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DESCRIPCION
Extraccion de acido nucleico usando disolventes organicos para eliminar inhibidores
Antecedentes de la invencion.

La prueba de amplificacion del acido nucleico (NAAT: Nucleic Acid Amplification Test) se ha utilizado mucho en los
diagndsticos moleculares actuales, incluidas las enfermedades infecciosas, la oncologia y la farmacogendmica.
Proporciona un resultado facil de usar y preciso y requiere menos tiempo en comparacion con los métodos de
diagndstico tradicionales. Para realizar estudios de diagndstico molecular, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y la amplificacion isotérmica, los acidos nucleicos se extraen de materiales bioldgicos, como
muestras de heces y muestras de sangre. Se ha desarrollado una amplia serie de métodos para la extraccion de acido
nucleico, produciendo numerosas compensaciones entre costes, facilidad de uso, tiempo requerido, materiales que
incluyen sustancias quimicas peligrosas utilizadas, y cantidad y calidad de los acidos nucleicos extraidos.

Los métodos disponibles actualmente requieren largas digestiones enzimaticas, incubaciones, separacion vy
precipitacion o elucién de acidos nucleicos. También una etapa de ebullicion es el método mas comun utilizado para
preparaciones crudas de acido nucleico. En muchos casos, la calidad y cantidad de los acidos nucleicos aislados no
son utilizables en aplicaciones posteriores, como la amplificaciéon de acidos nucleicos. La preparacion de muestras de
acido nucleico antes de la amplificacion y deteccion de dianas especificas es el paso mas comprometido del
diagndstico molecular, porque una amplia variedad de compuestos presentes en muestras bioldgicas pueden degradar
y desnaturalizar la ADN polimerasa, o reducir la actividad enzimatica de la ADN polimerasa en una PCR o en una
reaccion de amplificacién isotérmica. Por lo tanto, un método 6ptimo de purificacion de acido nucleico puede reducir o
eliminar la inhibicién de la amplificacion por componentes de muestras biolégicas para lograr una amplificacion exitosa.
Se necesitan métodos simples y rapidos que no precisen un procesamiento de muestras extenso y que puedan
adaptarse a un laboratorio clinico para producir acidos nucleicos de calidad libres de inhibidores de amplificacion.

El documento EP 1660449 puede ser util para la comprension de la invencion y describe un kit de reactivos para
preparar la solucion de muestra para la reaccion de amplificacion de acidos nucleicos, y un método para detectar
acidos nucleicos usando una solucion de tratamiento, en donde la solucién de tratamiento comprende sulféxido de
dimetilo y disolvente acuoso.

Sumario de la invencion.

La presente invencion reivindicada se refiere a un método para tratar la muestra para la extraccion de acido nucleico.
Mas especificamente, la presente invencion reivindicada se refiere a un método para usar bajas concentraciones de
disolventes organicos comunes para eliminar inhibidores de la amplificacion del acido nucleico. La invencion
reivindicada se puede usar para extraer acidos nucleicos (ADN/ARN) de bacterias, virus, parasitos y otros materiales
biolégicos o matrices, que incluyen, entre otras, muestras de heces, fluidos corporales, plantas y cultivos. El método
descrito en el presente documento es rapido, de bajo costo y facil de usar en el marco de un laboratorio. El acido
nucleico extraido de acuerdo con la invencion reivindicada puede usarse para reacciones de amplificacion del acido
nucleico. El objeto de la invencion reivindicada es proporcionar un método 6ptimo de purificacion del acido nucleico
para reducir o eliminar la inhibicion de la amplificacién por componentes de muestras bioldgicas para conseguir una
amplificaciéon con éxito.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un método para el tratamiento de una muestra bioldgica para la extraccion
del acido nucleico. El método comprende: diluir una muestra bioldgica en un tampdn de extraccion para formar una
mezcla, en donde el tampdn de extraccion comprende del 3% en peso al 10% en peso de disolvente organico, en
donde dicho disolvente organico es acetona o etanol; incubar la mezcla a una temperatura de 15 °C a 35 °C durante
un tiempo entre cinco segundos y treinta minutos, para hacer que el acido nucleico presente en la muestra biolégica
sea extraido de al menos una porciéon de la muestra biolégica para posterior procesamiento; separar al menos una
porcién del tampoén de extraccion que comprende al menos una porcion del acido nucleico de la muestra biolégica
calentando durante 3 a 5 minutos a 65 °C; formar una mezcla de amplificacién que comprende: la al menos una porcion
del tampon de extraccion que comprende la al menos una porcion del acido nucleico; y uno o mas tampones de
reaccion de amplificacion; e incubar la mezcla de amplificacion durante 1 a 10 minutos entre 25 °C y 70 °C.

La invencion incluye también el método que comprende diluir una muestra biolégica en un tampoén de extraccion para
formar una mezcla, en donde el tampdn de extraccion comprende del 0,5% en peso al 20% en peso de disolvente
organico, en donde dicho disolvente organico es butanol; incubar la mezcla a una temperatura de 15 °C a 35 °C
durante un tiempo entre cinco segundos y treinta minutos, para hacer que el acido nucleico presente en la muestra
biolégica sea extraido de al menos una porcion de la muestra bioldgica para posterior procesamiento; separar al menos
una porcion del tampdn de extraccion que comprende al menos una porcion del acido nucleico de la muestra bioldgica
calentando durante 3 a 5 minutos a 65 °C; formar una mezcla de amplificacion que comprende: la al menos una porcion
del tampon de extraccion que comprende la al menos una porcion del acido nucleico; y uno o mas tampones de
reaccion de amplificacion; e incubar la mezcla de amplificacion durante 1 a 10 minutos entre 25 °C y 70 °C.

En las reivindicaciones dependientes se exponen realizaciones preferidas de la invencion.
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En el presente documento se describen también métodos asociados para ayudar a la comprension de la invencion,
pero estos no forman parte de la invencion reivindicada. Los ejemplos o realizaciones descritas en el presente
documento que no caen dentro de la definicidn de las reivindicaciones no forman parte de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos.

A continuacion se describe detalladamente la invencion reivindicada con referencia a las figuras de dibujos adjuntas,
en las que:

La Fig. 1 ilustra ejemplos de etapas de un nuevo método de extraccién de acido nucleico que incluye un disolvente
organico para simplificar la extraccion de acido nucleico sin necesidad de hervir los materiales bioldgicos.

La Fig. 2 ilustra un conjunto de un ejemplo de dispositivo de recoleccion de muestras utilizado de acuerdo con aspectos
de la invencion reivindicada.

Las Figs. 3A-3B representan un gel SDS-poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de amplificacion isotérmica,
usando ADN crudo extraido de distintas muestras usando el método de la invencién reivindicada.

La Fig. 4 representa un grafico que ilustra el analisis de ADN crudo en un ensayo de amplificacion isotérmica RPA de
C. difficile.

Las Figs. 5A-5B representan graficos que ilustran el analisis de ADN extraido de muestras de heces usando la
amplificacion isotérmica NEAR.

La Fig. 6 representa un grafico que ilustra pruebas de RPA de Salmonella con ADN extraido de muestras de heces.

Las Figs. 7A-7B representan graficos que ilustran pruebas de RPA para detectar el gen stx2 de la toxina Shiga en el
ADN extraido de muestras de heces.

La Fig. 8 representa un gel de SDS-poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de transcripcion inversa y analisis
por PCR de ARN extraido de una muestra fecal positiva para norovirus.

La Fig. 9 representa un grafico que ilustra la amplificacién por PCR con ADN crudo extraido de las hojas de Nicotiana
benthamiana.

La Fig. 10 representa un grafico que ilustra inhibidores de amplificacion que pueden eliminarse mediante la adicion de
disolvente organico en diferentes etapas durante la extraccion del acido nucleico.

Descripcion detallada de la invencion.

Con los objetivos de velocidad y bajo coste, sigue existiendo la necesidad de nuevos materiales y procedimientos para
extraer acidos nucleicos en menos tiempo y reducir el riesgo de intervencion y error del operador. Las muestras
humanas como las heces y la sangre representan un gran desafio para la preparacion de muestras antes de las
aplicaciones moleculares posteriores debido a la presencia de varios inhibidores. Ademas, eliminar estos inhibidores
de la amplificacion de acido nucleico por ebullicion no es adecuado para pruebas moleculares que requieren ARN
purificado, porque el calentamiento conduce a la degradacion del ARN. Los inhibidores que se encuentran en muestras
humanas y que afectan tanto a la PCR como a la amplificacion isotérmica incluyen sales biliares, polisacaridos
complejos, hemoglobina/hemina, polifenoles, pigmentos y urea. Se ha dedicado mucho esfuerzo al desarrollo de
métodos de preparacion de muestras para superar el problema de estos inhibidores de amplificacion de ADN, y se
han empleado técnicas diversas para reducir el efecto de los inhibidores. Por ejemplo, se han utilizado sistemas
acuosos de dos fases, filtracion, dilucion y filtracion para facilitar la amplificacion del ADN. La ebullicién de diez minutos
es también un método muy comun utilizado para la preparacion cruda de ADN de bacterias, que es muy eficaz para
lisar las células para liberar el acido nucleico y reducir la inhibicién en las amplificaciones posteriores. Sin embargo,
hervir muestras en un laboratorio clinico no es seguro ni conveniente. Por lo tanto existe la necesidad de un método
mas seguro y mas facil para la extraccion de acido nucleico crudo, ya que los métodos existentes son laboriosos,
complejos y/o caros. En consecuencia, no son practicos en muchos marcos de laboratorios clinicos. Asi pues, existe
la urgente necesidad de un método simple y facil de usar que extraiga de las muestras biolégicas acidos nucleicos de
alta calidad.

En el presente documento se describe un nuevo método de preparacién de muestras que usa bajas concentraciones
de disolventes organicos combinados con una incubacion corta y a temperatura baja para reemplazar la ebullicion y
otras etapas extensivas (como la digestion enzimatica, incubacion, separacion, precipitacion y elucion) que se usan
ampliamente en procedimientos de extraccion de acido nucleico para eliminar eficazmente los factores inhibidores en
los acidos nucleicos extraidos de materiales biolégicos. El método de la invencién reivindicada puede usarse con
diferentes muestras bioldgicas tales como sangre, heces, orina, plantas, etc. La adicidon de una baja concentracién de
disolventes organicos en el tampdn de extraccion de acido nucleico reduce la temperatura requerida para las
preparaciones de ADN y las extracciones de ARN porque ya no es necesario hervir para eliminar la inhibicion de la
amplificacion en preparaciones crudas de acido nucleico. La adicion de disolventes organicos puede usarse para tratar
la muestra antes, durante y después de los métodos de extraccion del acido nucleico. Se puede usar un solo disolvente

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2769 053 T3

0 una combinacion de disolventes. El tampdn de extraccion lisa con fuerza las células, lo que tiene como resultado la
liberacion de acido nucleico en el tampoén de extraccion. Los disolventes organicos ayudan a reducir o a eliminar la
inhibicion de la amplificacion a una temperatura mas baja en la preparacion cruda de acido nucleico. Combinados con
filtracion a través de carbén activado o bien de filtros convencionales, los inhibidores presentes en las muestras se
unen al filtro y/o se disuelven o se desnaturalizan en el tampdn. El acido nucleico extraido de acuerdo con el presente
método es adecuado para su uso posterior en técnicas ampliamente utilizadas tales como la amplificacién de acido
nucleico. Como se usa en el presente documento, una baja concentracion de disolvente organico se refiere a una
concentracion por debajo de un umbral predeterminado. En este documento se proporcionan ejemplos de cantidades.

La presente descripcion se dirige a un procedimiento para preparar muestras biolégicas destinadas al uso con
amplificacion isotérmica y PCR usando una baja concentracion de un disolvente organico para eliminar inhibidores de
la amplificacion de acido nucleico.

Las muestras bioldgicas incluyen tejidos bioldgicos, extractos de tejidos bioldgicos y excreciones bioldgicas, sangre o
una parte de sangre, orina, heces, saliva, esputo, mucosa, semen o tejido homogeneizado. Por lo tanto, puede ser
una muestra biolégica de tejido humano o animal, tal como carne homogeneizada (p. ej. hamburguesa, cordero, cerdo,
pollo, pescado, huevo). También puede ser un extracto de una muestra sélida, tal como un extracto acuoso de una
muestra fecal o de una muestra de carne comestible. Ademas, las muestras biolégicas incluyen tejidos vegetales,
bacterias cultivadas, virus cultivados, parasitos cultivados y células de mamiferos e insectos cultivadas.

También se describe en el presente documento una composicion que es capaz de (i) eliminar o inactivar compuestos
presentes en los materiales bioldgicos que pueden interferir con el uso del acido nucleico para aplicaciones posteriores
y (ii) extraer acido nucleico de muestras bioldgicas.

Con referencia a la Fig. 1, el proceso incluye un tampén de extraccion de acido nucleico acuoso que contiene un bajo
porcentaje de disolvente organico que permite la opcidon de no calentar, concretamente no a 95 °C o mas. Con
referencia a la Fig. 1, se obtiene un hisopo de muestra en la etapa 1. En la etapa 2, la muestra se agrega a un tubo
de apriete que contiene el tampdn de extraccion de acido nucleico con un bajo porcentaje de disolvente organico, y se
quiebra en una linea marcada. Aun en la etapa 2, se coloca una punta de filtro de carbdn activado en la parte superior
del tubo de apriete y el tubo de apriete se agita en vortice durante 10 segundos. En la etapa 3, una gota de la muestra
de extraccion filtrada se estruja a un tubo de reaccién. El tubo de reaccion tapado se incuba a 65 grados Celsius
durante 3 minutos y se agita en vortice durante 10 segundos en la etapa 4. El acido nucleico en el tubo de reaccion
esta entonces listo para aplicaciones posteriores. Por ejemplo, como se muestra en las etapas 5-6, se pueden utilizar
50 ul de la muestra de extraccion o un volumen apropiado de la muestra de extraccion para la amplificacién isotérmica
o PCR. Por ejemplo, el tiempo necesario para calentar la muestra puede estar dentro de un margen distinto de 3a 5
minutos.

En cuanto a la Fig. 2, el diagrama 200 representa el ensamblaje del dispositivo de recogida de muestras utilizado en
la invencion reivindicada. El dispositivo de recogida de muestras comprende: un hisopo para recoger la muestra 210,
una punta de filtro 220 que se puede afiadir a la parte superior de un tubo de extraccion 230. El tubo de extraccion
230 contiene tampodn de extraccion utilizado para la extraccion de acido nucleico. El hisopo puede agregarse al tubo
de extraccion y ajustarse en la linea marcada 240 y dejarse dentro del tubo de extraccion 230. Después de colocar el
bastoncillo de presion 240 dentro del tubo de extraccion 230, la punta del filiro 220 se puede agregar a la parte superior
del tubo de extraccion 230 para ensamblar el dispositivo de recogida de muestras 250.

En el presente documento se describe un método para preparar acidos nucleicos a partir de una muestra biolégica,
en particular muestras de heces, sangre, saliva, orina o tejido vegetal. La muestra bioldgica se puede diluir en el
tampon de extraccion que contiene un porcentaje bajo (aproximadamente 0,5% a 20% en peso) de disolventes
organicos comunes.

Un bajo porcentaje de disolventes organicos comunes son adecuados para su inclusion en el tampdn de extraccion
de acido nucleico en la practica de esta invencion reivindicada, tales como etanol y acetona. Estos disolventes
organicos, bien sea individualmente o juntos en forma de mezcla, son de particular interés. La concentracion de los
disolventes organicos a los que estan expuestas las muestras bioldgicas puede variar, pero la concentracion que
puede eliminar eficazmente la inhibicion oscilara generalmente entre aproximadamente 0,5% y aproximadamente
20%, y en muchos casos entre aproximadamente 3% y aproximadamente 10%, todas ellas en peso. Ademas, los
disolventes organicos pueden usarse para tratamiento previo de las muestras bioldgicas antes de la extraccion del
acido nucleico, o bien pueden agregarse al tampon de extraccion, o agregarse previamente a la dilucion antes de la
amplificacion. La adicion de disolventes organicos fuera de un margen de 0,5 a 20% no es ventajosa porque reprime
la amplificacion del acido nucleico.

La muestra biologica en el tampdn de extraccidon se incuba a una temperatura de aproximadamente 15 °C a
aproximadamente 35 °C durante un tiempo entre aproximadamente 5 segundos y aproximadamente treinta minutos,
para hacer que los acidos nucleicos sean liberados al fluido de la muestra. Un filtro de carboén activado, tal como un
filtro de fibra de vidrio Porex incrustado con carbén activado, se utiliza como un filtro (el tamafio de poro del filtro de
carbon activo puede ser mayor que 50 um y menor que 250 ym). Los acidos nucleicos liberados se diluyen en PBS o
agua o tampones de reaccion de amplificacion apropiados para aplicaciones posteriores y la mezcla se incuba durante
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1 a 10 minutos a una temperatura de 25 °C a 70 °C.

Las aplicaciones subsiguientes incluyen amplificacion isotérmica, PCR (PCR en tiempo real o PCR convencional),
secuenciacion, genotipado e hibridacion. La amplificacion isotérmica incluye la reaccion asociada a la enzima de mella
(NEAR: Nicking Enzyme Associated Reaction), la amplificacion por recombinasa polimerasa (RPA), la amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP: Loop Mediated Isothermal Amplification), la amplificacion por desplazamiento
de cadena, la amplificacion dependiente de la helicasa, la amplificacion de circulo rodante y otros métodos de
amplificacion isotérmica. La amplificacion se realiza con la muestra de extraccion que contiene una baja concentracion
de disolvente organico con o sin calor. El tampdn de extraccion de acido nucleico puede consistir en componentes de
tampodn usados tipicamente.

La invencion reivindicada se describe a continuacion con mas detalle, con referencia a los ejemplos que siguen. La
PCR vy las amplificaciones isotérmicas que se describen a continuacion se utilizan para evaluar la calidad y la cantidad
de los acidos nucleicos extraidos.

Ejemplo 1.

Comparacioén de calentamiento por ebullicion frente a temperatura mas baja con disolventes organicos para reducir o
eliminar los inhibidores de la amplificacién isotérmica del acido nucleico.

Se usé una prueba comercial de C. difficile para evaluar el método descrito de extraccién de acido nucleico. Se
probaron diferentes condiciones de extraccion, que incluyen ebullicion, sin calentamiento, o 65 °C con o sin un 3% de
disolvente organico, para preparar acidos nucleicos de muestras de heces para amplificacion isotérmica. Esta prueba
contiene la amplificacion de una diana (gen fcdB) y control interno (IC) como se ilustra en la Fig. 3. La Fig. 3A ilustra
la amplificacion isotérmica usando ADN crudo extraido de una muestra de heces positiva para C. difficile (Muestra
10233) en las condiciones enumeradas. Las reacciones se realizaron en un bloque térmico y los productos de la
amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 1%. Los resultados se proporcionan en las Figs. 3A (Muestra
10233) y 3B (Muestra 16). Cuando el ADN se prepar6 sin calentamiento (carril 3), no se observé amplicon del gen
tcdB (como se ilustra en la Fig. 3A). En la Fig. 3A, cuando el ADN se preparé usando ebullicion (carril 2), la adicion de
etanol al 3% (carril 4), o 3 minutos de calentamiento a 65 °C sin la adicion de disolvente organico (carril 5), la intensidad
de los fragmentos de ADN amplificados fue similar en el gel. La Fig. 3B muestra la amplificacion isotérmica usando
ADN crudo que se extrajo de la Muestra 16 bajo las condiciones indicadas. La amplificacion del gen tcdB se examind
en los carriles A-C de la Fig. 3B. La amplificacion del control interno se evalué en los carriles D-F de la Fig. 3B. Los
productos de amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 1%. Como se muestra en la Fig. 3B, cuando la
muestra 16 se trato con etanol al 3% en el tampon de extraccion a 65 °C durante 3 minutos, el gen tcdB y el control
interno mostraron una fuerte amplificacion (Fig. 3B, carriles A y D). Sin embargo, cuando la muestra 16 se traté con
etanol al 3% sin calentamiento, o bien con calentamiento a solamente 65 °C, no tuvo lugar la amplificacion de tcdB
(Fig. 3B, carriles B y C). Los resultados indican que el etanol 3% combinado con 3-5 minutos de incubacién a 65 °C
era optima y comparable a la ebullicion en la reduccion de la inhibicidon de las muestras para la amplificacion de ADN.
Para algunas muestras, la adicion de disolvente organico en el tampon de extraccion sin la etapa de calentamiento
presenta la misma cantidad de amplicones en comparacién con el método de ebullicion.

Ejemplo 2.
Amplificacién isotérmica de acidos nucleicos extraidos con o sin etanol usando muestras de heces humanas.

La amplificaciéon por recombinasa polimerasa (RPA) y la reaccion asociada a la enzima de mella (NEAR) se usaron
para evaluar los disolventes organicos en la reduccion del efecto inhibidor sobre la amplificacion de acido nucleico. Se
prepard ADN crudo de heces a partir de un paciente con infeccion por C. difficile (CDI) siguiendo los procedimientos
mostrados en la Fig. 1. La prueba RPA de C. difficile se us6 para la muestra 6654 y la prueba NEAR de C. difficile se
aplicé para las muestras 9637, 9638, 9648, 9665 y 9669. El tampdn de extraccion se usé con o sin la adicion de etanol
al 3% y se incubd a 65 °C durante 5 minutos. El gen de la toxina B de C. difficile (tcdB) se amplifico a partir de la
muestra de ADN extraida utilizando la amplificacion isotérmica RPA y NEAR. Las cantidades relativas de los productos
de amplificacion (RFU: Relative Fluorescence Unit; unidad de fluorescencia relativa) se midieron utilizando un lector
de fluorescencia Axxin T16. Los resultados se proporcionan en la Fig. 4 y en la Fig. 5. La Fig. 4 ilustra el analisis del
ADN crudo en un ensayo de amplificacion isotérmica RPA de C. difficile. EI ADN se extrajo de la Muestra 6654 usando
el tampon de extraccion suplementado con un 3% de etanol (linea continua) o con solamente el tampdn de extraccion
(linea discontinua), mientras que la Fig. 5 muestra el anadlisis de ADN extraido de muestras de heces usando la
amplificacion isotérmica NEAR. ElI ADN crudo se extrajo de cinco muestras de heces (Muestras 9637, 9638, 9648,
9665 y 9669) sin (Fig. 5A) o con etanol (Fig. 5B) en el tampdn de extraccion. La amplificacion de tcdB se midié usando
un lector de fluorescencia Axxin T16. NTC en la Fig. 5 significa que no hay control de plantilla, asi que no se agregé
ninguna plantilla a esta reaccion.

El ADN purificado del tampon de extraccion que contiene el disolvente organico (Fig. 4, linea continua y Fig. 5B) dio
sefiales mucho mas intensas y una amplificacion rapida en comparacion con el ADN purificado sin el disolvente
organico en el tampon de extraccion (Fig. 4, linea discontinua y Fig. 5A). Estos resultados indican que la inhibicién de
la amplificacién de ADN se reduce sustancialmente mediante la adicion de etanol al 3% en el tampdn de extraccion y
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la incubacién a 65 °C.
Ejemplo 3.

Comparacion de la amplificacion de ADN extraido con o sin disolvente organico usando muestras de heces humanas
que contienen bacterias y parasitos.

Las muestras de heces humanas utilizadas en este ejemplo fueron de pacientes infectados con C. difficile, E. coli
productor de toxinas similares a shiga, Shigella, Campylobacter, H. pylori, Salmonella, Giardia, Cryptosporidium y E.
histolytica. Se extrajo el ADN de esas muestras clinicas usando el método descrito con referencia a la Fig. 1. El ADN
se purificé también a partir de esas muestras usando el instrumento automatizado Biomerieux NucliSENS easyMAG
y se us6 como controles para la comparacion. La PCR, la amplificacién por recombinasa polimerasa (RPA) y la
amplificacion isotérmica de la reaccion asociada a la enzima de mella (NEAR) se utilizaron para evaluar la calidad y
la cantidad de acidos nucleicos extraidos.

Amplificacién por PCR:

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en tubos o placas de 96 pocillos en volimenes de 20 pl, utilizando ya sea
IQ power mix (Bio-Rad) o SYBR GreenER™ master mix (Life Technologies). Se emplearon en las reacciones
cebadores y/o sondas especificos para cada patdgeno. Para la mezcla maestra SYBR, la amplificacion por PCR fue
seguida por un analisis de la curva de fusion.

Se realizdé una PCR multiplex en tiempo real para detectar Giardia, Cryptosporidium y E. histolytica usando ADN
purificado con el método descrito con referencia a la Fig. 1. Para las muestras positivas para Giardia, Cryptosporidium
o E. histolytic, el ADN crudo purificado con 3% de etanol y el ADN purificado por el instrumento automatizado
Biomerieux NucliSENS easyMAG mostraron una amplificacion similar de ADN.

Reaccion de amplificacion de la enzima de mella (NEAR):

Las reacciones NEAR se llevaron a cabo en volumenes de 50 ul usando Nt.BstNBI (New England Biolabs) y Bst DNA
polimerasa (New England Biolabs) o Manta DNA polimerasa (Enzymatics). Se usaron cebadores especificos y sondas
dirigidas al gen de la toxina B de C. difficile, al gen de la toxina Shiga stx7 y al gen de la toxina Shiga stx2 en las
reacciones. Se uso6 un lector de fluorescencia Axxin T16 para detectar sefiales de amplificacion. En el Ejemplo 2 se
han presentado ejemplos de muestras de heces positivas para C. difficile usando la prueba NEAR.

Amplificacién mediante recombinasa polimerasa (RPA: Recombinase Polymerase Amplification):

Las reacciones RPA se llevaron a cabo en volimenes de 50 pl utilizando materiales liofilizados preparados por
TwistDx. Se usaron cebadores especificos y sondas dirigidas al gen de la toxina B de C. difficile, el gen de la toxina
Shiga stx1, el gen de la toxina Shiga stx2, el gen de ARNr Campylobacter 16s y el gen Salmonella invA en las
reacciones. Se us6 un lector de fluorescencia Axxin T16 para detectar sefales de amplificacion. Las sefales de
amplificacion del gen de la toxina B, el gen de la toxina Shiga stx1, el gen de la toxina Shiga stx2, el gen de ARNr
Campylobacter 16s y el gen Salmonella invA del ADN purificado usando un bajo porcentaje de disolvente organico
presentaron la misma intensidad que las plantillas de ADN purificadas usando el método de ebullicién o usando un
sistema comercial de purificacion de acido nucleico, el instrumento automatizado Biomerieux NucliSENS easyMAG.
Las pruebas RPA para el gen Salmonella invA (Muestras 3, 4, 6, 7 y 8) y el gen de la toxina Shiga stx2 (Muestras 3 y
12) se muestran en las Figs. 6 y 7. La Fig. 6 muestra pruebas RPA de Salmonella con ADN extraido de muestras de
heces. ElI ADN crudo se extrajo de cinco muestras positivas para Salmonella (Muestras 3, 4, 6, 7 y 8) usando el método
de ebullicion (como se ilustra en la Fig. 6A) o un tampdn de extraccién que contiene 3% de etanol con incubacion a
65 °C durante 3 minutos (como se ilustra en la Fig. 6B). Se muestran las curvas de amplificacion del gen Salmonella
invA de las muestras de ADN. NTC: sin control de plantilla.

Las figs. 7A y 7B ilustran las pruebas de RPA para detectar el gen stx2 de la toxina Shiga en el ADN extraido de
muestras de heces. El ADN crudo se extrajo de las dos muestras positivas para stx2 (Muestras 3 y 12) usando el
método de ebullicion (como se ilustra en la Fig. 7A) o un tampdn de extraccion que contiene 3% de etanol con
incubacion a 65 °C durante 3 minutos (como se ilustra en la Figura 7B). Se muestran las curvas de amplificacion del
gen stx2 Shiga de las muestras de ADN.

Para las muestras de ADN preparadas a partir del método de ebullicion o el método descrito en la presente invencion,
el tiempo de inicio de la amplificacion y la lectura del punto final mas alto en las curvas de amplificacion fueron
comparables. Usando la composicion y el método presentado en la presente invencion reivindicada, los resultados
ilustran que la calidad y cantidad de ADN extraido de las muestras de heces humanas que contienen bacterias y
parasitos son suficientes para la PCR y la amplificacion isotérmica.
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Ejemplo 4.

Comparacion de la amplificacion de acidos nucleicos extraidos con o sin etanol usando muestras de cultivo y heces
humanas que contienen virus de ADN y ARN.

Este ejemplo se proporciona para evaluar la eficiencia del tampén y el procedimiento para la extraccion de acido
nucleico viral. En este ejemplo se utilizaron muestras fecales clinicas positivas para adenovirus y norovirus. El acido
nucleico se extrajo de esas muestras usando el método descrito con referencia a la Fig. 1. Se realiz6 una PCR en
tiempo real utilizando los acidos nucleicos extraidos y los cebadores especificos dirigidos a un gen hexén (proteina de
la capsida Il) de adenovirus para evaluar la calidad y cantidad de acidos nucleicos extraidos de las muestras positivas
para adenovirus. El ADN crudo extraido de las muestras positivas para adenovirus mostré una amplificacion muy
inrtensa del gen de la proteina Il de la capsida del adenovirus. Cuando se us6 la misma cantidad de ADN en la PCR
en tiempo real, los valores del ciclo umbral (Ct) para el ADN purificado usando el método descrito con referencia a la
Fig. 1 eran casi iguales al ADN purificado con el instrumento automatizado BioMerieux NucliSENS easyMAG.

La Fig. 8 ilustra la transcripcion inversa y el analisis por PCR del ARN extraido de una muestra fecal positiva para
norovirus. El ARN extraido de una muestra positiva para norovirus usando el tampon de extraccion con etanol al 3%
presentado en la presente invencién se comparé con el ARN extraido con ebullicién, sin ebullicién o incubacion a 65
°C sin disolvente organico. EI ARN se extrajo también usando el instrumento automatizado BioMerieux NucliSENS
easyMAG Yy sirvio como control. El kit de sintesis de ADNc Thermo Scientific Maxima H Minus First Strand con
dsDNasa se us6 entonces para la transcripcion inversa. Después de la transcripcion inversa, se usaron cebadores
especificos dirigidos al extremo 3' de la region ORF1 del norovirus en una PCR en tiempo real. Una banda de 331 pb
de la region diana de norovirus de la muestra tratada con disolvente organico se amplific6 como se ilustra en la Fig.
8). El ARN purificado con el instrumento automatizado BioMerieux NucliSENS easyMAG a cinco veces la mayor
cantidad de material de partida se usd como control. La etapa de ebullicion redujo drasticamente el rendimiento de
ARN de la muestra biolégica en comparacion con la muestra tratada con tan solo 3% de etanol. Los productos de PCR
se separaron en un gel de agarosa al 1 %. Los resultados demuestran que el tampon de extracciéon y el método
presentado en esta invencion reivindicada pueden lisar fuertemente el virus para liberar acidos nucleicos muy
adecuados para PCR y PCR de transcripcion inversa.

Ejemplo 5.
El método de preparacion del acido nucleico descrito en el presente documento puede ser aplicado a tejidos vegetales.

Este ejemplo se proporciona para probar la capacidad del tampon de extraccion presentado en esta invencion
reivindicada utilizando tejidos vegetales. La Fig. 9 ilustra la amplificacién por PCR con ADN crudo extraido de las hojas
de Nicotiana benthamiana. El ADN vegetal crudo se extrajo usando el método descrito en la presente invencion. La
amplificacion del gen de actina se muestra como una linea continua. Una linea de puntos representa que no hay
control de plantilla (NTC). El biomaterial se obtuvo de las hojas de la planta Nicotiana benthamiana. Las hojas se
molieron usando un mortero y se transfirieron (100 pg) a un tubo de apriete facil usando el tampdn de extracciéon que
contiene 3% de etanol. El tubo se agit6 en vértice y se estrujo una gota de tampén a través de una punta de filtro de
carbon vegetal en un tubo eppendorf de 1,5 ml que contiene 500 ul de PBS. El tubo eppendorf se incubd a 65 °C
durante 3-5 minutos. Se llevd a cabo un analisis de PCR en tiempo real utilizando el ADN extraido y los cebadores
dirigidos especificamente al gen de actina de Nicotiana benthamiana en un SmartCycler. La amplificacion con éxito
por PCR del gen de actina vegetal demostré que las plantillas de ADN extraidas de tejidos vegetales con el método
descrito en la presente invencion reivindicada pueden usarse para reacciones de PCR (como se ilustra en la Fig. 9).

Ejemplo 6.

El método de extraccion descrito en el presente documento puede ser usado para eliminar o reducir inhibidores de la
amplificacion en muestras de sangre.

El presente ejemplo se proporciona para probar la inhibicion de la amplificacion de ADN por la sangre. En este
procedimiento se utilizaron muestras de heces clinicas positivas para C. difficile enriquecidas con sangre humana a
una concentracion del 5%. Las reacciones isotérmicas se llevaron a cabo con ADN que se extrajo de las muestras
enriquecidas utilizando el tampoén de extraccion y el método descrito con referencia a la Fig. 1. Se afiadié una torunda
de la muestra con sangre a un tubo de apriete que contenia el tampdn de extraccion con etanol al 3% y la torunda se
rompioé en el marcador sefialado. Se estruj6 una gota de tampdn de extraccion en el tubo de reaccion después de
colocar una punta de filtro de carbén activado en la parte superior del tubo de apriete. Después de incubar el tubo de
reaccion a 65 °C durante 3 minutos, se utilizaron 50 pl del ADN extraido para la reaccién RPA con C. difficile. Los
acidos nucleicos extraidos fueron capaces de amplificar el gen tcdB y el control interno en las reacciones de
amplificacion isotérmica. Sin embargo, cuando se uso el tampoén de extraccion sin etanol para la muestra enriquecida
con 5% de sangre humana, la amplificacion del gen tcdB de C. difficile y el control interno del ADN crudo se suprimieron
por completo en la prueba de RPA. Los resultados indican que la presente invencion reivindicada eliminé eficazmente
los inhibidores de la muestra con sangre.
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Ejemplo 7.

Se puede agregar un bajo porcentaje de disolvente organico antes, durante y después de la etapa de lisis durante el
proceso de extraccion de acido nucleico.

Las muestras de heces humanas utilizadas en este procedimiento fueron de pacientes infectados con C. difficile. Se
afnadié disolvente organico en diferentes etapas durante la extraccion del acido nucleico. En el primer grupo
experimental, se agrego disolvente organico directamente a las muestras de heces. Se agregaron muestras de heces
(100 pl) a un tubo eppendorf que contenia 250 ul de PBS con un 3% de etanol y se agité en vortice durante 10
segundos. Luego se transfirieron a un tubo de apriete facil que contiene el tampdn de extraccion sin etanol. Después
de eso, se extrajo el ADN siguiendo el método descrito con referencia a la Fig. 1. En el segundo grupo experimental,
se anadio etanol después de lisar las muestras de heces. Se agregaron muestras de heces (100 pl) a un tubo de
apriete facil que contenia el tampdn de extraccion sin etanol y se rompié una punta de filiro en la parte superior del
tubo. El tubo de apriete facil se agité en vortice y aproximadamente 100 pl de la muestra lisada se exprimieron desde
el tubo. Se afiadio tres por ciento de etanol a la muestra lisada de 100 yl y se agitd en vortice. Una gota de las muestras
lisadas (aproximadamente 25-30 pl) se diluyd en un tubo de reaccién y se incubé a 65 °C durante 3 minutos. EI ADN
crudo se us6 después directamente para la amplificacion por PCR. En el tercer grupo experimental, se afiadid
disolvente organico al tampon de extraccion. El ADN bruto se extrajo de las muestras de heces con el tampoén de
extraccion que contenia 3% de etanol siguiendo el método descrito con referencia a la Fig. 1).

Se llevaron a cabo reacciones de RPA en volumenes de 50 pl utilizando los ADN crudos preparados con los métodos
mencionados anteriormente y los materiales liofilizados preparados por TwistDx. Se usaron en la reaccion cebadores
especificos y sondas dirigidas al gen de la toxina B de C. difficile. Se us6 un lector de fluorescencia Axxin T16 para
detectar senales de amplificaciéon del ADN. La adicion de etanol en diferentes etapas durante la extraccion de acido
nucleico no hizo ninguna diferencia en la intensidad de la sefial de amplificacion del ADN extraido; se logré una
amplificacion exitosa con todo el ADN crudo que se extrajo con diferentes procedimientos (como se ilustra en la Fig.
10).

La Fig. 10 ilustra que los inhibidores de la amplificacion pueden eliminarse mediante la adicion de disolvente organico
en diferentes etapas durante la extraccion de acido nucleico. El ADN crudo se extrajo de muestras de heces humanas.
Se afiadio etanol (3%) al tampon de extraccion (linea continua), a las muestras de heces diluidas (linea discontinua)
0 a los lisados de las muestras de heces (linea de puntos), seguido de incubacién a 65 °C durante 3 minutos. La
amplificacion del gen de la toxina B de C. difficile en el ADN extraido se midié con un ensayo RPA de C. difficile. Los
resultados indican que la calidad y la cantidad de ADN extraido usando el presente método de las muestras de heces
humanas son apropiadas para PCR y amplificacion isotérmica, y que el tratamiento con disolventes organicos puede
aplicarse antes de la extraccion de acido nucleico, durante la extracciéon o después de la extraccion antes de diluir en
una PCR o un tampén de reaccion isotérmica.

Ejemplo 8.
Alternativas al etanol en el tampdn de extraccion de acido nucleico.

Se probo un grupo de disolventes organicos como alternativas al etanol en el tampon de extraccion de acido nucleico
presentado en esta presente invencion reivindicada; los ejemplos incluyen acetona, metanol, isopropanol, butanol y
DMSO. El ADN crudo se extrajo de dos muestras positivas para C. difficile (muestras 6654 y 6799) y dos negativas
(muestras 4268 y 6901) usando el método descrito con referencia a la Fig. 1. EI ADN crudo preparado a partir de estas
cuatro muestras sin la adicién de disolvente organico presentd intensos efectos inhibidores sobre la amplificacion,
dando como resultado un fallo de amplificacion del control interno (Tabla 1, columna 2). Cada disolvente organico se
us6 para reemplazar el etanol en el tampoén de extraccion. La prueba RPA de C. difficile se empled para evaluar la
calidad y cantidad de ADN extraido con diferentes disolventes organicos. La prueba de RPA de C. difficile se calificd
como (1) fallo-sefial de amplificacién no detectable, (2) comprometido-menos sefial de amplicén en comparacion con
los controles, o (3) nominal-amplicén similar a los controles. Todos los disolventes organicos dieron sefales intensas
con muestras positivas conocidas (Tabla 1). Estos resultados demuestran que pueden usarse disolventes organicos,
incluyendo etanol, acetona, butanol o DMSO.

Tabla 1. Prueba de alternativas al etanol en el ensayo RPA de C. difficile.

muestra | sin disolvente | etanol | acetona | DMSO | butanol
4268 (-) no vélido - N N .
6654 (+) |  no valido - ++ " -
6799 (+) | no valido . ++ + Ty
6901 (-) no vélido - N N .
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Tabla 2. Amplificacién de ADN con concentraciones de etanol en el intervalo de 0,5% a 15%.

% de etanol en tampon de extraccion con calentamiento a 65 °C
durante 3 minutos

0,50% 3% 5% 8% 10% 15%

PCR en gluD de C. Muestra 4 30,04 30,12 29,98 30,39 30,69 n/a
tiempo real difficile

Muestra 16 34,97 33,59 36,35 36,21 36,75 n/a

tcdB de C. Muestra 4 32,07 33,45 32,11 32,55 32,48 n/a
difficile

Muestra 16 35,08 40,08 37,91 39,12 40,95 n/a

RPA tcdB de C. Muestra 16 ++ ++ ++ ++ ++ ++
difficile

Ademas, se han probado distintas concentraciones de disolvente organico (de 0,5% a 20%) en el tampon de
extraccion. La amplificacion de los genes gluD y tcdB de C. difficile a partir de extractos de ADN crudo (muestras 4 y
16) no mostro diferencias significativas. Los valores de Ct de la PCR en tiempo real fueron similares para el ADN crudo
extraido con distintas concentraciones de etanol (Tabla 2). Los resultados de RPA muestran que la concentracion de
etanol que varia de 0,5% a 15% en el tampon de extraccion no interfirié con la amplificacion del ADN (Tabla 2).

Ejemplo 9.

Comparacion de la calidad y la cantidad de acido nucleico extraido de acuerdo con la invencion reivindicada frente a
un sistema automatizado en PCR multiplex y amplificacion isotérmica multiplex.

Se extrajo ADN de muestras fecales clinicas que eran positivas para el gen de toxina Shiga stx7 y stx2, usando el
tampon de extraccion de ADN presentado en la presente invencion y siguiendo el procedimiento descrito con respecto
alaFig. 1. Ademas, el ADN purificado de Biomerieux NucliSENS easyMAG sirvié como control. Se utilizaron cebadores
especificos que apuntan a genes stx7 y stx2 en las reacciones de PCR multiplex y RPA multiplex. Usando el ADN
extraido de esas muestras, las sefiales de amplificacion de ambos genes stx1y stx2 se detectaron en la PCR multiplex
mediante un instrumento de PCR y en las reacciones RPA multiplex mediante un lector de fluorescencia Axxin T16.
El ADN extraido usando un 3% de etanol presentado en la presente invencion reivindicada dio las mismas sefales de
amplificacion de stx7 y stx2 que el ADN purificado de Bionerieux NucliSENS easyMAG. Esto indicé que la calidad y
cantidad de acidos nucleicos crudos extraidos usando el método de la presente invencion reivindicada es equivalente
al ADN purificado del instrumento automatizado Biomerieux NucliSENS easyMAG.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar una muestra bioldgica para la extraccion del acido nucleico, que comprende: diluir una
muestra biolégica en un tampdn de extraccion para formar una mezcla, en donde el tampdn de extraccion comprende
de 3% en peso a 10% en peso de disolvente organico, en donde dicho disolvente organico es uno o mas entre acetona
o etanol; incubar la mezcla a una temperatura de 15 °C a 35 °C durante un tiempo entre 5 segundos y treinta minutos,
para hacer que el acido nucleico presente en la muestra bioldgica sea extraido en al menos una porcidn de la muestra
bioldgica para posterior procesamiento; separar al menos una porcion del tampén de extraccion que comprende al
menos una porcién del acido nucleico de la muestra bioldgica calentando durante 3 a 5 minutos a 65 °C; formar una
mezcla de amplificacién que comprende: la al menos una porcién del tampdn de extraccion que comprende la al menos
una porcion del acido nucleico; y uno o mas tampones de reaccion de amplificacion; e incubar la mezcla de
amplificacion durante 1 a 10 minutos a una temperatura entre 25 °C y 70 °C.

2. Un método para tratar una muestra biolégica para la extraccion de acido nucleico, comprendiendo el método:
diluir una muestra bioldgica en un tampén de extraccion para formar una mezcla, en donde el tampdn de extraccion
comprende del 0,5% en peso al 20% en peso de disolvente organico, en donde dicho disolvente organico es butanol;
incubar la mezcla a una temperatura de 15 °C a 35 °C durante un tiempo entre cinco segundos y treinta minutos, para
hacer que el acido nucleico presente en la muestra bioldgica sea extraido en al menos una porcion de la muestra
bioldgica para posterior procesamiento; separar al menos una porcion del tampén de extraccion que comprende al
menos una porcion del acido nucleico de la muestra biologica calentando durante 3 a 5 minutos a 65 °C; formar una
mezcla de amplificacién que comprende: la al menos una porcién del tampén de extraccion que comprende la al menos
una porcion del acido nucleico; y uno o mas tampones de reaccion de amplificacion; e incubar la mezcla de
amplificaciéon durante 1 a 10 minutos entre 25 °C y 70 °C.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicha muestra biolégica comprende una o mas muestras
humanas, bacterias, virus, parasitos, muestras de heces, fluidos corporales, plantas o cultivos.

4, El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde separar al menos una porcion del acido nucleico de la
muestra biolégica comprende filtrar la mezcla con un filtro, en donde el filtro comprende uno o mas entre un plastico
poroso, fibra polimérica porosa o fibra de vidrio porosa.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde el filtro tiene un tamafio de poro de 50 ym a 250 pm.

6. El método segun la reivindicacion 4, en donde el filtro comprende un filtro de fibra de vidrio incrustado con
carboén activado.

7. El método segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas agregar etanol como disolvente organico a
la al menos una porcioén del acido nucleico a una concentraciéon de 0,5 a 20% en peso, antes de diluir la al menos una
porcién del acido nucleico en el tampoén de la reacciéon de amplificacion.

8. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha mezcla de amplificacion se incuba a una temperatura
entre 50 °C y 65 °C.

9. El método segun la reivindicacién 1 o 2, en donde uno o mas tampones de reaccion de amplificacién son
tampones adecuados para PCR, secuenciaciéon, genotipado, hibridacion y amplificacion isotérmica incluyendo
reaccion asociada a enzima de mella (NEAR), amplificacion por recombinasa polimerasa (RPA), amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplificacion de desplazamiento de cadena, amplificacion dependiente de la
helicasa, amplificacion de circulo rodante y otros métodos de amplificacion isotérmica.

10. El método segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas amplificar la al menos una porcién del acido
nucleico en una reaccion de amplificacion, y en donde el tampdn de extraccidon comprende un tampoén de extraccion
usado para amplificacién del acido nucleico.

11. El método segun la reivindicacion 10, en donde la amplificacion se hace usando el tampén de extraccion con
disolvente organico pero sin calentamiento.

12. El método segun la reivindicacion 10, en donde la amplificacion se hace usando el tampdn de extraccion con
disolvente organico con calentamiento.
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A. Muestra 16, 65°C con 3% EtOH
B. Muestra 16, 3% EtOH

C. Muestra 16, 65°C

D. Control, 65°C, 3% EtOH

E. Control, 3% EtOH

F.Cont
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