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DESCRIPCION
Kits y procedimientos para eliminar contaminantes de acidos nucleicos en muestras ambientales y bioldgicas
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién proporciona métodos y composiciones, p.€j., kits, para eliminar los contaminantes de acidos
nucleicos en una muestra, p.ej., muestras bioldgicas o ambientales como muestras de suelo, alimento, plantas,
animales, microorganismos o agua. La invencioén proporciona métodos y composiciones, p.ej., kits, para aislar los
acidos nucleicos de muestras, incluyendo muestras bioldgicas o ambientales como muestras de suelo, alimento,
plantas, animales, microorganismos o agua. La invencion hace referencia a métodos y composiciones para
detectar organismos, p.ej., microorganismos, en una muestra, p.ej., una muestra biolégica o ambiental. Los
acidos nucleicos aislados usando los kits y métodos de la invencion son utiles para llevar a cabo una variedad de
procesos aplicables a la agricultura, investigacion forense, zoologia y combatir el bioterrorismo. Por ejemplo,
estos acidos nucleicos son Utiles en las areas de aplicaciones bioldgicas moleculares, incluyendo, por ejemplo,
analiticas, clonacion, diagndstico y deteccion en los campos de la agricultura, horticultura, silvicultura,
investigacion forense, investigacion bioldgica, identificacion y caracterizacion de composicion de muestras y
organismos.

ANTECEDENTES

[0002] Las secuencias de acido nucleico presentan una amplia variedad de aplicaciones en el campo de la
biologia molecular. Son una herramienta valiosa en las técnicas analiticas y de aplicaciéon usadas en el campo de
la biologia molecular, la salud y la medicina (terapia génica, diagndstico, expresion de proteina recombinante),
bioterrorismo (analisis y deteccion de agentes), investigacion forense, ciencia espacial y ciencia de la
alimentacion. Algunos ejemplos de estas técnicas incluyen genotipado de microorganismos, obtencion de la
huella genética de plantas y animales, deteccién de patdgenos y microorganismos beneficiosos en suelos, agua,
plantas y animales, identificacion forense de muestras biolégicas y muestras ambientales contaminadas con
diferentes entidades bioldgicas. Todas estas técnicas se basan en la identificacion de una secuencia especifica
de acido nucleico bien en una muestra bioldgica, como un microorganismo, tejido vegetal o tejido animal, o bien
en cualquier ambiente capaz de soportar la vida. La identificacion de secuencias de acido nucleico diana
directamente en muestras biolégicas y en muestras ambientales presenta las ventajas de la rapidez, precision,
alto rendimiento y un bajo limite de detecciéon para cantidades de picogramos o femtogramos de acidos
nucleicos. La secuencia de acido nucleico diana, para ser usada como herramienta de diagndstico en tales
aplicaciones, debe estar libre de contaminantes que inhiben la PCR y otras aplicaciones posteriores. Estos
contaminantes son a menudo de grupos que incluyen polifenoles, polisacaridos y sustancias humicas.

[0003] ElI campo de extraccion de acido nucleico y posterior amplificacion de este ADN mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) ha revolucionado el rapido analisis de la composicién genética de diversos
ecosistemas. Hay disponibles métodos y kits para aislar ADN genémico desde una amplia gama de entidades
biologicas y desde el entorno en el que viven estas entidades vivas. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica analitica muy poderosa y sensible con aplicaciones en muchos campos diversos, que
incluyen la biologia molecular, diagnosis clinica, analisis forense y genética de poblaciones. Sin embargo, la tasa
de éxito en andlisis gendmico de plantas y suelo ha sido relativamente baja debido a la baja calidad del ADN
aislado. En el anadlisis de ADN genomico de plantas, el ADN es coextraido de manera invariable con otros
componentes vegetales como polifenoles y polisacaridos que inhiben las aplicaciones de la PCR.

[0004] En el campo de ecosistemas del suelo, los métodos de extraccion de acido nucleico sufren ineficiencias
compuestas de sorcion de ADN a superficies del suelo y coextraccion de inhibidores enzimaticos de los suelos.
Tanto la arcilla como las fracciones organicas del suelo afectan al aislamiento y purificacion de ADN. La arcilla
tiene una tendencia a unirse al ADN de manera adsorbente, mientras que los polimeros himicos que se
encuentran en la fraccidon organica tienden a copurificar con ADN durante el procedimiento de extraccion. Cuanto
mas contenido hay de montmorillonita y materia organica, mayor la capacidad amortiguadora del sistema de
suelo y también mayor la cantidad de ADN adsorbido a las particulas de suelo. De ese modo, los métodos
desarrollados para un tipo de suelo particular con una ratio de arcilla:materia organica pueden no funcionar para
ningun otro tipo de suelo con distinta ratio arcilla:materia organica. Se ha informado de manera previa que la
extraccion de fenol de ADN contaminado con sustancias himicas resulté en una disminucion de la eficiencia en
la recuperacion de ADN. El compost puede tener una variedad de compuestos organicos adicionales que pueden
copurificarse con el ADN e inhibir las manipulaciones enzimaticas del ADN. Otra preocupacion adicional al aislar
ADN microbiano de compost en que el material vegetal en diversas etapas de descomposicion puede estar
presente en concentraciones significativas en el compost.

[0005] En estudios de organismos superiores como hongos, plantas y animales, el aislamiento de acido nucleico
directo todavia afronta problemas de calidad. En cianobacterias, hongos, algas y plantas, pigmentos y
componentes de la pared celular como quitinas y polisacaridos inhibiran la PCR. Estos tipos celulares son ricos
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en endonucleasas y exonucleasas y contienen pigmentos fotosintéticos, que pueden inhibir reacciones
enzimaticas, especialmente transcripcion inversa y PCR.

[0006] La naturaleza de los contaminantes en preparaciones de acido nucleico bruto de suelos y sedimentos y
sus interacciones con ADN y ARN no se comprende bien. Con mucha frecuencia, estos contaminantes se
consideran acidos humicos y falvicos y una mezcla heterogénea de oligdmeros y polimeros fendlicos. Las
sustancias humicas se forman cuando los microbios degradan residuos vegetales y se estabilizan para la
degradacion por union covalente de sus sitios reactivos a iones metalicos y minerales arcillosos. Las sustancias
himicas constan de aromaticos policiclicos a los que se unen sacaridos, péptidos y fenoles. Los tipos
predominantes de sustancias huimicas en suelos son acidos humicos (HA, peso molecular de 300 kDa y superior)
y acidos fulvicos (FA, peso molecular tan bajo como 0,1 kDa). Los acidos humicos son solubles en pH alcalino y
precipitan con acidos sulfuricos o clorhidricos a pH de 1,0 a 2,0, mientras que los acidos flulvicos permanecen en
solucion incluso a pH acido (Stevenson, 1994). Con frecuencia, los extractos de ADN de suelos que muestran
coloracién marrén indican la contaminacién con sustancias de tipo humico. Estos compuestos marrones no
pueden eliminarse facilmente de los extractos de ADN. La extraccién de solvente de extractos de ADN brutos
con solvente como fenol, éter dietilico, acetona, metanol y etanol no tuvo éxito en la eliminacion de la coloracion
marrén, y el ADN fue decolorado aun y era resistente a la digestion mediante endonucleasas de restriccion.
Algunos de estos compuestos también parecen migrar junto con el ADN durante la ultracentrifugacion isopicnica
con CsCl-bromuro de etidio, resultando en una coloracién marrén clara del ADN recuperado. Estas
observaciones implican una intima asociacion entre los contaminantes y el ADN. Aunque la naturaleza de la
asociacion entre compuestos contaminantes y ADN no ha sido explicada, el enlace reversible e irreversible de
polifenoles, como taninos, a proteinas es bien comprendido.

[0007] La extraccion directa de acido nucleico total de suelos o sedimentos normalmente resulta en la
coextraccion de otros componentes del suelo, principalmente acidos humicos u otras sustancias humicas, que
interfieren de manera negativa en los procesos de deteccion y transformacion de ADN. Se ha afirmado que estas
sustancias inhiben las endonucleasas de restriccion y polimerasa Tagq, la enzima clave de la PCR, y disminuyen
la eficiencia en las hibridaciones ADN-ADN. La separacion de sustancias humicas de ADN normalmente conlleva
mucho tiempo y tediosos pasos. Para evitarlo, se han usado ampliamente la cromatografia de exclusion por
tamafio y el uso de columnas de centrifugado de polivinilpolipirrolidona. La cromatografia de exclusion por
tamafio incluye el uso de SEPHADEX G-200™ o MICROSPIN S-400 HR™, aunque también se ha presentado el
uso de PVPP insoluble en agua y polivinilpirrolidona (PVP) soluble en agua como agentes de enlace al acido
hdmico.

[0008] La solicitud internacional publicada n® WO02/055737 (Clingenix, Inc.) reveld6 un método para aislar ADN
desde sangre entera que comprende afiadir acetato de amonio para precipitar la proteina tras un paso de lisis
celular.

[0009] Dijkmans et al. (1993) Microbial Releases: Viruses, Bacteria and Fungi 2, 29-34 revela un método para
aislar ADN del suelo usando detergente SDS, después precipitacion con acetato de amonio, seguido de filtrado
con gel.

[0010] Braid et al. (2003) J. Microbial. Methods 52, 389-393 también revela estudios que buscan aislar ADN del
suelo. En un intento de reducir la copurificaciéon de inhibidores de la PCR con ADN diana, los autores intentaron
afiadir un floculante, sulfato de amonio y aluminio (AINH4 (SO.)2), junto con el paso de lisis celular o tras el paso
de lisis y antes del paso de purificacion de proteinas. Concluyeron que la adicion de AINH4(SO.); junto con el
paso de lisis celular dio los mejores resultados. Sin embargo, dicho protocolo todavia puede dejar suficientes
impurezas de inhibidores de PCR para interferir con la amplificaciéon por PCR de un acido nucleico diana.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0011] La presente invencion proporciona un método mejorado para aislar acidos nucleicos desde muestras
como muestras de suelo que lleva a la eliminacion de contaminantes, incluyendo inhibidores de PCR, mediante
el uso de acetato de amonio como un primer floculante seguido del uso de sulfato de amonio y aluminio o sulfato
de amonio y aluminio dodecahidratado como segundo floculante en una serie de etapas establecida.

[0012] Mas especificamente, la presente invencidon proporciona un método para eliminar un contaminante o
inhibidor de una muestra que comprende acido nucleico, donde el contaminante o inhibidor inhibe la
amplificacion o hibridaciéon del acido nucleico en la muestra, o inhibe una reaccién enzimatica que utiliza el acido
nucleico en la muestra, comprendiendo el método los pasos de:

(a) procesar la muestra para romper, desnaturalizar o alterar la muestra, donde el procesamiento
comprende poner en contacto la muestra con una soluciéon que comprende un agente caotrépico, un
detergente y un amortiguador;

(b) poner en contacto la muestra con un primer floculante para formar un precipitado floculante, donde el
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primer floculante es acetato de amonio;

(c) aislar el acido nucleico y restantes contaminantes e inhibidores del primer precipitado floculante en
un sobrenadante;

(d) poner en contacto el sobrenadante que contiene acido nucleico con un segundo floculante para
formar un segundo precipitado floculante, donde el segundo floculante es sulfato de amonio y aluminio o
sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado; y

(e) aislar el acido nucleico del segundo precipitado floculante en un sobrenadante.

[0013] Dicho método puede usarse para eliminar contaminantes de acidos nucleicos, por ejemplo, en muestras
ambientales o bioldégicas como muestras de suelo, alimento (p.ej., para inspecciones), plantas, animales,
microorganismos o agua. Los métodos de la invencién se usan para eliminar aquellos contaminantes en la
muestra que pueden impedir o inhibir una reacciéon de amplificaciéon de acido nucleico. De este modo, los
métodos y composiciones de la invencidon se usan para aumentar la precision y/o eficiencia de reacciones de
hibridacion de acido nucleico (p.ej., ARN-ADN o ADN-ADN), incluyendo reacciones de amplificacion como PCR y
RT-PCR). La invencién puede usarse con materiales floculantes como se menciona arriba en la purificacion de
ADN y ARN de una amplia variedad de muestras, p.ej., muestras biolégicas o ambientales, como muestras de
suelo, alimento (p.ej., carne, verduras y similares; p.ej., para determinar la contaminaciéon del alimento,
incluyendo carne, marisco, verdura, fruta y similares), plantas, animales, microorganismos o agua. Los métodos
de la invencion pueden usarse para aislar acidos nucleicos de muestras bioldgicas y ambientales libres de
sustancias contaminantes que inhiben la PCR, RT-PCR y cualquier aplicacion posterior en biologia molecular. El
método es escalable y los modos de realizacién de ejemplo incluyen integrar el método en un proceso de
purificacion de acido nucleico y aplicar el método para eliminar contaminantes de acidos nucleicos purificados
existentes. El método tiene aplicaciones en agricultura, diagnéstico, horticultura, silvicultura, investigacion
forense, el combate contra el bioterrorismo y otras areas donde se usa el acido nucleico libre de contaminantes.

[0014] Los métodos de la invencidon pueden usarse para obtener acidos nucleicos de una amplia variedad de
muestras bioldégicas y ambientales de tal forma que los acidos nucleicos aislados se encuentren libres de
materiales contaminantes, principalmente polifenoles, polisacaridos y sustancias humicas. La invenciéon mejora
significativamente la pureza final del ADN y ARN aislado frente a la técnica existente en el uso de materiales
floculantes. Hemos proporcionado ejemplos del uso de esta invencién en los procesos de purificacion implicados
en la obtencién de ADN y ARN de suelos y otras muestras ambientales.

[0015] El primer floculante puede afiadirse a un medio de muestra bruto o no refinado, recién aislado,
conservado, procesado o no procesado. Tras separar el acido nucleico del segundo precipitado floculante en el
paso (e) el método opcionalmente comprende ademas purificar el acido nucleico.

[0016] Un método de la invencion puede usarse también para eliminar uno o mas contaminantes de una muestra
que comprende acido nucleico para facilitar una reaccion de deteccion o enzimatica deseada, p.ej., una reaccion
de fosforilasa o ligasa (p.€j., para eliminar una composicién en la muestra que ralentiza, inhibe o interfiere de otro
modo en el proceso o reaccion de deteccion o enzimatica deseada).

[0017] El paso de procesamiento (a) para romper, desnaturalizar o alterar la muestra antes de ponerla en
contacto con el primer floculante (acetato de amonio) puede comprender mezclar o poner en contacto la mezcla
con una soluciéon que comprende un agente caotrépico (p.ej., cloruro de guanidinio), un detergente (p.ej., SDS,
véanse mas ejemplos a continuacién), un amortiguador, un agente homogeneizante o una combinacion de los
mismos. Poner en contacto la muestra que comprende acido nucleico con el primer floculante para formar un
precipitado floculante puede comprender mezclar o agitar en vortex el floculante y la mezcla. La separacion
posterior de una solucién que comprende acido nucleico del primer precipitado floculante (paso (c)) puede
comprender centrifugar el floculante y la muestra y recoger un sobrenadante que comprende acido nucleico. Tras
poner en contacto la solucién que comprende acido nucleico con el segundo floculante para formar un segundo
precipitado floculante (paso (d)), la separacion de acido nucleico del segundo precipitado floculante (paso (e))
puede comprender de nuevo centrifugar el floculante y la muestra y recoger un sobrenadante que comprende
acido nucleico. Como se ha mencionado arriba, el método puede comprender purificar el acido nucleico tras el
paso (e).

[0018] La invencion puede usarse para amplificar, hibridar, aislar o purificar un acido nucleico a partir de una
muestra que comprende acido nucleico. Los métodos de la invencién pueden comprender ademas detectar o
caracterizar un acido nucleico purificado, aislado, hibridado o amplificado. En un aspecto, el acido nucleico se
detecta mediante una reaccién de ampilificacién de acido nucleico, inmovilizacién sobre un soporte sdélido,
hibridacién, digestion con enzimas de restriccion, digestion con ARNasa, transcripcion inversa, digestion con
ADNasa, electroforésis, cromatografia o una combinacion de los mismos. En un aspecto la reaccion de
amplificacién de acido nucleico comprende un método de deteccidon, una reaccién en cadena de polimerasa
(PCR), una transcripcién inversa, una replicacion por circulo rodante, una reaccidon en cadena de la ligasa,
reaccion de etiquetado o marcado de acido nucleico, métodos derivados de los mismos o una combinacién de
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los mismos.

[0019] Los métodos de la invencion pueden comprender ademas la identificacion de un organismo o componente
de acido nucleico en la muestra. El organismo puede identificarse mediante la identificacion o caracterizacion del
acido nucleico purificado, aislado, amplificado o hibridado. ElI componente de acido nucleico u organismo
detectado puede derivarse de un microorganismo, un animal, una planta, un insecto, una levadura, un virus, un
fago, un nematodo, una bacteria o un hongo. La bacteria detectada puede comprender bacteria Gram positiva o
Gram negativa.

[0020] En un aspecto la muestra comprende una muestra ambiental o biolégica. La muestra ambiental o
biolégica puede comprender una muestra derivada de un animal, restos animales, un alimento, un
microorganismo, una planta o sus componentes, suelo, sedimento, roca, arrecife, lodo, compost, materia
biolégica en descomposicidon, una biopsia, una muestra histolégica, una muestra de semen, una muestra de
saliva o sangre, cualquier muestra de fluido corporal, una muestra de pelo, una muestra de piel, una muestra
fecal, restos arqueoldgicos, una turbera, compost, aceite, agua, agua terrestre o agua subterranea, agua
industrial o atmosférica, polvo, polvo urbano, mezcla comercial para sembrar o mejoradores del suelo,
respiraderos del fondo marino, o aire, donde en un aspecto (opcionalmente) la muestra es procesada por
filtracion, sedimentacion o centrifugacion mecanica.

[0021] En cualquier método de la invencion, el acido nucleico comprende un ARN (p.ej., ARNm, ARNt, ARNTr,
ARNi) o un ADN o una combinacién de los mismos.

[0022] En un método de la invencion el paso de extraer un acido nucleico de la muestra puede comprender
homogeneizar una muestra procesada, no procesada, recién aislada, conservada, bruta o no refinada. En un
aspecto, la muestra en homogeneizada mediante el contacto de la muestra con una fuerza mecanica, fuerza de
corte, vibracion producida por sonido, vibracion mecanica o un vortex o adaptador de vortex (p.ej., Vortex
Adapter, MoBio, Carlsbad, CA), donde en un aspecto (opcionalmente) la fuerza mecanica o de corte comprende
el uso de un vidrio, ceramica, metal, mineral o un material plastico o una combinacién de los mismos, y en un
aspecto (opcionalmente) el material se encuentra en forma de una perla. En un aspecto, el método o kit
comprende ademas afiadir un material homogeneizante a la muestra para el paso de homogeneizacién, donde
en un aspecto (opcionalmente) el material homogeneizante comprende un vidrio, ceramica, metal, mineral,
plastico o una combinacién de los mismos.

[0023] Como se ha observado arriba, el acido nucleico sera extraido de la muestra mediante un paso que
comprende poner en contacto la muestra con un liquido o una composicién que comprende un agente
caotropico, detergente y un amortiguador. El detergente puede seleccionarse del grupo formado por dodecil-
sulfato sédico (SDS), sarkosyl, lauril sarcosinato de sodio, bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB), acido cdlico,
acido desoxicdlico, benzamidotaurocolato (BATC), octilfenol polietoxilato, monolaurato de sorbitan
polioxietilenado, terc-octilfenoxi poli(oxietileno)etanol, 1,4-piperazinabis-(acido etanosulfénico), acido N-(2-
acetamido)-2-aminoetanosulfonico, polietilenglicol terc-octilfenil eter (Triton X-100), (1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-
polietilenglicol (Triton®X-114) y una combinacion de los mismos. El acido nucleico es puesto en contacto con un
floculante tras separar una cantidad sustancial del detergente del acido nucleico.

[0024] En un aspecto, el floculante no precipita sustancialmente el acido nucleico. En un aspecto, el floculante
precipita parte pero no todo el acido nucleico (p.gj., al menos un 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas del acido nucleico se pierde en el precipitado o, alternativamente, un 50%, 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas del acido nucleico permanece en un
sobrenadante y es recuperado, amplificado, purificado o hibridado y similares). En un aspecto, el floculante
precipita una o mas sustancias seleccionadas entre el grupo compuesto por acido humico, acido fulvico y
humina. En un aspecto, el floculante se separa del acido nucleico poniendo en contacto el floculante y acido
nucleico con un soporte sélido en condiciones en las que el acido nucleico se une de manera selectiva al soporte
solido.

[0025] En un aspecto, el soporte sdlido comprende o consta de un vidrio, agarosa, plastico, silice, poliacrilamida,
hidrogel o gel.

[0026] En un aspecto, los métodos de la invencién pueden comprender ademas amplificar el acido nucleico o
una parte del mismo tras el paso de separacion del segundo precipitado floculante del acido nucleico. En un
aspecto, el acido nucleico es amplificado usando un procedimiento de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), replicacion por circulo rodante, reaccién en cadena de la ligasa o métodos derivados de los mismos. En
un aspecto, el acido nucleico separado del segundo precipitado floculante se encuentra sustancialmente libre de
una sustancia que inhibe un procedimiento de reaccién en cadena de la polimerasa.

[0027] En un aspecto, el acido nucleico comprende un ARN, y el ARN es transcrito de manera inversa después
de que el segundo precipitado floculante haya sido separado del acido nucleico. En un aspecto, el acido nucleico
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es puesto en contacto con una enzima de restriccion una vez que el segundo precipitado floculante haya sido
separado del acido nucleico.

[0028] En un aspecto, el acido nucleico (p.ej., aislado, purificado o amplificado mediante o después del uso de un
método de la invencién) es analizado mediante espectrometria de masas; electroforesis en gel de poliacrilamida,
agarosa o capilar; hibridacion; matriz; micromatriz; reacciéon enzimatica; un ensayo de fluorescencia; un ensayo
de radiacion; un ensayo cromatografico; o una combinacion de los mismos. En un aspecto, el acido nucleico
entra en contacto con uno o mas oligonucleétidos una vez que el segundo precipitado floculante haya sido
separado del acido nucleico. En un aspecto, uno o mas de los oligonucleétidos hibrida con el acido nucleico. En
un aspecto, un acido nucleico (p.€j., aislado, purificado o amplificado mediante o tras el uso de un método o kit
de la invencion) es inmovilizado en una superficie sélida o es hibridado con un acido nucleico inmovilizado sobre
una superficie sélida una vez que el segundo precipitado floculante haya sido separado del acido nucleico.

[0029] La invencion proporciona un método para la purificacion posterior al aislamiento de un acido nucleico
aislado mediante un método existente de una muestra biolégica o ambiental que no da lugar a un producto de
amplificacion detectable en una reaccién de amplificacion como un proceso de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), que comprende los pasos del (a) al () mencionados arriba.

[0030] La invencién también proporciona un método segun la invencion donde se emplea un kit que comprende
(a) un agente caotrépico; (b) acetato de amonio; (c) sulfato de amonio y aluminio o sulfato de amonio y aluminio
dodecahidratado; (d) una o mas soluciones o amortiguadores; opcionalmente (€) uno o mas recipientes de tubo
utiles para llevar a cabo el método; y (f) instrucciones que describen un método para su uso segun la invencion.

[0031] Dicho kit puede comprender ademas un detergente o un tensoactivo. El detergente puede seleccionarse
entre el grupo formado por dodecil-sulfato sédico (SDS), sarkosyl, lauril sarcosinato de sodio, bromuro de
cetiltrimetii amonio (CTAB), acido cdlico, acido desoxicdlico, benzamidotaurocolato (BATC), octilfenol
polietoxilato, monolaurato de sorbitan polioxietilenado, terc-octilfenoxi poIi(oxigtiIeno)etanoI, polietilenglicol

terc-octilfenil eter (Triton®X-100), (1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton X-114) y una combinacién de
los mismos.

[0032] Dicho kit puede comprender ademas un material homogeneizante (p.ej., una perla). En un aspecto, el kit
comprende ademas una perla, donde en un aspecto (opcionalmente) la perla es una perla homogeneizante.

[0033] La una o mas soluciones o amortiguadores puede ser por ejemplo Tris, MOPS, etc., para llevar a cabo un
método segun cualquiera de los métodos de la invencion. El kit puede comprender instrucciones que describen
un método para obtener una muestra para su procesamiento.

[0034] Dicho kit puede comprender ademas uno o mas recipientes o envases, p.ej., recipientes de tubo (p.ej.,
tubo de ensayo, capilar, Eppendorf) utiles para llevar a cabo el método de uso.

[0035] Dicho kit comprende ademas uno o mas oligonucledtidos, y en un aspecto (opcionalmente) nucleétidos
libres, y en un aspecto (opcionalmente) suficientes nucleétidos libres para llevar a cabo una reaccion de PCR,
una replicacion por circulo rodante, una reaccion en cadena de la ligasa, una transcripcion inversa, una reaccion
de marcado o etiquetado de acido nucleico, o métodos derivados de los mismos.

[0036] Dicho kit puede comprender ademas al menos una enzima, donde en un aspecto (opcionalmente) la
enzima es una polimerasa. En un aspecto el kit comprende ademas uno o mas oligonucleétidos, nucleétidos
libres y al menos una polimerasa o enzima capaz de amplificar un acido nucleico en una reaccion de PCR, una
replicacion por circulo rodante, una reaccion en cadena de la ligasa, una transcripcion inversa o métodos
derivados de los mismos. El uno o mas oligonucleétidos pueden hibridar especificamente con un acido nucleico
de un microorganismo, animal, planta, insecto, levadura, virus, fago, nematodo, bacteria u hongo. El uno o mas
oligonucledtidos pueden hibridar de manera especifica con un acido nucleico de Bacillus spp., Clostridium spp.,
Sporolactobacillus  spp.; Sporocarcina spp.; Filibacter spp.; Caryophanum spp.; Desulfotomaculum spp.;
Corynebacterium spp.; Micrococcus spp.; Mycobacterium spp.; Nocardia spp.; Peptococcus spp.;
Peptostreptococcus spp., o una bacteria Gram negativa de una familia que comprende Acetobacteriaceae,
Alcaligenaceae, Bacteroidaceae, Chromatiaceae, Enterobacteriaceae, Legionellaceae, Neisseriaceae,
Nitrobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Rickettsiaceae o Spirochaetaceae. ElI uno o mas
oligonucledtidos pueden hibridar especificamente con un acido nucleico de B. anthracis, A. globiformis, B.
subtilis, C. renale, C. difficile, M. luteus, o R. erythropolis.

[0037] El uno o mas oligonucleétidos pueden hibridar especificamente con un acido nucleico de un virus, p.ej.,
variola, varicela, reovirus, retrovirus, VIH, VIH-1, fiebres hemorragicas virales, Ebola, Marburg, Machupo, Lassa,
Variola mayor, encefalitis viral, cualquiera de los patégenos enumerados en la Tabla 1.

[0038] Dicho kit puede ser para la deteccidon de una espora o toxina bacteriana; el kit puede usarse para detectar
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organismos que producen una espora o toxina, donde opcionalmente la toxina es una toxina bacteriana. Un
método de la invenciéon puede emplear un kit para la deteccion de un peligro biolégico; el kit puede usarse para
detectar organismos que producen un agente biopeligroso, donde opcionalmente el agente biopeligroso es una
toxina bacteriana.

[0039] Los detalles de uno o mas modos de realizacion de la invencion se exponen en los dibujos que
acompafan y la descripciéon a continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran
evidentes a partir de la descripcion y dibujos y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0040] Los siguientes dibujos son ilustrativos de aspectos de la invencion y no pretenden limitar el alcance de la
invencion segun se recoge por las reivindicaciones.

La Figura 1 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra ADN purificado por un método de
ejemplo de la invencion, segun se describe en el Ejemplo 1, a continuacion.

La Figura 2 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra ADN gendmico total amplificado
por PCR aislado en la Figura 1, segun se describe en el Ejemplo 1, a continuacion.

La Figura 3 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra una comparacion de amplificacion
por PCR de ADN eubacteriano aislado usando un kit disponible en el mercado representativo de la
técnica existente, como se describe en el Ejemplo 1, a continuacion.

La Figura 4 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra el ADN gendmico total aislado de
diferentes muestras de suelo, como se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 5 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra el ADN genémico total amplificado
por PCR usando cebadores para Bacillus spp., como se describe en el Ejemplo 2 y 3, a continuacion.

La Figura 6 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra el ADN gendémico total amplificado
por PCR usando cebadores para Strepfomyces spp., como se describe en los Ejemplos 2 y 3, a
continuacion.

Las Figuras 7 y 8 ilustran electroforesis en gel de agarosa que muestra acido nucleico aislado de
muestras de suelo (véase Tabla 1, Ejemplo 3) y sometido a ensayo por PCR, como se describe en el
Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 9 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra ARN aislado de 8 tipos diferentes
de suelo, como se menciona en la Tabla 2, Ejemplo 3, como se describe en el Ejemplo 3, a
continuacion.

Las Figuras 10 y 11 ilustran electroforesis en gel de agarosa que muestra amplificacion por RT-PCR de
ARN total de una muestra de suelo con un conjunto cebador especifico para microorganismos que
pertenecen al grupo Bacilli y Streptomycetes, respectivamente.

[0041] Los simbolos de referencia iguales en los diversos dibujos indican elementos iguales.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0042] La invencion hace referencia a métodos para la deteccion y/o aislamiento de acidos nucleicos, y/o para la
deteccion de organismos, p.ej., microorganismos, en una muestra, p.ej., una muestra ambiental o biolégica. La
invencion proporciona métodos para aislar acidos nucleicos de fuentes que contienen sustancias contaminantes
que interfieren con el uso del acido nucleico purificado en aplicaciones posteriores. En un aspecto, la invencién
proporciona métodos para purificar acidos nucleicos a partir de muestras ambientales o bioldgicas para que se
encuentren libres de contaminantes que pueden inhibir o normalmente inhiben una reaccién enzimatica, como
una reaccion de amplificacion, p.ej., PCR. Las muestras biolégicas incluyen, sin caracter limitativo, tejidos de
seres humanos, animales, plantas, y las muestras ambientales incluyen, sin caracter limitativo, suelo, sedimento,
lodo, materia biolégica en descomposicion, restos arqueologicos, turbera, compost y agua que sea de origen
terrestre o subterraneo. Los acidos nucleicos aislados usando los métodos de la invencién pueden ser utiles en
las areas de aplicaciones biolégicas moleculares, incluyendo, por ejemplo, analiticas, clonacién, diagndstico y
deteccion en los campos de la agricultura, horticultura, silvicultura, investigacion forense, investigacion biolégica,
identificacion de composicion de muestras y organismos, caracterizacion y combate del bioterrorismo.

[0043] La invencion proporciona métodos para aislar o extraer acidos nucleicos, p.ej., ADN y/o ARN, mediante la
adicion de agentes floculantes como se ha afirmado arriba en un paso especifico para purificar ADN y ARN de
contaminantes en una muestra, p.ej., una muestra ambiental o biolégica. En un aspecto, los métodos de la
invencion combinan las propiedades de dos reactivos, acetato de amonio y sulfato de amonio y aluminio o sulfato
de amonio y aluminio dodecahidratado, para eliminar contaminantes de ADN en (al menos) dos pasos diferentes.
En el primer paso (véase Ejemplo 1, a continuacion), el acetato de amonio es afadido a la muestra biolégica o
ambiental bruta (p.ej., una mezcla de suelos) elimina la mayoria de contaminantes mientras que deja el ADN
presente. El sulfato de amonio y aluminio o sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado se afiade a
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continuacion para eliminar el resto de contaminantes, incluyendo sustancias humicas, p.ej., del suelo y fendlicos
de las plantas. Aunque la invencidn no queda limitada a ningin mecanismo de accidn especifico, en un aspecto
la interaccion entre el agente floculante y los componentes distintos a acido nucleico resultan en una
precipitacion por accién de masas dirigida del material contaminante. En un aspecto, las perlas de
homogeneizacion se usan en el procedimiento (observandose también que en un aspecto un procedimiento de la
invencion no usa homogeneizacion - lo que puede resultar en una obtencion de ADN mas baja en comparacion
con el uso de perlas de homogeneizacién o equivalentes).

[0044] La invencion proporciona métodos para aislar o extraer ADN que comprenden el uso de dos agentes
floculantes como se menciona arriba en pasos independientes en un proceso de purificacion de ADN para
eliminar sustancias inhibidoras de PCR mientras se mantiene de forma selectiva la concentracion de ADN. La
invencion usa agentes floculantes en un método por pasos: primero usar acetato de amonio (p.ej., como en el
paso 5 en el Ejemplo 1, o paso 3, del Ejemplo 2, a continuacién) para eliminar la mayoria de sustancias
contaminantes y para mejorar la eficiencia de eliminacion del segundo agente floculante, se afiade a
continuacion sulfato de amonio y aluminio o sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado (p.ej., como en el
paso 6 en el Ejemplo 1, o el paso 4 en el Ejemplo 2, a continuacién). De nuevo, se usa sulfato de amonio y
aluminio o equivalente como agente floculante para eliminar sustancias humicas o fendlicas del suelo y plantas
en un proceso para purificar ADN a partir de contaminantes en una muestra, como una muestra biolégica o
ambiental.

[0045] En un aspecto, el ARN es aislado usando métodos de ejemplo de la invencion (véase Ejemplo 4, abajo), y
la invencién utiliza sulfato de amonio y aluminio en el paso 3 (Solucién SR3) como floculante antes de la adicion
de fenol (que contiene cloroformo e isoamil alcohol [25:24:1]). A continuacion, el fenol elimina de forma selectiva
las proteinas restantes, pero de manera mas importante para el suelo y plantas, elimina la arcilla y fendlicos de la
solucién. La arcilla no es deseada en los pasos posteriores por dos razones, se asocia de manera selectiva con
ARN y puede llevar a pérdidas de purificacion e inhibe (bien por asociacion con ARN o interacciéon con enzimas)
el uso en aplicaciones posteriores.

[0046] El uso del agente floculante sulfato de amonio y aluminio elimina la mayoria de sustancias contaminantes
antes de la adicion de fenol para mejorar la eficiencia de eliminacion y selectividad de ese agente; dicho proceso
elimina sustancias inhibidoras de RT-PCR usando un floculante en un proceso que mantiene la concentracion de
ARN.

[0047] EI término "suelo" segln su uso aqui hace referencia a muestra ambientales de suelo, sedimento,
estiércol, compost y similares, p.ej., mezclas comerciales para sembrar o mejoradores comerciales del suelo. El
término incluye también una amplia gama de contenido de nitrdgeno y carbono organico y diferentes
composiciones de arcilla, limo y/o arena. "Suelo" incluye cualquier composicion que contiene componentes
comunmente asociados a areas habitables e inhabitables de la tierra y el espacio, incluyendo por ejemplo
distintas descripciones, p.ej., polvo de interior, polvo de exterior, suciedad, barro, mugre, limo, tierra, compost,
vertederos de compostaje a diversas profundidades. Los ejemplos de muestras de suelo incluyen, sin caracter
limitativo, vertederos (p.ej., de 0-3 pulgadas (0-7,6 cm) de profundidad o 3-6 pulgadas (7,6-15,2 cm) de
profundidad); compost en etapa avanzada; compost de café; sedimento marino; sedimento de lago; sedimento
de barro; estiércol animal (p.ej., estiércol de caballo); mantillo, p.ej., suelo de superficie de mantillo, fondo
oceanico; laderas, cimas de montafias y puede extenderse desde la superficie hasta cualquier profundidad. La
muestra puede recogerse por cualquier medio que use cualquier método improvisado o disponible en el mercado
y someterse a ensayo directamente. En un aspecto, al acido nucleico se extrae usando un kit o método de la
invencion en el sitio de recogida, o la muestra puede almacenarse antes de aislar un acido nucleico de la misma.

[0048] Por definiciéon, "ambiental" y "muestra ambiental", incluye cualquier material ambiental, p.ej., material
contenido en la tierra y el espacio, incluyendo polvo espacial, ubicaciones en el aire y en el agua e incluira
cualquier organismo, estructura y componente considerado vivo, muerto, latente o inactivo, entero, completo,
decadente o no decadente que contenga acido nucleico. "Ambiental" y "muestra ambiental" incluyen material y
organismos que pueden ser aislados del entorno como polvo o material suspendido recogido mediante filtracion.

[0049] EI término "acido nucleico” segun su uso aqui hace referencia a uno o mas acidos nucleicos de cualquier
tipo, incluyendo formas monocatenarias o bicatenarias. Un acido nucleico puede ser ADN y en un aspecto puede
ser ARN. En la practica de los métodos y composiciones de la invencion, el acido nucleico es detectado y/o
aislado a partir de uno o mas organismos presentes en una muestra, p.ej., una muestra de suelo, ejemplos de los
cuales incluyen, sin caracter limitativo, bacterias, (p.ej., Gram positivas o Gram negativas), levadura, hongos,
algas, virus (p.ej., VIH) y nematodos. El acido nucleico, p.ej., ARN y ADN, detectado o aislado usando un kit o
método de la invencién puede ser de cualquier organismo, incluyendo, sin caracter limitativo, virus,
bacteriofagos, plasmidos, esporas, levaduras, hongos, algas, nematodos, protozoos, células eucarioticas, células
procariéticas y en general, formas unicelulares o pluricelulares. El ADN o ARN detectado o aislado usando un
método de la invencidbn no esta situado necesariamente en una organela especifica entre miembros
procariéticos, sino que puede encontrarse en el citoplasma, cloroplastos, mitocondria y nucleos de organismos
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eucaridticos y multicelulares. El ARN detectado o aislado usando un método de la invencion se encuentra en una
variedad de organismos, que incluyen, sin caracter limitativo, virus, células eucaritticas, células procariéticas vy,
en general, formas unicelulares y pluricelulares. EI ARN detectado o aislado usando un método de la invencion
incluye formas encontradas en una multitud de formas bioldgicas, que incluyen, sin caracter limitativo, ARN
mensajero en traduccion de proteinas, ARN ribosomal en traduccion de proteinas ribosomales, ARN de
transferencia en traduccion de proteinas, ARN corto de interferencia y microARN en regulacion génica.

[0050] Los ejemplos de bacterias Gram negativas que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse
usando los métodos de la invencion incluyen, sin caracter limitativo, bacilos Gram negativos (p.ej., anaerobios
como bacteroidaceae (p.ej., Bacteroides fragilis), anaerobios facultativos, enterobacteriaceae (p.ej., Escherichia
coli), vibrionaceae (p.ej., Vibrio cholerae), pasteurelas (p.ej., Haemophilus influenzae), y aerobios como
pseudomonadaceae (p.ej., Pseudomonas aeruginosa); cocos Gram negativos (p.ej., aerobios como
Neisseriaceae (p.ej., Neisseria meningitidis) y parasitos intracelulares obligados Gram negativos (p.ej.,
Rickettsiae (p.gj., Rickettsia spp.). Los ejemplos de familias de bacterias Gram negativas que pueden detectarse
y/o cuyo acido nucleico puede aislarse incluyen, sin caracter limitativo, Acetobacteriaceae, Alcaligenaceae,
Bacteroidaceae, Chromatiaceae, Enterobacteriaceae, Legionellaceae, Neisseriaceae, Nitrobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Rickettsiaceae y Spirochaetaceae.

[0051] Los ejemplos de bacterias Gram positivas que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse
usando los métodos de la invencion incluyen, sin caracter limitativo, A. globiformis, B. subtilis, C. renale, M.
luteus, R. erythropolis, Ea39, Ben-28 y S. lividans. Las bacterias Gram positivas que pueden detectarse y/o cuyo
acido nucleico puede aislarse también se encuentran en grupo que incluyen, por ejemplo,Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia; Peptococcus (p.ej., P. niger); Peptostreptococcus (p.ej., Ps. anaerobius; algunas
especies en las formas de grupo de acumulaciones y agrupaciones; algunas especies en la forma de grupo
diplococos (el ultimo de los cuales se distingue por su capacidad de formar butirato); y algunas especies en el
grupo son capaces de fermentacion, reduccion de nitrato, produccion de indol, ureasa, coagulasa o catalasa);
Ruminococcus; Sarcina; Coprococcus; Arthrobacter (p.ej., A. globiformis, A. citreus o A. nicotianae); Micrococcus
(p-€j., M. luteus (previamente conocido como M. lysodeikticus), M. lylae, M. roseus, M. agilis, M. kristinae y M.
halobius); Bacillus (p.ej., B. anthracis, B. azotoformans, B. cereus, B. coagulants, B. israelensis, B. larvae, B.
mycoides, B. polymyxa, B. pumilis, B. stearothormophillus, B. subtilis, B. thuringiensis, B. validus, B.
weihenstephanensis y B. pseudomycoides); Sporolactobacillus; Sporocarcina; Filibacter; Caryophanum vy
Desulfotomaculum. Otras bacterias Gram positivas que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede
aislarse recaen en el grupo Clostridium, que a menudo incluyen flagelacion peritrica, a menudo degradan
materiales organicos a acidos, alcoholes, CO;, H, y minerales (acidos, especialmente acido butirico, son
productos frecuentes de la fermentacion clostridial), y en un aspecto forman endosporas esféricas o elipsoidales,
que pueden o no inflamar el esporangio. Las especies de Clostridium que pueden detectarse y/o cuyo acido
nucleico puede aislarse incluyen especies psicrofilas, mesdfilas o termdfilas, especies sacaroliticas, especies
proteoliticas y/o especies especialistas, y aquellas que son tanto especies sacaroliticas como proteoliticas. Las
especies sacaroliticas de Clostridium que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse incluyen,
sin caracter limitativo, Cl. aerofolerans, Cl. aurantibutyricum, Cl. beijerinckii, Cl. botulinum B,E,F*, Cl. butyricum,
Cl. chauvoei, CI. difficile, Cl. intestinale, Cl. novyi A, Cl. pateurianum, Cl. saccharolyticum, CI. septicum, CI.
thermoaceticum, y Cl. thermosaccharolyticum.

[0052] Las especies proteoliticas de Clostridium que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse
incluyen, sin caracter limitativo, CI. argeninense, CI. ghoni, Cl. limosum, Cl. putrefaciens, Cl. subterminale y CI.
tetani. Las especies que son proteoliticas y sacaroliticas que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede
aislarse incluyen, sin caracter limitativo, Cl. acetobutylicum, ClI. bifermenans, Cl. botulinum A, B, F (prot.) *, Cl.
botulinum C,D *, Cl. cadaveris, Cl. haemolyticum, Cl. novyi B,C, * Cl. perfringens, Cl. putrefaciens, Cl. sordelli y
Cl. sporogenes. Como se indica mediante un asterisco, Cl. botulinum se subdivide en una variedad de tipo segun
las especificidades seroldgicas de las toxinas producidas. Las especies Clostridium especialistas que pueden
detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse incluyen, sin caracter limitativo, Cl.acidiurici, Cl. irregularis, ClI.
kluyveri,Cl.oxalicum, Cl. propionicum, C/.sticklandii y Cl.villosum. Estas especificidades se basan en estudios de
neutralizacion. Otras especies Clostridium que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse
incluyen aquellas que producen toxinas botulinicas.

[0053] Los ejemplos de hongos que pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse usando los
métodos de la invencion incluyen, sin caracter limitativo, Halocyphina villosa, Hypoxylon oceanicum, Verruculina
enalia, Nia vibrissa, Antennospora quadricornuta, Lulworthia spp. y Aigialus parvus. Los ejemplos de algas que
pueden detectarse y/o cuyo acido nucleico puede aislarse incluyen, sin caracter limitativo, algas pardas (p.€j.,
Phylum Phaeophycota Dictyota sp. (Clase Phaeophyceae, Familia Dictyotaceae); algas verdes (p.ej., Phylum
Chlorophycota Chaetomorpha gracilis (Clase Chlorophyceae, Familia Cladophoraceae); y algas rojas (p.€j.,
Phylum Rhodophycota, Catenella sp. (Clase Rhodophyceae, Familia Rhabdoniaceae).

[0054] Los organismos que pueden detectarse por los métodos de la invencidon en una muestra, p.ej., un suelo
agricola, incluyen, sin caracter limitativo, Pseudomonas spp., Serratia spp., Bacillus spp., Flavobacterium spp.,
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actinomicetos y hongos; en suelos contaminados incluyen, sin caracter limitativo, Pseudomonas spp. y
Xanthomonas spp.; en pantanos/sedimentos incluyen, sin caracter limitativo, Escherichia spp., Proteus spp.,
metandgenos y actinomicetos; y en suelos forestales incluyen, sin caracter limitativo, micorrizas, hongos y
actinomicetos. Un ejemplo de una bacteria detectada en muestras de suelo para su uso en el combate del
bioterrorismo usando método de la invencion es Bacillus anthracis.

[0055] De este modo, los métodos de la invencion tienen numerosas aplicaciones médicas y veterinarias, p.€j.,
para el diagndstico, prondstico, epidemiologia, inspeccion de contaminacion de materiales (p.ej., farmacos,
vendajes, instrumentos, implantes), alimentos (p.gj., inspecciones de carne, verdura, mariscos, etc.), incluyendo
el analisis médico y veterinario de heces (que incluyen analisis de estiércol para animales). Las aplicaciones
veterinarias y médicas incluyen la deteccion de suelos, p.ej., para fines de bioterrorismo, p.ej., antrax, virus,
nematodos y similares. La deteccion de virus que usa los métodos de la invencién puede analizar también
estiércol y suelo, agua, aire y similares. Los virus que pueden detectarse por métodos de la invencion incluyen
variola, varicela, reovirus, retrovirus (p.ej., VIH), fiebres hemorragicas virales (p.ej., Ebola, Marburg, Machupo,
Lassa), Variola major, encefalitis viral y similares, segin se enumeran en la Tabla 1, a continuacién. Los
métodos de la invencién también pueden usarse para detectar esporas, toxinas y venenos producidos
bioldgicamente, por ejemplo, mediante la deteccion de Bacillus anthracis, también se detectan esporas de antrax
(aunque de manera indirecta), la deteccién de Clostridium perferinges implica la presencia de toxina, etc. Asi,
los patogenos y toxinas que pueden detectarse mediante métodos de la invencion incluyen aquellos
enumerados en la Tabla 1, a continuacion:
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Tabla 1
Enfermedad / Grupo Clase Tipo
Tipo Organismo / agente CcDC Tipo especifico  General Deteccién 1?2 Diana
Antrax Bacillus anthracis A Espora G+ Bacteria ADN Ser humano
Plaga Yersinia pestis A Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Tularemia Francisella tularensis A Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Brucelosis Brucella spp. B Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Muermo Burkholderia mallei B Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Burkholderia
Melioidosis pseudomallei B Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Psitacosis Chlamydia psittaci B Veg G- Bacteria ADN Ser humano
Fiebre Q Coxiella bunettii B Veg Gv Bacteria ADN Ser humano
Fiebre del tifus Rickettsia prowazekii B Veg Gv Bacteria ADN Ser humano
Viruela Variola major A Virus Virus ADN Ser humano
Fiebres
hemorragicas
virales Ebola A Filovirus Virus ARN Ser humano
Fiebres
hemorragicas
virales Marburg A Filovirus Virus ARN Ser humano
Fiebres
hemorragicas
virales Machupo A Arenavirus Virus ARN Ser humano
Fiebres
hemorragicas
virales Lassa A Arenavirus Virus ARN Ser humano
Encefalitis Encefalitis equina
viral venezolana B Alfavirus Virus ARN Ser humano
Encefalitis
viral Encefalitis equina del Este B Alfavirus Virus ARN Ser humano
Encefalitis Encefalitis equina del
viral Oeste B Alfavirus Virus ARN Ser humano
Toxina de Clostridium
Botulismo botulinum A Toxina Toxina Proteina  Ser humano
Toxinas Ricinus communis B Toxina Toxina Proteina  Ser humano
Toxinas Staph. aureus B Enterotoxina B Toxina Proteina  Ser humano
Toxina de Clostridium
Toxinas perferinges B Toxina épsilon Toxina Proteina  Ser humano

[0056] Como se observa arriba, en la practica de esta invencion, la extraccion de acido nucleico desde una
muestra comprendera como se ha apuntado arriba poner en contacto la muestra con una solucién que
comprende un agente caotropico, un detergente y un amortiguador. En un aspecto, puede utilizarse un proceso
agitador de perlas en el que la muestra de suelo se pone en contacto con perlas y vibraciéon. Puede introducirse
vibracion por cualquier medio conveniente, como mediante sonicacién o un aparato de vortex usando un
adaptador de vortex (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA), por ejemplo. Sin embargo, como se ha mencionado
arriba, la extraccién incluira poner en contacto la muestra de suelo y/o acido nucleico con un detergente,
ejemplos de los cuales incluyen, sin caracter limitativo, dodecil-sulfato sédico, sarkosyl, lauril sarcosinato de
sodio, bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB, también conocido como hexadeciltrimetil-amonio-bromuro), acido
cdlico, acido desoxicdlico y acido 4-amino-7-benzamidotaurocélico (BATC, también conocido como 2-[acido
3a,12a-dihidroxi-7-(4-aminobenzamido)-5b-(colanoil-24-amino)-etanosulfénico]) polietilenglicol terc-octilfenil eter

(Triton®X-100), (1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton X-114).
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[0057] Existen numerosos métodos en la técnica para exponer un acido nucleico a aislamiento, incluyendo abrir
el organismo u organela que contiene el acido nucleico en muestras ambientales y biolégicas y puede
emplearse en la puesta en practica de la invencién. Se introduce un proceso de desintegracion para disociar la
muestra ambiental o biologica y alterar los organismos y componentes para facilitar la liberacion de acido
nucleico, aumentando asi el acido nucleico obtenido. Este proceso no elimina el acido nucleico que contamina el
material, sino que en su lugar aumenta la concentracion del material inhibidor en el medio. El proceso de
alteracion aumenta la liberacidon de sustancias humicas en el caso de muestras ambientales como suelos,
mientras que en plantas, este método aumenta la cantidad de restos celulares junto con la liberacion de acido
nucleico. Los procesos de alteracion usados en los métodos de la invencién incluyen sonicacion, extrusiéon a
través de una abertura de tamafio limitado y homogeneizacion usando agitado mecanico, a menudo con medio
de molienda afiadido para mejorar la homogeneizacion de la muestra y alteraciéon del organismo. La extraccion
de acido nucleico es mejorada mediante la puesta en contacto de la muestra de suelo y/o acido nucleico con un
detergente, ejemplos adecuados del cual se han aportado previamente arriba. Este proceso también fomenta la
solubilidad de sustancias humicas en suelos y aumenta asi la cantidad de sustancias humicas que se coextraen
junto con los acidos nucleicos.

[0058] En algunos modos de realizacion, puede utilizarse un detergente caliente y un procedimiento de lisis en
vortex.

[0059] EI término "floculante” segun su uso aqui hace referencia a una sustancia que precipita uno o mas
componentes de la solucién. En un aspecto, los términos "floculante” y "reactivo precipitante" hacen referencia a
un material que se combinara con un material suspendido y/o disuelto de manera pasiva o reactiva de forma
que la masa combinada de los dos en una solucién alcanzara un punto critico por el cual el material combinado
"precipitara”, es decir, sera incapaz de permanecer suspendido y "caera" de la solucion. El floculante se
selecciona de manera que no precipite una cantidad sustancial de un acido nucleico de la solucién, sino que
precipite una cantidad sustancial de una o mas sustancias que inhiban la PCR o hibridacion de un
oligonucledtido al acido nucleico, p.ej., una sustancia hiumica como acido humico (la fraccidon de sustancias
hdmicas que no es soluble en agua en condiciones acidas (pH < 2) pero que es soluble a valores de pH
superiores). Las sustancias humicas dominan los ambientes naturales como polimeros con una amplia
distribucion de peso molecular y alta heterogeneidad quimica. La disociacion de grupos funcionales de acido
hdmico (HA) resulta en una carga neta negativa de macromoléculas en un amplio intervalo de pH, y determina la
alta afinidad de sustancias humicas hacia la formacién de complejos, asi como la alta estabilidad de coloides
hdmicos en ecosistemas naturales.

[0060] Esta invencion incorpora la comprension de que la etapa en la que se afade un floculante puede ser
critica. Las sustancias humicas que son omnipresentes en entornos acuaticos y terrestres desempefian un papel
importante en la reduccién del metal actuando como lanzaderas de electrones. Se cree que las fracciones de
quinina en sustancias humicas actian como aceptadores de electrones. Es a través de estos mecanismos como
el acido humico reacciona con grupos seleccionados de sales inorganicas de hierro y aluminio y provoca el
proceso de floculacién o complejo metal-humico. De este modo, en un aspecto, los métodos de la invencion
cronometran la introduccion del agente floculante en una etapa en el protocolo donde la mayoria de los
detergentes, proteinas y solidos suspendidos, que son en su mayoria iénicos en la naturaleza se eliminan
completamente o se reducen a un porcentaje insignificante. Esto crea la etapa para la eliminacion de sustancias
hdmicas a través de floculacion, que se encuentran de manera predominante en estado disuelto y se cree que
son un componente esencial en el medio de la muestra aparte del acido nucleico. Las sustancias humicas estan
disponibles para floculacién selectiva para dejar el acido nucleico en solucion.

[0061] En un método de la invencion, se separa un detergente del acido nucleico poniendo en contacto el acido
nucleico y detergente con un precipitante especifico del detergente (el acetato de amonio precipita el detergente
dodecil-sulfato sédico) y separando el detergente precipitado por centrifugacion.

[0062] En un aspecto, una cantidad sustancial del floculante se separa del acido nucleico; esto puede hacerse
por cualquier procedimiento conveniente. Por ejemplo, la separacion puede llevarse a cabo poniendo en
contacto el floculante y acido nucleico con un soporte sdélido en condiciones en las que el acido nucleico se une
de manera selectiva al soporte sélido. En un aspecto, el soporte solido comprende o consta de silice, y el acido
nucleico se adhiere al silice en presencia de una sustancia caotrépica (p.€j., cloruro de guanidinio) y se eluye a
partir del silice mediante la eliminacion del caotropo y la adicion de agua. El término "cantidad sustancial" segun
su uso aqui (p.€j., con respecto a la separacion de un detergente, un floculante y/o una sustancia inhibidora de
la PCR de un acido nucleico), en modos de realizacion alternativos, hace referencia a la sustancia separada que
esta presente en una solucién que contiene el acido nucleico tras la separacion en una cantidad no detectable, o
en una cantidad inferior a aproximadamente 60%, inferior a aproximadamente 50%, inferior a aproximadamente
40%, inferior a aproximadamente 30%, inferior a aproximadamente 20%, inferior a aproximadamente 10%,
interior a aproximadamente 5%, inferior a aproximadamente 1%, inferior a aproximadamente 0,1%, inferior a
aproximadamente 0,01%, inferior a aproximadamente 0,001%, inferior a aproximadamente 0,0001%, inferior a
aproximadamente 0,00001%, inferior a aproximadamente 0,000001% en peso de la sustancia separada con
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respecto al peso del acido nucleico.

[0063] EI acido nucleico aislado por un método de la invencion puede utilizarse en un procedimiento posterior,
que puede llevarse a cabo después de haber aislado el acido nucleico (p.ej., una vez que el acido nucleico se ha
separado del floculante) y en un aspecto puede llevarse a cabo durante el procedimiento de aislamiento del
acido nucleico. Por ejemplo, tras el aislamiento de un acido nucleico de uno o mas organismos en la muestra de
suelo, puede ponerse en contacto un oligonucleétido con el acido nucleico. El oligonucleétido puede diseharse
para hibridar con una secuencia concreta de nucleétido potencialmente presente en el acido nucleico. Las
secuencias de nucledtidos para numerosos organismos en muestras de suelo estan disponibles publicamente,
p.ej., NIH GenBank, y se utilizan métodos estandares para designar y generar oligonucleétidos para generar
oligonucledtidos que hibriden especificamente con un acido nucleico de un organismo concreto, p.ej., como se
describe en Current Protocols In Molecular Biology (Ausubel, F.M., et al., eds. 2000) y Sambrook et al.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 22 ed. (1989). Los oligonucledtidos pueden utilizarse en diferentes
tipos de procedimientos y analisis, incluyendo un procedimiento de amplificaciéon (descrito en adelante). En un
aspecto, la invencion proporciona un procedimiento en el que se unen multiples oligonucleétidos a una etiqueta
detectable y se ponen en contacto con el acido nucleico; la combinacién de oligonucledtidos que hibrida con el
acido nucleico es una marca para el tipo o tipos de organismos presentes en la muestra.

[0064] En un aspecto, el acido nucleico aislado o una parte del mismo es amplificado, cuando puede llevarse a
cabo amplificacion usando un procedimiento de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), transcripcion
inversa, replicacion por circulo rodante y reaccion en cadena de la ligasa. Mediante el uso de los kits y
procedimientos aqui descritos, el acido nucleico aislado puede encontrarse sustancialmente libre de un
sustancia que inhiba un procedimiento de PCR (p.ej., el acido nucleico aislado puede encontrarse
sustancialmente libre de un sustancia humica). Se conocen los procedimientos de PCR (p.ej., véase las
patentes estadounidenses n° 4.683.202; 4.683.195; 4.965.188; y 5.656.493) y generalmente, los procesos de
PCR se llevan a cabo en ciclos, donde cada ciclo incluye desnaturalizacion térmica, en la que se disocian los
acidos nucleicos hibridos; enfriamiento, en el que los oligonucleétidos cebadores hibridan; y extension de los
oligonucledtidos mediante una polimerasa (a saber, polimerasa Taq). Un ejemplo de un proceso ciclico de PCR
que puede usarse en la practica de la invencién comprende tratar la muestra a 95°C durante 5 minutos; repetir
cuarenta y cinco ciclos de 95°C durante 1 minuto, 59°C durante 1 minuto, 10 segundos y 72°C durante 1 minuto
30 segundos; y después tratar la muestra a 72°C durante 5 minutos. Mdltiples ciclos se llevan a cabo
frecuentemente usando un termociclador disponible en el mercado. Los productos de amplificacion de PCR
puede almacenarse durante un tiempo a una temperatura mas baja (p.ej., a 4°C) y pueden congelarse (p.€j., a -
20°C) antes del analisis.

[0065] Los productos de amplificacion y ADN aislado de muestras ambientales y bioldgicas por los métodos de
la invencién pueden detectarse de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, los productos de amplificacion por
PCR en una muestra pueden resolverse y detectarse mediante electroforesis en gel (p.ej., geles capilares o
placa compuestos de poliacilamida o aragorosa), donde las bandas correspondientes a los productos de
amplificacion pueden resolverse por tamafio y visualizarse mediante tincion de emision de luz que se intercala
con productos de acido nucleico en el gel (p.ej., bromuro de etidio). En un modo de realizacion, los productos de
amplificacion de PCR pueden cuantificarse determinando las intensidades de sefial de las bandas en un gel
(p-€j., escaneando el gel con un densitometro disponible en el mercado). En otro modo de realizacion, los
productos de amplificacion pueden cuantificarse mediante técnicas de hibridacion (p.ej., llevando a cabo (RT)-
PCR en tiempo real usando productos TAQMAN® y LUX® disponibles en el mercado). En el Ultimo modo de
realizacion, puede utilizarse un oligonucleétido con doble etiqueta complementario a un producto de PCR en el
procedimiento de cuantificacion, donde una o ambas etiquetas pueden ser una molécula fluorescente (p.egj., un
tinte de carboxifluoresceina (FAM™ o FAM-X™) en el extremo 5' del oligonucledtido y un tinte
carboxitetrametilrodamina (TAMRA™) en el extremo 3' del oligonucleétido (p.ej., estos y otros tintes
fluorescentes se encuentran disponibles en el mercado, p.ej., SYNTHEGEN, LLC, Houston, Texas). Los limites
inferiores del proceso de deteccion de PCR pueden determinarse mediante dilucion en serie de una muestra y
determinando la menor cantidad detectable de acido nucleico del organismo en la muestra de suelo.

[0066] En algunos modos de realizaciéon, un acido nucleico aislado es ARN, y en un aspecto, el ARN es
transcrito de manera inversa, de manera que se genera ADN complementario (ADNc). Los métodos y productos
para la transcripcion inversa de ARN son conocidos (p.ej., SUPERSCRIPT™ Il Reverse Transcriptase,
Invitrogen, San Diego, CA). EI ADNc en un aspecto puede cuantificarse, como usando un método descrito
arriba, y en un aspecto el ADNc se cuantifica después de que el ADNc producido por el procedimiento de
transcripcion inversa haya sido amplificado.

[0067] En un aspecto, el acido nucleico aislado es puesto en contacto con una enzima de restriccion. En tales
modos de realizacion, las digestiones de restriccion comparativas pueden evaluarse para determinar si una
marca de patron de digestion de restriccion para un organismo u organismos concretos esta presente en la
muestra de suelo. En otros modos de realizacion, el &acido nucleico aislado es analizado mediante
espectrometria de masas. Los procedimientos de espectrometria de masas son conocidos (p.ej., patentes
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estadounidenses n°® 5.547.835, 5.605.798, 5.691.141, 5.849.542, 5.869.242, 5.928.906, 6.043.031 y 6.194.144)
y pueden llevarse a cabo tras la amplificacién de una regién del acido nucleico aislado, y pueden utilizarse para
detectar variantes polimorficas en el acido nucleico aislado. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico
aislado es inmovilizado a una superficie solida. Los ejemplos de superficies solidas incluyen, sin caracter
limitativo, una placa o portaobjetos de vidrio, una oblea o chip de silicio, un pocillo de una placa de
microtitulacion (p.ej., placa de 96 pocillos o 384 pocillos) y una superficie de plastico de un recipiente adecuado
para cultivar células.

[0068] La invencion puede utilizar kits como se ha observado arriba para aislar un acido nucleico a partir de una
muestra, p.ej., una muestra ambiental o bioldgica, que comprende un floculante e instrucciones que describen
un método para su uso segun cualquiera de los métodos de la invencién para aislar el acido nucleico de la
muestra de suelo. Dicho kit comprende un detergente, que se utiliza en un proceso para extraer acidos nucleicos
del suelo. En algunos modos de realizacién, dicho kit comprende métodos y composiciones homogeneizantes,
que incluyen perlas (p.ej., perlas de vidrio o perlas de granate), y en un aspecto incluye un adaptador para
conectar tubos que contienen la muestra a un aparato de vortex (p.ej., Vortex Adapter, Mo Bio Laboratories,
Carlsbad, CA). Dicho kit puede incluir en un aspecto un soporte sélido util para separar un floculante de un acido
nucleico, como un medio de silice, donde el soporte sélido en un aspecto puede estar en un aparato adaptado
para encajar en un tubo para su uso en la centrifugacion. Dicho kit comprendera una sustancia caotrépica (p.€j.,
cloruro de guanidinio), a menudo usado en un proceso para separar un floculante de un acido nucleico. En un
aspecto dicho kit comprende una solucién util para precipitar un detergente. En un aspecto, dicho kit comprende
una o mas soluciones Utiles para llevar a cabo el método de uso incluido en las instrucciones. En un aspecto,
dicho kit puede comprender uno o mas recipientes de tubo Utiles para llevar a cabo el método de uso. Cuando
se incluyen recipientes de tubo en el kit, los recipientes pueden ser estériles. En algunos modos de realizacion,
dicho kit incluye componentes Utiles para el mayor procesamiento del acido nucleico aislado. Por ejemplo, en un
aspecto, dicho kit incluye uno o mas componentes seleccionados del grupo compuesto por uno o mas
oligonucledtidos, nucleodtidos libres y una polimerasa capaz de amplificar todo o parte de un acido nucleico
aislado. En un aspecto, el kit incluye uno o mas oligonucleétidos que hibridan con un acido nucleico bacteriano,
p.ej., un Bacillus anthracis, u otro agente asociado con bioterrorismo que contiene ADN o ARN.

[0069] Como se ha indicado arriba, los métodos de la invenciéon son aplicables a acido nucleico extraido de
muestras bioldgicas o ambientales usando un procedimiento diferente del de esta invencion. De este modo, los
métodos de la invencion son Utiles para purificar preparaciones de acido nucleico contaminadas aisladas a partir
de una muestra, p.ej., muestras ambientales o bioldgicas, como muestras de suelo (p.ej., separar sustancias del
acido nucleico que inhibe procedimientos posteriores). Dicho procedimiento de purificacion de la invencion
puede ser Util para separar contaminantes de los acidos nucleicos extraidos, como sustancias contaminantes
que inhiben la PCR y/o hibridacién de un oligonucleétido al acido nucleico (p.ej., una sustancia humica). Los
procedimientos de purificacion son aplicables a una variedad de preparaciones de acido nucleico, incluyendo
aquellos que no arrojan productos de amplificacion detectables tras realizar la PCR, y aquellos que pueden
colorearse (p.€j., preparaciones de acido nucleico que son de amarillas a marrones en color). De este modo, en
otras palabras, se proporciona aqui un método para purificar un acido nucleico contaminado extraido de una
muestra, p.ej., muestras ambientales o bioldgicas, como muestras de suelo que comprende llevar a cabo los
pasos del (a) al () como se ha analizado arriba.

[0070] En dicho método, el acido nucleico es puesto en contacto con un detergente. Una cantidad sustancial del
detergente se separa del acido nucleico mediante la puesta en contacto del detergente con una sustancia
(acetato de amonio) que precipita selectivamente el detergente. El someter la mezcla a centrifugado sedimenta
el detergente precipitado y deja el acido nucleico en la fraccion sobrenadante.

[0071] La invencién proporciona técnica dirigidas de ADN o ARN que permiten el analisis in situ de comunidades
microbianas en suelos. Aunque los estudios basados en ADN proporcionan informacion de la estructura de la
comunidad y relaciones filogenéticas entre los diversos grupos, el aislamiento de ARN total usando los métodos
de la invencién puede hacer posible el estudio de niveles de expresion de ARNm que proporcionan informacion
valiosa sobre las actividades funcionales de genes microbianos especificos en las poblaciones microbianas en el
suelo. Puesto que los métodos de la invencion pueden hacer posible la identificacion, aislamiento y/o
amplificacién de acido nucleico celular total, el acido nucleico mitocondrial, nuclear, del cloroplasto u otras
organelas, incluyendo ADN y ARN, también pueden identificarse, aislarse y/o amplificarse usando los métodos
de la invencion. Para el estudio de la expresion de genes en el suelo, la invenciéon proporciona un protocolo
robusto para la extraccion de ARN no degradado total. La invencion proporciona un proceso de recuperacion
fiable para ARN mensajero (ARNm) de diferentes entornos naturales con heterogeneidad microbiana,
variaciones en las condiciones experimentales, diferencias en las interacciones de moléculas de ADN y ARN
con matrices de muestras ambientales, caracteristicas de adsorcién de fracciones de arcilla para acidos
nucleicos y la naturaleza labil del ARN para nucleasas y procesos de oxidacion-reduccion que ocurren de
manera natural en suelos y otros entornos naturales.

[0072] La invencion proporciona una desviacion distinta del método tradicional de adicion del reactivo de
14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 529 044 T3

floculacion y detergente antes de la lisis de la muestra para proporcionar un método por el cual las muestras de
alto contenido organico producen acido nucleico a partir de sustancias contaminantes.

[0073] El proceso descrito aqui no depende de, pero puede incluir, el uso de un componente para facilitar la
alteracion de las muestras y liberacién de acido nucleico antes de o al mismo tiempo que la adicion de floculante
a la muestra (p.gj., perlas homogeneizantes). Debe observarse que el uso de un agente de floculacién con una
muestra que no contiene sustancias contaminantes no afectara a la pureza del acido nucleico o su uso en
aplicaciones posteriores.

[0074] Un método de la invencién puede emplear un kit para separar acidos nucleicos bien extraidos
directamente desde una muestra ambiental o bioldgica, o para ADN previamente purificado mediante métodos
no floculantes de muestras que contienen sustancias contaminantes que inhiben la aplicacién de acido nucleico
posterior. Los procedimientos de purificacién de la invencién son aplicables a una variedad de preparaciones de
acido nucleico, incluyendo aquellas que no arrojan productos de amplificacion detectables tras llevar a cabo la
PCR y aquellas cuyos indices de refraccion indican composiciones desde claras a coloreadas (p.€j.,
preparaciones de acido nucleico que son de amarillas a marrones de color). Los métodos de la invencién son
adaptables a una amplia variedad de volumen de muestra, masa y tipo y obtencién de acido nucleico.

[0075] La invencion se describira en mayor medida en relacion con los siguientes ejemplos; sin embargo, debe
entenderse que la invencion no se limita a tales ejemplos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento de ADN de hasta 250 miligramos de muestra ambiental

[0076] EI siguiente ejemplo describe un proceso de purificacion de ejemplo de la invencion. Se aislé acido
nucleico de diferentes tipos de suelo y se examiné usando el método aqui descrito. El kit y método se
sometieron a ensayo en suelos, sedimentos, compost y estiércol representando una amplia gama de contenido
de nitrégeno y carbono organico y distintas composiciones de arena/limo/arcilla. EI mismo kit también se sometié
a ensayo y se descubrié que era eficaz en el aislamiento de ADN libre de contaminantes a partir de tejidos
vegetales como hojas, raices, tallos y materiales de siembra. Especificamente, para suelos, habia nueve
muestras que incluian vertedero de 0-3 pulgadas (0-7,6 cm) de profundidad; vertedero de 3-6 pulgadas (7,6-
15,2 cm) de profundidad, compost en etapa avanzada, compost de café; sedimento marino; sedimento de lago;
sedimento de barro, estiércol de caballo y suelo de superficie de mantillo. Se extrajo ADN de estas muestras
usando el método aqui descrito y se analizd mediante electroforesis en gel de agarosa para determinar la
calidad de ADN identificando visualmente una banda de ADN discreta mayor de 23.000 peso molecular (23 kpb).
La presencia de fragmentos de ADN mas cortos es una indicaciéon de rotura de ADN, o corte, durante el
proceso. La utilidad del ADN purificado para aplicaciones posteriores, en parte determinada por si la muestra
esta sustancialmente libre de sustancias inhibidoras de PCR, se evalué mediante amplificacién por PCR usando
cebadores de consenso especificos para una regién de 520 pares de bases (pb) de ADN ribosomal 16S
eubacteriano.

[0077] El ejemplo mostrado abajo utiliza un procedimiento de homogeneizacién/extraccion de proceso de lisis
mecanica en vortex (Vortex Adapter, Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA) y es incorporado para ilustrar su uso.
El procedimiento ha demostrado funcionar sin lisis mecanica con reducida obtencién de acido nucleico. El
resultado es que el procedimiento descrito produce ADN de calidad de la PCR con minima fragmentacion en
aproximadamente 45 minutos. EI ADN purificado se amplificé directamente por PCR en todas las muestras
sometidas a ensayo. No fueron necesarias etapas de dilucion, optimizacion por PCR u otra purificacion de ADN
para llevar a cabo PCR usando el ADN aislado del suelo.

Procedimiento para aislar ADN a partir de 0,25 gramos de muestra ambiental

[0078]

1. Afadir 0,25 gramos de muestra a un tubo de perlas de suelo que contiene 750 microlitros (ul) de
solucion de perlas.

2. Agitar en vortex las muestras y anadir 60 pl de CI.

3. Colocar los tubos en un adaptador de vortex (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, California) y agitar
en vortex los tubos al nivel mas alto durante 10 minutos.

4. Centrifugar el tubo a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente y transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

5. Afadir 250 pl de C2 y agitar en vortex para mezclar. Incubar la muestra a 4°C durante 10 minutos y
después centrifugar el tubo a 10.000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

6. Anadir 200 pl de C3 e incubar la muestra a 4°C durante 10 minutos.
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7. Centrifugar el tubo a 10.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

8. Afiadir 1200 pl de C4 y mezclar por inversion.

9. Cargar las muestras en la columna de centrifugacién. Centrifugar la columna a 10.000 x g durante
30 segundos a temperatura ambiente.

10. Afadir 500 pl de solucidon C5 a la columna de centrifugacion y centrifugar a 10.000 x g durante 30
segundos a temperatura ambiente.

11. Decantar el flujo y recentrifugar el filtro a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura
ambiente.

12. Transferir la cesta de centrifugado a un nuevo tubo y eluir ADN con 100 ul de solucién C6
mediante centrifugacion a 10.000 x g a temperatura ambiente.

Resultados

[0079] Véase Figura 1: EI ADN purificado por el método descrito aqui fue caracterizado mediante electroforesis
en gel de agarosa. Figura 1: ADN gendmico total aislado a partir de 0,25 gramos de tipos de suelo
representativos. Se analizo el ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% en TAE, fue tefido con etidio
y fotografiado. Se obtuvieron muestras de vertederos (p.ej., de 0-3 pulgadas (0-7,6 cm) de profundidad, via 1),
vertedero (3-6 pulgadas (7,6-15,2 cm) de profundidad, via 2); compost en etapa avanzada (via 3); compost de
café (via 4); sedimento marino (via 5), sedimento de lago (via 6), sedimento de barro (via 7), estiércol de caballo
(via 8), suelo de superficie de mantillo (via 9). M= marcador de tamafio molecular de ADN.

[0080] Mediante el uso del procedimiento descrito arriba, se aislé6 ADN gendmico de todas las muestras de suelo
sometidas a ensayo. La amplificacion por PCR del ADN genémico aislado de la Figura 2 usando cebadores para
el ADN eubacteriano indicé que se produjeron productos de PCR a partir de cada muestra de suelo, indicando
que el procedimiento de aislamiento nucleico descrito aqui habia purificado con éxito el ADN gendmico
eubacteriano. La Figura 2 ilustra una electroforesis en gel de agarosa que muestra el ADN gendmico total
amplificado por PCR aislado en la Figura 1, donde el ADN gendmico eubacteriano purificado se amplificd por
PCR usando cebadores para ADN eubacteriano. M= marcador de tamafio molecular de ADN.

[0081] Se aislo ADN de los tipos se suelo usados en la Figura 1, usando el kit ULTRACLEAN™ Soil DNA Kit
(Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA) La Figura 3 muestra amplificacién por PCR del ADN gendmico utilizando
cebadores para ADN eubacteriano. M= marcador de tamaino molecular de ADN. Obsérvese que el ADN aislado
con el ULTRACELAN™ Soil DNA Kit contenia contaminantes eliminados usando la invencién que evitaban la
amplificacion por PCR en 4 de cada 9 muestras sometidas a ensayo.

Reactivos
[0082]
Tubo de perlas Tubo de perlas con perlas de granate y 750 pyl de NaPOs 181 mM,
isotiocianato de guanidinio 121 mM
C1 NaCl 150 mM, SDS 4%, Tris 0,5M
Cc2 Acetato de amonio 133 mM
C3 Sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado 120 mM
C4 GuHCL 5M, Tris 30 mM, isopropanol 9%
C5 Tris 10 mM, NaCl 100 mM, EtOH 50%
cé Tris 10 mM

[0083] Los reactivos y método para purificar acido nucleico de muestras biolégicas y ambientales tendra
aplicaciones mas amplias si el proceso es escalable en la cantidad de muestra procesada y la capacidad de
usarlo con éxito en aplicaciones posteriores. El Ejemplo 2 aporta pruebas de la escalabilidad de la invencion.

Ejemplo 2: Purificacién de ADN extraido de hasta 10 gramos de suelo

[0084] EI siguiente ejemplo describe un proceso de purificacion de ejemplo de la invencion.

1. Afadir hasta 10 gramos de muestra a un tubo de perlas de suelo que contiene 15 ml de solucion
de perlas.

2. Agitar en vortex las muestras brevemente y afiadir 1,2 ml de C1.

3. Colocar los tubos en un adaptador de vortex (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, California) y agitar en
vortex los tubos al nivel mas alto durante 10 minutos.

4. Centrifugar el tubo a 2.500 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente y transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

5. Afadir 5 ml de C2 y agitar en vortex para mezclar. Incubar la muestra a 4°C durante 10 minutos y
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después centrifugar el tubo a 2.500 x g durante 4 minutos a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

6. Anadir 4 ml de C3, invertir para mezclar e incubar a 4°C durante 10 minutos.

7. Centrifugar el tubo a 2.500 x g durante 4 minutos a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo.

8. Anadir 30 ml de C4 a cada tubo y mezclar mediante inversion.

9. Cargar las muestras en la columna de centrifugacién. Centrifugar a 2.500 x g durante 30 segundos
a temperatura ambiente. Repetir los pasos 8 y 9 dos veces.

10. Anadir 10 ml de solucién C5 a la columna y centrifugar a 2.500 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

11. Transferir la cesta de centrifugado a un nuevo tubo y eluir el acido nucleico con 5 ml de solucion
C6 mediante centrifugacion a 2.500 x g a temperatura ambiente.

[0085] Véanse las Figuras 4, 5 y 6, que indican que el proceso descrito aqui es capaz de aislar ADN de
diferentes tipos de muestras ambientales (Figura 4) y es capaz de purificar ADN de organismos del suelo
enddgenos en un proceso escalable. Es importante que el Ejemplo proporciona pruebas de que el proceso aisla
ADN libre de sustancias inhibidoras de PCR (Figuras 5y 6).

[0086] Figura 4: Se aisl6 el ADN gendmico total a partir de hasta 10 gramos de 8 muestras diferentes de suelo
usando los métodos descritos aqui. El ADN se analizé en gel de agarosa 1% en TAE y se tifi6 con etidio. M =
ADN marcador. Se identifican a continuacién los tipos de suelo.

[0087] Figura 5: El ADN genémico total aislado en la Figura 3 usando los métodos descritos aqui se amplificod por
PCR usando cebadores para Bacillus spp. Se analizé el ADN amplificado en agarosa 0,8% en TAE vy se tifi6 con
etidio. N= control negativo sin patréon. P= patron de control positivo. Se identifican a continuacion los tipos de
suelo y cantidad.

[0088] Figura 6: EI ADN gendmico total aislado de las muestras de suelo identificado en la Figura 3 usando los
métodos descritos aqui se amplificé por PCR usando cebadores para Streptomyces spp. Se analizé el ADN en
agarosa 1% en TAE y se tifid con etidio. N= control negativo sin patrén. P= patron de control positivo. Se
identifican a continuacion los tipos de suelo y cantidad.

Via de la Tipo Cantidad procesada (gramos)
muestra
1 Campo de maiz de lowa 10
2 Campo de fresas de California 10
3 Sedimento de laguna de Cardiff 10
4 Sedimento de laguna de Carlsbad 10
5 Compost casero 5
6 Compost de la ciudad de San 5
Diego
7 Mezcla comercial para sembrar 2,5
8 Turba comercial 2,5

Ejemplo 3: Procedimiento para eliminar contaminantes de acido nucleico

[0089] El siguiente proceso de purificacion de ejemplo de la invencién produce acido nucleico que puede usarse
en procesos posteriores de acido nucleico previamente purificado que tiene sustancias contaminantes que han
evitado el uso del acido nucleico en una aplicacion posterior (p.ej., PCR). Se aisl6 el acido nucleico usando el
ULTRACLEAN MEGASOIL DNA ISOLATION KIT y se proces6 usando el procedimiento y reactivos indicados a
continuacioén y se analiz6 (Figura 7). Se sometié a ensayo el acido nucleico en PCR (Figura 8).

[0090] Se purificod acido nucleico de 3 muestras ambientales diferentes (identificado mediante 8 ml). Se analizo el
acido nucleico mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% en TAE, y fue tefiido con etidio para la deteccion.
Se identifican a continuacion los tipos de suelo. Se concentré el ADN a un volumen de 1 ml usando precipitacion
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con isopropanol y se presenta en las vias marcadas 1*. El acido nucleico en 1* se procesoé con el protocolo de
eliminacién de contaminacién y los reactivos descritos aqui y se analizdé en las vias marcadas 1%. El acido
nucleico en la Figura 7 parece equivalente para cada conjunto de muestra tras la precipitacion con isopropanol y
eliminacion de contaminantes.

[0091] La Figura 7 muestra el uso del acido nucleico en la Figura 6 en un procedimiento de PCR. Para cada
muestra, las vias marcadas 8 ml y 1* muestran inhibicion de PCR y el acido nucleico de entrada no es capaz de
producir un producto de amplificacion. Las vias marcadas 1%, que han sido procesadas con el proceso de
eliminacién de contaminante descrito aqui, muestran la eliminacion con éxito del contaminante y producto de
amplificaciéon por PCR.

1. Afadir hasta 1000 ul de muestra de ADN a un tubo limpio.

2. Anadir 460 pl de solucion de perlas por 150 ul de ADN. Invertir para mezclar.

3. Afadir 140 ul de C1 e invertir para mezclar.

4. Anadir 560 pl de C2 e invertir para mezclar. Incubar la muestra a 4°C durante 5 minutos y centrifugar
la muestra a 10.000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

5. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

6. Anadir 460 pl de C4 e invertir para mezclar. Incubar la muestra a 4°C durante 10 minutos.

7. Centrifugar la muestra a 10.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

8. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

9. Afadir 2750 pl de C5 y agitar en vortex para mezclar.

10. Cargar la muestra en una columna de centrifugacion y centrifugar a 2.500 x g durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

11. Afadir 2000 pl de C6 a la columna y centrifugar a 2.500 x g durante 3 minutos a temperatura
ambiente.

12. Decantar el flujo y centrifugar la columna a 2.500 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

13. Transferir la cesta de centrifugado a un nuevo tubo y afiadir 1000 pl de solucién C7 para eluir el
ADN. Centrifugar a 2.500 x g durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Reactivos del kit

[0092]
Solucién de perlas NaPO4 181 mM, GITC 121 mM
Cl NaCl 150 mM, SDS 4%, Tris 0,5M
Cc2 Acetato de amonio 133 mM
C3 Sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado 120 mM
C4 GuHCL 5M, Tris 30 mM isopropanol 9%
C5 Tris 10 mM, NaCl 100 mM, EtOH 50%
cé Tris 10 mM

[0093] En la Figura 8, el acido nucleico de la Figura 7 se us6 en una reaccion de PCR. Las vias marcadas (-) y
(+) son reacciones de control negativo y positivo. EI ADN amplificado por PCR se analizé mediante electroforesis
en agarosa 0,8% en TAE seguido de tincién con bromuro de etidio. En la Figura 8: * Antes de purificacion,
Después de purificacion y eliminacion de sustancias contaminantes usando métodos aqui descritos.

Tipo de suelo y cantidad procesada

[0094]
Tipo de suelo 1. Compost (18-21" (45,7 - 53,3 cm) profundidad) (5g)
Tipo de suelo 2. Compost casero (59g)
Tipo de suelo 3. Compost -SD (5g)

[0095] El ARN aislado de 8 tipos de suelo diferentes, como se muestra en la Tabla 2, abajo, y aplicado en un gel
1% TAE 1x durante 45 minutos a 100v., véase Figura 9.
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Tabla 2. Lista de muestras de suelo usadas para aislar ARN

Via de la muestra Tipo Cantidad procesada (gramos)
1 Suelo de césped 2
2 Campo de fresas de California 2
3 Suelo de la rizosfera 2
4 Sedimento de laguna de Cardiff 2
5 Suelo modificado RCP 2
6 Compost de la ciudad de San Diego 1
7 Campo de maiz de lowa 2
8 Suelo del este del condado de San 2
Diego (arenoso)

Ejemplo 4: Aislamiento de ARN de hasta 2,0 gramos de muestra ambiental

[0096] El siguiente ejemplo describe un proceso de purificacion de ejemplo de la invencion. Se aislé6 ARN de
diversos tipos de suelo diferentes y se examiné usando un método y descrito aqui. El kit y método se sometieron
a ensayo en suelos, sedimentos, compost y estiércol representando una amplia gama de contenido de nitrégeno
y carbono organico y distintas composiciones de arena/limo/arcilla. Especificamente, habia ocho muestras, que
incluian un suelo de césped fuertemente fertilizado, suelo de campos de fresas cultivados en el sur de California,
un sedimento alimentado por agua del mar, un suelo modificado comercialmente, compost urbano, suelo de un
campo de maiz en lowa, suelo de la region rizosfera de un planta y un suelo arenoso del este del condado de
San Diego. Se extrajo ARN de estas muestras usando el método aqui descrito y se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa para determinar la calidad de ARN identificando visualmente una banda 23S
discreta y una banda 16S. La utilidad del ARN digerido y purificado para aplicaciones posteriores, en parte
determinada por si la muestra esta sustancialmente libre de sustancias inhibidoras de la PCR, se evalud
mediante amplificacion por RT-PCR usando cebadores de consenso especificos para una region de 600 pares
de bases (pb) de bacterias pertenecientes al grupo Bacilli y una region de 1,2 kb pares de bases de grupo
Streptomycetes.

[0097] El ejemplo mostrado abajo utiliza un procedimiento de homogeneizacién/extraccion de proceso de lisis
mecanica en vortex y es incorporado para ilustrar su uso. El resultado es que el procedimiento descrito produce
ARN de calidad de RT-PCR que esta intacto a partir de todos los suelos sometidos a ensayo en este estudio, en
aproximadamente 2,5 horas. EI ARN purificado, tras la digestion con enzima ADNasa y posterior purificacion, se
amplificé directamente por RT-PCR en todas las muestras sometidas a ensayo. No fueron necesarias etapas de
dilucién, optimizacién por RT-PCR u otra purificacion de ARN para llevar a cabo RT-PCR usando el ARN aislado
del suelo.

Procedimiento para aislar ARN a partir de 2,0 gramos de muestra ambiental

[0098]

1. Afadir 2 gramos de muestra a un tubo de perlas de suelo que contiene 1,5 de perlas de carburo de
silice.

2. Anadir 2,5 ml de Solucion SR1, agitar en vortex para mezclar y después afiadir 250 pyl de Solucién
SR2, agitar en vortex para mezclar.

3. Afiadir 800 pl de Solucion SR3 y agitar en vortex para mezclar.

4. Colocar los tubos en un adaptador de vortex (Mo Bio Laboratories, California) y agitar en vortex los
tubos al nivel mas alto durante 5 minutos.

5. Anadir 3,5 ml de SR 4 (Fenol:Cloroformo:lsoamilalcohol [50:49:1)] {pH 4,5 a 8,0}) y continuar
batiendo las perlas de los tubos durante 10 minutos.

6. Centrifugar el tubo a 2500 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente y transferir la fase acuosa
a un tubo nuevo de 15 ml.

7. Afadir 1,5 ml de Solucién SR5 y agitar en vortex para mezclar. Incubar la muestra a 4°C durante 10
minutos y después centrifugar el tubo a 2500 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transferir
el sobrenadante a un tubo nuevo.
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8. Aiadir 5 ml de Solucién SR6 (100% isopropanol) e incubar la muestra a -20°C durante 30 minutos.

9. Centrifugar el tubo a 2500 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante
y secar al aire los granulos durante 5 minutos a temperatura ambiente.

10. Resuspender el granulo en 1 ml de Solucién SR7 y cargarlo en una columna de captura de ARN
preequilibrada (preequilibrada con 2 ml de SR7. Descartar el flujo.

11. Lavar las columnas con 1 ml de SR7 y descartar el flujo.

12. Eluir las columnas con 1 ml de Solucion SR8.

13. Transferir el SR8 eluido a un tubo de 2 ml y afiadir un equivalente de 100% isopropanol. Incubar la
muestra a -20°C durante 10 minutos seguido de centrifugado de los tubos a 16.000 x g durante 15
minutos.

14. Descartar el flujo y secar al aire el granulo.

15. Resuspender el granulo en 100 yl de Solucidon SR9.

Resultados

[0099] Véase Figura 9. ElI ARN purificado por el método descrito aqui fue caracterizado mediante electroforesis
en gel de agarosa. Mediante el uso del procedimiento descrito arriba, se aisl6 ARN de todas las muestras de
suelo sometidas a ensayo. La amplificacion por RT-PCR del ARN aislado de la Figura 9 usando dos conjuntos de
cebadores diferentes (uno para el grupo Bacilli y el otro para el grupo Streptomycetes) indicé que se produjeron
productos de RT-PCR a partir de cada muestra de suelo, indicando que el procedimiento de aislamiento de ARN
descrito aqui habia purificado con éxito ARN.

Reactivos
[0100]

Tubo de perlas Tubos de perlas con 1,5 g de carburo de silice en un tubo con tapa roscada de 15
ml.

PowerSoil™ ARN  NaPO, 181 mM, tiocianato de guanidinio 121 mM

Solucién de perlas

SR1 NaCl 150 mM, SDS 4%, Tris 0,5M

SR2 sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado 120 mM

SR3 NaCl 5M en sal anhidra del acido citrico 22 mM, citrato trisdédico 29 mM,
deshidratar, pH 5,0 - 5,2 Fenol:Cloroformo:Isoamil alcohol (50:49:1)

SR4 100% Isopropanol

SR5 NaCl 500 mM en acido 2-(N-morfolino)propano-sulfénico (MOPS) 50 mM con
isopropanol 15%, pH 7.0

SR6 NaCl 750 mM en MOPS 50 mM con isopropanol 15%, pH 7,0

SR7 agua tratada con DEPC

[0101] Como se ilustra en la Figura 10, el ARN total aislado fue digerido con ADNasa libre de ARNasa y después
purificado mediante extraccion con fenol:cloroformo seguido por precipitacion con isopropanol. EI ARN libre de
ADN se us6 sin diluir en una reaccion RT-PCR con un conjunto cebador especifico para un fragmento de 1200
pb de microorganismos pertenecientes al grupo Streptomycetes. M - marcador, N- control negativo, P- control
positivo y muestras de la 1 a la 8 como se presentan en la Tabla 2.

[0102] Como se ilustra en la Figura 11, el ARN total aislado fue digerido con ADNasa libre de ARNasa y después
purificado mediante extraccion con fenol:cloroformo seguido por precipitacion con isopropanol. EI ARN libre de
ADN se uso sin diluir (1 pl/50 ul) en una reaccién de RT-PCR con un conjunto cebador especifico para un
fragmento de 1200 pb de microorganismos pertenecientes al grupo Streptomycetes. M - marcador, N- control
negativo, P- control positivo y muestras de la 1 a la 8 como se presentan en la Tabla 2.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para eliminar un contaminante o inhibidor de una muestra que comprende acido nucleico, donde el
contaminante o inhibidor inhibe la amplificacion o hibridacién del acido nucleico en la muestra, o inhibe una
reaccion enzimatica que utiliza el acido nucleico en la muestra, comprendiendo el método los pasos de:

(a) procesar la muestra para romper, desnaturalizar o alterar la muestra, donde el procesamiento
comprende poner en contacto la muestra con una solucion que comprende un agente caotrépico, un
detergente y un amortiguador;

(b) poner en contacto la muestra con un primer floculante para formar un precipitado floculante, donde el
primer floculante es acetato de amonio;

(c) aislar el acido nucleico y contaminantes e inhibidores restantes del primer precipitado floculante en
un sobrenadante;

(d) poner en contacto el sobrenadante que contiene acido nucleico con un segundo floculante para
formar un segundo precipitado floculante, donde el segundo floculante es sulfato de amonio y aluminio o
sulfato de amonio y aluminio dodecahidratado; y

(e) aislar el acido nucleico del segundo precipitado floculante en un sobrenadante.

2. El método de la reivindicaciéon 1, donde el contaminante o inhibidor se selecciona entre el grupo compuesto
por un polifenol, un polisacarido, una sustancia himica, un acido humico, una humina y un fendlico de plantas.

3. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra comprende una muestra ambiental o bioldgica, y
opcionalmente la muestra ambiental o biolégica comprende una muestra derivada de un animal, restos animales,
un alimento, un microorganismo, una planta o sus componentes, suelo, sedimento, roca, arrecife, lodo, compost,
materia bioldgica en descomposicion, una biopsia, una muestra histolégica, una muestra de semen, una muestra
de saliva o sangre, cualquier muestra de fluido corporal, una muestra de pelo, una muestra de piel, una muestra
fecal, restos arqueoldgicos, una turbera, compost, aceite, agua, agua terrestre o agua subterranea, agua
industrial y atmosférica, polvo, polvo urbano, mezclas comerciales para sembrar o mejoradores del suelo,
respiraderos del fondo marino, o aire.

4. El método de la reivindicacién 1, donde el acido nucleico comprende un ARN o ADN o una combinacion de
los mismos.

5. El método de la reivindicacion 1, donde el detergente se selecciona entre el grupo compuesto por dodecil-
sulfato sédico (SDS), sarkosyl, lauril sarcosinato de sodio, bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB), acido cdlico,
acido desoxicdlico, benzamidotaurocolato (BATC), octilfenol polietoxilato, monolaurato de sorbitan
polioxietilenado, terc-octilfenoxi poli(oxietileno)etanol, 1,4-piperazinabis-(acido etanosulfénico), acido N-(2-
acetamido)-2-aminoetanosulfénico, polietilenglicol terc-octilfenil éter (Triton®X-100), (1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-
polietilenglicol (Triton®X-114) y una combinacion de los mismos.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas; (f) purificar o aislar el acido nucleico y/o (g) detectar
el acido nucleico, donde la deteccion resulta en la determinacion de que el acido nucleico es de un organismo
que produce una espora o una toxina.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que la toxina es una toxina bacteriana.

8. El método de la reivindicacién 1, comprendiendo ademas: (f) purificar o aislar el acido nucleico; y/o (g) detectar
el acido nucleico, donde la deteccion resulta en la determinacion de que el acido nucleico es de un organismo
que produce un agente biopeligroso.

9. El método de la reivindicacion 8, donde el agente biopeligroso es una toxina bacteriana.

10. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas purificar o aislar el acido nucleico tras el paso (e).

11. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra es una muestra no procesada, conservada, recién aislada,
bruta o no refinada.

12. El método de la reivindicacion 1, donde la puesta en contacto en el paso (b) comprende la mezcla o agitacion
en vortex.

13. El método de la reivindicacion 1, donde el aislamiento en el paso (c) comprende centrifugar el floculante y la
muestra obtenidos en el paso (b) y recolectar un sobrenadante que comprende acido nucleico.

14. El método de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas tras el paso (e), detectar o caracterizar el acido
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nucleico, donde el acido nucleico es un acido nucleico purificado, aislado, amplificado o hibridado.

15. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra empleada en el paso (a) comprende un acido nucleico
extraido de una muestra biolégica o ambiental donde el acido nucleico aislado no arroja un producto de
amplificacion detectable en una reaccion de amplificacion, y opcionalmente la reacciéon de amplificacion es una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y que comprende ademas los pasos de: (f) purificar y/o amplificar el
acido nucleico.

16. El método de la reivindicacion 15, donde la puesta en contacto en el paso (b) comprende la mezcla o
agitacion en vortex.

17. El método de la reivindicacion 15, donde el aislamiento en el paso (c) comprende centrifugar el floculante y la
muestra obtenidos en el paso (b) y recolectar un sobrenadante que comprende acido nucleico.

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se emplea un kit que comprende: (a) un agente
caotropico; (b) acetato de amonio; (c) sulfato de amonio y aluminio o sulfato de amonio y aluminio
dodecahidratado; (d) una o mas soluciones o amortiguadores; opcionalmente (€) uno o mas recipientes de tubo
utiles para llevar a cabo el método; y (f) instrucciones que describen un método para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones dela1 ala 17.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, donde el kit comprende ademas un detergente, donde
opcionalmente el detergente se selecciona entre el grupo compuesto por dodecil-sulfato sédico (SDS),
sarkosyl, lauril sarcosinato de sodio, bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB), acido cdico, acido desoxicdlico,
benzamidotaurocolato (BATC), octilfenol polietoxilato, monolaurato de sorbitan polioxietilenado, terc-
octilfenoxi poli(oxietileno)etanol, polietilenglicol terc-octilfenil éter (Triton®X-100), (1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-
polietilenglicol (Triton®X-1 14) y una combinacion de los mismos.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, donde el kit comprende ademas un material homogeneizante.
21. El método de acuerdo con la reivindicacion 20, donde el material homogeneizante comprende una perla.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, donde el kit comprende ademas uno o mas oligonucledétidos o
nucleotidos libres.

23. El método de acuerdo con la reivindicacion 22, donde el kit comprende uno o mas oligonucledtidos que
hibridan especificamente con un acido nucleico de un microorganismo, animal, planta, insecto, levadura, virus,
fago, nematodo, bacteria u hongo.

24. El método de la reivindicacién 23, donde el uno o mas oligonucledtidos del kit hibridan especificamente con
un acido nucleico de:

(a) un Bacillus spp., un Clostridium spp., un Sporolactobacillus spp., un Sporocarcina spp., un
Filibacter spp., un Caryophanum spp., un Desulfotomaculum spp., un Corynebacterium spp., un
Micrococcus spp., un Mycobacterium spp., un Nocardia spp., un Peptococcus spp., un
Peptostreptococcus spp.; 0

(b) un acido nucleico de una bacteria Gram negativa seleccionada entre la familia compuesta por
Acetobacteriaceae, Alcaligenaceae, Bacteroidaceae, Chromatiaceae, Enterobacteriaceae,
Legionellaceae, Neisseriaceae, Nitrobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Rickettsiaceae
y Spirochaetaceae; o

(c) un acido nucleico de B. anthracis, A. globiformis, B. subtilis, C. renale, C. difficile, M. luteus, o R.
erythropolis; o

(d) un acido nucleico de variola, varicela, reovirus, retrovirus, VIH, VIH-1, VIH-2, fiebre hemorragica
viral, Ebola, Marburg, Machupo, Lassa, Variola mayor o encefalitis viral.

25. El método de la reivindicacion 22, donde el kit comprende uno o mas oligonuclettidos y nucleétidos libres
suficientes para llevar a cabo una reaccion de PCR, una replicacién por circulo rodante, una reaccién en cadena
de la ligasa o una reaccioén de transcripcion inversa.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, donde el kit comprende ademas al menos una enzima.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el kit incluye una polimerasa.
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