares que se pueden sustituir en los
oligonucledtidos descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, una C5-metil-dC, una C5-etil-dC, una
C5-metil-dU, una C5-etil-dU, una 2,6-diaminopurina, una C5-propinil-dC, una C5-propinil-dU, una C7-propinil-dA, una
C7-propinil-dG, una C5-propargilamino-dC, una C5-propargilamino-dU, una C7-propargilamino-dA, una C7-
propargilamino-dG, una 7-desaza-2-desoxixantosina, un analogo de pirazolopirimidina, una seudo-dU, un nitropirrol,
un nitroindol, 2'-0-metil-ribo-U, 2'-0-metil-ribo-C, una N4-etil-dC, una N6-metil-dA y similares. En el presente
documento se hace referencia a muchos otros nucledtidos modificados que se pueden sustituir en los
oligonucleétidos de la invencion o de otro modo son conocidos en la técnica. En determinados modos de realizacion,
las sustituciones de nucledtidos modificados modifican las temperaturas de fusion (Tt) de los oligonucledtidos con
respecto a las temperaturas de fusiéon de los oligonucledtidos no modificados correspondientes. Para ilustrar
adicionalmente, determinadas sustituciones de nucleétidos modificados pueden reducir la amplificacién del acido
nucleico no especifica (por ejemplo, minimizar la formaciéon de dimeros de cebador o similar), incrementar el
rendimiento de un amplicéon diana pretendido, y/o similar, en algunos modos de realizacién de la invencion. Los
ejemplos de estos tipos de modificaciones en acidos nucleicos se describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU.
n.° 6.001.611.
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Acidos nucleicos diana y oligonucleétidos

La presente descripcion proporciona procedimientos para detectar un SNP en un acido nucleico diana amplificando,
por ejemplo, una porcion de las secuencias de acido nucleico diana, que puede ser cualquier secuencia de acido
nucleico diana que se sabe o se sospecha que comprende uno o mas SNP, por ejemplo, secuencias de acido
nucleico diana, por ejemplo, de VIH, VHC o MTB que es resistente a rifampicina.

Para la deteccion de SNP en la secuencia de acido nucleico diana, se pueden preparar cebadores y sondas para
amplificar las secuencias de acido nucleico diana. Ademas, se pueden evaluar variantes funcionales en cuanto a la
especificidad y/o sensibilidad por los expertos en la técnica usando procedimientos rutinarios. Las variantes
funcionales representativas pueden incluir, por ejemplo, una o mas deleciones, inserciones y/o sustituciones en los
cebadores y/o sondas divulgados en el presente documento. Por ejemplo, se puede proporcionar una variante
sustancialmente idéntica de los cebadores o sondas en la que la variante tenga al menos, por ejemplo, un 80 %,
90 % o0 95 % de identidad de secuencia con uno de los cebadores y sondas originales, o un complemento de los
mismos. Se puede identificar una variante funcionalmente activa de cualquiera del cebador y/o sonda que
proporcione una especificidad y sensibilidad similar o mayor en el procedimiento o kit descrito actualmente en
comparacioén con las respectivas secuencias originales.

Como se detalla anteriormente, un cebador (y/o sonda) se puede modificar quimicamente, es decir, un cebador y/o
sonda pueden comprender un nucleétido modificado o un compuesto no nucleotidico. Una sonda (o un cebador) es,
entonces, un oligonucleétido modificado. Los "nucleétidos modificados" (o "analogos nucleotidicos") difieren de un
"nucleotido” natural en alguna modificacion, pero todavia consisten en una base o compuesto similar a base, un
azucar pentofuranosilo o un compuesto similar a azucar pentofuranosilo, una porcion fosfato o porcién similar a
fosfato o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, un "marcador" se puede unir a la porcidon de base de un
"nuclestido”, con lo que se obtiene un "nucleétido modificado". Una base natural en un "nucleétido” también se
puede remplazar por, por ejemplo, una 7-desazapurina, con lo que también se obtiene un "nucleétido modificado".
Los términos "nucledtido modificado" o "analogo nucleotidico” se usan de manera intercambiable en la presente
solicitud. Un "nucleésido modificado" (o "analogo nucleosidico") difiere de un nucledsido natural en alguna
modificacion de la manera como se explica anteriormente para un "nucleétido modificado" (o un "analogo
nucleotidico").

Se pueden disefiar oligonucleétidos, incluyendo oligonucleétidos modificados y analogos oligonucleotidicos, que
amplifican las secuencias de acido nucleico diana usando, por ejemplo, un programa informatico, tal como OLIGO
(Molecular Biology Insights Inc., Cascade, Colo.). Los rasgos caracteristicos importantes cuando se disefian
oligonucledtidos que se van a usar como cebadores de amplificacion incluyen, pero no se limitan a, un producto de
amplificaciéon de tamafio apropiado para facilitar la deteccion (por ejemplo, por electroforesis), temperaturas de
fusion similares para los miembros de un par de cebadores, y la longitud de cada cebador (es decir, los cebadores
necesitan ser lo suficientemente largos para hibridarse con especificidad de secuencia y para iniciar la sintesis, pero
no tan largos como para que se reduzca la fidelidad durante la sintesis oligonucleotidica). Tipicamente, los
cebadores oligonucleotidicos tienen de 8 a 50 nucleétidos de longitud (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 o 50 nucledtidos de longitud). En algunos modos de realizacion, los
cebadores tienen 40 nucledtidos o menos y/o tienen entre 8 y 40 nucledtidos de longitud. En otros modos de
realizacion, los cebadores tienen 30 nucleétidos o menos y/o tienen entre 8 y 30 nucleétidos de longitud. En otros
modos de realizacion, los cebadores tienen 25 nucledtidos o menos y/o tienen entre 8 y 25 nucledtidos de longitud.
En determinados modos de realizacion, los cebadores oligonucleotidicos tienen entre 12 y 40 (por ejemplo, entre 12
y 30, entre 12 y 25) nucledtidos de longitud.

Ademas de un conjunto de cebadores, los presentes procedimientos pueden usar una 0 mas sondas para detectar la
presencia o ausencia de SNP en una secuencia de acido nucleico diana. El término "sonda" se refiere a acidos
nucleicos (ADN o ARN) producidos de forma sintética o biolégica, que, por disefio o seleccion, contienen secuencias
de nucledtidos especificas que les permiten hibridarse bajo restricciones predeterminadas definidas especificamente
(es decir, preferentemente) a "acidos nucleicos diana". Una "sonda" se puede denominar "sonda de deteccién", lo
que significa que detecta el acido nucleico diana. En algunos modos de realizacidon de la presente descripcion, las
sondas descritas se pueden marcar con al menos un marcador fluorescente. En un modo de realizacion, las sondas
se pueden marcar con un resto fluorescente de donante, por ejemplo, un tinte fluorescente, y un resto fluorescente
de aceptador correspondiente, por ejemplo, un extintor.

El disefio de los oligonucleétidos que se van a usar como sondas de hibridacion se puede realizar de manera similar
al disefio de los cebadores. Los modos de realizaciéon de la presente descripcion pueden usar una Unica sonda o un
par de sondas para la deteccion del producto de amplificacion. Dependiendo del modo de realizacién, el uso de la(s)
sonda(s) puede comprender al menos un marcador y/o al menos un resto de extintor. Como sucede con los
cebadores, las sondas normalmente tienen temperaturas de fusién similares, y la longitud de cada sonda debe ser
suficiente para que se produzca la hibridacion especifica de secuencia, pero no tan larga como para que se reduzca
la fidelidad durante la sintesis. Tipicamente, las sondas oligonucleotidicas tienen de 8 a 50 nucledtidos de longitud
(por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 o 50 nucledtidos de
longitud). En algunos modos de realizacién, las sondas tienen 40 nucledtidos o menos y/o tienen entre 8 y 40
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nucleétidos de longitud. En otros modos de realizacion, las sondas tienen 30 nucleétidos o menos y/o tienen entre 8
y 30 nucleétidos de longitud. En otros modos de realizacion, las sondas tienen 25 nucledtidos o menos y/o tienen
entre 8 y 25 nucledtidos de longitud. En determinados modos de realizacion, las sondas oligonucleotidicas tienen
entre 12 y 40. En otros modos de realizacion, las sondas tienen 30 nucledtidos o menos y/o tienen entre 12 y 30
nucleédtidos de longitud. En otros modos de realizacion, las sondas tienen 25 nucleétidos o menos y/o tienen entre
12 y 25 nucledtidos de longitud. En algunos modos de realizacién, las sondas oligonucleotidicas tienen entre 15 y 40
(por ejemplo, entre 15 y 30, entre 15 y 25) nucledtidos de longitud (por ejemplo, 16, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25
nucledtidos).

Las construcciones pueden incluir vectores, conteniendo cada uno una de una molécula de acido nucleico de
cebador o una de sonda. Se pueden usar construcciones, por ejemplo, como moléculas de acido nucleico molde de
control. Los vectores adecuados para su uso en la presente invencién estan disponibles comercialmente y/o se
producen por procedimientos de la tecnologia de acidos nucleicos recombinantes rutinarios en la técnica. Las
construcciones adecuadas para su uso en los procedimientos descritos tipicamente incluyen, ademas de las
moléculas de &cido nucleico de cebador y sonda, secuencias que codifican un marcador seleccionable (por ejemplo,
un gen de resistencia a antibiéticos) para seleccionar construcciones y/o transformantes deseados, y un origen de
replicacién. La eleccion de los sistemas de vectores normalmente depende de varios factores, incluyendo, pero sin
limitarse a, la eleccion de células huésped, eficacia de la replicacion, selectividad, inducibilidad y facilidad de
recuperacion.

Las construcciones que contienen moléculas de &cido nucleico de cebador y sonda se pueden propagar en una
célula huésped. Como se usa en el presente documento, el término célula huésped pretende incluir procariotas y
eucariotas, tales como células de levaduras, vegetales y animales. Los huéspedes procariotas pueden incluir E. coli,
Salmonella typhimurium, Serratia marcescens y Bacillus subtilis. Los huéspedes eucariotas incluyen levaduras, tales
como S. cerevisiae, S. pombe, Pichia pastoris, células de mamifero, tales como células COS o células de ovario de
hamster chino (CHO), células de insecto y células vegetales, tales como Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum.
Se puede introducir una construccidon en una célula huésped usando cualquiera de las técnicas conocidas
comunmente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la precipitacion con fosfato de calcio, electroporacion,
choque térmico, lipofeccion, microinyeccion y transferencia de acido nucleico mediada por virus son procedimientos
comunes para introducir acidos nucleicos en células huésped. Ademas, se puede suministrar ADN no marcado
directamente a las células (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s 5.580.859 y 5.589.466).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las patentes de EE.UU. n.° 4.683.202, 4.683.195, 4.800.159 y 4.965.188 divulgan técnicas de PCR
convencionales. La PCR tipicamente emplea dos cebadores oligonucleotidicos que se unen a un molde de acido
nucleico seleccionado (por ejemplo, ADN o ARN). Los cebadores utiles en los modos de realizacion descritos
incluyen oligonucledtidos que pueden actuar como un punto de iniciacion de la sintesis de acido nucleico dentro de
las secuencias de acido nucleico diana. Un cebador se puede purificar a partir de un hidrolizado de restricciéon por
procedimientos convencionales, o se puede producir de forma sintética. El cebador es preferentemente
monocatenario para una maxima eficacia en la amplificacion, pero el cebador puede ser bicatenario. Los cebadores
bicatenarios se desnaturalizan en primer lugar, es decir, se tratan para separar las cadenas. Un procedimiento de
desnaturalizacion de acidos nucleicos bicatenarios es por calentamiento.

Si el acido nucleico molde es bicatenario, es necesario separar las dos cadenas antes de que se pueda usar como
molde en la PCR. La separacion de las cadenas se puede lograr por cualquier procedimiento de desnaturalizacion
adecuado incluyendo medios fisicos, quimicos o enzimaticos. Un procedimiento de separacién de las cadenas de
acido nucleico implica calentar el acido nucleico hasta que esté predominantemente desnaturalizado (por ejemplo,
mas de un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % desnaturalizado). Las condiciones de calentamiento necesarias
para desnaturalizar el acido nucleico molde dependeran, por ejemplo, de la concentracion de sal tampén y de la
longitud y composicidon de nucledtidos de los acidos nucleicos que se desnaturalizan, pero tipicamente varian de
aproximadamente 90 °C a aproximadamente 105 °C durante un tiempo que depende de los rasgos caracteristicos
de la reaccion, tal como la temperatura y la longitud del acido nucleico. La desnaturalizacion tipicamente se realiza
durante aproximadamente 30 s a 4 min (por ejemplo, de 1 min a 2 min 30 s, 0 1,5 min).

Si el acido nucleico molde bicatenario se desnaturaliza por calor, la mezcla de reacciéon se deja enfriar a una
temperatura que promueva la hibridacién de cada cebador a su secuencia diana en las moléculas de acido nucleico
diana descritas, por ejemplo, que contienen el SNP. La temperatura para la hibridacion es normalmente de
aproximadamente 35 °C a aproximadamente 65 °C (por ejemplo, de aproximadamente 40 °C a aproximadamente
60 °C; de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 50 °C). Los tiempos de hibridacion pueden ser de
aproximadamente 10 s a aproximadamente 1 min (por ejemplo, de aproximadamente 20 s a aproximadamente 50 s;
de aproximadamente 30 s a aproximadamente 40 s). A continuaciéon, se ajusta la mezcla de reacciéon a una
temperatura a la que se promueve u optimiza la actividad de la polimerasa, es decir, una temperatura suficiente para
que se produzca la extension a partir del cebador hibridado para generar productos complementarios al acido
nucleico molde. La temperatura debe ser suficiente para sintetizar un producto de extension a partir de cada cebador
que se hibrida a un molde de acido nucleico, pero no debe ser tan alta como para desnaturalizar un producto de
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extension a partir de su molde complementario (por ejemplo, la temperatura para extension varia, en general, de
aproximadamente 40 °C a aproximadamente 80 °C (por ejemplo, de aproximadamente 50 °C a aproximadamente
70 °C; aproximadamente 60 °C). Los tiempos de extension pueden ser de aproximadamente 10s a
aproximadamente 5 min (por ejemplo, de aproximadamente 30 s a aproximadamente 4 min; de aproximadamente
1 min a aproximadamente 3 min; de aproximadamente 1 min 30 s a aproximadamente 2 min).

Los ensayos de PCR pueden emplear acido nucleico de cebador y sonda, tal como ARN o ADN (ADNc). El acido
nucleico molde no necesita estar purificado; puede ser una fraccion sin importancia de una mezcla compleja, tal
como un acido nucleico que contiene SNP contenido en células humanas. Las moléculas de acido nucleico que
contienen SNP se pueden extraer de una muestra biologica por técnicas rutinarias, tales como las descritas en
Diagnostic Molecular Microbiology: Principles and Applications (Persing et al. (eds), 1993, American Society for
Microbiology, Washington D.C.). Se pueden obtener acidos nucleicos a partir de una serie de fuentes, tales como
plasmidos, o fuentes naturales, incluyendo bacterias, levaduras, virus, organulos u organismos superiores, tales
como plantas o animales.

Los cebadores oligonucleotidicos se combinan con reactivos de PCR en condiciones de reaccidon que inducen la
extension del cebador. Por ejemplo, las reacciones de extension de la cadena incluyen, en general, KCI 50 mM, Tris-
HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl2 15 mM, gelatina al 0,001 % (p/v), 0,5-1,0 ug de ADN molde desnaturalizado, 50 pmoles
de cada cebador oligonucleotidico, 2,5 U de Taq polimerasa y DMSO al 10 %). Las reacciones contienen
normalmente de 150 a 320 yM de cada uno de dATP, dCTP, dTTP, dGTP o uno o mas analogos de los mismos.

Las cadenas recién sintetizadas forman una molécula bicatenaria que se puede usar en las etapas sucesivas de la
reaccion. Las etapas de separacion, hibridacion y alargamiento de la cadena se pueden repetir con tanta frecuencia
como sea necesario para producir la cantidad deseada de productos de amplificacién correspondientes a las
moléculas de acido nucleico diana. Los factores limitantes en la reaccién son las cantidades de cebadores, enzima
termoestable y nucledsidos trifosfato presentes en la reaccion. Las etapas de ciclo (es decir, desnaturalizacion,
hibridacion y extensién) se repiten preferentemente al menos una vez. Para su uso en la deteccion, el nimero de
etapas de ciclo dependera, por ejemplo, de la naturaleza de la muestra. Si la muestra es una mezcla compleja de
acidos nucleicos, se requeriran mas etapas de ciclo para amplificar la secuencia diana lo suficiente para la
deteccién. En general, las etapas de ciclo se repiten al menos aproximadamente 20 veces, pero se pueden repetir
hasta 40, 60 o incluso 100 veces.

Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)

La tecnologia de FRET (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s 4.996.143, 5.565.322, 5.849.489 y
6.162.603) se basa en el concepto de que cuando un resto fluorescente de donante y un resto fluorescente de
aceptador correspondiente se sitan a una determinada distancia entre si, tiene lugar una transferencia de energia
entre los dos restos fluorescentes que se puede visualizar o de otro modo detectar y/o cuantificar. El donante
tipicamente transfiere la energia al aceptador cuando se excita el donante por radiaciéon luminosa con una longitud
de onda adecuada. El aceptador tipicamente reemite la energia transferida en forma de radiacion luminosa con una
longitud de onda diferente.

En un ejemplo, una sonda de fusion oligonucleotidica puede contener un resto fluorescente de donante y un extintor
correspondiente, que disipa la energia transferida en una forma distinta de la luz. Cuando la sonda de fusion esta
intacta y no hibridada a su diana, la transferencia de energia tipicamente se produce entre los dos restos
fluorescentes, de modo que se extinga la emisién fluorescente del resto fluorescente de donante. Cuando la sonda
de fusion se hibrida a su secuencia de acido nucleico diana, el resto fluorescente y un extintor correspondiente se
separan especialmente mas y la sonda de fusidon se vuelve mas intensamente fluorescente. Los pares donante-
aceptador usados comunmente incluyen el par FAM-TAMRA. Los extintores usados cominmente son DABCYL y
TAMRA. Los extintores oscuros usados comunmente incluyen BlackHole Quenchers™ (BHQ), (Biosearch
Technologies, Inc., Novato, Cal.), lowa Black™, (Integrated DNA Tech., Inc., Coralville, lowa), BlackBerry™
Quencher 650 (BBQ-650), (Berry & Assoc., Dexter, Mich.).

Se puede llevar a cabo el analisis fluorescente usando, por ejemplo, un sistema de microscopio epifluorescente de
recuento de fotones (que contiene el espejo dicroico apropiado vy filtros para controlar la emision fluorescente en el
intervalo particular), un sistema fotomultiplicador de recuento de fotones o un fluorimetro. La excitacion para iniciar la
transferencia de energia se puede llevar a cabo con un laser de iones de argdén, una lampara de arco de mercurio
(Hg) de alta intensidad, una fuente de luz de fibra optica u otra fuente de luz de alta intensidad filtrada
apropiadamente para la excitacion en el intervalo deseado.

Como se usa en el presente documento con respecto a los restos fluorescentes de donante y aceptador
correspondientes, "correspondiente” se refiere a un resto fluorescente de aceptador que tiene un espectro de
emision que se superpone al espectro de excitacion del resto fluorescente de donante. EI maximo de longitud de
onda del espectro de emision del resto fluorescente de aceptador debe ser al menos 100 nm mayor que el maximo
de longitud de onda del espectro de excitacién del resto fluorescente de donante. En consecuencia, se puede
producir una transferencia de energia no radiativa eficaz entre los mismos.
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Los restos fluorescentes de donante y aceptador correspondientes se eligen, en general, para (a) la transferencia de
energia de Forster de alta eficacia; (b) una gran variacion de Stokes final (>100 nm); (c) una variacién de la emision
lo mas lejos posible en la porcion roja del espectro visible (>600 nm); y (d) una variacion de la emision a una mayor
longitud de onda que la emisidn fluorescente del agua de Raman producida por excitacion en la longitud de onda de
excitacion del donante. Por ejemplo, se puede elegir un resto fluorescente de donante que tenga su maximo de
excitacion cerca de una linea laser (por ejemplo, helio-cadmio 442 nm o argén 488 nm), un alto coeficiente de
extincion, un alto rendimiento cuantico y una buena superposicion de su emision fluorescente con el espectro de
excitacion del resto fluorescente de aceptador correspondiente. Se puede elegir un resto fluorescente de aceptador
correspondiente que tenga un alto coeficiente de extincion, un alto rendimiento cuantico, una buena superposicion
de su excitacion con la emision del resto fluorescente de donante y emision en la parte roja del espectro visible
(>600 nm).

Los restos fluorescentes de donante representativos que se pueden usar con diversos restos fluorescentes de
aceptador en la tecnologia de FRET incluyen fluoresceina, amarillo Lucifer, B-ficoeritrina, 9-acridinisotiocianato,
amarillo Lucifer VS, acido 4-acetamido-4'-isotiocianatoestilbeno-2,2'-disulfonico, 7-dietilamino-3-(4'-
isotiocianatofenil)-4-metilcumarina, 1-pirenbutirato de succinimidilo y derivados de acido 4-acetamido-4'-
isotiocianatoestilbeno-2,2'-disulfénico.

Los restos fluorescentes de aceptador representativos, que dependen del resto fluorescente de donante usado,
incluyen LC Red 640, LC Red 705, Cy5, Cy5.5, cloruro de sulfonil lisamina rodamina B, tetrametilrrodamina-
isotiocianato, rodamina x-isotiocianato, eritrosina-isotiocianato, fluoresceina, pentaacetato de dietilentriamina u otros
quelatos de iones de lantanido (por ejemplo, europio o terbio). Se pueden obtener restos fluorescentes de donante y
aceptador, por ejemplo, de Molecular Probes (Junction City, Oreg.) o Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.).

Los restos fluorescentes de donante y aceptador se pueden unir al oligonucleétido de sonda apropiado por medio de
un brazo de conector. La longitud de cada brazo de conector es importante, ya que los brazos de conector afectaran
a la distancia entre los restos fluorescentes de donante y aceptador. La longitud de un brazo de conector para el
propésito de la presente invencion es la distancia en Angstroms (A) desde la base nucleotidica al resto fluorescente.
En general, un brazo de conector es de aproximadamente 10 A a aproximadamente 25 A. El brazo de conector
puede ser de la clase descrita en el documento WO 84/03285. El documento WO 84/03285 también divulga
procedimientos para unir brazos de conector a una base nucleotidica particular, y también para unir restos
fluorescentes a un brazo de conector.

Se puede combinar un resto fluorescente de aceptador, tal como un LC Red 640-éster de NHS, con C6-
fosforamiditas (disponibles de ABI (Foster City, Calif.) o Glen Research (Sterling, Va.)) para producir, por ejemplo,
LC Red 640-fosforamidita. Los conectores usados con frecuencia para acoplar un resto fluorescente de donante, tal
como fluoresceina, a un oligonucledtido incluyen conectores de tiourea (derivados de FITC, por ejemplo,
fluoresceina-CPG de Glen Research o ChemGene (Ashland, Mass.)), conectores de amida (derivados de
fluoresceina-éster de NHS, tal como fluoresceina-CPG de BioGenex (San Ramon, Calif.)) o 3'-amino-CPG, que
requieren el acoplamiento de fluoresceina-éster de NHS después de la sintesis oligonucleotidica.

Deteccion de un SNP en un acido nucleico diana en una muestra

La presente divulgacion proporciona procedimientos para detectar la presencia o ausencia de un SNP en un acido
nucleico diana en una muestra biolégica o no bioldgica. Los procedimientos proporcionados por la invencion evitan
problemas de contaminacion de la muestra, negativos falsos y positivos falsos. Los procedimientos incluyen realizar
al menos una etapa de ciclo, que incluye amplificar una porcién de la molécula de acido nucleico diana de una
muestra usando uno o un par de cebadores, una etapa de hibridacion, que incluye poner en contacto el producto de
amplificacion con una sonda de fusidn, y una etapa de deteccidon. Se realizan mudltiples etapas de ciclo,
preferentemente en un termociclador. Los procedimientos divulgados se pueden realizar usando sondas naturales o
especificas de SNP, dependiendo del disefio elegido, para detectar la presencia del o ausencia del SNP en el acido
nucleico diana en la muestra.

Como se describe en el presente documento, se pueden detectar productos de amplificacion usando sondas de
fusién marcadas que aprovechan la tecnologia de FRET. Un formato de FRET utiliza una sonda de fusion
monocatenaria marcada con dos restos fluorescentes. Cuando se excita un primer resto fluorescente con luz de una
longitud de onda adecuada, la energia absorbida se transfiere a un segundo resto fluorescente de acuerdo con los
principios de FRET. El segundo resto fluorescente es, en general, una molécula de extintor. Durante la etapa de
hibridacion de la reaccion PCR, la sonda de fusién marcada se une al ADN diana (es decir, el producto de
amplificacion) y, como resultado, el resto fluorescente excitado y el resto de extintor se separan espacialmente entre
si. Como consecuencia, tras la excitacion del primer resto fluorescente en ausencia del extintor, se puede detectar la
emision de fluorescencia del primer resto fluorescente.

También se pueden usar balizas moleculares junto con FRET para detectar la presencia de un producto de
amplificaciéon usando los procedimientos de PCR en tiempo real de la invencion. La tecnologia de balizas
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moleculares usa una sonda de hibridacion marcada con un primer resto fluorescente y un segundo resto
fluorescente. El segundo resto fluorescente es, en general, un extintor, y los marcadores fluorescentes tipicamente
se localizan en cada extremo de la sonda. La tecnologia de balizas moleculares usa un oligonucleétido de sonda
que tiene secuencias que permiten la formacion de estructuras secundarias (por ejemplo, una horquilla).

Como resultado de la formacion de estructuras secundarias dentro de la sonda, ambos restos fluorescentes estan en
proximidad espacial cuando la sonda esta en solucion. Después de la hibridacion a los acidos nucleicos diana (es
decir, productos de amplificacion), la estructura secundaria de la sonda se altera y los restos fluorescentes se
separan entre si, de modo que, después de la excitacion con luz de una longitud de onda adecuada, se puede
detectar la emisidn del primer resto fluorescente.

Dependiendo del disefio del ensayo, la presencia de FRET puede indicar la presencia del acido nucleico diana en la
muestra, y la ausencia de FRET puede indicar la ausencia del acido nucleico diana en la muestra. Por ejemplo, la
variacion decreciente en la temperatura de fusién predefinida de las sondas de hibridacion es indicativa de la
presencia del SNP en la muestra y en la que la ausencia de una variacion decreciente en la temperatura de fusion
predefinida de la sonda de hibridacion es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra.

Las muestras biolégicas representativas que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, hisopos dérmicos,
hisopos nasales, hisopos para heridas, hemocultivos, piel e infecciones de partes blandas. Son conocidos
procedimientos de recogida y almacenamiento de muestras biolégicas por los expertos en la técnica. Las muestras
biolégicas se pueden procesar (por ejemplo, por procedimientos y/o kits de extraccion de acido nucleico conocidos
en la técnica) para liberar el acido nucleico o, en algunos casos, la muestra biolégica se puede poner en contacto
directamente con los componentes de la reaccion PCR vy los oligonucleétidos apropiados.

El andlisis de la curva de fusién es una etapa que se puede incluir en un perfil de ciclo. El analisis de la curva de
fusion se basa en el hecho de que el ADN se funde a una temperatura caracteristica llamada temperatura de fusion
(Tf), que se define como la temperatura a la que la mitad de las dobles hebras de ADN se han separado en cadenas
individuales. La temperatura de fusién de un ADN depende principalmente de su composiciéon de nucledétidos. Por
tanto, las moléculas de ADN ricas en nucleotidos G y C tienen una mayor Tr que las que tienen una abundancia de
nucleotidos A y T. Detectando la temperatura a la que se pierde la sefal, se puede determinar la temperatura de
fusién de las sondas.

De forma similar, detectando la temperatura a la que se genera la sefial, se puede determinar la temperatura de
hibridacién de las sondas. Dependiendo del disefio de un ensayo, la temperatura de fusion predeterminada real de la
sonda de fusién de los productos de amplificacién (en el caso de usar una sonda de fusion que tenga una secuencia
especifica de SNP) o una variacion decreciente de las temperaturas de fusion predeterminadas (en el caso de usar
una sonda de fusiéon que tenga una secuencia natural) puede confirmar la presencia o ausencia del SNP en la
secuencia de acido nucleico diana en la muestra.

Dentro de cada serie del termociclador, también se pueden realizar ciclos de muestras de control. Las muestras de
control positivo pueden amplificar un molde de control de acido nucleico (distinto de los productos de amplificacién
descritos de secuencia de acido nucleico diana) usando, por ejemplo, cebadores de control y sondas de control. Las
muestras de control positivo también pueden amplificar, por ejemplo, una construccién plasmidica que contenga una
molécula de acido nucleico. Dicho control plasmidico se puede amplificar internamente (por ejemplo, dentro de la
muestra) o en una muestra separada procesada en paralelo con la muestra del paciente. Cada serie del
termociclador también puede incluir un control negativo que, por ejemplo, carezca de ADN molde diana. Dichos
controles son indicadores del éxito o fracaso de la amplificacion, hibridacion y/o reaccion de FRET.

Por lo tanto, las reacciones de control pueden determinar faciimente, por ejemplo, la capacidad de los cebadores de
hibridarse con especificidad de secuencia y de iniciar el alargamiento, asi como la capacidad de las sondas de
hibridarse con especificidad de secuencia y para que se produzca la FRET.

En un modo de realizacion, los procedimientos de la descripcidn incluyen etapas para evitar la contaminacion. Por
ejemplo, un procedimiento enzimatico que utiliza uracil-ADN glucosilasa se describe en las patentes de EE. UU. n.°s
5.035.996, 5.683.896 y 5.945.313 para reducir o eliminar la contaminacién entre una serie del termociclador y la
siguiente.

Se pueden usar procedimientos de PCR convencionales junto con la tecnologia de FRET para poner en practica los
procedimientos descritos. En un modo de realizacién, se usa un instrumento LightCycler®. Las siguientes solicitudes
de patente describen la PCR en tiempo real como se usa en la tecnologia de LightCycler®: documentos WO
97/46707, WO 97/46714 y WO 97/46712.

Se entiende que los modos de realizacién de la presente descripcion no se limitan por la configuracion de uno o mas
instrumentos disponibles comercialmente.
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Articulos de fabricacion/kits

Los modos de realizacion de la presente descripcion proporcionan ademas articulos de fabricacion o kits para
detectar un SNP en un acido nucleico diana en una mezcla. Un articulo de fabricacion puede incluir cebadores y
sondas de fusidén usados para detectar el SNP en el acido nucleico diana, conjuntamente con materiales de
envasado adecuados. Los cebadores y sondas de fusidn representativos para la deteccién de SNP en un acido
nucleico diana en una muestra se pueden hibridar a las moléculas de acido nucleico diana. Ademas, los kits también
pueden incluir reactivos y materiales adecuadamente envasados necesarios para la inmovilizacion, hibridaciéon y
deteccion de ADN, tales como soportes solidos, tampones, enzimas y patrones de ADN. En el presente documento
se divulgan procedimientos de disefio de cebadores y sondas de fusion, y se proporcionan ejemplos representativos
de cebadores y sondas de fusion que amplifican y se hibridan a las moléculas de acido nucleico diana.

Los articulos de fabricacion de la descripcion también pueden incluir uno o mas restos fluorescentes para marcar las
sondas de fusion o, de forma alternativa, las sondas de fusidon suministradas con el kit pueden estar marcadas. Por
ejemplo, un articulo de fabricacion puede incluir un resto fluorescente de donante y/o de un aceptador para marcar
las sondas de fusion. Anteriormente se proporcionan ejemplos de restos fluorescentes de donante de FRET
adecuados y restos fluorescentes de aceptador correspondientes.

Los articulos de fabricacion también pueden contener un prospecto del envase o ficha técnica del envase que tenga
instrucciones en los mismos para usar los cebadores y sondas de fusién para detectar la presencia o ausencia de
SNP en un acido nucleico diana en una muestra. Los articulos de fabricacion pueden incluir adicionalmente reactivos
para llevar a cabo los procedimientos divulgados en el presente documento (por ejemplo, tampones, enzimas
polimerasa, cofactores o agentes para prevenir la contaminacion). Dichos reactivos pueden ser especificos para uno
de los instrumentos disponibles comercialmente descritos en el presente documento.

Los modos de realizaciéon de la divulgacion se describiran ademas en los siguientes ejemplos, que no limitan el
alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

Se proporcionan los siguientes ejemplos y figuras para ayudar al entendimiento de la presente invencion,
exponiéndose su verdadero alcance en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO |

Procedimiento de fusién de sonda tradicional

En referencia a la fig. 5 y tabla I, se amplific6 ADN plasmidico (SEQ ID NO: 2-9) usando PCR asimétrica e
inmediatamente seguido de analisis de fusion en un sistema de tubo cerrado. La PCR asimétrica contenia una
abundancia de cebador directo, cebador inverso limitado y sonda en exceso. El disefio de cebadores y sonda en
este procedimiento de fusidon de sonda tradicional se disefid para no superponerse. La sonda (SEQ ID NO: 1) se
marcé en el extremo 5' con fluoréforo (F) y el extremo 3' con un Black Hole Quencher (Q) que sirve para extinguir la
fluorescencia de la sonda no unida y también para prevenir la amplificacion a partir de la extensién de la sonda.

TABLA I: Dianas y sonda para el procedimiento de fusiéon de sonda tradicional

SEQ ID NO SECUENCIA
Sonda (WT) 5- FTGTGGGTCAACCCCGAQ -3’

2 Plasmido WTO1A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCGA -3°
3 Plasmido MTO3A 5- CGCTTGTCGGTCAACCCCGA -3
4 Plasmido MTO5A 5’- CGCTTGCGGGTCAACCCCGA -3’
5 Plasmido MTO6A 5’- CGCTTGTAGGTCAACCCCGA -3’
6 Plasmido MTO7A 5’- CGCTTGAGGGTCAACCCCGA -3’
7 Plasmido MTO8A 5- CGCTTGTGGGTCAACCCCTA -3’
8 Plasmido MTO9A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCAA -3°
9 Plasmido MT10A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCCA -3’

Condiciones de PCR: volumen de reaccion total de 50 ul que contiene 24 ul de tampoén de elucion (Tris,
metilparabeno, acida de sodio), 1 pyl de ADN plasmidico (~1e4c/ul), mas 25 pl de mezcla maestra (tricina, acetato de
potasio, glicerol, DMSO, Tween 20, EDTA, acida de sodio, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, polimerasa, cebador FWD,
cebador REV, sonda).
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Analisis de fusion (posterior a la PCR): 5 s a 94 °C seguido de 30-80 °C, tasa de rampa de 0,06 °C/s.

Andlisis de fusion tradicional: la mayor temperatura de fusién mas alta se produce a partir de la sonda WT y la diana
WT perfectamente emparejada (WT01: ~63 °C). Una menor Tt esta provocada por cualquier SNP que se produzca
bajo la regién de la sonda, incluyendo mutaciones sinénimas (MTO3A-MT10A). La cantidad de variacion de la Tt es
indicativa de la intensidad y localizacién de un SNP particular bajo la regién de sonda.

EJEMPLO Il

Cebador superpuesto y procedimiento de fusion de sonda con sonda WT

En referencia a la fig. 6 y tabla Il, se amplificé ADN plasmidico (SEQ ID NO: 12-19) usando PCR asimétrica e
inmediatamente seguido de analisis de fusion en un sistema de tubo cerrado. La PCR asimétrica contenia una
abundancia de cebador directo, cebador inverso limitado y sonda en exceso. La sonda (SEQ ID NO: 11) se disefié
para superponerse al cebador inverso (SEQ ID NO: 10) y se disefié en el mismo sentido que el cebador inverso para
evitar la interacciéon sonda-cebador. La sonda se marco en el extremo 5' con un fluoréforo y el extremo 3' con un
Black Hole Quencher que sirve para extinguir la fluorescencia de la sonda no unida y también para prevenir la
amplificacién a partir de la extension de la sonda.

TABLA IlI: Dianas y cebador y sonda WT apilados

SEQ ID NO SECUENCIA

10 Cebador (WT) 5’- GCGCTTGTGGGTCAACCCC -3’
11 Sonda (WT) 5’- FCGCTTGTGGGTCAACCCCGQ -3°
12 Plasmido WTO1 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCG -3’
13 Plasmido MTO3 5'- CGCTTGTCGGTCAACCCCG -3°
14 Plasmido MT05 5°- CGCTTGCGGGTCAACCCCG -3°
15 Plasmido MT06 5’- CGCTTGTAGGTCAACCCCG -3’
16 Plasmido MT07 5’- CGCTTGAGGGTCAACCCCG -3°
17 Plasmido MT08 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCT -3’
18 Plasmido MT09 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCA -3’
19 Plasmido MT10 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCC -3

Condiciones de PCR: volumen de reaccion total de 50 ul que contiene 24 ul de tampén de elucion (Tris,
metilparabeno, acida de sodio), 1 pyl de ADN plasmidico (~1e4c/ul), mas 25 yl de mezcla maestra (tricina, acetato de
potasio, glicerol, DMSO, Tween 20, EDTA, acida de sodio, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, polimerasa, cebador FWD,
cebador REV, sonda).

Analisis de fusion (posterior a la PCR): 5 s a 94 °C seguido de 30-80 °C, tasa de rampa de 0,06 °C/s.

Deteccion positiva de tres SNP en el extremo de la sonda 3": andlisis de fusion con cebador y sonda apilados, lo que
indica una Tr equivalente (~66 °C) de la diana WT (WT01) y mutaciones sindnimas bajo la region de la sonda (MT03,
05, 06 y 07). La variacion de la Tr solo se produce a partir de SNP localizados en el extremo de la sonda 3' (MT08,
MTO09 y MT10), y la cantidad de variacion de la Tr es especifica del cambio de pares de bases (Tt de MT08: ~64 °C,
MT09: ~61 °C, MT10: ~59 °C).

EJEMPLO Il

Cebador superpuesto y procedimiento de fusiéon de sonda con sonda especifica de SNP

En referencia a la fig. 7 y tabla Ill, se amplific6 ADN plasmidico (SEQ ID NO: 12-19) usando PCR asimétrica e
inmediatamente seguido de analisis de fusion en un sistema de tubo cerrado. La PCR asimétrica contenia una
abundancia de cebador directo, cebador inverso limitado y sonda en exceso. La sonda (SEQ ID NO: 20) se disefié
para superponerse al cebador inverso (SEQ ID NO: 10) y se disefié en el mismo sentido que el cebador inverso para
evitar la interacciéon sonda-cebador. La sonda se marcé en el extremo 5' con un fluoréforo y el extremo 3' con un
Black Hole Quencher que sirve para extinguir la fluorescencia de la sonda no unida y también para prevenir la
amplificacion a partir de la extension de la sonda.
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TABLA lll: Dianas y cebador y sonda especifica de SNP apilados

SEQ ID NO SECUENCIA

10 Cebador (WT) 5°- GCGCITGTGGGTCAACCCC -3’
20 Sonda (SNP) 5’- FCGCTTGTGGGTCAACCCCTQ -3’
12 Plasmido WT01A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCG -3’
13 Plasmido MTO3A 5’- CGCTTGTCGGTCAACCCCG -3’
14 Plasmido MTO5A 5’- CGCTTGCGGGTCAACCCCG -3°
15 Plasmido MTO6A 5’- CGCTTGTAGGTCAACCCCG -3’
16 Plasmido MTO7A 5’- CGCTTGAGGGTCAACCCCG -3°
17 Plasmido MTO8SA 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCT -3’
18 Plasmido MT09A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCA -3’
19 Plasmido MT10A 5’- CGCTTGTGGGTCAACCCCC -3°

Condiciones de PCR: volumen de reaccion total de 50 ul que contiene 24 ul de tampdn de eluciéon (Tris,
metilparabeno, acida de sodio), 1 pyl de ADN plasmidico (~1e4c/ul), mas 25 yl de mezcla maestra (tricina, acetato de
potasio, glicerol, DMSO, Tween 20, EDTA, acida de sodio, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, polimerasa, cebador FWD,
cebador REV, sonda).

Analisis de fusion (posterior a la PCR): 5 s a 94 °C seguido de 30-80 °C, tasa de rampa de 0,06 °C/s.

Deteccion positiva de un SNP en el extremo de la sonda 3": analisis de fusién con cebador y sonda apilados, lo que
indica la mayor Tr (~65 °C) a partir de sonda de MT08 solo con diana de MT08 emparejada. Todas las demas
mutaciones bajo la region de la sonda (indicada por las dianas MT03, 05, 06 y 07, MT09 y MT10) provocan una T+
variada (~60-62 °C).

Aunque la invencion precedente se ha descrito con algun detalle con propésitos de claridad y entendimiento, sera
evidente para un experto en la técnica, a partir de una lectura de esta divulgacion, que se pueden realizar diversos
cambios en forma y detalle sin apartarse del verdadero alcance de la invencion. Por ejemplo, se pueden usar todas
las técnicas y aparatos descritos anteriormente en diversas combinaciones.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Roche Diagnostics GmbH
F. Hoffmann-La Roche AG
Roche Molecular Systems, Inc.

<120> DETECCION DE POLIMORFISMO MONONUCLEOTIDICO USANDO CEBADOR Y SONDA DE FUSION
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SUPERPUESTOS

<130> P31776-WO-HS
<150> US 14/076979
<151> 11-11-2013
<160> 20
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido
<400> 1
tgtgggtcaa cccega 16
<210> 2
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido
<400> 2
cgcttgtggg tcaaccccga 20
<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido
<400> 3
cgcttgtcgg tcaaccccga 20
<210> 4
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido
<400> 4
cgcttgecggg tcaacceccga 20

<210>
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 5
cgcttgtagg tcaaccccga

<210> 6
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 6
cgcttgaggg tcaacccega

<210> 7
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 7
cgettgtggg tcaaccecta

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido
<400> 8

cgettgtggg tcaaccccaa
<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido
<400> 9

cgcttgtggg tcaaccccca
<210> 10

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 10
gcgcttgtgg gtcaacccce
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11

19

ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido

11

cgcttgtggg tcaaccccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

19

ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido

12

cgettgtggg tcaaccceg

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido
<400> 13

cgcttgtegg tcaaccceg
<210> 14

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 14

cgcttgeggyg tcaacccceg
<210> 15

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido
<400> 15

cgcttgtagg tcaaccccg
<210> 16

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 16
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cgcttgaggg tcaaccccg

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido
<400> 17
cgettgtggg tcaaccecct
<210> 18

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 18
cgcttgtggg tcaacccca

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

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido

<400> 19
cgecttgtggg tcaaccecce

<210> 20
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 20
cgcttgtggg tcaacccct
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para detectar un polimorfismo mononucleotidico (SNP) en un acido nucleico diana en una
muestra, comprendiendo el procedimiento:

- realizar una etapa de amplificacién que comprende poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico
que comprende una secuencia de acido nucleico natural para producir un producto de amplificaciéon si cualquier
acido nucleico diana esta presente en la muestra;

- realizar una etapa de hibridacién que comprende poner en contacto el producto de amplificacién con una sonda de
fusién oligonucleotidica, comprendiendo dicha sonda de fusién oligonucleotidica una secuencia de acido nucleico
que tiene una temperatura de fusién predefinida, en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusion
oligonucleotidica se superpone a la secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico con una
superposicion minima de al menos un 80 % a lo largo de la longitud de la secuencia de acido nucleico natural;

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda oligonucleotidica comprende una segunda secuencia de acido
nucleico natural o una secuencia de acido nucleico especifica de SNP;

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusion oligonucleotidica tiene la misma secuencia que la
secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico a lo largo de la superposicion; y

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusién oligonucleotidica se extiende a lo largo de la
secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un extremo en un nucleétido a lo largo de
donde el SNP se localiza; y

- detectar la presencia o ausencia del SNP en el producto de amplificacion,

en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusién oligonucleotidica
es indicativa de la presencia del SNP en la muestra y en el que la ausencia de una variacion decreciente en la
temperatura de fusién predefinida de la sonda de fusién oligonucleotidica es indicativa de la ausencia del SNP en la
muestra si la sonda de fusién oligonucleotidica comprende una segunda secuencia de acido nucleico natural, o

en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica
es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra y en el que la ausencia de una variacion decreciente en la
temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusién oligonucleotidica es indicativa de la presencia del SNP en la
muestra si la sonda de fusion oligonucleotidica comprende una secuencia de acido nucleico especifica de SNP,

en el que el acido nucleico diana comprende una regién no conservada con una 0 mas mutaciones sinénimas
localizadas donde el cebador se hibrida al acido nucleico diana.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la sonda de fusién oligonucleotidica estd marcada con un resto
fluorescente en el extremo 5', y un resto de aceptador correspondiente en el extremo 3' para extinguir la
fluorescencia de las sondas de fusion oligonucleotidicas no unidas.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que la secuencia de acido nucleico de la
sonda de fusién oligonucleotidica comprende una pluralidad de temperaturas de fusion predefinidas que dependen
de las variaciones nucleotidicas de SNP que se distinguen entre las variaciones nucleotidicas de SNP.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de acido nucleico del
cebador oligonucleotidico y/o la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusién oligonucleotidica comprenden al
menos un nucledtido modificado.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la secuencia de acido nucleico del
cebador oligonucleotidico y/o la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusion oligonucleotidica tiene 40
nucleétidos o0 menos.

6. Un kit que comprende un cebador oligonucleotidico y un conjunto de sondas oligonucleotidicas para detectar un
polimorfismo mononucleotidico (SNP) en un &cido nucleico diana en una muestra, que comprende:

- un cebador oligonucleotidico que comprende una secuencia de &cido nucleico natural para producir un producto de
amplificacion si cualquier acido nucleico diana esta presente en la muestra; y

- una sonda de fusion oligonucleotidica que comprende una secuencia de acido nucleico que tiene una temperatura
de fusion predefinida,

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusién oligonucleotidica se superpone a la secuencia de
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acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico con una superposiciéon minima de al menos un 80 % a lo largo
de la longitud de la secuencia de &cido nucleico natural;

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda oligonucleotidica comprende una segunda secuencia de acido
nucleico natural o una secuencia de acido nucleico especifica de SNP;

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusidn oligonucleotidica tiene la misma secuencia que la
secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico a lo largo de la superposicién; y

en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de fusion oligonucleotidica se extiende a lo largo de la
secuencia de acido nucleico natural del cebador oligonucleotidico en un extremo en un nucleétido a lo largo de
donde el SNP se localiza;

en el que se detecta la presencia o ausencia del SNP en el producto de amplificacion, con lo que una variacion
decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la
presencia del SNP en la muestra y con lo que la ausencia de una variaciéon decreciente en la temperatura de fusion
predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra si la sonda de
fusién oligonucleotidica comprende una segunda secuencia de acido nucleico natural, o

en el que una variacion decreciente en la temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica
es indicativa de la ausencia del SNP en la muestra y en el que la ausencia de una variaciéon decreciente en la
temperatura de fusion predefinida de la sonda de fusion oligonucleotidica es indicativa de la presencia del SNP en la
muestra si la sonda de fusion oligonucleotidica comprende una secuencia de acido nucleico especifica de SNP; y

en el que el &cido nucleico diana comprende una regién no conservada con una o mas mutaciones sindénimas
localizadas donde el cebador se hibrida al &cido nucleico diana.

7. El kit de la reivindicacién 6, en el que la sonda de fusion oligonucleotidica esta marcada con un resto fluorescente,
y un resto de aceptador correspondiente para extinguir la fluorescencia de las sondas de fusion oligonucleotidicas no
unidas.

8. El kit de la reivindicacion 7, en el que la sonda de fusion oligonucleotidica esta marcada con un resto fluorescente
en el extremo 5', y un resto de aceptador correspondiente en el extremo 3' para extinguir la fluorescencia de las
sondas de fusion oligonucleotidicas no unidas.

9. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la secuencia de acido nucleico de la sonda de

fusion oligonucleotidica comprende una pluralidad de temperaturas de fusion predefinidas que dependen de las
variaciones nucleotidicas de SNP que se distinguen entre las variaciones nucleotidicas de SNP.
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