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DESCRIPCION
Materiales y procedimientos para capturar los patdgenos vy retirar el acido aurintricarboxilico de una muestra.
Antecedentes de la invencion

El &cido aurintricarboxilico (ATA) es un anién polimérico que en la literatura ha demostrado ser un inhibidor potencial
de la ribonucleasa. El compuesto se ha descrito como un aditivo a los reguladores de lisis de muestra en los que el
objetivo es extraer especies de ARN a partir de tejidos de muestras. El extracto de acido nucleico derivado de tales
procedimientos ha demostrado ser adecuado para la hibridacion y el analisis de electroforesis de gel. Sin embargo,
ATA es un potente inhibidor de la transcriptasa inversa, que es esencial para la deteccién de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) de las especies de ARN.

Los procedimientos publicados para retirar ATA de las composiciones que contienen &cido nucleico se han centrado
en los procedimientos cromatograficos que eliminan o retiran solo una porcion de ATA.

La utilizacion de ATA en el regulador de lisis de la proteinasa K es superior potencialmente a 1) las sales caotrdpicas
(ya que éstas tienden a reducir la eficacia de la hidrélisis de proteina impulsada por la proteinasa K segun
evidencian los resultados de PCR); 2) los inhibidores de ribonucleasa basados en proteina (ya que estos inhibidores
se escindirian por la proteinasa K); y 3) EDTA (que inhibe directamente solo las nucleasas via quelacion de los
cationes divalentes utilizados por estas nucleasas). De hecho, los cationes divalentes se deben anadir a las
preparaciones de ARN en las que se lleva a cabo la hidrélisis de ADN enzimatica. Lo que no ha sido demostrado en
la técnica anterior es un procedimiento en el que, una vez afiadido, la extraccién corriente abajo completa de ATA de
los extractos de acidos nucleicos puede ser alcanzada hasta el punto de que la transcriptasa inversa corriente abajo
PCR (RT-PCR) funcionara.

Sumario de la invencion

Segun la presente invencién, un procedimiento para la extraccién de acido nucleico a partir de una muestra que
contiene acido aurintricarboxilico (ATA), comprende poner en contacto la muestra con una composicién que
comprende urea y dietilentriaminpentaacetato (DTPA). Este procedimiento proporciona una composicién de acidos
nucleicos suficientemente libre de ATA de manera que pueden realizarse una reaccion RT-PRC y otras reacciones
que implican la transcriptasa inversa.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una vista esquematica de un procedimiento dado a conocer.

La figura 2 es una vista esquematica de la preparacion del reactivo de lisis de la fibrina segun el protocolo 1 descrito
a continuacion.

La figura 3 es una tabla que proporciona datos sobre el protocolo de sangre del Bacillus anthracis.

La figura 4 es una tabla que proporciona datos sobre una comparacién de dos muestras de sangre de individuos
diferentes.

La figura 5 es una tabla que proporciona datos sobre una evaluacion del laboratorio del Departamento de Salud.
La figura 6 es una tabla que proporciona datos sobre el protocolo de sangre Yersinia pestis.

La figura 7 es una vista esquematica del montaje de los reactivos de extraccién segun el protocolo 1 descrito a
continuacion.

Las figuras 8-9 son vistas esquematicas de la recuperacion bacteriana y de la lisis de la fibrina segun el protocolo 1
descrito a continuacién.

Las figuras 10-13 son vistas esquematicas de la lisis bacteriana y de la extraccion de acido nucleico segun el
protocolo 1 descrito a continuacion.

La figura 14a es una vista esquematica de las etapas de reactivos de la extraccion segun el protocolo 2 descrito a
continuacion.

La figura 14b es una vista esquematica de las etapas de reactivos de la extraccion segun el protocolo 2 descrito a
continuacion.

La figura 15 es una vista esquematica de las etapas de reactivos de la extraccién segun el protocolo 3 descrito a
continuacion.
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La figura 16a es una vista esquematica de las etapas de reactivos de la extraccion segun el protocolo 4 descrito a
continuacion.

La figura 16b es una vista esquematica de las etapas de reactivos de la extracciéon segun el protocolo 4 descrito a
continuacion.

La figura 17 es una tabla que proporciona datos sobre la banda de ruido de los puntos en forma de cruz para las
muestras de sangre sembradas con B. anthracis y tratadas con plasmindgeno, estreptocinasa, fosfolipasa Ao,
ADNasa | y lipasa con centrifugacion o filtracion.

La figura 18 representa la sedimentacion y la solubilizacion de los agregados de tejido a partir de muestras de
sangre de 6 ml expuestas a diversos tratamientos de detergentes y enzimas.

La figura 19 representa las caracteristicas de filtracion de muestras de sangre de 6 ml expuestas a diversos
tratamientos de detergentes y enzimas.

Exposicion detallada de la invencion

Se dan a conocer asimismo procedimientos de extraccion de patégenos infecciosos de una muestra bioldgica, tal
como un volumen de sangre, € incluye las etapas de creacioén de un agregado de fibrina que confina los patégenos y
la introduccion de un reactivo de lisis de fibrina para exponer los patégenos al andlisis y a la ADNasa para facilitar la
extraccién de ADN. Los reactivos de lisis de fibrina estan constituidos por ADNasa, plasminégeno y estreptocinasa
congelados en una proporcién igual hasta que se necesite el reactivo de lisis de fibrina en el que la estreptocinasa
reacciona enzimaticamente con plasminégeno para formar plasmina tras la descongelacién y la introduccion en la
muestra de fibrina. Preferentemente, el plasmindgeno se suspende en una solucion salina acuosa antes de
congelarse incluyendo NaCl y NasPOQ,. El reactivo de lisis de fibrina esta compuesto preferentemente de ADNasa y
fosfolipasa A.. La enzima ADNasa se utiliza para facilitar la disrupcién quimica y fisica de los elementos sanguineos
granulados que resultan del protocolo descrito anteriormente. La fosfolipasa A, se utiliza para ayudar a la digestion
de ADN humano mediante la destruccién de las bicapas de fosfolipidos y, por lo tanto, de la destruccién de la
membrana nuclear.

La presente exposicion utiliza la resuspensién de las enzimas secas en una solucién de regulador utilizando fosfato
de potasio como una ayuda para la solubilizacidon de los elementos sanguineos. La estreptocinasa y el plasmindgeno
no se deben mezclar con la solucion de regulador hasta inmediatamente antes de la adicion de la muestra de
sangre. El intervalo de pH del fosfato de potasio es aproximadamente de 7,8 a 8,0, que es diferente de la técnica
anterior que reivindica un intervalo de pH eficaz de 7,2 a 7,6. La técnica anterior utiliza soluciones de iones fosfato
con un pH inferior para actuar como un regulador verdadero; sin embargo, el procedimiento actual permite la
actividad de la fosfolipasa A, 6ptima y la solubilidad del magnesio. El magnesio esta presente en la solucién de
regulador como el catién divalente que impulsa la actividad de la fosfolipasa A2 en presencia de la ADNasa. La
técnica anterior utiliza calcio como el cation divalente clasico para impulsar la actividad de la fosfolipasa Az, sin
embargo, el calcio no es compatible con los iones fosfato esenciales para la solubilizacion de elementos de sangre.

Una forma de realizacién de la presente exposicién incluye concentrar y extraer particulas tales como priones,
toxinas, marcadores metabdlicos, materias cancerosas, marcadores de estado de enfermedad, bacterias, virus y
hongos de un volumen de sangre mediante la introduccién de una combinacién enzima-detergente para exponer los
patégenos en la muestra de sangre y analizar las particulas de la muestra de sangre entonces facilmente
identificables mediante la extraccién. La enzima-detergente puede ser un reactivo de lisis de fibrina que comprende
plasmindégeno y estreptocinasa. El plasminégeno y la estreptocinasa se pueden congelar en una proporcién igual
hasta que se necesite el reactivo de lisis de fibrina. La estreptocinasa reacciona a continuacién con el plasminégeno
para formar plasmina tras el descongelado. El plasmin6geno se puede suspender en una solucion salina acuosa
antes del congelado. Las soluciones salinas adecuadas pueden incluir NaCl, NaPO4 o similares. Para potenciar el
analisis, las particulas se pueden replicar mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR).

Mediante la introduccion de la ADNasa, se facilita el procedimiento mediante la conversién de ADN en fragmentos
cortos que contribuyen asi a un procedimiento de hidrélisis de proteina mas rapida y mas eficaz durante la
extraccion de ADN vy la disminucién de la carga del ADN humano inhibidor. De forma similar, la introduccién de la
endonucleasa produce una ventaja similar.

Como una alternativa a la congelacion, la enzima-detergente puede incluir estreptocinasa y plasminégeno secos
como reactivos de lisis de fibrina. Los reactivos secos se pueden mezclar a continuacién y distribuir en contenedores
de ensayo de un solo uso. Esta forma de realizacién puede ser particularmente Util para la experimentacion practica
en lugares en los que el equipo y controles de laboratorio sofisticado no estén disponibles.

El plasmindgeno se puede combinar con fosfolipasa A, ADNasa, endonucleasa, lipasa y combinaciones de las
mismas. La combinacion enzima-detergente seca se puede suspender en granulos de regulador de trehalosa y
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acondicionarlos en tubos como un reactivo seco. Los reactivos secos se pueden resuspender a continuacioén en un
regulador, afiadir a 1-10 ml de volumen de sangre e incubar durante aproximadamente 5-20 minutos a temperatura
ambiente. Mas especificamente, el reactivo seco comprende de aproximadamente 1.500-4.500 KU de fosfolipasa Az,
aproximadamente 5.000-10.000 U de estreptocinasa, aproximadamente 2-10 U de plasminégeno, aproximadamente
200-3.650 U de ADNasa, aproximadamente 200-4.000 U de endonucleasa y aproximadamente 10.000-100.000 de
lipasa.

La solucién se puede centrifugar durante aproximadamente 20 minutos a 5.000-5.500 x g a una temperatura de 10-
20°C, se decanta el sobrenadante y se lava el granulo. El granulo se puede lavar tres veces con una solucion de
Ecotine 10-20 mM/HEPES 20 mM pH 7,7 y/o una solucién sacarosa 10-20 mM/HEPES 20 mM pH 7,7. La muestra
que resulta se puede aplicar a continuacién a un procedimiento de extraccién de acido nucleico disponible
comercialmente.

La digestién de la muestra puede incluir la lisis y la inactivacion de la ADNasa o la lisis y la inactivacién de la
endonucleasa. Se pueden utilizar 12,5-25 mg de proteinasa K, SDS (dodecilsulfato de sodio) 1-105%, acido
aurintricarboxilico 10-200 mM y regulador de citrato de sodio 10-20 mM pH 7,8-8,4, la solucidén se deja incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La muestra se puede filtrar a continuacién con una unidad de filtro de
0,22-0,45 um, se puede lavar con &cido aurintricarboxilico 10-200 mM, se puede digerir con lisis y la inactivacién con
ADNasa y/o la inactivacién de la endonucleasa y se puede purificar.

La digestion de la muestra puede incluir las etapas de 12,5-25 mg de proteinasa K, SDS 1-1,5%, &acido
aurintricarboxilico 10-200 mM y regulador de citrato de sodio 10-20 mM, incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos y eluir el lisado de la superficie del filtro mediante la adicién de isotiocianato de guanidina 3,5-4,2 M, pH 6,4.

Las soluciones se pueden aplicar directamente a un dispositivo biosensor en el que, respondiendo a la presencia de
los patdégenos en la muestra de sangre, el paciente desarrolla marcadores de estado de enfermedad patogénicos o
nativos que permiten la captura y detecciébn de estos marcadores mediante el dispositivo biosensor.
Alternativamente, la solucién se puede aplicar directamente a un dispositivo de espectrometria de masas
cromatografico en el que, respondiendo a la presencia de los patégenos en la muestra de sangre, el paciente
desarrolla marcadores de estado de enfermedad patogénicos o nativos que permiten la deteccién de fracciones de
masa asociadas con los componentes estructurales de los patégenos utilizando el dispositivo de espectrometria de
masas.

El regulador puede comprender detergente y sales. Esto se puede conseguir ayudando a la solubilizacion del
elemento de sangre introduciendo fosfato de potasio 10-30 mM a un intervalo de pH de 7,8 a 8,0, impulsando la
actividad de fosfolipasa A2 mediante la adicion de cloruro de magnesio 10-80 mM como catién divalente, afiadiendo
20-150 mM de cloruro de sodio e incluyendo &cido aurintricarboxilico 10-200 mM durante el procedimiento de
incubacién de la ADNasa. El regulador puede incluir asimismo Triton X-100 1,0-1,2%. Las etapas adicionales
pueden incluir la combinacion de 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranédsido de metilo 20-35 mM y saponina 0,05-
0,1%; y almacenar las enzimas utilizando un regulador de trehalosa. El almacenamiento de las enzimas se lleva a
cabo utilizando un regulador de trehalosa en combinacion con 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de
metilo. El regulador de almacenamiento de trehalosa comprende fosfato de potasio 10 mM, Tritén X-100 al 0,01-
0,04%, ditiotreitol 1-5 mM y trehalosa 0,3-0,5 M.

En la figura 1, se lleva a cabo una extraccién de sangre 30 en un paciente. Se afiade una solucién de PBS, pH 7,4 y
Triton X-100 1,2%, la sangre se somete al vortice y se centrifuga 40 creando un granulo 60 en un tubo de 15 ml 50.
Preferentemente, las resinas, los hidréxidos de metal y/o los nanomateriales se pueden afadir con una solucién de
PBS/Tritén X-100 para capturar particulas tales como bacterias, virus, hongos, células cancerosas, priones, toxinas
y similares para contribuir a aumentar la densidad de estas particulas. El incremento en la densidad de particula
permite disminuir velocidades inferiores para llevar a cabo la centrifugacion.

El sobrenadante se decanta dejando un agregado de fibrina. Se afiade un reactivo de lisis de fibrina 70 de la
presente invencién a un tubo 50 para disolver el agregado de fibrina y dejan los patégenos 65 expuestos para el
andlisis. Los patdégenos 65 se someten al vértice, centrifugan y se someten a la lisis para extraer el ADN patégeno.
Se replica a continuacién el ADN 90 y se analiza 100 para encontrar la identidad del patégeno sospechoso.

Se da a conocer un dispositivo utilizado para obviar la necesidad de una centrifuga. El dispositivo utilizara electrodos
flexibles similares a una agalla de pez para recoger particulas (tales como bacterias, virus, células cancerosas,
priones o toxinas). Los electrodos se utilizaran asimismo para recoger resinas y los nanomateriales que poseen
estas particulas unidas a ellos. El dispositivo sera similar a una burbuja sobre una superficie. Se utilizarq un
potencial eléctrico para acelerar la captura de patégeno. El dispositivo se puede comprimir para permitir retirar de
manera eficiente de los contenidos. El dispositivo tendria preferentemente las propiedades siguientes: (1) una capa
de base rigida y una capa superior flexible; (2) agallas flexibles para ser montadas sobre la capa superior o la capa
inferior; (3) las cepas de estreptavidina y acido hialurénico funcionalizadas con péptidos bioactivos, anticuerpos,
aptémeros, polimeros impresos molecularmente o metales que atraen particulas tales como bacterias, virus, hongos,
toxinas, marcadores metabdlicos, marcadores de estado de enfermedad o agentes quimicos que se van a depositar
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sobre los electrodos de agalla flexibles; (4) la capa flexible tendra electrodos depositados sobre ella; (5) los
electrodos auxiliares para los electrodos de agalla que residiran sobre el lado opuesto; (6) el volumen de muerte
promedio del dispositivo es 300 microlitros- se prefiere que no exista material residual en el dispositivo después de
exprimir el material del dispositivo; y (7) la poliimida formara la porcion flexible y los electrodos seran realizados en
Pt, Au, o carbdn. El dispositivo se utiliza preferentemente como se expone a continuacion: (1) fluye liquido en el
dispositivo y en este momento se aplica el voltaje; (2) se afiaden los productos quimicos y se calienta el dispositivo;
y (3) se exprime el dispositivo para eliminar todos los contenidos. El dispositivo se utiliza para preparar una muestra
para el andlisis de particulas (tales como bacterias, virus, células cancerosas, priones o toxinas) utilizando sistemas
de deteccion basados en espectrofotometria, espectroscopia de masa, anticuerpos, cultivo o &cido nucleico (por
ejemplo, PCR, NASBA, TMA).

Se puede utilizar un dispositivo de filtrado para filtrar las particulas a partir de sangre tratada con soluciones de
Triton X-100/PBS/magnesio con enzimas seleccionadas de entre el grupo constituido por estreptocinasa,
plasmindgeno, fosfolipasa A2, ADNasa y lipasa. Se puede utilizar asimismo un dispositivo de filtrado para filtrar las
particulas a partir de sangre tratada con una combinacién de 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo,
saponina, y PBS/magnesio mas enzimas seleccionadas de entre el grupo constituido por estreptocinasa,
plasmindgeno, fosfolipasa A2, ADNasa y lipasa. Después de eliminar mediante lavado los reactivos del tratamiento
de enzima y de detergente y cualquier componente de sangre escindido residual, la particula esta lista para el
andlisis o para un tratamiento adicional.

La preparacion de una forma de realizacién de un reactivo de lisis de fibrina se representa como protocolo 1 en la
figura 2 en la que se anaden NaCl, MnCl, DTT, ADNasa y plasminégeno a un tubo de mezcla 110. Se anade a
continuacion el fosfato de sodio al tubo de mezcla 110 y la solucién se distribuye en tubos de reactivo de 1,5 ml 120
colocados en hielo. Los tubos de reactivo 120 se congelan a -75°C durante aproximadamente 20 minutos. Se
anaden aproximadamente 2.700 U de estreptocinasa 130 a la pared de los tubos de reactivo 120 justo por encima
de la solucién de plasminégeno congelado.

Las figuras 3-6 proporcionan los resultados PCR derivados de las muestras de sangre ensayadas cultivadas con
Bacillus anthracis no virulento vegetativo encapsulado que crecieron segun un protocolo CDC # CDC.DFA.1.2,
almacenado en glicerina TSB al 15% y congelado a -75°C. Las cepas de Yersinia pestis no virulentas crecieron en
TSB a 37°C, se congelaron en glicerina TSB al 15% a -75°C. Los contajes bacterianos se ensayaron en el tiempo de
cosecha y se reensayaron en el tiempo de la siembra de la muestra.

Las figuras para el promedio de Bacillus anthracis CFU por seis ml de sangre humana se derivan del ensayo
después de congelar dada la gran desviacion estandar encontrada en los casos de dilucién posteriores a la
congelacién uno junto a otro. No se reconoci6 o esperé muerte celular significativa. Una velocidad de muerte celular
del 30% es la mas elevada que razonablemente se espera en la peor de las circunstancias. Un enfoque conservador
seria incrementar todos los Bacillus anthracis CFU en un 30%.

Las figuras para el promedio de Yersinia pestis CFU por seis ml de sangre se derivan del ensayo anterior a la
congelacién. La baja desviacién estandar del contaje de replicados antes de la congelacion y la concordancia con el
ensayo después de congelar permite la utilizacion de los nimeros de contaje de bacterias antes de congelar. Esto
es un enfoque conservador que se puede utilizar dado los resultados ahora predecibles que se derivan del
almacenaje y de la dilucién de este organismo.

La presente exposicién es de un procedimiento que genera de forma reproducible analitos de ADN adecuados para
el ensayo de PCR de patdégenos, tales como Bacillus anthracis, utilizando muestras de sangre de pacientes que
tienen hasta 3 meses de vida. La sensibilidad es 100% a <10 CFU/mI de sangre humana cuando se utilizan 6 ml de
sangre recogida en un vacutainer Becton Dickinson (tablas 1 y 2). Este protocolo permite asimismo la deteccién al
100% de sensibilidad de Yersinia Pestis a < 10 CFU/mI durante por lo menos uno de los cuatro conjuntos de oligos
segun los datos mas limitados recogidos para este organismo (tabla 3). Se deberia indicar que la CDC no considera
muestras positivas para Y. pestis a menos que dos conjuntos de oligos produzcan una seial PCR aceptable.

Segun el protocolo 1, la figura 7 muestra un procedimiento preferido de montaje de los reactivos de extraccion segin
la presente invencion. Las figuras 8-9 muestran un procedimiento de recuperacién bacteriana y la lisis de fibrina
segun la presente invencién. Las figuras 10-13 muestran un procedimiento preferido de lisis bacteriana y extraccion
de acido nucleico segun la presente invencion.

En una forma de realizacién alternativa, segin se muestra en las figuras 14-16b, las enzimas individuales de la
estreptocinasa y el plasmindgeno estan constituidos por polvos secos, mezclados, distribuidos a continuacién en
tubos de un solo uso. En otra forma de realizacién, la fosfolipasa A, plasmindgeno, ADNasa o endonucleasa, y la
lipasa se suspenden y se secan en granulos de regulador de trehalosa. Aunque resulta preferida la fosfolipasa A», se
puede utilizar cualquier enzima que destruya la membrana nuclear mientras se mantengan la pared celular
bacteriana o el revestimiento viral intactos. La estreptocinasa se suspende asimismo y se seca en granulos de
regulador de trehalosa. Por lo menos un granulo del plasmindégeno y un granulo de la estreptocinasa se
acondicionan en tubos como reactivos secos.
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Los reactivos secos dados a conocer en la presente memoria se pueden resuspender en una solucién de regulador
de 10 ml que comprende aproximadamente fosfato de potasio 10-30 mM, cloruro de magnesio aproximadamente 10-
80 mM, cloruro de sodio aproximadamente 20-150 mM, acido aurintricarboxilico aproximadamente 10-200 mM vy
Triton X-100 aproximadamente 1,0-1,2%. Resulta evidente que el acido aurintricarboxilico proporciona un nivel de
proteccion al acido nucleico bacteriano sin impedir la digestion del ADN humano. No se describe la utilizacion de
acido aurintricarboxilico en los procedimientos anteriores de la digestion de ADN humano. El 6-O-(N-
heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandsido de metilo y la saponina se pueden sustituir por Tritén X-100. En una forma de
realizacion, el 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranédsido de metilo se utiliza a 20-35 mM y la saponina se utiliza a
una concentracién de 0,05-0,19. El 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo se almacena con
fosfolipasa Az, plasminégeno, ADNasa | y lipasa en un regulador de almacenamiento de trehalosa. La sustitucion de
Triton X-100 por 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo y la solucion de saponina permite la
actividad eficaz de la fosfolipasa A», proporciona la accién de rotura de los agregados de proteina sin
desnaturalizarse y es mas adecuada para las paredes bacterianas que el Triton X-100. La utilizacién de saponina y
de 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo en esta combinacién no se describe en la técnica anterior.
El regulador de almacenamiento de trehalosa puede comprender fosfato de potasio 10 mM pH 7,4, Tritén X-100 o 6-
O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopirandsido de metilo 0,01-0,04%, ditiotreitol 1-5 mM y trehalosa 0,3-0,5. El regulador
y la mezcla de enzima se combinan inmediatamente a continuacién con una muestra de sangre de 10 ml, que se
puede escalar hacia 1 ml. La muestra se incuba a continuaciéon a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Los
componentes mencionados anteriormente ayudan a la solubilizacion del elemento de la sangre mediante la
minimizacién de ciertos particulados que de otra manera colmatarian los filtros, dafarian los biosensores o los
dispositivos de espectrometria de masas e impedirian la extraccion de acido nucleico. La solubilizacién ocurre
mientras el ADN humano se digiere eficazmente y el ADN viral y/o bacteriano permanece intacto.

Segun los protocolos 2 y 4, una combinacion de enzimas preferida comprende estreptocinasa, plasminégeno,
ADNasa o endonucleasa, fosfolipasa Az y lipasa. De forma alternativa, se pueden utilizar asimismo las
combinaciones de enzimas que comprenden estreptocinasa, plasmindégeno, ADNasa o endonucleasa y fosfolipasa
A.. En otra forma de combinacién alternativa, se pueden utilizar la estreptocinasa, el plasmindgeno, la ADNasa o la
endonucleasa, ademas de la ADNasa o la endonucleasa, la fosfolipasa Az y la lipasa. La ADNasa o la endonucleasa
en combinacion con la fosfolipasa Az es todavia otra alternativa. La eficacia de las tres Gltimas combinaciones se
descubri6 que era igual.

Segun el protocolo 3, una combinacion de enzimas preferida es la compuesta de estreptocinasa, plasmindgeno,
ADNasa o endonucleasa, fosfolipasa Az y lipasa. Alternativamente, se pueden utilizar las combinaciones de enzimas
que comprenden estreptocinasa, plasmindégeno, ADNasa o endonucleasa y fosfolipasa Az. En otra combinacion
alternativa, se pueden utilizar la estreptocinasa, plasminégeno, la ADNasa o la endonucleasa.

Como se representa en la figura 14 con el protocolo 2, la muestra se centrifuga durante un periodo de
aproximadamente 20 minutos a 5.000-5.500 x g a una temperatura entre 10-22°C después de la incubacién. El
sobrenadante se decanta a continuacion y se lava el granulo tres veces con una solucion de Ecotine 10-
20 mM/HEPES 20 mM, pH 7,7 y/o una solucién de sacarosa 20-30 mM/HEPES 20 mM, pH 7,7.

Alternativamente después de la incubacion, la muestra del protocolo 2 se centrifuga de una forma similar y se
decanta el sobrenadante, seguido de una lisis de muestra y la inactivacién de la ADNasa o de la endonucleasa
utilizando aproximadamente 12,5-25 mg de proteinasa K, dodecilsulfato de sodio (SDS) aproximadamente 1-1,5%,
acido aurintricarboxilico aproximadamente 10-200 mM y regulador de citrato de sodio aproximadamente 10-20 mM,
pH 7,8-8,4. La muestra se deja incubar a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos. A
continuacion se puede aplicar a la muestra digerida cualquier procedimiento de extraccién de acido nucleico
comercializado representado en la figura 14b.

Todavia en otra alternativa, a la que se hace referencia como protocolo 3 y representada en la figura 15, la muestra
se filtra con una unidad de filtro de 0,22-0,45 um y se lava con 10-20 ml de &cido aurintricarboxilico
aproximadamente 10-200 mM, seguido de una lisis de muestra y la inactivacién de la ADNasa o de la endonucleasa.
La lisis de muestra y la inactivacién de la ADNasa o de la endonucleasa se lleva a cabo utilizando aproximadamente
12,5-25 mg de proteinasa K, SDS aproximadamente 1-1,5%, acido aurintricarboxilico aproximadamente 10-200 mM
y regulador de citrato de sodio aproximadamente 10-20 mM. La muestra se incuba a continuaciéon a temperatura
ambiente durante aproximadamente 10 minutos. La adicién de isotiocianato de guanidina 3,5-4,2 M, pH 6,4 es
necesaria para eluir el lisado a partir de la superficie de filtro. El extracto de acido nucleico se puede purificar a
continuacion utilizando un procedimiento comercializado.

Otra alternativa, a la que se hace referencia como protocolo 4 y que se muestra en la figura 16a, aplica la muestra
directamente a un dispositivo biosensor que capturara y detectara bacterias, virus, hongos, toxinas, priones, agentes
quimicos, marcadores metabdlicos o marcadores de estado de enfermedad nativos desarrollados por el propio
cuerpo del paciente en respuesta a estos patégenos y a los agentes presentes en la muestra de sangre.

En todavia otra alternativa del protocolo 4 representada en la figura 16b, la muestra se aplica directamente a un

6
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dispositivo de espectrometria de masas con cromatografia liquida que detectara las fracciones de masa de los
componentes estructurales que comprenden bacterias, virus, toxinas, priones y agentes quimicos presentes en la
muestra de sangre o marcadores de estado de enfermedad nativos desarrollados por el propio cuerpo de los
pacientes en respuesta a estos patdégenos y agentes presentes en la muestra de sangre. Debe apreciarse que los
objetos establecidos anteriormente, y los que resultan evidentes a partir de la descripcién anterior, son conseguidos
eficientemente y dado que pueden introducirse determinadas modificaciones en la construccién anterior sin
apartarse del alcance de la invencion, debe apreciarse que todo el contenido comprendido en la descripcién anterior
o representado en los dibujos adjuntos debe interpretarse en un sentido ilustrativo y no limitativo.

El objetivo de la presente invencién se refiere a procedimientos que se pueden utilizar para retirar selectivamente
ATA de una muestra, tal como una muestra de sangre que contiene acido nucleico. De forma tipica, ATA se utiliza
en los procedimientos para la extraccion y para la purificacion de ARN de células, virus, etc., debido a su actividad
como inhibidor de la ribonucleasa. En una forma de realizacion de la presente invencién reivindicada, el potente
inhibidor de la ribonucleasa ATA estara presente durante la parte del procedimiento de extraccién de acido nucleico
en la que se permite que la hidrélisis de proteina siga en condiciones 6ptimas (es decir, con ATA y sales caotropicas
tales como tiocianato de guanidina). Las composiciones para retirar ATA se pueden proporcionar en forma de
solucion o en forma sdlida seca. Preferentemente, se proporcionan las composiciones en una forma soélida seca a
las que se afade posteriormente un liquido o fluido. En una forma de realizacién ejemplificativa, se utiliza una
composicién de la presente invencién en combinacién con los reactivos de lisis descritos en la presente memoria.

En una forma de realizacién, un procedimiento de la presente invencidon que comprende poner en contacto una
muestra que comprende ATA y acido nucleico, con una composicion de urea/DTPA de la presente invencién. En una
forma de realizacién, la muestra puede comprender cualquier combinacién de reactivos tales como los descritos en
un regulador de lisis de la presente invencion. Una composicion de urea/DTPA de la presente invencion se puede
preparar mediante la combinaciéon de urea con DTPA y opcionalmente EDTA, citrato de sodio, y bastante de una
base, tal como hidroxido de sodio para conseguir pH 8,0 segun se ha definido en la tabla 1. En una forma de
realizacién, la mezcla se calienta aproximadamente a una temperatura superior a 600°C durante aproximadamente 4
horas, se seca, se moltura hasta polvo y se combina opcionalmente con proteinasa K y 6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-
glucopiranésido de metilo. El reactivo de urea/DTPA se proporciona preferentemente en una forma seca de forma
que minimice los volimenes de muestra de secuencia corriente abajo y obvie el procedimiento que consiste en
anadir la proteinasa K (PK) en una etapa separada (ya que PK no es estable durante largos periodos de tiempo en
urea de 6,0 a 7,5 M). El reactivo urea/DTPA molturado se seca al vacio y se afiade (a 360 mg/ml de la muestra de
sangre) a la sangre tratada anteriormente con los reactivos de lisis descritos en la presente memoria. La muestra
tratada con urea/DTPA se incuba aproximadamente 5-10 minutos a aproximadamente 65°C. Cuando las muestras
tratadas con ATA y un reactivo de urea/DTPA de la presente invencién se combinan con los protocolos de extraccién
de &cido nucleico de la técnica anterior en los que las matrices de union tales como silice u otros materiales que
unen los &cidos nucleicos en presencia de sales caotrdpicas o en las que se utiliza la precipitacion y la
centrifugacion, el ATA no se copurificard con el extracto de acido nucleico. En todavia otra forma de realizacion, la
proteinasa K se puede inactivar mediante la exposicién a temperaturas superiores a aproximadamente 80°C durante
5-10 minutos o mas, la muestra se enfria a continuaciéon por debajo de aproximadamente 40°C, a la que a
continuacion se anade ureasa a aproximadamente 1.000-100.000 U/ml para escindir la urea. La muestra a
continuacion se puede aplicar directamente a un dispositivo de matriz de acido nucleico.

Utilizando los procedimientos objetivo en conjuncion con PCR, se pueden detectar Bacillus anthracis 10 CFU por 10
ml de sangre. Asimismo, no hubo diferencia en la cinética RT-PCR derivada de las muestras de PBS en las que se
sembré 1 ng de MS2 ARN en extractos de &cido nucleico preparados con y sin ATA. Asimismo, se detectaron 1.000
pfu del virus de la polio sabin Ill/8 ml de SPS de sangre completa mediante RT-PCR cuando los reactivos de lisis
descritos en la presente memoria se combinaron con el reactivo urea/DTPA y el protocolo descrito anteriormente.
Mediante la utilizacién de un reactivo urea/DTPA de la presente invencién, el ATA que estaba presente antes de la
etapa de la digestién de la proteinasa K no tuvo un impacto negativo sobre la cinética PCR utilizando los extractos
de &cido nucleico que se prepararon utilizando los procedimientos objetivo.

Tabla 1.Contenidos de reactivo en polvo urea/DTPA (iras la adicion de 1 ml de muestra a 360 mg de reactivo)
Urea 6,0-7,5M

6-O-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo 10-20 mg/ml

Proteinasa K 600 - 1.000 ug/ml

EDTA 20 - 70 mM

DTPA 20 - 70 mM

Citrato de sodio 120 mM

Anadir hidréxido de sodio hasta pH 8,0

En otra forma de realizacién, si una muestra no se trata junto con los reactivos de lisis, tales como los descritos en la
presente memoria, se puede aradir a las células a continuacién un regulador que comprende solo ATA como una
primera etapa y tratarse posteriormente segln se ha descrito anteriormente.
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En otra forma de realizacion, se puede afadir la urea hasta aproximadamente 6,0-7,5 M a una muestra que contiene
ATA, y a continuacion combinar con los reguladores de union y matrices de unién de silice basados en la sal
caotropica de la técnica anterior, llevar a cabo el protocolo segun la cita de la literatura o las especificaciones del
fabricante con la excepcion de calentamiento del regulador de unién y de lavado basados en la sal caotropica hasta
aproximadamente 55-65°C antes de utilizarlo con la muestra. La reaccion de urea con el acido aurintricarboxilico
(ATA) mas la combinacion de esta solucion con la sal caotrépica a aproximadamente 55-65°C seguida de la
aplicacién a una matriz de captura de acido nucleico basada en silice permite la unién selectiva de acido nucleico a
la matriz y la exclusion de ATA (que ha salido a través del flujo de la columna). Es la combinacion de la reaccién con
urea y el calor la que proporciona la exclusion de ATA a partir de la matriz de captura de silice mientras el &cido
nucleico se une facilmente. El reactivo urea/DTPA descrito anteriormente producido mediante calentamiento superior
a 600°C durante la produccién elimina la necesidad de esta etapa de calentamiento de sal caotrépica y permite una
mejor eliminacién del ATA.

En otra forma de realizacién, las muestras de sangre se pueden tratar con ATA que contiene mezclas descritas en la
presente memoria en combinacién con la captura de patégeno utilizando péptidos bioactivos funcionalizados en
acido hialurénico asimismo descrito en la presente memoria en el que el acido hialurénico a la vez actda como
guiaonda polimérica. El acido hialurénico se marca con biotina via los grupos carboxilos 0 aminas y el exceso de
biotina no ligado se elimina posteriormente via didlisis. La estreptavidina se reticula y el exceso reticulado no unido
se elimina via dialisis. Se afiade la estreptavidina reticulada en 100-10.000 de exceso molar al acido hialurénico
biotinilado y se incuba aproximadamente 4-10 horas con o sin campo electroforético o dielectroforético aplicado.
Alternativamente, se afade estreptavidina en las proporciones descritas, se incuba durante aproximadamente 1-4
horas agitando, se combina con reactivo de reticulacién fotoactivado y se reticula dentro como un sistema de
litografia para generar estructuras posicionadas dentro de una ruta de flujo de muestra. En este sistema la liberacién
de calcio en el sitio de la captura de patdgeno via péptido bioactivo o apareamiento de especies de ARN se produce
en presencia de trombina (aproximadamente 10-500 pg por mililitro) utilizada para desencadenar la conversion local
del fibrin6geno marcado en la molécula informadora (aproximadamente 10-500 ug por mililitro) en un agregado de
fibrina insoluble en el sitio de la captura de patégeno mediante un péptido bioactivo o el apareamiento de las
especies de ARN sobre la matriz de la guiaonda polimérica del acido hialurénico. Las moléculas informadoras
pueden ser cualquier molécula que se pueda detectar e incluir, por ejemplo, moléculas fluorescentes (fluoresceina,
etc.), moléculas radioactivas, enzimas, antigenos y similares. Tal como se utiliza en la presente memoria, los
péptidos bioactivos incluyen péptidos unidos a virus nativos y modificados no especificos de forma mas 6ptima, tales
como lactoferrina o lactoferrina modificada con acido graso, y péptidos unidos a bacterias nativas y modificadas no
especificas, mas optimamente, tales como Cecropina P1, pero también incluyen, por ejemplo, protamina, Buforina |,
Buforina Il, Defensina, D-Magainina Il, Cecropina A, Cecropina B, Lectina PA-1 y tripticina. Los péptidos modificados
se pueden alterar en términos de contenido de aminoacido e incluyen las sales, ésteres, amidas y formas aciladas
de las mismas.

En otra forma de realizacion, los péptidos bioactivos funcionalizados sobre el acido hialurénico (que se reticula via
biotina y estreptavidina) actian como mitades captadoras de patégeno. Tras la captura del patégeno o del
biomarcador, el acido hialurénico se escinde utilizando aproximadamente 1.000-1.000.000 unidades de
hialuronidasa/ml de muestra dentro del dispositivo.

En otra forma de realizacién, se combinan el ATA, el cloruro de magnesio y los componentes de fosfato de potasio
descritos en el regulador de lisis de la presente invencién se llevan hasta aproximadamente un pH de 9,2-10 en lotes
de 100 ml y se calientan a ebullicion hasta que se forma un residuo seco. El residuo seco se moltura, se seca
adicionalmente al vacio y se anade a otra enzima, detergente y componentes de trehalosa, tales como los descritos
en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la extraccién de acido nucleico de una muestra que contiene acido aurintricarboxilico (ATA),
que comprende poner en contacto la muestra con una composicion que comprende urea Yy
dietilentriaminpentaacetato (DTPA).

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la concentracion de urea en la muestra es de 6,0 a 7,5 M.
3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, en el que la composicion comprende ademas citrato de sodio.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende ademas
hidréxido de sodio.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende ademas
6-0-(N-heptilcarbamoil)-a-D-glucopiranésido de metilo.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende ademas
proteinasa K.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién comprende ademas
etilendiamintetraacetato.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pH de la muestra se lleva a
aproximadamente 8,0.

9. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el procedimiento comprende
ademas calentar la muestra.

10. Procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra comprende ademas una
sal caotropica.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el procedimiento comprende
ademas poner en contacto la muestra con una sal caotropica.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicion es un polvo seco.

13. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la etapa previa de
calentamiento de una solucién de urea y DTPA a por lo menos 600°C antes de que la composicion sea combinada
con una muestra.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 13, en el que la solucion de urea y DTPA se calienta durante
aproximadamente cuatro horas.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la extracciéon de acido nucleico que
comprende las etapas de lavado y/o de unién, y los reactivos utilizados para las etapas de lavado y unién son
calentados hasta 55 a 65°C antes o durante la puesta en contacto de la muestra con los reactivos utilizados para las
etapas de lavado y unién.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas poner en contacto la
muestra con la ureasa.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que se afaden 1.000 a 100.000 unidades de ureasa por ml de
muestra.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra es sangre.

19. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra son bacterias unidas a
particulas de fase solida funcionalizadas con péptidos que se unen a las bacterias, en el que las bacterias se unen a
dichas particulas en una composicién que comprende ademas &cido aurintricarboxilico.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que los péptidos que se unen a las bacterias son seleccionados
de entre Cecropina P1, protamina, Buforina |, Buforina Il, Defensina, D-Magainina Il, Cecropina A, Cecropina B,
Lectina PA-1 y tripticina con o sin modificacién en cuanto al contenido de aminoé&cidos, sales, ésteres, amidas, y sus
formas aciladas.
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Fig. 2
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Grupo de datos de protocolo de sangre de Bacillus Anthracis

Comentarios sobre el

Cebador pX02/ Cebador genémico/ CFU ) !
Nomero de sondas- punto de sondas - punto de  |calculado en tipo de muestra: todas
muestra ; . : las muestras
cruce en el ciclador |cruce en el ciclador de | promedio/ 6 ensayadas 2 dias
de luz luz ml de sangre después del sembrado

M3200253BA1 36,75 37,76 13,75 Sembrado positivo
M3200253BA2 36,59 37.86 13,75 Sembrado positivo
M3200253BA3 35,97 3810 13,75 Sembrado positivo
M3200253BA4 37,26 3953 13,75 Sembrado positivo
M3200253BAS 35,36 4011 13,75 Sembrado positive
M3200253BA6 36,35 45,19 13,75 Sembrado positivo
M3200253BA7 36,62 38,64 13.75 Sembrado positivo
M3200253BA8 37.04 39,51 13,75 Sembrado positivo
M320020BA9 0.00 0,00 4,00 Blanco

M/3200226BA1 37.16 39.35 1,38 Sembrado positivo
M/3200226BA2 36,79 40.28 1,38 Sembrado positivo
M/3200226BA3 37.92 39,94 1,38 Sembrado positivo
M/32002268A4 37,49 40,16 1,38 Sembrado positivo
M/3200226BAS 39.66 40,26 1,38 Sembrado positivo
M/3200226BA6 39,31 41,19 1,38 Sembrado positivo
M/3200226BA7 38,48 40,73 1,38 Sembrado positivo
M/320020BA8 0,00 0,00 0,00 Blanco

12
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Grupo de datos de protocolo de sangre de Bacillus anthracis: comparacion de la sangre de dos

individuos diferentes y evaluacion de ia edad de la
muestra de la sangre

Numero de muestra Cebador pX02 / sondas- Cebador CFU Comentarios sobre
punto de cruce en el ciclador genomico/ sondas} calculado en | el tipo de muestra:
de luz - punto de cruce | promedio/ 6 | todas las muestras
en el ciclador de |mi de sangre | ensayadas 84 dias
luz después del
sembrado
V210253BA1 37,73 39,81 10,5 Donador de sangre 1
V210253BA2 36.74 39,05 105 Donador de sangre 1
V210253BA3 36,51 37,99 105 Donador de sangre 1
V210253BA4 38,12 39,79 105 Donador de sangre 1
V21020BAS5 0,00 0,00 0,00 Blanco
M210253BA1 37,86 39.81 225 Donador de sangre 2
M21 0253BA2 37,84 39,22 2 ,25 Donador de sangre 2
M210253BA3 37.24 38,52 2,25 Donador de sangre 2
M210253BA4 38,68 39.33 2,25 Donador de sangre 2
M21020BA5 0,00 0,00 0,00 Blanco

13
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Grupo de datos de protocolo de sangre de

Bacillus anthracis: evaluacion del protocolo de
sangre por un departamento del laboratorio de
salud

Nimero de muestra

Cebador pX0O2 / sondas-
punto de cruce en el
ciclador de luz

Cebador
genomico/
sondas - punte
de cruce en el
ciclador de luz

CFU
caiculado en
promedioi 6
mi de sangre

Comentarios sobre

Todas las muestras

el tipo de muestra:

en el mismo iote
como en la tabla 1

M3200256BA1L 38,81 39,93 13,75 Sembrado positivo
M3200256BA2L 36,10 39,26 13,75 Sembrado positivo
M/3200223BA3L 36,77 38,58 138 Sembrado positivo
M320020BA4L 0,00 0,00 0,00 Blanco
Fig. 6
Grupo de datos del protocolo de sangre de Yersinia Pestis
Numero de muestrajCebador YP2/ Cebador Cebador |[Cebador YP 16/ CFU Ccomentarios
Sondas- YPS/Sondas | YP12/Sondas| Sondas-punto {calculado | sobre el tipo de
punto de -punto de punto de | de cruce en el en muestra: todas las
cruce en el cruce enel | cruce enel [ciclador de luz |promedio/ muestras
ciclador de | ciclador de | ciclador de 6 ml de extraidas 2 dias
luz luz luz sangre después del
sembrado
M3180251EYP1 0,00 0,00 0,00 37 .97 12,0 Sembrado positivo
M3180251EYP2 0,00 47,01 0,00 0,00 12.0 | sembrado positivo
M3180251EYPI 41,56 0,00 0,00 40,29 12,0 Sembrado positivo
M3180225EYP4 0,00 0,00 0,00 38,98 24.0 | Sembrado positivo
M3180225EYP6 40,20 44,01 39,66 37.60 24,0 |sembrado positivo
M3180251FYP7 0,00 46,15 0,00 39,79 480 Sembrado positivo
M3180251FYP8 40,48 43,59 4170 35,47 48,0 )Sembrado positivo
M3180251FYP9 40,20 41,88 38,67 34,23 48.0 |Sembrado positivo
M318020YP10 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 Blanco
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Fig. 7

Montaje de reactivos de extraccion

ETAPA 7A

ETAPA 7B

ETAPA TC

Localizar una superficie de trabajo
no expuesta normalmente a los
aerosoles de ADN bacteriano.
Limpiar la superficie de trabajo con
una solucion de lejia al 10% recién

Las pipetas serolégicas de un solo
uso son adecuadas para dispensar
los volumenes de reactivo del kit (Il
de Roche de > 0,5 ml. Si se utiliza
una micropipeta asegurarse de

Referirse al kit insertado si se
observan los precipitados en fas
botellas de reactivo def kit lll de
Roche. El kit se almacena a
temperatura ambiente {15-25°C).
Las botellas de reactivo se

hecha si pudiera existir
potencialmente una gran
contaminacion bacteriana. En esta
supefficie de trabajo abrir un kit lll
para el aislamiento de ADN Magna

Pure LC de Roche. J

limpiar el cilindro con lejia al 10% si
la pipeta se ha utilizado para una
posible anterior extraccion de ADN.

N /

ETAPA 7E

O

Mientras se utiliza la superficie de trabajo
relativamente libre de ADN hacer una alicuota de
N + 1 la cantidad de reguladores de lavado |, I}, Il

—

numeran y se codifican por cotor.

N /

ETAPA 7D

regulador de union de lisis y acetona necesaria
para las muestras en tubos de polipropileno de
15 ml que se van a ensayar. Hacer una alicuota de

El regulador de union de lisis contiene
isotiocianato de guanidina. El regulador de lavado

300 pl por muestra del regulador de lisis
bacteriano. Los 68 pl restantes (del total indicado
anteriormente) se utilizaran en la proxima etapa
({7F). Vortear completamente y hacer una alicuota
N + 2 de la cantidad requerida de particulas de
vidrio magnético y del regulador de elucion en

tubos de 1.5 ml.

ETAPA T7F

Preparar la sotucion de proteinasa K mediante la
adicion de 600 ul del regulador de elucion a la
proteinasa K seca y mezclarlos mediante turbina
con por lo menos 20 rotaciones. Almacenar la

{ contiene hidrocloruro de guanidina. Estos
compuestas son irritantes. Llevar siempre
guantes y seqguir los protocolos de higiene
quimica de laboratorio para derrames, exposicion
y eliminacion de estos reactivos. Leer la insercion
del producto ROCHE.

—

ETAPA 7G

El regulador de lisis de proteinasa K esta
compuesto de proteinasa K y de requlador de lisis
bacteriana. Se combinan por muestra 68,0 pl de
volumen de regulador de lisis bacteriana y 32,0 pl

solucion a temperatura ambiente mientras se
utiliza la cepa. Mientras no se utiliza, la solucién se
puede guardar a 2-8°C durante hasta cuatro
semanas o a de -15 a -20°C durante hasta 12
meses. Si se congela, la solucion se deberia
descongelar solo una vez.

\_ _/

15

de solucion de proteinasa K. Se multiplica el
namero de muestra + 1 para cada uno de los
valores anteriores. Se mantiene este calculo listo
para utilizar durante la extraccion de acido

nucleico.
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Recuperacion bacteriana y lisis de fibrina

Fig. 8

ETAPA BA

ﬁ

ETAPA 8B

N L

ETAPA 8C

L/

Se utilizan guantes y batas de
faboratorio todo el tiempo. Cambiar

Las gotas que han caido y se han
identificado sobre la superficie de

los guantes inmediatamente cuando
se identifique o incluso se
sospeche la contaminacion par
aerosol o por la caida de una gota
lal guante. Las batas de tela de
laboratorio podrian ser una fuente
de contaminacion. Cambiar los
guantes a menudo durante todo el
procedimiento, especialmente
lcuando se mueven las cosas luev

de la BSC.

ETAPA BF

-

Tapar e! tubo de vacutainer
utilizando un tapon de cierre de
seguridad tainer Fisherbrand.

1

A
ETAPA 8G

4 )

" Itrabajo durante el procedimiento se

deberian limpiar inmediatamente
con una solucion de lejia al 10%.

=

s R

ETAPA 8E

Se puede guardar a 4°C durante 60
dias sangre humana (aprox. 8,0 ml)
recogida en un vacutainer con tapon
lila Becton Dickinson.

h 4

ETAPA 8D

/’

|/

Utilizar una pipeta serologica de 10
ml para depositar 6,0 mi de solucion

Mientras se siguen las precauciones
de seguridad universal y se utiliza la

de PBS 1 X/Triton X-100 1,2% enun
tubo vacutainer vacio.

\_ /
4 ™

ETAPA 8H

Combinar el lavado PBS/Tritén con
sangre completa en un tubo de
centrifuga de 15 ml. Tapar e
invertir la muestra de sangre
varias veces para asegurar que los

Vortear el tubo durante 10 segundos.
Empezar el vorteo en la mitad del
intervalo de regulaciény a
continuacion avanzar rapidamente
hasta el valor mas elevado del
intervalo de regulacién. Empezando
despacio y a continuacion
aumentando la velocidad se
minimizara la formacion de espuma.

- _/

» elementos de la sangre no se
hayan depositado en el fondo del

N y,

BSC, la muestra de sangre se saca
del almacenamiento y se decanta en
un tubo de 15 ml CORNING.

-
e

Vortear el tubo de 15 mi en el valor
mas elevado de! intervalo de
regulacion durante 10 segundos.
Sostener solo el extremo del tubo
{mejor utilizar el deda pulgar y el
indice). E!l tubo se invierte (tapén
hacia abajo y en un angulo de 90° a
la bandeja de vorteadora) mientras
se vortea para facilitar |la rotacion

del fluido. /

N

ETAPA B

/

4

Continua enla fig. 9
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ETAPA 9A

Continta de la fig. 8

Centrifugar la sangre diluida durante
30 min a 5.500 RCF a 22°C en un rotor
de cubeta oscilante. Trasladar el rotor
entero a la BSC. Sacar la tapa del rotor
y colocar los tubos en una fila.
Decantar el sobrenadante en un tubo

limpio de 50 ml.

ETAPA 9F

-

ETAPA 9B

N[

ETAPA 9C

~

Los contenidos de este tubo de 50
ml se vierten a continuacion en una
botella de residuos bacterianos en
la que la concentracion final sera
lejia ab 10%.

ETAPA SE

Utilizando un extensor de
pipeta, depositar 60,0 gl de
solucion de lisis de fibrina
sobre la parte superior del
granulo que se observa en
el fondo del tubo de
centrifuga de 15 ml.

N /

v

Utilizando una pipeta de transferencia de
6 pulgadas. se saca el fluido de residuo
presente, solo por encima del granulo
que se puede observar. Se saca el vial
de reactivo de lisis de fibrina de la
cubeta de hielo. Si el reactivo
permanece congelado, se hace rotar
entre dos dedos enguantados la punta
del tubo. Mientras se descongela, se
mezcla vigorosamente haciendolo rodar
entre los dedos. Asegurar la suspension
de cualquier precipitado visible.

N

Dejar ei tubo de centrifuga de 15 ml
en posicion vertical durante 3 min,
mientras el fluido residual se
deposita en el fondo del tubo.

ETAPA 9D

Mientras se espera, se saca del
almacenamiento a -75°C un vial {por
muestra de sangre) del reactivo de
lisis de fibrina alicuotada y se coloca

ETAPA 9G \

ETAPA 9H x

en hielo. El reactivo de lisis de fibrina
se puede dejar en hielo durante hasta
15 minutos antes de utilizarse. Utilizar
las precauciones universales mientras

proviene de plasma humano.

{ ETAPA 9! \

se pipetea este reactivo dado que

.

ETAPA 9J

Vortear la muestra en el
jvalor mas elevado del
intervalo de regulacion
Fjurante por lo menos 30
segundos ¢ hasta que el
lgranulo se separe del
fondo del tubo. Si se
fforma espuma, tapar
{firmemente el extremo
del tubo en la superficie
de trabajo 2-3 veces.

NG

-

Incubar la muestra a 37°C|
durante 3¢ min en un
bafio de agua con
agitacion (agitandolo al
valor mas elevado del
p{intervalo de regulacién)
con una repeticion de la
etapa 9F a 15 min.

Anadir 300 pl de

bacteriana sin

J

17

requlador de lisis

proteinasa K y vortear
durante 30 segundos.

Incubar |a muestra a
5°C durante 10 min. A
continuacion vortear

la BSC durante § min.
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Fig. 10

Lisis bacteriana y extraccion de acido nucleico

ETAPA 10A }

Mientras se espera a que se enfrie en la etapa 9J de
1a fig. 9 durante los 5 minutos se combinan los
volumenes calculados de 1a proteinasa K y del
regulador de lisis bacteriana (indicadas en la etapa
7G de la fig. 7). Se agita o se invierte (no se vortea)
ia mezcla 20 veces. El tamaiio del tubo utilizado

/ ETAPA 10B \

Trabajar dentrode la BSC y
utilizando una micropipeta de 100
1000 mi, afadir 100,0 mi de
regulador de lisis bacteriano de
proteinasa K (preparado en la
etapa 10A) al material de la

dependera del volumen preparado. Un ml 0 menos
se deberian preparar en un tubo de 1,5 ml, Los
volimenes mayores se deberian preparar en un
tubo de 50 ml para facilitar la agitacion sin 1a pérdida
de reactivo en las paredes del tubo. Almacenar este
regulador de lisis de proteinasa K a temperatura
ambiente mientras Ia cepa esta en uso. Eliminar
cualquier porcion no utilizada segin las practicas de

higiene quimica de laboratorio. /
ETAPA 10D \

tas muestras se colocan en el area de
extraccion de acido nucleico
preferentemente en la que existe el
100% de extraccion yfo tratamiento de
luz UV. La muestra clinica de ADN no
se deberia extraer directamente cerca

3

muestra que reside en el fondo de
cada tubo de centrifuga de
polipropitenc de 15 mi. El cilindro
de micropipeta expuesta (ia parte
no cubierta por la punta de la
pipeta de un solo uso) deberia
permanecer por [o menos 1 cm por
encima de {a boca del tubo de 15

mi.

o /

/— ETAPA 10C

de Ias areas en las que se amplifica el
ADN; y se almacenan y/o se
manipulan los reactivos de extraccion
en masa o los reactivos de
amplificacion. Anadir 500 mi del
regulador de union de lisis para cada
muestra y vortear durante 10
sequndos en el valor mas elevado del

intervalo de regutacion. j

N /

Continta en la fig. 11

18

Vortear ef tubo de muestra durante
30 segundos en el vaior mas elevado
del intervalo de regulacion. Se

incuba fa muestra en un bano de
agua a 65°C durante 30 minutos
vorteando cada 10 min durante 30
min. Se incuba la muestra ep un bane
de agua a 95°C durante 10 minutos. A
medida que las muestras salen a
95°C del bano de agua se vortean los
contenidos durante 30 segundos en
el valor mas elevado del intervalo de
regulacion. Dejar enfriar tas
muestras durante 5 minutos a
temperatura ambiente.




Fig. 11
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Continta de la fig. 10

Y

ETAPA 11A

Vortear la suspension de particulas de vidrio
magnéticas en el valor mas elevado del
intervalo de regulacién durante 10 segundos.
Asequrar que no hay coagulos de particulas
de vidrio magnéticas (MGP’s) que residen en
el fondo de la botella de reactivo. Utilizando
una pipeta de 20-200 ml, pipetear

ETAPA 11B

Vortear las MGP’s durante 3-5 segundos
antes de la adicion de la muestra siguiente.
Un vorteo abundante asegurara que las
MGP’s no se depositen en la suspension.
Vortear cada muestra cada dos minutos
durante 10 minutos. Iniciar el temporizador
una vez que la gltima muestra se combine

inmediatamente 150 ml de esta suspension
en la primera muestra. Aplicar la punta de la
pipeta justo debajo de la marcade 9 mlen la
pared del tubo. Esto enviaréa las MGP’s hacia
abajo en la pared del tubo sin tocar el cilindro

de pipeta en el borde del tubo.

Inmediatamente vortear la muestra.

N

ETAPA 11D

Colocar dos de los tubos de 1,6 ml al mismo
tiempo en el separador de particulas
magnéticas (MPS). Los tubos se encajaran
en los agujeros de encima. El tapén
permanecera sobre la superficie. Aplicar el
dedo indice y el dedo pulgar en el tapon.
Agitar rapidamente 20 veces para generar la
rotacion sobre el eje horizontal. La rotacion
causara que las MGP’s coagulen en un
coagulo sobre la pared del tubo. El regulador
de union de lisis es azul de forma que no se
pueden ver las MGP’s.

#con MGP’s. Cuando se vortea, aseglrese
que se mueven las MGP’s depositadas en el
fondo del tubo de muestra. Estas particulas
se moveran sila punta del tubo se aplica en
el extremo de la plataforma de vorteo.

o

h

ETAPA 11C

/

cantidad de solucion de lisis.

Utilizando una pipeta de transferencia de 6
pulgadas, sacar la muestra lisada del tubo
de centrifuga de 15 ml y ponerla en el tubo
de microfuga siliconado de 1,5 mi. Los tubos
de 1,5 ml se deberian etiquetar sobre el
tapon y la pared del tubo. Asegurarse que
consiga una transferencia cuantitativa de las
MGP’s negras. No sera problema si algo de
liquido residual permanece en la pared del
tubo. Cualquier MGP que se haya quedado
en el fondo se deberia transferir al tubo mas
pequeno mediante lavado con una pequefia

/

Contintia en la fig. 12

19
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Continua de la fig. 11

Fig. 12

A

ETAPA 12A

Utilizando una pipeta de transferencia,
eliminar la solucion de requlador de union
de lisis azul mediante la aplicacion de la
punta de la pipeta a la pared opuesta a la
MPS del tubo. Seguir disminuyendo el nivel
de liquido a medida que va hacia el fondo
del tubo. Succionar cualquier liquido

ETAPA 12B

-

remanente y tirarlo a los residuos (segun
las normativas de laboratorio). No
succionar MGP's. Si se succionan las
MGP’s simplemente sustituir el fluido y
repetir la etapa 11D. Se puede levantar la
MPS para observar de cerca la eliminacion
del liquido.

\.

/- ETAPA 12D

\

Anadir 850 ml del regulador de lavado I. Vortear en el valor ‘
mas elevado del intervalo de regulacion durante 10-15
segundos. Los reguladores de lavado y la acetona estan
limpios y permitiran la visualizacion de las MGP's. Se
observara la coagulacion de particulas y sera correcta.
Sacar el tubo y sustituirlo a continuacion en la plataforma
vorticial en una sucesion rapida beneficiara la rotura de los
coagulos grandes. Repetir las etapas 11D-12B. Anadir 450,0
mi de regulador de lavado |l. Vortear en el valor mas
elevado del intervalo de regulacion durante 10-14 segundos.
Se observara de nuevo la coagulacion de las particulas y
sera correcta todavia. Sacar el tubo y sustituirlo a
continuacion en la plataforma vorticial en rapida sucesion
beneficiara de nuevo la rotura de los coagulos grandes.

ETAPA 12C

muestra de 1,5 ml en el bloque
calentador a 65°C durante 10

Mientras se incuban los tubos de

minutos no se ponen los tapones.

Los tapones se deberian colocar a 2
cm y apartarlos y darles la vuelta en
una zona limpia de papel de
aluminio o de otra superficie libre de
analito de ADN, En este momento
colocar asimismo el vial cerrado del
regulador de elucion sobre el
bloque calentador.

o _/

‘.__.4

Repetir las etapas 11D-12B. Afadir 450,0 mi de regulador
de lavado Ill. Repetir el procedimiento de vortear como en
la etapa 12B anterior. Repetir las etapas 11D-12B. Anadir
1,0 ml de acetona. Repetir el procedimiento de vorteo de ta
etapa 12B anterior. Eliminar el sobrenadante de la acetona
con una micropipeta de 100-1000 ml en lugar de ia pipeta
de transferencia. Sacar el tubo de la MPS, roscar el tubo
sobre la superficie de trabajo y a continuacion sustituir et
tubo de nuevo en la MPS. Girar lentamente el tubo unas
pocas veces para provocar que se deposite MGP's en la
pared del tubo. Sin tocar el granulo, eliminar la acetona
residual recogida en el fondo del tubo utilizando una
pipeta de 10-100 ml.

Continua en la fig. 13
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Fig. 13
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Continna de la fig. 12

y
ETAPA 13A

Aplicar 50 mi de regulador de elucion
caliente sobre las MGP’'s en el fondo de los
tubos de 1,6 ml Tapar el tubo y vortear en
el valor mas elevado del intervalo de
requlacién durante 10 sequndos. Empezar a
vortear en el valor mas elevado del intervalo

ETAPA 138 \

Incubar las muestras tapadas a 65°C
durante 10 minutos en el blogque
calentador. Vortear las muestras de
ADN durante 10 segundos en la
mitad del intervalo de regulacién a
continuacion girar a 16.000 RCF

de requlacién y a continuacién al final de
los 10 seqgundos, reducir lentamente hasta
el valor menor del intervalo de regulacion.
Acabar el vorteo con una reduccion del
vorteo minimizara la deposiciéon de gotas en
la cara superior del tubo de microfuga.
Algunas muestras pareceran no vortear.

Esta condicion es aceptable,

] durante 3 minutos. Las MGP's
formaran un granulo firme.
Utilizando un dispositivo de 50 ml,
pipetear el sobrenadante en un tubo
de 1,5 ml y llevar a cabo un PCR o
almacenar las muestras a -20°C.

\ )

/ ETAPA 13C \

Para el Bacillus anthracis CDC
basada en oligos, se deberia
llevar a cabo un ensayo de
PCR utilizando las diluciones
de ADN de las muestras de
1:15 y por lo menos un
volumen final de reaccion de

20 mi. Para la Yersinia pestis
CDC basada en oligos, se
deberia utilizar una dilucion
1:20 de un ADN de muestra en
por lo menos un volumen final
de reaccion de 35 ml.

N /
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Fig. 14a
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VERSION 1

uso

Se mezclan la estreptocinasa y
el plasminogeno secos y se
guardan en tubos de un solo

VERSION 2

Los granulos individuales del
compuesto de estreptocinasa y de
plasminégeno se envasan en tubos

como reactivos secos

v v

La versiéon 1 6 2 se resuspende
con un regulador e
inmediatamente se anade a una
muestra de sangre de 1-10 ml

3

Se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

L

La muestra se centrifuga y se
decanta el sobrenadante

y

Se lava el granulo tres veces con
Ecotine y/o con solucion de
sacarosa

22
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Fig. 14b

VERSION 1

Se mezclan la estreptocinasa

y el plasmindgeno secos y se

guardan en tubos de un solo
uso

h

VERSION 2

Los granulos individuales del
compuesto de estreptocinasa y de
plasminégeno se envasan en tubos

como reactivos secos

\ 4

La version 1 6 2 se resuspende
con un regulador e

inmediatamente se anade a una

muestra de sangre de 1-10 mi

y

Se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

l

La muestra se centrifuga y se
decanta el sobrenadante

l

Se lleva a cabo la lisis y la
inactivacién de ADNasal con la

proteinasa K, SDS, acido
aurintricarboxilico y regulador de
citrato de sodio

l

Incubacion a temperatura ambiente
durante 10 minutos

23
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Fig. 15

VERSION 1

Se mezcian la estreptocinasa y
el plasminogeno secos y se
lguardan en tubos de un solo uso

v

VERSION 2

Los granulos individuales del
compuesto de estreptocinasa y de
plasminégeno se envasan en tubos

como reactivos secos

La version 1 6 2 se resuspende
con un requlador e

inmediatamente se afiade a una

muestra de sangre de 1-10 ml

l

Se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

l

Se filtra y a continuacion se lava
con acido aurintricarboxilico

citratc de sodio

Se lleva a cabo la lisis y la
inactivacion de ADNasa l con |a

proteinasa K, SDS, acido
aurintricarboxilico y regulador de

l

Se afade isotiocianato de guanidina
para eluir el lisado

24




Fig. 16a
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VERSION 1

Se mezclan la estreptocinasa y
el plasmindégeno secos y se
guardan en tubos de un solo uso

v

VERSION 2

Los granulos individuales del
compuesto de estreptocinasa y de
plasminégeno se envasan en tubos

como reactivos secos

A

y

La version 1 6 2 se resuspende

con un regulador e

inmediatamente se anade a una
muestra de sangre de 1-10 ml

Se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

Se aplica un dispositivo biosensor
para capturar y detectar los

patégenos

25
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Fig. 16b

VERSION 1 VERSION 2
Se mezclan !a estreptocinasa y Los granulos individuales del
el plasminégeno secos y se compuesto de estreptocinasa y de
guardan en tubos de un solo uso plasmindégeno se envasan en tubos
como reactivos secos

v +

La version 1 6 2 se resuspende
con un regulador e

inmediatamente se afnade a una

muestra de sangre de 1-10 ml

Se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos

Se aplica un dispositivo de
espectrometria de masas con
cromatografia liquida para detectar
las fracciones de masas de los
componentes estructurales de los
patogenos

26



Fig. 17
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Puntos de cruce de banda de ruido para muestras
de sangre sembradas con B. anthracis y
procesadas con plasminogeno, estreptocinasa,
fosfolipasa A2, ADNasal y lipasa con
centrifugacion o filtracién

Centrifugacién Filtracion
Cantidad de B. Puntos de cruce de la i Desviacién Puntos de ¢ ! iacio
se:r:‘I;?ar;:‘?cfu) banda de ruido Media estandar band:ecler:,ucizc('j o Media D::é'ﬁ;';"
<0,01
<001
<10 4033 39389 40,11
<10 37.7% 37.79
<20 40,36 17.69 3903
<20 4193 40 31 41.12
<50 40,47 40 .47 3790 37,70 37179 37.80 010
<50 3811 40,26 3924 36,45 3609 368) 3645 036
<500 37,53 3624 3790 37.22 0,87 3575 3412 3498 3495 082
<50,0 3645 38,15 3849 37,70 1,09 3524 3418 34,68 3470 053
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Fig. 18

Sedimentacion y solubilizacién de agregados
de tejido a partir de muestras de sangre de 6 ml
expuestas a diversos tratamientos de

detergentes y enzimas

Tratamientos de enzima en un regulador de
PBS/Triton X-100

Taton | PIFIU | Ph®P T PI1U | Dnimg | Dn’1mg | Dn'1mg

X-100 Ph.’ Ph.’ P 1U
enPBS Ph’
% Observable de agregado de tejido 100 100 100 100 90 10 10

granutado después de la
centrifugacion

Tiempo {min) para la solubilizacion > 360 > 60 > 60 > 60 <10 <0.5 <05

de agregado de tejido visible en
BLBY

8 ADNasa | del kit Il de aislamiento de ADN MagNa Pure LC de Roche

5 posfolipasa A
¢ Plasminégeno y estreptocinasa 10K U
d Regulador de lisis bacteriana del kit {l} de aistamiento de ADN MagNa Pure LC de Roche
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Fig. 19

ES 2365976 T3

Caracteristicas de filtraciéon de muestras de
sangre de 6 ml expuestas a diversos
tratamientos de enzimas y detergentes

Tratamientos de enzima en un regulador de
PBSITriton X-100

Triton Dn’img | Dn." I mg| PL°SU | PlL°SU PLc SU PLC 10U
X-100 Pat Dn’ img | Dn“0,2mg {Dn* 0 2mg
enPBS Ph® Ph® ph.*

No filtrable + + +

Filtrable con agregados de

tejido observables + +

Filtrable sin agregados

observables + +

¢ ADNasa | del kit lil de aislamiento de ADN MagNa Pure LC de Roche

b Fosfolipasa Af

¢ Plasminogeno convertido a plasmina con estreptocinasa 10K U
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