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PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA
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k21 Número de solicitud: 009902600
k51 Int. Cl.7: C12Q 1/68

k12 PATENTE DE INVENCION B1

k22 Fecha de presentación: 25.11.1999 k73 Titular/es: UNIVERSIDAD DE ALCALÁ
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k54 T́ıtulo: Procedimiento de cuantificación de ácidos nucleicos mediante amplificación por reacción
en cadena de polimerasa hemi-competitiva.

k57 Resumen:
Procedimiento de cuantificación de ácidos nucleicos
mediante amplificación por reacción en cadena de
polimerasa hemi-competitiva, basado en la co-am-
plificación de un segmento de ácido nucleico analito
y un segmento de ácido nucleico patrón intŕınseca-
mente ajeno a la muestra que contiene el analito,
siendo dicha coamplificación realizada mediante una
reacción en cadena de polimerasa (PCR) en la que
intervienen tres oligonucleótidos cebadores, A, B y
C, siendo el analito amplificado por la pareja for-
mada por los cebadores A y C, y el patrón amplificado
por la pareja B y C, siendo A un cebador espećıfico
y exclusivo del analito, B un cebador espećıfico y
exclusivo del patrón, y C un cebador espećıfico de
forma común para el analito y el patrón, de forma
que durante el proceso de amplificación se establece
una competición por la unión del cebador C entre el
analito y el patrón, o sus respectivos productos de
amplificación. La cuantificación del analito se con-
sigue añadiendo una cantidad conocida del patrón
a una aĺıcuota de la muestra que se sospecha que
contiene dicho analito, realizando una PCR con los
cebadores A, B y C, cuantificando los productos de
amplificación del analito y del patrón, y deduciendo
la cantidad de analito presente en la muestra inicial a
partir de las cantidades relativas de dichos productos
de amplificación.
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DESCRIPCION

Procedimiento de cuantificación de ácidos nu-
cleicos mediante amplificación por reacción en ca-
dena de polimerasa hemi-competitiva.
Campo de aplicación - Sector de la técnica
al que se refiere la invención

El procedimiento descrito en esta patente sirve
para la detección cuantitativa, absoluta o rela-
tiva, de ácidos nucleicos, o derivados de estos,
caracterizados por tener una secuencia de bases
determinada, siendo esta secuencia la que define
realmente al analito. Por tanto, y en base a la
terminoloǵıa común en su campo de aplicación,
podemos referimos a este y otros tipos de proce-
dimientos relacionados como de cuantificación de
secuencias espećıficas, para diferenciarlos de los
procedimientos de cuantificación de ácidos nuclei-
cos genéricos, bien DNA o RNA o totales (DNA
más RNA), independientemente de cual sea su se-
cuencia de bases.

La cuantificación de ácidos nucleicos de se-
cuencia espećıfica es un proceso de utilidad muy
diversa en el campo de la bioloǵıa y la me-
dicina, tanto para fines de investigación como
diagnósticos, aśı como en otros campos afines a
estos.
Estado de la técnica

Hasta la actualidad se han descrito y paten-
tado numerosos procedimientos y aparatos para
la cuantificación de ácidos nucleicos de secuencia
espećıfica.

Dentro de estos se encuentran muchos que no
contienen o no dependen de un proceso de am-
plificación por reacción en cadena de polimerasa
(PCR), y que por tanto no guardan ninguna re-
lación con el objeto de esta patente.

También se encuentran diversos procedimien-
tos que dependen de un proceso de amplificación
por PCR, pero que realizan la cuantificación del
o de los productos de amplificación por diversos
procedimientos pero durante el proceso de PCR,
a lo largo de un número de ciclos de amplificación
sucesivos, siendo el estado final del proceso esen-
cialmente irrelevante para la determinación cuan-
titativa, y por tanto tampoco guardan ninguna
relación con el procedimiento objeto de esta pa-
tente, que solo depende y se basa en el estado
final del proceso de amplificación.

Hay otros procedimientos que dependen de
amplificación por PCR a punto final, pero que no
dependen o se basan en una unión competitiva de
uno o varios cebadores al analito y a un patrón
interno en la reacción, y por tanto tampoco guar-
dan ninguna relación con el procedimiento objeto
de esta patente, que depende en su esencia de una
reacción de unión competitiva de este tipo.

Hay también procedimientos que se basan en
una PCR a punto final, de carácter competitivo
en el sentido indicado o carentes de dicho carácter
competitivo, pero que se fundamentan en la uti-
lización de una secuencia endógena en calidad de
patrón o referencia, esto es, distinta del analito
pero también presente en la misma muestra a ana-
lizar por su propia naturaleza u origen, por ejem-
plo otro gen u otro mensajero que se sabe que
está presente en dicha muestra y cuya cantidad
se toma como valor de referencia para obtener
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una cuantificación relativa del analito. En tanto
que este carácter endógeno del patrón forme parte
inherente del procedimiento reivindicado, estos
procedimientos carecen de relación con el objeto
de esta patente, que espećıficamente se describe
en las reivindicaciones como dependiente de un
patrón exógeno, no presente como tal secuencia
completa en la muestra original a analizar.

El procedimiento descrito y reivindicado en
esta patente tiene como únicos antecedentes re-
lacionados, y único posible conflicto de diferen-
ciación entre procedimientos, aquellos que reivin-
dican un fundamento de tipo competitivo, que im-
plica el uso de un patrón exógeno (al menos de
origen no determinado, pero en cualquier caso no
endógeno como fundamento básico del método),
donde esta competencia se establece durante el
proceso de amplificación por PCR, y que realizan
la cuantificación sobre los productos finales de di-
cha PCR. Este procedimiento ha sido descrito y
se encuentra patentado, y se conoce comúnmente
por los profesionales de su campo espećıfico de
aplicación como PCR competitiva (competitive
PCR), y en algunos textos como Q-PCR (por
Quantitative PCR), si bien hay otros procedi-
mientos cuantitativos, pero no con fundamento
competitivo, que utilizan esta misma nomencla-
tura y que por tanto puede llevar a confusiones.

Todas las descripciones y patentes revisadas
que hacen referencia a este procedimiento de PCR
competitiva tienen una elemento común que es
el que lo diferencia totalmente del procedimiento
objeto de esta patente: en todos los casos se uti-
liza una pareja de cebadores, no tres, de modo que
ambos cebadores de la pareja amplifican tanto el
patrón como el analito, estableciéndose por su-
puesto una competencia en la unión de ambos
cebadores a los mencionados patrón y analito, o
sus productos de amplificación respectivos.

El hecho de que la competencia se establezca
por uno solo o por los dos cebadores posiblemente
no representa en śı mismo una diferencia notable
en el fundamento del método. El hecho funda-
mental que lo diferencia es precisamente el con-
trario, es decir, que el otro cebador de cada par es
diferente para el analito y para el patrón. Esta di-
ferencia es un fundamento intŕınseco del método
descrito y reivindicado en esta patente, sobre el
cual se puede construir toda una diversidad de
procedimientos de cuantificación diferencial de los
productos amplificados, después de la PCR, que
constituyen un paso intermedio pero imprescindi-
ble para la cuantificación del analito. Todos estos
procedimientos y variantes, que se apoyan en esta
diferencia en los cebadores espećıficos y exclusi-
vos del analito y del patrón, están recogidas en
reivindicaciones espećıficas. Téngase en cuenta
que los cebadores en la PCR tienen carácter de
reactivos que se consumen al incorporarse en los
productos de amplificación. Esta incorporación
de los cebadores se realiza de forma ı́ntegra, esto
es, cualquier marcaje que se haya realizado pre-
viamente sobre dichos cebadores queda incorpo-
rado igualmente a los productos de amplificación
respectivos. Por tanto, el disponer de dos ce-
badores independientes, diferentes y espećıficos
para analito y patrón respectivamente, permite
un marcaje igualmente independiente, diferente
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y espećıfico de sus correspondientes productos de
amplificación.

Esta es la novedad y utilidad fundamental,
sencilla pero no obvia, que aporta el procedi-
miento descrito y reivindicado en esta patente.
Todas las demás reivindicaciones son derivadas
de esta.
Explicación de la invención, de un modo
de realización de la misma y sus ventajas
sobre la tecnoloǵıa actual

La invención consiste en un procedimiento de
cuantificación de ácidos nucleicos mediante am-
plificación por reacción en cadena de polimerasa
hemi-competitiva, basado en la coamplificación
de un segmento de ácido nucleico analito y un
segmento de ácido nucleico patrón, siendo este
patrón intŕınsecamente ajeno a la muestra que
contiene el analito, y siendo dicha coamplificación
realizada mediante una reacción en cadena de po-
limerasa (PCR) en la que intervienen tres oligonu-
cleótidos cebadores, A, B y C. El segmento ana-
lito es amplificado por la pareja formada por los
cebadores A y C, y el segmento patrón es ampli-
ficado por la pareja formada por los cebadores B
y C. Por tanto A un es cebador espećıfico y ex-
clusivo del analito, B es un cebador espećıfico y
exclusivo del patrón, y C es un cebador espećıfico
de forma común para el analito y el patrón. Du-
rante el proceso de amplificación se establece una
competición por la unión del cebador C entre el
analito y el patrón, o sus respectivos productos
de amplificación. La quantificación del analito
se consigue añadiendo una cantidad conocida del
patrón a una aĺıcuota de la muestra que se sospe-
cha que contiene el analito, realizando una PCR
con los cebadores A, B y C, cuantificando los pro-
ductos de amplificación del analito y del patrón,
y deduciendo la cantidad de analito presente en la
muestra inicial a partir de las cantidades relativas
de dichos productos de amplificación.

Una forma de aplicación seŕıa seguir las in-
dicaciones anteriores y si la cantidad de produc-
tos de amplificación del analito es superior a la
de productos de amplificación del patrón, se de-
ducirá que, en la aĺıcuota de la muestra que se
ha utilizado en la reacción en cadena de polime-
rasa, el analito estaba presente en una cantidad
superior a la cantidad de patrón añadido a dicha
reacción, siendo esta cantidad conocida de ante-
mano al tratarse de un patrón o “standard” per-
fectamente caracterizado. Si la relación de can-
tidades de productos de amplificación de analito
y de patrón fuese la contraria, se deducirá que
el analito estaba presente en una cantidad infe-
rior a la del patrón añadido. Por último, si las
cantidades de productos amplificados son las mis-
mas para el analito y para el patrón, se deducirá
que el analito estaba presente en dicha aĺıcuota en
la misma cantidad que el patrón. Todo esto ba-
sado en que la competición por el cebador común,
C, durante el proceso de amplificación se traduce
en una amplificación, esto es un incremento del
número de copias de ambas secuencias, pero no
independiente para cada una de ellas, de modo
que el valor de la relación de cantidades de ana-
lito y patrón antes de la reacción de amplificación
puede ser igual, similar o diferente al valor de la
relación final, tras la reacción, pero dicha amplifi-
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cación competitiva no cambia el carácter de dicha
relación, en el sentido de ser mayor, menor o igual
a uno, si se expresa como fracción o cociente, o
mayor, menor o igual a cero si se expresa como
diferencia. En todo este razonamiento hay siem-
pre que considerar un cierto intervalo de error en
todas las mediciones implicadas.

De esta forma de aplicación sencilla se pasa,
por extrapolación, a la forma de aplicación más
útil y realista, que consiste en realizar no una sola
reacción con una sola cantidad de patrón, sino
una serie de reacciones, por ejemplo con una can-
tidad igual en todas ellas de la muestra a anali-
zar, y cantidades distintas y todas ellas conocidas
de patrón. Basta aśı determinar las cantidades
de productos de amplificación del patrón y del
analito en todas las reacciones, tras someterlas
a un proceso de amplificación en idénticas con-
diciones, y en aquella reacción de la serie donde
ambas cantidades de productos amplificados sean
iguales será debido a que las cantidades inicia-
les eran también iguales, y puesto que conocemos
la cantidad inicial de patrón en esa reacción, di-
rectamente podemos deducir la cantidad de ana-
lito en la aĺıcuota de la muestra, y a su vez,
con los cálculos adecuados, tendremos determi-
nada la cantidad o concentración del analito en
dicha muestra. Una aproximación que se consi-
dera válida en el campo, en el caso de que no
ocurra esta igualdad en ninguna de las reacciones
de la serie, consiste en representar gráficamente
el logaritmo de la relación (cantidad de productos
de amplificación del analito partido por cantidad
de productos de amplificación del patrón) frente
al logaritmo de la cantidad inicial de patrón, para
cada reacción de la serie, Donde la recta ajustada
a dichos puntos experimentales pase por el valor
cero para el logaritmo de la relación de produc-
tos se determina el valor de logaritmo de patrón
inicial que le correspondeŕıa, en este caso ya de
forma teórica, y de este valor se deduce la can-
tidad de analito como antes. Hasta aqúı la des-
cripción es idéntica a la de los procedimientos de
PCR competitiva ya conocidos, que emplean una
pareja de cebadores.

La caracteŕıstica diferencial del procedimiento
descrito en esta patente, en cuanto a la forma de
aplicación, reside en las múltiples posibilidades
que admite en todo lo relativo al paso de determi-
nar las cantidades de los productos amplificados
del analito y del patrón. Lo que sigue es la des-
cripción de un ejemplo hipotético que aprovecha
una de estas múltiples posibilidades, correspon-
diente además a una de las reivindicaciones de
esta patente.

En este ejemplo se supone que los tres ceba-
dores, A, B y C, están marcados con X, Y y Z res-
pectivamente, habiéndose incorporado esta marca
previamente a la realización de todo el procedi-
miento. En este ejemplo se supone que la marca Z
(cebador C, común) es un medio de captura, por
ejemplo biotina, que permite la retención sobre
un soporte insoluble que tiene unidas moléculas
de avidina, por ejemplo la superficie interior de
una cubeta, tubo o recipiente que permita una
determinación fluorimétrica. Siempre dentro del
ejemplo, las marcas X (cebador A, del analito) e
Y (cebador B, del patrón) son dos medios de de-
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tección, por ejemplo dos grupos fluorescentes con
distintas caracteŕısticas espectrales, por ejemplo
rodamina y fluorescéına respectivamente. Como
resultado del proceso de amplificación tendremos
una mezcla que contiene segmentos de DNA doble
hebra resultantes de la amplificación del analito,
y que por tanto contienen los cebadores A y C en
sus extremos, y con ellos las marcas respectivas X
y Z, cada uno en una de las hebras y ambos en los
extremos 5’ de su hebra correspondiente. Igual-
mente dicha mezcla contendrá segmentos de DNA
de doble hebra resultantes de la amplificación del
patrón, que análogamente tendrán las marcas Y
y Z. Esta mezcla resultante de la PCR se pasa
al recipiente antes indicado que contiene avidina
unida a su superficie interna. Debido a la capaci-
dad de unión que existe entre la avidina y la bio-
tina (marca Z, presente en ambos productos de
amplificación), ambos tipos de productos de am-
plificación resultan inmovilizados sobre dicha su-
perficie recubierta de avidina. El resto de la mez-
cla se descarta tras un tiempo de incubación que
permita la compleción del proceso de unión, y con
ello se eliminan todos los compuestos que se en-
cuentren en disolución en dicha mezcla. Tras un
lavado, por ejemplo con un medio salino, para eli-
minar todos los restos de dicha mezcla, se procede
a determinar cuantitativamente la intensidad de
fluorescencia del material retenido sobre la super-
ficie recubierta de avidina antes descrita, discri-
minando la intensidad de fluorescencia debida a
la marca X de aquella debida a la marca Y, me-
diante el uso adecuado de las longitudes de onda
de excitación y de emisión caracteŕısticas de cada
fluorocromo. Puesto que los únicos compuestos
portadores de la marca X que pueden quedar rete-
nidos sobre la superficie a través de la marca Z son
los productos de amplificación completos del ana-
lito, que tienen ambas marcas, la determinación
cuantitativa de la marca X aporta una medida
proporcional a la cantidad de dichos productos de
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amplificación del analito. Por el mismo razona-
miento la determinación cuantitativa de la marca
Y aporta una medida proporcional a la cantidad
de los productos de amplificación del patrón.

Nótese que en todo este proceso de cuantifi-
cación diferencial no se ha requerido ninguna se-
paración f́ısica de los dos tipos de productos am-
plificados, mediante técnicas electroforéticas por
ejemplo, ni tampoco ninguna reacción diferencial
con otros reactivos adicionales, como una hibri-
dación con sondas espećıficas del analito y/o del
patrón, ni se ha mencionado ninguna diferencia
de tamaño o de secuencia entre patrón y analito,
o sus productos de amplificación, a excepción de
la diferencia de secuencia en las regiones donde se
unen los cebadores no comunes, A y B.

Toda esta descripción tiene el carácter de
ejemplo de una de las posibles formas de apli-
cación del procedimiento objeto de está patente,
que demuestra algunas de las utilidades que
aporta el hecho de limitar la competición a uno
solo de los cebadores, común al analito y al
patrón, de modo que los otros dos cebadores sean
diferentes, uno espećıfico y exclusivo del analito
y el otro espećıfico y exclusivo del patrón.
Aplicación industrial

La aplicación industrial del procedimiento
descrito y reivindicado en esta patente consiste
en su utilización como base de kits comerciales
para la cuantificación de ácidos nucleicos de una
o varias secuencias espećıficas, o bien en la comer-
cialización de los componentes, como cebadores y
patrones por separado. Otras aplicaciones consis-
ten en la comercialización de dispositivos o apa-
ratos espećıficos para la etapa de determinación
cuantitativa de los productos de amplificación del
analito y del cebador tras la PCR. Otras aplica-
ciones consisten en la utilización de este procedi-
miento cuantitativo como parte de procesos que
se comercialicen como servicios.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el análisis cuantita-
tivo de un ácido nucleico analito en una muestra,
caracterizado por:

1.a. el empleo de un ácido nucleico patrón (con-
trol), exógeno a la muestra.

1.b. el empleo de tres oligonucleótidos cebado-
res.

1.c. la realización de la co-amplificación del ana-
lito y del patrón, mediante una reacción de
polimerización enzimática en la cual dichos
ácidos nucleicos analito y patrón actúan
como “moldes” y los tres oligonucleótidos
citados actúan como “cebadores”, siendo
uno de los cebadores común para el patrón
y el analito y los otros dos cebadores es-
pećıficos, uno para el analito y otro para el
patrón.

1.d. la cuantificación de los productos resultan-
tes de dicha co-amplificación.

2. Un procedimiento para el análisis cuantita-
tivo de un ácido nucleico en una muestra, según
la reivindicación 1, caracterizado porque el ana-
lito es una molécula o fragmento de ácido desoxi-
rribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN),
definido por:

2.a. un segmento contiguo con una secuencia de
bases espećıfica y conocida, o bien

2.b. más de uno de tales segmentos en la misma
molécula pero separados entre śı.

3. Un procedimiento para el análisis cuantita-
tivo de un ácido nucleico en una muestra, según la
reivindicación 1, caracterizado porque el patrón
(control) es una molécula, fragmento o derivado
de ADN o ARN, caracterizado por:

3.a. ser exógeno o ajeno a la muestra a analizar,
de modo que su secuencia de bases completa
se sabe o se supone que no está presente en
dicha muestra, no aplicándose esto a partes
de dicha secuencia.

3.b. unir uno de los tres cebadores, en adelante
“cebador común”, el cual también se une al
analito, y por tanto una caracteŕıstica deri-
vada de esta es:

3.c. compartir un segmento de su secuencia con
el analito, al menos aquella a la que se une
dicho cebador común.

3.d. unir un segundo cebador, en adelante “ceba-
dor del patrón”, el cual no se une al analito,
y por tanto una caracteŕıstica derivada de
esta es:

3.e. tener un segmento de su secuencia que no
está presente en el analito, al menos aquella
secuencia a la que se une dicho cebador del
patrón.
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4. Un procedimiento para el análisis cuan-
titativo de un ácido nucleico en una muestra,
según la reivindicación 1, caracterizado porque
los tres cebadores empleados son oligonucleótidos
sintéticos cuyas secuencias se diseñan para cada
aplicación de modo que uno de ellos (cebador del
patrón) se une a una región del patrón, otro (ce-
bador del analito) se une a una región del analito,
el tercero (cebador común) se une tanto al patrón
como al analito, la pareja formada por el cebador
del analito y el cebador común posibilita la “am-
plificación” del analito, y la pareja formada por el
cebador del patrón y el cebador común posibilita
la amplificación del patrón.

5. Un procedimiento para el análisis cuantita-
tivo de un ácido nucleico en una muestra, según
las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por las
siguientes etapas:

5.a. tomar una aĺıcuota de la muestra, de la cual
se sabe o sospecha que contiene el analito,
y añadir a dicha aĺıcuota una cantidad pre-
determinada de patrón.

5.b. tratar dicha muestra en condiciones adecua-
das para llevar a cabo una amplificación por
reacción en cadena de polimerasa, en la cual
dichos ácidos nucleicos, patrón y analito,
son llevados a un estado de cadena senci-
lla y expuestos a un agente para polimeri-
zación, deoxirribonucleótidos 5’ trifosfato, y
una pareja de cebadores para el patrón más
una pareja de cebadores para el analito.

La pareja de cebadores para el analito
esta compuesta por el cebador común y el
cebador del analito, y la pareja de cebadores
para el patrón está compuesta por el ceba-
dor común y el cebador del patrón.

De tal modo se puede sintetizar un pro-
ducto de extensión de cada uno de los ceba-
dores usando como molde para la śıntesis las
hebras separadas del patrón y del analito.
Los productos de la extensión de cada ce-
bador, cuando se separan de la hebra molde
correspondiente, pueden servir como molde
para la śıntesis de productos de extensión
del otro cebador de cada par.

5.c. separar de sus hebras molde los productos
de extensión de los cebadores para formar
moléculas de cadena sencilla.

5.d. Repetir los pasos (5.b) y (5.c) sobre las
moléculas de cadena sencilla producidas en
el paso (5.c) al menos una vez, siendo cada
repetición de los pasos (5.b) y (5.c) un ciclo
de amplificación.

5.e. repetir el paso (5.b) sin que este sea se-
guido de una repetición del paso (5.c). El
producto de interés que se obtiene en la
reacción al terminar este paso (5.e) consiste
en segmentos de ácido nucleico en estado
de doble hebra que denominamos en lo su-
cesivo como productos de amplificación del
analito o bien segmentos amplificados del
analito, y productos de amplificación del
patrón o bien segmentos amplificados del
patrón.

5



9 ES 2 170 620 B1 10

5.f. cuantificar las cantidades de los segmentos
amplificados del patrón y de los segmen-
tos amplificados del analito producidos en
el paso (5.e).

5.g. finalmente calcular, a partir los segmentos
amplificados del patrón y del analito produ-
cidos en el paso (5.e), la cantidad de dicho
segmento de ácido nucleico analito presente
en la muestra antes de la amplificación.

6. Un método según la reivindicación 5 que
además incluye el paso de preparar al menos dos
mezclas según el paso (5.a) antes del paso (5.b),
de tal modo que se vaŕıan las cantidades del
patrón y/o del analito antes de dicha reacción de
amplificación, y todos los pasos posteriores se rea-
lizan por igual para dichas dos o más mezclas.

7. Un método según las reivindicaciones 5 y
6, en el cual el analito y el patrón son ambos
moléculas o segmentos de ácido desoxirribonu-
cleico, ADN.

8. Un método según las reivindicaciones 5 y 6,
en el cual el analito o el patrón o ambos son molé-
culas o segmentos de ácido ribonucleico, ARN, y
dicho ARN es transcrito en reverso de forma que
se obtiene un segmento de ADN complementario
a dicho ARN, en adelante referido como cDNA,
realizándose este paso antes del paso (5.a) o antes
del paso (5.b).

9. Un método según las reivindicaciones 5 a 8,
en el cual los segmentos resultantes de la amplifi-
cación del patrón y del analito difieren en longi-
tud, y por tanto en masa molecular, de forma que
son distinguibles tras la aplicación de un procedi-
miento de separación que aproveche esta diferen-
cia, y la cuantificación señalada en el paso (5.f)
se realiza después de, y gracias a, dicho procedi-
miento de separación.

10. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 5 a 8, en el cual al menos uno de los oligo-
nucleótidos cebadores está marcado, y la cuanti-
ficación señalada en el paso (5.f) se realiza deter-
minando la cantidad de dicha marca incorporada
en los productos amplificados.

11. Un procedimiento según la reivindicación
10, en el cual el cebador marcado es el cebador
común.

12. Un procedimiento según la reivindicación
10, en el que dicha marca contiene o consiste en un
grupo qúımico con propiedades o caracteŕısticas
que permiten su detección y cuantificación por
técnicas espectroscópicas de absorción y/o fluo-
rescencia.

13. Un procedimiento según la reivindicación
10, en el que dicha marca contiene o consiste en
isótopos radiactivos.

14. Un procedimiento según la reivindicación
10, en el que dicha marca contiene o consiste en un
grupo qúımico con propiedades o caracteŕısticas
que permiten su detección y cuantificación por
técnicas electroqúımicas.

15. Un procedimiento según la reivindicación
10, en que dicha marca contiene o consiste en un
grupo qúımico o de origen biológico que se une de
forma espećıfica a una determinada protéına.

16. Un procedimiento según la reivindicación
15, en el que dicha protéına está marcada con un
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grupo qúımico con propiedades o caracteŕısticas
que permiten su detección o cuantificación, me-
diante técnicas espectroscópicas de absorción o
fluorescencia, o isotópicas, o electroqúımicas, o
dicho anticuerpo, fragmento o derivado está unido
a un enzima que permite su detección y cuanti-
ficación a través de una reacción catalizada por
dicho enzima.

17. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 15 y 16, en el que dicha protéına es del tipo de
las inmunoglobulinas, también denominadas an-
ticuerpos, o un fragmento derivado de dichas in-
munoglobulinas, o una protéına de secuencia total
o parcialmente artificial derivada por selección o
diseño de dichas inmunoglobulinas.

18. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 15 y 16, en el que dicha protéına es la avidina,
streptavidina u otro derivado de estas que con-
serva la capacidad de unir biotina, y dicha marca
es o contiene biotina o un derivado de biotina.

19. Un procedimiento según la reivindicación
10, en que dicha marca contiene o consiste en un
grupo qúımico o de origen biológico que se une
de forma espećıfica a un determinado material o
molécula de naturaleza no proteica.

20. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 5 a 8, en el cual al menos uno de los deoxirri-
bonucleótidos 5’ trifosfato está marcado de forma
que dicha marca resulta incorporada en los pro-
ductos de polimerización de dicho monómero, y la
cuantificación señalada en el paso (5.f) se realiza
determinando la cantidad de dicha marca incor-
porada en los productos amplificados.

21. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 5 a 8, en el que los dos oligonucleótidos ce-
badores no comunes están marcados de diferente
forma, en adelante denominando X a la marca
del cebador del analito, e Y a la marca del ceba-
dor del patrón, y la cuantificación señalada en el
paso (5.f) se realiza determinando las cantidades
de dichas marcas, X e Y, incorporadas en los pro-
ductos amplificados, siendo dicha cantidad de la
marca X proporcional a la cantidad de productos
de amplificación del analito, y dicha cantidad de
la marca Y proporcional a la cantidad de produc-
tos de amplificación del patrón.

22. Un procedimiento según la reivindicación
21, en el que una o ambas de dichas marcas X e
Y contienen o consisten en grupos qúımicos con
propiedades o caracteŕısticas que permiten su de-
tección y cuantificación por técnicas espectroscó-
picas de absorción y/o fluorescencia.

23. Un procedimiento según la reivindicación
21, en el que una o ambas de dichas marcas X e
Y contienen o consisten en isótopos radiactivos.

24. Un procedimiento según la reivindicación
21, en el que una o ambas de dichas marcas X e
Y contienen o consisten en grupos qúımicos con
propiedades o caracteŕısticas que permiten su de-
tección y cuantificación por técnicas electroqúı-
micas.

25. Un procedimiento según la reivindicación
21, en que una o ambas de dichas marcas X e Y
contienen o consisten en un grupo qúımico o de
origen biológico que se une de forma espećıfica a
una determinada protéına.

26. Un procedimiento según la reivindicación
25, en el que dicha protéına está marcado con un
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grupo qúımico con propiedades o caracteŕısticas
que permiten su detección o cuantificación, me-
diante técnicas espectroscópicas de absorción o
fluorescencia, o isotópicas, o electroqúımicas, o
dicho anticuerpo, fragmento o derivado está unido
a un enzima que permite su detección y cuanti-
ficación a través de una reacción catalizada por
dicho enzima.

27. Un procedimiento según la reivindicacio-
nes 25 y 26, en el que dicha protéına es del tipo de
las inmunoglobulinas, también denominadas an-
ticuerpos, o un fragmento derivado de dichas in-
munoglobulinas, o una protéına de secuencia total
o parcialmente artificial derivada por selección o
diseño de dichas inmunoglobulinas.

28. Un procedimiento según las reivindicacio-
nes 25 y 26, en el que dicha protéına es la avidina,
streptavidina u otro derivado de estas que con-
serva la capacidad de unir biotina, y dicha marca
es o contiene biotina o un derivado de biotina.

29. Un procedimiento según las reivindica-
ciones 5 a 8, en el que el oligonucleótido cebador
común está marcado, en adelante denominando Z
a esta marca del cebador común, de modo que los
dos tipos de productos de amplificación, del ana-
lito y del patrón, resultan marcados con Z, cada
uno de dichos tipos de productos en una sola de
sus hebras, y dicha marca Z tiene propiedades
o caracteŕısticas que permiten o facilitan la dis-
criminación o separación de dichos productos de
amplificación de los restantes componentes pre-
sentes en la mezcla de reacción de amplificación
que no contienen la marca Z.

30. Un procedimiento según la reivindicación
29, en que la marca Z contiene o consiste en un
grupo qúımico o de origen biológico que se une de
forma espećıfica a una determinada protéına.

31. Un procedimiento según la reivindicación
30, en el que dicha protéına es del tipo de las in-
munoglobulinas, también denominadas anticuer-
pos, o un fragmento derivado de dichas inmuno-
globulinas, o una protéına de secuencia total o
parcialmente artificial derivada por selección o
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diseño de dichas inmunoglobulinas.
32. Un procedimiento según la reivindicación

30, en el que dicha protéına es la avidina, strep-
tavidina u otro derivado de estas que conserva la
capacidad de unir biotina, y dicha marca Z es o
contiene biotina o un derivado de biotina.

33. Un procedimiento según la reivindicación
29, en que la marca Z contiene o consiste en un
grupo qúımico o de origen biológico que se une
de forma espećıfica a un determinado material o
molécula de naturaleza no proteica.

34. Un procedimiento según las reivindica-
ciones 5 a 8, en el que el cebador del analito
está marcado con X, el cebador del patrón está
marcado con Y, y el cebador común está mar-
cado con Z, y en el cual, tras el paso de ampli-
ficación, la marca Z se utiliza para discriminar
o separar f́ısicamente todos los componentes de
la mezcla de reacción que contienen dicha marca
de los restantes componentes que no la contienen,
en particular de los cebadores no comunes mar-
cados con X e Y que no se hayan consumido en el
sentido de no haber sido incorporados a los pro-
ductos de amplificación, y de forma simultánea
o en un paso posterior dichas marcas X e Y se
utilizan para la cuantificación señalada en el paso
(5.f) mediante determinación de las cantidades de
dichas marcas, X e Y, incorporadas en los pro-
ductos amplificados, siendo dicha cantidad de la
marca X proporcional a la cantidad de produc-
tos de amplificación del analito, y dicha cantidad
de la marca Y proporcional a la cantidad de pro-
ductos de amplificación del patrón. Dicha deter-
minación diferencial se realiza mediante técnicas
espectroscópicas de absorción o fluorescencia, o
isotópicas, o electroqúımicas, según lo requiera la
naturaleza y propiedades de dichas marcas X e
Y. En el procedimiento objeto de esta reivindi-
cación, la utilidad final de la marca Z es eliminar
la posible interferencia de los cebadores no comu-
nes no consumidos en el momento de realizar la
determinación diferencial de las marcas X e Y en
los productos de amplificación.
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