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DESCRIPCIÓN
Detección de un ácido nucleico diana y variantes

Campo de la invención
5

La presente invención se refiere al campo de los métodos para la detección de ácidos nucleicos. Los métodos de la 
invención son sumamente sensibles y específicos y, por lo tanto, son útiles, por ejemplo, para la detección de 
mutaciones raras, o para la detección de variantes de baja abundancia en secuencias de ácidos nucleicos.

Antecedentes de la invención10

La detección de ácidos nucleicos presentes en cantidades muy bajas y/o a baja frecuencia es deseable para muchas 
aplicaciones. La detección de mutaciones genéticas es importante, por ejemplo, para una gran cantidad de
enfermedades, tales como la fibrosis quística, la anemia de células falciformes y el cáncer. Se reconoce cada vez 
más que son necesarios métodos excepcionalmente sensibles y específicos para la detección de mutaciones, en 15
particular para muestras de bajo aporte tales como el ADN tumoral circulante (ADNtc) y el análisis de células 
individuales. Los métodos convencionales actuales pueden adolecer de una serie de problemas, incluidos un 
elevado requerimiento en cuanto a la cantidad de ADN de la muestra de entrada, un elevado costo por muestra, 
flujos de trabajo complejos y laboriosos, una sensibilidad y/o especificidad insuficientes, y la falta de capacidad para 
detectar secuencias de ADN mutadas de baja abundancia dentro de un fondo elevado de secuencias de tipo 20
silvestre normales (la denominada "fracción de alelo mutante" (MAF)). Casi todos los métodos para la detección de 
mutaciones se basan en la amplificación del ADN mediante la utilización de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) para copiar, de forma exponencial, las regiones de ADN diana de interés utilizando una enzima de ADN 
polimerasa.

25
Cuando el objetivo es el de discriminar entre una secuencia de tipo silvestre normal y una secuencia variante 
(mutante) que puede presentar una diferencia tan pequeña como una única base de nucleótidos, la fidelidad de la 
enzima de ADN polimerasa puede convertirse en una limitación significativa a la capacidad de discriminar (lo que 
afecta a la mayoría de las medidas del rendimiento de la detección de mutaciones). Cada enzima polimerasa tiene 
alguna tasa de error de incorporación de base para cada cambio de base incorrecta posible, normalmente en el 30
intervalo de 0,5 a 300 errores por millón de pares de bases amplificados (es decir, de 5 x 10-7 a 3 x 10-4). Para 
muchas aplicaciones, estos errores en la incorporación de base de polimerasa de una sola base son tolerables. Por 
ejemplo, si se dispone de grandes cantidades de ADN y la MAF es de moderado a alto, por ejemplo, > 10-20%, una 
PCR ordinaria puede ser suficiente. Sin embargo, en aplicaciones que implican la detección de variantes de baja 
abundancia, existe una necesidad de métodos de detección ultrasensibles para que una mutación verdaderamente 35
positiva pueda ser discriminada con respecto a un falso positivo inducido por un error de la polimerasa. Los ensayos 
actuales para la detección de mutaciones tienen límites de detección del 10-20% de MAF (secuenciación de 
Sanger), del 5-10% de la MAF (pirosecuenciación), del 1-5% de MAF (secuenciación de próxima generación) y del 
0,1% de MAF (PCR digital, COLD-PCR, secuenciación ultraprofunda de próxima generación).

40
La PCR digital es un método que divide una reacción de PCR en muchas reacciones individuales más pequeñas de 
modo que cada división de reacción contiene de cero a solo unas pocas moléculas de secuencia diana. La división 
de todas las moléculas es aleatoria y sigue una distribución de Poisson. La división transforma la situación de una 
abundancia relativa extremadamente baja de una secuencia variante rara entre una abundancia de secuencias de 
tipo silvestre, a una situación en la que la mayoría de las divisiones tienen solamente secuencias de tipo silvestre y 45
algunas divisiones tienen una abundancia relativa muy elevada de la secuencia variante rara en comparación con la 
secuencia de tipo silvestre. El resultado es un aumento en la sensibilidad para la detección de secuencias variantes 
raras debido a la dilución de la secuencia de tipo silvestre dentro de cada división. Sin embargo, el error de la 
polimerasa sigue siendo un problema importante incluso para la PCR digital que puede conducir a falsos positivos, lo 
que afecta negativamente el rendimiento discriminatorio y los límites de detección.50

Se han descrito diferentes métodos basados en PCR para el enriquecimiento y la detección de alelos y mutaciones 
minoritarios, por ejemplo, por Milbury et al., Clin Chem. 2009 Abr.; 55 (4): 632-640, sin embargo, ninguno de estos 
métodos es extremadamente sensible y de una implementación fácil.

55
El documento US 2012 describe métodos para analizar muestras de alto título que no se pueden dividir en un 
número suficiente de divisiones que contienen cero moléculas de ácido nucleico por división para permitir el análisis 
de Poisson (análisis de PCR digital).

Sumario de la invención60

Por lo tanto, existe una necesidad insatisfecha de métodos extremadamente sensibles para detectar ácidos 
nucleicos de baja abundancia con una frecuencia muy baja de falsos positivos.

Los inventores encontraron que en los métodos que emplean la PCR estándar, las tasas de error de la ADN 65
polimerasa crean una barrera de rendimiento hasta el límite de detección, debido a que como el ADN se amplifica 
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exponencialmente a números en los miles de millones de copias, se introducen errores de forma aleatoria en 
muchas copias de ADN, que incluyen la generación falsa de variantes de secuencia de interés, y estos errores se 
copian y amplifican.

La máxima sensibilidad alcanzable en un ensayo de PCR digital estándar también está limitada por la fidelidad de la 5
enzima polimerasa utilizada en la reacción. Cuando una secuencia de tipo silvestre es copiada incorrectamente por
la polimerasa, esto puede crear una copia portadora de una secuencia mutante falsa, y una reacción de este puede 
ser leída como positiva para la secuencia diana mutante. En función de cuántos ciclos de PCR se realizan y de con 
qué ciclo se introduce la secuencia mutante falsa, la señal puede ser indistinguible de la de un verdadero positivo y, 
por lo tanto, se leerá como un falso positivo. Si este evento de error de la polimerasa ocurre durante un ciclo de PCR 10
tardío, las señales verdaderas positivas ya habrán ganado una "ventaja inicial" con respecto a las potenciales 
señales falsas positivas y puede haber una posibilidad de distinguir entre los verdaderos positivos y los falsos 
positivos.

Los métodos de la invención proporcionan de manera confiable a las reacciones verdaderas positivas una ventaja 15
constante en su señal con respecto a las potenciales reacciones falsamente positivas.

Por lo tanto, la invención proporciona un método que es capaz de contrarrestar las consecuencias de los errores de 
la polimerasa para incrementar el rendimiento del ensayo en por lo menos un orden de magnitud. Los métodos de la 
invención permiten obtener una sensibilidad y especificidad sumamente elevadas, presentan un flujo de trabajo 20
simple y son relativamente económicos.

La presente invención proporciona métodos extremadamente sensibles para detectar ácidos nucleicos de baja 
abundancia con una frecuencia muy baja de falsos positivos. Los métodos de la invención consisten en términos 
generales en una etapa de reacción de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) en la que se utiliza una elevada 25
temperatura de hibridación, seguida por una etapa de PCR simétrica más convencional en la que se utiliza una 
temperatura de hibridación más baja, ambas llevadas a cabo dentro de reacciones divididas tales como PCR digital 
en gotas (droplet digital PCR).

Los métodos para amplificar ácidos nucleicos usando ensayos basados en PCR con cebadores de diferentes 30
temperaturas de fusión (Tm) son conocidos en la técnica. El documento WO2006/094360, por ejemplo, describe una 
única PCR de tubo cerrado, en la que se realizan dos PCR simétricas secuenciales. En una primera ronda, un ácido 
nucleico en un locus de interés se amplifica específicamente usando cebadores específicos para locus rotulados 
adecuados para realizar una PCR exhaustiva. En una segunda ronda, el producto de la amplificación de la primera 
ronda se amplifica seguidamente utilizando cebadores de rótulo que tienen una Tm más baja que los cebadores 35
específicos para locus rotulados.

Debido a la elevada sensibilidad y especificidad, los métodos de la invención son útiles para la detección de 
secuencias de ácidos nucleicos de baja abundancia. En particular, los métodos son útiles para la detección de 
variantes raras de una sola base entre un alelo de tipo silvestre sumamente abundante, e incluso son útiles cuando 40
la cantidad aportada de la muestra total es baja, como puede ser el caso de un ADN tumoral circulante (ADNtc) en 
plasma sanguíneo de un paciente.

En general, los métodos de la invención consisten en una etapa de reacción de polimerasa asimétrica incremental 
(AIPR) seguida por una etapa de PCR simétrica más convencional. En la etapa de AIPR, en general, solo se copia 45
una cadena de la secuencia de ácido nucleico diana, lo que da lugar a una pluralidad de moldes para la PCR 
simétrica convencional. Por lo tanto, mientras que en principio una PCR convencional es una amplificación 
exponencial, entonces en principio la AIPR es una amplificación lineal. Para la amplificación de cualquier secuencia 
diana dada de interés, se diseñan al menos dos cebadores que flanquean la secuencia de interés de modo que uno 
de los cebadores (denominado en la presente como "cebador H”) tenga una temperatura de fusión muy elevada 50
(Tm) y el otro cebador en la cadena y orientación opuestas, tiene una Tm mucho más baja ("cebador L"). Las dos 
etapas (AIPR y PCR) difieren en sus condiciones de termociclado y en los cebadores que son funcionalmente 
activos durante cada etapa.

En la etapa de la AIPR, la secuencia diana monocatenaria es copiada por la polimerasa que se ceba usando el 55
oligonucleótido cebador H complementario a un extremo de la secuencia diana de interés y solamente una copia 
única (por ejemplo, la secuencia complementaria al molde) es sintetizada por el ciclado térmico. Esto se logra 
generalmente mediante ciclado térmico a: 1) una temperatura para desnaturalizar el ADN en moléculas 
monocatenarias; 2) a una temperatura que es permisible para la alienación del cebador H para cebar el copiado 
monodireccional de la secuencia diana de interés por una ADN polimerasa, pero la temperatura no permisible para la 60
alienación del cebador L; 3) a una temperatura para permitir la extensión de la cadena sintetizada mediante una 
ADN polimerasa, pero a la que el cebador L todavía no puede alienarse; 4) repetir las etapas 1 a 3 en ciclos 
repetidos según sea necesario, con una copia complementaria adicional sintetizada por ciclo que se ceba y se 
extiende desde el cebador H. La copia sintetizada es el complemento de Watson-Crick de la secuencia 
monocatenaria a la que se alinea el cebador H y, por lo tanto, cada copia sintetizada no se convierte en un molde65
para amplificación adicional durante ningún ciclo térmico de la etapa de la AIPR. De varias a realmente numerosas 
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rondas de AIPR que copian solamente en una sola dirección se llevan a cabo mediante ciclado como arriba indicado 
de las condiciones térmicas en donde solo el cebador H monodireccional es capaz de alinearse y de extenderse de 
manera de sintetizar una cadena de ácido nucleico. Por lo tanto, a partir de cada molde monocatenaria original y 
para cada ciclo térmico, se genera una única secuencia diana complementaria de manera que, por ejemplo, después 
de que se ejecute un número X de ciclos asimétricos, habrá X nuevas moléculas de ADN complementarias al final de 5
la etapa para cada número Y de moléculas de molde de partida monocatenarias en la división (el número total de 
nuevas moléculas de ADN complementarias en la división de reacción será, por lo tanto, X*Y). Por ejemplo, después 
de 64 ciclos con solamente un molde diana monocatenaria en la división de reacción, habrá 1 molde monocatenario
más 1*64 = 64 copias complementarias en la división. Con una probabilidad muy elevada, la gran mayoría de estas 
nuevas moléculas será una copia complementaria exacta de la molécula molde original, ya que la tasa de error de la 10
polimerasa es baja (se amplifican de 0,5 a 300 errores por millón de pares de bases) y, por ejemplo, solamente se 
sintetizan 64 copias de varias docenas a varios miles de pares de longitud cada una. Incluso en el caso de que se 
produjera un error de la polimerasa durante uno de estos ciclos de la AIPR en una división de reacción que contenía 
solo 1 molécula de secuencia diana de tipo silvestre y 0 secuencias diana mutantes para empezar, de las 64 
moléculas de ADN nuevas, solamente 1 sería mutante entre las 63 no mutantes. Esta secuencia diana mutante 15
inducida por error sería potencialmente problemática si ocurriera en la posición de secuencia exacta de mayor 
interés, pero puede no ser problemática si ocurriera en otra posición. Por el contrario, en una división de reacción 
positiva verdadera que comenzó con 1 molécula mutante verdadera de secuencia diana y 0 dianas de tipo silvestre, 
habría 64 moléculas mutantes que contienen ADN nuevas, y de una manera sumamente rara, 63 moléculas que 
contienen mutantes nuevas y 1 molécula falsamente de tipo silvestre. Por lo tanto, en una reacción de PCR digital, 20
las divisiones de reacción verdadero positivas tendrían de 62 a 64 moléculas diana mutantes adicionales que la 
división, que ocurre raramente, que ahora contiene una secuencia mutante falso positiva debido al error de 
polimerasa. Después de esta etapa de AIPR, comienza la etapa de PCR simétrica convencional y las divisiones de 
reacción positivas verdaderas tienen el equivalente de aproximadamente log2 (X) ciclos de "ventaja inicial” en 
términos de copias moleculares con respecto a las divisiones de reacción falso positivas. En otras palabras, en el 25
ejemplo precedente con X = 64 ciclos asimétricos, las divisiones de reacción verdadero positivas tendrán 
aproximadamente log2 (64) = 6 ciclos de ventaja inicial.

En un sistema de PCR digital que utiliza sondas fluorescentes desactivadas, complementarias a la secuencia diana 
de interés, que se alinea a su secuencia diana y cuyo fluoróforo se escinde y por lo tanto no se desactiva por la 30
actividad de exonucleasa de una polimerasa, los fluoróforos liberados se acumulan en la división y aumentan su 
señal fluorescente. La PCR convencional se continúa hasta que la señal verdadera positiva sea discernible y la señal 
falso positiva todavía está rezagada en un número de ciclos. Se establece un umbral para separar las dos señales. 
También pueden utilizarse otros métodos para detectar el producto de la PCR convencional.

35
La Figura 1 proporciona una vista general del método de acuerdo con una forma de realización de la invención.

Una manera de lograr el copiado unidireccional de solo una cadena de molde durante la etapa asimétrica mientras 
se evita el copiado en la dirección opuesta (cadena opuesta) consiste en solo incluir un único cebador durante la 
etapa de AIPR y agregar el segundo cebador al comienzo de la etapa de PCR simétrica. Sin embargo, la mayoría de 40
los métodos de PCR digital basados en divisiones, no permiten actualmente la adición de reactivos una vez que se 
ha producido la división; por ejemplo, es difícil agregar reactivos a las gotas de reacción en la PCR digital en gotas 
(ddPCR).

Una divulgación proporciona un método para el diseño de un ensayo que produce cebadores que permiten la AIPR 45
con ambos cebadores presentes en la reacción, por medio de la utilización de pares de cebadores con temperaturas 
de fusión muy diferentes. Se diseña un cebador de elevada Tm (cebador H) para una cadena al final de la secuencia 
diana de interés y se diseña un cebador de baja Tm (cebador L) para la otra cadena en el otro extremo de la 
secuencia diana de interés. Los métodos también incluyen medios para detectar alelos específicos. Dichos medios 
pueden ser, por ejemplo, sondas específicas para alelos, posicionadas sobre una base variante. La etapa de la AIPR 50
se ejecuta a una temperatura muy elevada en la que el cebador H de elevada Tm es capaz de alinearse eficazmente 
y el cebador L de baja Tm no lo es. La etapa de PCR simétrica convencional se ejecuta a una temperatura más baja 
que el cebador L de baja Tm y el cebador H de elevada Tm puede unirse de manera eficiente a moldes específicos. 
Si el sistema utiliza sondas específicas para alelos, entonces éstas están diseñadas preferentemente para que se 
unan a la temperatura de alineación más baja o cerca de ella. La Tm de los cebadores, y por lo tanto, la actividad 55
durante las dos etapas, puede manipularse mediante la longitud del cebador, introducción de no apareamiento de 
secuencia diseñadas en el cebador y/o mediante modificaciones del cebador (por ejemplo, mediante el uso de 
nucleótidos variantes, tales como bases de ácido nucleico bloqueadas [ANB], u otras modificaciones de 
oligonucleótidos tales como la adición de un aglutinante de surco menor [MGB]). Es crítico que la actividad del 
cebador L se suprima durante la etapa de AIPR asimétrica porque siempre que se produce la unión y extensión del 60
cebador de baja Tm, se produce una copia simétrica de ambas cadenas, lo que aumenta el sustrato para potenciales 
errores de polimerasa que luego se propagarán durante cada ciclo subsiguiente. Debido a esto, el diseño de ensayo 
preferido en términos de evitación de falsos positivos es uno en el que la diferencia entre la temperatura de 
hibridación de la etapa asimétrica y la temperatura de fusión del cebador de baja Tm es elevada.

65
La invención se define por las reivindicaciones y proporciona un método para la detección de la presencia de una 
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secuencia de ácidos nucleicos diana o detección de la presencia de una secuencia variante en una secuencia de 
ácidos nucleicos diana en una muestra que comprende las etapas de

a) proporcionar una muestra que comprende ácidos nucleicos de molde
b) proporcionar un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores específicamente 5
capaces de amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al 
menos comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusión de cebador H es al menos 
16 °C mayor que la temperatura de fusión del cebador L y en donde el cebador L contiene una secuencia 
complementaria de un fragmento del producto de elongación de cebador H,
c) proporcionar una polimerasa de ácido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de 10
elongación,
d) preparar reacciones de PCR divididas que comprenden cada una de ellas una parte de la muestra, el conjunto 
de cebadores, la polimerasa de ácido nucleico, reactivos de PCR y opcionalmente reactivos de detección
e) llevar a cabo una reacción de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) que comprende las etapas de:

15
i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así 
el ADN en moléculas monocatenarias
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la
hibridación del cebador H, pero no del cebador L,
iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongación,20
iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii,
v. amplificar así solo una cadena de la secuencia de ácidos nucleicos diana

f) llevar a cabo una reacción de cadena de la polimerasa (PCR) que comprende las etapas de:
25

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así 
el ADN en moléculas monocatenarias

2) incubar la PCR a una baja temperatura de hibridación que permite la hibridación tanto del cebador H como 
del cebador L,30
3) incubar la PCR a la temperatura de elongación lo que permite así la extensión de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas II a IV,
5) amplificar así ambas cadenas de la secuencia de ácidos nucleicos diana para obtener un producto de PCR

g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de ácidos nucleicos diana o la secuencia variante en 35
la secuencia de ácidos nucleicos diana.

La invención también proporciona un kit de partes que comprende:

a) un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores específicamente capaces de la 40
amplificación de una secuencia de ácido nucleico diana, en donde el conjunto de cebadores comprende al 
menos un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusión del cebador H es al menos 16 ºC mayor 
que la temperatura de fusión del cebador L, y en donde el cebador L contiene una secuencia complementaria al 
producto de elongación del cebador H.
b) una sonda de detección que es capaz de hibridar con la secuencia de ácido nucleico diana, estando dicha 45
sonda unida a al menos un fluoróforo y al menos un desactivador
c) una polimerasa de ácido nucleico;
d) reactivos de PCR;
e) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas.

50
Descripción de las figuras

La Figura 1 muestra una vista general de un método de IBSAFE. La Figura 1A muestra la situación en la que 
está presente un molde mutante. Durante la etapa de la AIPR, se generan copias complementarias de la 
secuencia mutante. La temperatura se mantiene suficientemente elevada para que el cebador L y las sondas no 55
se alineen. En la etapa simétrica, el ADN mutante se amplifica exponencialmente. La Figura 1B muestra la 
situación en la que está presente un molde de tipo silvestre, pero se produce un error de polimerasa. Durante la 
etapa de la AIPR se generan varias copias de la secuencia de tipo silvestre, pero solo una copia de la secuencia 
mutante errónea. La temperatura se mantiene suficientemente elevada para que el cebador L y las sondas no se 
alineen. En la etapa simétrica, tanto el ADN de tipo silvestre como el ADN mutante erróneo se amplifican 60
exponencialmente; sin embargo, dado que hay muchas más copias de ADN de tipo silvestre al inicio de la fase 
exponencial, el ADN de tipo silvestre supera ampliamente al ADN mutante.

La Figura 2 muestra dos ejemplos específicos de diseños de ensayo para dos secuencias diana de interés, 
ambas dentro del oncogén PIK3CA: la variante H1047R ubicada en el codón 3140 con cambio de nucleótidos de 65
A a G (arriba) y la variante E542K localizada en el codón 1624 con cambio de nucleótido G a A (abajo).
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La Figura 3 muestra gráficos de PCR digital en gotas. La figura muestra la señal de ADN mutante obtenida del 
ensayo de mutación PrimePCRTM (lado izquierdo) y de los ensayos IBSAFE (lado derecho) para la variante 
PIK3CA H1047R (mitad superior) y para la variante PIK3CA E542K (mitad inferior). Las gotas (eje X) se indican 
como puntos con su intensidad fluorescente (eje Y). Téngase en cuenta la falta de gotas falso positivas dentro de 5
las cavidades de control negativo cuando se utiliza el método IBSAFE (descrito en recuadros en las esquinas 
superiores derechas de cada diagrama) en comparación con el ensayo de mutación PrimePCR™.

La Figura 4 muestra un diseño de ensayo experimental - diseño de ensayo dirigido a PIK3CA c.3140A> G 
(H1047R) con versiones alternativas de cebador H (beta 1 y beta 2). El cebador H beta 1 es más corto y, por lo 10
tanto, tiene una temperatura de fusión más baja que el cebador H beta 2. Las sondas utilizadas en este ensayo 
son sondas TaqMan® MGB personalizadas (Applied Biosystems) que contienen un colorante indicador 5’ (FAM o 
HEX), un desactivador no fluorescente de 3’, y un aglutinante de surco menor de 3’ unido a la molécula 
desactivadora.

15
La Figura 5 muestra gráficos de la señal mutante (específica) que demuestra el efecto de la AIPR sobre la señal 
falso positiva. Se usó el diseño de ensayo experimental que se muestra en la Figura 4, que incluye el cebador H 
beta 1 o beta 2 junto con el cebador L, y las sondas específicas de mutación y específicas de tipo silvestre (ver la 
Figura 4) se ejecutaron con el molde de ADN positiva para mutación (no se muestran, todos los ensayos 
detectaron la mutación) y el molde de tipo silvestre sin AIPR (A), con AIPR a una temperatura inferior (67 °C) (B) 20
y con AIPR a una temperatura más elevada (74 °) (C). Los paneles D, E y F muestran señales mutantes 
(específicas) y sin señales falso positivas que utilizan diferentes temperaturas de hibridación de AIPR y
temperaturas de hibridación simétricas; (D) ensayo IBSAFE para la mutación PIK3CA E542K. En este ejemplo, la 
AIPR se ejecuta con una temperatura de hibridación de 75 °C y la etapa simétrica con una temperatura de 
hibridación a 46 °C; (E) ensayo de IBSAFE para la mutación E545K en PIK3CA. En este ejemplo, la AIPR se 25
ejecuta con una temperatura de hibridación a 75 °C y la etapa simétrica usando una temperatura de hibridación a 
46 °C; (F) ensayo de IBSAFE para la mutación NRAS Q61R con AIPR usando una temperatura de hibridación a 
73 °C y la etapa simétrica usando una temperatura de hibridación a 48 °C.

La Figura 6 muestra un ejemplo de comparación del límite de detección: se muestran la frecuencia del alelo 30
mutante medida para el ensayo de mutación PrimePCR™ (lado izquierdo) y los ensayos IBSAFE (lado derecho) 
para la variante PIK3CA H1047R (panel superior y panel inferior) y la variante PIK3CA E542K (panel central). 
Los paneles superior e intermedio muestran los resultados de ensayos que comprenden ADN de molde que 
comprende 0, 0,01, 0,1 y 1% de ADN mutante (el resto es de tipo silvestre), mientras que el panel inferior 
muestra los resultados de ensayos que comprenden ADN de molde que comprende 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1 y 10% 35
de ADN mutante. Las señales falso positivas para el ensayo de mutación PrimePCR™ indican que no se puede 
confiar en los resultados con MAF al 0,01% (superposición con el control negativo) y, por lo tanto, el límite inferior 
de detección es del 0,1%. Por el contrario, para los ensayos de IBSAFE, el MAF al 0,01% es fiable, e incluso al 
0,001% los resultados son confiables. El límite más bajo de detección todavía no se ha ensayado 
completamente, pero es probable, en función del ensayo, que sea considerablemente menor que el 0,001%.40

La Figura 7 muestra el diseño del ensayo (A) y los resultados (B) de un método de acuerdo con la invención en el 
que se utiliza un cebador L modificado por apareamiento fallido dirigido a la mutación KRAS G13D.

Descripción detallada de la invención45

Definiciones

Amplificación: Amplificación de un ácido nucleico es la generación de copias de dicho ácido nucleico. La expresión 
"par de cebadores capaces de amplificación de un ácido nucleico diana" como se usa en la presente se refiere a si 50
dicho par de cebadores se añade a una PCR junto con el ácido nucleico diana, nucleótidos y una polimerasa de 
ácido nucleico, entonces dicha PCR darán como resultado la producción del ácido nucleico diana.

Aproximadamente: El término "aproximadamente" como se usa en la presente se refiere a +/- el 10%, con 
preferencia, +/- el 5%, por ejemplo, a +/- el 1%.55

Temperatura de desnaturalización: La temperatura de desnaturalización es una temperatura que permite 
desnaturalizar todas las moléculas de ADN en la muestra y/o en las reacciones de PCR y/o la AIPR para 
desnaturalizar en moléculas monocatenarias. La temperatura de desnaturalización es, con preferencia, 
suficientemente baja para asegurar que la polimerasa de ácido nucleico no se desnaturaliza de modo permanente. 60
Normalmente, la temperatura de desnaturalización es una temperatura en el intervalo de 90 a 99 °C, como en el 
intervalo de 92 a 97 °C, por ejemplo, en el intervalo de 94 a 95 °C.

Temperatura de elongación: La temperatura de elongación es una temperatura que permite la actividad enzimática 
de la polimerasa de ácido nucleico. Normalmente, una polimerasa de ácido nucleico tiene actividad en todo un 65
intervalo de temperaturas y así, la temperatura de elongación puede ser cualquier temperatura dentro de ese 
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intervalo. La mayoría de las polimerasas de ácido nucleico tienen una temperatura óptima, pero retienen actividad a 
otras temperaturas que la temperatura óptima. En estos casos, la temperatura de elongación puede ser cualquier 
temperatura donde la polimerasa de ácido nucleico tiene actividad incluso si la temperatura no es la temperatura 
óptima. La expresión "polimerasa de ácido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de 
elongación" como se usa en la presente se refiere a que la polimerasa de ácido nucleico es capaz de catalizar la 5
síntesis de una nueva cadena de ácido nucleico complementaria de una cadena de molde a la temperatura de 
elongación. En algunas formas de realización de la invención, la temperatura de elongación está cerca de la 
temperatura de fusión del cebador H. Así, se puede elegir una polimerasa de ácido nucleico, que tiene actividad de 
polimerasa a una temperatura cercana a la temperatura de fusión del cebador H y/o el cebador H se puede diseñar 
para tener una temperatura de fusión cercana a la temperatura de elongación. La expresión "cerca de la 10
temperatura" como se usa en la presente puede estar, por ejemplo, dentro de +/- 5 °C, como +/- 2 °C, por ejemplo, 
+/- 1 °C de dicha temperatura. Usualmente, la temperatura de elongación está en el intervalo de 65 a 80 °C, por 
ejemplo, en el intervalo de 68 a 75 °C.

Temperatura de fusión: La temperatura de fusión de un cebador es la temperatura a la que el 50% del cebador forma 15
una doble hélice estable con su secuencia complementaria y el otro 50% se separa en moléculas monocatenarias. 
La temperatura de fusión también se puede mencionar como Tm. La Tm como se usa en la presente se calcula 
usando un método del vecino más cercano basándose enl método descrito en Breslauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
83, 3746-50 (1986) usando un parámetro de concentración salina de 50 mM y concentración de cebador de 900 nM. 
Por ejemplo, el método se implementa por medio del software "Multiple Primer Analyzer" de Life 20
Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc.

La expresión "par de cebadores capaces de la amplificación de un ácido nucleico diana" como se usa en la presente 
se refiere a que, si dicho par de cebadores se añade a una PCR junto con el ácido nucleico diana, nucleótidos, 
polimerasa de ácido nucleico y otros reactivos de PCR, entonces dicha PCR dará como resultado la producción del 25
ácido nucleico diana. Uno de los cebadores del par de cebadores será un cebador directo, mientras que el otro será 
un cebador inverso. Si el cebador H es un cebador directo, entonces, con preferencia, el cebador L es un cebador 
inverso y viceversa.

Reactivos de PCR: los reactivos de PCR son reactivos que se añaden a una PCR además de polimerasa de ácido 30
nucleico, muestra y conjunto de cebadores. Los reactivos de PCR comprenden al menos nucleótidos. Además, los 
reactivos de PCR pueden comprender otros compuestos tales como sales y tampones.

Cebador H y cebador L: un cebador H es un cebador que tiene una temperatura de fusión elevada, mientras que el 
cebador L es un cebador que tiene una temperatura de fusión baja.35

Conjunto de cebadores: un conjunto de cebadores contiene dos o más cebadores diferentes. Un conjunto de 
cebadores contiene al menos un par de cebadores específicamente capaces de la amplificación de un ácido nucleico 
diana. Por otra parte, un conjunto de cebadores de acuerdo con la invención contiene al menos un cebador H y un 
cebador L. Así, en formas de realización de la invención, en donde el conjunto de cebadores contiene solo dos 40
cebadores diferentes, el conjunto de cebadores contiene un cebador H y un cebador L, en donde el cebador H y 
cebador L son capaces de la amplificación de un ácido nucleico diana.

Ácido nucleico diana: cualquier secuencia de ácidos nucleicos, cuya presencia se desea detectar. El ácido nucleico 
diana puede ser, por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos asociada con una afección clínica.45

Método para la detección de una secuencia variante o un ácido nucleico diana

La presente invención proporciona métodos para la detección de la presencia de una secuencia variante en un ácido 
nucleico diana en una muestra.50

Estos métodos pueden ser de utilidad para detectar si una secuencia variante está presente en una muestra, que
puede comprender una mezcla de ácidos nucleicos diana, en donde solo una porción de los ácidos nucleicos diana 
puede comprender la secuencia variante. En particular, los métodos son de utilidad para detectar la presencia de 
una secuencia variante en una muestra que comprende ácidos nucleicos diana cuya menor fracción solo puede 55
comprender potencialmente la secuencia variante.

Dicha secuencia variante puede ser cualquier secuencia variante que se desea detectar. Por ejemplo, la secuencia 
variante se puede asociar con una afección clínica como se describe en la presente más abajo con mayor detalle en 
la sección "Método para predecir la presencia de una afección clínica". En particular, la secuencia variante puede ser 60
cualquiera de las secuencias variantes descritas más abajo en la sección "Secuencia variante y secuencia de ácidos
nucleicos diana".

La muestra puede ser cualquier muestra en la que se desea detectar si dicha secuencia variante está presente. Por 
ejemplo, si la secuencia variante es indicativa de una afección clínica, la muestra puede ser una muestra de un 65
individuo en riesgo de adquirir dicha afección clínica.
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La presente invención también proporciona métodos para la detección de la presencia de una secuencia de ácidos 
nucleicos diana en una muestra.

Estos métodos pueden ser de utilidad para detectar si una secuencia de ácidos nucleicos diana está presente en 5
una muestra. Dicha muestra puede comprender una mezcla de ácidos nucleicos de molde que comprende 
potencialmente la secuencia de ácidos nucleicos diana. En particular, los métodos son de utilidad para detectar la 
presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana en una muestra, que potencialmente puede comprender solo 
un nivel muy bajo de dicha secuencia de ácidos nucleicos diana.

10
Dicha secuencia de ácidos nucleicos diana puede ser cualquier secuencia de ácidos nucleicos diana, que se desea 
detectar. Por ejemplo, la presencia de la secuencia de ácidos nucleicos diana se puede asociar con una afección 
clínica como se describe más abajo en la presente con mayor detalle en la sección "Método para predecir la 
presencia de una afección clínica". En particular, la secuencia de ácidos nucleicos diana puede ser cualquiera de las 
secuencias de ácidos nucleicos diana descritas más abajo en la sección "Secuencia variante y secuencia de ácidos 15
nucleicos diana".

La muestra puede ser cualquier muestra en la que es deseable detectar si dicha secuencia de ácidos nucleicos 
diana está presente. Por ejemplo, si la secuencia de ácidos nucleicos diana es indicativa de una afección clínica, la
muestra puede ser una muestra de un individuo en riesgo de adquirir dicha afección clínica.20

Los métodos de detección de la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana o la presencia de un ácido 
nucleico variante en una muestra en general comprenden las siguientes etapas:

a) proporcionar una muestra que comprende ácidos nucleicos de molde;25
b) proporcionar un conjunto de cebadores que, por ejemplo, puede ser cualquiera de los grupos de cebadores 
descritos más abajo en la presente en la sección "Conjunto de cebadores",
c) proporcionar una polimerasa de ácido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de 
elongación que, por ejemplo, puede ser cualquiera de las polimerasas de ácido nucleico descritas más abajo en 
la presente en la sección "Reactivos de PCR";30
d) preparar reacciones de PCR divididas por ejemplo, como se describe más abajo en la presente en la sección 
"Reacciones de PCR divididas"
e) llevar a cabo una reacción de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) por ejemplo, como se describe más 
abajo en la presente en la sección "Reacción de polimerasa incremental asimétrica"
f) llevar a cabo una reacción de cadena de la polimerasa (PCR), con preferencia, una reacción de PCR 35
exponencial como se describe más abajo en la presente en la sección "PCR exponencial"
g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de ácidos nucleicos diana o la secuencia variante en 
la secuencia de ácidos nucleicos diana, en donde dicha detección se puede llevar a cabo, por ejemplo, como se 
describe más abajo en la presente en la sección "Detección".

40
Cada reacción de PCR dividida debe comprender al menos parte de la muestra, el conjunto de cebadores y 
suficientes reactivos de PCR para permitir una reacción de PCR. Los métodos y los reactivos de utilidad para llevar a 
cabo una reacción de PCR son bien conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, cada reacción de PCR 
dividida puede comprender cualquiera de las polimerasas de ácido nucleico y reactivos de PCR, descritas más abajo 
en la presente en la sección "reactivos de PCR".45

Según el modo de detección de si el producto de PCR comprende la secuencia variante, cada reacción de PCR 
dividida también puede comprender reactivos de detección, como cualquiera de los reactivos de detección descritos 
más abajo en la sección "Detección".

50
Los métodos de la invención son de utilidad, por ejemplo, para aplicaciones que requieren una discriminación de alto 
rendimiento entre dos secuencias cualesquiera de un número de nucleótidos. Por ejemplo, los métodos de la 
invención son de utilidad para aplicaciones que requieren una discriminación de alto rendimiento entre dos 
secuencias cualesquiera que difiere en solo una o algunas bases de nucleótido y donde la tasa de error de 
incorporación de bases de polimerasa inherentes puede llevar a secuencias diana falso positivas de interés. Los 55
métodos se pueden usar con discriminación a base de sondas de variantes de nucleótidos simples, por ejemplo, 
como se describe más abajo en la presente en la sección "Detección" o con discriminación a base de cebadores. El 
método se puede aplicar a cualquier tipo de secuencias no modificadas o modificadas de ácido desoxirribonucleico o 
ribonucleico (ADN/ARN) de interés en cualquier organismo y de cualquier longitud de una docena de nucleótidos de 
largo a muchos cientos a miles de nucleótidos de largo. El método se puede usar con cebadores no modificados o 60
modificados, con o sin sondas no modificadas o modificadas. El método se puede llevar a cabo en múltiplex con 
muchas interrogaciones simultáneas de múltiples secuencias diana de interés.

En general, los métodos de la invención tienen un límite de detección muy bajo. Esto permite una detección de 
secuencia de ácidos nucleicos diana potencialmente presente en niveles muy bajos, y/o detección de la presencia de 65
secuencias variantes potencialmente presentes en niveles muy bajos en mezclas que comprenden otras secuencias 
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de ácidos nucleicos diana. En general, una gran diferencia entre la temperatura de fusión de cebador H y cebador L 
puede permitir un límite muy bajo de detección. Las temperaturas de fusión de utilidad de cebador H y cebador L se 
describen en la presente más abajo. Además, una gran diferencia entre la alta temperatura de hibridación y la baja 
temperatura de hibridación aplicada puede permitir un límite de detección muy bajo. Las temperaturas de hibridación
alta y baja de utilidad se describen en la presente más abajo.5

El límite de detección se puede determinar de varias formas. Por ejemplo, el límite de detección se puede determinar 
mediante la determinación de la fracción de alelo mutante (MAF) mínima que se puede diferenciar confiablemente de 
un control negativo que contiene solo un molde de tipo silvestre. La fracción de alelo mutante es la fracción de alelos 
mutantes detectados en comparación con la cantidad total de alelos (tipo silvestre más mutante) detectada. En 10
teoría, la MAF debería ser cero cuando el molde de entrada es solo de tipo silvestre, sin embargo, debido a falsos 
positivos, la fracción puede ser mayor que cero. Los falsos positivos llevan a un límite de detección más pobre para 
un método porque la MAF muy baja en un verdadero positivo no se puede distinguir de la MAF muy baja detectada 
en un verdadero negativo. Con preferencia, los métodos de la invención tienen un límite de detección MAF que es 
inferior al 0,01%, por ejemplo, puede ser inferior al 0,001%. La MAF se puede determinar, por ejemplo, como se 15
describe más abajo en la presente en el Ejemplo 1.

Un kit de partes

La presente divulgación también proporciona un kit de partes que comprende:20

a) un conjunto de cebadores que, por ejemplo, pueden ser cualquiera de los grupos de cebadores descritos en la 
presente más abajo en la sección "Conjunto de cebadores",
b) una sonda de detección que es capaz de hibridar en la secuencia de ácidos nucleicos diana, donde dicha 
sonda se liga con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, en donde dicha sonda de detección, por 25
ejemplo, puede ser cualquiera de las sondas de detección descritas en la presente más abajo en la sección 
"Detección",
c) una polimerasa de ácido nucleico que, por ejemplo, puede ser cualquiera de las polimerasas de ácido nucleico 
descritas en la presente más abajo en la sección "Reactivos de PCR";
d) reactivos de PCR que, por ejemplo, pueden ser cualquiera de los reactivos descritos en la presente más abajo 30
en la sección "Reactivos de PCR";
e) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas que, por ejemplo, pueden ser 
cualquiera de los reactivos descritos en la presente más abajo en la sección "Reacciones de PCR divididas".

El kit de partes son particularmente útiles para llevar a cabo los métodos de la invención.35

Secuencia variante y secuencia de ácidos nucleicos diana

Como se describió con anterioridad, los métodos de la invención son de utilidad para detectar la presencia de una 
secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana.40

Con frecuencia, dicha secuencia variante puede ser una secuencia mutada. Así, la secuencia de ácidos nucleicos 
diana puede ser una secuencia de ácidos nucleicos que puede estar presente ya sea como una secuencia de tipo 
silvestre o como una secuencia mutada.

45
También es posible que la secuencia variante sea un polimorfismo, y así, la secuencia de ácidos nucleicos diana 
puede estar presente como varios polimorfos diferentes. A fin de simplificar el análisis, la secuencia de ácidos 
nucleicos diana más común también se menciona en la presente como "secuencia de tipo silvestre" incluso a pesar 
de que, estrictamente, también la secuencia variante en ciertas circunstancias se pueda considerar una secuencia 
de tipo silvestre.50

Así, los métodos de la invención pueden ser métodos para detectar la presencia de una secuencia variante en una 
secuencia de ácidos nucleicos diana, en donde dicha secuencia de ácidos nucleicos diana potencialmente puede 
estar presente como una secuencia de tipo silvestre o puede comprender la secuencia variante.

55
La secuencia variante puede diferir de la secuencia de tipo silvestre por sustituciones, supresiones y/o inserciones. 
Puede ser preferible que tanto la secuencia de tipo silvestre como la secuencia variante se pueden amplificar en una 
reacción de PCR por el par de cebadores específicamente capaces de amplificación de la secuencia de ácidos 
nucleicos diana. Por consiguiente, se puede preferir que la secuencia de tipo silvestre y la secuencia variante no 
difieran demasiado de las otras en longitud. La secuencia variante puede diferir, por ejemplo, de la secuencia de tipo 60
silvestre por la inserción en el intervalo de 1 a 1000 nucleótidos, como en el intervalo de 1 a 100 nucleótidos, por 
ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleótidos, como en el intervalo de 1 a 10 nucleótidos, por ejemplo, en el intervalo 
de 1 a 5 nucleótidos, como la inserción de 1 nucleótido. De modo similar, la secuencia variante puede diferir, por
ejemplo, de la secuencia de tipo silvestre por supresión en el intervalo de 1 a 1000 nucleótidos, como en el intervalo 
de 1 a 100 nucleótidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleótidos, como en el intervalo de 1 a 10 nucleótidos, 65
por ejemplo, en el intervalo de 1 a 5 nucleótidos, como la supresión de 1 nucleótido. La secuencia variante también 
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puede diferir de la secuencia de tipo silvestre por sustitución, por ejemplo, por sustitución en el intervalo de 1 a 1000 
nucleótidos, como en el intervalo de 1 a 100 nucleótidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleótidos, como en 
el intervalo de 1 a 10 nucleótidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 5 nucleótidos, como la sustitución de 1 
nucleótido.

5
Así, en una forma de realización de la invención, la secuencia variante puede diferir de la secuencia de tipo silvestre 
solo por un nucleótido, por ejemplo, por supresión, inserción o sustitución de 1 nucleótido. De esta forma, la 
secuencia variante puede ser una variación de nucleótido simple o mutación de nucleótido simple. La secuencia 
variante también puede ser un polimorfismo, como un polimorfismo de nucleótido simple.

10
Como se explicó con anterioridad, puede preferirse que tanto la secuencia de tipo silvestre como la secuencia 
variante se puedan amplificar en una reacción de PCR usando el par de cebadores específicamente capaces de la 
amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Dicho par de cebadores consiste en un cebador directo y un 
cebador inverso. Se prefiere que el cebador directo comprenda o incluso consista en una secuencia idéntica a una 
parte de la secuencia diana, que está presente tanto en la secuencia diana de tipo silvestre como en la secuencia 15
diana que comprende la secuencia variante. Sin embargo, también es posible que el cebador directo comprenda o 
incluso consista en una secuencia idéntica a una parte de la secuencia diana esperada para algunas faltas de 
apareamiento, por ejemplo, excepto para hasta 10 faltas de apareamiento, como hasta 5 faltas de apareamiento, por 
ejemplo, hasta 2 faltas de apareamiento. De modo similar, se prefiere que el cebador inverso comprenda o incluso 
consista en una secuencia complementaria de una parte de la secuencia diana, que está presente tanto en la 20
secuencia diana de tipo silvestre como en la secuencia diana que comprende la secuencia variante. Sin embargo, 
también es posible que el cebador inverso comprenda o incluso consista en una secuencia complementaria de una 
parte de la secuencia diana esperada para algunas faltas de apareamiento, por ejemplo, excepto por hasta 10 faltas 
de apareamiento, como hasta 5 faltas de apareamiento, por ejemplo, hasta 2 faltas de apareamiento. Los cebadores 
pueden contener faltas de apareamiento por varias razones, por ejemplo, a fin de ajustar un cebador a una Tm 25
apropiada. De esa manera, los métodos de la invención darán como resultado la amplificación tanto de la secuencia 
diana de tipo silvestre como la secuencia diana que comprende la secuencia variante. De esta forma, el producto de 
PCR puede comprender tanto la secuencia de ácidos nucleicos diana que comprende la secuencia variante y la 
secuencia de ácidos nucleicos diana que no tiene la secuencia variante.

30
La presencia de la secuencia variante se puede determinar luego por cualquier método disponible para el experto en 
la técnica, por ejemplo, como se describe más abajo en la presente en la sección "Detección".

Como se describió con anterioridad en la presente, los métodos de la invención se pueden usar para discriminar 
entre dos secuencias muy similares y así detectar la presencia de una secuencia variante similar a una secuencia de 35
tipo silvestre.

Hay muchas diferentes razones de por qué es deseable detectar una secuencia variante dada. Por ejemplo, la 
secuencia variante se puede asociar con una afección clínica o un riesgo de adquirir una afección clínica. La 
secuencia variante también puede proporcionar una huella o al menos contribuir con una huella de un individuo, 40
ayudando así con la identificación de un individuo. Esto puede tener aplicaciones forenses.

Sin embargo, los métodos de la invención también se pueden usar simplemente para detectar la presencia de una 
secuencia de ácidos nucleicos diana dada. Dicha secuencia de ácidos nucleicos diana puede ser cualquier 
secuencia de ácidos nucleicos, que se desea detectar. Por ejemplo, puede ser deseable detectar la presencia de 45
ácidos nucleicos a partir de un patógeno extraño. En general, se prefiere que la secuencia de ácidos nucleicos diana 
sea apropiada como un molde para polimerasas de ácido nucleico.

Conjunto de cebadores
50

Los métodos descritos en el presente documento implican el uso de un conjunto de cebadores. El conjunto de 
cebadores comprende al menos un par de cebadores específicamente capaces de la amplificación de la secuencia 
de ácidos nucleicos diana y el conjunto de cebadores comprenden al menos un cebador H y un cebador L.

Está comprendido dentro de la invención que el cebador H y el cebador L puede constituir un par de cebadores 55
específicamente capaces de amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana. De esta forma, en algunas 
formas de realización de la invención, el conjunto de cebadores puede consistir en el cebador H y el cebador L.

En determinadas formas de realización de la divulgación, las reacciones de PCR en porciones solo contienen los 
siguientes ácidos nucleicos: ácidos nucleicos presentes en la muestra, cebador H, cebador L, nucleótidos libres y 60
opcionalmente una o varias sondas de detección.

Sin embargo, también es posible que el par de cebadores específicamente capaces de amplificación de la secuencia 
de ácidos nucleicos diana sea diferente del cebador H y el cebador L. También está comprendido dentro de la 
divulgación que el cebador L junto con un cebador, que no es el cebador H, constituye el par de cebadores 65
específicamente capaces de amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana.
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El par de cebadores específicamente capaces de amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana consiste 
en dos cebadores que se puede denotar como un cebador directo y un cebador inverso. El cebador directo es capaz, 
con preferencia, de alinearse con la cadena complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana en el 
extremo 5' o cerca del extremo 5' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Con preferencia, el cebador directo 5
comprende una secuencia idéntica al extremo 5' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. El cebador directo 
puede consistir incluso en una secuencia idéntica al extremo 5' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. En el 
caso de que el cebador directo comprenda una secuencia no idéntica a la secuencia de ácidos nucleicos diana, se 
prefiere que el extremo 3' del cebador consista en una secuencia idéntica a la secuencia de ácidos nucleicos diana. 
El cebador inverso es capaz, con preferencia, de alinearse con la secuencia de ácidos nucleicos diana en el extremo 10
3' o cerca del extremo 3' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Con preferencia, el cebador inverso comprende 
una secuencia complementaria del extremo 3' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. El cebador inverso incluso 
puede consistir en una secuencia complementaria del extremo 3' de la secuencia de ácidos nucleicos diana. En el 
caso de que el cebador inverso comprenda una secuencia no complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos 
diana, se prefiere entonces que el extremo 5' del cebador consista en una secuencia complementaria de la 15
secuencia de ácidos nucleicos diana.

Se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador H y el cebador inverso pueda ser el cebador L.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador H y el cebador inverso pueda ser un cebador, 20
que no es el cebador H ni el cebador L.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador L y el cebador inverso pueda ser el cebador H.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador L y el cebador inverso pueda ser un cebador, 25
que no es el cebador H ni el cebador L.

En algunas divulgaciones en las que el cebador directo es el cebador H, se puede preferir que las reacciones de 
PCR solo comprendan cebadores inversos que tienen una temperatura de fusión, que es al menos 10 °C inferior, 
con preferencia, al menos 15 °C inferior, como al menos 20 °C inferior, por ejemplo, al menos 25 °C inferior, como al 30
menos 30 °C, como en el intervalo de 15 a 50 °C, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 40 °C inferior a la temperatura 
de fusión de cebador H. En formas de realización de la invención, en donde el conjunto de cebadores comprende
varios pares de cebadores que consisten en un cebador H y un cebador inverso, cada cebador inverso tiene, con 
preferencia, la temperatura de fusión antes mencionada en relación con el cebador H del par de cebadores.

35
En algunas divulgaciones en las que el cebador inverso es el cebador H, se puede preferir que las reacciones de 
PCR solo comprendan cebadores directos con una temperatura de fusión, que es al menos 10 °C inferior, con 
preferencia, al menos 15 °C inferior como al menos 20 °C inferior, por ejemplo, al menos 25 °C inferior como al 
menos 30 °C, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 50 °C inferior, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 40 °C inferior a 
la temperatura de fusión del cebador H. En formas de realización de la invención, en donde el conjunto de cebadores 40
comprende varios pares de cebadores que consisten en un cebador H y un cebador directo, entonces cada cebador 
directo tiene, con preferencia, la temperatura de fusión antes mencionada en relación con el cebador H del par de 
cebadores.

Los cebadores pueden ser cualquier oligonucleótido o ácido nucleico capaz de actuar como un punto de inicio de la 45
síntesis de ADN en condiciones apropiadas. Estas condiciones pueden incluir aquellas de AIPR o PCR descritas en 
la presente más abajo en la sección "Reacción de cadena de la polimerasa incremental asimétrica" o "PCR 
exponencial".

En algunos casos, un cebador se puede rotular de modo detectable. En algunos casos, un cebador no se rotula de 50
modo detectable.

El largo de los cebadores puede depender de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Como se explica en la 
presente en otra parte, el cebador H tiene una temperatura de fusión que es significativamente mayor que la 
temperatura de fusión del cebador L. Si el conjunto de cebadores contiene más cebadores que el cebador H y el 55
cebador L, entonces se prefiere que los demás cebadores se diseñen para tener una temperatura de fusión similar a 
la temperatura de fusión del cebador L o menor que la temperatura de fusión del cebador L. Sin embargo, está 
comprendido dentro de la invención que el conjunto de cebadores pueda comprender más de un cebador H. En tales 
casos, se prefiere que cualquier cebador que, junto con cualquiera de los cebadores H que son capaces de la 
amplificación de un ácido nucleico diana, tengan una temperatura de fusión similar a la temperatura de fusión del 60
cebador L o menor que la temperatura de fusión del cebador L.

De esta forma, el conjunto de cebadores comprende el cebador H y el cebador L, en donde el cebador H tiene una 
temperatura de fusión que es al menos 10 °C mayor que la temperatura de fusión de todos los otros cebadores en el 
conjunto de cebadores. Por ejemplo, el cebador H puede tener una temperatura de fusión que es de al menos 18 °C, 65
por ejemplo, de al menos 20 °C mayor que la temperatura de fusión de todos los otros cebadores en el conjunto de 
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cebadores. El cebador H puede tener una temperatura de fusión incluso mayor, por ejemplo, una temperatura de 
fusión que es al menos 25 °C mayor, como al menos 30 °C mayor que la temperatura de fusión de todos los otros 
cebadores en el conjunto de cebadores. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias 
sondas, estas sondas también pueden tener una temperatura de fusión, que es al menos 16 °C, como al menos 18 
°C, por ejemplo, al menos 20 °C menor que la temperatura de fusión de cebador H. Sin embargo, las sondas 5
también pueden tener mayores temperaturas de fusión.

En una forma de realización, el cebador H es el único cebador en el conjunto de cebadores que tiene una 
temperatura de fusión al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusión del cebador L. En dicha forma de 
realización, todos los otros cebadores tienen una temperatura de fusión, que es a lo sumo 10 °C mayor que la 10
temperatura de fusión del cebador L. Por ejemplo, todos los cebadores excepto el cebador H pueden tener una 
temperatura de fusión dentro del intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusión del cebador L, como dentro del 
intervalo de + /- 8 °C de la temperatura de fusión del cebador L, por ejemplo, dentro del intervalo de +/-6 °C de la 
temperatura de fusión del cebador L, como dentro del intervalo de +/- 4 °C de la temperatura de fusión del cebador
L. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias sondas, dichas sondas también pueden 15
tener una temperatura de fusión dentro del intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusión del cebador L, como 
dentro del intervalo de +/- 8 °C de la temperatura de fusión del cebador L, por ejemplo, dentro del intervalo de +/-6 
°C de la temperatura de fusión del cebador L, como dentro del intervalo de +/- 4 °C de la temperatura de fusión del 
cebador L. Sin embargo, también está comprendido dentro de la invención que las sondas tengan una mayor 
temperatura de fusión, por ejemplo, una temperatura de fusión de hasta 20 °C mayor que la temperatura de fusión 20
del cebador L.

En una forma de realización de la invención, se prefiere que el conjunto de cebadores no comprenda cebadores:

a) que tienen una temperatura de fusión que está en el intervalo de +/- 15 °C, con preferencia, en el intervalo de 25
+/- 20 °C, como en el intervalo de +/- 25 °C, por ejemplo, en el intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusión 
de cebador H, como dentro del intervalo de +/- 8 °C de la temperatura de fusión de cebador H, por ejemplo, 
dentro del intervalo de + /-6 °C de la temperatura de fusión de cebador H, como dentro del intervalo de +/- 4 °C 
de la temperatura de fusión de cebador H; y
b) que junto con el cebador H pueda constituir un par de cebadores específicamente capaces de la amplificación 30
de la secuencia de ácidos nucleicos diana.

En una forma de realización de la invención, se prefiere que todos los cebadores dentro del conjunto de cebadores, 
que junto con el cebador H pueden constituir un par de cebadores específicamente capaces de la amplificación de la 
secuencia de ácidos nucleicos diana, tengan una temperatura de fusión de al menos 10 °C, con preferencia, de al 35
menos 15 °C, como de al menos 20 °C, por ejemplo, al menos 25 °C, como de al menos 30 °C, por ejemplo, en el 
intervalo de 15 a 50 °C, como en el intervalo de 15 a 40 °C menor que la temperatura de fusión de cebador H.

De esta forma, el conjunto de cebadores comprende cebador H y cebador L, en donde el cebador H tiene una 
temperatura de fusión que es al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusión de todos los otros cebadores en el 40
conjunto de cebadores. Por ejemplo, el cebador H puede tener una temperatura de fusión que es al menos 18 °C, 
por ejemplo, al menos 20 °C mayor que la temperatura de fusión de todos los otros cebadores en el conjunto de 
cebadores. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias sondas, estas sondas también 
pueden tener una temperatura de fusión, que es al menos 16 °C, como al menos 18 °C, por ejemplo, al menos 20 °C 
menor, por ejemplo, en el intervalo de 20 a 45 °C menor que la temperatura de fusión de cebador H. Sin embargo, 45
también está comprendido dentro de la invención que las sondas puedan tener una mayor temperatura de fusión, 
incluso una temperatura de fusión similar a la temperatura de fusión de cebador H.

El experto en la técnica será capaz de diseñar cebadores con una temperatura de fusión apropiada. En general, la 
temperatura de fusión de un cebador puede depender del largo del cebador, la secuencia del cebador y también de 50
la presencia de análogos de nucleótidos. Hay algunas restricciones a la secuencia del cebador, porque debe ser 
capaz de alinearse con la secuencia de ácidos nucleicos diana y/o la secuencia complementaria. De esta forma, 
dentro de la restricción de la secuencia, el experto en la técnica puede diseñar un cebador con la temperatura de 
fusión deseada ajustando el largo del cebador. La temperatura de fusión (Tm) puede determinarse como se 
describió con anterioridad en la presente en la sección "Definiciones".55

La temperatura de fusión también puede depender de la presencia de análogos de nucleótidos y, de esta manera, 
los cebadores que tienen una temperatura de fusión apropiada se pueden diseñar mediante el diseño de cebadores 
que comprenden uno o varios análogos de nucleótidos. La temperatura de fusión también puede depender de la 
presencia de faltas de apareamiento de nucleótido con el ácido nucleico diana y, de esta manera, los cebadores que 60
tienen una temperatura de fusión apropiada se pueden diseñar para comprender una o varias faltas de apareamiento
de nucleótidos.

Los cebadores pueden incorporar características adicionales que permiten la detección o inmovilización del cebador, 
pero no alterar una propiedad básica del cebador (por ejemplo, actuar como un punto de inicio de la síntesis de 65
ADN). Por ejemplo, los cebadores pueden contener una secuencia de ácidos nucleicos adicionales en el extremo 5' 
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que no hibrida en la secuencia de ácidos nucleicos diana o la secuencia complementaria a la secuencia de ácidos 
nucleicos diana, pero que facilita la clonación o la detección de un producto amplificado. Por ejemplo, la secuencia 
adicional puede comprender una escisión de la enzima de restricción y/o el sitio de reconocimiento. Una región del 
cebador que es suficientemente complementaria a un molde para hibridar se puede mencionar en la presente como 
una región hibridante. Los cebadores también se pueden ligar con rótulos, por ejemplo, rótulos fluorescentes, 5
funcionalizados o de unión. Dichos rótulos se pueden ligar con sus extremos, azúcares o bases nitrogenadas. Los 
cebadores también pueden contener faltas de apareamiento en el extremo 3' en diseños en los que el cebador 
discrimina entre secuencias de ácidos nucleicos diana de tipo silvestre y variante, para disminuir o extinguir la 
elongación de la secuencia de molde no deseada.

10
El cebador puede ser un ADN monocatenario antes de la unión con un ácido nucleico de molde. En algunos casos, 
el cebador comprende inicialmente una secuencia bicatenaria, por ejemplo, el cebador puede formar un bucle de 
horquilla. De esta forma, en general un cebador es un polinucleótido u oligonucleótido y con frecuencia, los 
cebadores son ADN. Sin embargo, los cebadores de acuerdo con la invención pueden comprender uno o varios 
análogos de nucleótidos, así como pueden comprender ácido ribonucleico (ARN).15

Los análogos de nucleótidos son bien conocidos en la técnica y los cebadores y las sondas desveladas en el 
presente documento pueden incorporar cualquier análogo de nucleótido de utilidad. Los análogos de nucleótidos 
pueden ser, por ejemplo, análogos de nucleótidos con un grupo de azúcar modificado, análogos de nucleótidos de 
ácidos nucleicos bloqueados (ANB), análogos de nucleótidos de ácidos nucleicos peptídicos (PNA), análogos de 20
nucleótidos de ácidos nucleicos de glicol (GNA), análogos de nucleótidos de ácidos nucleicos de treosa (TNA), 
análogos de nucleósidos bicíclicos y tricíclicos, ácidos nucleicos de fosfonomonoéster que incorporan un grupo 
fósforo en la estructura o los compuestos heterocíclicos policíclicos que se pueden usar en vez de uno o varios de 
los restos de base heterocíclicos naturales.
En otra forma de realización, un cebador o una sonda utilizada en métodos y composiciones descritos en la presente 25
pueden comprender uno o varios nucleósidos universal. Los ejemplos no limitantes de nucleósidos universales son 
5- nitroindol e inosina.

Los cebadores se pueden diseñar de acuerdo con parámetros conocidos para evitar estructuras secundarias y 
autohibridación.30

Los cebadores son asequibles en comercios de una cantidad de proveedores y se pueden preparar por medio de 
varios métodos, pero no se limitan a la clonación de las secuencias apropiadas y síntesis química directa usando 
métodos bien conocidos en la técnica (Narang et al., Methods Enzymol. 68:90 (1979); Brown et al., Methods 
Enzymol. 68:109 (1979)).35

Cebador H y cebador L

Los métodos y kits de la invención implican el uso de un conjunto de cebadores que comprenden un cebador H y un 
cebador L, en donde la temperatura de fusión del cebador H es al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusión 40
del cebador L, y en donde el cebador L contiene una secuencia complementaria al producto de la elongación del 
cebador H. El conjunto de cebadores puede comprender otros cebadores, por ejemplo, como se describió 
anteriormente en la sección "Conjunto de cebadores", sin embargo, el conjunto de cebadores también puede 
consistir en el cebador H y el cebador L, en donde el cebador H y el cebador L son específicamente capaces de la 
amplificación de la secuencia de ácido nucleico diana.45

El cebador H está diseñado preferentemente como un cebador para la amplificación de la secuencia diana o de la 
secuencia complementaria a la secuencia diana. De este modo, el cebador H es preferentemente capaz de alinearse 
a sea la secuencia de ácido nucleico diana o con la secuencia complementaria a la secuencia de ácido nucleico 
diana. Por ejemplo, el cebador H puede ser capaz de alinearse a la cadena complementaria de la secuencia de 50
ácido nucleico diana en el extremo 5' o cerca del extremo 5' de la secuencia de ácido nucleico diana, o el cebador H 
puede ser capaz de alinearse a la secuencia de ácido nucleico diana en el extremo 3’ o cerca del extremo 3’ de la 
secuencia de ácido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador H puede comprender una secuencia idéntica al extremo 
5’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador H puede consistir incluso en una secuencia idéntica al 
extremo 5’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador H también puede comprender una secuencia idéntica 55
a la secuencia de ácido nucleico diana. De este modo, el cebador H puede comprender una secuencia 
complementaria al extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador H puede consistir incluso en una 
secuencia complementaria al extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico diana.

De forma similar, el cebador L se diseña preferentemente como un cebador para la amplificación de la secuencia 60
diana o de la secuencia complementaria de la secuencia diana. Si el cebador H está diseñado para la amplificación 
de la secuencia diana, el cebador L está diseñado preferentemente para la amplificación de la secuencia 
complementaria de la secuencia diana, y viceversa. Por lo tanto, el cebador L es preferentemente capaz de alinearse 
con la secuencia de ácido nucleico diana o con la secuencia complementaria a la secuencia de ácido nucleico diana. 
Si el cebador H es capaz de alinearse con la secuencia de ácido nucleico diana, entonces el cebador L es 65
preferentemente capaz de alinearse a la secuencia complementaria de la secuencia de ácido nucleico diana, y 
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viceversa. Por ejemplo, el cebador L puede ser capaz de alinearse con la cadena complementaria de la secuencia 
de ácido nucleico diana en el extremo 5’ o cerca del extremo 5’ de la secuencia de ácido nucleico diana, o el cebador 
L puede ser capaz de alinearse a la secuencia de ácido nucleico diana en el extremo 3’ o cerca del extremo 3’ de la 
secuencia de ácido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador L puede comprender una secuencia idéntica al extremo 
5’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador L puede consistir incluso en una secuencia idéntica al 5
extremo 5’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador L también puede comprender una secuencia idéntica 
a la secuencia de ácido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador L puede comprender una secuencia complementaria 
al extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico diana. El cebador L puede consistir incluso en una secuencia 
complementaria al extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico diana.

10
En una forma de realización de la invención, el cebador H comprende o consiste en una secuencia de nucleótidos, 
que es idéntica a la secuencia en el extremo 5’ de la secuencia de ácido nucleico diana y el cebador L comprende o 
consiste en una secuencia idéntica a la secuencia complementaria del extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico 
diana.

15
En otra forma de realización de la invención, el cebador L comprende o consiste en una secuencia de nucleótidos, 
que es idéntica a la secuencia en el extremo 5’ de la secuencia de ácido nucleico diana y el cebador H comprende o 
consiste en una secuencia idéntica a la secuencia complementaria del extremo 3’ de la secuencia de ácido nucleico 
diana.

20
Y en otra forma de realización más de la invención, el cebador L consta de dos partes, siendo una de las partes 
complementaria o idéntica a un fragmento de la secuencia de ácido nucleico diana y la otra parte no es 
complementaria ni idéntica a la secuencia de ácido nucleico diana. Tales cebadores también pueden denominarse 
"cebador L modificado por apareamiento fallido" en el presente documento. Dicha parte que es complementaria o 
idéntica a un fragmento de la secuencia de ácido nucleico diana puede tener una temperatura de fusión muy baja, y 25
puede denominarse como la "parte no apareante del cebador L". La parte no apareante del cebador L puede 
consistir normalmente en el intervalo de 7 a 15, nucleótidos, por ejemplo en el intervalo de 7 a 12 nucleótidos. Dicha 
parte que no es complementaria ni idéntica a la secuencia de ácido nucleico diana puede contener una secuencia 
aleatoria y se puede denominar como la "parte no apareada del cebador L". La parte no apareada del cebador L 
puede consistir normalmente de 2 a 8 nucleótidos, tal como en el intervalo de 2 a 6 nucleótidos, pero podría ser de 1 30
nucleótido o superior a 8 nucleótidos. Esto puede ser, en particular, el caso en formas de realización de la invención 
que comprenden una etapa de PCR a baja temperatura como se describió con anterioridad en la sección "PCR a 
baja temperatura”. El extremo 3’ de dicho cebador L puede estar, por ejemplo, en una base que varía entre una 
secuencia de ácido nucleico diana verdadera y no diana estrechamente homóloga. La parte no apareada, al ser 
incorporada en ácidos nucleicos recién sintetizados y después de la síntesis de la segunda cadena complementaria, 35
puede convertirse en una región de hibridación apropiada.

El cebador H y el cebador L están diseñados para tener las temperaturas de fusión como se indica en la presente. El 
experto en la técnica será capaz de diseñar un cebador H y un cebador L de manera que tengan las temperaturas de 
fusión deseadas mediante el ajuste de la secuencia de los cebadores, la longitud de los cebadores y opcionalmente 40
la incorporación de análogos de nucleótidos como se describe con anterioridad en la sección "Conjunto de 
cebadores".

El cebador H está diseñado de manera que el cebador H tenga una temperatura de hibridación que sea
significativamente mayor que la temperatura de hibridación del cebador L, al menos 16 °C más elevada. Por lo tanto, 45
la temperatura de fusión del cebador H puede ser al menos 16 °C más elevada, por ejemplo al menos 18 °C más 
elevada, como por lo menos 20 °C más elevada que la temperatura de fusión del cebador L. En algunas formas de 
realización, se prefiere que la temperatura de fusión del cebador H sea al menos 30 ° más elevada, tal como en el 
intervalo de 30 a 50 °C.

50
Por lo general, se prefiere que la temperatura de fusión del cebador H sea tan elevada como sea posible, pero no 
superior a la temperatura de elongación funcional más elevada de al menos una polimerasa de ácido nucleico. Dicha 
temperatura de elongación no ha de ser necesariamente la temperatura óptima para dicha polimerasa de ácido 
nucleico, pero se prefiere que al menos una polimerasa de ácido nucleico tenga actividad a la temperatura de fusión 
del cebador H. Por lo tanto, la temperatura de fusión del cebador H puede acercarse o incluso superar los 80 °C.55

El cebador H puede comprender uno o más análogos de nucleótidos, por ejemplo cualquiera de los análogos de 
nucleótidos descritos en la presente en la sección "Conjunto de cebadores”. La incorporación de algunos análogos 
de nucleótidos puede aumentar la temperatura de fusión, y por consiguiente, el cebador H puede comprender, en 
particular, análogos de nucleótidos, en donde la incorporación de dichos análogos de nucleótidos aumenta la 60
temperatura de fusión del cebador. Por lo tanto, el cebador H puede comprender uno o más ANB, PNA, GNA y/o 
TNA. Por ejemplo, el cebador H puede comprender en el intervalo de 1 a 20, tal como en el intervalo de 1 a 15, por 
ejemplo en el intervalo de 5 a 10 análogos de nucleótidos, por ejemplo ANB.

Dado que también se prefiere que la temperatura de fusión del cebador L sea suficientemente elevada para asegurar 65
la hibridación específico del cebador L a la secuencia de ácido nucleico diana/la secuencia complementaria de la 
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secuencia de ácido nucleico diana, y que la temperatura de fusión del cebador H debería ser significativamente 
mayor que la temperatura de fusión del cebador H, en tal caso, con frecuencia, la temperatura de fusión del cebador 
H es de al menos 60 °C. La temperatura de fusión del cebador H también puede ser frecuentemente de al menos 70 
°C. La temperatura de fusión del cebador H puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 60 a 90 °C, por ejemplo en 
el intervalo de 60 a 85 °C, tal como en el intervalo de 70 a 85 °C, por ejemplo en el intervalo de 70 a 80 °C.5

Es preferible que la temperatura de fusión del cebador L sea suficientemente elevada para asegurar la hibridación
específico del cebador L a la secuencia de ácido nucleico diana/la secuencia complementaria de la secuencia de 
ácido nucleico diana, pero también significativamente menor que la temperatura de fusión del cebador H. 
Frecuentemente, la temperatura de fusión del cebador L se halla en el intervalo de 30 a 55 °C, tal como en el 10
intervalo de 35 a 55 °C, preferentemente en el intervalo de 40 a 50 °C.

Reactivos de PCR

Los métodos de la invención incluyen etapas para llevar a cabo la PCR. El experto en la técnica es consciente de 15
cómo llevar a cabo una PCR y qué reactivos pueden ser de utilidad para llevar a cabo una PCR. Estos reactivos se 
mencionan como reactivos de PCR en la presente. El kit de partes de la invención también comprende reactivos de 
PCR.

Para la mayoría de los fines, los reactivos de PCR comprenden nucleótidos. De esta forma, los reactivos de PCR 20
pueden comprender desoxinucleósido trifosfatos (dNTPs), en particular todos los cuatro desoxinucleósido trifosfatos
(dNTPs) naturales.

Los reactivos de PCR comprenden con frecuencia moléculas de desoxirribonucleósido trifosfato, incluyendo todos de 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP. En algunos casos, se añade dUTP.25

Los reactivos de PCR también comprenden compuestos útiles para asistir a la actividad de la polimerasa de ácido 
nucleico. De esta forma, el reactivo de PCR puede comprender un catión divalente, por ejemplo, iones magnesio. 
Dichos iones magnesio se pueden añadir en forma de, por ejemplo, cloruro de magnesio o acetato de magnesio 
(MgCl2) o sulfato de magnesio.30

Los reactivos de PCR también pueden comprender uno o varios de los siguientes:

- agentes bloqueantes no específicos como BSA o gelatina de piel bovina, betalactoglobulina, caseína, leche en 
polvo u otros agentes bloqueantes comunes,35

- ácidos nucleicos de fondo no específicos/bloqueantes (por ejemplo, ADN de esperma de salmón),
- bioconservantes (por ejemplo, azida de sodio),
- potenciadores de la PCR (por ejemplo, Betaína, Trehalosa, etc.),
- inhibidores (por ejemplo, inhibidores de la ARNsa).

40
El reactivo de PCR también puede contener otros aditivos, por ejemplo, dimetilsulfóxido (DMSO), glicerol, betaína 
(mono)hidrato (N,N,N-trimetilglicina=[caroxi- metil]trimetilamonio), trehalosa, 7-Desaza-2'-desoxiguanosina trifosfato 
(dC7GTP o 7-desaza-2'-dGTP), formamida (metanamida), cloruro de tetrametilamonio (TMAC), otros derivados de 
tetraalquilamonio (por ejemplo, cloruro de tetraetiamonio (TEA-Cl) y cloruro de tetrapropilamonio (TPrA- Cl), 
detergente no iónico (por ejemplo, Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-40 (NP-40)) o PREXCEL-Q.45

Los reactivos de PCR pueden comprender un agente tamponante.

En algunos casos, se añade un copolímero de bloque no iónico de óxido de etileno/óxido de propileno a la fase 
acuosa en una concentración de aproximadamente el 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% o 50
1,0%. Los biotensioactivos comunes incluyen tensioactivos no iónicos comunes como Pluronic F-68, Tetronics, Zonyl 
FSN. Pluronic F- 68 puede estar presente en una concentración de aproximadamente el 0,5% p/v.

En algunos casos, se puede sustituir sulfato de magnesio por cloruro de magnesio, en concentraciones similares. Un 
amplio intervalo de tampones de PCR comunes comerciales de varios vendedores se puede sustituir para la 55
solución tamponada.

Los métodos de la invención también implican el uso de una polimerasa de ácido nucleico y el kit de partes de la 
invención también comprenden una polimerasa de ácido nucleico. Dicha polimerasa de ácido nucleico puede ser 
cualquier polimerasa de ácidos nucleicos, como una ADN polimerasa. La polimerasa de ácido nucleico deberá tener 60
actividad a la temperatura de elongación.

En algunas formas de realización, la polimerasa de ácido nucleico es una ADN polimerasa con actividad de 
exonucleasa 5' a 3'. Este puede ser el caso particular en las formas de realización de la invención, en las que los 
métodos o los conjuntos implican el uso de una sonda de detección, como una sonda de detección Taqman.65

E16723135
02-03-2020ES 2 775 551 T3

 



16

Se puede usar cualquier ADN polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa con actividad de exonucleasa 5' a 3' 
que cataliza la extensión del cebador. Por ejemplo, se puede usar una ADN polimerasa termoestable.

En una forma de realización, la polimerasa de ácido nucleico es una polimerasa Taq.
5

Reacciones de PCR divididas

Los métodos de la invención comprenden una etapa de preparar reacciones de PCR divididas. La reacción de PCR 
dividida se puede someter luego a una etapa de AIPR seguida por una o varias PCR como se describió en la 
presente. La preparación de reacciones de PCR divididas implica la división de la muestra en múltiples fracciones 10
más pequeñas que comprende cada una un conjunto de cebadores, polimerasa de ácido nucleico, reactivos de PCR 
y opcionalmente reactivos de detección.

Las reacciones de PCR divididas se pueden preparar por medio de una cantidad de métodos diferentes. En general, 
implica la división de las reacciones de PCR en compartimientos separados física y espacialmente. Dichos 15
compartimientos se pueden obtener en una cantidad de modos, por ejemplo, las reacciones de PCR se pueden 
dividir en diferentes recipientes. Las reacciones de PCR divididas también se pueden preparar mediante la división 
de la reacción de PCR en cavidades de placas de microtitulación. Las reacciones de PCR divididas también se 
pueden preparar mediante la división de la reacción de PCR en microcavidades, cámaras microfluídicas, capilares, 
fase dispersa de una emulsión, una cámara (por ejemplo, una cámara en una disposición de cámaras 20
miniaturizadas), una gota o una superficie de unión de ácido nucleico. Las reacciones de PCR divididas también se 
pueden preparar mediante la división de la reacción de PCR en manchas discretas en un soporte sólido.

Se prefiere que las reacciones de PCR se dividan de modo tal que cada reacción de PCR dividida solo comprenda 
una pequeña cantidad de ácidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia de ácidos nucleicos diana. Si 25
bien la muestra normalmente se distribuye de forma aleatoria en las reacciones de PCR divididas, es posible que 
algunas reacciones comprendan más ácidos nucleicos de molde que comprende la secuencia de ácidos nucleicos 
diana que otras. De hecho, algunas de las reacciones de PCR divididas pueden no comprender ácidos nucleicos de 
molde que comprenden la secuencia de ácidos nucleicos diana, mientras que otras pueden comprender varias 
copias. Si las copias del ácido nucleico de molde se distribuyen de forma aleatoria entre las divisiones, algunas 30
divisiones no contienen copias, otras solo una copia y, si la cantidad de divisiones es suficientemente grande, aún 
otras deberán contener dos copias, tres copias e incluso mayores números de copias. La probabilidad de hallar 
exactamente 0, 1, 2, 3 o más copias en una división, basada en una concentración promedio dada del ácido nucleico 
de molde en las divisiones, se describe por una distribución de Poisson. Algunas muestras no comprenderán ácidos 
nucleicos de molde que comprenden la secuencia diana y en tal forma de realización tampoco ninguna de las 35
reacciones de PCR divididas comprenderán ácidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia diana.

En una forma de realización, las reacciones de PCR divididas comprenden cada una a lo sumo 10, como a lo sumo 
5 ácidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia de ácidos nucleicos diana.

40
Un método muy útil para preparar reacciones de PCR divididas es mediante la preparación de gotas de reacción 
encerradas, en donde cada gota contiene una reacción de PCR dividida. De esta forma, las reacciones de PCR 
divididas pueden estar contenidas en gotas preparadas usando un generador de gotas.

El tamaño de tales gotas puede variar, pero las reacciones de PCR divididas pueden estar contenidas, por ejemplo, 45
cada una en una gota de un volumen en el intervalo de 1 a 10,000 picolitros, por ejemplo, aproximadamente 1000 
picolitros.

Las gotas usadas en la presente pueden incluir composiciones en emulsión (o mezclas de dos o más fluidos no 
miscibles) por ejemplo, como se describe en la patente de EE.UU. N.° 7.622.280 o como se describe en los 50
Ejemplos en la presente más abajo. Las gotas se pueden generar por dispositivos descritos en el documento 
WO/2010/036352. El término emulsión, como se usa en la presente, puede referirse a una mezcla de líquidos no 
miscibles (como aceite y agua).
Las emulsiones en fase oleosa y/o de agua en aceite permiten la compartimentalización de las mezclas de reacción 
dentro de gotas acuosas. Las emulsiones pueden comprender gotas acuosas dentro de una fase oleosa continua. 55
Las emulsiones proporcionadas en la presente pueden ser emulsiones de aceite en agua, en donde las gotas son 
gotas de aceite dentro de una fase acuosa continua. Las gotas usadas en la presente se diseñan normalmente para 
evitar la mezcla entre los compartimientos, donde cada compartimiento protege sus contenidos de la evaporación y 
la coalescencia con los contenidos de otros compartimientos.

60
Las gotas se pueden generar para tener un diámetro promedio de aproximadamente, menos de aproximadamente o 
más de aproximadamente o al menos aproximadamente 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
100, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200, 300, 400 o 500 micrones. Las gotas pueden tener un diámetro medio de 
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 500, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 500, 
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100, aproximadamente 65
0,01 a aproximadamente 100 o aproximadamente 1 a aproximadamente 100 micrones. Los métodos microfluídicos 
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de producción de gotas en emulsión usando enfoque de flujo cruzado por microcanales o agitación física se conocen 
por producir ya sea emulsiones monodispersas o polidispersas. Las gotas pueden ser gotas monodispersas. Las 
gotas se pueden generar de modo tal que el tamaño de las gotas no varíe en más de más o menos el 5% del 
tamaño promedio de las gotas. En algunos casos, las gotas se generan de modo tal que el tamaño de las gotas no 
varíe en más de más o menos el 2% del tamaño medio de las gotas. Un generador de gotas puede generar una 5
población de gotas a partir de una muestra simple, en donde ninguna de las gotas varía de tamaño en más de más o 
menos aproximadamente el 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5%, 5%, 5,5%, 6%, 6,5%, 7%, 7,5%, 
8%, 8,5%, 9%, 9,5% o 10% del tamaño medio de la población total de gotas.

La mayor estabilidad mecánica puede ser de utilidad para manipulaciones microfluídicas y mayor procesamiento 10
fluídico por cizallamiento (por ejemplo, en capilares microfluídicos o por medio de giros de 90 grados, como válvulas, 
en vía fluídica). Las gotas o cápsulas tratadas pre- y postérmicamente pueden ser mecánicamente estables a las 
manipulaciones con pipeta estándar y centrifugación.

Las gotas pueden ser polidispersas o monodispersas, generadas por medio de agitación, sonicación o 15
microfluídicamente por medio de una unión de canal T u otro medio por los familiarizados con la técnica.

Una gota se puede formar por flujo de una fase oleosa por medio de una muestra acuosa. La fase acuosa puede 
comprender una solución tamponada y reactivos para llevar a cabo una reacción de PCR, incluyendo nucleótidos, 
cebadores, sondas para la detección fluorescente, ácidos nucleicos de molde, enzima de ADN polimerasa y 20
opcionalmente, enzima de transcriptasa inversa.

La fase acuosa en general comprende la muestra, los reactivos de PCR, la polimerasa de ácido nucleico, el conjunto 
de cebadores y opcionalmente los reactivos de detección.

25
La fase oleosa puede comprender un aceite de base fluorada que se puede estabilizar adicionalmente por 
combinación con un tensioactivo fluorado como un poliéter perfluorado. En algunos casos, el aceite de base puede 
ser uno o varios de HFE 7500, FC-40, FC-43, FC-70 u otro aceite fluorado común. En algunos casos, el tensioactivo 
aniónico es Ammonium Krytox (Krytox-AM), la sal de amonio de Krytox FSH o derivado de morfolino de Krytox-FSH.

30
La fase oleosa también puede comprender un aditivo para ajustar las propiedades del aceite, tales como presión del 
vapor o viscosidad o tensión superficial. Los ejemplos no limitantes incluyen perfluoro-octanol y 1H,1H,2H,2H-
Perfluorodecanol.

La emulsión se puede formular para producir gotas altamente monodispersas con una película interfacial de tipo35
líquido que se puede convertir por calentamiento en microcápsulas con una película interfacial de tipo sólido; tales 
microcápsulas se pueden comportar como biorreactores capaces de retener sus contenidos a través del proceso de 
reacción como AIPR o amplificación por PCR. La conversión en forma de microcápsula se puede producir después 
del calentamiento. Por ejemplo, esta conversión se puede producir a una temperatura de más de aproximadamente 
50, 60, 70, 80, 90 o 95 grados Celsius. En algunos casos, este calentamiento se produce usando un termociclador. 40
Durante el proceso de calentamiento, se puede usar una capa de fluido o aceite mineral para evitar la evaporación. 
Las cápsulas biocompatibles pueden ser resistentes a la coalescencia y/o la floculación a través de un amplio 
intervalo de procesamientos térmicos y mecánicos.

En algunos casos, la gota se genera usando un generador de gotas asequible en comercios, como generador de 45
gotas Bio- Rad QX100™. AIPR y PCR se pueden llevar a cabo usando aparatos asequibles en comercios y las 
gotas se pueden analizar usando un lector de gotas asequible en comercios como generador, como lectora de gotas 
Bio-Rad QX100™.

Reacción de polimerasa incremental asimétrica50

Los métodos de la invención comprenden una etapa de reacción de polimerasa incremental asimétrica (AIPR). Es 
importante que la AIPR se lleve a cabo antes de cualquier etapa de PCR exponencial. Por consiguiente, en la etapa 
general e) se lleva a cabo antes de la etapa f). La AIPR comprende las etapas de:

55
i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la hibridación
del cebador H, pero no del cebador L,
iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongación,60
iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii.

En general, AIPR es una reacción asimétrica que da como resultado una amplificación de solo una cadena de la 
secuencia de ácidos nucleicos diana. De esta forma, con preferencia, la reacción de PCR no comprende otro 
cebador que, junto con el cebador H es capaz de la amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana, en 65
donde dicho otro cebador tiene una temperatura de fusión similar o mayor que la temperatura de fusión de cebador 
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H. En formas de realización de la invención, en donde el grupo de primer comprende múltiples cebadores H se 
prefiere que la reacción de PCR no comprende otros cebadores, que junto con cualquiera de los cebadores H son 
capaces de amplificación de cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos dianas en donde dichos otros 
cebadores tienen una temperatura de fusión similar o mayor que la temperatura de fusión de cebador H. Las 
temperaturas de fusión preferidas de los cebadores se describen en la sección "Conjunto de cebadores" y "el 5
cebador L y el cebador H". De esta forma, a la elevada temperatura de hibridación solo el cebador H será alienado 
dando como resultado la polimerización solo del cebador H. De esta forma, varias rondas de AIPR llevan a
amplificación de solo una cadena de la secuencia de ácidos nucleicos diana y AIPR es así en principio una 
amplificación lineal.

10
Con frecuencia, la polimerasa de ácido nucleico tiene una actividad de elongación a la elevada temperatura de 
hibridación. En tales formas de realización, la elevada temperatura de hibridación también se puede considerar la 
temperatura de elongación incluso si la elevada temperatura de hibridación no es la óptima temperatura para la 
polimerasa de ácido nucleico. De esta forma, la AIPR puede comprender solo dos etapas que se repiten, es decir, 
una etapa de desnaturalización por incubación en la temperatura de desnaturalización y una etapa combinada de 15
hibridación y elongación de cebador H por incubación a la elevada temperatura de hibridación. En dichas formas de 
realización, el cebador H se diseña, con preferencia, para tener una temperatura de fusión, a una temperatura a la 
que la polimerasa de ácido nucleico tiene suficiente actividad para catalizar la elongación de cebador H.

Por consiguiente, la AIPR de la etapa e) puede comprender las etapas de:20

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la hibridación
del cebador H, pero no del cebador L, en donde la elevada temperatura de hibridación también es la temperatura 25
de elongación, lo que permite así la extensión del cebador H alienado;
iii. repetir las etapas i a ii,

En otras formas de realización de la invención, la temperatura de fusión de cebador H es diferente de la temperatura 
de elongación. En tales formas de realización, la AIPR de la etapa e) puede comprender las etapas de:30

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la hibridación
del cebador H, pero no del cebador L,35
iii. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongación, lo que permite así la elongación del 
cebador H alienado,
iv. repetir las etapas i a iii.

La etapa i. de incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, se lleva a cabo 40
suficientemente largo tiempo para desnaturalizar el ADN en moléculas monocatenarias. Es posible que la etapa i. se 
lleve a cabo durante un período más largo durante el primer ciclo de la AIPR que en los ciclos posteriores. El experto 
en la técnica será capaz de seleccionar los tiempos apropiados para la incubación a la temperatura de 
desnaturalización. En el primer ciclo, la incubación a la temperatura de desnaturalización puede estar, por ejemplo, 
en el intervalo de 0,5 a 10 min (por ejemplo, para ADN polimerasas de inicio en caliente), mientras que en los 45
siguientes ciclos, la incubación a la temperatura de desnaturalización, por ejemplo, puede estar en el intervalo de 0,1 
a 2 min.

De modo similar, el experto en la técnica será capaz de seleccionar los tiempos apropiados para incubación a la 
elevada temperatura de hibridación/temperatura de elongación. En el último ciclo, la incubación a la temperatura de 50
elongación puede ser más larga que en los otros ciclos, por ejemplo, en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en 
los otros ciclos, la incubación a la temperatura de elongación puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 
min. Como se destacó con anterioridad, la elevada temperatura de hibridación puede ser la misma que la 
temperatura de elongación. En formas de realización en las que la elevada temperatura de hibridación es diferente 
de la temperatura de elongación, entonces la incubación a la temperatura de hibridación podría estar, por ejemplo, 55
en el intervalo de 0,1 a 2 min.

Las etapas i a ii se pueden repetir una cantidad apropiada de veces. En general, las etapas i a ii se repiten una 
cantidad de veces suficientes para asegurar una ocurrencia muy baja o ninguna ocurrencia de señales falso 
positivas. Por ejemplo, las etapas i. a ii. se pueden repetir en el intervalo de 8 a 256 veces, con preferencia, en el60
intervalo de 16 a 128 veces, por ejemplo, en el intervalo de 32 a 128 veces, por ejemplo, aproximadamente 64 
veces, como 64 veces.

En formas de realización de la invención, en donde la elevada temperatura de fusión y la temperatura de elongación
son diferentes, las etapas i. a iii. se pueden repetir en el intervalo de 8 a 256 veces, con preferencia, en el intervalo 65
de 16 a 128 veces, por ejemplo, en el intervalo de 32 a 128 veces, por ejemplo, aproximadamente 64 veces, como 
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64 veces.

Se prefiere que, durante la AIPR, se lleve a cabo solo un copiado incremental. En otras palabras, se prefiere que 
solo una cadena del ácido nucleico diana sirva como un molde para copiado durante la AIPR. Si el cebador H es 
alineado a una secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana, entonces se prefiere que solo 5
la cadena que comprende la secuencia de ácidos nucleicos diana se sintetice durante la AIPR. Como la AIPR es 
monodireccional, dichas cadenas pueden tener diferente longitud, pero comprenden, con preferencia, al menos la 
secuencia de ácidos nucleicos diana. En esta forma de realización, la secuencia complementaria de la secuencia de 
ácidos nucleicos diana, con preferencia, no se sintetiza durante la etapa de AIPR. De modo similar, si el cebador H 
se alinea con la secuencia de ácidos nucleicos diana, entonces se prefiere que solo la cadena que comprende la 10
secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana se sintetice durante la AIPR. Si bien la AIPR 
es monodireccional, dichas cadenas pueden tener diferentes longitudes, pero comprenden, con preferencia, al 
menos la secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana. En esta forma de realización, la 
secuencia de ácidos nucleicos diana no se amplifica, con preferencia, durante la AIPR.

15
De esta forma, en una forma de realización de la invención, la etapa e) resulta en la elongación del cebador H, pero 
en ninguna elongación detectable del cebador L. Por ejemplo, la etapa e) puede dar como resultado una elongación
de cebador H, pero ninguna elongación del cebador L.

En una forma de realización, la etapa e) resulta en la elongación del cebador H, pero en ninguna elongación 20
detectable de cualquier otro cebador. Por ejemplo, la etapa e) puede resultar en una elongación de cebador H, pero 
ninguna elongación de cualquier otro cebador.

La alta temperatura de hibridación se selecciona para permitir la hibridación del cebador H, pero no del cebador L. 
Por consiguiente, se prefiere que la elevada temperatura de hibridación se fije significativamente más alta que la25
temperatura de fusión del cebador L. De esta forma, la elevada temperatura de hibridación en la etapa e) puede ser 
al menos 10 °C mayor, con preferencia, al menos 15 °C mayor, por ejemplo, al menos 20 °C, como al menos 25 °C 
mayor que la temperatura de fusión del cebador L.

La alta temperatura de hibridación se podría fijar, por ejemplo, para ser aproximadamente la temperatura de fusión 30
del cebador H. Sin embargo, también podría ser un poco menor.

PCR de baja temperatura

En algunas formas de realización de la divulgación, los métodos comprenden una etapa de PCR de baja 35
temperatura que se lleva a cabo después de completar la AIPR y antes de la PCR exponencial.

En tales formas de realización, el cebador L es normalmente un cebador L modificado por apareamiento fallido como 
se describió con anterioridad en la presente.

40
Este puede ser el caso en particular en objetos difíciles (por ejemplo, un objetivo con una secuencia muy homóloga 
en otra parte en el genoma, como un pseudogén), este cebador L modificado por apareamiento fallido puede permitir 
el uso de un cebador L más corto que es más específico para el objetivo real.

La PCR a baja temperatura normalmente implica las etapas de:45

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
2) incubar la PCR a una muy baja temperatura de hibridación que permite la hibridación tanto del cebador H 
como de la parte no apareante del cebador L,50
3) incubar la PCR a la temperatura de elongación lo que permite así la extensión de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas 1) a 3), obteniendo así un producto de PCR.

Esta etapa permitirá la amplificación de un producto que incorpora la parte apareante del cebador L. Una vez que 
haya disponible suficiente de dicho producto, entonces se puede llevar a cabo una PCR exponencial normal usando 55
una baja temperatura de hibridación que, por ejemplo, puede ser aproximadamente la temperatura de fusión del 
cebador L.

En general la muy baja temperatura de hibridación es menor que la baja temperatura de hibridación. Normalmente, 
la muy baja temperatura de hibridación es al menos 5 °C, con preferencia, al menos 10 °C, con mayor preferencia, al 60
menos 15 °C, como al menos 20 °C menor que la baja temperatura de hibridación. Por ejemplo, la muy baja 
temperatura de hibridación está en el intervalo de 5 a 30 °C menor que la baja temperatura de hibridación, por 
ejemplo, la muy baja temperatura de hibridación puede estar en el intervalo de 20 a 25 °C menor que la baja 
temperatura de hibridación. De esta forma, la muy baja temperatura de hibridación puede ser al menos 20 °C menor, 
por ejemplo, al menos 25 °C, como al menos 30 °C, por ejemplo, al menos 35 °C menor que la temperatura de 65
fusión de cebador H.
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Normalmente, las etapas 1) a 3) se pueden repetir más de una vez, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 40. Por 
ejemplo, las etapas 1) a 3) se repiten en el intervalo de 2 a 10 veces, por ejemplo, 4 a 6 veces. Con frecuencia, se 
prefiere que la cantidad total de ciclos de PCR realizados durante la PCR a baja temperatura y la PCR exponencial 
estén en el intervalo de 20 a 40, como en el intervalo de 20 a 30. De esta forma, según cuántas veces se repiten las 5
etapas I a III de la PCR exponencial, las etapas 1) a 3) de la PCR a baja temperatura se pueden repetir para 
alcanzar una cantidad total de ciclos en el intervalo de 20 a 40, como en el intervalo de 20 a 30.

PCR exponencial
10

Los métodos de la invención comprenden una etapa de llevar a cabo una reacción de cadena de la polimerasa 
(PCR). A fin de discriminar esta etapa de la AIPR, esta etapa también se puede referir como "PCR exponencial". En 
los métodos de la invención, la reacción de cadena de la polimerasa se lleva a cabo luego de la AIPR. La PCR 
exponencial puede comprender en general las etapas de:

15
I. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
II. incubar la PCR a una baja temperatura de hibridación que permite la hibridación tanto del cebador H como del 
cebador L,
III. incubar la PCR a la temperatura de elongación lo que permite así la extensión de los cebadores alineados20
IV. opcionalmente repetir las etapas I a III, obteniendo así un producto de PCR.

La incubación a la baja temperatura de hibridación permite, con preferencia, la hibridación de ambos cebadores del 
par de cebadores específicamente capaces de amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Por 
consiguiente, la PCR exponencial resultará en la amplificación de ambas cadenas de la secuencia de ácidos 25
nucleicos diana. En teoría, dicha amplificación será exponencial y así, se puede mencionar como "PCR 
exponencial", aunque en la práctica, también es posible que no sea completamente exponencial.

La PCR exponencial se puede llevar a cabo de cualquier manera, por ejemplo, de cualquier manera convencional 
para llevar a cabo la PCR conocida por el experto en la técnica.30

La etapa I. para incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización se lleva a cabo 
durante un tiempo suficiente para desnaturalizar el ADN en moléculas monocatenarias. Es posible que la etapa I. se 
lleve a cabo durante un período más largo durante el primer ciclo de la PCR que en los ciclos posteriores. El experto 
en la técnica será capaz de seleccionar tiempos apropiados para la incubación a la temperatura de 35
desnaturalización. En el primer ciclo, la incubación a la temperatura de desnaturalización puede estar, por ejemplo, 
en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en los siguientes ciclos, la incubación a la temperatura de 
desnaturalización puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

De modo similar, el experto en la técnica será capaz de seleccionar tiempos apropiados para la incubación a una 40
temperatura de hibridación baja. Por ejemplo la incubación a baja temperatura de hibridación puede estar, por 
ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

De modo similar, el experto en la técnica será capaz de seleccionar tiempos apropiados para incubación a la
temperatura de elongación. En el último ciclo, la incubación a la temperatura de elongación puede ser más larga que 45
en otros ciclos, por ejemplo, en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en los otros ciclos, la incubación a la 
temperatura de elongación puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

Las etapas I a III se pueden repetir para una cantidad de veces apropiada. En general, se prefiere que etapas I a III 
no se repetirán demasiadas veces para reducir el riesgo de señales falso positivas. Por ejemplo, la etapa f) puede 50
comprender las etapas repetidas I. a III. en el intervalo de 15 a 60 veces, con preferencia, en el intervalo de 20 a 40 
veces, por ejemplo, en el intervalo de 20 a 30 veces, por ejemplo, en el intervalo de 25 a 30 veces.

En formas de realización de la invención, en donde el conjunto de cebadores comprende cebadores adicionales 
además del cebador H y el cebador L, entonces dichos cebadores adicionales en algunas formas de realización 55
también pueden alinearse con su molde a la temperatura de hibridación baja.

De esta forma, en una forma de realización de la invención, la etapa f) resulta en la elongación del cebador H y el 
cebador L. En otra forma de realización de la invención, la etapa f) resulta en la elongación de todos los cebadores 
del conjunto de cebadores.60

La baja temperatura de hibridación se selecciona de modo tal que el cebador L se pueda alinear a la secuencia de 
ácidos nucleicos diana. De esta forma, la temperatura de hibridación baja se podría fijar, por ejemplo, para ser de
aproximadamente la temperatura de fusión del cebador L. Sin embargo, también podría ser un poco menor.

65
Los ejemplos de técnicas de PCR que se pueden usar para la PCR exponencial incluyen, pero sin limitación, PCR 
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cuantitativa, PCR fluorescente cuantitativa (QF-PCR), PCR fluorescente múltiple (MF-PCR), PCR en tiempo real 
(RT-PCR), PCR de células simples, PCR de polimorfismo de la longitud de fragmento de restricción (PCR-RFLP), 
PCR-RFLP/RT-PCR-RFLP, PCR de inicio en caliente, PCR anidada, PCR de colonia de polimerasa in situ, 
amplificación por círculo rodante in situ (RCA), PCR digital (dPCR), PCR digital en gotas (ddPCR), PCR en puente, 
PCR de picotítulo y PCR de emulsión.5

Detección

Los métodos de la invención comprenden una etapa de detección, ya sea si el producto de PCR comprende la
secuencia variante y/o la secuencia de ácidos nucleicos diana. Dicha detección se puede llevar a cabo de cualquier 10
manera apropiada conocida por el experto en la técnica. Por ejemplo se conocen numerosos métodos de detección 
útiles conocidos en la técnica anterior, que se pueden emplear con los métodos de la invención.

En una forma de realización de la invención, dicha detección implica que las reacciones de PCR divididas contienen 
un reactivo de detección. Dicho reactivo de detección puede ser cualquier reactivo detectable, por ejemplo, puede 15
ser un compuesto que comprende una etiqueta detectable, en donde dicha etiqueta detectable puede ser, por 
ejemplo, un colorante, una actividad radiactiva, un fluoróforo, un metal pesado o cualquier otra etiqueta detectable.

Con frecuencia, el reactivo de detección comprende un compuesto fluorescente.
20

En una forma de realización de la invención, el reactivo de detección comprende o consiste en sondas de detección. 
Las sondas de detección comprenden o consisten, con preferencia, en oligómeros o polímeros de nucleótido, que 
opcionalmente pueden comprender análogos de nucleótidos, como cualquiera de los análogos de nucleótidos 
descritos en la presente con anterioridad en la sección "Conjunto de cebadores". Con frecuencia, la sonda de 
detección puede ser un oligómero de ADN. Normalmente, la sonda de detección se liga con una etiqueta detectable, 25
por ejemplo, por medio de un enlace covalente. La etiqueta detectable puede ser cualquiera de las etiquetas 
detectables antes mencionadas, pero frecuentemente es un fluoróforo. Se prefiere que la sonda no sea
específicamente capaz de amplificación de un ácido nucleico diana junto con el cebador H. Por ejemplo, si el 
cebador H comprende una secuencia idéntica a un fragmento de la secuencia diana, entonces las sondas pueden 
comprender una secuencia idéntica a otro fragmento de la secuencia diana. Si el cebador H comprende una 30
secuencia complementaria de un fragmento de la secuencia diana, entonces las sondas pueden comprender una 
secuencia complementaria de otro fragmento de la secuencia diana.

La sonda de detección es capaz en general de ligar específicamente la secuencia de ácidos nucleicos diana. Por 
ejemplo, la sonda de detección puede ser capaz de ligar específicamente el ácido nucleico diana que comprende la35
secuencia variante. De esta forma, la sonda de detección puede ser capaz de alinearse con la secuencia de ácidos 
nucleicos diana o con la secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana. De esta forma, la 
sonda de detección puede comprender una secuencia idéntica a un fragmento de la secuencia de ácidos nucleicos 
diana o la secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana. En general, se prefiere que la 
sonda de detección comprenda una secuencia diferente de la secuencia de cualquiera de los cebadores del conjunto 40
de cebadores.

Las sondas de detección se diseñan para tener una temperatura de fusión apropiada. En una forma de realización, 
la temperatura de fusión de al menos una sonda de detección es significativamente menor que la temperatura de 
fusión de cebador H. Por ejemplo, la temperatura de fusión de todas sondas de detección es significativamente 45
menor que la temperatura de fusión de cebador H. De esta forma, la temperatura de fusión de al menos una sonda 
de detección puede ser al menos 12 °C menor, con preferencia, al menos 14 °C menor, con mayor preferencia aún, 
al menos 16 °C menor, con mayor preferencia aún, 18 °C menor, como al menos 20 °C menor, por ejemplo, en el 
intervalo de 15 a 25 °C, como en el intervalo de 30 a 40 °C o incluso hasta 45 °C menor que la temperatura de fusión 
del cebador H. Por ejemplo, la temperatura de fusión de todas las sondas de detección puede ser al menos 12 °C 50
menor, con preferencia, al menos 14 °C menor, con mayor preferencia aún, al menos 16 °C menor, con mayor 
preferencia aún, 18 °C menor, como al menos 20 °C menor, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 45 °C menor que la 
temperatura de fusión del cebador H. Sin embargo, también se pueden aplicar sondas con una mayor temperatura 
de fusión.

55
La temperatura de fusión de las sondas de detección es, con preferencia, suficientemente alta para asegurar una 
hibridación específica de las sondas de detección, pero también significativamente menor que la temperatura de 
fusión de cebador H. Con frecuencia, la temperatura de fusión de las sondas de detección puede ser similar a la 
temperatura de fusión del cebador L. Por ejemplo, la temperatura de fusión de al menos una sonda de detección 
puede ser la misma que la temperatura de fusión del cebador L +/- 10 °C, como la misma que la temperatura de 60
fusión del cebador L +/- 5 °C, por ejemplo, aproximadamente la misma que la temperatura de fusión del cebador L. 
En otras formas de realización, la temperatura de fusión de la sonda puede ser mayor que la temperatura de fusión 
del cebador L, por ejemplo, 15 a 20 °C mayor que la temperatura de fusión del cebador L. De esta forma, la sonda 
de detección puede tener, por ejemplo, una temperatura de fusión en el intervalo de 35 a 60 °C, como en el intervalo 
de 35 a 55 °C, con preferencia, en el intervalo de 40 a 50 °C.65
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Con frecuencia, se prefiere que la sonda de detección proporcione a diferentes señales detectables según la 
presencia de la secuencia de ácidos nucleicos diana. Esto se puede lograr en una cantidad de modos diferentes.

En una forma de realización, la sonda de detección se liga con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, 
capaz de desactivar la señal del fluoróforo, cuando dicha sonda de detección no está ligada a su objetivo. Por 5
consiguiente, la fluorescencia de dicho fluoróforo no será detectable. Sin embargo, si la sonda de detección se une 
con la secuencia de ácidos nucleicos diana/la secuencia complementaria de la secuencia de ácidos nucleicos diana, 
esto puede llevar entonces a que el desactivador se remueva suficientemente del fluoróforo a fin de anular la 
desactivación lo que permite la detección de la fluorescencia del fluoróforo. La remoción del desactivador del 
fluoróforo se puede llevar a cabo en varias formas. Por ejemplo, la PCR puede emplear una polimerasa de ácido 10
nucleico con actividad de exonucleasa 5' a 3'. Después de la elongación, cualquier sonda ligada se degradará por 
dicha actividad de exonucleasa 5' a 3' mientras se separa el fluoróforo del desactivador. También es posible que la 
sonda de detección cambie la conformación 3D después de la unión que lleva al desactivador que se remueve del 
fluoróforo.

15
En una forma de realización de la invención, las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de 
detección, que es una sonda de detección variante. La sonda de detección variante es una sonda de detección como 
se describió con anterioridad que es capaz de hibridar en la secuencia de ácidos nucleicos diana que contiene la 
secuencia variante con una afinidad significativamente mayor que la secuencia de ácidos nucleicos diana que no 
contiene la secuencia variante.20

En una forma de realización de la invención, las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de 
detección que es una sonda de detección de tipo silvestre. La sonda de detección de tipo silvestre es una sonda de 
detección como se describió con anterioridad capaz de hibridar en la secuencia de ácidos nucleicos diana que no 
contiene la secuencia variante. Se puede preferir que la sonda de detección de tipo silvestre sea capaz de hibridar 25
en la secuencia de ácidos nucleicos diana que no contiene la secuencia variante con una afinidad significativamente 
mayor que la secuencia de ácidos nucleicos diana que contiene la secuencia variante. En formas de realización que 
se refieren a la detección de la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana, entonces las reacciones de 
PCR divididas pueden contener cada una un reactivo de detección que es una sonda de detección de tipo silvestre.
En tal forma de realización, puede ser suficiente que las reacciones de PCR divididas contengan solo un tipo de 30
sonda de detección. Por ejemplo, las reacciones de PCR pueden contener una sonda de detección de tipo silvestre 
ya que la única sonda de detección o las reacciones de PCR pueden contener sonda de detección variante como la 
única sonda de detección.

En una forma de realización de la invención, cada reacción de PCR dividida contiene tanto una sonda de detección 35
variante como una sonda de detección de tipo silvestre. Este puede ser en particular el caso en las formas de 
realización referidas a la detección de una secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana.

La sonda de detección variante se puede ligar con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, en donde el 
desactivador es capaz de desactivar la fluorescencia del fluoróforo. Con preferencia, el desactivador y el fluoróforo 40
se ligan con la sonda de detección variante de una forma tal que el desactivador sea capaz de desactivar la 
fluorescencia del fluoróforo, cuando la sonda está presente en este estado libre. De esta forma, con frecuencia, el 
fluoróforo y el desactivador se posicionan suficientemente cerca entre sí, como para que el desactivador sea capaz 
de desactivar la fluorescencia del fluoróforo. Con frecuencia, el fluoróforo y el desactivador se ligan con diferentes 
nucleótidos en la sonda de detección variante.45

La sonda de detección de tipo silvestre se puede ligar con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, en 
donde el desactivador es capaz de desactivar la fluorescencia del fluoróforo. Con preferencia, el desactivador y el 
fluoróforo se ligan con la sonda de detección de tipo silvestre de una manera tal que el desactivador sea capaz de 
desactivar la fluorescencia del fluoróforo, cuando la sonda está presente en este estado libre. De esta forma, con 50
frecuencia, el fluoróforo y el desactivador se posicionan suficientemente cerca entre sí, de modo que el desactivador 
sea capaz de desactivar la fluorescencia del fluoróforo. Con frecuencia, el fluoróforo y el desactivador se ligan con 
diferentes nucleótidos en la sonda de detección de tipo silvestre.

En formas de realización de la invención que emplean tanto una sonda de detección variante como una sonda de 55
detección de tipo silvestre, la sonda de detección variante se puede ligar con un fluoróforo diferente de la sonda de 
detección de tipo silvestre. En particular, la sonda de detección variante se puede ligar con al menos un fluoróforo, 
que tiene fluorescencia, que se puede distinguir de la fluorescencia de todos los fluoróforos ligados con la sonda de 
detección de tipo silvestre. De modo similar, la sonda de detección variante de tipo silvestre se puede ligar con al 
menos un fluoróforo, que tiene fluorescencia, que se puede distinguir de la fluorescencia de todos los fluoróforos 60
ligados con la sonda de detección variante.

La etapa g) de los métodos de la invención puede incluir la detección de fluorescencia de la sonda de detección
variante. De esta forma, la etapa g) puede comprender la detección de la fluorescencia del fluoróforo ligado con la 
sonda de detección variante. Este puede ser el caso, por ejemplo, en formas de realización de la invención, en 65
donde:
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• la sonda variante se liga con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, capaz de desactivar la 
fluorescencia del fluoróforo;

• la polimerasa de ácido nucleico es una ADN polimerasa que tiene actividad de exonucleasa 5' a 3'; y/o
• el método es el método de detección de la presencia de una secuencia variante en una secuencia de ácidos 5

nucleicos diana.

De modo similar, la etapa g) de los métodos de la invención puede implicar la detección de fluorescencia de la sonda 
de detección de tipo silvestre. De esta forma, la etapa g) puede comprender la detección de fluorescencia del 
fluoróforo ligada con la sonda de detección de tipo silvestre. Este puede ser el caso, por ejemplo, en las formas de 10
realización de la invención, en donde:

• la sonda de detección de tipo silvestre se liga con al menos un fluoróforo y al menos un desactivador, capaz de 
desactivar la fluorescencia del fluoróforo;

• la polimerasa de ácido nucleico es una ADN polimerasa que tiene actividad de exonucleasa 5' a 3'; y/o15
• el método es el método de detectar la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana.

En formas de realización de la invención, en donde la PCR se divide en reacciones de PCR contenidas en gotas, 
dicha fluorescencia se puede detectar, por ejemplo, usando el detector que tiene capacidades de manipulación para 
muestras de gotas, donde las gotas individuales ingresan en el detector, se someten a detección y luego salen del 20
detector. Por ejemplo, un dispositivo de citometría de flujo se puede adaptar para usar en la detección de la 
fluorescencia de muestras de gotas. En algunos casos, un dispositivo microfluídico equipado con bombas para 
controlar el movimiento de las gotas se usa para detectar la fluorescencia de las gotas en fila única. En algunos 
casos, las gotas se disponen en una superficie bidimensional y un detector se mueve respecto de la superficie, 
detectando la fluorescencia en cada posición que contiene una gota única.25

Después de la adquisición de datos de detección de fluorescencia, se puede usar una computadora para almacenar 
y procesar los datos. Se puede emplear una lógica ejecutable por computadora para llevar a cabo tales funciones 
como sustracción de fluorescencia de fondo, asignación de secuencias diana y/o secuencias de referencia y
cuantificación de los datos. Una computadora puede ser de utilidad para mostrar, almacenar, recuperar o calcular 30
resultados de diagnóstico del perfil molecular; mostrar, almacenar, recuperar o calcular datos en bruto de análisis de 
expresión genómica o de ácidos nucleicos; o mostrar, almacenar, recuperar o calcular cualquier información de 
muestra o de paciente útil en los métodos descritos en la presente.

Las señales de detección se pueden crear basándose en la luz detectada emitida por la sonda de detección de tipo 35
silvestre y opcionalmente de la sonda de detección variante en las divisiones. Las sondas de detección variantes 
pueden informar si al menos una de dos o más reacciones particulares de amplificación representadas por la señal 
ocurrió en una división y, así, si al menos una copia de la secuencia variante está presente en la división. El nivel o 
la amplitud de la señal correspondiente a las sondas se puede analizar para determinar si al menos una de las 
reacciones particulares ocurrió o no y al menos una copia de uno de los objetivos particulares está presente. El nivel 40
o la amplitud de la señal puede variar entre las divisiones de acuerdo con la presencia de la secuencia de ácidos 
nucleicos diana está presente o ausente en cada división. Por ejemplo, una división positiva para un objetivo 
particular puede producir un nivel de señal o amplitud que está por encima de un umbral dado y/o dentro de un 
intervalo dado. Las divisiones se pueden analizar y las señales se pueden crear en cualquier momento apropiado. 
Los tiempos de ejemplo incluyen al final de un ensayo (ensayo de punto final), cuando las reacciones se corren 45
hasta completar y los datos ya no se cambian o en cierto tiempo previo, siempre que los datos se separen de modo 
suficiente y confiable. En general, se puede preferir que la detección se realice después de llevar a cabo la cantidad 
de ciclos de PCR exponencial necesarios para las señales verdadero positivas para tener una amplitud 
suficientemente alta.

50
En un aspecto, se proporciona en la presente un método para detectar la presencia de una secuencia diana usando 
una sonda de detección única.

En algunos casos, la AIPR y la PCR exponencial se llevan a cabo en una configuración de dPCR, como ddPCR. Dos 
distintas poblaciones de gotas pueden ser detectables y se pueden contar para determinar la concentración de 55
secuencias de ácidos nucleicos diana que comprende una secuencia variante (ver reseña en la Fig. 1A) versus que 
no comprende dicha secuencia variante (ver la Fig. 1B).

El fluoróforo como se usa en la presente puede significar un compuesto con emisión fluorescente, por ejemplo, con 
un máximo de emisión fluorescente entre aproximadamente 350 y aproximadamente 900 nm. Una variedad amplia 60
de fluoróforos se puede usar, incluyen, pero sin limitación: 5-FAM (también mencionado como 5-
carboxifluoresceína; también mencionado como espiro(isobenzofuran-1(3H), ácido 9'-(9H)xanten)-5- carboxílico, 
3',6'-dihidroxi-3-oxo-6-carboxifluoresceína); 5- Hexacloro-Fluoresceína; (ácido [4,7,2',4',5',7'-hexacloro- (3',6'-
dipivaloil-fluoresceinil)-6-carboxílico]); 6- Hexacloro-Fluoresceína; (ácido [4,7,2',4',5',7'-hexacloro- (3',6'-
dipivaloilfluoresceinil)-5-carboxílico]); 5- Tetracloro-Fluoresceína; (ácido [4,7,2',7'-tetra-cloro- (3',6'-65
dipivaloilfluoresceinil)-5-carboxílico]); 6- Tetracloro-Fluoresceína; (ácido [4,7,2',7'-tetracloro-(3',6'-
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dipivaloilfluoresceinil)-6-carboxílico]); 5-TAMRA (5- carboxitetrametilrodamina); Xantilio, 9-(2,4-dicarboxifenil)- 3,6-
bis(dimetilamino); 6-TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina); 9-(2,5-dicarboxifenil)-3,6-bis(dimetilamino); EDANS 
(ácido 5-((2-aminoetil)amino)naftalen-1-sulfónico); 1,5-IAEDANS (ácido 5-((((2-yodoacetil)amino)etil)amino)naftalen-
1-sulfónico); Cy5 (Indodicarbocianina-5); Cy3 (Indo-dicarbocianina-3); y BODIPY FL (ácido 2,6-dibromo-4,4-difluoro-
5,7-dimetil-4-bora- 3a,4a-diaza-s-indacene-3-propiónico); colorante Quasar™-670 (Biosearch Technologies); 5
colorante Cal Fluor™ Orange (Biosearch Technologies); colorantes Rox; colorantes Max (Integrated ADN 
Technologies), así como sus derivados apropiados.

El desactivador, como se usa en la presente, puede significar una molécula o parte de un compuesto que es capaz 
de reducir la fluorescencia de un fluoróforo cuando se une o está en proximidad de la sonda de detección. La 10
desactivación puede ocurrir por cualquiera de varios mecanismos incluidos transferencia de energía por resonancia 
de fluorescencia, transferencia de electrones fotoinducida, mejora paramagnética de cruza de intersistemas, 
acoplamiento de intercambio de Dexter y acoplamiento de excitones como la formación de complejos oscuros. La 
selección del desactivador puede depender del fluoróforo usado. Una cantidad de desactivadores asequibles en 
comercios se conocen en la técnica e incluyen, pero sin limitación, DABCYL, desactivadores Black Hole™ (BHQ-1, 15
BHQ-2 y BHQ-3), Iowa Black™ FQ y Iowa Black™ RQ. Estos se denominan desactivadores oscuros. No tienen una 
fluorescencia nativa, que pueden eliminar un fondo visto con otros desactivadores como TAMRA, que es 
intrínsecamente fluorescente.

Hay una gran cantidad de guía práctica disponible en la literatura para seleccionar pares de reportero-desactivador 20
apropiados para sondas particulares, como se ejemplifica por medio de las siguientes referencias: Clegg, Meth. 
Enzymol., 211: 353-388 (1992); Wo et al., Anal. Biochem., 218: 1-13 (1994); Pesce et al., editores, Fluorescence 
Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971); White et al., Fluorescence Analysis: A Practical Approach (Marcel 
Dekker, New York, 1970); y similares. La literatura también incluye referencias que proporcionan listas exhaustivas 
de moléculas fluorescentes y cromogénicas y sus propiedades ópticas relevantes para seleccionar pares de 25
reportero-desactivador, por ejemplo, Berlman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic Molecules, 2nd 
Edition (Academic Press, New York, 1971) ; Griffiths, Colour 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); y similares. Además, hay una extensa guía en la 30
literatura para derivar moléculas de reportero y desactivador para la unión covalente por medio de grupos reactivos 
comunes que se pueden añadir a un oligonucleótido, como se ejemplifica por medio de las siguientes referencias: 
Haugland (citado con anterioridad); Ullman et al., patente de EE.UU. N.° 3.996.345; Khanna et al., patente de 
EE.UU. N.° 4.351.760.

35
Tanto la etiqueta detectadle (por ejemplo, el fluoróforo) y el desactivador se puede unir con la sonda usando 
métodos conocidos en la técnica. En algunos casos, uno de los pares de reportero/desactivador se une con la 
porción 5' de una sonda y 5' con el locus diana si la secuencia de sonda es complementaria del locus diana y el otro 
del par de reportero/desactivador se une con la porción 3' de la sonda.

40
Las etiquetas y los desactivadores detectadles se pueden añadir durante la síntesis de oligonucleótidos por medio 
de química estándar de fosforamidita. También se pueden añadir después de la síntesis mediante la introducción de 
un ligador con un grupo funcional apropiado durante la oligosíntesis. Después de la síntesis, se puede acoplar una 
etiqueta detectadle (por ejemplo, fluoróforo) con un grupo funcional de oligonucleótido. Para secuencias más largas, 
para permitir una desactivación eficaz, la secuencia inmediatamente 3' del fluoróforo y 5' del desactivador, se puede 45
hacer complementaria a otra para permitir la formación de un tallo de una horquilla (por ejemplo, baliza molecular). 
De esta forma, durante la fase de hibridación de AIPR y/o la PCR exponencial, tal sonda hibridará en la secuencia 
diana amplificada, distanciando así físicamente la etiqueta detectable (por ejemplo, fluoróforo) del desactivador lo 
que permite la detección de una mayor fluorescencia. Sin embargo, en ausencia de una secuencia diana 
amplificada, la sonda crea una horquilla que causa que la etiqueta detectable (por ejemplo, fluoróforo) y desactivador 50
estén cerca uno del otro, que limita la fluorescencia de la reacción. En estas reacciones, una polimerasa con 
actividad de exonucleasa 5'-3' no se requiere para escindir la sonda. El sitio apropiado de unión para la señal 
reportera (por ejemplo, fluoróforo) y desactivador y la distancia entre la señal reportera (por ejemplo, fluoróforo) y el 
desactivador es conocida en la técnica.

55
En algunos casos, la sonda de detección es una sonda TaqMan®.

Una sonda TaqMan® (Heyd et. al, 1996) puede usar la actividad de exonucleasa fluorogénica 5' de Taq polimerasa 
para medir la cantidad de secuencias diana en muestras de cADN. Las sondas TaqMan® pueden contener un 
fluoróforo usualmente en o cerca de la base 5' y un desactivador puede estar en o cerca de la base 3'. El 60
desactivador puede ser un colorante como TAMRA o puede ser una molécula no fluorescente como ácido 4-(4-
dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL). Ver Tiagi et al., Nature Biotechnology 16:49-53 (1998). Cuando se irradia, 
el colorante fluorescente excitada transfiere energía a la molécula de colorante casi desactivante más que 
fluorescente (esto se denomina FRET = transferencia de energía por resonancia de fluorescencia o Forster). De esta 
forma, la proximidad cercana del fluoróforo y desactivador puede evitar la emisión de cualquier fluorescencia 65
mientras que la sonda está intacta. Las sondas TaqMan® se pueden diseñar para alinearse con una región interna 
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del producto de PCR. Cuando la polimerasa replica un molde en el que se une una sonda TaqMan®, su actividad de 
exonucleasa 5' puede escindir la sonda. Esta escisión puede terminar la actividad del desactivador (no FRET) y el 
colorante reportero comienza a emitir fluorescencia que puede incrementarse en cada ciclo proporcionalmente a la 
tasa de escisión de la sonda. La acumulación de productos de PCR se puede detectar mediante el control del 
incremento en la fluorescencia del fluoróforo. Como la escisión puede ocurrir si la sonda de detección hibrida en la 5
secuencia de ácidos nucleicos diana, la fluorescencia detectada puede originarse de una amplificación específica. 
En algunos casos, el proceso de hibridación y escisión no interfiere con la PCR exponencial. En algunos casos, una 
sonda fluorogénica no tiene G en el extremo 5'. A y G adyacentes al colorante reportero puede desactivar la 
fluorescencia del reportero incluso después de la escisión.

10
En algunos casos, la sonda de detección es una baliza molecular. Las balizas moleculares (MBs) pueden ser 
oligonucleótidos diseñados para la detección y la cuantificación de ácidos nucleicos diana (por ejemplo, ADNs 
diana). Los términos 5' y 3' de una MB pueden comprender colectivamente un par de restos que pueden conferir 
propiedades detectables en la MB. Uno de los términos se puede unir con un fluoróforo y el otro se puede unir con 
una molécula de desactivador capaz de desactivar una emisión fluorescente del fluoróforo. Por ejemplo, un par de 15
fluoróforo/desactivador puede usar un fluoróforo como EDANS o fluoresceína, por ejemplo, en el término 5' y un 
desactivador como Dabcil, por ejemplo, en el extremo 3'.

Cuando una MB está presente libre en solución, es decir, no hibrida en un segundo ácido nucleico, el tallo de la MB 
se puede estabilizar por apareamiento de bases complementarias. Este apareamiento autocomplementario puede 20
dar como resultado una estructura de "bucle de horquilla" para la MB en la que los restos de fluoróforo y los restos 
de desactivación son próximos entre sí. En esta confirmación, el resto fluorescente se puede desactivar por el 
fluoróforo.

El bucle de la baliza molecular puede ser complementario o idéntica a la parte de la secuencia de ácidos nucleicos 25
diana, como la hibridación del bucle en su secuencia complementaria en disociación de las fuerzas diana del tallo, lo 
que distancia así el fluoróforo y desactivador entre sí. Esta distanciación puede dar como resultado una activación 
del fluoróforo, causando un incremento de la fluorescencia de la MB.

Otros detalles respecto de los métodos estándar de preparación y uso de MBs están bien establecidos en la 30
literatura, por ejemplo, en Leone et al. (1995) "Molecular beacon probes combined with amplification by NASBA 
enable homogenous real-time detection of RNA", Nucleic Acids Res. 26:2150-2155; Tiagi y Kramer (1996) "Molecular 
beacons: probes that fluoresce upon hybridization" Nature Biotechnology 14:303-308; Blok y Kramer (1997) y 
patente de EE.U.U N.° 6.548.254.

35
La sonda de detección también puede ser una sonda Scorpions™. Una sonda Scorpions™ puede proporcionar un 
mecanismo de detección de tallo-bucle a base de FRET similar a baliza molecular, excepto porque la sonda también 
tiene un segmento unido que sirve como un cebador de amplificación (ver, por ejemplo, Whitcombe et al. Nat. 
Biotechnol. 1999, August 17(8): 804-7; patente de EE.UU. N.° 6.326.145). En algunos casos, la sonda puede ser una 
sonda Sunrise™. Una sonda Sunrise™ puede comprender un cebador unido a una sonda de horquilla que se 40
extiende durante la amplificación. Esta disposición puede separar la etiqueta de desactivador interna desde el 
fluoróforo 5' terminal (Nazarenko et al., Nucl. Acids Res. 1997, 25: 2516-2521).

El nucleótido 3' terminal de la sonda de oligonucleótido se puede bloquear o dejar incapaz de extenderse por una 
polimerasa de ácido nucleico. Este bloqueo se puede llevar a cabo convenientemente por la unión de una molécula 45
reportera o desactivadora con el carbono terminal 3' de la sonda de oligonucleótido por un resto de unión.

En algunos casos, se puede incluir una sonda de referencia en las reacciones de PCR divididas. Una sonda de 
referencia puede ser una sonda de referencia no específica o una sonda de referencia específica. La sonda de 
referencia puede hibridar en un locus de referencia.50

En una forma de realización, los métodos de la invención implican el uso de un par simple de cebadores que 
consiste en cebador H y cebador L combinados con una sonda de detección, como una sonda de detección variante 
o una sonda de detección de tipo silvestre. En otras formas de realización de la invención, los métodos implican el 
uso de un par simple de cebadores que consiste en cebador H y cebador L combinados con dos sondas de 55
detección, que son una sonda de detección variante y una sonda de detección de tipo silvestre.

En una forma de realización, la detección se lleva a cabo con ayuda de un reactivo de detección, que es un 
colorante. El colorante puede ser, por ejemplo, un aglutinante de surco mayor, aglutinante de surco menor, un 
intercalador o un aglutinante externo, entre otros. Las colorantes de ejemplo que pueden ser apropiados incluyen 60
cianinas luminiscentes, fenantridinas, acridinas, indoles, imidazoles y similares, como DAPI, colorante Hoechst® 
33258, acridina naranja, etc. Los colorantes intercalantes de ejemplo que pueden ser apropiados incluyen bromuro 
de etidio, yoduro de propidio, colorante EvaGreen®, colorante SYBR® Green, colorante SYBR® Gold y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD), entre otros.

65
Como se usa en la presente, "una sonda capaz de detectar una mutación específica" es normalmente una sonda 
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que comprende una secuencia consecutiva de la secuencia diana que comprende dicha mutación o una de sus 
secuencias complementarias.

Método de predicción de la presencia de una afección clínica
5

Los métodos de la invención pueden tener una plétora de varias aplicaciones. De hecho, los métodos son de utilidad 
en cualquier aplicación, donde es deseable detectar la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana, y/o 
distinguir entre secuencias de ácidos nucleicos diana que comprenden o que no comprenden una secuencia 
variante.

10
Por ejemplo, los métodos pueden ser de utilidad para aplicación forense, cuando el análisis de ácidos nucleicos se 
hace a menudo en un material muy limitado. Los métodos se pueden usar, por ejemplo, en la preparación de huellas 
de material genético para determinar la presencia de polimorfismos particulares.

Una aplicación muy útil de los métodos de la invención es para predecir la presencia de una afección clínica en un 15
individuo.

Se asocian muchas afecciones clínicas con la presencia de secuencias de ácidos nucleicos diana particulares. 
Algunas afecciones clínicas se caracterizan por medio de la presencia de una secuencia variante en un ácido 
nucleico diana. Otras afecciones clínicas se asocian con marcadores, por ejemplo, la presencia de una secuencia 20
variante puede ser un indicador de las afecciones clínicas.

De esta forma, en el presente documento también se describen métodos para predecir la presencia de una afección 
clínica en un individuo, en donde dicha afección clínica se liga con la presencia de una secuencia variante en una 
secuencia de ácidos nucleicos diana, donde dicho método comprende las etapas de25

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende ácidos nucleicos de molde
b) llevar a cabo los métodos de detección de una secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana 
descritos en la presente,

30
en donde la presencia de dicha secuencia variante en dicho ácido nucleico diana es indicativa de la presencia de 
dicha afección clínica.

Muchas afecciones clínicas se asocian con la presencia de una o varias secuencias variantes. De esta forma, la 
afección clínica puede ser cualquier afección clínica ligada con la presencia de una secuencia variante en una35
secuencia de ácidos nucleicos diana.

La secuencia variante puede ser un biomarcador que se correlaciona, por ejemplo, con la presencia de una afección 
clínica, el riesgo de avance de una afección clínica, con la susceptibilidad de la afección clínica a un tratamiento 
dado o con riesgo de muerte. De esta forma, la secuencia variante se puede correlacionar con una predicción en 40
relación con una afección clínica.

En una forma de realización, la afección clínica es cáncer. Dicho cáncer puede ser cualquier cáncer, por ejemplo, un 
cáncer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma de cáncer de mama, colorrectal, de páncreas, de 
estómago, GIST, hepatocelular, de pulmón, de pulmón de células pequeñas, de ovario, uterino, de cuello uterino, de 45
vejiga, renal, de próstata, de testículos, carcinoma de tiroides, melanoma maligno, osteosarcoma, condrosarcoma, 
miosarcoma, glioblastoma u otros tumores de cerebro, tumores de cabeza/cuello, otros tumores gastrointestinales y 
tumores de células germinales y malignidades hematológicas.

La secuencia variante se puede ligar con dicho cáncer. Por ejemplo, la presencia de la secuencia variante puede ser 50
indicativa de la presencia de dicho cáncer. Sin embargo, con frecuencia, la investigación adicional se puede requerir 
para determinar si dicho individuo sufre de dicho cáncer.

La tabla de abajo proporciona ejemplos no limitantes de mutaciones ligadas al cáncer, cuya presencia se puede 
detectar usando los métodos de la invención. Sin embargo, el experto en la técnica será consciente de otras 55
numerosas mutaciones ligadas al cáncer que se pueden detectar usando los métodos de la invención.

Afección
clínica

Proteína
N.° de acceso 
a UniProt

ID de RefSeq ID de CCDS Mutaciones

Cáncer de 
mama

PIK3CA P42336 NM 006218 CCDS43171 
(SEQ ID NO:69)

H1047R,
E542K,
E545K

Melanoma BRAF P15056 NM 004333
CCDS5863 
(SEQ ID NO:70)

V600E

Cáncer de 
pulmón

EGFR P00533 NM 005228
CCDS5514 
(SEQ ID NO:71)

L858R,
T790M
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(continuación)
Afección
clínica

Proteína
N.° de acceso 
a UniProt

ID de RefSeq ID de CCDS Mutaciones

Cáncer

colorrectal
KRAS P01116 NM 004985

CCDS8702 
(SEQ ID NO:72)

G12D,
G12V,
G12C,
G13D

Las mutaciones anteriores se indican a nivel de la proteína. La primera letra indica el aminoácido de tipo silvestre, la 
cantidad es la posición del aminoácido y la última letra, el aminoácido de reemplazo hallado en la mutante. De esta 
forma, a modo de ejemplo, H1047R indica que la histidina en el aminoácido número 1047 fue reemplazada por 5
arginina. Los códigos de una letra IUPAC o los códigos de tres letras IUPAC para aminoácidos se usan en la 
presente.

La invención se puede referir así a métodos y kits de partes que comprenden (usan) un par de cebadores, en donde 
10

• el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de SEQ ID NO:69, 
70, 71 o 72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleótidos de la 
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:69, 70, 71 o 72; o

• el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la secuencia 
complementaria de la SEQ ID NO:69, 70, 71 o 72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el 15
intervalo de 10 a 20 nucleótidos de SEQ ID NO:69, 70, 71 o 72; y en donde el cebador H y el cebador L juntos 
son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al menos uno de los nucleótidos que codifican 
cualquiera de las mutaciones mencionadas en el presente documento.

Una divulgación proporciona métodos para predecir la presencia de una afección clínica en un individuo, en donde 20
dicha afección clínica se liga con la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana, donde dicho método 
comprende las etapas de

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende ácidos nucleicos de molde
b) llevar a cabo los métodos de detección de una secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana 25
descritos en la presente, en donde la presencia de dicho ácido nucleico diana es indicativa de la presencia de 
dicha afección clínica.

La afección clínica es la infección por un patógeno infeccioso en cuyo caso el ácido nucleico diana puede ser, por 
ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos del genoma de dicho patógeno.30

La muestra puede ser cualquier muestra de dicho individuo. En particular, la muestra debería ser una muestra que 
comprende ácidos nucleicos de molde. En algunas divulgaciones, en donde la afección clínica es cáncer, se prefiere 
que la muestra comprenda ADN de células cancerosas. De esta forma, la muestra puede comprender células 
cancerosas que comprenden ADN y/o la muestra puede comprender ADN libre derivado de células cancerosas.35

La muestra se puede seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en muestras de sangre, biopsias, muestras de 
heces, muestras de saliva, muestras de orina, muestras de fluido vaginal, muestras de fluido de ascitis, muestras de 
fluido cerebroespinal y muestra de exudado celular. La muestra también puede ser una fracción de cualquiera de los 
antes mencionados. Por ejemplo, la muestra puede ser una muestra de sangre o una de sus fracciones, como una 40
muestra de plasma o una muestra sérica.

Los ácidos nucleicos de molde pueden ser cualquier ácido nucleico comprendido en la muestra, por ejemplo, ADN o 
ARN genómico. Los ácidos nucleicos de molde también pueden ser cADN preparado basado en el ARN presente en 
la muestra.45

En una forma de realización, los ácidos nucleicos de molde se seleccionan del grupo que consiste en ADN libre de 
células, ADN nucleosomal y ADN de tumoral circulante (ctADN), que se pueden hallar en la circulación sanguínea y 
otros fluidos corporales

50
La muestra de acuerdo con la presente invención se puede extraer de un individuo y se puede usar para los 
métodos de la invención.

El individuo puede ser cualquier animal, como un mamífero, incluyendo seres humanos. En una forma de realización 
preferida, el individuo es un ser humano.55

Ejemplos

La invención también se ilustra por medio de los siguientes ejemplos que, sin embargo, no se han de interpretar
como limitantes de la invención.60
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Ejemplos

La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos que, sin embargo, no deben interpretarse 
como limitantes de la invención.5

Ejemplo 1

Métodos de IBSAFE (Incremental previa, simétrico posterior, de fidelidad reforzada)
10

El método IBSAFE es un método innovador para disminuir de manera fiable la consecuencia de cualquier potencial 
error de la ADN polimerasa, de modo que las reacciones verdaderas positivas tengan una ventaja de señal 
consistente sobre las reacciones falso positivas.

El presente ejemplo describe el método IBSAFE dentro de una configuración de PCR digital en gota utilizando pares 15
de cebadores específicos diana y sondas fluorescentes que discriminan entre secuencias variantes (por ejemplo, 
mutantes) y secuencias de tipo silvestre (alelos). Sin embargo, los principios del método se pueden aplicar a muchos 
sistemas diferentes a base de polimerasa.

El ejemplo describe métodos para la detección de una única mutación de nucleótido en una muestra que puede20
contener tanto ADN de tipo silvestre como mutante.

Para los ensayos piloto, los cebadores de elevada Tm (cebador H) se diseñaron con una longitud de 
aproximadamente 60 pb y se ensayaron para operar de manera relativamente eficiente a temperaturas de 
hibridación de aproximadamente 72 °C o superiores. Las sondas se diseñaron para superponerse a la base de 25
variante con una longitud de aproximadamente 1316 pb, con un equilibrio entre posicionar la base de variante 
centralmente mientras se intenta maximizar la Tm. Los cebadores de baja Tm (cebador L) están diseñados para ser 
lo más cortos posible con la Tm más baja posible (normalmente < 48 °C) sin dejar de lograr una adecuada 
especificidad de secuencia y por lo tanto una señal de fluorescencia de suficiente calidad independientemente del 
fluoróforo. Para las sondas desactivadas marcadas fluorescentemente, normalmente se usó FAM para el alelo 30
mutante y HEX para el tipo silvestre; pero es posible utilizar cualquier fluoróforo. Las longitudes y las Tm de las 
sondas pueden ser similares a las del cebador L o algunos grados más elevadas. El número de ciclos de AIPR 
puede variar, pero normalmente puede ser 64 y el número de ciclos de PCR simétricos puede variar, pero 
normalmente puede ser 27. Como hay muchos ciclos térmicos, la polimerasa pierde actividad en función de la 
cantidad de tiempo total a temperaturas elevadas, en este ejemplo cada paso de desnaturalización se eligió para ser 35
ejecutado durante 10 segundos (ver la Tabla 1 para el programa típico de ciclos térmicos).

Un ejemplo de un diseño de ensayo útil se muestra en la Figura 2. La Figura 2 muestra el cebador H y el cebador L, 
así como la sonda de detección de mutantes (sonda MUT) y la sonda de detección de tipo silvestre (sonda TS) para 
la detección de dos mutaciones en el oncogén PIK3CA, a saber, H1047R y E542K.40

Los resultados típicos para IBSAFE comparados con un ensayo de la técnica anterior se muestran en la Figura 3. 
Más específicamente, la Figura 3 muestra el resultado de un ensayo de IBSAFE realizado como PCR digital en gota 
usando condiciones de ciclado térmico descritas en la Tabla 1, y los cebadores y sondas mostrados en la Figura 2, 
en comparación con los ensayos comerciales de Bio-Rad Laboratories (Ensayo de mutación PrimePCR™ de 45
PIK3CA p.H1047R, Human, N.º de catálogo100-31246, y ensayo de mutación PrimePCR™ PIK3CA TS para 
p.H1047R, Human, N.º de catálogo100-31249) ejecutado de acuerdo con el protocolo estándar del fabricante (en lo 
sucesivo denominado "Ensayo comercial”).

Para los ensayos tanto comerciales como de IBSAFE, la PCR digital en gota se llevó a cabo utilizando 50
instrumentación de Bio-Rad Laboratories, incluido el generador de gotas QX100 (N.º de catálogo186-3002) y la 
Lectora de Gotitas QX100 (N.º de catálogo186-3001) y el software QuantaSoft (N.º de catálogo186-3003). Para los 
ensayos comerciales de Bio-Rad Laboratories, se siguió el protocolo del fabricante. Los ensayos de IBSAFE se 
realizaron de acuerdo con nuestros métodos en este documento.

55
La Figura 6 muestra la frecuencia de los alelos mutantes medidos frente a la frecuencia de los alelos mutantes 
previstos. Los experimentos se realizaron esencialmente como se describió anteriormente en la presente en relación 
con la Figura 3, excepto que los métodos se realizaron usando un molde que comprende una mezcla de ADN de tipo 
silvestre y mutante en diferentes proporciones como se indica en la figura. Si bien no se detectaron secuencias 
mutantes falso positivas en los controles negativos usando el método IBSAFE, el control negativo para el ensayo 60
comercial mostró la misma cantidad de mutante (falso positivo) que la muestra con una frecuencia de alelo mutante 
esperada de 0,01%. Así, cuando se usa el método IBSAFE, la frecuencia prevista de los alelos mutantes se obtiene 
en todas las concentraciones ensayadas del molde mutante, mientras que el ensayo comercial da como resultado la 
misma frecuencia de alelos mutantes medidos para muestras que no comprenden ADN mutante, 0,001% y 0,01% de 
ADN mutante. Por lo tanto, el método IBSAFE detecta el % previsto de alelos mutantes incluso en una muestra que 65
comprende solamente el 0,001% de ADN mutante (véase la figura 6, panel inferior).
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Tabla 1. Condiciones típicas para el ciclado térmico en IBSAFE
Etapa Ciclos Temperatura Tiempo

Activación de enzima 1 95 °C 10 m
Desnaturalización

Hibridación/elongación
64

94 °C

Temp. alta
10 s 45 s

Desnaturalización 94 °C 10 s
Hibridación 27 Temp. Baja 30 s
Elongación 72 °C 30 s

Desactivación de enzima 1 98 °C 10 m
Espera 1 4 °C Infinito

La Figura 4 muestra dos cebadores H diferentes, un cebador L, así como una sonda de detección de mutantes 
(sonda MUT) y una sonda para la detección de tipo silvestre (sonda TS) para la detección de una mutación en el 5
oncogén PIK3CA, concretamente H1047R.

El resultado de usar los cebadores y las sondas mostrados en la Figura 4 en diferentes métodos de reacción se 
muestra en la Figura 5. Más específicamente, en reacciones divididas que incluyen el cebador H beta 1 o beta 2 
junto con el cebador L y sondas específicas para mutación y específicas para tipo silvestre como se muestra en la 10
Figura 4 se ejecutaron con molde de ADN de mutación positiva (no se muestra, todos los ensayos detectaron la 
mutación) y molde de tipo silvestre sin AIPR (A), con AIPR a una temperatura inferior (67 °C) (B) y con AIPR a una 
temperatura más elevada (74 C°) (C). Se logra una reducción significativa de las señales falsas positivas en C.

La PCR digital en gotas y el IBSAFE se llevaron a cabo tal como se describe con anterioridad usando las 15
condiciones de ciclado termociclado descritas en la Figura 5.

Se realizaron reacciones de IBSAFE similares usando una gama de cebadores diferentes. La Figura 5D muestra una 
señal específica para mutante y ninguna señal falsa positiva en un ensayo para la detección de la mutación PIK3CA 
E542K. Se usaron los siguientes cebadores y sondas:20

La Figura 5E muestra una señal específica para mutante y ninguna señal falso positivo en un ensayo para la 
detección de la mutación PIK3CA E545K. Se utilizaron los siguientes cebadores y sondas:25

El cebador H usado para las Figuras 5D y 5E comprendía varias bases de ANB, lo que resultaba en una elevada 
temperatura de fusión que proporcionaba una elevada diferencia de Tm entre el cebador H y el cebador L, de modo 30
que la etapa AIPR fue puramente asimétrica (una dirección) que copiaba el molde de una sola cadena. Como se 
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muestra, no se detectaron falsos positivos.

La Figura 5F muestra una señal específica para mutante y ninguna señal falsa positiva en un ensayo para la 
detección de la mutación NRAS Q61R. Se usaron los siguientes cebadores y sondas:

5

Los cálculos teóricos que suponían una eficiencia del 100% para los números de copias de alelos mutantes por ciclo 
de AIPR IBSAFE y PCR simétrica versus PCR estándar se muestran en la Tabla 2. Como puede observarse, en un 
punto típico para la detección de señales usando el método IBSAFE después del ciclo 27, el escenario del peor caso 10
de la introducción de una variante falso positiva en el ciclo 1 conduce a la generación de ácidos nucleicos falsos con 
una abundancia de aproximadamente el 2% en comparación con la reacción verdadera positiva. Por el contrario, en 
un ensayo PCR estándar, los ácidos nucleicos falsos positivos pueden estar presentes en aproximadamente el 25% 
de la abundancia de los verdaderos positivos en esencialmente cualquier ciclo (normalmente la detección se realiza 
a 40 ciclos), lo que contribuye a una señal significativamente falso positivo.15
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El experto en la técnica será capaz de diseñar cebadores y sondas útiles para la detección de otras mutaciones de 

E16723135
02-03-2020ES 2 775 551 T3

 
Tabla 2. Cálculos teóricos para copias de alelos mutantes.



32

acuerdo con el método IBSAFE descrito en la presente. En la Tabla 3 se resumen ejemplos no limitantes de 
cebadores H, cebadores L y sondas de detección útiles para la detección de una serie de diferentes mutaciones.

Cada una de las mutaciones señaladas en la Tabla 3 puede detectarse realizando el IBSAFE como se describe en la 
presente, en donde la reacción de IBSAFE contiene el cebador H, el cebador L, la sonda TS y la sonda MUT 5
indicada para la mutación particular en la Tabla 3. El método de IBSAFE se puede implementar esencialmente como 
se describe en este ejemplo, por ejemplo, utilizando las condiciones de ciclado térmico descritas en la Tabla 1. La 
temperatura de hibridación elevada y baja pueden establecerse de acuerdo con la Tm indicada en la Tabla 3.
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Ejemplo 2

Los métodos IBSAFE se realizaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, excepto que también se usó 
una etapa extra de PCR a baja temperatura. En este ejemplo de un método de IBSAFE, se utiliza una secuencia de 
no apareamiento para el cebador L. Esto da como resultado una brecha adicional en la diferencia efectiva de 5
temperaturas de fusión entre el cebador H y el cebador L durante la etapa de AIPR.

El diseño del ensayo utilizado en este ejemplo se muestra en la figura 7A e incluye un cebador H, una sonda de 
detección de tipo silvestre (sonda TS) y una sonda de detección de variantes (sonda MUT). Además, el ensayo 
incluye el uso de un cebador L que comprende 4 nucleótidos no concordantes. El método utilizado en este ejemplo 10
comprende una etapa de AIPR, una etapa de PCR a baja temperatura seguida de una PCR exponencial. El 
programa exacto del termociclador usado se muestra en la Figura 7B.

Este ejemplo es un ensayo IBSAFE para la mutación KRAS G13D. En el extremo 5' del cebador L se incluye una 
secuencia de falta de concordancia de 4 bases y la secuencia de cebador complementaria a la diana es corta. Por lo 15
tanto, el cebador L tiene una temperatura de fusión muy baja y no se alineará a la elevada temperatura de fusión 
durante la etapa de AIPR (73 °C en este ejemplo). En la etapa simétrica, la temperatura de hibridación utilizada es 
muy baja (de 30 °C en este ejemplo). Después de algunos ciclos (en este ejemplo, 5 ciclos), la secuencia 
complementaria a la longitud completa del cebador L se incorpora en el producto sintetizado y la PCR simétrica se 
puede continuar a una temperatura de hibridación más elevada (53 °C en este ejemplo), en donde ahora la longitud 20
completa del cebador L es una concordancia perfecta.

El resultado se muestra en la Figura 7B que muestra una señal específica para mutante y ningún falso positivo.

LISTADO DE SECUENCIAS25

<110> Saga Diagnostics AB

<120> Detección de ácidos nucleicos
30

<130> P3800PC00

<160> 72

<170> Patentln versión 3.535

<210> 1
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador H

<400> 145
aagaccctag ccttagataa aactgagcaa gaggctttgg agtatttcat gaaacaaatg 60

<210> 2
<211> 16
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

55
<400> 2
catttttgtt gtccag 16

<210> 3
<211> 1460
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS65
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<400> 3
ccaccatgat gtgc 14

<210> 4
<211> 145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT10

<400> 4
ccaccatgac gtgc 14

<210> 515
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador H

<400> 5
ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag 60

25
<210> 6
<211> 12
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Cebador L

<400> 6
ctacacgaga tc1235

<210> 7
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Sonda TS

<400> 745
ctctgaaatc actgag 16

<210> 8
<211> 16
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

55
<400> 8
tctctaaaat cactga 16

<210> 9
<211> 6060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H65
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<400> 9
ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag 60

<210> 10
<211> 125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L10

<400> 10
ctacacgaga tc12

<210> 1115
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Sonda TS

<400> 11
tcactgagca ggag 14

25
<210> 12
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial Sonda MUT

30
<220>
<223> Sonda MUT

<400> 12
tcactaagca ggag 1435

<210> 13
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador H

<400> 1345
tcttaccatc cacaaaatgg atccagacaa ctgttcaaac tgatgggacc cactccatcg 60

<210> 14
<211> 15
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

55
<400> 14
gattttggtc tagct 15

<210> 15
<211> 1460
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS65
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<400> 15
acagtgaaat ctcg 14

<210> 16
<211> 145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial Sonda MUT

<220>
<223> Sonda MUT10

<400> 16
acagagaaat ctcg 14

<210> 1715
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador H

<400> 17
aagccacctc cttactttgc ctccttctgc atggtattct ttctcttccg cacccagcag 60

25
<210> 18
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Cebador L

<400> 18
tgtcaagatc acag 1435

<210> 19
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Sonda TS

<400> 1945
ttttgggctg gcg 13

<210> 20
<211> 12
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

55
<400> 20
ttttgggcgg gc 12

<210> 21
<211> 6060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H65
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<400> 21
tgggagccaa tattgtcttt gtgttcccgg acatagtcca ggaggcagcc gaagggcatg 60

<210> 22
<211> 105
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L10

<400> 22
accgtgcagc 10

<210> 2315
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Sonda TS

<400> 23
tcatcacgca get 13

25
<210> 24
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Sonda MUT

<400> 24
tcatcatgca get1335

<210> 25
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador H

<400> 2545
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

<210> 26
<211> 13
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

55
<400> 26
cttgtggtag ttg 13

<210> 27
<211> 1360
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS65
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<400> 27
ctggtggcgt agg 13

<210> 28
<211> 135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT10

<400> 28
ctggtgacgt agg 13

<210> 2915
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador H

<400> 29
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

25
<210> 30
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Cebador L

<400> 30
cttgtggtag ttg 1335

<210> 31
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 3145
agcttgtggc gta 13

<210> 32
<211> 13
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

55
<400> 32
agctggtggc gta 13

<210> 33
<211> 6060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H65
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<400> 33
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

<210> 34
<211> 135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L10

<400> 34
cttgtggtag ttg 13

<210> 3515
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Sonda MUT

<400> 35
agctcgtggc gta 13

25
<210> 36
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Sonda TS

<400> 36
agctggtggc gta 1335

<210> 37
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador H

<400> 3745
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

<210> 38
<211> 13
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

55
<400> 38
cttgtggtag ttg 13

<210> 39
<211> 1360
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT65
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<400> 39
agctagtggc gta 13

<210> 40
<211> 135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS10

<400> 40
agctggtggc gta 13

<210> 4115
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador H

<400> 41
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

25
<210> 42
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Cebador L

<400> 42
cttgtggtag ttg 1335

<210> 43
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 4345
agctgttggc gta13

<210> 44
<211> 13
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

55
<400> 44
agctggtggc gta 13

<210> 45
<211> 6060
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H65
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<400> 45
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

<210> 46
<211> 135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L10

<400> 46
cttgtggtag ttg 13

<210> 4715
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Sonda MUT

<400> 47
agctgctggc gta 13

25
<210> 48
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Sonda TS

<400> 48
agctggtggc gta 1335

<210> 49
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador H

<400> 4945
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc 60

<210> 50
<211> 13
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

55
<400> 50
cttgtggtag ttg 13

<210> 51
<211> 1360
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT65
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<400> 51
agctgatggc gta 13

<210> 52
<211> 135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS10

<400> 52
agctggtggc gta 13

<210> 5315
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador H

<400> 53
aagaccctag ccttagataa aactgagcaa gaggctttgg agtatttcat gaaacaaatg 60

25
<210> 54
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Sequence fragment of PIK3CA

<400> 54
35

<210> 55
<211> 14
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MUT-probe

45
<400> 55
ccaccatgac gtgc 14

<210> 56
<211> 1650
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L55

<400> 56
catttttgtt gtccag 16

<210> 5760
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sonda TS

<400> 575
ccaccatgat gtgc 14

<210> 58
<211> 16
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

15
<400> 58
ctctgaaatc actgag 16

<210> 59
<211> 1220
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L25

<400> 59
ctacacgaga tc12

<210> 6030
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Sonda MUT

<400> 60
tctctaaaat cactga 16

40
<210> 61
<211> 111
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Fragmento de PIK3CA

<400> 61
50

<210> 62
<211> 60
<212> ADN55
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

60
<400> 62
ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag60
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<210> 63
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial Cebador H

5
<220>
<223> Cebador H (beta-1)

<400> 63
ctgagcaaga ggctttggag tatttcatga aacaaatg 3810

<210> 64
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Cebador H (beta-2)

<400> 6420
tagccttaga taaaactgag caagaggctt tggagtattt catgaaacaa atgaatgatg60

<210> 65
<211> 100
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de PIK3CA

30
<400> 65

<210> 6635
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Sonda MUT

<400> 66
ccaccatgac gtgca 15

45
<210> 67
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
<220>
<223> Cebador L

<400> 67
tccaatccat ttttgttg 1855

<210> 68
<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60

<220>
<223> Sonda TS
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<400> 68
ccaccatgat gtgca 15

<210> 695
<211> 3207
<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 6910
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<210> 70
<211> 2301
<212> ADN5
<213> Homo Sapiens

<400> 70
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<210> 71
<211> 3633
<212> ADN5
<213> Homo Sapiens

<400> 71
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<210> 72
<211> 567
<212> ADN5
<213> Homo Sapiens

<400> 72
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la detección de la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana o la detección de la 
presencia de una secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana en una muestra, que comprende 
las etapas de5

a) proporcionar una muestra que comprende ácidos nucleicos de molde
b) proporcionar un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores específicamente 
capaces de la amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al 
menos comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusión de cebador H es al menos 10
16 °C mayor, tal como al menos 20 °C mayor, que la temperatura de fusión del cebador L y en donde el cebador 
L contiene una secuencia complementaria de un fragmento del producto de elongación de cebador H,
c) proporcionar una polimerasa de ácido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de 
elongación,
d) preparar reacciones de PCR divididas que comprenden cada una de ellas una parte de la muestra, el conjunto 15
de cebadores, la polimerasa de ácido nucleico, reactivos de PCR y opcionalmente reactivos de detección
e) llevar a cabo una reacción de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) que comprende las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias20
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la 
hibridación del cebador H, pero no del cebador L,
iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongación,
iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii,
v. amplificar así solo una cadena de la secuencia de ácidos nucleicos diana25

f) llevar a cabo una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que comprende las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así 
el ADN en moléculas monocatenarias30
2) incubar la PCR a una baja temperatura de hibridación que permite la hibridación tanto del cebador H como 
del cebador L,
3) incubar la PCR a la temperatura de elongación, lo que permite así la extensión de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas II a IV,
5) amplificar así ambas cadenas de la secuencia de ácidos nucleicos diana para obtener un producto de PCR35

g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de ácidos nucleicos diana o la secuencia variante en 
la secuencia de ácidos nucleicos diana.

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la secuencia variante es una mutación de nucleótidos 40
simples.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la AIPR de la etapa e) 
comprende las etapas de:

45
i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 
ADN en moléculas monocatenarias
ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridación que permite la hibridación
del cebador H, pero no del cebador L, en donde la elevada temperatura de hibridación también es la temperatura 
de elongación, lo que permite así la extensión del cebador H alineado;50
iii. repetir las etapas i a ii,
iv. amplificar así sólo una cadena de la secuencia de ácidos nucleicos diana.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador H es el único 
cebador en el conjunto de cebadores que tiene una temperatura de fusión al menos 16 °C mayor que la temperatura 55
de fusión del cebador L.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjunto de cebadores
comprende más de un par de cebadores capaces de la amplificación de diferentes secuencias de ácidos nucleicos 
diana.60

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador H tiene una 
temperatura de fusión al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusión de cualquier otro cebador dentro del 
conjunto de cebadores, que junto con el cebador H es capaz de la amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos 
diana.65
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7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjunto de cebadores no 
comprende ningún cebador:

a) que tenga una temperatura de fusión que está en el intervalo de +/- 15 °C, con preferencia, en el intervalo de 
+/- 20 °C, tal como en el intervalo de +/- 25 °C de la temperatura de fusión del cebador H; y5
b) que, junto con el cebador H, pueda constituir un par de cebadores específicamente capaces de la 
amplificación de la secuencia de ácidos nucleicos diana.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la elevada temperatura de 
hibridación en la etapa e) es al menos 10 °C mayor, con preferencia al menos 15 °C mayor, por ejemplo, al menos 10
20 °C mayor que la temperatura de fusión del cebador L.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa e) da como resultado
la elongación del cebador H, pero en ninguna elongación detectable de cualquier otro cebador.

15
10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador L es un cebador L 
modificado por apareamiento fallido y el método comprende una etapa de PCR a baja temperatura entre las etapas 
e) y f), en donde la PCR a baja temperatura comprende las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de desnaturalización, lo que desnaturaliza así el 20
ADN en moléculas monocatenarias
2) incubar la PCR a una muy baja temperatura de hibridación que permite la hibridación tanto del cebador H 
como de la parte no apareante del cebador L,
3) incubar la PCR a la temperatura de elongación, lo que permite así la extensión de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas 1) a 3), obteniendo así un producto de PCR.25

11. El método de acuerdo con la reivindicación 10, en donde la muy baja temperatura de hibridación es al menos 5 
°C menor que la baja temperatura de hibridación.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en donde el cebador L es un 30
oligonucleótido que consiste en:

a) una secuencia 5' de 1 a 10 nucleótidos; y
b) una secuencia consecutiva en el rango de 7 a 15 nucleótidos, que es idéntica o complementaria de un 
fragmento de la secuencia de ácidos nucleicos diana.35

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las reacciones de PCR 
divididas contienen cada una un reactivo de detección, que es una sonda de detección variante, siendo dicha sonda 
de detección variante capaz de hibridar en la secuencia de ácidos nucleicos diana que contiene la secuencia 
variante con una afinidad significativamente mayor que la secuencia de ácidos nucleicos diana que no contiene la 40
secuencia variante y/o las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de detección que es una 
sonda de detección de tipo silvestre, siendo dicha sonda de detección de tipo silvestre capaz de hibridar en la 
secuencia de ácidos nucleicos diana que no contiene la secuencia variante.

14. Un método de predicción de la presencia de una afección clínica en un individuo, en donde dicha afección clínica45
está ligada a la presencia de una secuencia variante en una secuencia de ácidos nucleicos diana o dicha afección 
clínica está ligada a la presencia de una secuencia de ácidos nucleicos diana, comprendiendo dicho método las 
etapas de

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende ácidos nucleicos de molde50
b) llevar a cabo el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,

en donde la presencia de dicha secuencia variante en dicho ácido nucleico diana o la presencia de dicha secuencia 
de ácidos nucleicos diana son indicativas de la presencia de dicha afección clínica.

55
15. El método de acuerdo con la reivindicación 14, en donde la afección clínica es cáncer.

16. Un kit de partes que comprende:

a) un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores específicamente capaces de la 60
amplificación de una secuencia de ácidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al menos 
comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusión de cebador H es al menos 16 °C 
mayor que la temperatura de fusión del cebador L y en donde el cebador L contiene una secuencia 
complementaria del producto de elongación de cebador H,
b) una sonda de detección que es capaz de hibridar en la secuencia de ácidos nucleicos diana, estando dicha 65
sonda ligada a al menos un fluoróforo y al menos un desactivador

E16723135
02-03-2020ES 2 775 551 T3

 



57

c) una polimerasa de ácido nucleico;
d) reactivos de PCR;
e) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas.

17. El kit de partes de acuerdo con la reivindicación 16, en donde5

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de SEQ ID NO:69 
y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleótidos de la secuencia 
complementaria de la SEQ ID NO:69; o
b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la secuencia 10
complementaria de la SEQ ID NO:69 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 
a 20 nucleótidos de la SEQ ID NO:69;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al 
menos uno de los nucleótidos 3140, 1624 o 1633 de la SEQ ID NO:69.15

18. El kit de partes de acuerdo con la reivindicación 16, en donde

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la SEQ ID 
NO:70 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleótidos de la 20
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:70; o
b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la secuencia 
complementaria de la SEQ ID NO:70 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 
a 20 nucleótidos de la SEQ ID NO:70;

25
y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende 
nucleótido 1799 de la SEQ ID NO:70.

19. El kit de partes de acuerdo con la reivindicación 16, en donde
30

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la SEQ ID 
NO:71 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleótidos de la 
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:71; o
b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la secuencia 
complementaria de la SEQ ID NO:71 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 35
a 20 nucleótidos de SEQ ID NO:71; 
y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al 
menos uno de los nucleótidos 2573 o 2369 de la SEQ ID NO:71.

20. El kit de partes de acuerdo con la reivindicación 16, en donde40

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la SEQ ID 
NO:72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleótidos de la 
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:72; o
b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleótidos de la secuencia 45
complementaria de la SEQ ID NO:72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 
a 20 nucleótidos de la SEQ ID NO:72;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al 
menos los nucleótidos 34, 35 o 38 de la SEQ ID NO:72.50
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RESULTADO
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“cebador L modificado por no 
apareamiento”

nucleótidos.       nucleótidos
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