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DESCRIPCION 

Metodo y kit para la preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de acido nucleico 

Campo tecnico 

La presente invenciOn se refiere a un metodo y a un kit para la preparaciOn de una muestra para su uso en 

5 amplificaciOn de acido nucleico. 

Antecedentes de la tecnica 

Las tecnicas de amplificacion de acido nucleico, incluyendo metodos de PCR y LAMP, han Ilegado a usarse en 

muchos campos de la biologia tales como biologia molecular y medicina, y se usan comOnmente para la obtencion 

del perfil de ADN, pruebas alimentarias, pruebas de saneamiento medioambiental y pruebas con animales y plantas. 

10 Cuando la muestra de prueba es un liquid° puede usarse directamente como muestra de amplificacion de acido 

nucleico para la amplificaciOn del acid° nucleico diana, pero puesto que el acid° nucleico diana esta presente en 

celulas en el caso de una muestra biologica, la muestra biolOgica debe disolverse usando un lisado celular (por 

ejemplo, una disolucion de alcali o tensioactivo) y eluirse el acido nucleico de las celulas para preparar la muestra de 

amplificaciOn de acid° nucleico. 

15 For ejemplo, puede afiadirse una disoluciOn que contiene dodecilsulfato de sodio a la muestra biolOgica y calentarse 

la mezcla para desnaturalizar la proteina, o afiadirse una disolucion acuosa de hidr6xido de sodio a la misma, para 

romper las membranas celulares y eluir el acido nucleico para su uso como muestra de amplificacion de acido 

nucleico. 

Los esputos y la saliva son muestras biologicas muy importantes para el diagnOstico de enfermedad pulmonar tal 

20 como tuberculosis. 

Sin embargo, habitualmente es dificil amplificar de manera estable acid° nucleico a partir de esputo o saliva, y por 

tanto la detecciOn de Mycobacterium en esputo o saliva para su diagnostic° se logra habitualmente licuando el 

esputo o la saliva muestreados con hidroxido de sodio o similar y realizando separaciOn centrifuga, recogiendo las 

celulas de Mycobacterium como precipitado y cultivandolas (document° de patente 1). 

25 Cuando se prepara una muestra de amplificaciOn de acido nucleico a partir de una muestra biologica distinta de 

esputo o saliva, sustancias tales como proteinas, polisacaridos y lipidos que se eluyen con el acido nucleico de las 

celulas inhiben parcial o completamente la reacci6n de amplificaciOn de acido nucleico, y por tanto se obtienen 

resultados no reproducibles o la presencia o el nivel de expresiOn del acido nucleico diana no puede evaluarse de 

manera precisa. 

30 Ademas, el tensioactivo usado en la preparaciOn de la muestra de amplificaciOn de acido nucleico a partir de la 

muestra biolOgica puede inhibir parcial o completamente la reacciOn de amplificacion de acido nucleico si esta 

presente por encima de una determinada concentraci6n en la muestra de amplificaciOn de acido nucleico, y por tanto 

la nnuestra de amplificaciOn de acido nucleico debe diluirse para la reacci6n de amplificaciOn de acido nucleico. 

For estos nnotivos ha sido muy dificil realizar el diagnOstico de pacientes mediante la amplificacion de acido nucleico 

35 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 

Descripcion de la invencion 

Problemas aue van a solucionarse mediante la invenciOn  

Un objeto de la presente invenciOn es eliminar sustancias en muestras biolOgicas y extractos de acido nucleico que 

40 puedan inhibir la amplificacion de acido nucleico, y permitir una evaluaciOn conveniente y precisa de la presencia de 

acido nucleico diana o el nivel de expresi6n de un gen diana en una muestra biolOgica, mediante medios de 

amplificacion de acido nucleico que emplean una enzima. 

Medios oara solucionar los oroblemas 

Con el fin de lograr el objeto establecido anteriormente, se proporciona un metodo para la preparaci6n de una 

45 muestra para su uso en la amplificaciOn de acido nucleico, que va a usarse para la amplificaciOn de acido nucleico 

en una muestra biolOgica, metodo que comprende una etapa de extracciOn en la que se afiade un reactivo de 

extracciOn de acido nucleico a la muestra biologica para obtener un extract° de acid° nucleico, y una etapa de 

purificacion en la que el extract° de acido nucleico se pone en contacto con zeolita para obtener una muestra de 

amplificacion de acid° nucleico adecuada para la amplificaciOn de acid° nucleico, que permite la detecci6n de acid° 

50 nucleico a alta sensibilidad. 
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El termino "zeolita" se refiere colectivamente a sales de acid° aluminosilicico con microporos en sus cristales, y 

estas tienen un esqueleto basic° que es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de S104 y A104 

enlazados por atomos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales alcalinos, 

iones de metales alcalinoterreos, lanes amonio o lanes hidrogeno en los cristales, y "zeolita protonada" es zeolita 

5 que contiene lanes hidrOgeno en los cristales. La zeolita can una "estructura cristalina de mordenita" es zeolita que 

tiene una estructura cristalina que refleja una estructura esqueletica en columna hexagonal. La zeolita es 

preferiblemente zeolita can una razon S/A (razOn de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas 

preferiblemente zeolita can una razOn S/A de 39 o mas. 

Los presentes inventores han encontrado que sustancias que inhiben la amplificaciOn de acid° nucleico en nnuestras 

10 biolOgicas y extractos de acid° nucleico se adsorben eficazmente en la zeolita, pero que el propio acid° nucleico 

diana que va a usarse coma molde para la reacciOn de amplificaciOn de acid° nucleico no se adsorbe en la zeolita. 

El termino "adsorbido" significa que la sustancia se incorpora uniendose sobre la superficie de la zeolita o en sus 

microporos. 

Puesto que el metodo de preparaciOn descrito anteriormente permite que sustancias que inhiben la amplificaciOn de 

15 acid° nucleico, que estan presentes en una muestra biolOgica o extracto de acid° nucleico, se eliminen de la 

muestra de amplificacion de acid° nucleico, es posible preparar una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico que 

permite la detecci6n reproducible de acid° nucleico diana incluso a partir de muestras biolOgicas que normalmente 

no permiten una facil amplificaciOn de acid° nucleico. 

El reactivo de extraccion de acid° nucleico es preferiblemente uno que comprende un tensioactivo y/o alcali, en el 

20 que el tensioactivo es mas preferiblemente un tensioactivo anionic°. 

El tensioactivo aniOnico es preferiblemente al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en sales de 

acid° alquilsulfurico, sales de acid° alquiletersulfOrico y sales de acid° alquilbencenosulfOrico, prefiriendose mas 

dodecilsulfato de sodio. 

Sales de acid° alquilsulfOrico, sales de acid° alquiletersulfOrico y sales de acid° alquilbencenosulfCirico coma 

25 tensioactivos ani6nicos pueden aumentar la eficacia de extracciOn de acid° nucleico a partir de muestras biolOgicas, 

permitiendo par tanto una eliminaciOn eficaz de muestras de amplificaciOn de acid° nucleico usando zeolita. 

La etapa de extracci6n es preferiblemente una etapa en la que se ariade un reactivo de extracci6n de acid° nucleico 

a la muestra biolOgica, con la adici6n de una sal inorganica, para obtener un extracto de acid° nucleico. 

La etapa de purificacion es preferiblemente una etapa en la que se aliade zeolita at extract° de acid° nucleico y se 

30 mezcla, y entonces se aisla la zeolita mediante separacion centrifuga o filtraciOn para obtener la muestra de 

amplificaciOn de acid° nucleico. 

La etapa de purificaciOn tambien es preferiblemente una etapa en la que el extracto de acid° nucleico se hace pasar 

a traves de una columna de eliminacion empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben 

sabre la zeolita, es decir, las sustancias que inhiben la detecciOn de acid° nucleico de alta sensibilidad, para obtener 

35 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico. 

Usando una columna de eliminaciOn empaquetada con zeolita se elimina la necesidad de una etapa de eliminaciOn 

de la zeolita de la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico mediante separacion centrifuga, y par tanto puede 

acortarse la etapa para la preparacion de una muestra para su uso en amplificaciOn de acid° nucleico, at mismo 

tiempo que tannbien se impide la perdida de muestra de amplificaciOn de acido nucleico. 

40 El metodo para la preparaci6n de una muestra para su uso en amplificacion de acid° nucleico permite la preparaci6n 

de una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico que es adecuada para la amplificacion de acido nucleico, ya sea 

la muestra biologica sangre, liquid° cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga nasal o fluido tornado 

con torundas, sin eliminar la viscosidad o diluir las sustancias que inhiben la amplificaciOn de acid° nucleico. 

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

45 La zeolita protonada puede eliminar satisfactoriamente tensioactivos ani6nicos de muestras de amplificaciOn de 

acid° nucleico, y una estructura cristalina de mordenita permite que la desalacion y neutralizaciOn de la muestra de 

amplificaciOn de acid° nucleico se Ileven a cabo simultaneamente. 

La descripciOn proporciona ademas un kit para la preparaciOn de una muestra para su uso en amplificaciOn de acid° 

nucleico, que va a usarse en el metodo de preparacion descrito anteriormente, comprendiendo el kit un reactivo de 

50 extraccion de acido nucleico y zeolita. 

Puesto que este kit de preparacion permite la eliminacion de sustancias que inhiben la amplificaciOn de acid° 

nucleico, que estan presentes en una muestra biolOgica o extract° de acid° nucleico, es posible preparar facilmente 

una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico que permite la deteccion reproducible de acid° nucleico diana 

incluso a partir de muestras biolOgicas que no permiten una facil amplificaciOn de acid° nucleico. 
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El reactivo de extraccion de acido nucleico en el kit de preparaciOn descrito anteriormente es preferiblemente uno 

que comprende un tensioactivo y/o alcali, en el que el tensioactivo es mas preferiblemente un tensioactivo anionic°. 

La zeolita es preferiblemente zeolita protonada con una estructura cristalina de mordenita. 

Si la zeolita esta protonada y tiene una estructura cristalina de mordenita, sera posible eliminar eficazmente 

5 tensioactivos anionicos de las muestras de amplificaciOn de acid° nucleico y Ilevar a cabo simultaneamente la 

desalaciOn y neutralizaciOn. 

Puesto que el kit de preparaciOn de la invencion permite la preparaciOn de una muestra de amplificaciOn de acido 

nucleico adecuada para la detecciOn de acido nucleico altamente sensible, puede usarse satisfactoriamente como 

reactivo de composicion en un kit de deteccion de amplificacion de acido nucleic°, y si todos o parte de los reactivos 

10 en el kit de detecciOn de amplificacion de acid° nucleico son reactivos secos, sera posible obtener una sensibilidad 

de detecciOn superior y mejorar enormemente la operatividad para el examen genic°. 

Efecto de la invenciOn  

Segun la invenciOn es posible eliminar sustancias que inhiben la amplificaciOn de acido nucleico, que estan 

presentes en una muestra biolOgica o extract° de acido nucleico, de una muestra de amplificaciOn de acido nucleico, 

15 y preparar una muestra de amplificaciOn de acido nucleico que permite la detecciOn reproducible de acido nucleico 

diana incluso a partir de muestras biolOgicas que normalmente no permiten una facil amplificacion de acido nucleico. 

Segiin la invenciOn, es posible preparar una muestra de amplificaciOn de acido nucleico que es adecuada para la 

amplificacion de acido nucleico, ya sea la muestra biolOgica sangre, liquid() cefalorraquIdeo, orina, heces, esputo, 

saliva, descarga nasal o fluido tornado con torundas, sin requerir eliminaciOn de la viscosidad o diluciOn de las 

20 sustancias que inhiben la amplificaciOn de acid° nucleico. Tambien es posible, segiln la invenciOn, eliminar 

satisfactoriamente tensioactivos anionicos de muestras de amplificaciOn de acid° nucleico y lograr simultaneamente 

la desalaciOn y neutralizacion de muestras de amplificacion de acido nucleico. 

Breve descripci6n de los dibujos 

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

25 La figura 2 es un grafico que muestra los resultados del examen de adsorciOn de acido nucleico diana en zeolita 

(HSZ-690H0A por Tosoh Corp.). 

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de neutralizacion de hidrOxido de sodio 

de la zeolita. 

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

30 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 quo muestra los resultados del examen de la influencia de la preparaci6n de la muestra 

biolOgica y la composicion del extracto de acido nucleico sobre la amplificaciOn del acid° nucleico diana. 

La figura 7 muestra los resultados de la amplificaciOn del acido nucleico diana mediante LAMP, usando una muestra 

de amplificaciOn de acido nucleico preparada a partir de sangre mediante tratamiento con zeolita (muestra tratada 

35 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 c6mo la reacci6n de amplificaciOn de acido 

nucleico se ye influida por la cantidad introducida de una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada con 

tratamiento con zeolita en una mezcla de reacciOn de LAMP (25 Lily 

40 La figura 9 muestra los resultados (2) de una prueba para determinar corn° la reaccion de amplificaciOn de acido 

nucleico se ve influida por la cantidad introducida de una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada con 

tratamiento con zeolita en una mezcla de reacciOn de LAMP (25 0). 

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 

45 amplificacion de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). 

La figura 11 muestra los resultados de amplificaciOn de acido 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 acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). 

ExplicaciOn de simbolos 

50 1: Tubo de centrifugaciOn, 3: zeolita, 5: casete, 7: membrana, 10: columna de eliminacion. 

4 

ES 2 528 483 T3

 



Mejores modos pare !lever a cabo la invencion 

Se explicaran ahora los modos preferidos de la invencion. 

El metodo de preparaci6n de la descripciOn es un metodo para la preparacion de una muestra para su uso en 

amplificaciOn de acid° nucleico, quo va a usarse para la amplificaciOn de acid° nucleico en una muestra biolOgica, 

5 metodo quo comprende una etapa de extraccion on la quo se &lade un reactivo de extraccion de acid° nucleico a la 

muestra biolOgica para obtener un extract° de acid° nucleic°, y una etapa de purificaci6n on la quo el extract° de 

acid° nucleico se pone on contact° con zeolita para obtener una muestra de amplificacion de acid° nucleico 

adecuada para la amplificacion de acid° nucleico para permitir la deteccion de acid° nucleico a alta sensibilidad. 

El termino "zeolita" se refiere colectivamente a sales de acid° aluminosilicico con microporos en sus cristales, y 

10 estas tienen una estructura principal basica quo es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de SiO4 y 

A104 enlazados por atomos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales 

alcalinos, iones de metales alcalinoterreos, iones amonio o iones hidrOgeno en los cristales, y "zeolita protonada" es 

zeolita quo contiene iones hidrOgeno en los cristales. Zeolita con una "estructura cristalina de mordenita" es zeolita 

quo tiene una estructura cristalina quo refleja una estructura esqueletica en columna hexagonal. La zeolita es 

15 preferiblemente zeolita con una razOn S/A (razor' de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas 

preferiblemente zeolita con una razon S/A de 39 o mas. 

El termino "muestra biologica" usado a lo largo de toda la presente mennoria descriptiva se refiere a un especimen 

proporcionado para la preparaciOn de una muestra para su uso en amplificaciOn de acid° nucleic°, quo es todo o 

una parte de celulas, tejidos u organos biologicos, e incluye especimenes muestreados directamente del cuerpo asi 

20 como especimenes obtenidos del medio ambiente tales como agua, suelo o aire. El termino "muestra de 

amplificaciOn de acid° nucleico" se refiere a una muestra preparada para su uso en amplificaciOn de acid° nucleic° 

diana, como una disolucion quo contiene el acid° nucleico diana. 

La muestra biologica puede ser, por ejemplo, sangre, liquid° cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga 

nasal o fluido tomado con torundas. 

25 En la etapa de extracci6n, se &lade preferiblemente un reactivo de extracciOn de acid° nucleico quo contiene un 

tensioactivo ani6nico y/o alcali a la muestra biologica para extraer el acid° nucleico, y el tensioactivo ani6nico es 

preferiblemente al menos un compuesto seleccionado del grupo quo consiste en sales de acid° alquilsulfOrico, sales 

de acid° alquiletersulfurico y sales de acid° alquilbencenosulfOrico.  

Los ejemplos de sales de acid° alquilsulfurico incluyen dodecilsulfato de sodio, decilsulfato de sodio y laurilsulfato de 

30 sodio, los ejemplos de sales de acid° alquiletersulfurico incluyen lauril eter sulfato de sodio, polioxietilenlauril eter 

sulfato de sodio y polioxietilenmiristil eter sulfato de sodio, y los ejemplos de sales de acid° alquilbencenosulfOrico  

incluyen dodecilbencenosulfato de sodio, etilbencenosulfato de sodio y butilbencenosulfato de sodio, entre los quo 

se prefiere dodecilsulfato de sodio. 

Como ejemplos de alcalis pueden mencionarse hidrOxido de sodio, hidrOxido de potasio, hidrOxido de litio, hidrOxido 

35 de calcio y agua amoniacal, prefiriOndose particularmente hidrOxido de sodio. 

El procedimiento para la etapa de extracciOn puede realizarse basandose en un metodo de ebullicion o un metodo 

de disoluciOn con alcali quo puede Ilevarse a cabo facilmente por un expert° en la tecnica. 

Especificamente, on un metodo de ebullicion, la muestra biologica se coloca en un microtubo y, en el caso de una 

muestra biolOgica liquida (sangre, liquid° cefalorraquideo, orina, suspensi6n de heces, esputo, saliva, descarga 

40 nasal o fluido tomado con torundas), el reactivo de extraccion de acid° nucleico quo contiene el tensioactivo anionic° 

se &lade directamente y la mezcla se somete a ebulliciOn durante 15 minutos, o se permite quo repose durante 10- 

15 minutos en un bloque de calentamiento a 95°C (denominado "tratamiento termico" a continuacion on el presente 

documento). Cuando la muestra biolOgica es un solid° (tal como un tejido u 6rgano), puede anadirse una cantidad 

equivalente de agua esterilizada a un microtubo quo contiene la muestra biolOgica, y la mezcla se somete 

45 rapidamente a congelacion y fusion repetidas, o se suelta fisicamente con una pipeta o espatula, y entonces se 

afiade el reactivo de extracciOn de acid° nucleico quo contiene tensioactivo aniOnico antes del tratamiento termico. 

El reactivo de extracciOn de acid° nucleico tambien puede afiadirse a una suspension de la muestra biologica en 

agua esterilizada o una disoluciOn de tamponamiento, y suministrarse para el tratamiento posterior. 

En el caso de una muestra biolOgica facilmente extraible, puede afiadirse agua esterilizada y Ilevarse a cabo el 

50 tratamiento termico sin adiciOn del reactivo de extracciOn de acid° nucleico quo contiene tensioactivo anionic°. 

Para un metodo de disolucion con alcali, por otro lado, la muestra biologica se coloca en un microtubo y, si la 

muestra biolOgica es un liquid°, se ariade directamente reactivo de extraccion de acid° nucleico quo contiene alcali y 

la mezcla se agita con un vOrtex hasta la disolucion de las celulas, antes del tratamiento termico. 

Cuando la muestra biolOgica es un solid°, puede afiadirse una cantidad equivalente de agua esterilizada a un 

55 microtubo quo contiene la muestra biologica, y la mezcla se somete rapidamente a congelacion y fusion repetidas o 
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se suelta fisicamente con una pipeta o espatula, de la misma manera descrita anteriormente, y entonces se atiade el 

reactivo de extraccion de acid° nucleico que contiene alcali y la mezcla se agita con un vOrtex hasta la disolucion del 

tejido u Organ°, antes del tratamiento termico. 

Para un aumento de la eficacia de extracciOn, puede afiadirse un tensioactivo aniOnico al reactivo de extraccion de 

5 acid° nucleico que contiene alcali para la extracciOn del acid° nucleico de la muestra biolOgica. 

En la etapa de extraccion, se afiade preferiblemente un reactivo de extracci6n de acid° nucleico a la muestra 

biolOgica, con la adici6n de una sal inorganica, para obtener un extract° de acid° nucleico. La condiciOn de adici6n 

de sal inorganica es la condicion de que se ariada una sal inorganica a la mezcla de muestra biolOgica/reactivo de 

extracciOn de acid° nucleico, usando una disoluciOn de la sal inorganica en un tampon o similar para la diluciOn de la 

10 muestra biologica o usando un reactivo de extracciOn de acid° nucleico que contiene sal inorganica, o una 

combinaciOn de ambos procedimientos, para la extraccion del acid° nucleico. El procedimiento para la extracciOn del 

acid° nucleico de la muestra biologica puede Ilevarse a cabo mediante el metodo descrito anteriormente con la 

condiciOn de adiciOn de una sal inorganica. 

Los ejemplos de sales inorganicas incluyen sales de sodio y sales de potasio, prefiriendose particularmente cloruro 

15 de sodio y cloruro de potasio. La cantidad de sal inorganica ariadida 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 

extracci6n de acido nucleico. 

En la etapa de purificaciOn, el extract° de acid° nucleico se pone en contact° con zeolita para eliminar del extract° 

de acid° nucleic° las sustancias que se adsorben sobre la zeolita, y la zeolita es preferiblemente zeolita protonada y 

20 mas preferiblemente tiene una estructura cristalina de mordenita. El termino "adsorbido" significa que la sustancia se 

incorpora mediante uni6n sobre la superficie de la zeolita o en sus microporos. 

El termino "zeolita" se refiere colectivamente a sales de acid° aluminosilicico con microporos en sus cristales, y 

estas tienen una estructura principal basica que es una estructura de red tridimensional de tetrahedros de SiO4 y 

Alat enlazados por atonnos de oxigeno compartidos. La zeolita contiene cationes tales como iones de metales 

25 alcalinos, iones de metales alcalinoterreos, iones arnonio o iones hidrogeno en los cristales, y "zeolita protonada" es 

zeolita que contiene iones hidrOgeno en los cristales. Zeolita con una "estructura cristalina de mordenita" es zeolita 

que tiene una estructura cristalina que refleja una estructura esqueletica en columna hexagonal. La zeolita es 

preferiblemente zeolita con una razOn S/A (razon de abundancia de silicio/aluminio) de 20 o mas, y mas 

preferiblemente zeolita con una razon S/A de 39 o mas. 

30 Como primer modo de la etapa de purificacion, se anade zeolita al extract° de acid° nucleico y se mezcla con el 

mismo, y entonces se aisla la zeolita mediante separacion centrifuga o filtraciOn para obtener una muestra de 

amplificaciOn de acid° nucleico. Este procedimiento puede eliminar sustancias que se adsorben sobre la zeolita del 

extracto de acid° nucleico, de modo que la disoluciOn obtenida puede usarse como muestra de amplificaciOn de 

acid° nucleico. 

35 Como segundo modo de la etapa de purificaci6n, el extract° de acid° nucleico se hace pasar a traves de una 

columna de eliminaciOn empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben sobre la zeolita, para 

obtener una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico. Este procedimiento puede eliminar del extracto de acid° 

nucleico las sustancias que inhiben la deteccion de acid° nucleico de alta sensibilidad, de modo que la disoluciOn 

que se eluye de la columna de eliminaciOn puede usarse como muestra de amplificaciOn de acid° nucleico. 

40 Las sustancias que inhiben la detecciOn de acid° nucleico de alta sensibilidad son componentes inhibidores tales 

como sales en el especimen, o alcalis, tensioactivos y agua del reactivo de extraccion. 

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

La columna de elirninaciOn 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 

45 la secci6n inferior del tubo de centrifugacion, y tiene una construed& tal que el extracto de acido nucleico aplicado a 

traves 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 seed& inferior del casete 5, y esta diseriada de modo que incluso cuando la 

columna de eliminaciOn 10 se ha centrifugado con un separador centrifugo, la zeolita 3 se sujeta mediante el casete 

5 y no cae hacia la secci6n inferior del tubo de centrifugaci6n 1. La membrana 7 puede ser, por ejemplo, papel de 

50 filtro, fibra de vidrio, un material textil no tejido de pulpa, rayon, fibras sinteticas, resina de fluor o similar. El peso de 

carga de la zeolita 3 puede ser de aproximadamente 300 mg hasta 100 1.1.1 de muestra biologica, y esto puede 

ajustarse apropiadamente dependiendo del tipo y la cantidad de muestra biolOgica. 

Los ejemplos de metodos para eliminar sustancias adsorbidas sobre la zeolita 3 del extract° de acid° nucleico, 

usando la columna de eliminacion 10, incluyen un metodo de aplicaciOn del extract° de acid° nucleico a la columna 

55 de eliminaciOn 10 y esperar a que caiga de manera natural hacia abajo, y un metodo de centrifugacion de la columna 

de eliminacion en un separador centrifugo, y en cualquier metodo, la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico de 
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la que se han eliminado las sustancias adsorbidas sobre la zeolita 3, puede obtenerse en la seccion inferior de la 

columna de eliminaciOn 10. 

Los diferentes tipos de reactivos, necesarios para el metodo para la preparaciOn de una muestra para su uso en 

amplificacion de acido nucleico segun la invenciOn, pueden empaquetarse previamente para su uso en un kit para la 

5 preparaci6n de una muestra para su uso en amplificaciOn de acid° nucleico, o un kit para la detecci6n de 

amplificacion de acido nucleico. En otras palabras, tambien se proporciona un kit para la preparacion de una 

muestra para su uso en amplificacion de acid° nucleico y un kit para la deteccion de amplificacion de acid° nucleico, 

que comprende zeolita y un reactivo de extracciOn de acid° nucleico que incluye un tensioactivo aniOnico y/o un 

alcali. 

10 Se mencionaron anteriormente ejemplos especificos para el tensioactivo ani6nico, el alcali y la zeolita. 

La zeolita esta preferiblemente protonada y tiene una estructura cristalina de mordenita, y el kit puede comprender la 

columna de eliminaciOn 10 empaquetada en lugar de zeolita. 

Adernas, si todos o 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 detecciOn superior y tambien mejorar enormemente la 

15 operatividad para el examen genico. 

Ejemplos 

La presente invenciOn se explicard ahora en mayor detalle con referencia a los ejemplos, con la comprension de quo 

no se pretende quo la invencion se limite a estos ejemplos. 

(Ejemplo 1) Examen de la adsorciOn de acid° nucleico diana sobre zeolita 

20 Para la eliminacion de sustancias quo inhiben la reacciOn de amplificacion de acido nucleico, quo estan presentes en 

un extracto de acid° nucleico preparado a partir de una muestra biolOgica (sustancias que inhiben la amplificacion de 

acido nucleico), usando zeolita, es una condicion esencial quo el acid° 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 acid° 

nucleico diana que va a usarse como molde se adsorbe sobre la zeolita. 

25 En primer lugar, se ariadieron 80 il de agua esterilizada y 100 gl de 2 x reactivo de extraccion de acid° nucleico 

(NaOH 0,4 M, SDS al 1%) a un microtubo, y se calentO la mezcla a 95°C durante 15 minutos y entonces se permitio 

que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se atiadieron 20 pl de 

disolucion de acid° nucleico diana. Se us6 una disoluciOn de ADN genOmico (100 copias/p.1) extrardo de 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucion de acid° nucleico diana. 

30 A continuacion, se atiadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa al microtubo que contenia la disolucion de 

acid° nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversiOn del microtubo, tras lo que se permitio quo la 

mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se us6 el sobrenadante obtenido mediante 

centrifugaciOn como muestra de amplificaciOn de acid° nucleico (muestra tratada con zeolita), amplificando el acid° 

nucleico diana en 10 pl de la misma mediante el metodo de LAMP. La zeolita usada era de 3 tipos: HSZ-690H0A 

35 (forma protonada y forma de mordenita, producto de Tosoh Corp.), HSZ-940H0A (forma protonada y forma beta, 

producto de Tosoh Corp.) y HSZ-980H0A (forma protonada y forma beta, producto de Tosoh Corp.), y se sometio a 

prueba cada tipo de zeolita. 

Para la prueba, se Ilevo a cabo la amplificaciOn del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la adici6n de un equivalente de agua 

40 esterilizada en lugar de la disoluciOn de acid° nucleico diana (control negativo), y una muestra de amplificaciOn de 

acido nucleico preparada mediante la simple adiciOn de 9 p1 de agua esterilizada a 1 pl de disoluciOn de acid° 

nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gen6mico: control positivo). 

Se us6 el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacion del acid° nucleico diana mediante LAMP, 

poniendolos en una mezcla de reacci6n de LAMP quo tenia la siguiente composici6n, a 67°C durante 60 minutos, y 

45 se midio la turbidez que aumentO con la amplificaciOn del acid° nucleico diana con un turbidimetro en tiempo real 

(LA-200, producto de Teramecs). 

<Conjunto de cebadores para el metodo de LAMP usando el gen de girasa B de M. tuberculosis como acid° nucleico 

diana> 

Cebador FIP de girasa B: 5'-gcggttgatgtgtttcacgcacaaagttaagagccg-3' (SEQ ID NO: 1) 

50 Cebador BIP de girasa B: 5'-gcgattcatagcagcatcgttccattgcatcgcgatctccac-3' (SEQ ID NO: 2) 

Cebador F3 de girasa B: 5'-cgcagccgaatccact-3' (SEQ ID NO: 3) 

Cebador B3 de girasa B: 5'-cgactccgaatacccgg-3' (SEQ ID NO: 4) 
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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 reaccion de LAMP (251.11)> 

Cantidad prescrita de muestra de amplificacion de acid° nucleico 

5 Tris-HCI 20 mM (pH 8,8) 

KCI 10 mM 

(NH4)2SO4 10 MM 

MgSO4 8 mM 

Tween20 at 0,1% 

10 dNTP 5,6 mM 

Cebador FIP 1,6 jiM 

Cebador BIP 1,6 ji.M 

Cebador F3 0,40 

Cebador B3 0,4 pM  

15 Cebador LF 0,81.1M 

Cebador LB 0,8 iuM 

16 U de Bst polimerasa 

1 de FD (calceina) 

DextranT40 at 1,6% 

20 La figura 2 es un grafico que muestra los resultados del examen de adsorciOn de acid° nucleico diana en zeolita 

(HSZ-690H0A de Tosoh Corp.). El eje vertical representa la turbidez de la mezcla de reacci6n de LAMP, y el eje 

horizontal representa el tiempo de reacci6n. 

Como resultado, el momento de inicio de la amplificacion de acid° nucleico diana con la muestra de amplificaciOn de 

acid° nucleico preparada con la adicion de zeolita (HSZ-690H0A, Tosoh Corp.) (muestra tratada con zeolita) era el 

25 mismo que el control positivo, demostrando por tanto que el tratamiento con zeolita no afectaba at momento de inicio 

de la amplificaciOn de acid° nucleico diana. El resultado fue esencialmente el mismo para todas las zeolitas usadas: 

HSZ-690H0A (forma protonada y forma de mordenita, producto de Tosoh Corp.), HSZ-940H0A (forma protonada y 

forma beta, producto de Tosoh Corp.) y HSZ-980H0A (forma protonada y forma beta, product° de Tosoh Corp.), y 

por tanto el momento de inicio de la amplificaciOn de acid° nucleico diana no se vio afectado por el tipo de zeolita 

30 usada. 

Cuando se us6 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada con la adicion de un equivalente de agua 

esterilizada en lugar de la disoluciOn de acid° nucleico diana (control negativo), no se encontrO amplificaciOn de 

acid° nucleico diana durante los 60 minutos de tiempo de reacciOn. 

Estos resultados demostraron que el acid° nucleico en una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico 

35 esencialmente no se adsorbe sobre la zeolita. 

(Ejemplo 2) Efecto de neutralizaciOn de alcalis en el reactivo de extracci6n de acid° nucleico y efecto de eliminaciOn 

de tensioactivos anionicos por la zeolita. 

Entonces se examino si el tratamiento con zeolita puede eliminar o no sustancias que inhiben la amplificaciOn de 

acid° nucleico en reactivos de extraccion de acid° nucleico. 

40 En primer lugar, con el fin de determinar si los alcalis en un reactivo de extraccion de acid° nucleico pueden 

neutralizarse mediante tratamiento con zeolita, se ariadieron 300 mg de una suspensi6n de zeolita acuosa (HSZ-

690H0A de Tosoh Corp.) a las siguientes 6 disoluciones diferentes: n.`'s de muestras 1-6) que contenian hidrOxido 

de sodio 0,2-0,4 M, y se mezclaron con las mismas mediante inversiOn, y entonces se midi6 el pH del sobrenadante 

obtenido mediante centrifugaciOn (pH tras el tratamiento con zeolita) y se comparO con el pH antes del tratamiento 

45 con zeolita (pH antes del tratamiento con zeolita). 

8 

ES 2 528 483 T3

 



<Composiciones de 6 disoluciones diferentes que contienen hidrOxido 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, SOS al 0,5%, NaCI 75 mM 

5 Muestra n.° 4: NaOH 0,2 M 

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

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

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de neutralizaciOn de hidrOxido de sodio 

de la zeolita. El eje vertical representa el pH y el eje horizontal representa el n.° de muestra, mientras que los 

10 cfrculos blancos representan el pH antes del tratamiento con zeolita y los circulos negros representan el pH tras el 

tratamiento con zeolita. 

Como resultado, se encontrO que el pH de las 6 disoluciones diferentes que contenian hidroxido de sodio 0,2-0,4 M 

se redujo hasta casi la neutralidad (pH 7-8) mediante el tratamiento con zeolita, y la reducciOn del pH practicamente 

no se vio afectada por SOS al 0,5% o NaCl 75 mM. 

15 Estos resultados sugieren que la zeolita tiene un efecto de neutralizaciOn de componentes de alcali en reactivos de 

extraccion de acido nucleico. 

A continuacion, con el fin de examinar si puede eliminarse o no dodecilsulfato de sodio (SOS) en un reactivo de 

extracciOn de acido nucleico mediante tratamiento con zeolita, se ahadieron 80 Ltl de agua esterilizada y o bien 100 

pl de disolucion de SOS al 0,2% o bien disolucion de SOS al 0,2% que contenia NaCl 75 mM a un microtubo y se 

20 calento a 95°C durante 15 minutos, y entonces se enfri6 mediante reposo a temperatura ambiente durante 5 

minutos, tras lo que se ariadieron 20 pl de disolucion de acido nucleico diana. Se usO una disoluciOn de ADN 

genOmico (100 copias/p1) extraido de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disoluciOn de acido nucleico diana. 

A continuaciOn, se anadieron 300 mg de suspensi6n de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh Corp.) al microtubo 

que contenia la disolucion de acido nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversiOn del microtubo, 

25 tras lo que se permitiO que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usO el sobrenadante 

obtenido mediante centrifugacion como muestra de amplificaciOn de acid° nucleico (muestra tratada con zeolita), 

amplificando el acido nucleico diana en 12,5 p.I de la misma mediante el metodo de LAMP. 

Para la prueba, se neve) a cabo la amplificacion del acido nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada 

30 con zeolita), una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la adiciOn de un equivalente de 

agua esterilizada en lugar de la disolucion de acido nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificacion 

de acid° nucleico preparada mediante la simple adiciOn de 9 Ltl de agua esterilizada a 1 gl de disoluciOn de acido 

nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN genOmico: control positivo). 

Se Ilev6 a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que 

35 comprendia las secuencias de nucleOtidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en 

el ejemplo 1, permitiendoles que permanezcan en una mezcla de reacciOn de LAMP que tenia la composici6n 

descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 90 minutos, y se midiO en tiempo real la turbidez que aument6 con la 

amplificaciOn del acid° nucleico diana. 

La figura 4 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de eliminaciOn de SOS de la zeolita. 

40 La figura 4(a) muestra los resultados de la amplificacion de acido nucleico diana con la adicion de la disoluciOn de 

acid° nucleico diana a una disolucion que contiene SDS al 0,1%, y la figura 4(b) muestra los resultados de la 

amplificaciOn de acido nucleico diana con la adiciOn de la disolucion de acido nucleico diana a una disoluciOn de 

contiene SOS al 0,1% y NaCI 75 mM. El eje vertical representa la turbidez de la mezcla de reaccion de LAMP, y el 

eje horizontal representa el tiempo de reacciOn. 

45 Como resultado, no se detectO amplificaciOn de acid° nucleico diana cuando se us6 la muestra de amplificacion de 

acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que se detecto 

amplificaciOn de acid° nucleico diana cuando se us6 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada con 

tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), y el momento de inicio de la amplificaciOn de acido nucleico 

diana era el mismo que para el control positivo. Estos resultados fueron aproximadamente los mismos cuando se 

50 IlevO a cabo la amplificaciOn de acid° nucleico diana con la adiciOn de la disoluciOn de acid° nucleico diana a una 

disoluciOn que contenia NaCI 75 mM y SOS al 0,1%. 

Por otro lado, cuando se us6 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada con la adicion de un 
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equivalente de agua esterilizada en lugar de la disolucion de acido nucleico diana (control negativo), no se encontr6 

amplificaciOn de acid° nucleico diana durante los 90 minutos de tiempo de reaccion. 

Estos resultados sugirieron que la zeolita tiene un efecto de eliminaciOn de SDS en reactivos de extraccion de acido 

nucleico, y por tanto tiene un efecto de eliminacion de tensioactivos aniOnicos. 

5 (Ejemplo 3) Efecto de desalacion de la zeolita 

Se examin6 si el tratamiento con zeolita puede elinninar o no NaCI en un extracto de acido nucleico obtenido de una 

muestra biolOgica. 

En primer lugar, se anadieron 500 ill de solucion salina fisiologica a un microtubo, y se calentO la mezcla a 95°C 

durante 15 minutos y entonces se permitiO que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se 

10 enfriara, tras lo que se anadieron 20 IA de disoluciOn de acid° nucleico diana. Se use) una disolucion de ADN 

genornico (100 copias/RI) extraido de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disoluciOn de acido nucleico diana. 

A continuacion, se anadieron 300 mg de suspensi6n de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh Corp.) al microtubo 

que contenia la disoluciOn de acid° nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversion del nnicrotubo, 

tras lo que se perrnitiO que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usO el sobrenadante 

15 obtenido mediante centrifugaciOn como muestra de amplificacion de acido nucleico, amplificando el acido nucleico 

diana en 12,5 I de la misma mediante el metodo de LAMP. 

Para la prueba, se Ileve) a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada 

con zeolita), una muestra de amplificacion de acid° nucleico preparada mediante la adici6n de un equivalente de 

20 agua esterilizada en lugar de la disoluciOn de acido nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificaciOn 

de acid° nucleico preparada mediante la simple adicion de 9 l de agua esterilizada a 1 pl de disolucion de acid° 

nucleico diana (que contenia 100 copias de ADN gen6mico: control positivo). 

Se IlevO a cabo la amplificacion del acido nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que 

comprendia las secuencias de nucleOtidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en 

25 el ejemplo 1, pernnitiOndoles que permanezcan en una mezcla de reacciOn de LAMP que tenia la composicion 

descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 60 minutos, y se midie) en tiempo real la turbidez que aumentO con la 

amplificacion del acid° nucleico diana. 

La figura 5 es un grafico que muestra los resultados del examen del efecto de desalaciOn de la zeolita. El eje vertical 

representa la turbidez de la mezcla de reaccion de LAMP, y el eje horizontal representa el tiempo de reacciOn. 

30 Como resultado, el momento de inicio de la amplificaciOn de acid° nucleico diana se retras6 20 minutos cuando se 

us6 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con 

zeolita), en comparaciOn con el control positivo, mientras que con la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico 

preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), el retraso en el momento de inicio de la 

amplificaciOn de acid° nucleico diana no era mas largo de 10 minutos. 

35 Por otro lado, cuando se us6 la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada con la adici6n de un 

equivalente de agua esterilizada en lugar de la disoluciOn de acido nucleico diana (control negativo), no se encontr6 

amplificaciOn de acid° nucleico diana durante los 60 minutos de tiempo de reaccion. 

Estos resultados demostraron que la zeolita tiene un efecto de eliminacion de NaCI en reactivos de extracciOn de 

acid° nucleico y muestras biolOgicas, es decir un efecto de desalaciOn. Esto sugiere que incluso con muestras de 

40 amplificaciOn de acido nucleico que solo pueden introducirse en cantidades limitadas en las mezclas de reacciOn de 

amplificacion de acido nucleico debido a la inhibiciOn de la reacci6n de amplificacion de acido nucleico por NaCI en 

la muestra biolOgica, es posible aumentar la cantidad de introducciOn en la reacciOn de amplificaciOn de acid° 

nucleico mas alla del limite. 

(Ejemplo 4) lnfluencia de la preparaci6n de la muestra biologica y la extracciOn de acid° nucleico sobre la 

45 amplificaciOn de acid° nucleico diana 

Se realizo una prueba para determinar el efecto del tratamiento previo con zeolita sobre la amplificacion de acid° 

nucleico diana con la muestra de amplificacion de acido nucleico preparada a partir de una muestra biolOgica que 

contenia sangre. Especificamente, se examinaron las condiciones de tratamiento de extraccion de acido nucleico y 

preparaci6n de la muestra biologica con tratamiento previo con zeolita. Se usaron las siguientes 12 muestras 

50 biolOgicas diferentes y 3 extractos de acido nucleico diferentes como muestras biolOgicas y extractos de acid° 

nucleico, y se realize) la amplificaciOn de acid° nucleico diana mediante LAMP usando sus 36 combinaciones. 

<Suspensiones de muestras biolOgicas> 

Se prepararon suspensiones con 3 bases diferentes, especificamente agua esterilizada, soluciOn salina fisiolOgica 
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diluida 3 veces (solucion sauna fisiologica 1/3) y sangre completa al 0-30% en solucion sauna fisiolOgica, y tambien 

se prepararon 12 suspensiones diferentes, que eran suspensiones de muestras biologicas que tertian las siguientes 

composiciones y una muestra control que no contenfa sangre completa. 

Agua esterilizada que no contenfa sangre completa 

5 Agua esterilizada que contenfa sangre completa al 10% 

Agua esterilizada que contenfa sangre completa al 20% 

Agua esterilizada que contenfa sangre completa at 30% 

Solucion salina fisiologica 1/3 que no contenfa sangre completa 

Solucion salina fisiologica 1/3 que contenfa sangre completa al 10% 

10 SoluciOn salina fisiolOgica 1/3 que contenfa sangre completa at 20% 

Solucion salina fisiologica 1/3 que contenfa sangre completa al 30% 

SoluciOn salina fisiolOgica que no contenfa sangre completa 

Solucion salina fisiologica que contenfa sangre completa al 10% 

SoluciOn salina fisiolOgica que contenfa sangre completa al 20% 

15 Solucion salina fisiolOgica que contenfa sangre completa at 30% 

<Reactivos de extracci6n de acid° nucleico> 

Se prepararon los siguientes 3 reactivos de extraccion de acido nucleico diferentes (reactivos de extraccion de acid° 

nucleico A-C) con diferentes concentraciones de cloruro de sodio. Se afiadio azul de timol como indicador de pH. 

Reactivo de extracci6n de acid° nucleico A: NaOH 174 mM, NaCI 0 mM, azul de timol al 0,00046% 

20 Reactivo de extracciOn de acid° nucleico B: NaOH 174 mM, NaCI 5 mM, azul de timol al 0,00046% 

Reactivo de extracci6n de acid° nucleico C: NaOH 174 mM, NaCI 10 mM, azul de timol al 0,00046% 

En primer lugar, se afiadieron 100 ill de cada suspension de muestra biologica y 900 pf de cada reactivo de 

extracciOn de acid° nucleico a un microtubo, y se calentO la mezcla a 95°C durante 15 minutos y entonces se 

permitio que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se afiadio 1 III de 

25 disolucion de acido nucleico diana. Se us6 una disoluciOn de ADN genOmico (100 copias/g1) extrafdo de 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv en cultivo como disolucion de acido nucleico diana. 

A continuaciOn, se ariadiO una suspensiOn de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh Corp.) a 400 nig/nril at 

microtubo que contenfa la disolucion de acido nucleico diana y se mezclo con la misma mediante inversiOn del 

microtubo, tras lo que se permitiO que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se usO el 

30 sobrenadante obtenido mediante centrifugaciOn como muestra de amplificaciOn de acid° nucleico (muestra tratada 

con zeolita), amplificando el acido nucleico diana en 30 IA de la misma mediante el metodo de LAMP. 

Para la prueba, se Ilev6 a cabo la amplificaciOn del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada mediante la adici6n de un equivalente de agua 

esterilizada en lugar de la disoluciOn de acid° nucleico diana (control negativo) y una muestra de amplificaciOn de 

35 acid° nucleico preparada mediante la simple adiciOn de 9 III de agua esterilizada a 1 p1 de disoluciOn de acido 

nucleico diana (que contenfa 100 copias de ADN genOmico: control positivo). 

Se IlevO a cabo la amplificaciOn del acid° nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que 

comprendfa las secuencias de nucleotidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en 

el ejemplo 1, permitiendoles que permanezcan en una mezcla de reacci6n de LAMP que tenfa la composici6n 

40 descrita en el ejemplo 1, a 67°C durante 60 minutos, y se midi6 en tiempo real la turbidez que aumentO con la 

amplificaciOn del acid° nucleico diana. 

La figura 6 es un grafico que muestra los resultados del examen de la influencia de la preparacion de la muestra 

biolOgica y la composiciOn del extracto de acid° nucleico sobre la amplificaciOn de acid° 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 

45 significa quo no se detecto aumento en la turbidez. El eje horizontal representa la adicion de sangre a la muestra 

biolOgica (%). 

Como resultado, cuando se us6 agua esterilizada que contenfa sangre completa al 10-30% como muestra biolOgica 
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en condiciones que usan el reactivo de extracciOn de acid° nucleico A, el momento de inicio de la amplificacion de 

acid° nucleico diana se retras6 10-50 minutos en comparaci6n con el control positivo, y la amplificaciOn de acid° 

nucleico diana se inhibio de una manera dependiente de la cantidad de sangre ariadida. Por otro lado, cuando se 

us6 solucion salina fisiologica como base de muestra biologica, el retraso en el momento de inicio de la amplificacion 

5 de acid° nucleico diana se redujo en comparaci6n con el uso de agua esterilizada. 

Ademas, con todas las muestras biolOgicas que contenian sangre completa, el extract° de acido nucleico (B) que 

tenia una concentracion de NaCl de 5 mM y el extracto de acid° nucleico (C) que tenia una concentracion de NaCl 

de 10 mM tenian un retraso reducido en el momento de inicio de la amplificacion de acid° nucleico diana en 

comparaci6n con el uso del extract° de acido nucleico (A) que tenia una concentracion de NaCI de 0 mM. El efecto 

10 de reduccion del retraso en el moment° de inicio de la amplificaciOn de acid° nucleico diana era mas notable con el 

extract° de acido nucleico C que con el extract° de acid° nucleico B. 

Cuando se compararon las intensidades de fluorescencia de las mezclas de reacciOn tras la mezcla de reacciOn de 

LAMP, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se us6 solucion salina fisiolOgica que contenia sangre 

completa al 10% como muestra biologica era equivalente a la misma sin sangre completa, cuando se uso el extracto 

15 de acido nucleico A. Ademds, la intensidad de fluorescencia era nnas debil pero positiva cuando se use) soluciOn 

salina fisiolOgica que contenia sangre completa al 20% como muestra biologica, en comparaci6n con la misma sin 

sangre completa. 

Cuando se us6 el extract° de acid° nucleico B, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se usO solucion 

salina fisiolOgica que contenia sangre completa at 10% y solucion salina fisiologica que contenia sangre completa at 

20 20% como muestra biolOgica era equivalente a la misma sin sangre completa. Adernas, la intensidad de 

fluorescencia era mas debil pero positiva cuando se uso agua esterilizada que contenia sangre completa at 10% o 

solucion sauna fisiolOgica 1/3 que contenia sangre completa at 10% como muestra biolOgica, en comparaci6n con la 

misma sin sangre completa. 

Cuando se us6 el extracto de acid° nucleico C, la intensidad de fluorescencia detectada cuando se us6 agua 

25 esterilizada que contenia sangre completa al 10%, soluciOn salina fisiolOgica 1/3 que contenia sangre completa at 

10%, solucion salina fisiologica que contenia sangre completa al 10% o soluciOn salina fisiologica que contenia 

sangre completa at 20% como muestra biolOgica era equivalente a la misma sin sangre completa. Adernas, la 

intensidad de fluorescencia era mas debil pero positiva cuando se usO soluciOn salina fisiolOgica 1/3 que contenia 

sangre completa al 20% o soluciOn salina fisiologica que contenia sangre completa at 30% como muestra biolOgica, 

30 en comparaciOn con la misma sin sangre completa. 

Se midi6 el contenido en proteina de la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico tras el tratamiento con zeolita y la 

muestra de amplificacion de acid° nucleico antes del tratamiento con zeolita (bases de muestra biologica: agua 

esterilizada, extracto de acid° nucleico A), y se muestran en la tabla 1. 

[Tabla 1] 

Tratam iento con 

zeol i ta 

Muestra b io lOg ica 
Concentrac i6n de NaC I en d iso l uc ion de extracc iOn de 

ac id° nucle ico 

Base 
Ad ic iOn de 

sang re ( Y()) 
0 mM 5 mM 1 0 mM 

Antes del 

t ratam iento 

Agua este ri l izada 1 0 1 ,85 ± 0 ,02 

20 3 , 1 8 ± 0 ,02 

30 4 ,3 1 ± 0 , 1 0 

Tras el 

t ratam iento 

Agua este ri l izada 1 0 0 ,40 ± 0 ,00 0 , 2 1 ± 0 ,00 0 , 1 0 ± 0 ,00 

20 0 , 82 ± 0 ,0 1 0 , 53 ± 0 ,00 0 , 35 ± 0 ,00 

30 1 , 1 1 ± 0,00 0 ,73 ± 0 ,00 0 ,50 ± 0 ,00 

Sol uc ion sal i na 

fis io lOg ica 1 /3 

1 0 0 ,28 ± 0 ,00 0 , 1 2 ± 0 ,00 0 , 06 ± 0 ,00 

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 

Sol uc iOn sau na 

f i s iolOgica 

1 0 0 , 1 3 ± 0 ,00 0 , 08 ± 0 ,00 0 ,04 ± 0 ,00 

20 0 ,39 ± 0 ,00 0 , 27 ± 0 ,00 0 , 1 6 ± 0 ,00 

30 0 ,7 1 ± 0,00 0 , 59 ± 0 ,00 0 , 36 ± 0 ,00 

35 Como resultado, se demostr6 que la zeolita tiene un efecto de eliminaciOn de proteina de una muestra biologica, es 

decir un efecto de desproteinizaci6n. Cuando se compararon las bases de muestra biolOgica, la soluciOn salina 

fisiolOgica 1/3 tuvo un efecto de desproteinizacion mas fuerte que el agua esterilizada, y se presentO el mayor efecto 

de desproteinizaci6n cuando se uso soluciOn salina fisiolOgica. Cuando se compararon los extractos de acid° 

nucleico, el efecto de desproteinizaciOn fue mas fuerte cuando se usO el extract° de acid° nucleico (B) que tenia una 

40 concentraciOn de NaCI de 5 mM que cuando se usO el extract° de acid° nucleico (A) que tenia una concentracion de 

NaCI de 0 mM, y se present6 el mayor efecto de desproteinizacion cuando se us6 el extract° de acid° nucleico (C) 

que tenia una concentraciOn de NaCI de 10 mM. 
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Estos resultados demostraron que el uso de una muestra biolOgica (o suspensi6n de muestra biolOgica) con una 

concentracion de NaCI de 1/3-1/1 de solucion sauna fisiolOgica permite que el tratamiento de extracciOn de acid° 

nucleico se Ileve a cabo en presencia de NaCI, reduciendo por tratamiento con zeolita posterior el efecto de 

inhibici6n de la amplificaciOn de acid° nucleico de la sangre. Los resultados tambien demostraron que la zeolita tiene 

5 un efecto de desproteinizaciOn. Se encontr6 que el efecto de desproteinizacion era mas alto cuando se uso una 

disolucion que contenia NaCl para el tratamiento previo con zeolita, es decir para la preparaci6n de la muestra 

biologica y/o el tratamiento de extracciOn de acido nucleico. Tal como queda claro a partir del ejemplo 3, la zeolita 

tambien tiene un efecto de desalacion, y por tanto reduce la acciOn de inhibiciOn de la amplificaciOn de acid° 

nucleico de NaCI en reactivos de extraccion de acid° nucleico y muestras biolOgicas. 

10 Estos resultados sugieren que incluso con muestras biolOgicas que contienen sangre que han tenido una 

introducci6n limitada en la mezcla de reaccion de amplificaciOn de acid° nucleico debido a sustancias que inhiben la 

amplificaciOn de acid° nucleico en la sangre, es posible exceder el Ilmite para permitir su uso para la reacciOn de 

amplificaciOn de acid° nucleico. 

(Ejemplo 5) Efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificaciOn de acid° nucleic° diana en sangre tratada 

15 termicamente mediante LAMP 

Puesto que se habia mostrado que la zeolita tiene un efecto de eliminacion de sustancias que inhiben la 

amplificaciOn de acid° nucleico en muestras de amplificaciOn de acid° nucleico preparadas a partir de muestras 

biologicas, se prepararon muestras de amplificaciOn de acid° nucleico a partir de sangre para examinar el efecto del 

tratamiento con zeolita sobre la amplificaciOn del acido nucleico diana. 

20 En primer lugar, se anadieron sangre (75 pip muestreada de un sujeto y 75 RI de SDS al 0,025% a un microtubo, se 

calentO a 95°C durante 5 minutos y se enfrio en hielo, y entonces se sometio a separaci6n centrifuga durante 1 

minuto con una centrffuga de sobremesa (nombre comercial: Puchi-Hachi, producto de Waken Co., Ltd.), y se 

recuper6 el sobrenadante. A continuacion, se afiadieron 20 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de 

Tosoh Corp.) a 20 pi del sobrenadante obtenido y se mezclaron con el mismo mediante inversion, tras lo que se 

25 permitio que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, se afiadieron 104 copias de ADNX 

(Takara Bio, Inc.) a 10 !Al del sobrenadante obtenido mediante centrifugacion, y se us6 la disoluciOn como muestra 

de amplificaciOn de acido nucleico (muestra tratada con zeolita) para la amplificaciOn del acid° nucleico diana 

mediante el metodo de LAMP. 

Para la prueba, se IlevO a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

30 usando una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada 

con zeolita) y una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la simple adicion de 104 copias de 

ADNX a agua esterilizada (control positivo). 

Se us6 el siguiente conjunto de cebadores para la amplificaciOn del acid° nucleico diana mediante LAMP, 

poniendolos en una mezcla de reacci6n de LAMP que tenfa la siguiente composicion a 67°C durante 60 minutos, y 

35 se midio en tiempo real la intensidad de fluorescencia (fluorescencia) que aumento con la amplificacion del acid° 

nucleico diana. 

<Conjunto de cebadores para el metodo de LAMP usando ADNX como acid° nucleico diana> 

Cebador FIP de ADNX: 5'-aggccaagctgcttgcggtagccggacgctaccagcttct-3' (SEQ ID NO: 7) 

Cebador BIP de ADNX: 5'-caggacgctgtggcattgcagatcataggtaaagcgccacgc-3' (SEQ ID NO: 8) 

40 Cebador F3 de ADNX: 5'-aaaactcaaatcaacaggcg-3' (SEQ ID NO: 9) 

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

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

<ComposiciOn de la mezcla de reacciOn de LAMP (251.11)> 

Cantidad prescrita de muestra de amplificacion de acid° nucleico 

45 Tris-HCI (pH 8,8) 20 mM 

KCI 10 mM 

(NI-14)2SO4 10 mM 

MgSO4 8 mM 

Tween20 al 0,1% 
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dNTP 5,6 mM 

Cebador FIP 1,6 j.tM 

Cebador BIP 1,6 jiM 

Cebador F3 0,4 JIM 

5 Cebador B3 0,4 WI 

Cebador LF 0,8 p.M 

8 U de Bst polimerasa 

Amarillo de oxazol 0,25 gg/m1 

La figura 7 muestra los resultados de la amplificacion de acid° nucleico diana mediante LAMP, usando una muestra 

10 de amplificacion de acido nucleico preparada a partir de sangre mediante tratamiento con zeolite (muestra tratada 

con zeolite) y una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolite (muestra no 

tratada con zeolite). El eje vertical representa la fluorescencia en la mezcla de reacciOn de LAMP que aumentO con 

la amplificaciOn del acid° nucleico diana, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccion. 

Como resultado, aunque se encontr6 amplificaciOn de acid° nucleico diana en la muestra de amplificaciOn de acid° 

15 nucleico preparada sin tratamiento con zeolite (muestra no tratada con zeolite), el momento de inicio de la 

amplificacion de acid° nucleico diana se retrase) aproximadamente 5 minutos en comparaci6n con el control positivo, 

y por tanto la amplificaciOn de acid° nucleico diana se inhibiO significativamente.  

Por otro lado, el momento de inicio de la amplificaciOn de acid° nucleico diana con la muestra de amplificacion de 

acido nucleico preparada con tratamiento con zeolite (muestra tratada con zeolite) era el mismo que el del control 

20 positivo, y por tanto no se inhibi6 la amplificaciOn de acid° nucleico diana. 

Estos resultados demostraron que el tratamiento con zeolite durante la preparaci6n de una muestra de amplificaciOn 

de acid° nucleico a partir de sangre elimina sustancias que inhiben la amplificaciOn de acid° nucleico en la sangre y 

SDS que se ha ariadido para la extracci6n del acido nucleico, eliminando por tanto la acciOn de inhibiciOn de la 

amplificaciOn de acid° nucleico diana de estas sustancias. 

25 (Ejemplo 6) Examen de la cantidad de muestra de amplificaciOn de acid° nucleico introducida en la mezcla de 

reaccion de amplificacion de acid° nucleico 

Puesto que se hal:ft mostrado que la zeolite tiene un efecto de eliminaciOn de sustancias que inhiben la 

amplificaciOn de acido nucleico en muestras de amplificaciOn de acid° nucleico preparadas a partir de muestras 

biolOgicas, se realize) una prueba para examinar en que grado se introduce una nnuestra de amplificaciOn de acido 

30 nucleico preparada a partir de esputo con respecto al volumen de la mezcla de reacci6n de amplificaciOn de acid° 

nucleico. 

En primer lugar, se afiadieron esputo (100 IA) muestreado de un sujeto y 100 pi de 2 x reactivo de extraccion de 

acido nucleico (NaOH 0,4 M, SDS al 1%) a un microtubo, y se calento la mezcla a 95°C durante 15 minutos y 

entonces se permitiO que reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos para que se enfriara, tras lo que se 

35 anadieron 20 pl de disoluciOn de acido nucleico diana. Se us6 una disoluciOn de ADN gen6mico (100 copies/pi) 

extrafdo de M. tuberculosis H37Rv en cultivo como disoluciOn de acid° nucleico diana. 

A continuaci6n, se afiadieron 300 mg de suspensi6n de zeolite acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh Corp.) al microtubo 

que contenfa la disoluciOn de acid° nucleico diana y se mezclaron con la misma mediante inversiOn, tras lo que se 

perrnitiO que la mezcla reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se use) el sobrenadante obtenido 

40 mediante centrifugacion como muestra de amplificacion de acido nucleico (muestra tratada con zeolite), con 10, 

12,5, 15, 17,5 0 20 1.11 de la misma en un total de 25 pl de mezcla de reacciOn de LAMP para la amplificaciOn de 

acid° nucleico diana mediante el metodo de LAMP. 

Para la prueba, se Ileve) a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando 10 pl de una muestra de amplificacion de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolite (muestra no 

45 tratada con zeolite) y 10 pl de una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la simple adicion 

de 9 pl de agua esterilizada a 1 1.1.1 de disoluciOn de acido nucleico diana (que contenfa 100 copias de ADN 

gen6mico: control positivo). 

Se neve a cabo la amplificaciOn del acid° nucleico diana mediante LAMP usando un conjunto de cebadores que 

comprendfa las secuencias de nucleotidos enumeradas como SEQ ID NO: 1-6 de la lista de secuencias, usados en 

50 el ejemplo 1, permitiendoles que permanezcan en una mezcla de reacciOn de LAMP que tenia la composiciOn 

descrita en el ejemplo 1 durante 60 minutos, y se midi6 en tiempo real la turbidez que aumento con la amplificaciOn 
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del acid° nucleico diana. 

La figura 8 muestra los resultados (1) de una prueba para determinar corn° se ve influida la reacciOn de 

amplificacion de acid° nucleico por la cantidad de introducci6n de una muestra de amplificacion de acid° nucleico 

preparada con tratamiento con zeolita en una mezcla de reaccion de LAMP (25 IA. El eje vertical representa el 

5 tiempo (min) (valor de Tt) para una turbidez de la mezcla de reacciOn de LAMP de 0,1. ND significa que no se 

detectO aumento en la turbidez. 

Como resultado, no se detectO amplificaciOn de acid° nucleico diana cuando se usaron 10 ill de 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 acid° nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con 

10 zeolita), se detectO amplificaciOn de acido nucleico diana incluso con 20 jtl de muestra de amplificaciOn de acid° 

nucleico introducidos en 25 i.d de mezcla de reaccion de LAMP, mientras quo el valor de Tt del control positivo era de 

aproximadamente 12 minutos en comparacion con un valor de Tt de aproximadamente 18 minutos para la muestra 

tratada con zeolita, y por tanto no se encontrO ninguna diferencia significativa entre las dos. 

A continuaci6n, se liofilizaron todos los componentes en la mezcla de reaccion de LAMP distintos de la muestra de 

15 amplificaciOn de acid° nucleico y sulfato de amonio, y se realizO la reacciOn de LAMP con la adicion de 25 jil de la 

muestra tratada con zeolita mencionada anteriormente a la misma, midiendo en tiempo real la turbidez quo aument6 

con la amplificacion de acid° nucleico diana. 

Para la prueba, se neve) a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana de la misma manera mediante LAMP 

usando 25 ill de muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada mediante la adiciOn de un equivalente de 

20 agua esterilizada on lugar de la disoluciOn de acid° nucleico diana (control negativo) o una muestra de amplificaciOn 

de acid° nucleico preparada mediante la simple adici6n de 24 pl de agua esterilizada a 1 pl de disoluciOn de acid° 

nucleico diana (quo contenia 100 copias de ADN genornico: control positivo), anadiendo cada uno a los 

componentes on la mezcla de reacciOn de LAMP liofilizada. 

La figura 9 muestra los resultados (2) de una prueba para determinar c6mo se ve influida la reacci6n de 

25 amplificaciOn de acid° nucleico por la cantidad de introducciOn de una muestra de amplificacion de acid° nucleico 

preparada con tratamiento con zeolita en una mezcla de reacci6n de LAMP (25 pi). 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 

detect6 aumento on la turbidez. 

Como resultado, se detectO amplificaciOn de acid° nucleico diana incluso cuando se introdujeron 25 pl de la muestra 

30 de amplificacion de acid° nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) on 25 j.tl de 

mezcla de reacci6n de LAMP, mientras que el valor de Tt del control positivo era de aproximadamente 12 minutos en 

comparaciOn con un valor de It de aproximadamente 14-18 minutos para la muestra tratada con zeolita, y por tanto 

no se encontr6 ninguna diferencia significativa entre las dos. 

Estos resultados demostraron quo la preparaci6n de una muestra de amplificaciOn de acido nucleico a partir de una 

35 muestra biolOgica con tratamiento con zeolita permite quo la mayoria de la sustancias que inhiben la amplificaciOn 

de acid° nucleico se eliminen al mismo tiempo que se permite la introducci6n de la muestra de amplificacion de 

acid° nucleico al volumen maxim° de la mezcla de reacci6n de LAMP. Esto sugiere quo un mOtodo de preparaci6n 

de una muestra de amplificaciOn de acid° nucleico a partir de una muestra biolOgica con tratamiento con zeolita es 

altamente ütil para la detecciOn de acid° nucleico diana a partir de especimenes que han requerido una etapa de 

40 purificaci6n del acido nucleico debido a la abundancia de sustancias quo inhiben la amplificacion de acid° nucleico 

en la muestra biologica, o para la detecciOn de genes con niveles de expresion muy bajos. Ademas, cuando se usa 

este metodo junto con un reactivo de amplificaciOn secado, el procedimiento de redisoluciOn del reactivo de 

amplificacion secado y el procedimiento de adicion de la muestra pueden Ilevarse a cabo en la misma etapa, 

mejorando por tanto enormemente la operatividad durante el examen genic°. 

45 (Ejemplo 7) Efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificaciOn de acid° nucleico diana mediante PCR 

Puesto quo se habia demostrado que el tratamiento con zeolita durante la preparaci6n de una muestra para su uso 

en amplificacion de acid° nucleico puede eliminar sustancias quo inhiben la amplificacion de acid° nucleico, y se 

observe) el efecto en la amplificaciOn de acid° nucleico diana mediante el metodo de LAMP, se realizO una prueba 

para examinar el efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificaciOn de acido nucleico diana mediante PCR. 

50 En primer lugar, se anadieron plasma sanguine° (250 up muestreado de un sujeto y 250 IA de SDS al 0,5% a un 

microtubo y se calentO la mezcla a 95°C durante 15 minutos y se permiti6 quo reposara a temperatura ambiente 

durante 5 minutos, y entonces se anadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh 

Corp.) a la misma y se mezclO mediante inversiOn, tras lo quo se permitio que la mezcla reposara a temperatura 

ambiente durante 5 minutos, se ariadieron 105 copias de ADNX (Takara Bio, Inc.) a 3 pl del sobrenadante obtenido 

55 mediante centrifugaciOn y se usO la disoluciOn como muestra de amplificaciOn de acid° nucleico (nnuestra tratada 

con zeolita) para la amplificaciOn del acid° nucleico diana mediante el metodo de PCR. 
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Para la prueba, se IlevO a cabo la amplificacion del acid° nucleico diana de la misma manera mediante PCR usando 

una muestra de amplificaciOn de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con 

zeolita) y una muestra de amplificacion de acido nucleico preparada mediante la simple adici6n de 105 copias de 

ADNX a agua esterilizada (control positivo). 

5 Se us6 el siguiente conjunto de cebadores para la amplificaciOn del acido nucleico diana mediante PCR, poniendolos 

en una mezcla de reacci6n PCR que tenia la siguiente composicion, y se midi6 en tiempo real la intensidad de 

fluorescencia (fluorescencia) quo aumento con la amplificacion del acido nucleico diana. 

<Conjunto de cebadores para el metodo de PCR usando ADNX como acido nucleico diana> 

Cebador sentido X: 5'-aaaactcaaatcaacaggcg-3' (SEQ ID NO: 12) 

10 Cebador antisentido X: 5'-gacggatatcaccacgatca-3' (SEQ ID NO: 13) 

<Composicion de la mezcla de reaccion PCR (50 IA> 

Muestra de amplificacion de acido nucleico 

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

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

15 dATP 0,2 nnM 

dCTP 0,2 mM 

dGTP 0,2 mM 

dTTP 0,2 mM 

Cebador sentido X 0,2gM 

20 Cebador antisentido X, 0,2 p.M 

Amarillo de oxazol 0,25 pg/m1 

La figura 10 muestra los resultados de la amplificaciOn de acid° 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 amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). El eje 

25 vertical representa la fluorescencia en la mezcla de reacciOn PCR que aument6 con la amplificaciOn del acido 

nucleico diana, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccion. 

Como resultado, no se detecto amplificacion de acid° nucleico diana usando la muestra de amplificacion de acid° 

nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras quo con la muestra de 

amplificaciOn de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita), la reacciOn de 

30 amplificacion se produjo con suficiente sensibilidad, aunque el momento de inicio de la amplificaciOn de acido 

nucleico diana se retras6 aproximadamente 5 minutos en comparaci6n con el control positivo. 

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

Puesto que se habla demostrado que el tratamiento con zeolita durante la preparacion de una muestra para su uso 

en amplificaciOn de acido nucleico puede eliminar sustancias que inhiben la amplificaciOn de acido nucleico, y se 

35 observe) el efecto en la amplificaciOn de acid° nucleico diana mediante los metodos de LAMP y PCR, se realizO una 

prueba para examinar el efecto del tratamiento con zeolita sobre la amplificacion de acido nucleico diana mediante 

RT-LAMP. 

En primer lugar, se anadieron plasma sanguineo (250 pl) muestreado de un sujeto y 250 pl de SDS al 0,5% a un 

microtubo y se calentO la mezcla a 95°C durante 15 minutos y se permitio que reposara a temperatura ambiente 

40 durante 5 minutos, y entonces se anadieron 300 mg de suspension de zeolita acuosa (HSZ-690H0A de Tosoh 

Corp.) a la misma y se mezclo mediante inversion, tras lo quo se permitiO quo la mezcla reposara a temperatura 

ambiente durante 5 minutos, se afiadieron 80 copias de ARN gen6mico de coronavirus de SARS (Eiken Chemical 

Co., Ltd.) a 4 pi del sobrenadante obtenido mediante centrifugaciOn y se us6 la disoluciOn como muestra de 

amplificaciOn de acido nucleico (muestra tratada con zeolita) para la amplificaciOn del acido nucleico diana mediante 

45 el metodo de RT-LAMP. 

Para la prueba, se Ileve) a cabo la amplificaciOn del acido nucleico diana de la misma manera mediante RI-LAMP 

usando una muestra de amplificaciOn de acido nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada 

con zeolita) y una muestra de amplificaciOn de acido nucleico preparada mediante la simple adiciOn de 80 copias de 
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ARN genomico de coronavirus de SARS a agua esterilizada libre de ARNasa (control positivo). 

Se us6 el siguiente conjunto de cebadores para la amplificacion del acid° nucleico diana mediante RT-LAMP, 

poniendolos en una mezcla de reacciOn de AT-LAMP que tenia la siguiente composicion, y se midi() con un 

turbidimetro en tiempo real la turbidez que aumentO con la amplificaciOn del acid° nucleico diana. 

5 <Conjunto de cebadores para AT-LAMP usando ARN gen6mico de coronavirus de SARS como acid° nucleico 

diana> 

Cebador FIP de SARS: 5'-tgcatgacagccctcgaagaagctattcgtcac-3' (SEQ ID NO: 14) 

Cebador BIP de SARS: 5'-gctgtgggtactaacctacctgtcaacataaccagtcgg-3' (SEQ ID NO: 15) 

Cebador F3 de SARS: 5'-ctaatatgtttatcacccgc-3' (SEQ ID NO: 16) 

10 Cebador B3 de SARS: 5'-ctctggtgaattctgtgtt-3' (SEQ ID NO: 17) 

Cebador LF de SARS: 5'-aaagccaatccacgc-3' (SEQ ID NO: 18) 

Cebador LB de SARS: 5'-ccagctaggattttctacagg-3' (SEQ ID NO: 19) 

<ComposiciOn de la mezcla de reacci6n de AT-LAMP (25 IA> 

Cantidad prescrita de muestra de amplificacion de acid° nucleico 

15 Tris-HCI 20 mM (pH 8,8) 

KCI 10 mM 

(NF14)2SO4 10 MM 

MgSO4 8 mM 

Tween20 al 0,1% 

20 dNTP 5,6 mM 

Cebador FIP 3,21.1M 

Cebador BIP 3,2 iiM 

Cebador F3 0,8 u.M 

Cebador B3 0,8 JIM 

25 Cebador LF 1,61..LM 

Cebador LB 1,61.1.M 

16 U de Bst polimerasa 

2 U de transcriptasa inversa AMV 

1 iI de FD (calceina) 

30 La figura 11 muestra los resultados de la amplificacion de acid° nucleico diana mediante AT-LAMP, usando una 

muestra de amplificaciOn de acido nucleico preparada con tratamiento con zeolita (muestra tratada con zeolita) y una 

muestra de amplificaciOn de acid° nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita). El 

eje vertical representa la turbidez en la mezcla de reacciOn de RT-LAMP que aumento con la amplificaciOn del acid° 

nucleico diana, y el eje horizontal representa el tiempo de reaccion. 

35 Como resultado, no se detectO amplificaciOn de acid° nucleico diana usando la muestra de amplificacion de acid° 

nucleico preparada sin tratamiento con zeolita (muestra no tratada con zeolita), mientras que con la muestra de 

amplificaciOn de acid° 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 amplificacion de acid° nucleico diana 

era aproximadamente 10 minutos antes en comparacion con el control positivo. 

40 [Lista de secuencias] 

<110> Eiken Kagaku Kabushiki Kaisha 
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<120> Metodo y kit para la preparacion de una muestra para su uso en amplificacion de acid° nucleico 

<130> 08-0542 

5 <140> 08 847 811.0 

<141> 05-11-2008 

<150> Documento PCT/JP2008/070089 

<151> 05-11-2008 

10 

<150> Documento JP2007-287655 

<151> 05-11-2007 

<160>19 

15 

<170> PatentIn versicin 3.1 

<210> 1 

<211>36 

20 <212> ADN 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

25 

30 

<400> 1 

gcggttgatg tgtttcacgc acaaagttaa gagccg 36 

<210>2 

<211>42 

<212> ADN 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<400> 2 

gcgattcata gcagcatcgt tccattgcat cgcgatctcc ac 42 

<210>3 

35 <211> 16 

<212> ADN 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<400>3 

cgcagccgaa tccact 16  
40 

<210>4 

<211>17 

<212> ADN 

45 <213> Mycobacterium tuberculosis 

<400> 4 

cgactccgaa taccc4g-- 17  

50 <210>5 

<211>15 

<212> ADN 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

55 <400> 5 

gaagtccacc aggcc 15  

<210>6 

<211>17 

60 <212> ADN 

<213> Mycobacterium tuberculosis 

<400> 6 
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tttccggcaa gggcacc 17  

<210>7 

<211>40 

5 <212> ADN 

<213> Fago lambda 

10 

15 

<400>7 

aggccaagct gcttgcggta gccggacgct accagcttct 40  

<210> 8 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> Fago lambda 

<400> 8 

caggacgctg tggcattgca gatcataggt aaagcgccac gc 

<210>9 

20 <211>20 

<212> ADN 

<213> Fago lambda 

25 

42 

<400>9 

aaaactcaaa tcaacaggcg 20  

<210>10 

<211>20 

<212> ADN 

30 <213> Fago lambda 

<400>10 

gacggata c accacgatca 20  

35 <210>11 

<211>20 

<212> ADN 

<213> Fago lambda 

40 <400> 11 

aggcatccca ccaacgggaa 20  

<210>12 

<211>20 

45 <212> ADN 

<213> Fago lambda 

50 

55 

<400> 12 

aaaactcaaa tcaacaqqcu 20  

<210>13 

<211>20 

<212> ADN 

<213> Fago lambda 

<400>13 

gacggatatc accacgatca 20  

<210> 14 

60 <211>33 

<212> ADN 

<213> Virus de SARS 
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<400> 14 

tgcatgacag ccctcgaaga agctattcgt cac 33 

5 <210> 15 

<211>39 

<212> ADN 

<213> Virus de SARS 

10 <400> 15 

gctgtgggta ctaacctacc tgtcaacata accagtcgg 39 

<210>16 

<211>20 

15 <212> ADN 

<213> Virus de SARS 

20 

25 

<400> 16 

ctaatatgtt titcacccgc 20  

<210> 17 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Virus de SARS 

<400>17 

ctctggtgaa ttctgtgtt 

<210> 18 

30 <211> 15 

<212> ADN 

<213> Virus de SARS 

35 

19 

<400> 18 

aaagccaatc cacgc 15  

<210> 19 

<211>21 

<212> ADN 

40 <213> Virus de SARS 

<400> 19 

ccagctagga ttttctacag g 21  

20 
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REIVINDICACIONES 

1. Metodo para la preparaciOn de una muestra para su uso en amplificaciOn de acido nucleico, que va a 

usarse para la amplificacion de acid° nucleico en una muestra biolOgica, metodo que comprende: 

una etapa de extraccion en la que se at-jade un reactivo de extracci6n de acid° nucleico a la muestra 

5 biolOgica 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 

eliminar del extracto de acido nucleico sustancias que inhiben la amplificacion de acido nucleico y se 

adsorben sobre la zeolita para obtener una muestra de amplificacion de acid° nucleico 

en el que la muestra biolOgica es sangre, liquid° cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva, descarga 

10 nasal o fluido tornado con torundas y 

en el que el reactivo de extracciOn de acid° 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. 

2. Metodo segijn la reivindicaciOn 1, en el que el tensioactivo es un tensioactivo ani6nico. 

3. Metodo segun la reivindicaciOn 2, en el que el tensioactivo anionico es al menos un compuesto 

15 seleccionado del grupo que consiste en sales de acid° alquilsulfurico, sales de acido alquiletersulfdrico y 

sales de acido alquilbencenosulfCirico; o en el que el tensioactivo aniOnico es dodecilsulfato de sodio. 

4. Metodo segUn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de extracciOn es una etapa 

en la que se &lade un reactivo de extracciOn de acid° nucleico a la muestra biolOgica, con la adici6n de una 

sal inorganica, para obtener un extracto de acid° nucleico. 

20 5. Metodo segun 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 acid° nucleico y se mezcla, y entonces se aisla la zeolita mediante 

separaci6n centrifuga o filtraciOn para obtener la muestra de amplificaciOn de acid° nucleico; o en el que la 

etapa de purificaciOn es una etapa en la que el extracto de acid° nucleico se hace pasar a traves de una 

columna de eliminaciOn empaquetada con zeolita para eliminar las sustancias que se adsorben sobre la 

25 zeolita, para obtener una muestra de amplificaciOn de acido nucleico. 

6. Kit para la preparaciOn de una muestra para su uso en amplificacion de acid° nucleico, que va a usarse en 

el metodo de preparaciOn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, comprendiendo el kit un 

reactivo de extracciOn de acid° nucleico y zeolita, en el que la zeolita esta protonada y tiene una estructura 

cristalina de mordenita. 

30 7. Kit de preparaci6n segun la reivindicacion 6, en el que el reactivo de extracciOn de acid° nucleico contiene 

un tensioactivo y/o un alcali. 

8. Kit de preparaci6n segOn la reivindicaciOn 7, en el que el tensioactivo es un tensioactivo aniOnico. 

9. Kit para la deteccion de la amplificacion de acido nucleico, que comprende un kit de preparaci6n segun una 

cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8. 

35 10. Kit para la deteccion de la amplificaciOn de acid° nucleico, en el que todos o una parte de los reactivos en el 

kit para la detecciOn de la amplificacion de acid° nucleico segun la reivindicaciOn 9 son reactivos secos. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Figa3 
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Fig.4 
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Fig. 5 
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Fig. 7 
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Fig.8 
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Fig. 9 
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Fig. 10 
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Fig ii 
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