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DESCRIPCION
Mezclas de reaccion estables
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona mezclas de reaccion estables y procedimientos para su preparacion. Las
mezclas de reaccion estables son utiles en muchas técnicas de ADN recombinante, especialmente la
amplificacion de acido nucleico por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Para abordar la dificultad de produccién de composiciones polipeptidicas estables, las proteinas se preparan
tipicamente en forma sdlida para proporcionar un periodo de validez aceptable. Un procedimiento estandar para
preparar composiciones de proteinas en forma solida es la liofilizacién (secado por congelacion), pero este
procedimiento crea tensiones que pueden desnaturalizar las proteinas en diversos grados (Wang, W. (2000)
International Journal of Pharmaceutics 203; 1-60). Pocos compuestos de reaccién biolégicos son estables en
forma solubilizada durante cualquier periodo de tiempo y esto es especialmente cierto para el almacenamiento a
temperatura ambiente. En consecuencia, se han realizado numerosos estudios para evaluar las posibilidades de
potenciar las capacidades de almacenamiento de los compuestos de reaccién biolégicos en forma seca. En
general se acepta que sera necesario usar al menos un aditivo estabilizante a fin de asegurar la actividad
biolégica, por ejemplo, de una polimerasa tras su resolubilizacion.

El documento WO 2008/36544 describe el uso de los llamados materiales de relleno a fin de proporcionar
composiciones secadas, los materiales de relleno son, por ejemplo, carbohidratos tales como FICOLL, sacarosa,
glucosa, trehalosa, melecitosa, DEXTRANO o manitol, proteinas tales como BSA, gelatina o colageno y
polimeros tales como PEG o polivinilpirrolidona (PVP). Los materiales de relleno formadores de vidrio para
estabilizar reactivos biologicos se describen ademas en las patentes de EE. UU. n.°s 5.098.893, 5.200.399 y
5.240.843. El material de relleno FICOLL es un copolimero divulgado en la patente de EE. UU. n.° 3.300.474.
Los procedimientos de secado de las mezclas de reaccion liquidas son la mayoria del tiempo muy complejos por
su naturaleza y, por lo tanto, los procedimientos de secado son exigentes y costosos.

El secado por congelaciéon (patente de EE. UU. n.° 5.593.824) o secado a vacio (patente de EE. UU. n.°
5.565.318) se usa para secar los materiales bioldégicos en una matriz polimérica de carbohidratos. La liofilizacion
o secado por congelacion es una técnica bien establecida para el almacenamiento de proteinas que se divulga
en muchos documentos del estado de la técnica (por ejemplo, Passot, S., et al., Pharmaceutical Development
and Technology 12 (2007) 543-553; Carpenter, J. F., et al., Pharmaceutical Research 14(8) (1997) 969-975;
Schwegman, J. J., et al., Pharmaceutical Development and Technology 10 (2005) 151-173).

Una seleccién de las condiciones de secado para diferentes mezclas de reaccidon para aplicaciones de
secuenciacion que comprenden modificaciones genéticas de la polimerasa Taq se describe en la patente de
EE. UU. n.° 7.407.747. Los procedimientos de secado usados son el secado por congelacion, SpeedVac sin
calor adicional, SpeedVac con calor adicional y secado al aire a temperatura ambiente. Las mezclas de reaccion
dentro de la presente patente se sometieron a prueba con respecto a una variedad de crioprotectores tales como
trehalosa, sacarosa, glucosa y trimetilamina-N-6xido (TMANO). Ademas, también se realizaron experimentos sin
crioprotectores en absoluto, pero no se divulgd ningun dato relativo a la estabilidad de esas mezclas de reaccion
con el tiempo. Se informd de una buena estabilidad durante hasta 8 semanas solo para mezclas de reaccion que
comprenden trehalosa y seroalbumina bovina (BSA).

Ademas, la patente de EE. UU. n.° 7.407.747 divulga experimentos con la polimerasa en diferentes mezclas de
secuenciacion donde cada mezcla de secuenciacién comprende diferentes composiciones de solucién tampén,
nucledtidos trifosfato y nucleétidos con marcador de fluorescencia y cebadores. Sin embargo, no se divulga si
una polimerasa en mezclas para amplificaciones de PCR ultrarrapida, a saber, mezclas que comprenden
solucion tampon, nucleodtidos trifosfato, cebadores y sondas de deteccion, se puede secar y almacenar sin
afectar a la actividad de PCR de la polimerasa.

La patente de EE. UU. n.° 8.652.811 divulga un procedimiento para secar una ADN polimerasa Taq dentro de
una mezcla de PCR ultrarrapida, mientras que la composicién seca obtenida se puede almacenar sin afectar al
rendimiento de la PCR de la ADN polimerasa Taq. EI documento US2003/0119042 A1 describe el uso de
carbohidratos no reductores para preparar composiciones secadas que contienen enzimas.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona mezclas de reaccion estables usadas para la amplificaciéon de acidos
nucleicos por PCR y RT-PCR (PCR con retrotranscriptasa) que comprenden un sacérido (por ejemplo, sacarosa)
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que se han secado sin necesidad de liofilizacion o secado por congelacion. La presente invencion también
proporciona procedimientos para preparar mezclas de reaccion secadas.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién implica una composicion de mezcla de reaccion seca para la
amplificacion de acido nucleico por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y reaccion en cadena de la
polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR) que comprende al menos una enzima relacionada con la
amplificacion de un acido nucleico, monémeros de nucledsidos, acetato de manganeso (Mn(OAc)2) y un sacarido,
en la que la composicidon se prepara secando la composicién de mezcla de reaccién en forma acuosa en
ausencia de liofilizacion. También se divulga que la composicion tiene una estabilidad mejorada en comparacion
con una mezcla de reaccion que se (i) liofiliza; y/o (ii) carece de un sacarido. En algunos modos de realizacion, el
sacarido se selecciona del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa,
ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. También se divulga que la composicidon conserva su actividad tras el
almacenamiento en condiciones que son, o equivalen a, 45 °C durante 3 meses. En algunos modos de
realizacién, la composicion comprende ademas al menos un componente seleccionado del grupo que consiste
en un aptamero, un detergente, un tampon, una sal y un oligonucleétido. En algunos modos de realizacion, la al
menos una enzima relacionada con la amplificacién de un acido nucleico es una polimerasa termoestable
seleccionada del grupo que consiste en ADN polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp.
Z05, polimerasa de Thermus flavus, polimerasa de Thermotoga maritima, polimerasa de Thermotoga neapolitana,
polimerasa TMA-25, polimerasa TMA-30, ADN polimerasa Tth, asi como polimerasas termoestables modificadas,
o cualquier combinacion de las mismas. En algunos modos de realizacion, el sacarido esta presente en una
cantidad tal que si la composicion se reconstituye en soluciéon acuosa, la concentracion del sacarido esta entre
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 1000 mM. En algunos modos de realizacién, el sacarido es
sacarosa. También se divulga que la composicion conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones
que son, o equivalen a, la temperatura ambiente durante 12 meses.

En otro aspecto, la presente invencion implica un procedimiento de preparacion de una composicion de mezcla
de reaccion seca, comprendiendo el procedimiento secar una mezcla de reaccién en forma acuosa en ausencia
de liofilizacion, en el que la mezcla de reaccion en forma acuosa comprende al menos una enzima relacionada
con la amplificacion de un acido nucleico, monémeros de nucledsidos, acetato de manganeso (Mn(OAc)2) y un
sacarido. En algunos modos de realizacion, el sacarido se selecciona del grupo que consiste en sacarosa,
trehalosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. También se divulga
que la composiciéon conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones que son, o equivalen a, 45 °C
durante 3 meses. En algunos modos de realizacioén, el procedimiento se realiza a temperatura ambiente. En
algunos modos de realizacion, el sacarido estd en una concentracion entre aproximadamente 50 mM vy
aproximadamente 1000 mM en la mezcla de reaccion en forma acuosa. En algunos modos de realizacion, el
sacarido es sacarosa. En algunos modos de realizacion, la al menos una enzima relacionada con la
amplificacion de un acido nucleico es una polimerasa termoestable seleccionada del grupo que consiste en ADN
polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de Thermus flavus,
polimerasa de Thermotoga maritima, polimerasa de Thermotoga neapolitana, polimerasa TMA-25, polimerasa
TMA-30, ADN polimerasa Tth, asi como polimerasas termoestables modificadas, o cualquier combinacién de las
mismas. También se divulga que la composicidon conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones
que son, o equivalen a, la temperatura ambiente durante 12 meses.

Los modos de realizacion y ventajas de la invencion se describen con mas detalle en la descripcion detallada de
la invencion y en las figuras.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
liofilizadas (A) y no liofilizadas (B) el dia 1 de almacenamiento a 42 °C.

La FIG. 2 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
liofilizadas (A) y no liofilizadas (B) el dia 15 de almacenamiento a 42 °C.

La FIG. 3 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
liofilizadas (A) y no liofilizadas (B) el dia 29 de almacenamiento a 42 °C.

La FIG. 4 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
liofilizadas (A) y no liofilizadas (B) el dia 49 de almacenamiento a 42 °C.

La FIG. 5 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
no liofilizadas el dia 90 de almacenamiento a 42 °C.

La FIG. 6 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
no liofilizadas el dia 26 de almacenamiento a temperatura ambiente.
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La FIG. 7 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
no liofilizadas el dia 71 de almacenamiento a temperatura ambiente.

La FIG. 8 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
no liofilizadas el dia 222 de almacenamiento a temperatura ambiente.

La FIG. 9 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion secas
no liofilizadas el dia 299 de almacenamiento a temperatura ambiente.

La FIG. 10 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion
secas no liofilizadas el dia 353 de almacenamiento a temperatura ambiente.

La FIG. 11 muestra las curvas de crecimiento de RT-PCR generadas por las mezclas maestras de reaccion
secas no liofilizadas el dia 379 de almacenamiento a temperatura ambiente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona mezclas de reaccion estables, procedimientos para su preparacion,
procedimientos para su uso y kits que las comprenden. Las mezclas de reaccién estables son utiles en muchas
técnicas de ADN recombinante, especialmente la amplificacion de acido nucleico por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). En particular, la presente invenciéon proporciona mezclas de reaccion no liofilizadas estables
que contienen una enzima (por ejemplo, una enzima usada en la amplificacion de acido nucleico) y un gltcido.
Dichas mezclas de enzima se pueden secar en ausencia de liofilizacion y almacenar a largo plazo a temperatura
ambiente sin una pérdida significativa de la actividad enzimatica.

l. Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece la
presente invencion. Aunque se puede usar esencialmente cualquier procedimiento y material similar a los
descritos en el presente documento, en la practica o pruebas de la presente invencion, solo se describen
procedimientos y materiales ejemplares. Para los propdsitos de la presente invencion, se definen a continuacion
los siguientes términos.

Los términos "un", "una" y "el/la" incluyen referentes al plural, a menos que el contexto indique claramente de
otro modo.

El término "aproximadamente" en el contexto de la presente invencion engloba variaciones del valor indicado de
+/-15 %, +/-10 %, +/-5 %, +/-3 %, +/-2 % o +/-1 % y el valor indicado por si mismo.

El término "liofilizacién" se refiere a la creacion de una preparacion estable de una sustancia biolégica por
congelacion rapida y deshidratacion del producto congelado en alto vacio y también se denomina comunmente
"secado por congelacion".

El término "no liofilizado", "secado" o "seco" se refiere a un procedimiento para secar una sustancia biolégica no
utilizando el procedimiento de liofilizacion.

El término "temperatura ambiente" se refiere a la temperatura del entorno y es sinénimo de "temperatura
ambiente" cuando se refiere a la temperatura de un edificio interior con control de temperatura. Tipicamente, la
temperatura ambiente se refiere a un intervalo de temperatura de entre 15 °C y 25 °C, aunque temperaturas un
poco mas frescas o mas calidas todavia se pueden considerar dentro del intervalo de temperatura ambiente.

El término "aptamero" se refiere a un ADN monocatenario que reconoce y se une a ADN polimerasa e inhibe
eficazmente la actividad de polimerasa como se describe en la patente de EE. UU. n.° 5.693.502. El uso de
aptamero y dUTP/UNG en RT-PCR también se analiza, por ejemplo, en Smith, E.S. et al, (Amplification of RNA:
High-temperature Reverse Transcription and DNA Amplification with a Magnesium-activated Thermostable DNA
Polymerase, en PCR Primer: A Laboratory Manual, 2.2 edicién, Dieffenbach, C.W. and Dveksler, G.S., Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 211-219, (2003)).

"Recombinante”, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de aminoacidos o una
secuencia de nucleotidos que se ha modificado intencionalmente por procedimientos recombinantes. El término
"acido nucleico recombinante" en el presente documento significa un acido nucleico, formado originalmente in
vitro, en general, por la manipulaciéon de un acido nucleico por endonucleasas de restriccion, en una forma que
no se encuentra normalmente en la naturaleza. Por tanto, un acido nucleico de ADN polimerasa mutante aislado,
en una forma lineal, o un vector de expresién formado in vitro ligando moléculas de ADN que no estan unidas
normalmente se consideran ambos recombinantes para los propésitos de la presente invencion. Se entiende que
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una vez que se prepara un acido nucleico recombinante y se reintroduce en una célula huésped, se replicara de
forma no recombinante, es decir, usando la maquinaria celular in vivo de la célula huésped en lugar de las
manipulaciones in vitro; sin embargo, dichos acidos nucleicos, una vez producidos de forma recombinante,
aunque se replican de forma no recombinante posteriormente, todavia se consideran recombinantes para los
propositos de la invencién. Una "proteina recombinante" es una proteina preparada usando técnicas
recombinantes, es decir, a través de la expresion de un acido nucleico recombinante como se representa
anteriormente.

Un acido nucleico se "enlaza de forma funcional" cuando se dispone en una relaciéon funcional con otra
secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador se enlaza de forma funcional a una
secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union a ribosoma se enlaza de
forma funcional a una secuencia codificante si se situa para facilitar la traduccion.

El término "célula huésped" se refiere tanto a los organismos eucariotas y procariotas unicelulares (por ejemplo,
bacterias, levaduras y actinomicetos) como a células sueltas de animales o plantas de orden superior cuando se
cultivan en cultivo celular.

El término "vector" se refiere a una porcion de ADN, tipicamente bicatenario, que puede tener insertada en la
misma una porciéon de ADN exdgeno. El vector puede ser, por ejemplo, de origen plasmidico. Los vectores
contienen secuencias de polinucledtidos de "replicon" que facilitan la replicacion auténoma del vector en una
célula huésped. El ADN exégeno se define como ADN heterégeno, que es ADN no encontrado naturalmente en
la célula huésped, que, por ejemplo, replica la molécula del vector, codifica un marcador seleccionable o cribable
o codifica un transgén. El vector se usa para transportar el ADN exdégeno o heterégeno en una célula huésped
adecuada. Una vez en la célula huésped, el vector se puede replicar independientemente o coincidiendo con el
ADN cromosoémico del huésped y se pueden generar varias copias del vector y su ADN insertado. Ademas, el
vector también puede contener los elementos necesarios que permiten la transcripcion del ADN insertado en una
molécula de ARNm o de otro modo provocar la replicacion del ADN insertado en multiples copias de ARN.
Algunos vectores de expresion contienen adicionalmente elementos de secuencia adyacentes al ADN insertado
que incrementan la semivida del ARNm expresado y/o permiten la traduccion del ARNm en una molécula de
proteina. Se pueden sintetizar rapidamente, por tanto muchas moléculas de ARNm y polipéptido codificadas por
el ADN insertado.

El término "nucledtido”, ademas de hacer referencia a los monémeros de desoxirribonucleétido o ribonucledétido
naturales, se entendera que en el presente documento se refiere a variantes estructurales relacionadas del
mismo, incluyendo derivados y analogos, que sean funcionalmente equivalentes con respecto al contexto
particular en el que se usa el nucleétido (por ejemplo, hibridacion a una base complementaria), a menos que el
contexto indique claramente de otro modo.

El término "acido nucleico" o "polinucledtido" se refiere a un polimero que se puede corresponder con un
polimero de acido nucleico de ribosa (ARN) o acido nucleico de desoxirribosa (ADN), o un analogo del mismo.
Esto incluye polimeros de nucleétidos tales como ARN y ADN, asi como formas sintéticas, formas modificadas
(por ejemplo, modificadas quimica o bioquimicamente) de los mismos y polimeros mixtos (por ejemplo, que
incluyen subunidades tanto de ADN como de ARN). Las modificaciones ejemplares incluyen metilacion,
sustitucion de uno o mas de los nucledétidos naturales con un analogo, modificaciones internucleotidicas, tales
como enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos y similares),
restos pendientes (por ejemplo, polipéptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina, soraleno y similares),
quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos anoméricos alfa y similares).
También se incluyen moléculas sintéticas que imitan a los polinucledtidos en su capacidad para unirse a una
secuencia designada por medio de enlaces de hidrogeno y otras interacciones quimicas. Tipicamente, los
mondémeros de nucledtido se enlazan por medio de enlaces fosfodiéster, aunque las formas sintéticas de acidos
nucleicos pueden comprender otros enlaces (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos como se describe en
Nielsen et al. (Science 254:1497-1500, 1991). Un acido nucleico puede ser o puede incluir, por ejemplo, un
cromosoma o0 segmento cromosoémico, un vector (por ejemplo, un vector de expresion), un casete de expresion,
un polimero de ARN o ADN no marcado, el producto de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), un
oligonucledtido, una sonda y un cebador. Un acido nucleico puede ser, por ejemplo, monocatenario, bicatenario
o tricatenario y no esta limitado a ninguna longitud particular. A menos que se indique de otro modo, una
secuencia de acido nucleico particular opcionalmente comprende o codifica secuencias complementarias,
ademas de cualquier secuencia indicada explicitamente.

El término "oligonucleotido" se refiere a un acido nucleico que incluye al menos dos unidades monoméricas de
acido nucleico (por ejemplo, nucledtidos). Un oligonucledtido incluye tipicamente de aproximadamente seis a
aproximadamente 175 unidades monomeéricas de acido nucleico, mas tipicamente de aproximadamente ocho a
aproximadamente 100 unidades monoméricas de acido nucleico, y todavia mas tipicamente de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 unidades monoméricas de acido nucleico (por ejemplo,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35 o
mas unidades monomeéricas de acido nucleico). El tamafo exacto de un oligonucleétido dependera de muchos
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factores, incluyendo el uso o funcion final del oligonucledtido. Los oligonucledtidos se preparan opcionalmente
por cualquier procedimiento adecuado, incluyendo, pero no limitado a, aislamiento de una secuencia existente o
natural, replicacién o amplificacion de ADN, retrotranscripcion, clonacién y digestion de restriccion de secuencias
apropiadas, o sintesis quimica directa por un procedimiento tal como el procedimiento de fosfotriéster de Narang
et al. (Meth. Enzymol. 68:90-99, 1979); el procedimiento de fosfodiéster de Brown et al. (Meth. Enzymol. 68:109-
151, 1979); el procedimiento de dietilfosforamidita de Beaucage et al. (Tetrahedron Lett. 22:1859-1862, 1981); el
procedimiento de triéster de Matteucci et al. (J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191, 1981); procedimientos de
sintesis automatizados; o el procedimiento de soporte sdélido de Caruthers et al., patente de EE. UU. n.°
4.458.066, u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

El término "cebador" como se usa en el presente documento se refiere a un polinucleétido que puede actuar
como un punto de iniciacién de la sintesis de acidos nucleicos dirigida por molde cuando se dispone en
condiciones en las que se inicia la extension de polinucleétidos (por ejemplo, en condiciones que comprenden la
presencia de nucledsidos trifosfato requeridos (como se dicta por el molde que se copia) y una polimerasa en un
tampon apropiado y a una temperatura adecuada o ciclo(s) de temperatura (por ejemplo, como en una reaccion
en cadena de la polimerasa)). Para ilustrar adicionalmente, también se pueden usar los cebadores en una
variedad de otros procedimientos de sintesis mediada por oligonucleétidos, incluyendo como iniciadores de la
sintesis de ARN de novo y procedimientos relacionados con la transcripcién in vitro (por ejemplo, amplificacion
basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificaciéon mediada por transcripcion (TMA), etc.). Un
cebador es tipicamente un oligonucleétido monocatenario (por ejemplo, oligodesoxirribonucledtido). La longitud
apropiada de un cebador depende del uso pretendido del cebador, pero tipicamente varia de 6 a 40 nucledtidos,
mas tipicamente de 15 a 35 nucledtidos. Las moléculas de cebador cortas requieren, en general, temperaturas
mas frescas para formar complejos hibridos suficientemente estables con el molde. Un cebador no necesita
reflejar la secuencia exacta del molde, pero debe ser suficientemente complementario para hibridarse con un
molde para que se produzca la elongacion del cebador. En determinados modos de realizacion, el término "par
de cebadores" significa un conjunto de cebadores que incluye un cebador en sentido 5' (a veces llamado
"directo") que se hibrida con el complemento del extremo 5' de la secuencia de acidos nucleicos que se va a
amplificar y un cebador en antisentido 3' (a veces llamado "inverso") que se hibrida con el extremo 3' de la
secuencia que se va a amplificar (por ejemplo, si la secuencia diana se expresa como ARN o es un ARN). Un
cebador se puede marcar, si se desea, incorporando un marcador detectable por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, los marcadores utiles incluyen 32P, tintes
fluorescentes, reactivos densos en electrones, enzimas (como se usan comunmente en ensayos ELISA), biotina
o haptenos y proteinas para los que estan disponibles antisueros o anticuerpos monoclonales.

El término "convencional" o "natural" cuando se refiere a bases de acidos nucleicos, nucleésidos trifosfato o
nucleotidos se refiere a los que se producen naturalmente en el polinucleétido que se describe (es decir, para el
ADN estos son dATP, dGTP, dCTP y dTTP). Adicionalmente, con frecuencia se utilizan dITP y 7-desaza-dGTP
en lugar de dGTP y se puede utilizar 7-desaza-dATP en lugar de dATP en reacciones de sintesis de ADN in vitro,
tales como secuenciacion. Conjuntamente, estos se pueden denominar dNTP.

El término "no convencional" o "modificado" cuando se refiere a una base de acidos nucleicos, nucledsido o
nucledtido incluye modificacion, derivaciones o analogos de bases, nucledsidos o nucleétidos convencionales
que se producen naturalmente en un polinucleétido particular. Determinados nucleétidos no convencionales
estan modificados en la posicidon 2' del glicido ribosa en comparacion con los dNTP convencionales. Por tanto,
aunque para el ARN los nucledtidos naturales son ribonucledtidos (es decir, ATP, GTP, CTP, UTP,
conjuntamente rNTP), porque estos nucleodtidos tienen un grupo hidroxilo en la posicion 2' del glucido, que, en
comparacion, esta ausente en los dNTP, como se usa en el presente documento, los ribonucledtidos son
nucleoétidos no convencionales como sustratos para las ADN polimerasas. Como se usa en el presente
documento, los nucledtidos no convencionales incluyen, pero no se limitan a, compuestos usados como
finalizadores para la secuenciacion de acidos nucleicos. Los compuestos finalizadores ejemplares incluyen pero
no se limitan a los compuestos que tienen una estructura 2',3' didesoxi y se denominan didesoxinucledsidos
trifosfato. Los didesoxinucledsidos trifosfato ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP se denominan conjuntamente
ddNTP. Los ejemplos adicionales de compuestos finalizadores incluyen analogos de 2'-PQO4 de ribonucledtidos
(véase por ejemplo, la publicacion de solicitudes de EE. UU. n.°s 2005/0037991 y 2005/0037398). Otros
nucleotidos no convencionales incluyen dNTP de fosforotioato ([a-S]dNTP), 5'-[a-borano]-dNTP, dNTP de [a]-
metilfosfonato y ribonucledsidos trifosfato (rNTP). Las bases no convencionales se pueden marcar con isétopos
radiactivos, tales como 32P, 3P o 35S; marcadores fluorescentes; marcadores quimioluminiscentes; marcadores
bioluminiscentes; marcadores con hapteno tales como biotina; o marcadores enzimaticos tales como
estreptavidina o avidina. Los marcadores fluorescentes pueden incluir tintes que estan cargados negativamente,
tales como tintes de la familia de la fluoresceina, o tintes que tienen carga neutra, tales como tintes de la familia
de la rodamina, o tintes que estan cargados positivamente, tales como tintes de la familia de la cianina. Por
ejemplo, los tintes de la familia de la fluoresceina incluyen FAM, HEX, TET, JOE, NAN y ZOE. Los tintes de la
familia de la rodamina incluyen Texas Red, ROX, R110, R6G y TAMRA. Diversos tintes o nucleétidos marcados
con FAM, HEX, TET, JOE, NAN, ZOE, ROX, R110, R6G, Texas Red y TAMRA se comercializan por Perkin-
Elmer (Boston, MA), Applied Biosystems (Foster City, CA) o Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR). Los
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tintes de la familia de la cianina incluyen Cy2, Cy3, Cy5y Cy7, y se comercializan por GE Healthcare UK Limited
(Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

El término "valor de Pc" o valor de "punto de corte" se refiere a un valor que permite la cuantificacion de acidos
nucleicos diana de entrada. Se puede determinar el valor de Pc de acuerdo con el procedimiento del maximo de
la segunda derivada (Van Luu-The, et al., "Improved real-time RT-PCR method for high-throughput
measurements using second derivative calculation and double correction", BioTechniques, vol. 38, n.° 2, febrero
de 2005, pp. 287-293). En el procedimiento de la segunda derivada, un Pc corresponde al primer pico de una
curva de segunda derivada. Este pico corresponde al comienzo de una fase semilogaritmica. El procedimiento
de la segunda derivada calcula un valor de segunda derivada de la curva de intensidad de fluorescencia en
tiempo real, y solo se obtiene un valor. El procedimiento de Pc original se basa en una aproximacion
diferenciable definida localmente de los valores de intensidad, por ejemplo, por una funciéon polinémica. A
continuacioén, se calcula la tercera derivada. El valor de Pc es la raiz mas pequefia de la tercera derivada.
También se puede determinar el Pc usando el procedimiento del punto de ajuste, en el que se determina el Pc
por la interseccion de una paralela a la linea umbral en la regién semilogaritmica (Van Luu-The, et al.,
BioTechniques, vol. 38, n.° 2, febrero de 2005, pp. 287-293). El valor de Pc proporcionado por el instrumento
LightCycler ofrecido por Roche se determina mediante calculo de acuerdo con el procedimiento del maximo de la
segunda derivada.

El término "eficacia de la PCR" se refiere a una indicacion de la eficacia de amplificacion de ciclo a ciclo. La
eficacia de la PCR se calcula para cada condicion usando la ecuacion: % de eficacia de la PCR = (10(pendiente)_1)
x 100, en la que la pendiente se calculd por regresion lineal con el logaritmo del nimero de copias representado
en el eje y, y el Pc representado en el eje x. La eficacia de la PCR se puede medir usando un molde de cebador
perfectamente emparejado o emparejado errbneamente.

El término "FRET" o "transferencia de energia por resonancia de fluorescencia" o "transferencia de energia por
resonancia de Forster" se refiere a una transferencia de energia entre al menos dos croméforos, un croméforo
donante y un cromoforo aceptor (denominado extintor). El donante transfiere tipicamente la energia al aceptor
cuando se excita el donante por radiacion luminica con una longitud de onda adecuada. El aceptor reemite
tipicamente la energia transferida en forma de radiacion luminica con una longitud de onda diferente. Cuando el
aceptor es un extintor "oscuro", disipa la energia transferida en una forma distinta de la luz. Que un fluoréforo
particular actie como un donante o como un aceptor depende de las propiedades del otro miembro del par de
FRET. Los pares donante-aceptor usados comunmente incluyen el par FAM-TAMRA. Los extintores usados
comunmente son DABCYL y TAMRA. Los extintores oscuros usados comunmente incluyen BlackHole
Quenchers™ (BHQ) (Biosearch Technologies, Inc., Novato, Cal.), lowa Black™ (Integrated ADN Tech., Inc.,
Coralville, lowa) y BlackBerry™ Quencher 650 (BBQ-650) (Berry & Assoc., Dexter, Mich.).

Los términos "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se pueden usar de manera intercambiable y todas estas
designaciones incluyen su descendencia. Por tanto, las palabras "transformantes" o "células transformadas"
incluyen la célula transformada primaria y cultivos derivados de esa célula sin tener en cuenta el numero de
transferencias. Toda la descendencia puede no ser exactamente idéntica en contenido de ADN, debido a
mutaciones deliberadas o accidentales. La descendencia mutante que tiene la misma funcionalidad que la
cribada en la célula transformada originalmente se incluye en la definicién de transformantes. Las células pueden
ser procariotas o eucariotas.

El término "secuencias de control" se refiere a las secuencias de ADN necesarias para la expresion de una
secuencia codificante enlazada de forma funcional en un organismo huésped particular. Las secuencias de
control que son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia
operadora, un sitio de unién a ribosoma, elementos retrorreguladores positivos (véase la patente de EE. UU. n.°
4.666.848), y posiblemente otras secuencias. Es conocido que las células eucariotas utilizan promotores,
sefiales de poliadenilacion y potenciadores.

El término "enlazado de forma funcional" se refiere al posicionamiento de la secuencia codificante de modo que
las secuencias de control funcionaran para dirigir la expresion de la proteina codificada por la secuencia
codificante. Por tanto, una secuencia codificante "enlazada de forma funcional" a secuencias de control se refiere
a una configuracion en la que las secuencias codificantes se pueden expresar bajo la direccidon de una secuencia
de control.

Los términos "endonucleasas de restriccion" y "enzimas de restriccion" se refieren a enzimas, tipicamente de
origen bacteriano, que cortan el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de nucleétidos especifica.

En el presente documento se definen las familias de residuos de aminoacido que tienen cadenas laterales
similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin
carga (por ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano, cisteina, glicina), cadenas laterales
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beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina).

El término "solucion de reactivo" es cualquier solucion que contenga al menos un reactivo necesario o usado
para propositos de PCR. Los ingredientes mas tipicos son polimerasa, nucleotido, cebador, iones, magnesio,
sales, agentes de tamponacién del pH, nucledtidos trifosfato (NTP) o desoxinucleétidos trifosfato (ANTP), sonda,
tinte fluorescente (se puede fijar a la sonda), agente de unién a acido nucleico, molde de acido nucleico. El
reactivo también puede ser otro aditivo de reaccion de polimerasa, que influye en la reaccién de polimerasa o en
Su supervision.

El término "mezcla maestra" se refiere a una mezcla de todos o la mayoria de los ingredientes o factores
necesarios para que se produzca la PCR, y en algunos casos, todos excepto el molde y los cebadores que son
especificos de muestra y amplicon. Las mezclas maestras disponibles comercialmente son normalmente
soluciones concentradas. Una mezcla maestra puede contener todos los reactivos comunes para multiples
muestras, pero también se puede preparar para una muestra solo. El uso de mezclas maestras ayuda a reducir
los errores de pipeteo y las variaciones entre las muestras debido a las diferencias entre los volumenes
pipeteados.

El término "polimerasa termoestable" se refiere a una enzima que es estable al calor, es resistente al calor y
conserva suficiente actividad para efectuar reacciones de extension de cebadores posteriores después de que
se somete a temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para desnaturalizar los acidos nucleicos
bicatenarios. Las condiciones de calentamiento necesarias para la desnaturalizacion de acidos nucleicos son
bien conocidas en la técnica y se ejemplifican en las patentes de EE. UU. n.°® 4.965.188 y 4.889.818. Como se
usa en el presente documento, una polimerasa termoestable es adecuada para su uso en una reaccion de ciclos
de temperatura tal como PCR. Los ejemplos de polimerasas de acido nucleico termoestables incluyen ADN
polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de Thermus flavus,
polimerasas de Thermotoga maritima tales como las polimerasas TMA-25 y TMA-30, ADN polimerasa Tth y
similares.

Una polimerasa termoestable "modificada" se refiere a una polimerasa en la que al menos un mondémero difiere
de la secuencia de referencia, tal como una forma natural de la polimerasa u otra forma modificada de la
polimerasa. Las modificaciones ejemplares incluyen inserciones, deleciones y sustituciones de monémeros. Las
polimerasas modificadas también incluyen polimerasas quiméricas que tienen secuencias de componentes
identificables (por ejemplo, dominios estructurales o funcionales, etc.) derivadas de dos o mas polimerasas
originales. También se incluyen dentro de la definicion de polimerasas modificadas las que comprenden
modificaciones quimicas de la secuencia de referencia. Los ejemplos de polimerasas termoestables modificadas
incluyen ADN polimerasa G46E E678G CS5, ADN polimerasa G46E L329A E678G CS5, ADN polimerasa G46E
L329A D640G S671F CS5, ADN polimerasa G46E L329A D640G S671F E678G CS5, una ADN polimerasa
G46E E678G CS6, ADN polimerasa Z05, polimerasa AZ05, polimerasa AZ05-Gold, polimerasa AZO5R, ADN
polimerasa Taq E615G, polimerasa TMA-25 E678G, polimerasa TMA-30 E678G y similares.

El término "polimerasa termoactiva" se refiere a una enzima que es activa a las temperaturas elevadas
necesarias para asegurar un cebado especifico y una extension de cebadores (por ejemplo, 55-80 °C).

Los términos "péptido", "polipéptido" y "proteina" se usan de manera intercambiable. Los términos "acido
nucleico" y "polinucledtido" se usan de manera intercambiable. Las secuencias de aminoacidos se escriben
desde el extremo aminico al extremo carboxilico, a menos que se indique de otro modo. Las secuencias de
acido nucleico monocatenario se escriben de 5' a 3', a menos que se indique de otro modo. La cadena superior
de una secuencia de acido nucleico bicatenario se escribe de 5' a 3' y la cadena inferior se escribe de 3'a 5', a
menos que se indique de otro modo.

Il. Composiciones de mezcla de reacciéon seca

La composicion de mezcla de reaccion seca de la presente invencion comprende al menos una enzima
relacionada con la amplificacion de acido nucleico, nucledtidos trifosfato y un sacarido, en la que la composicion
no se liofiliza. La mezcla de reaccion seca de la presente invencion tiene una estabilidad mejorada en
comparacion con una mezcla de reaccion seca que carece de un sacarido o que se liofiliza, o tanto que carece
de un sacarido como que se liofiliza. En un modo de realizacion de la mezcla de reaccién seca, el sacarido se
elige de sacarosa, trehalosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. En
otro modo de realizacion, la mezcla de reaccidn seca conserva su actividad tras el almacenamiento en
condiciones que son, o equivalen a, 45 °C durante 3 meses. En otro modo de realizacion, la mezcla de reaccion
seca conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones que son, o equivalen a la temperatura
ambiente durante 12 meses. Aun en otro modo de realizacion, la mezcla de reaccion seca tiene al menos un
componente seleccionado del grupo que consiste en un aptamero, un detergente, un tampon, una sal y un
oligonucledtido. Aun en otro modo de realizacion, la mezcla de reaccidon seca comprende ademas acetato de
manganeso (Mn(OAc)z2). Todavia en otro modo de realizacion, la mezcla de reaccion seca tiene una enzima
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relacionada con la amplificacién que es una polimerasa termoestable que se selecciona del grupo que consiste
en ADN polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de Thermus flavus,
polimerasas de Thermotoga maritima, tales como las polimerasas TMA-25 y TMA-30, polimerasas de
Thermotoga neapolitana, ADN polimerasa Tth, asi como polimerasas termoestables modificadas, o cualquier
combinacién de las mismas. Todavia en otro modo de realizacion, la composicién de mezcla de reacciéon seca
tiene un sacarido que esta presente en una cantidad tal que si la composicion se reconstituye en soluciéon
acuosa, la concentracion del sacarido esta entre aproximadamente 50 mM a aproximadamente 1000 mM. En
otro modo de realizacion, el sacarido es sacarosa.

Ill. Procedimiento de preparacién de composiciones de mezcla de reaccién seca

La composicidon de mezcla de reaccion seca de la presente invencion se prepara secando la mezcla de reaccién
en forma acuosa en ausencia de liofilizacion, en la que la mezcla de reaccién en forma acuosa comprende al
menos una enzima relacionada con la amplificacién de un &cido nucleico, nucledtidos trifosfato y un sacérido. En
un modo de realizacion, el secado se realiza a temperatura ambiente. En otro modo de realizacion, el sacarido
en la mezcla de reaccion seca esta en una concentracion entre aproximadamente 50 mM y aproximadamente
1000 mM en la mezcla de reaccién en forma acuosa. En otro modo de realizacion, el sacarido es sacarosa. Aln
en otro modo de realizacién, la mezcla de reaccion seca comprende ademas acetato de manganeso (Mn(OAc)2).
Todavia en otro modo de realizacion, la mezcla de reaccidon seca tiene una enzima relacionada con la
amplificaciéon que es una polimerasa termoestable que se selecciona del grupo que consiste en ADN polimerasa
Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de Thermus flavus, polimerasas de
Thermotoga maritima, tales como las polimerasas TMA-25 y TMA-30, ADN polimerasa Tth, asi como
polimerasas termoestables modificadas, o cualquier combinacion de las mismas. Aun en otro modo de
realizacién, la composicion de mezcla de reaccion seca preparada usando el procedimiento de la presente
invencién conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones que son, o equivalen a, 45 °C durante 3
meses. Aun en otro modo de realizacion, la composicion de mezcla de reaccidon seca preparada usando el
procedimiento de la presente invencion conserva su actividad tras el almacenamiento en condiciones que son, o
equivalen a, la temperatura ambiente durante 12 meses.

Si bien la invencién precedente se ha descrito con algun detalle para propdsitos de claridad y comprension, sera
evidente para un experto en la técnica, a partir de la lectura de la presente divulgacién, que se pueden realizar
diversos cambios en forma y detalle. Por ejemplo, todas las composiciones y procedimientos descritos
anteriormente se pueden usar en diversas combinaciones.

Los siguientes ejemplos se dan para ilustrar los modos de realizacién de la presente invencion como es
preferente en la actualidad para su practica. Se entendera que los ejemplos son ilustrativos y que la invencién no
se considera restringida, excepto como se indica en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion de mezclas maestras de RT-PCR 5X de reaccion secas

Las mezclas maestras de RT-PCR 5X de reaccién secas se prepararon en primer lugar a partir de soluciones
acuosas con la siguiente composicion: tricina 250 mM (pH 8,3), KOAc 500 mM (pH 7,5), Tween 20 al 0,05 %,
aptamero 1,326 pM (usado para PCR con inicio en caliente), dATP 1000 uM, dCTP 1000 uM, dGTP 1000 pM,
dUTP 1500 pM, dTTP 150 yM, NaNs al 0,029 %, EDTA 0,5 mM, 0,2 U/ul de uracil-N-glucosilasa (UNG), 2,2 U/ul
de ADN polimerasa Z05-D. Se anadié sacarosa 1,5 M en la mitad de las mezclas maestras de RT-PCR 5X [(+)
sacarosa] y no se afiadid en la otra mitad de las mezclas maestras de RT-PCR 5X [(-) sacarosa]. Un conjunto de
mezclas maestras de RT-PCR 5X (+) sacarosa y (-) sacarosa se seco por liofilizacién y se incubd a 45 °C. El otro
conjunto de mezclas maestras de RT-PCR 5X (+) sacarosa y (-) sacarosa se sec6 a 45 °C en tubos sin tapar y
se incub6 a 45 °C. La estabilidad de las mezclas maestras de RT-PCR 5X de reaccion secas se determind
realizando la RT-PCR durante un periodo de 3 meses.

Ejemplo 2: Analisis de las mezclas maestras de reaccion secas por RT-PCR

Las mezclas maestras de RT-PCR de reaccion secas se reconstituyeron a una concentracion 1X y se analizaron
en la reaccion de RT-PCR. La retrotranscripcion y la amplificacion de la diana de ARN se realiz6 de acuerdo con
el protocolo del kit GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kit (P/N 4308206, Applied Biosystems, Foster City, CA).
En resumen, se afiadieron 1x10* copias de entrada del transcrito de ARN pAW109 de control a cada uno de los
cebadores DM151 y DM152 0,2 uM, lo que produce una diana de 308 pares de bases del gen IL-1a. El producto
amplificado se detecté usando la sonda TagMan AL42F a una concentracion de 0,1 uM. En algunas reacciones,
se le afadié acetato de manganeso (Mn(OAc)2) a una concentracion final de 1,5 mM. Se realizé la RT-PCR en
un instrumento LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) llevandose a cabo la fase de retrotranscripcion a 55 °C
durante 5 minutos, 60 °C durante 5 minutos y 65 °C durante 5 minutos, seguido de PCR a 92 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 40 segundos con 55 ciclos.
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Ejemplo 3: Resultados de las reacciones de RT-PCR

Las reacciones de RT-PCR se realizaron en las mezclas maestras de RT-PCR de reaccion secas que se habian
almacenado durante 1 dia, 15 dias, 29 dias, 49 dias y 90 dias y los resultados de las reacciones de RT-PCR
llevadas a cabo en cada uno de los dias se representan en las curvas de crecimiento mostradas en las figuras 1-
5. Después de 1 dia, tanto las mezclas maestras (+) sacarosa liofilizadas como las secadas eran estables,
mientras que la mezcla maestra (-) sacarosa liofilizada se degradé completamente y la mezcla maestra (-)
sacarosa secada comenzé a mostrar degradacion (fig. 1A, B). Después de 15 dias, las mezclas maestras (+)
sacarosa tanto liofilizadas como secadas eran estables y mostraron curvas de crecimiento similares (fig. 2A, B).
Después de 29 dias, las mezclas maestras (+) liofilizadas comenzaron a mostrar degradacién observandose
mas degradacion en las mezclas maestras que no contenian acetato manganoso (fig. 3A). Por el contrario, las
mezclas maestras (+) secadas todavia eran estables con curvas de crecimiento que mostraban poca diferencia
respecto a las curvas de crecimiento del dia 15 (fig. 3B). Después de 49 dias, las mezclas maestras (+) sacarosa
liofilizadas se degradaron completamente (fig. 4A), mientras que las mezclas maestras (+) sacarosa secadas
que contenian Mn(OAc): todavia eran estables. Finalmente, después de 90 dias, las mezclas maestras (+)
sacarosa sin Mn(OAc)2 se degradaron completamente y las mezclas maestras con Mn(OAc)2 mostraron algo de
degradacion, pero todavia podian generar curvas de crecimiento (fig. 5). Estos resultados muestran claramente
no solo los efectos estabilizadores de la sacarosa y el acetato de manganeso, sino también el rendimiento
superior de una mezcla maestra no liofilizada en comparacién con una mezcla maestra liofilizada.

Ejemplo 4: Preparacion y analisis de mezclas maestras de RT-PCR 5X de reaccion secas a temperatura
ambiente

Se pipetearon las mezclas maestras de RT-PCR 5X de reaccién secas con la composicion como se describe en
el ejemplo 1 (con o sin sacarosa en la mezcla maestra) en tubos de polipropileno de 2 ml. Se le afiadié Mn(OAc):
a la mitad de los tubos y la otra mitad se dej6 sin Mn(OAc)2. Estas muestras se secaron a 45 °C y a presion
atmosférica en los tubos de polipropileno de 2 ml sin tapar. Al final de 7 dias a 45 °C, se taparon los tubos de
2 ml y se almacenaron a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se determinaron los puntos temporales de
estabilidad durante un periodo de un afio. Se analizaron estas mezclas maestras por reacciones de RT-PCR
usando los reactivos de amplificacion y las condiciones como se describe en el ejemplo 2.

Los resultados de las reacciones de RT-PCR se representan en las curvas de crecimiento mostradas en las
figuras 6-11. La figura 6 muestra que después de 26 dias a temperatura ambiente, las mezclas maestras de RT-
PCR secadas con sacarosa eran estables y generaron crecimientos de las curvas, mientras que las mezclas
maestras de RT-PCR secadas sin sacarosa se degradaron completamente y no generaron curvas de
crecimiento. Las mezclas maestras de RT-PCR con sacarosa mostraron estabilidad en el almacenamiento a
temperatura ambiente después de 71 dias (figura 7), 222 dias (figura 8), 299 dias (figura 9), 353 dias (figura 10)
y 379 dias (figura 11). La mezcla maestra de RT-PCR que se secé con Mn(OAc). afadido mostré una
estabilidad igual o mayor que la del mismo material secado sin el metal. Estos resultados de RT-PCR mostraron
que se logré una amplificacién eficaz con las formulaciones de mezcla maestra de RT-PCR con sacarosa
después de mas de 12 meses de estar en la oscuridad a temperatura ambiente.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de mezcla de reaccion seca para la amplificacion de acido nucleico por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR) que
comprende al menos una enzima relacionada con la amplificacién de un acido nucleico, nucleétidos trifosfato,
acetato de manganeso (Mn(OAc)z2) y un sacarido, en la que la composicion se prepara secando la composicion
de mezcla de reaccién en forma acuosa en ausencia de liofilizacion.

2. La composicion de la reivindicacién 1, en la que el sacarido se selecciona del grupo que consiste en
sacarosa, trehalosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos.

3. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende ademas al menos un
componente seleccionado del grupo que consiste en un aptamero, un detergente, un tampon, una sal y un
oligonucledtido.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha al menos una enzima
relacionada con la amplificacion de un acido nucleico es una polimerasa termoestable seleccionada del grupo
que consiste en ADN polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de
Thermus flavus, polimerasa de Thermotoga maritima, polimerasa de Thermotoga neapolitana, polimerasa TMA-
25, polimerasa TMA-30, ADN polimerasa Tth, asi como polimerasas termoestables modificadas, o cualquier
combinacion de las mismas.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el sacarido esta presente en
una cantidad tal que si la composicién se reconstituye en solucion acuosa, la concentracién del sacéarido esta
entre aproximadamente 50 mM a aproximadamente 1000 mM.

6. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el sacarido es sacarosa.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el secado se realiza a
temperatura ambiente.

8. Un procedimiento de preparacién de una composicion de mezcla de reaccion seca de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, comprendiendo el procedimiento secar una mezcla de reaccién en
forma acuosa en ausencia de liofilizacién, en el que la mezcla de reaccion en forma acuosa comprende al menos
una enzima relacionada con la amplificacion de un acido nucleico, nucleétidos trifosfato, acetato de manganeso
(Mn(OAc)2) y un sacarido.

9. El procedimiento de la reivindicaciéon 8, en el que el sacarido se selecciona del grupo que consiste en
sacarosa, trehalosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, que se realiza a temperatura ambiente.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el sacarido esta en una
concentracion entre aproximadamente 50 mM y aproximadamente 1000 mM en la mezcla de reaccion en forma
acuosa.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que el sacarido es sacarosa.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que la al menos una enzima
relacionada con la amplificacion de un acido nucleico es una polimerasa termoestable seleccionada del grupo
que consiste en ADN polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp. Z05, polimerasa de
Thermus flavus, polimerasa de Thermotoga maritima, polimerasa de Thermotoga neapolitana, polimerasa TMA-
25, polimerasa TMA-30, ADN polimerasa Tth, asi como polimerasas termoestables modificadas, o cualquier
combinacion de las mismas.
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