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ES 2 528483 T3

DESCRIPCION
Método vy kit para la preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de 4cido nucleico

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un método y a un kit para la preparacion de una muestra para su uso en
amplificacion de acido nucleico.

Antecedentes de la técnica

Las técnicas de amplificacion de &cido nucleico, incluyendo métodos de PCR y LAMP, han llegado a usarse en
muchos campos de la biologia tales como biologia molecular y medicina, y se usan cominmente para la obtencién
del perfil de ADN, pruebas alimentarias, pruebas de saneamiento medioambiental y pruebas con animales y plantas.

Cuando la muestra de prueba es un liquido puede usarse directamente como muestra de amplificaciéon de acido
nucleico para la amplificaciéon del acido nucleico diana, pero puesto que el acido nucleico diana esta presente en
células en el caso de una muestra bioldgica, la muestra biolégica debe disolverse usando un lisado celular (por
ejemplo, una disolucion de alcali o tensioactivo) y eluirse el acido nucleico de las células para preparar la muestra de
amplificacién de acido nucleico.

Por ejemplo, puede anadirse una disolucion que contiene dodecilsulfato de sodio a la muestra biolégica y calentarse
la mezcla para desnaturalizar la proteina, o afiadirse una disoluciéon acuosa de hidréxido de sodio a la misma, para
romper las membranas celulares y eluir el 4cido nucleico para su uso como muestra de amplificacién de acido
nucleico.

Los esputos y la saliva son muestras bioldgicas muy importantes para el diagnéstico de enfermedad pulmonar tal
como tuberculosis.

Sin embargo, habitualmente es dificil amplificar de manera estable &cido nucleico a partir de esputo o saliva, y por
tanto la deteccion de Mycobacterium en esputo o saliva para su diagnéstico se logra habitualmente licuando el
esputo o la saliva muestreados con hidréxido de sodio o similar y realizando separacién centrifuga, recogiendo las
células de Mycobacterium como precipitado y cultivandolas (documento de patente 1).

Cuando se prepara una muestra de amplificacion de acido nucleico a partir de una muestra biolégica distinta de
esputo o saliva, sustancias tales como proteinas, polisacaridos y lipidos que se eluyen con el 4cido nucleico de las
células inhiben parcial o completamente la reaccidon de amplificaciéon de &cido nucleico, y por tanto se obtienen
resultados no reproducibles o la presencia o el nivel de expresién del acido nucleico diana no puede evaluarse de
manera precisa.

Ademas, el tensioactivo usado en la preparacion de la muestra de amplificaciéon de acido nucleico a partir de la
muestra bioldgica puede inhibir parcial o completamente la reacciéon de amplificacion de &cido nucleico si esta
presente por encima de una determinada concentracién en la muestra de amplificacién de acido nucleico, y por tanto
la muestra de amplificacién de acido nucleico debe diluirse para la reaccion de amplificacion de acido nucleico.

Por estos motivos ha sido muy dificil realizar el diagndstico de pacientes mediante la amplificaciéon de acido nucleico
diana y hacer pruebas precisas para alimentos o saneamiento medioambiental, o de animales o plantas.

[Documento de patente 1] Publicacion de patente japonesa no examinada HEI n.° 9-173065
Descripcién de la invencién

Problemas gue van a solucionarse mediante la invencion

Un objeto de la presente invencion es eliminar sustancias en muestras bioldgicas y extractos de 4cido nucleico que
puedan inhibir la amplificacion de acido nucleico, y permitir una evaluaciéon conveniente y precisa de la presencia de
acido nucleico diana o el nivel de expresion de un gen diana en una muestra bioldgica, mediante medios de
amplificacion de &cido nucleico que emplean una enzima.

Medios para solucionar los problemas

Con el fin de lograr el objeto establecido anteriormente, se proporciona un método para la preparaciéon de una
muestra para su uso en la amplificacion de acido nucleico, que va a usarse para la amplificacion de acido nucleico
en una muestra biolégica, método que comprende una etapa de extraccién en la que se afade un reactivo de
extraccion de acido nucleico a la muestra biolégica para obtener un extracto de acido nucleico, y una etapa de
purificacion en la que el extracto de acido nucleico se pone en contacto con zeolita para obtener una muestra de
amplificacion de acido nucleico adecuada para la amplificacion de &cido nucleico, que permite la deteccion de acido
nucleico a alta sensibilidad.
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El término “zeolita” se refiere colectivamente a sales de &cido aluminosilicico con microporos en sus cristales, y
éstas tienen un esqueleto basico que es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de SiO4 y AlO4
enlazados por atomos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales alcalinos,
iones de metales alcalinotérreos, iones amonio o iones hidrégeno en los cristales, y “zeolita protonada” es zeolita
que contiene iones hidrégeno en los cristales. La zeolita con una “estructura cristalina de mordenita” es zeolita que
tiene una estructura cristalina que refleja una estructura esquelética en columna hexagonal. La zeolita es
preferiblemente zeolita con una razén S/A (razén de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas
preferiblemente zeolita con una razén S/A de 39 o mas.

Los presentes inventores han encontrado que sustancias que inhiben la amplificacion de acido nucleico en muestras
bioldgicas y extractos de acido nucleico se adsorben eficazmente en la zeolita, pero que el propio acido nucleico
diana que va a usarse como molde para la reaccién de amplificacién de acido nucleico no se adsorbe en la zeolita.
El término “adsorbido” significa que la sustancia se incompora uniéndose sobre la superficie de la zeolita o en sus
microporos.

Puesto gue el método de preparacién descrito anteriormente permite que sustancias que inhiben la amplificaciéon de
acido nucleico, que estdn presentes en una muestra bioldgica o extracto de acido nucleico, se eliminen de la
muestra de amplificacion de acido nucleico, es posible preparar una muestra de amplificacion de acido nucleico que
permite la deteccion reproducible de acido nucleico diana incluso a partir de muestras biolégicas que normalmente
no permiten una facil amplificacién de acido nucleico.

El reactivo de extraccidon de acido nucleico es preferiblemente uno que comprende un tensioactivo y/o alcali, en el
que el tensioactivo es mas preferiblemente un tensioactivo aniénico.

El tensioactivo anidnico es preferiblemente al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en sales de
acido alquilsulfarico, sales de acido alquiletersulfirico y sales de acido alquilbencenosulfurico, prefiriéndose méas
dodecilsulfato de sodio.

Sales de &cido alquilsulfurico, sales de &cido alquiletersuifurico y sales de &cido alquilbencenosulfurico como
tensioactivos aniénicos pueden aumentar la eficacia de extraccién de acido nucleico a partir de muestras bioldgicas,
permitiendo por tanto una eliminacién eficaz de muestras de amplificacién de acido nucleico usando zeolita.

La etapa de extraccion es preferiblemente una etapa en la que se afiade un reactivo de extraccion de &cido nucleico
a la muestra bioldgica, con la adicion de una sal inorganica, para obtener un extracto de acido nucleico.

La etapa de purificacién es preferiblemente una etapa en la que se afade zeolita al extracto de acido nucleico y se
mezcla, y entonces se aisla la zeolita mediante separacion centrifuga o filtracion para obtener la muestra de
amplificacion de acido nucleico.

La etapa de purificacién también es preferiblemente una etapa en la que el extracto de acido nucleico se hace pasar
a través de una columna de eliminacién empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben
sobre la zeolita, es decir, las sustancias que inhiben la deteccién de acido nucleico de alta sensibilidad, para obtener
la muestra de amplificaciéon de acido nucleico.

Usando una columna de eliminacién empaquetada con zeolita se elimina la necesidad de una etapa de eliminacién
de la zeolita de la muestra de amplificacién de acido nucleico mediante separacion centrifuga, y por tanto puede
acortarse la etapa para la preparacién de una muestra para su uso en amplificacién de acido nucleico, al mismo
tiempo que también se impide la pérdida de muestra de amplificacién de acido nucleico.

El método para la preparaciéon de una muestra para su uso en amplificacién de dcido nucleico permite la preparacién
de una muestra de amplificacion de acido nucleico que es adecuada para la amplificacién de acido nucleico, ya sea
la muestra biolégica sangre, liquido cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga nasal o fluido tomado
con torundas, sin eliminar la viscosidad o diluir las sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico.

La zeolita es preferiblemente zeolita protonada, y preferiblemente tiene una estructura cristalina de mordenita.

La zeolita protonada puede eliminar satisfactoriamente tensioactivos aniénicos de muestras de amplificacion de
acido nucleico, y una estructura cristalina de mordenita permite que la desalacién y neutralizacién de la muestra de
amplificacién de acido nucleico se lleven a cabo simultdneamente.

La descripcién proporciona ademas un kit para la preparacién de una muestra para su uso en amplificacién de acido
nucleico, que va a usarse en el método de preparacién descrito anteriormente, comprendiendo el kit un reactivo de
extraccion de &cido nucleico y zeolita.

Puesto que este kit de preparacién permite la eliminacion de sustancias que inhiben la amplificacion de acido
nucleico, que estan presentes en una muestra bioldgica o extracto de &cido nucleico, es posible preparar facilmente
una muestra de amplificacién de &cido nucleico que permite la deteccién reproducible de acido nucleico diana
incluso a partir de muestras biolégicas que no permiten una facil amplificacién de acido nucleico.
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El reactivo de extraccion de acido nucleico en el kit de preparacion descrito anteriormente es preferiblemente uno
gque comprende un tensioactivo y/o alcali, en el que el tensioactivo es mas preferiblemente un tensioactivo anidnico.
La zeolita es preferiblemente zeolita protonada con una estructura cristalina de mordenita.

Si la zeolita estd protonada y tiene una estructura cristalina de mordenita, ser4 posible eliminar eficazmente
tensioactivos anidnicos de las muestras de amplificacion de acido nucleico y llevar a cabo simultdneamente la
desalacién y neutralizacion.

Puesto que el kit de preparacion de la invencion permite la preparacion de una muestra de amplificaciéon de 4cido
nucleico adecuada para la deteccion de 4cido nucleico altamente sensible, puede usarse satisfactoriamente como
reactivo de composicion en un kit de deteccion de amplificacion de acido nucleico, y si todos o parte de los reactivos
en el kit de deteccion de amplificaciéon de acido nucleico son reactivos secos, serd posible obtener una sensibilidad
de deteccién superior y mejorar enormemente la operatividad para el examen génico.

Efecto de la invencidén

Segun la invencion es posible eliminar sustancias que inhiben la amplificacion de 4acido nucleico, que estan
presentes en una muestra biolégica o extracto de acido nucleico, de una muestra de amplificacion de acido nucleico,
y preparar una muestra de amplificacion de 4cido nucleico que permite la deteccidn reproducible de acido nucleico
diana incluso a partir de muestras biolégicas que normalmente no permiten una facil amplificacion de 4cido nucleico.
Segln la invencidn, es posible preparar una muestra de amplificacion de 4cido nucleico que es adecuada para la
amplificacién de Acido nucleico, ya sea la muestra bioldgica sangre, liquido cefalorraquideo, orina, heces, esputo,
saliva, descarga nasal o fluido tomado con torundas, sin requerir eliminacién de la viscosidad o dilucion de las
sustancias que inhiben la amplificacion de Aacido nucleico. También es posible, segun la invencidn, eliminar
satisfactoriamente tensioactivos aniénicos de muestras de amplificacion de 4cido nucleico y lograr simultdneamente
la desalacién y neutralizacion de muestras de amplificacion de 4cido nucleico.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 es una vista en perspectiva de una columna de eliminacion empaquetada con zeolita.

La figura 2 es un gréafico que muestra los resultados de! examen de adsorcién de 4cido nucleico diana en zeolita
(HSZ-690HOA por Tosoh Corp.).

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de neutralizaciéon de hidréxido de sodio
de la zeolita.

La figura 4 es un gréfico que muestra los resultados del examen del efecto de eliminacion de SDS de la zeolita.
La figura 5 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de desalacion de la zeolita.

La figura 6 es un grafico que muestra los resultados del examen de la influencia de la preparaciéon de la muestra
biolégica y la composicion del extracto de acido nucleico sobre la amplificacion del 4cido nucleico diana.

La figura 7 muestra los resultados de la amplificacion del 4cido nucleico diana mediante LAMP, usando una muestra
de amplificacion de acido nucleico preparada a partir de sangre mediante tratamiento con zeolita (muestra tratada
con zeolita) y una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no
tratada con zeolita).

La figura 8 muestra los resultados (1) de una prueba para determinar como la reaccién de amplificaciéon de acido
nucleico se ve influida por la cantidad introducida de una muestra de amplificacion de 4cido nucleico preparada con
tratamiento con zeolita en una mezcla de reaccién de LAMP (25 pl).

La figura 9 muestra los resultados (2) de una prueba para determinar cémo la reacciéon de amplificaciéon de acido
nucleico se ve influida por la cantidad introducida de una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada con
tratamiento con zeolita en una mezcla de reaccion de LAMP (25 pl).

La figura 10 muestra los resultados de amplificacion de acido nucleico diana mediante PCR, usando una muestra de
amplificacion de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) y una muestra de
amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita).

La figura 11 muestra los resultados de amplificacion de &cido nucleico diana mediante RT-LAMP, usando una
muestra de amplificacion de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) y una
muestra de amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zedlita).

Explicacién de simbolos

1: Tubo de centrifugacion, 3: zeolita, 5: casete, 7: membrana, 10: columna de eliminacion.
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Mejores modos para llevar a cabo la invencién
Se explicarén ahora los modos preferidos de la invencién.

El método de preparacion de la descripcion es un método para la preparaciéon de una muestra para su uso en
amplificacion de acido nucleico, que va a usarse para la amplificaciéon de dcido nucleico en una muestra bioldgica,
método que comprende una etapa de extraccion en la que se anade un reactivo de extraccion de acido nucleico a la
muestra bioldgica para obtener un extracto de acido nucleico, y una etapa de purificacién en la que el extracto de
acido nucleico se pone en contacto con zeolita para obtener una muestra de amplificacion de acido nucleico
adecuada para la amplificacion de acido nucleico para permitir la deteccién de acido nucleico a alta sensibilidad.

El término “zeolita” se refiere colectivamente a sales de acido aluminosilicico con microporos en sus cristales, y
éstas tienen una estructura principal basica que es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de SiO4 y
AlO, enlazados por atomos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales
alcalinos, iones de metales alcalinotérreos, iones amonio o iones hidrégeno en los cristales, y “zeolita protonada” es
zeolita que contiene iones hidrégeno en los cristales. Zeolita con una “estructura cristalina de mordenita” es zeolita
que tiene una estructura cristalina que refleja una estructura esquelética en columna hexagonal. La zeolita es
preferiblemente zeolita con una razén S/A (razén de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas
preferiblemente zeolita con una razén S/A de 39 o mas.

El término “muestra bioldgica” usado a lo largo de toda la presente memoria descriptiva se refiere a un espécimen
proporcionado para la preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de acido nucleico, que es todo o
una parte de células, tejidos u érganos bioldgicos, e incluye especimenes muestreados directamente del cuerpo asi
como especimenes obtenidos del medio ambiente tales como agua, suelo o aire. El término “muestra de
amplificacion de acido nucleico” se refiere a una muestra preparada para su uso en amplificacion de dcido nucleico
diana, como una disolucidon que contiene el &cido nucleico diana.

La muestra bioldgica puede ser, por ejemplo, sangre, liquido cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga
nasal o fluido tomado con torundas.

En la etapa de extraccion, se anade preferiblemente un reactivo de extraccién de acido nucleico que contiene un
tensioactivo anidnico y/o alcali a la muestra bioldgica para extraer el acido nucleico, y el tensioactivo anidnico es
preferiblemente al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en sales de acido alquilsulfarico, sales
de 4acido alquiletersulfurico y sales de &cido alquilbencenosulftrico.

Los ejemplos de sales de acido alquilsulfurico incluyen dodecilsulfato de sodio, decilsulfato de sodio y laurilsulfato de
sodio, los ejemplos de sales de acido alquiletersulfirico incluyen lauril éter sulfato de sodio, polioxietilenlauril éter
sulfato de sodio y polioxietilenmiristil éter sulfato de sodio, y los ejemplos de sales de dcido alquilbencenosulftrico
incluyen dodecilbencenosulfato de sodio, etilbencenosulfato de sodio y butitbencenosulfato de sodio, entre los que
se prefiere dodecilsulfato de sodio.

Como ejemplos de alcalis pueden mencionarse hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de litio, hidréxido
de calcio y agua amoniacal, prefiriéndose particularmente hidréxido de sodio.

El procedimiento para la etapa de extraccidon puede realizarse basdndose en un método de ebullicion o un método
de disolucién con dlcali que puede llevarse a cabo facilmente por un experto en la técnica.

Especificamente, en un método de ebullicion, la muestra bioldgica se coloca en un microtubo y, en el caso de una
muestra biolégica liquida (sangre, liquido cefalorraquideo, orina, suspensién de heces, esputo, saliva, descarga
nasal o fluido tomado con torundas), el reactivo de extraccion de acido nucleico que contiene el tensioactivo aniénico
se anade directamente y la mezcla se somete a ebullicidon durante 15 minutos, o se permite que repose durante 10-
15 minutos en un bloque de calentamiento a 95°C (denominado “tratamiento térmico” a continuacién en el presente
documento). Cuando la muestra biolégica es un sélido (tal como un tejido u 6rgano), puede afadirse una cantidad
equivalente de agua esterilizada a un microtubo que contiene la muestra bioldgica, y la mezcla se somete
rapidamente a congelacion y fusion repetidas, o se suelta fisicamente con una pipeta o espatula, y entonces se
afhade el reactivo de extraccion de acido nucleico que contiene tensioactivo anidnico antes del tratamiento térmico.
El reactivo de extraccion de acido nucleico también puede anadirse a una suspension de la muestra biolégica en
agua esterilizada o una disolucion de tamponamiento, y suministrarse para el tratamiento posterior.

En el caso de una muestra bioldgica faciimente extraible, puede anadirse agua esterilizada y llevarse a cabo el
tratamiento térmico sin adicidn del reactivo de extraccion de acido nucleico que contiene tensioactivo anionico.

Para un método de disolucién con dlcali, por otro lado, la muestra bioldgica se coloca en un microtubo vy, si la
muestra bioldgica es un liquido, se afade directamente reactivo de extraccién de acido nucleico que contiene alcali y
la mezcla se agita con un vértex hasta la disolucion de las células, antes del tratamiento térmico.

Cuando la muestra bioldgica es un sdlido, puede afadirse una cantidad equivalente de agua esterilizada a un
microtubo que contiene la muestra bioldgica, y la mezcla se somete rapidamente a congelacién y fusién repetidas o
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se suelta fisicamente con una pipeta o espatula, de la misma manera descrita anteriormente, y entonces se afiade el
reactivo de extraccién de acido nucleico que contiene alcali y la mezcla se agita con un vértex hasta la disolucién del
tejido u 6rgano, antes del tratamiento térmico.

Para un aumento de la eficacia de extraccion, puede afiadirse un tensioactivo aniénico al reactivo de extracciéon de
acido nucleico que contiene alcali para la extraccién del acido nucleico de la muestra bioldgica.

En la etapa de extraccion, se afiade preferiblemente un reactivo de extraccién de acido nucleico a la muestra
biolégica, con la adicién de una sal inorganica, para obtener un extracto de acido nucleico. La condicién de adicién
de sal inorganica es la condicién de que se afiada una sal inorganica a la mezcla de muestra biolégica/reactivo de
extraccion de acido nucleico, usando una disolucion de la sal inorganica en un tampén o similar para la dilucion de la
muestra bioldgica o usando un reactivo de extraccion de acido nucleico que contiene sal inorganica, o una
combinacién de ambos procedimientos, para la extraccion del acido nucleico. El procedimiento para la extraccion del
acido nucleico de la muestra biolégica puede llevarse a cabo mediante el método descrito anteriormente con la
condicién de adicién de una sal inorganica.

Los ejemplos de sales inorganicas incluyen sales de sodio y sales de potasio, prefiriéndose particularmente cloruro
de sodio y cloruro de potasio. La cantidad de sal inorganica anadida es preferiblemente de 5-100 mM y mas
preferiblemente de 15-30 mM como concentracion final en la mezcla de la muestra biologica y el reactivo de
extraccion de acido nucleico.

En la etapa de purificacién, el extracto de acido nucleico se pone en contacto con zeolita para eliminar del extracto
de acido nucleico las sustancias que se adsorben sobre la zeolita, y la zeolita es preferiblemente zeolita protonada y
mas preferiblemente tiene una estructura cristalina de mordenita. El término “adsorbido” significa que la sustancia se
incorpora mediante unién sobre la superficie de la zeolita o en sus microporos.

El término “zeolita” se refiere colectivamente a sales de acido aluminosilicico con microporos en sus cristales, y
éstas tienen una estructura principal basica que es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de SiOs4 y
AlQ, enlazados por atomos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales
alcalinos, iones de metales alcalinotérreos, iones amonio o iones hidrégeno en los cristales, y “zeolita protonada” es
zeolita que contiene iones hidrégeno en los cristales. Zeolita con una “estructura cristalina de mordenita” es zeolita
que tiene una estructura cristalina que refleja una estructura esquelética en columna hexagonal. La zeolita es
preferiblemente zeolita con una razén S/A (razén de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas
preferiblemente zeolita con una razén S/A de 39 o mas.

Como primer modo de la etapa de purificacién, se afiade zeolita al extracto de acido nucleico y se mezcla con el
mismo, y entonces se aisla la zeolita mediante separacién centrifuga o filtracién para obtener una muestra de
amplificacién de acido nucleico. Este procedimiento puede eliminar sustancias que se adsorben sobre la zeolita del
extracto de acido nucleico, de modo que la disolucién obtenida puede usarse como muestra de amplificaciéon de
acido nucleico.

Como segundo modo de la etapa de purificacion, el extracto de acido nucleico se hace pasar a través de una
columna de eliminacién empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben sobre la zeolita, para
obtener una muestra de amplificacion de acido nucleico. Este procedimiento puede eliminar del extracto de acido
nucleico las sustancias que inhiben la deteccién de acido nucleico de alta sensibilidad, de modo que la disolucién
que se eluye de la columna de eliminacién puede usarse como muestra de amplificacién de acido nucleico.

Las sustancias que inhiben la deteccién de acido nucleico de alta sensibilidad son componentes inhibidores tales
como sales en el espécimen, o alcalis, tensioactivos y agua del reactivo de extraccion.

La figura 1 es una vista en perspectiva de una columna de eliminacién empaquetada con zeolita.

La columna de eliminacién 10 comprende un casete 5 empaquetado con zeolita 3 montado sobre un tubo de
centrifugacion 1. El casete 5 esta anclado firmemente al tubo de centrifugacion 1 cerca del centro entre la abertura y
la seccion inferior del tubo de centrifugacién, y tiene una construccion tal que el extracto de acido nucleico aplicado a
través de la abertura del tubo de centrifugacion 1 no evita el contacto con la zeolita empaquetada en el casete 5.

Se proporciona una membrana 7 en la seccion inferior del casete 5, y esta disefiada de modo que incluso cuando la
columna de eliminacién 10 se ha centrifugado con un separador centrifugo, la zeolita 3 se sujeta mediante el casete
5 y no cae hacia la seccién inferior del tubo de centrifugaciéon 1. La membrana 7 puede ser, por ejemplo, papel de
filtro, fibra de vidrio, un material textil no tejido de puipa, rayon, fibras sintéticas, resina de flior o similar. El peso de
carga de la zeolita 3 puede ser de aproximadamente 300 mg hasta 100 ul de muestra bioldgica, y esto puede
ajustarse apropiadamente dependiendo del tipo y la cantidad de muestra biolégica.

Los ejemplos de métodos para eliminar sustancias adsorbidas sobre la zeolita 3 del extracto de acido nucleico,
usando la columna de eliminacion 10, incluyen un método de aplicacién del extracto de acido nucleico a la columna
de eliminacién 10 y esperar a que caiga de manera natural hacia abajo, y un método de centrifugacion de ia columna
de eliminacién en un separador centrifugo, y en cualquier método, la muestra de amplificacion de acido nucleico de
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la que se han eliminado las sustancias adsorbidas sobre la zeolita 3, puede obtenerse en la seccidn inferior de la
columna de eliminacién 10.

Los diferentes tipos de reactivos, necesarios para el método para la preparacién de una muestra para su uso en
amplificacién de acido nucleico segun la invencién, pueden empaquetarse previamente para su uso en un kit para la
preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de &cido nucleico, o un kit para la deteccién de
amplificacion de &cido nucleico. En otras palabras, también se proporciona un kit para la preparacién de una
muestra para su uso en amplificacién de 4cido nucleico y un kit para la deteccion de amplificacién de acido nucleico,
que comprende zeolita y un reactivo de extraccién de acido nucleico que incluye un tensioactivo aniénico y/o un
alcali.

Se mencionaron anteriormente ejemplos especificos para el tensioactivo anidnico, el dlcali y la zeolita.

La zeolita esta preferiblemente protonada y tiene una estructura cristalina de mordenita, y el kit puede comprender la
columna de eliminacién 10 empaquetada en lugar de zeolita.

Ademas, si todos 0 una parte de los reactivos en cada kit se liofilizan en la cantidad necesaria y se proporcionan
como reactivos secos, es posible producir una sensibilidad de deteccidn superior y también mejorar enormemente la
operatividad para el examen génico.

Ejemplos

La presente invencidn se explicara ahora en mayor detalle con referencia a los ejemplos, con la comprensién de que
no se pretende que la invencién se limite a estos ejemplos.

(Ejemplo 1) Examen de la adsorcidn de &cido nucleico diana sobre zeolita

Para la eliminacién de sustancias que inhiben la reaccion de amplificacién de acido nucleico, que estan presentes en
un extracto de acido nucleico preparado a partir de una muestra bioldgica (sustancias que inhiben la amplificacién de
acido nucleico), usando zeolita, es una condicién esencial que el acido nucleico diana que se usard como molde no
se adsorba sobre la zeolita. Se usaron por tanto tres tipos diferentes de zeolita para someter a prueba si el 4cido
nucleico diana que va a usarse como molde se adsorbe sobre la zeolita.

En primer lugar, se afadieron 80 ul de agua esterilizada y 100 pl de 2 x reactivo de extraccidn de acido nucleico
(NaOH 0,4 M, SDS al 1%) a un microtubo, y se calenté la mezcla a 95°C durante 15 minutos y entonces se permitid
que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se afadieron 20 i de
disolucion de &cido nucleico diana. Se usé una disolucién de ADN gendmico (100 copias/ul) extraido de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucion de acido nucleico diana.

A continuacién, se afiadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa al microtubo que contenia la disolucién de
acido nucleico diana y se mezclaron con fa misma mediante inversién del microtubo, tras lo que se permitié que la
mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usd el sobrenadante obtenido mediante
centrifugacién como muestra de amplificacion de acido nucleico (muestra tratada con zeolita), amplificando el 4cido
nucleico diana en 10 pl de la misma mediante el método de LAMP. La zeolita usada era de 3 tipos: HSZ-690HOA
(forma protonada y forma de mordenita, producto de Tosoh Corp.), HSZ-940HOA (forma protonada y forma beta,
producto de Tosoh Corp.) y HSZ-980HOA (forma protonada y forma beta, producto de Tosoh Corp.), y se someti6 a
prueba cada tipo de zeolita.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacion del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la adicién de un equivalente de agua
esterilizada en lugar de la disolucién de &cido nucleico diana (control negativo), y una muestra de amplificacién de
acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 9 ul de agua esterilizada a 1 pl de disolucién de &cido
nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gendmico: control positivo).

Se usd el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacion del acido nucleico diana mediante LAMP,
poniéndolos en una mezcla de reaccion de LAMP que tenia la siguiente composicién, a 67°C durante 60 minutos, y
se midiod la turbidez que aumentd con la amplificacion del acido nucleico diana con un turbidimetro en tiempo real
(LA-200, producto de Teramecs).

<Conjunto de cebadores para el método de LAMP usando el gen de girasa B de M. tuberculosis como &cido nucleico
diana>

Cebador FIP de girasa B: 5'-gcggttgatgtgtttcacgcacaaagttaagagecg-3' (SEQ ID NO: 1)
Cebador BIP de girasa B: 5’-gcgattcatagcagcategttccattgcatecgegatetccac-3' (SEQ ID NO: 2)
Cebador F3 de girasa B: 5’-cgcagccgaatccact-3' (SEQ ID NO: 3)

Cebador B3 de girasa B: 5’-cgactccgaataccecgg-3' (SEQ ID NO: 4)

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 528483 T3

Cebador LF de girasa B: 5’-gaagtccaccaggcc-3’ (SEQ ID NO: 5)

Cebador LB de girasa B: 5'-tttccggcaagggcacc-3’ (SEQ ID NO: 6)

<Composicion de la mezcla de reaccién de LAMP (25 l)>

Cantidad prescrita de muestra de amplificacién de acido nucleico

Tris-HCI 20 mM (pH 8,8)

KCl 10 mM

(NH4)ZSO4 10 mM

MgS0O4 8 mM

Tween20 al 0,1%

dNTP 5,6 mM

Cebador FIP 1,6 uM

Cebador BIP 1,6 uM

Cebador F3 0,4 uM

Cebador B3 0,4 uM

Cebador LF 0,8 uM

Cebador LB 0,8 uM

16 U de Bst polimerasa

1 ul de FD (calceina)

DextranT40 al 1,6%

La figura 2 es un grafico que muestra los resultados del examen de adsorcién de 4cido nucleico diana en zeolita
(HSZ-690HOA de Tosoh Corp.). El eje vertical representa la turbidez de la mezcla de reaccién de LAMP, vy el eje
horizontal representa el tiempo de reaccion.

Como resultado, el momento de inicio de la amplificacién de acido nucleico diana con la muestra de amplificacién de
acido nucleico preparada con la adicion de zeolita (HSZ-690HOA, Tosoh Corp.) (muestra tratada con zeolita) era el
mismo que el control positivo, demostrando por tanto que el tratamiento con zeolita no afectaba al momento de inicio
de la amplificacion de acido nucleico diana. El resultado fue esencialmente el mismo para todas las zeolitas usadas:
HSZ-690HOA (forma protonada y forma de mordenita, producto de Tosoh Corp.), HSZ-940HOA (forma protonada y
forma beta, producto de Tosoh Corp.) y HSZ-980HOA (forma protonada y forma beta, producto de Tosoh Corp.), y
por tanto el momento de inicio de la amplificaciéon de &cido nucleico diana no se vio afectado por el tipo de zeolita
usada.

Cuando se us6 la muestra de amplificaciéon de acido nucleico preparada con la adicién de un equivalente de agua
esterilizada en lugar de la disolucién de acido nucleico diana (control negativo), no se encontré amplificacion de

&cido nucleico diana durante los 60 minutos de tiempo de reaccién.

Estos resultados demostraron que el &cido nucleico en una muestra de amplificacion de acido nucleico
esencialmente no se adsorbe sobre la zeolita.

(Ejemplo 2) Efecto de neutralizacién de édlcalis en el reactivo de extraccion de dcido nucleico y efecto de eliminacién
de tensioactivos aniénicos por la zeolita.

Entonces se examind si el tratamiento con zeolita puede eliminar o no sustancias que inhiben la amplificacién de
acido nucleico en reactivos de extraccién de acido nucleico.

En primer lugar, con el fin de determinar si los alcalis en un reactivo de extraccién de &cido nucleico pueden
neutralizarse mediante tratamiento con zeolita, se afiadieron 300 mg de una suspensién de zeolita acuosa (HSZ-
690HOA de Tosoh Corp.) a las siguientes 6 disoluciones diferentes: n.” de muestras 1-6) que contenian hidréxido
de sodio 0,2-0,4 M, y se mezclaron con las mismas mediante inversién, y entonces se midié el pH del sobrenadante
obtenido mediante centrifugacion (pH tras el tratamiento con zeolita) y se comparé con el pH antes del tratamiento
con zeolita (pH antes del tratamiento con zeolita).
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<Composiciones de 6 disoluciones diferentes que contienen hidréxido de sodio 0,2-0,4 M>
Muestra n.° 1: NaOH 0,4 M

Muestra n.° 2: NaOH 0,4 M, SDS al 0,5%

Muestra n.° 3: NaOH 0,4 M, SDS al 0,5%, NaCl 75 mM

Muestra n.° 4: NaOH 0,2 M

Muestra n.° 5: NaOH 0,2 M, SDS al 0,5%

Muestra n.° 6: NaOH 0,2 M, SDS al 0,5%, NaCl 75 mM

La figura 3 es un gréfico que muestra los resultados del examen del efecto de neutralizacion de hidréxido de sodio
de la zeolita. El eje vertical representa el pH y el eje horizontal representa el n.° de muestra, mientras que los
circulos blancos representan el pH antes del tratamiento con zeolita y los circulos negros representan el pH tras el
tratamiento con zeolita.

Como resultado, se encontré que el pH de las 6 disoluciones diferentes que contenian hidréxido de sodio 0,2-0,4 M
se redujo hasta casi la neutralidad (pH 7-8) mediante el tratamiento con zeolita, y la reduccién del pH practicamente
no se vio afectada por SDS al 0,5% o NaCl 75 mM.

Estos resultados sugieren que la zeolita tiene un efecto de neutralizacién de componentes de dlcali en reactivos de
extraccion de dcido nucleico.

A continuacién, con el fin de examinar si puede eliminarse o no dodecilsulfato de sodio (SDS) en un reactivo de
extraccion de dcido nucleico mediante tratamiento con zeolita, se anadieron 80 pl de agua esterilizada y o bien 100
pl de disolucion de SDS al 0,2% o bien disolucidn de SDS al 0,2% que contenia NaCl 75 mM a un microtubo y se
calenté a 95°C durante 15 minutos, y entonces se enfri6 mediante reposo a temperatura ambiente durante 5
minutos, tras lo que se anadieron 20 pl de disolucién de acido nucleico diana. Se usd una disolucion de ADN
gendmico (100 copias/pl) extraido de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucién de acido nucleico diana.

A continuacion, se anadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh Corp.) al microtubo
que contenia la disolucion de acido nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversion del microtubo,
tras lo que se permitié que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se uso6 el sobrenadante
obtenido mediante centrifugacidn como muestra de amplificacion de &cido nucleico (muestra tratada con zeolita),
amplificando el &cido nucleico diana en 12,5 ul de la misma mediante el método de LAMP.

Para la prueba, se llevd a cabo la amplificacidon del dcido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada
con zeolita), una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la adiciéon de un equivalente de
agua esterilizada en lugar de la disolucion de acido nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificacion
de dcido nucleico preparada mediante la simple adicidon de 9 pul de agua esterilizada a 1 pl de disolucidn de &cido
nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gendmico: control positivo).

Se llevé a cabo la amplificacion del dcido nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que
comprendia las secuencias de nucledtidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en
el ejemplo 1, permitiéndoles que permanezcan en una mezcla de reaccién de LAMP que tenia la composicién
descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 90 minutos, y se midié en tiempo real la turbidez que aumentd con la
amplificacién del &cido nucleico diana.

La figura 4 es un gréfico que muestra los resultados del examen del efecto de eliminacién de SDS de la zeolita.

La figura 4(a) muestra los resultados de la amplificacién de acido nucleico diana con la adicion de la disolucion de
acido nucleico diana a una disolucién que contiene SDS al 0,1%, y la figura 4(b) muestra los resultados de la
amplificacién de acido nucleico diana con la adicién de la disolucion de &cido nucleico diana a una disolucién de
contiene SDS al 0,1% y NaCl 75 mM. El eje vertical representa la turbidez de la mezcla de reaccién de LAMP, y el
eje horizontal representa el tiempo de reaccion.

Como resultado, no se detecté amplificacion de dcido nucleico diana cuando se usé la muestra de amplificacion de
dcido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que se detectd
amplificacidn de &cido nucleico diana cuando se usé la muestra de amplificacion de &cido nucleico preparada con
tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), y el momento de inicio de la ampilificacién de acido nucleico
diana era el mismo que para el control positivo. Estos resultados fueron aproximadamente los mismos cuando se
llevé a cabo la amplificacion de acido nucleico diana con la adicidon de la disolucion de dcido nucleico diana a una
disolucion que contenia NaCl 75 mM y SDS al 0,1%.

Por otro lado, cuando se usé la muestra de amplificacion de dcido nucleico preparada con la adicion de un
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equivalente de agua esterilizada en lugar de la disolucién de acido nucleico diana (control negativo), no se encontré
amplificacién de acido nucleico diana durante los 90 minutos de tiempo de reaccion.

Estos resultados sugirieron que la zeolita tiene un efecto de eliminacién de SDS en reactivos de extraccién de acido
nucleico, y por tanto tiene un efecto de eliminacién de tensioactivos aniénicos.

(Ejemplo 3) Efecto de desalacion de la zeolita

Se examino si el tratamiento con zeolita puede eliminar o no NaCl en un extracto de acido nucleico obtenido de una
muestra biolégica.

En primer lugar, se afiadieron 500 ul de solucién salina fisiolégica a un microtubo, y se calenté la mezcla a 95°C
durante 15 minutos y entonces se permitié que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se
enfriara, tras lo que se afadieron 20 ul de disolucién de acido nucleico diana. Se usé una disoluciéon de ADN
genémico (100 copias/ul) extraido de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucién de 4cido nucleico diana.

A continuacién, se afadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh Corp.) al microtubo
que contenia la disolucién de acido nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversién del microtubo,
tras lo que se permitié que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usé el sobrenadante
obtenido mediante centrifugacién como muestra de amplificacion de acido nucleico, amplificando el acido nucleico
diana en 12,5 ul de la misma mediante el método de LAMP.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada
con zeolita), una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada mediante la adiciéon de un equivalente de
agua esterilizada en lugar de la disolucién de acido nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificacién
de acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 9 pl de agua esterilizada a 1 pl de disolucién de acido
nucleico diana {que contenia 100 copias de ADN gendmico: control positivo).

Se llevé a cabo la amplificacion del acido nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que
comprendia las secuencias de nucledtidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en
el ejemplo 1, permitiéndoles que permanezcan en una mezcla de reaccién de LAMP que tenia la composicion
descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 60 minutos, y se midié en tiempo real la turbidez que aumenté con la
amplificacién del acido nucleico diana.

La figura 5 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de desalacién de la zeolita. El eje vertical
representa la turbidez de la mezcla de reaccién de LAMP, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccion.

Como resultado, el momento de inicio de la amplificacién de acido nucleico diana se retrasé 20 minutos cuando se
usé la muestra de amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con
zeolita), en comparacion con el control positivo, mientras que con la muestra de amplificacién de acido nucleico
preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), el retraso en el momento de inicio de la
amplificacion de acido nucleico diana no era mas largo de 10 minutos.

Por otro lado, cuando se usé la muestra de amplificacién de &cido nucleico preparada con la adicién de un
equivalente de agua esterilizada en lugar de la disolucién de acido nucleico diana (control negativo), no se encontré
amplificacién de acido nucleico diana durante los 60 minutos de tiempo de reaccién.

Estos resultados demostraron que la zeolita tiene un efecto de eliminaciéon de NaCl en reactivos de extraccién de
acido nucleico y muestras bioldgicas, es decir un efecto de desalacién. Esto sugiere que incluso con muestras de
amplificacion de acido nucleico que sélo pueden introducirse en cantidades limitadas en las mezclas de reaccién de
amplificacién de acido nucleico debido a la inhibicién de la reaccién de amplificacién de acido nucleico por NaCl en
la muestra bioldgica, es posible aumentar la cantidad de introduccién en la reaccién de amplificaciéon de acido
nucleico mas alla del limite.

(Ejemplo 4) Influencia de la preparacién de la muestra biolégica y la extraccidon de acido nucleico sobre la
ampilificacién de acido nucleico diana

Se realizé una prueba para determinar el efecto del tratamiento previo con zeolita sobre la amplificacién de acido
nucleico diana con la muestra de amplificacién de acido nucleico preparada a partir de una muestra biolégica que
contenia sangre. Especificamente, se examinaron las condiciones de tratamiento de extraccién de acido nucleico y
preparacion de la muestra bioldgica con tratamiento previo con zeolita. Se usaron las siguientes 12 muestras
biolégicas diferentes y 3 extractos de acido nucleico diferentes como muestras biolégicas y extractos de acido
nucleico, y se realizé la amplificacién de acido nucleico diana mediante LAMP usando sus 36 combinaciones.

<Suspensiones de muestras biolégicas>

Se prepararon suspensiones con 3 bases diferentes, especificamente agua esterilizada, solucién salina fisiolégica
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diluida 3 veces (solucion salina fisioldgica 1/3) y sangre completa al 0-30% en solucidn salina fisiologica, y también
se prepararon 12 suspensiones diferentes, que eran suspensiones de muestras biolégicas que tenian las siguientes
composiciones y una muestra control que no contenia sangre completa.

Agua esterilizada que no contenia sangre completa

Agua esterilizada que contenia sangre completa al 10%

Agua esterilizada que contenia sangre completa al 20%

Agua esterilizada que contenia sangre completa al 30%

Solucién salina fisiolégica 1/3 que no contenia sangre completa
Solucién salina fisiolégica 1/3 que contenia sangre completa al 10%
Solucién salina fisiolégica 1/3 que contenia sangre completa al 20%
Solucidn salina fisiolégica 1/3 que contenia sangre completa al 30%
Solucién salina fisiolégica que no contenia sangre completa
Solucién salina fisiolégica que contenia sangre completa al 10%
Solucién salina fisioldgica que contenia sangre completa al 20%
Solucién salina fisiolégica que contenia sangre completa al 30%
<Reactivos de extraccion de dcido nucleico>

Se prepararon los siguientes 3 reactivos de extraccion de acido nucleico diferentes (reactivos de extraccion de acido
nucleico A-C) con diferentes concentraciones de cloruro de sodio. Se afiadié azul de timol como indicador de pH.

Reactivo de extraccion de &cido nucleico A: NaOH 174 mM, NaCl 0 mM, azul de timol al 0,00046%
Reactivo de extraccién de acido nucleico B: NaOH 174 mM, NaCl 5§ mM, azul de timol al 0,00046%
Reactivo de extraccion de acido nucleico C: NaOH 174 mM, NaCl 10 mM, azul de timol al 0,00046%

En primer lugar, se afadieron 100 ul de cada suspension de muestra biologica y 900 ul de cada reactivo de
extraccion de acido nucleico a un microtubo, y se calenté la mezcla a 95°C durante 15 minutos y entonces se
permitié que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se afiadié 1 ul de
disolucion de &cido nucleico diana. Se usé una disolucion de ADN genémico (100 copias/ul) extraido de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucién de acido nucleico diana.

A continuacién, se afadié una suspension de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh Corp.) a 400 mg/ml al
microtubo que contenia la disolucién de &cido nucleico diana y se mezclé con la misma mediante inversion del
microtubo, tras lo que se permitié que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se uso el
sobrenadante obtenido mediante centrifugacion como muestra de amplificaciéon de acido nucleico (muestra tratada
con zeolita), amplificando el acido nucleico diana en 30 ul de la misma mediante el método de LAMP.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificaciéon del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando una muestra de amplificacion de &cido nucleico preparada mediante la adicion de un equivalente de agua
esterilizada en lugar de la disolucién de dcido nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificacion de
acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 9 il de agua esterilizada a 1 pul de disolucién de &cido
nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gendmico: control positivo).

Se llevé a cabo la amplificacion del acido nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que
comprendia las secuencias de nucleétidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en
el ejemplo 1, permitiéndoles que permanezcan en una mezcla de reaccién de LAMP que tenia la composicion
descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 60 minutos, y se midié en tiempo real la turbidez que aumentd con la
amplificacion del acido nucleico diana.

La figura 6 es un grafico que muestra los resultados del examen de la influencia de la preparacion de la muestra
biolégica y la composicidn del extracto de acido nucleico sobre la amplificacion de acido nucleico diana. El eje
vertical representa el tiempo (min) (valor de Tt) para una turbidez de la mezcla de reaccion de LAMP de 0,1. ND
significa que no se detecté aumento en la turbidez. El eje horizontal representa la adicién de sangre a la muestra
biolégica (%).

Como resultado, cuando se us6 agua esterilizada que contenia sangre completa al 10-30% como muestra biolégica
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en condiciones que usan el reactivo de extraccién de acido nucleico A, el momento de inicio de la amplificacion de
acido nucleico diana se retrasé 10-50 minutos en comparacion con el control positivo, y la amplificacion de acido
nucleico diana se inhibié de una manera dependiente de la cantidad de sangre afiadida. Por otro lado, cuando se
uso6 solucién salina fisiologica como base de muestra biolégica, el retraso en el momento de inicio de la amplificacién
de acido nucleico diana se redujo en comparacion con el uso de agua esterilizada.

Ademas, con todas las muestras biolégicas que contenian sangre completa, el extracto de acido nucleico (B) que
tenia una concentracioén de NaCl de 5 mM y el extracto de acido nucleico (C) que tenia una concentracion de NaCl
de 10 mM tenian un retraso reducido en el momento de inicio de la amplificacion de &cido nucleico diana en
comparacion con el uso del extracto de &cido nucleico (A) que tenia una concentracién de NaCl de 0 mM. El efecto
de reduccién del retraso en el momento de inicio de la amplificacién de acido nucleico diana era mas notable con el
extracto de &cido nucleico C que con el extracto de acido nucleico B.

Cuando se compararon las intensidades de fluorescencia de las mezclas de reaccién tras la mezcla de reaccion de
LAMP, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se usé solucién salina fisiolégica que contenia sangre
completa al 10% como muestra biolégica era equivalente a la misma sin sangre completa, cuando se usé el extracto
de Acido nucleico A. Ademas, la intensidad de fluorescencia era mas débil pero positiva cuando se usé solucién
salina fisiolégica que contenia sangre completa al 20% como muestra biolégica, en comparacién con la misma sin
sangre completa.

Cuando se us6 el extracto de acido nucleico B, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se usé solucién
salina fisiolégica que contenia sangre completa al 10% y solucién salina fisiolégica que contenia sangre completa al
20% como muestra biolégica era equivalente a la misma sin sangre completa. Ademads, la intensidad de
fluorescencia era mas débil pero positiva cuando se usé agua esterilizada que contenia sangre completa al 10% o
solucién salina fisiolégica 1/3 que contenia sangre completa al 10% como muestra biolégica, en comparacién con la
misma sin sangre completa.

Cuando se usé el extracto de Acido nucleico C, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se usé agua
esterilizada gque contenia sangre completa al 10%, solucién salina fisiolégica 1/3 que contenia sangre completa al
10%, solucién salina fisiolégica que contenia sangre completa al 10% o solucién salina fisiolégica que contenia
sangre completa al 20% como muestra biolégica era equivalente a la misma sin sangre completa. Ademas, la
intensidad de fluorescencia era mas débil pero positiva cuando se usé solucién salina fisiolégica 1/3 que contenia
sangre completa al 20% o solucién salina fisiolégica que contenia sangre completa al 30% como muestra bioldgica,
en comparacion con la misma sin sangre completa.

Se midi6 el contenido en proteina de la muestra de amplificacion de &cido nucleico tras el tratamiento con zeolita y la
muestra de amplificacién de &cido nucleico antes del tratamiento con zeolita (bases de muestra bioldgica: agua
esterilizada, extracto de 4cido nucleico A), y se muestran en la tabla 1.

[Tabla 1]
e Concentracion de NaCl en disolucién de extracciéon de
Tratamiento con Muestra biolégica acido nucleico
zeolita Base ::r;;'%n(od/s 0mM 5mM 10 mM

Agua esterilizada 10 1,85 + 0,02
tr’:rt‘;f;:ri'o 20 3,18+ 0,02
30 4,31+0,10

Agua esterilizada 10 0,40 + 0,00 0,21+ 0,00 0,10 £ 0,00

20 0,82 + 0,01 0,53 + 0,00 0,35 + 0,00

30 1,11 + 0,00 0,73 +0,00 0,50 + 0,00

Solucién salina 10 0,28 + 0,00 0,12 + 0,00 0,06 + 0,00

tragfnsi :r"t o fisiologica 1/3 20 0,66 « 0,00 0,40 + 0,00 0,27 0,00

30 1,09 + 0,05 0,86 + 0,00 0,53 + 0,00

Solucién salina 10 0,13+ 0,00 0,08 + 0,00 0,04 + 0,00

fisiologica 20 0,39 + 0,00 0,27 + 0,00 0,16 + 0,00

30 0,71 + 0,00 0,59 + 0,00 0,36 + 0,00

Como resultado, se demostré que la zeolita tiene un efecto de eliminacién de proteina de una muestra biolégica, es
decir un efecto de desproteinizacion. Cuando se compararon las bases de muestra biolégica, la solucién salina
fisiologica 1/3 tuvo un efecto de desproteinizacion mas fuerte que el agua esterilizada, y se presenté el mayor efecto
de desproteinizacién cuandoc se usé solucion salina fisiolégica. Cuando se compararon los extractos de acido
nucleico, el efecto de desproteinizacion fue méas fuerte cuando se usé el extracto de &cido nucleico (B) que tenia una
concentracion de NaCl de 5 mM que cuando se usé el extracto de acido nucleico (A) que tenia una concentracién de
NaCl de 0 mM, y se presenté el mayor efecto de desproteinizacién cuando se usé el extracto de 4cido nucleico (C)
gue tenia una concentracion de NaCl de 10 mM.
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Estos resultados demostraron que el uso de una muestra bioldgica (0 suspensién de muestra biolégica) con una
concentraciéon de NaCl de 1/3-1/1 de solucién salina fisiolégica permite que el tratamiento de extraccién de acido
nucleico se lleve a cabo en presencia de NaCl, reduciendo por tratamiento con zeolita posterior el efecto de
inhibicién de la amplificacién de acido nucleico de la sangre. Los resultados también demostraron que la zeolita tiene
un efecto de desproteinizacion. Se encontré que el efecto de desproteinizaciéon era mas alto cuando se usé una
disolucién que contenia NaCl para el tratamiento previo con zeolita, es decir para la preparacién de la muestra
biolégica y/o el tratamiento de extraccién de acido nucleico. Tal como queda claro a partir del ejemplo 3, la zeolita
también tiene un efecto de desalacién, y por tanto reduce la accién de inhibicién de la amplificacién de &cido
nucleico de NaCl en reactivos de extraccién de acido nucleico y muestras biolégicas.

Estos resultados sugieren que incluso con muestras biolégicas que contienen sangre que han tenido una
introduccién limitada en la mezcla de reaccién de amplificacién de acido nucleico debido a sustancias que inhiben la
amplificaciéon de acido nucleico en la sangre, es posible exceder el limite para permitir su uso para la reaccién de
amplificacién de acido nucleico.

(Ejemplo 5) Efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacién de &acido nucleico diana en sangre tratada
térmicamente mediante LAMP

Puesto que se habia mostrado que la zeolita tiene un efecto de eliminacién de sustancias que inhiben la
amplificacion de acido nucleico en muestras de amplificacién de acido nucleico preparadas a partir de muestras
biolégicas, se prepararon muestras de amplificacién de acido nucleico a partir de sangre para examinar el efecto del
tratamiento con zeolita sobre la amplificacién del acido nucleico diana.

En primer lugar, se afadieron sangre (75 pl) muestreada de un sujeto y 75 pl de SDS al 0,025% a un microtubo, se
calenté a 95°C durante 5 minutos y se enfrié en hielo, y entonces se sometié a separacién centrifuga durante 1
minuto con una centrifuga de sobremesa (nombre comercial: Puchi-Hachi, producto de Waken Co., Ltd.), y se
recuperé el sobrenadante. A continuacién, se aiiadieron 20 mg de suspensién de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de
Tosoh Corp.) a 20 pl del sobrenadante obtenido y se mezclaron con el mismo mediante inversién, tras lo que se
permitié que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, se afiadieron 10* copias de ADNA
(Takara Bio, Inc.) a 10 pl del sobrenadante obtenido mediante centrifugacién, y se usé la disolucién como muestra
de amplificacién de acido nucleico (muestra tratada con zeolita) para la amplificacién del acido nucleico diana
mediante el método de LAMP.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del &cido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada
con zeolita) y una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 10* copias de
ADNM\ a agua esterilizada (control positivo).

Se usé el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacién del acido nucleico diana mediante LAMP,
poniéndolos en una mezcla de reaccién de LAMP que tenia la siguiente composicién a 67°C durante 60 minutos, y
se midié en tiempo real la intensidad de fluorescencia (fluorescencia) que aumenté con la amplificacién del acido
nucleico diana.

<Conjunto de cebadores para el método de LAMP usando ADNA como acido nucleico diana>

Cebador FIP de ADNA: 5’-aggccaagctgcttgcggtagccggacgctaccagcettet-3' (SEQ ID NO: 7)

Cebador BIP de ADNA: 5’-caggacgctgtggcattgcagatcataggtaaagegecacge-3' (SEQ ID NO: 8)

Cebador F3 de ADNA: 5’-aaaactcaaatcaacaggeg-3 (SEQ ID NO: 9)

Cebador B3 de ADNA: 5’-gacggatatcaccacgatca-3' (SEQ ID NO: 10)

Cebador LF de ADNA: 5’-aggcatcccaccaacgggaa-3' (SEQ ID NO: 11)

<Composicion de la mezcla de reaccién de LAMP (25 pl)>

Cantidad prescrita de muestra de amplificacién de acido nucleico

Tris-HCI (pH 8,8) 20 mM

KCI 10 mM

(NH4)2S04 10 mM

MgSOs 8 mM

Tween20 al 0,1%
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dNTP 5,6 mM

Cebador FIP 1,6 uM
Cebador BIP 1,6 uM
Cebador F3 0,4 uM

Cebador B3 0,4 uM

Cebador LF 0,8 uM

8 U de Bst polimerasa
Amarillo de oxazol 0,25 ug/mi

La figura 7 muestra los resultados de la amplificacién de acido nucleico diana mediante LAMP, usando una muestra
de amplificacion de acido nucleico preparada a partir de sangre mediante tratamiento con zeolita (muestra tratada
con zeolita) y una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no
tratada con zeolita). El eje verttical representa la fluorescencia en la mezcla de reaccién de LAMP que aumenté con
la amplificacién del acido nucleico diana, y €l eje horizontal representa el tiempo de reaccién.

Como resultado, aunque se encontré amplificacion de acido nucleico diana en la muestra de amplificacion de acido
nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), el momento de inicio de la
amplificacién de acido nucleico diana se retrasé aproximadamente 5 minutos en comparacién con el control positivo,
y por tanto la amplificacién de acido nucleico diana se inhibi¢ significativamente.

Por otro lado, el momento de inicio de la amplificacion de &cido nucleico diana con la muestra de amplificaciéon de
acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) era el mismo que €l del control
positivo, y por tanto no se inhibié la amplificacién de acido nucleico diana.

Estos resultados demostraron que el tratamiento con zeolita durante la preparacién de una muestra de amplificacién
de &cido nucleico a pattir de sangre elimina sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico en la sangre y
SDS que se ha afadido para la extracciéon del acido nucleico, eliminando por tanto la acciéon de inhibicion de la
amplificacion de acido nucleico diana de estas sustancias.

(Ejemplo 6) Examen de la cantidad de muestra de amplificaciéon de acido nucleico introducida en la mezcla de
reaccion de amplificacion de acido nucleico

Puesto que se habia mostrado que la zeolita tiene un efecto de eliminacién de sustancias que inhiben la
amplificaciéon de acido nucleico en muestras de amplificacion de acido nucleico preparadas a partir de muestras
biolégicas, se realizé una prueba para examinar en qué grado se introduce una muestra de amplificacién de acido
nucleico preparada a partir de esputo con respecto al volumen de la mezcla de reaccién de amplificacién de acido
nucleico.

En primer lugar, se afadieron esputo (100 pl) muestreado de un sujeto y 100 ul de 2 x reactivo de extraccion de
acido nucleico (NaOH 0,4 M, SDS al 1%) a un microtubo, y se calentd la mezcla a 95°C durante 15 minutos y
entonces se permitid que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se
afiadieron 20 pl de disolucién de acido nucleico diana. Se usé una disolucién de ADN gendémico (100 copias/pl)
extraido de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucién de acido nucleico diana.

A continuacion, se afadieron 300 mg de suspensién de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh Corp.) al microtubo
que contenia la disolucién de 4cido nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversién, tras lo que se
permitid que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usé el sobrenadante obtenido
mediante centrifugacién como muestra de amplificacion de acido nucleico (muestra tratada con zeolita), con 10,
12,5, 15, 17,5 6 20 pl de la misma en un total de 25 ul de mezcla de reaccion de LAMP para la amplificaciéon de
acido nucleico diana mediante el método de LAMP.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando 10 pl de una muestra de amplificaciéon de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no
tratada con zeolita) y 10 ul de una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la simple adicion

de 9 ul de agua esterilizada a 1 pl de disolucién de acido nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN
gendémico: control positivo).

Se llevé a cabo la amplificacién del acido nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que
comprendia las secuencias de nucledtidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en
el ejemplo 1, permitiéndoles que permanezcan en una mezcla de reaccién de LAMP que tenia la composicion
descrita en el ejemplo 1 durante 60 minutos, y se midié en tiempo real la turbidez que aumentd con la amplificacion
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del acido nucleico diana.

La figura 8 muestra los resultados (1) de una prueba para determinar cémo se ve influida la reaccién de
amplificacion de acido nucleico por la cantidad de introduccién de una muestra de amplificacién de acido nucleico
preparada con tratamiento con zeolita en una mezcla de reacciéon de LAMP (25 pl). El eje vertical representa el
tiempo (min) (valor de Tt) para una turbidez de la mezcla de reaccién de LAMP de 0,1. ND significa que no se
detecté aumento en la turbidez.

Como resultado, no se detecté amplificacion de acido nucleico diana cuando se usaron 10 pl de la muestra de
amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que
con la muestra de amplificacién de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con
zeolita), se detecté amplificacion de acido nucleico diana incluso con 20 ul de muestra de amplificacion de acido
nucleico introducidos en 25 ul de mezcla de reaccién de LAMP, mientras que el valor de Tt del control positivo era de
aproximadamente 12 minutos en comparacién con un valor de Tt de aproximadamente 18 minutos para la muestra
tratada con zeolita, y por tanto no se encontré ninguna diferencia significativa entre las dos.

A continuacién, se liofilizaron todos los componentes en la mezcla de reacciéon de LAMP distintos de la muestra de
amplificacién de acido nucleico y sulfato de amonio, y se realizé la reaccién de LAMP con la adicién de 25 pl de la
muestra tratada con zeolita mencionada anteriormente a la misma, midiendo en tiempo real la turbidez que aumenté
con la amplificacién de acido nucleico diana.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP
usando 25 pl de muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la adicién de un equivalente de
agua esterilizada en lugar de la disolucién de acido nucleico diana (control negativo) o una muestra de amplificacién
de acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 24 pul de agua esterilizada a 1 pl de disolucién de acido
nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gendmico: control positivo), afiadiendo cada uno a los
componentes en la mezcla de reaccién de LAMP liofilizada.

La figura 9 muestra los resultados (2) de una prueba para determinar cémo se ve influida la reaccién de
amplificaciéon de acido nucleico por la cantidad de introducciéon de una muestra de amplificaciéon de acido nucleico
preparada con tratamiento con zeolita en una mezcla de reaccion de LAMP (25 pl). El eje vertical representa el
tiempo (min) (valor de Tt) para una turbidez de la mezcla de reaccién de LAMP de 0,1. ND significa que no se
detecté aumento en la turbidez.

Como resultado, se detecté amplificacion de acido nucleico diana incluso cuando se introdujeron 25 pl de la muestra
de amplificacion de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) en 25 pul de
mezcla de reacciéon de LAMP, mientras que el valor de Tt del control positivo era de aproximadamente 12 minutos en
comparacion con un valor de Tt de aproximadamente 14-18 minutos para la muestra tratada con zeolita, y por tanto
no se encontré ninguna diferencia significativa entre las dos.

Estos resultados demostraron que la preparaciéon de una muestra de amplificacion de acido nucleico a partir de una
muestra biolégica con tratamiento con zeolita permite que la mayoria de la sustancias que inhiben la amplificacion
de acido nucleico se eliminen al mismo tiempo que se permite la introduccién de la muestra de amplificacion de
acido nucleico al volumen maximo de la mezcla de reaccion de LAMP. Esto sugiere que un método de preparacion
de una muestra de amplificacién de acido nucleico a partir de una muestra bioldgica con tratamiento con zeolita es
altamente util para la deteccion de acido nucleico diana a partir de especimenes que han requerido una etapa de
purificacion del acido nucleico debido a la abundancia de sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico
en la muestra bioldgica, o para la deteccidon de genes con niveles de expresién muy bajos. Ademas, cuando se usa
este método junto con un reactivo de amplificacion secado, el procedimiento de redisoluciéon del reactivo de
amplificacion secado y el procedimiento de adiciéon de la muestra pueden llevarse a cabo en la misma etapa,
mejorando por tanto enormemente la operatividad durante el examen génico.

(Ejemplo 7) Efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacién de acido nucleico diana mediante PCR

Puesto que se habia demostrado que el tratamiento con zeolita durante la preparacién de una muestra para su uso
en amplificacién de acido nucleico puede eliminar sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico, y se
observé el efecto en la amplificaciéon de acido nucleico diana mediante el método de LAMP, se realizé una prueba
para examinar el efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacién de acido nucleico diana mediante PCR.

En primer lugar, se afiadieron plasma sanguineo (250 pl) muestreado de un sujeto y 250 pl de SDS al 0,5% a un
microtubo y se calenté la mezcla a 95°C durante 15 minutos y se permitié que reposara a temperatura ambiente
durante 5 minutos, y entonces se afiadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh
Corp.) a la misma y se mezclé mediante inversion, tras lo que se permitié que la mezcla reposara a temperatura
ambiente durante 5 minutos, se afiadieron 10° copias de ADNA (Takara Bio, Inc.) a 3 ul del sobrenadante obtenido
mediante centrifugacion y se usé la disolucién como muestra de amplificacion de acido nucleico (muestra tratada
con zeolita) para la amplificaciéon del acido nucleico diana mediante el método de PCR.
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Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del 4cido nucleico diana de la misma manera mediante PCR usando
una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con
zeolita) y una muestra de amplificaciéon de acido nucleico preparada mediante la simple adicién de 10° copias de
ADNA a agua esterilizada (control positivo).

Se usd el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacién del acido nucleico diana mediante PCR, poniéndolos
en una mezcla de reaccion PCR que tenia la siguiente composicion, y se midié en tiempo real la intensidad de
fluorescencia (fluorescencia) que aumenté con la amplificacion del acido nucleico diana.

<Conjunto de cebadores para el método de PCR usando ADNA como &cido nucleico diana>
Cebador sentido A: 5'-aaaactcaaatcaacaggeg-3' (SEQ ID NO: 12)
Cebador antisentido A: 5’-gacggatatcaccacgatca-3' (SEQ ID NO: 13)
<Composicién de la mezcla de reacciéon PCR (50 ul)>

Muestra de amplificacion de acido nucleico

1 U de Z-Taq (Takara Bio, Inc.)

1 x tampdn Z-Taq (Takara Bio, Inc.)

dATP 0,2 mM

dCTP 0,2 mM

dGTP 0,2 mM

dTTP 0,2 mM

Cebador sentido A 0,2 uM

Cebador antisentido A 0,2 uM

Amarillo de oxazol 0,25 ug/ml

La figura 10 muestra los resultados de la amplificacién de acido nucleico diana mediante PCR, usando una muestra
de amplificacion de 4cido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) y una muestra
de amplificacién de &cido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). El eje
vertical representa la fluorescencia en la mezcla de reaccion PCR que aumenté con la amplificacion del acido
nucleico diana, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccién.

Como resultado, no se detectd amplificacion de acido nucleico diana usando la muestra de amplificaciéon de acido
nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que con la muestra de
amplificacién de 4cido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), la reaccién de
amplificacion se produjo con suficiente sensibilidad, aunque el momento de inicio de la amplificacién de acido
nucleico diana se retrasé aproximadamente 5 minutos en comparacién con el control positivo.

(Ejemplo 8) Efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacién de acido nucleico diana mediante RT-LAMP

Puesto que se habia demostrado que el tratamiento con zeolita durante la preparacién de una muestra para su uso
en amplificacién de acido nucleico puede eliminar sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico, y se
observé el efecto en la amplificacién de 4cido nucleico diana mediante los métodos de LAMP y PCR, se realizé una

prueba para examinar el efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacién de acido nucleico diana mediante
RT-LAMP.

En primer lugar, se afadieron plasma sanguineo (250 ul) muestreado de un sujeto y 250 ul de SDS al 0,5% a un
microtubo y se calenté la mezcla a 95°C durante 15 minutos y se permitié que reposara a temperatura ambiente
durante 5 minutos, y entonces se afadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690HOA de Tosoh
Corp.) a la misma y se mezcld mediante inversion, tras lo que se permitié que la mezcla reposara a temperatura
ambiente durante 5 minutos, se afadieron 80 copias de ARN genémico de coronavirus de SARS (Eiken Chemical
Co., Ltd.) a 4 ul del sobrenadante obtenido mediante centrifugacién y se usé la disoluciéon como muestra de
amplificacién de acido nucleico (muestra tratada con zeolita) para la amplificacién del acido nucleico diana mediante
el método de RT-LAMP.

Para la prueba, se llevé a cabo la amplificacién del acido nucleico diana de la misma manera mediante RT-LAMP

usando una muestra de amplificacién de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada
con zeolita) y una muestra de amplificacién de 4cido nucleico preparada mediante la simple adicién de 80 copias de

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 528483 T3

ARN gendmico de coronavirus de SARS a agua esterilizada libre de ARNasa (control positivo).

Se usé el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacién del acido nucleico diana mediante RT-LAMP,
poniéndolos en una mezcla de reaccion de RT-LAMP que tenia la siguiente composicién, y se midié con un
turbidimetro en tiempo real la turbidez que aumenté con la amplificacion del acido nucleico diana.

<Conjunto de cebadores para RT-LAMP usando ARN gendémico de coronavirus de SARS como &cido nucleico
diana>

Cebador FIP de SARS: 5'-tgcatgacagccctcgaagaagctaticgtcac-3' (SEQ ID NO: 14)
Cebador BIP de SARS: 5-gctgtgggtactaacctacctgtcaacataaccagtcgg-3' (SEQ ID NO: 15)
Cebador F3 de SARS: 5'-ctaatatgtttatcacccge-3' (SEQ ID NO: 16)
Cebador B3 de SARS: 5’-ctctggtgaatictgtgtt-3' (SEQ ID NO: 17)
Cebador LF de SARS: 5'-aaagccaatccacge-3’ (SEQ ID NO: 18)
Cebador LB de SARS: 5’-ccagctaggattitctacagg-3’ (SEQ ID NO: 19)
<Composicién de la mezcla de reaccion de RT-LAMP (25 ul)>
Cantidad prescrita de muestra de amplificacién de acido nucleico
Tris-HCI 20 mM (pH 8,8)

KCl 10 mM

(NH4)2S04 10 mM

MgS0O4 8 mM

Tween20 al 0,1%

dNTP 5,6 mM

Cebador FIP 3,2 uM

Cebador BIP 3,2 uM

Cebador F3 0,8 uM

Cebador B3 0,8 uM

Cebador LF 1,6 uM

Cebador LB 1,6 uM

16 U de Bst polimerasa

2 U de transcriptasa inversa AMV

1 ul de FD (calceina)

La figura 11 muestra los resultados de la amplificacién de acido nucleico diana mediante RT-LAMP, usando una
muestra de amplificacién de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) y una
muestra de amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). El
eje vertical representa la turbidez en la mezcla de reacciéon de RT-LAMP que aument6 con la amplificacién del acido
nucleico diana, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccién.

Como resultado, no se detecté amplificacion de acido nucleico diana usando la muestra de amplificacion de acido
nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que con la muestra de
amplificacion de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), la amplificacion
reaccion se produjo con suficiente sensibilidad, y el momento de inicio de la amplificacién de acido nucleico diana
era aproximadamente 10 minutos antes en comparacion con el control positivo.

[Lista de secuencias]

<110> Eiken Kagaku Kabushiki Kaisha
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<120> Método vy kit para la preparacién de una muestra para su uso en amplificacién de acido nucleico

<130> 08-0542

<140> 08 847 811.0
<141> 05-11-2008

<150> Documento PCT/JP2008/070089
<151> 05-11-2008

<150> Documento JP2007-287655
<151> 05-11-2007

<160> 19
<170> Patentin version 3.1

<210> 1

<211> 36

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 1
gcggttgatg tgtttcacgc acaaagttaa gagccg

<210> 2

<211> 42

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 2
gcgattcata gcagcatecgt tecattgeat cgcgatctee ac

<210> 3

<211> 16

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 3
cgcagccgaa tecact

<210> 4

<211> 17

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 4
cgactecgaa taccedg

<210>5

<211> 15

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 5
gaagtccacc aggcec

<210> 6

<211>17

<212> ADN

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 6

18

36

42

16

17
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tttecggeaa gggeacc 17

<210>7

<211> 40

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 7
aggccaagct gettgeggta gccggacget accagettct 40

<210>8

<211> 42

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 8
caggacgcrg tggcattgca gatcataggt aaagcgccac gc 42

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 9
aaaactcaaa tcaacaggeg 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 10
gacggatatc accacgatca 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 1
aggcatccca ccaacgggaa 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 12
aaaactcaaa tcaacaggcg 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Fago lambda

<400> 13 . .
gacggatatc accacgatca 20

<210> 14

<211> 33

<212> ADN

<213> Virus de SARS
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tgcatgacag ccctcgaaga agcetattcegt cac

<210> 15

<211> 39

<212> ADN

<2135 Virus de SARS

<400> 15

gctgtgggta ctaacctacc tgtcaacata accagtcgg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de SARS

<400> 16 '
ctaatatgit tatcacccgc

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus de SARS

<400> 17
ctctggtgaa ttctgtgtt

<210> 18

<211> 15

<212> ADN

<213> Virus de SARS

<400> 18
aaagccaatc cacgce

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de SARS

<400> 19

ccagctagga ttttctacag g

20

33

39

20

19

15
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REIVINDICACIONES

Método para la preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de acido nucleico, que va a
usarse para la amplificacion de acido nucleico en una muestra bioldgica, método que comprende:

una etapa de extraccién en la que se afade un reactivo de extraccién de acido nucleico a la muestra
biolégica para obtener un extracto de acido nucleico, y

una etapa de purificacién en la que el extracto de acido nucleico se pone en contacto con zeolita para
eliminar del extracto de acido nucleico sustancias que inhiben la amplificacién de acido nucleico y se
adsorben sobre la zeolita para obtener una muestra de amplificacion de acido nucleico

en el que la muestra biolégica es sangre, liquido cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga
nasal o fluido tomado con torundas y

en el que el reactivo de extraccién de acido nucleico contiene un tensioactivo y/o un alcali y
en el que la zeolita es una zeolita protonada, y tiene una estructura cristalina de mordenita.
Método segun la reivindicacién 1, en el que el tensioactivo es un tensioactivo aniénico.

Método segun la reivindicacién 2, en el que el tensioactivo anidnico es al menos un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en sales de acido alquilsulfirico, sales de acido alquiletersulfurico y
sales de 4cido alquilbencenosulfrico; o en el que el tensioactivo aniénico es dodecilsulfato de sodio.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de extraccion es una etapa
en la que se afade un reactivo de extraccion de acido nucleico a la muestra biolégica, con la adicién de una
sal inorgdnica, para obtener un extracto de acido nucleico.

Método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa de purificacion es una etapa
en la que se afiade zeolita al extracto de acido nucleico y se mezcla, y entonces se aisla la zeolita mediante
separacion centrifuga o filtracién para obtener la muestra de amplificacion de acido nucleico; o en el que la
etapa de purificacion es una etapa en la que el extracto de acido nucleico se hace pasar a través de una
columna de eliminacién empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben sobre la
zeolita, para obtener una muestra de amplificacién de acido nucleico.

Kit para la preparaciéon de una muestra para su uso en amplificacion de acido nucleico, que va a usarse en
el método de preparacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, comprendiendo el kit un
reactivo de extraccion de acido nucleico y zeolita, en el que la zeolita esta protonada y tiene una estructura
cristalina de mordenita.

Kit de preparacién segin la reivindicacion 6, en el que el reactivo de extracciéon de acido nucleico contiene
un tensioactivo y/o un alcali.

Kit de preparacién segun la reivindicacién 7, en el que el tensioactivo es un tensioactivo anidnico.

Kit para la deteccién de la amplificacién de acido nucleico, que comprende un kit de preparacién seglin una
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

Kit para la deteccidon de la amplificacion de acido nucleico, en el que todos o una parte de los reactivos en el
kit para la deteccién de la amplificacion de acido nucleico segun la reivindicacién 9 son reactivos secos.
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Fig.1
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Fig.3
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Fig.5
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Fig.7
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Fig.8
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