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DESCRIPCION
Aislamiento de acidos nucleicos

La presente invencion se refiere al aislamiento de acidos nucleicos que comprenden ADN de material bioldgico (p. €j.,
células) mediante el uso de un procedimiento de lisis y un procesamiento del lisado para aislar los acidos nucleicos
que comprenden ADN. Mas particularmente, la invenciéon implica la inmovilizaciéon de los acidos nucleicos que
comprenden ADN del material biolégico lisado en un soporte sélido y la purificacion de los acidos nucleicos que
comprenden ADN en el soporte antes de la elucién de los acidos nucleicos que comprenden ADN del soporte para su
recogida. Un objetivo particular de la presente invencion consiste en proporcionar un proceso que es relativamente
rapido y sencillo de llevar a la practica y que produce acidos nucleicos que comprenden ADN de alta pureza con un
buen rendimiento. La invencion también se refiere a composiciones para su uso en el procedimiento de lisis.

El aislamiento de acidos nucleicos intactos y puros que comprenden ADN de material bioldgico (p. €j., células) tiene
importancia en diversos campos, p. €j., investigacion y diagndstico clinico. Por tanto, meramente a modo de ejemplo,
las muestras clinicas que contienen células de un paciente pueden ser sometidas a un procedimiento (incluyendo la
etapa de lisis celular) para aislar acidos nucleicos que comprenden ADN, que luego se analizan mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica. Dicho analisis puede tener por objeto la identificacion del ADN a partir
de una bacteria particular (para determinar si el paciente ha sido infectado o no por esa bacteria) o dicho analisis
puede tener por objeto si el ADN del paciente tiene o no una o mas mutaciones puntuales responsables de una
afeccion médica.

El documento US-A-8 598 338 desvela composiciones y un método para utilizar un soporte sélido con el fin de aislar
ADN del material biolégico (p. €j., células). EI método incluye al menos las siguientes etapas:

(a) lisar el material biolégico con una composicion de lisis tamponada que contiene (i) una sal de litio, p. €j., cloruro
de litio, en una concentracion de al menos 1 M pero con preferencia por concentraciones mucho mas altas (hasta
10 M), (ii) un agente activo de superficie que puede ser SDS a una concentracion de 0,05 a 0,2 % pero que es
preferentemente un agente activo de superficie no idnico presente en concentraciones mucho mas altas (p. €;j., al
menos 5 %), y (iii) un agente quelante opcional;

(b) mezclar la composicion de (a) con una "solucion de adicion de ADN" que puede ser o bien (i) un alcohol sin
diluir (p. €j., metanol, etanol o lo mas preferentemente iso-propanol), o bien (ii) una solucién de una sal de litio a
una concentracion de 10-15 M;

(c) poner en contacto la mezcla resultante con un soporte solido para inmovilizar el ADN del material lisado;
(d) lavar el soporte con un liquido de lavado que contiene un alcohol, y
(e) eluir el ADN.

Aunque no se excluye de la divulgacion general del documento US-A-8 598 338, es muy preferible que el
procedimiento del mismo se efectue sin el uso de agentes caotropicos (p. €j., sales de guanidinio). Los procedimientos
descritos en los Ejemplos 4 y 5 siguen la ensefianza descrita anteriormente y usan la solucion de lisis con LiCI 6 M y
las "soluciones de adicion de ADN" con LiCl 10 M.

El procedimiento del documento US-A-8 598 338 tiene la desventaja de que las altas concentraciones de sal de litio
usadas en las composiciones de lisis y en las "soluciones de adicién de ADN" corren el riesgo de contaminar el ADN
aislado con sal de litio. En este sentido, se sabe que LiCl a 30 Mm inhibe la reaccién de PCR, véase el articulo titulado
"Inhibition of Polymerase Chain Reaction by Lithium Chloride", escrito por Ganaie et al., (International Journal of Life
Science & Pharma Research, Vol. 2/edicidon 4, octubre-diciembre de 2012, paginas L1 a L5). Por lo tanto, la
contaminacion por LiCl puede afectar a las aplicaciones corriente abajo.

Es por tanto un objetivo de la presente invencion obviar o mitigar la desventaja mencionada anteriormente.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de aislamiento de acidos
nucleicos que comprenden ADN del material biolégico, comprendiendo el método las etapas que consisten en:

(i) efectuar un lisado del material biolégico con una solucion acuosa que comprende un litio a una concentracion
de 0,05 a menos de 1 M, un agente quelante, y un tensioactivo para producir una composiciéon acuosa lisada,

(i) tratar la composicion lisada con un soporte solido en presencia de un agente caotropico disuelto a una
concentracion de 0,05 a 2 M y de 25 % a 60 % en volumen en el liquido de un alcanol C1.3 disuelto, siendo dicho
soporte sélido capaz de inmovilizar el ADN,

(iii) separar el soporte solido del liquido,
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(iv) tratar el soporte soélido con una primera solucion de lavado que contiene una sal de litio a una concentracion
de 0,05 a 1 M, conteniendo dicha primera solucion de lavado de 20 % a 90 % en volumen de un alcanol Cq3
disuelto,

(v) separar el soporte solido del primer liquido de lavado,

(vi) tratar el soporte sélido con un segundo liquido de lavado que comprende al menos 80 % en volumen de un
alcanol C1.3, siendo el resto, si lo hubiera, agua,

(vii) separar el soporte solido de la segunda solucién de lavado, y
(viii) eluir los acidos nucleicos que comprenden ADN del soporte sdlido.

Las caracteristicas preferidas de la presente divulgacion, que pueden usarse en cualquier combinacion, se desvelan
en el Apéndice 1 de la presente memoria descriptiva.

El acido nucleico que comprende ADN aislado por el método de la invencion puede incorporar ARN y puede ser acido
nucleico total.

La invencion proporciona excelentes resultados en el aislamiento de acidos nucleicos que comprenden ADN.
Contrariamente a las ensefianzas del documento US-A-8 598 338, los procedimientos de lisis usan concentraciones
relativamente bajas de sal de litio y también emplean un agente caotrépico (preferentemente una sal de guanidinio).
Los acidos nucleicos aislados que comprenden ADN son de gran pureza, habiendo poco riesgo de contaminacion por
sales de litio en vista de las cantidades relativamente bajas de las mismas empleadas en el proceso de la invencion.
El método de la invencion da como resultado el aislamiento de acidos nucleicos sustancialmente puros y
sustancialmente intactos que comprenden ADN.

El método del segundo aspecto de la invencion puede usarse para aislar acidos nucleicos que comprenden ADN (en
particular ADN gendmico) de un amplio intervalo de muestras de origen biolégico que contienen ADN. La muestra de
la que se va a aislar el ADN puede ser, o puede comprender, células, por ejemplo, células animales (incluyendo
mamiferos), células vegetales, células bacterianas, o levadura u otras células fungicas. Alternativamente, la muestra
de la que se va a aislar el ADN puede ser, o puede comprender, uno 0 mas virus.

Las células, virus u otra muestra que contiene ADN de la que se vayan a aislar los acidos nucleicos que comprenden
ADN puede proceder o haber estado presente en una muestra de tejido o en fluidos corporales tales como sangre,
esputo, orina o LCR.

En ciertas realizaciones (p. €j., para la lisis de las bacterias gramnegativas), el método de la invencion puede
efectuarse sin tratamiento de las células sin una enzima de proteasa (p. €j., proteinasa K) y sin necesidad de una
etapa de calentamiento. En otras realizaciones (p. €j., para el tratamiento de tejido (tal como sangre con el objeto de
lisar células de sangre entera) y para la lisis de bacterias grampositivas), la muestra puede ser tratada adicionalmente
con una proteasa (p. €j., proteinasa K). En las Ultimas realizaciones, el tratamiento con la enzima proteasa (proteinasa
K) puede ser eficaz de manera simultanea con el tratamiento con la solucién de lisis que comprende litio.

Los acidos nucleicos que comprenden ADN obtenido por el método de la invencién son suficientemente puros para
ser usados con el objeto de un andlisis posterior mediante técnicas bien conocidas en la técnica. EI ADN puede ser
usado, por ejemplo, con fines de investigacion o para el diagndstico de una afeccion médica, segin sea necesario.

El método de la invencién puede efectuarse convenientemente en un sedimento del material bioldgico (p. €j., células)
a lisar. El sedimento puede producirse mediante centrifugacion de una muestra liquida que contiene el material
bioldgico, usando técnicas muy conocidas en la técnica.

En la etapa (i) del método de la invencion para aislar acidos nucleicos que comprenden ADN de la muestra de material
bioldgico (p. €j., células), el material se lisa con una composicién acuosa que comprende litio (proporcionado por una
sal de litio) en una concentracion de 0,05 a menos de 1,0 moles por litro, un agente quelante y un tensioactivo. La
composicion puede comprender los componentes expuestos, puede consistir esencialmente en los componentes
expuestos, o consistir en estos componentes.

La sal de litio es preferentemente un haluro de litio, lo mas preferentemente cloruro de litio y esta preferentemente
presente en la composicidon en una concentracién de 0,05 a menos de 1 moles por litro, preferentemente 0,1 a 0,9
moles por litro, mas preferentemente 0,6 a 0,9 moles por litro, incluso mas preferentemente de 0,75 a 0,85 moles por
litro, y lo mas preferentemente aproximadamente 0,8 moles por litro.

El agente quelante, que es lo mas preferentemente EDTA o una sal del mismo tal como una sal de metal alcalino (p.
€j., sodio), esta preferentemente presente en la composicion en una concentracion de 1 a 20 mM por litro, mas
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preferentemente de 8 a 15 milimoles por litro, mas preferentemente de 9 a 11 milimoles por litro y lo mas
preferentemente aproximadamente 10 milimoles por litro.

El agente activo de superficie puede ser un tensioactivo no iénico pero es mas preferentemente un tensioactivo
aniénico, lo mas preferentemente SDS.

La solucién de lisis puede tener un pH de 7 a 8, pero no necesariamente se tampona a un pH en este intervalo. Por
tanto, la solucion de lisis puede ser una composicion no tamponada.

En una primera realizacién que lleva a cabo el método de la invencion, el material a lisar (p. €j., en forma de sedimento)
puede tratarse con la solucién de lisis que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en los
componentes definidos en la etapa (i) del método de la invencion. El material (p. €j., células) se mezcla a fondo con la
composicion (p. ej., mediante pipeteo) y la lisis se efectia a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo
adecuado. Un periodo de tiempo de 15 a 25 minutos, p. €j., de aproximadamente 20 minutos es generalmente
adecuado.

De acuerdo con esta primera realizacion, el lisado puede entonces ser mezclado con una solucién de un agente
caotrépico, preferentemente proporcionado por una sal de guanidinio (p. €j., cloruro de guanidinio, también conocido
como clorhidrato de guanidinio o clorhidrato de guanidina), teniendo la solucion de la sal de guanidinio una
concentracion en el intervalo de 0,05 a 1 M, preferentemente de 0,1 a 1 M, mas preferentemente de 0,5a 0,9 M, y lo
mas preferentemente de 0,6 a 0,7 M. Acto seguido, la composicién resultante se mezcla de nuevo a fondo. El etanol
(u otro alcanol C1.3, p. €j., iso-propanol) puede entonces afadirse con la mezcla y en una cantidad tal que la solucion
se vuelve clara. Generalmente, la cantidad de etanol (u otro alcanol) sera de 35 % a 45 % en volumen, lo mas
preferentemente de 35 % a 40 % en volumen. Una vez mas se efectia una mezcla a fondo. La mezcla resultante se
pone entonces en contacto con el soporte sélido, de acuerdo con los procedimientos descritos mas detalladamente
en la descripcién posterior de la presente memoria descriptiva.

En una segunda realizacion alternativa del método de la invencion, la solucién acuosa de lisis puede comprender,
consistir esencialmente en, o consistir en agua y los otros componentes definidos para las etapas (i) y (ii) del método.
En esta realizacion, la solucion acuosa de lisis puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en agua,
cloruro de litio a una concentracion de 0,2 a 0,3 M, EDTA o una sal de sodio del mismo a una concentracionde 1a 5
mM, cloruro de guanidinio a una concentracion de 0,6 a 0,7 M, SDS en una cantidad de 0,2 a 0,4 % en peso y 35-
40 % en volumen de etanol o de otro alcanol C1.3 (p. €j., iso-propanol).

Para realizaciones adicionales del método del segundo aspecto de la invencion, la etapa de lisis puede ser efectuada
en presencia del soporte soélido. Por tanto, por ejemplo, cualquiera de las soluciones de lisis definidas anteriormente
puede ponerse en contacto con el soporte sdlido y el material biolégico que se afiade acto seguido.

El soporte solido, como se usa para el método de la invencioén, puede ser un material de silice o a base de silice. El
material de silice o a base de silice puede ser un vidrio, preferentemente un vidrio de borosilicato. El soporte puede
comprender un material fibroso, y preferentemente comprende fibras de un material de silice o a base de silice. El
filtro comprende preferentemente fibras de vidrio de borosilicato. Por preferencia, el soporte tiene la forma de una
lamina o membrana fibrosa en la que las fibras son de un vidrio de borosilicato. Los filtros del tipo disponible bajo la
designacion POREX F son adecuados para su uso en la invencion. Convenientemente, el soporte solido se
proporciona como un filtro (en forma de una lamina o membrana) en un tubo de centrifugacion del tipo bien conocido
en la técnica. Tal como se indica, el filtro en el tubo de centrifugacion es preferentemente una lamina o membrana que
contiene fibras de borosilicato. Preferentemente mas de un filtro o lamina de este tipo se proporciona en el tubo de
centrifugacion. Lo mas preferentemente, existen cuatro de estos filtros de membrana o lamina (en relacion cara a cara)
en el tubo de centrifugacion. Se obtienen resultados particularmente buenos cuando los filtros de lamina o membrana
comprenden el material disponible como POREX F.

La composicion que resulta de la etapa (ii) del método (que puede haberse efectuado simultaneamente con la etapa
(i) puede introducirse en el tubo de centrifugacion que se centrifuga acto seguido. Durante la centrifugacion, los acidos
nucleicos que comprenden ADN (que, en Ultima instancia, debe ser aislado) se unen al soporte soélido y la mayoria de
las impurezas (proteinas, etc.) pasan a través del soporte sélido (filiro) y se recogen en el sobrenadante, que, después,
puede descartarse.

En la siguiente etapa del método, el soporte sdlido se lava para eliminar cualquier impureza restante y dejar los acidos
nucleicos sustancialmente puros que comprenden el ADN inmovilizado en el soporte. El lavado se efectia en dos
fases. En la primera fase de lavado, el soporte sélido se trata con un primer liquido de lavado que contiene una sal de
litio (preferentemente un haluro de litio, lo mas preferentemente cloruro de litio) en una concentracion de 0,05a 1 M
(preferentemente de 0,3 a 1 M, p. ej., de 0,3a 0,6 M, o de 0,6 a 1 M) y etanol (u otro alcanol C+.3, p. €j., iso-propanol)
en una cantidad de 45-55 % en volumen. El primer liquido de lavado puede, por ejemplo, prepararse disolviendo la
cantidad apropiada de sal de litio, es decir, 50 % de etanol acuoso (u otro alcanol C1.3, p. €j., iso-propanol). El primer
liquido de lavado preferentemente consiste esencialmente en, y mas preferentemente en sal de litio, etanol (u otro
alcanol Cq.3, p. €j., iso-propanol) y agua. Se descubrié la combinacion de la sal de litio (preferentemente cloruro de



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2819903 T3

litio) y etanol (u otro alcanol C1.3, p. €j., iso-propanol) para que sea particularmente eficaz como primer liquido de
lavado. Resulta lo mas preferente que el primer liquido de lavado contenga cloruro de litio en una concentracion de
aproximadamente 400 mM a 800 mM (p. €j., aproximadamente 400 mM o aproximadamente 800 mM) en un 50 % de
etanol acuoso (u otro alcanol C1.3), p. €j., iso-propanal).

Si el procedimiento de aislamiento se lleva a cabo en un tubo de centrifugacion, entonces el primer liquido de lavado
se afnade al tubo de centrifugacién que luego se centrifuga para hacer que el primer liquido de lavado pase a través
del filtro y elimine al menos algunas de las impurezas restantes para su recogida en el sobrenadante, que, después,
se descarta.

Una segunda etapa de lavado, y habitualmente definitiva se efectia entonces con un segundo liquido de lavado que
comprende al menos 80 % en volumen de etanol u otro alcanol C13 (p. €j., iso-propanol), siendo el resto, si lo hubiera,
agua. Este segundo liquido de lavado comprende preferentemente (o consiste esencialmente en o consiste)
aproximadamente en 90 % en volumen de etanol u otro alcanol C1.3 (p. €j., iso-propanaol).

En el caso de que el método se efectie usando un tubo de centrifugacion, el segundo liquido de lavado se afiade al
tubo de centrifugacion que luego se centrifuga para forzar al segundo liquido de lavado a que pase a través del filtro
y elimine al menos las impurezas restantes para su recogida en el sobrenadante, que, después, se descarta.

En esta fase, los acidos nucleicos aislados que componen el ADN estan inmovilizados, en una forma sustancialmente
pura, en el soporte sélido y pueden eluirse con una solucion de elucion. La solucion de elucion puede comprender
(consiste esencialmente en o consiste en) una solucion tamponada de EDTA o una sal del mismo. Una solucion de
elucién particular adecuada comprende Tris-HCI en una concentracion de aproximadamente 10 mM, y sal disédica de
EDTA dihidratada a una concentracion de aproximadamente 0,5 mM, teniendo la composiciéon un pH de 9.

En el caso de que el método de la invencion se ponga en practica con una columna de centrifugacion que contiene un
filtro en el que se inmovilizan los acidos nucleicos que comprenden ADN, la solucién de elucion puede ser afiadida a
la columna de centrifugacion que luego se centrifuga para hacer que la solucion de elucién eluda los acidos nucleicos
que comprenden ADN del soporte solido para su recogida.

Los acidos nucleicos recogidos que comprenden ADN pueden entonces ser analizados mas a fondo segun sea
necesario.

Como se ha indicado anteriormente, el método de la invencién se efectia preferentemente usando un tubo de
centrifugacion. A continuacion se expone un protocolo tipico para llevar a cabo el método de la invencion:

Sedimentar células por centrifugacion y descartar el sobrenadante

Anadir 300 pl de solucién acuosa de lisis (excluyendo la sal de guanidinio y el etanol), preferentemente que
comprende LiCl 800 mM, sal disédica de EDTA dihidratada 10 mM, 1 % de SDS) y mezclar bien por pipeteo

Incubar durante 20 min a TA

Anadir 350 pl de solucién de sal de guanidinio (preferentemente una concentracion madre de clorhidrato de
guanidinio 2 M) y mezclar por inversion del tubo o pipeteo

Anadir 400 ul de EtOH y mezclar por inversion del tubo o pipeteo
Colocar 600 pl en una columna de centrifugacion y centrifugar a 8000 rpm durante 1 min
Colocar el lisado restante en una columna de centrifugacion y centrifugar a 8000 rpm durante 1 min

Lavar 1x a 8000 rpm durante 1 min con 500 pl del primer liquido de lavado (preferentemente LiCl 400 mM, 50 %
de EtOH)

Lavar 1x a 14.000rpm durante 3 min con 500 pl del segundo liquido de lavado (preferentemente 90 % de EtOH)
Centrifugar 1x a 14.000 rpm durante 1 min

Anadir 200 pl de tampon de elucion (preferentemente Tris-HCI 10 mM, sal disddica de EDTA dihidratada 0,5 mM,
pH 9,0) y eluir a 8000 rpm durante 1 min.

La invencion ha sido hasta ahora descrita particularmente con respecto al método de aislamiento de acidos nucleicos
que comprenden ADN y las composiciones de las soluciones seguin se usan en este método. La invencién proporciona
ademas kits que pueden ser usados para poner en practica el método con el fin de obtener acidos nucleicos que
comprenden ADN.

De acuerdo con un (tercer) aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un kit para extraer ADN
gendmico de células, comprendiendo el kit en combinacion:

(i) una solucién acuosa que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en agua, cloruro de litio a
una concentracion de 0,7 a 0,9 moles por litro, EDTA o una sal de sodio del mismo a una concentracién de 5 a 15
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mM, y de 0,9 a 1,1 % en peso de SDS,

(i) una solucion acuosa de una sal de guanidinio, (preferentemente aproximadamente 2 M de concentracién madre,
de la cual pueden usarse 350 pl en un volumen final de 1050 pl),

(iii) etanol,

(iv) un primer liquido de lavado que contiene cloruro de litio en una concentracion de 0,3 a 0,6 M, conteniendo
dicho primer liquido etanol en una cantidad de 45 % a 55 % en volumen,

(v) un segundo liquido de lavado que comprende al menos 80 % en peso de etanol, siendo el resto, si lo hubiera,
agua,

(vi) un tampon de elucion, y

(vii) una columna de centrifugacion que tiene un filtro para inmovilizar el ADN.

Los reactivos y componentes del kit pueden ser como se ha descrito con mas detalle anteriormente.

En una modificacion del kit del tercer aspecto de la invencion, el kit modificado puede incluir una solucién acuosa
etandlica (u otra alcanoica C+.3) de la sal de guanidinio (es decir, la combinacién de (ii) y (iii) anteriores).

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencioén, se proporciona un kit para extraer de las células acidos
nucleicos genémicos que comprenden ADN, comprendiendo el kit en combinacién:

(i) una solucién acuosa que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en cloruro de litio en una
concentracion de 0,2 a 0,3 moles por litro, EDTA o una sal de sodio del mismo en una concentracion de 1 a 5
milimoles por litro, SDS en una cantidad de 0,2-0,4 % en peso, una sal de guanidinio que tiene una concentracion
de 0,6 a 0,7 M y etanol en una cantidad de 35-45 % en volumen,

(i) un primer liquido de lavado que contiene cloruro de litio en una concentracion de 0,3 a 0,6 M, conteniendo dicho
primer liquido etanol en una cantidad de 45 % a 55 % en volumen,

(iii) un segundo liquido de lavado que comprende al menos 80 % en peso de etanol, siendo el resto, si lo hubiera,
agua,

(iv) un tampon de elucion, y

(v) una columna de centrifugacion que tiene un filtro para inmovilizar los acidos nucleicos que comprenden ADN.

Los reactivos y componentes del kit pueden ser como se ha descrito con mas detalle anteriormente.

También se desvela una composicion acuosa de lisis, que comprende, que consiste en, o que consiste esencialmente
en una solucién acuosa que contiene una sal de litio a una concentracion de 0,5 a 1,0 M, un agente quelante, y un
tensioactivo.

La invencion se ilustrara ahora con referencia a los siguientes Ejemplos 1-5 no limitantes y las Figs. 1-5 de los dibujos
anexos.

En los Ejemplos 1-4, se hace referencia al "Método_A". Se trata de un procedimiento de acuerdo con la invencién y
se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo.

(a) Sedimentar células por centrifugacion y descartar el sobrenadante

(b) Anadir 300 pl de solucion de lisis (LiCl 800 mM, sal disédica de EDTA dihidratada 10 mM, 1 % de SDS) y
mezclar bien por pipeteo

(c) Incubar durante 20 min a temperatura ambiente

(d) Afadir 350 pl de clorhidrato de guanidina 2 M y mezclar por inversion del tubo o pipeteo

(e) Afadir 400 pl de EtOH y mezclar por inversion del tubo o pipeteo

(f) Colocar 600 ul en una columna de centrifugacion (con 4 filtros de POREX F) y centrifugar a 8000 rpm durante
1 min

(g) Colocar el lisado restante en una columna de centrifugacion y centrifugar a 8000 rpm durante 1 min

(h) Afadir 500 pl del primer liquido de lavado (LiCl 400 mM, 50 % de EtOH) y centrifugar a 8000 rpm durante 1min
(i) Anadir 500 pl del segundo liquido de lavado (LiCI 400 mM, 90 % de EtOH) y centrifugar a 14.000 rpm durante 3
min

() Centrifugar a 14.000 rpm durante 1 min

(k) Afadir 200 pl de tampon de elucion (Tris-HCI 10 mM, sal disddica de EDTA dihidratada 0,5 mM, pH 9,0) y eluir
a 8000 rpm durante 1 min.

Ejemplo 1
Uso de DIV

El Método_A fue desarrollado para su uso en el diagnéstico in vitro (DIV), que se dirige principalmente a las ITS como
la Neisseria gonorrhoea (NG) o la Chlamydia trachomatis (CT), pero no se limitaalas ITSosoloalaNGyala CT.

Las muestras clinicas usadas para verificar el potencial de DIV del Método_A ya habian sido diagnosticadas como
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positivas para NG, positivas para CT o negativas (NEG) tanto para NG como CT por el uso del sistema BD Viper que
prueba la presencia de tanto NG como CT (los numeros representan la identificacion del paciente). Se centrifugaron
aproximadamente 10 ml de muestras clinicas de orina en cubetas de centrifugacion selladas a 5000 x g durante 30
min y los sedimentos se procesaron usando el Método_A. Los extractos de ADN se usaron como plantillas en
experimentos de PCR cuantitativa (q) y digital en gota (dd). En ambos experimentos el diagnostico derivado del uso
del Método_A coincidié con el del sistema BD Viper (Tabla 1).

Tabla 1. Los extractos de ADN del Método_A derivados de muestras clinicas de orina confirmaron el diagndéstico
inicial mediante el uso de gPCR y ddPCR. El valor Ct representa el valor de gPCR del umbral de ciclo.

Muestras positivas para NG
Resultado de CT Resultado de NG
ID de la muestra | qPCR (valor CT) | ddPCR (copias/pl) | gPCR (valor CT) | ddPCR (copias/pl)
NG_1 - 0 26,2 815
NG_2 - 0,18 25,63 1192
NG_3 - 0 33,87 5,75
NG_4 - 0 32,55 20,1
NG_5 - 0 25,48 2460
Muestra positiva para CT
CT_01 | 31,02 | 12,39 | - | 0
Muestra negativa para NGy CT
NEG_1 | - | 0 | - | 0,28

Ejemplo 2

Porcentaje de recuperacion del ADN extraido

Aproximadamente 102 células de cultivo de laboratorio de Neisseria gonorrhoea (NG) fueron tratadas de acuerdo con
el Método_A para extraer acidos nucleicos que comprenden ADN por triplicado en dos experimentos independientes.
La concentracion y la pureza de cada uno de los replicados se evaluaron mediante la cuantificacion de Nanodrop. A
continuacion, se usaron los valores de concentracion promedio y de la relacion A260/A280 de cada experimento para
calcular el promedio y la desviacion tipica de ambos experimentos. Se determiné que la pureza del ADN que se usaria
como entrada para evaluar el potencial de recuperacién del ADN del Método_A se encontraba dentro de los limites de
las normas aceptadas (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento y pureza de la concentracion de las muestras usadas para la evaluacion del porcentaje de
recuperacion del ADN.

Método_A Rendimiento y pureza de concentracion
Concentracion (ng/pl) A260/A280
Promedio Desviacion tipica Promedio Desviacion tipica
77,73333333 0,23570226 | 2,096666667 0,00942809

Los triplicados se agruparon para cada uno de los dos experimentos. Cada agrupacion se uso6 para alicuotar 2, 4 y 6
pg de ADN para el porcentaje de los experimentos de recuperacion de ADN. Con mas detalle, Cada agrupacion se
uso para producir dos conjuntos de triplicados que se usaran posteriormente en dos experimentos por agrupacion. En
resumen, las muestras de ADN purificadas se pasaron por el protocolo de extraccion del Método_A y se usaron los
valores previos y posteriores a la extraccion de Nanodrop para calcular el porcentaje de recuperacion de ADN del
sistema del Método_A. El porcentaje de valores promedio de recuperacion de cada uno de los cuatro experimentos
individuales se uso para calcular el promedio y la desviacion tipica de todos los experimentos. En conclusion, la
recuperacion del ADN del Método_A es alta (80 a 90 %) dependiendo de la concentracion total del ADN de entrada.
Aunque el porcentaje de recuperacion del ADN se reduce a medida que aumenta la cantidad de ADN, el intervalo de
concentracion usado en estos experimentos (2 a 6 ug) estda muy por encima de las concentraciones de ADN previstas
que se derivan de las muestras clinicas (cientos de nanogramos; datos no mostrados) (Tabla 3 y Figura 1).

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion del ADN del Método A.
Porcentaje de recuperacion

Entrada de ADN | Promedio | Desviacion tipica
2 ug 90,59022 7,4396196
4 ug 84,20733 4,5165637
6 ug 80,84856 4,5078996
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Ejemplo 3

Fenotipo de ADN extraido, comparacion de rendimiento y pureza con DNeasy

Aproximadamente 0,5 x 108 células de cultivo de laboratorio de NG fueron tratadas de acuerdo con el Método_A para
extraer acidos nucleicos que comprenden ADN por cuadruplicado, comparando el Método_A (20 min de lisis) con
DNeasy (1 h de lisis) usando la parte de extraccion de gram negativa del protocolo. DNeasy fue elegido como patron
de comparacioén puesto que es considerado como uno de los kits de extraccion de ADN de mejor rendimiento en el
mercado. El ADN extraido usando ambos métodos produjo un fenotipo muy similar, juzgado por electroforesis en gel
de agarosa (Figura 2). Ademas, el Método_A produjo especies de ADN con menor peso molecular de mayor
rendimiento que DNeasy. La pureza (A260/A280) y el rendimiento se evaluaron mediante la cuantificacion de
Nanodrop (Tabla 4). Las mayores lecturas del Método_A podrian explicarse principalmente por la diferencia de
cantidad para las bandas de menor peso molecular. Las dos bandas inferiores del gel son, de acuerdo con el proveedor
de la cepa: NCTC (Public Health England), el plasmido criptico de NG y su derivado superenrollado. Por lo tanto, el
sistema del Método A es particularmente eficiente en el aislamiento de plasmidos bacterianos. Los plasmidos
bacterianos son dianas de diagndstico muy importantes, es decir, la resistencia a los antibiéticos por parte de NG, y
el plasmido criptico de Chlamydia trachomatis (CT) conservado entre los serovares. Asimismo, la resistencia a los
antimicrobianos codificados en plasmidos es un fendmeno muy extendido en muchas especies de bacterias; véase,
por ejemplo, el articulo escrito de P.M. Bennett titulado "Plasmid Encoding Antibiotic Resistance: and Transfer of
Antibiotic Resistance Genes in Bacteria (British Journal of Pharmacology (2008) 153, S347-S357).

Tabla 4. Comparacion del rendimiento y la pureza del ADN entre el Método A y DNeasy comercial.

Comparacion del rendimiento y pureza del Método_A vs DNeasy
Concentracion (ng/pl) A260/A280
Promedio | Desviacion tipica | Promedio | Desviacion tipica
Método_A 32,4 0,25819889 2,095 0,031091264
DNeasy 17,7 0,244948974 2,2575 0,073654599
Ejemplo 4
Sensibilidad

Para analizar la sensibilidad de NG del Método_A, se titulé un cultivo de células de laboratorio en un antecedente de
300.000 células epiteliales HelLa, que es un numero muy grande de células nucleadas para muestras de orina reales
(se esperan -7000 células nucleadas humanas por ml de orina). Las titulaciones se realizaron desechando las células
de NG de una placa de agar chocolate (cultivo de NG O/N) y luego suspendiendo las bacterias en 1x PBS. 1/100,
1/1000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000 de titulaciones de la solucibn madre bacteriana se prepararon por
cuadruplicado y se centrifugaron junto con las células Hela, por lo tanto, se adicionan 300.000 células HelLa con
diferentes nimeros de células de NG. Se usaron dos replicados para extraer ADN y otros dos cultivados O/N en placas
de agar chocolate para el recuento viable total (RVT). 5 ul de cada extracto (extracto total de 200 pl de eluato) se us6
como plantilla en una reaccién por PCR (cebadores especificos de NG). 3 ul de amplicones se analizaron en un gel
de agarosa al 2 % (Figura 3). La electroforesis en gel de agarosa no puede usarse para la cuantificacion fiable del
resultado de la amplificacion de la PCR, por lo tanto, se usé una combinacién de valores de RVT y un ensayo de A-
exonucleasa (como se desvela en la solicitud de patente PCT n.° PCT/GB2015/052561) para calcular el nimero de
células de NG viables que se lisaron para cada dilucion y asociarlo a un resultado cuantificable del ensayo. Dado que
las placas de agar chocolate estaban cubiertas con una capa de células de NG para la mayoria de las diluciones, solo
se contaron las placas de 1/1.000.000 y 1/100.000 de dilucién y el nimero de células para el resto de las diluciones
se extrapolaron en funciéon de estos recuentos. La dilucién 1/1.000.000 y 1/100.000 dio un promedio de -30 y 300
células de NG respectivamente, por lo tanto, estos valores se usaron para extrapolar el niumero de células para el
resto de las diluciones.

Asimismo, el ensayo de A-exonucleasa es un ensayo enzimatico de amplificacion isotérmica altamente especifico que
puede aceptar amplicones de PCR como analitos. El resultado de este ensayo es directamente proporcional a la
cantidad inicial de analito segun se controla mediante lecturas en tiempo real en un lector de placas de fluorescencia.
Debido a su alta especificidad, la cuantificacion solo es relevante para la secuencia diana y no para las secuencias
amplificadas no especificas, cebadores-dimeros etc. En este ensayo en particular se interrogd a una region
conservada por NG que estaria presente en el amplicon (Figura 4). Después de 30 minutos de incubacion a 37 C, se
leyeron los valores de UFR en un antecedente de placa lectora y se resto la fluorescencia (muestra de PCR en blanco)
de todas las muestras. En conclusion, el sistema del Método_ A puede usarse para extraer ADN PCRable de unas
pocas decenas a cientos (menor sensibilidad a aproximadamente -30 a 300) de células bacterianas contra un alto
antecedente de células nucleadas humanas.

Ejemplo 5



10

15

20

25

30

35

ES 2819903 T3

Este ejemplo usa el siguiente procedimiento ("Método_B") para extraer acido nucleico que comprende ADN de las
células sedimentadas.

CoO~NO O WN -

. Afiadir 300 pl de solucion de lisis (LiCl 0,8 M, EDTA 10 mM, 1 % de SDS) al sedimento y pipetear a fondo.
. Afadir 20 pl de proteinasa K (20 mg/ml de solucién madre) y agitar con formacion de vértice durante 5 s.

. Incubar a 56 °C durante 20 minutos.

. Afadir 350 pl de (clorhidrato de guanidina 2 M) y agitar con formacion de vértice durante 5 s.

. Afadir 400 pl de etanol y agitar con formacion de vortice durante 5 s.

. Afiadir 600 pl de la solucion resultante a la columna de centrifugacion.

. Centrifugar de 8000 a 11.000 rpm durante 1 minuto.

. Descartar el flujo.

Afadir el resto de la muestra a la columna de centrifugacion.

. Centrifugar de 8000 a 11.000 rpm durante 1 minuto.

. Descartar el flujo.

. Afnadir 500 pl del primer liquido de lavado (LiCl 0,8 M en 50 % de etanol) a la columna de centrifugacion.
. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

. Descartar el flujo.

15. Afadir 500 pl del segundo liquido de lavado (90 % de etanol) a la columna de centrifugacion.

20.

ce
21
22

. Centrifugar a 14.000 rpm durante 3 minutos.

. Descartar el flujo.

. Centrifugar la columna de centrifugacion a 14.000 rpm durante 1 minuto.

. Descartar el flujo.

Anadir de 100 a 200 pl de tampdn de elucion (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 9,0) a la columna de
ntrifugacion.

. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

. Eluir a 8000 rpm durante 1 minuto en tubos Eppendorf de 1,5 ml.

Las velocidades de carga pueden variar (de 8000 a 11.000 rpm) dependiendo de la densidad de la muestra.

Los volumenes de elucion de TE pueden variar (de 100 a 200 ul) dependiendo de la concentracion del extracto que
se necesite.

El Método_B se usé para extraer acido nucleico que comprende ADN de 10° células de Escherichia coli y se cargaron
5 ul de extractos en un gel de agarosa con bromuro de etidio al 1 % junto con una escalera de Hind lll. Los resultados
se muestran en la Fig. 5. Todos los replicados exhibieron una banda de ADN genémico de alto peso molecular junto

con el

Tamb
contin

fenotipo tipico de ARN.

ién se cuantificaron 2 ml de extractos mediante espectrofotometria de nanodrop y los resultados se muestran a

uacién en la Tabla 5.
Numero de Concentracion de acido | A260/A280 | A260/A230
replicado nucleico (ng/pl)
1 179,5 2,06 2,28
2 95,5 2,12 2,71
3 107,7 2,04 2,23
Tabla 5
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REIVINDICACIONES

1. Un método de aislamiento de acidos nucleicos que comprenden ADN de material biolégico, comprendiendo el
método las etapas que consisten en:

(i) efectuar un lisado del material biolégico con una solucién acuosa que comprende litio a una concentracion de
0,05 a menos de 1 M, un agente quelante, y un tensioactivo para producir una composicion acuosa lisada,

(i) tratar la composicion lisada con un soporte solido en presencia de un agente caotropico disuelto a una
concentracion de 0,05 a 2 M y del 25 % al 60 % en volumen en el liquido de un alcanol C4.3 disuelto, siendo dicho
soporte sélido capaz de inmovilizar ADN,

(iii) separar el soporte sdlido del liquido,

(iv) tratar el soporte sélido con una primera solucion de lavado que contiene litio a una concentracion de 0,05 a 1
M, conteniendo dicha primera solucién de lavado del 20 % al 90 % en volumen de un alcanol C4.; disuelto,

(v) separar el soporte solido del primer liquido de lavado,

(vi) tratar el soporte solido con un segundo liquido de lavado que comprende al menos el 80 % en volumen de un
alcanol C1.3, siendo el resto, si lo hubiera, agua,

(vii) separar el soporte solido de la segunda solucién de lavado, y

(viii) eluir el ADN del soporte sélido.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la solucién acuosa descrita en la etapa (i) comprende el
litio a una concentracién de 0,05 a 0,9 M.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la solucién de lisis consiste esencialmente en agua, cloruro
de litio a una concentracion de 0,7 a 0,9 M, EDTA o una sal de sodio del mismo a una concentracion de 5a 15 mM, y
del 0,9 al 1,1 % en peso de SDS, opcionalmente en donde en la etapa (i) el agente caotrdpico es cloruro de guanidinio
a una concentracion de 0,6 a 0,7 M y el alcanol es el etanol presente en una cantidad del 35-40 % en volumen del
liquido.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la solucion de lisis consiste esencialmente en agua, cloruro
de litio a una concentracion de 0,2 a 0,3 M, EDTA o una sal de sodio del mismo a una concentracion de 1 a 5 mM,
cloruro de guanidinio a una concentracion de 0,6 a 0,7 M, SDS en una cantidad del 0,2 al 0,4 % en peso y del 35-40 %
en volumen de etanol.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el primer liquido de lavado
consiste esencialmente en a) agua, cloruro de litio a una concentracion de 0,3 a 0,6 M, y del 45 % al 55 % en volumen
de etanol; o b) agua, cloruro de litio a una concentracion de 0,6 a 1 M, y del 45 % al 55 % en volumen de etanol.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde a) el segundo liquido de lavado
consiste esencialmente en del 80 % al 95 % en volumen de etanol y agua y/o b) el soporte sélido comprende silice;
y/o c) la etapa (iii) se efectda en un tubo de centrifugacién en el que dicho soporte soélido es un filtro y las etapas (iii),
(v), (vii) y (viii) se efectuan con centrifugacion.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6 (c), en donde el filiro comprende fibras de vidrio de borosilicato,
opcionalmente en donde una pluralidad de dichos filtros se proporcionan en el tubo de centrifugacion, opcionalmente
en donde ademas se proporcionan cuatro filtros.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 a), que se efectia completamente a
temperatura ambiente; y/o b) que se efectda sin agitacion con formacion de vértice; y/o c) en donde el material biolégico
del que se van a aislar los acidos nucleicos que comprenden ADN comprende células aisladas, opcionalmente en
donde las células estan en forma de un sedimento.

9. Un kit para extraer acidos nucleicos que comprenden ADN de las células, comprendiendo el kit en combinacion:
(A)

(i) una solucién acuosa que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en agua, cloruro de
litio a una concentracién de 0,7 a 0,9 moles por litro, EDTA o una sal de sodio del mismo a una concentracion
de 5a 15 mM, y del 0,9 al 1,1 % en peso de SDS,

(i) una solucién acuosa de una sal de guanidinio, (preferentemente de aproximadamente 2 M),

(iii) etanol,

(iv) un primer liquido de lavado que contiene cloruro de litio en una concentracion de 0,3 a 0,6 M, conteniendo
dicho primer liquido etanol en una cantidad del 45 % al 55 % en volumen,

(v) un segundo liquido de lavado que comprende al menos el 80 % en volumen de etanol, siendo el resto, si lo
hubiera, agua,

(vi) un tampon de elucion, y

(vii) una columna de centrifugacién que tiene un filtro para inmovilizar ADN;

10
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5 (i) una solucién acuosa que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en cloruro de litio en
una concentracion de 0,2 a 0,3 moles por litro, EDTA o una sal de sodio del mismo en una concentracion de 1
a 5 milimoles por litro, SDS en una cantidad del 0,2-0,4 % en peso, una sal de guanidinio que tiene una
concentracion de 0,6 a 0,7 M y etanol en una cantidad del 35-45 % en volumen,
(i) un primer liquido de lavado que contiene cloruro de litio en una concentracién de 0,3 a 0,6 M, conteniendo
10 dicho primer liquido etanol en una cantidad del 45 % al 55 % en volumen,
(iii) un segundo liquido de lavado que comprende al menos el 80 % en volumen de etanol, siendo el resto, si lo
hubiera, agua,
(iv) un tampon de elucion, y
(v) una columna de centrifugacion que tiene un filtro para inmovilizar ADN.
15
10. Un kit de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el filtro comprende al menos una lamina de fibras de
borosilicato.

11. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el filtro comprende cuatro laminas de fibras de borosilicato.

11
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Porcentaje de recuperacién de ADN
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Figura 1. Porcentaje de recuperacion de ADN del Método_A con barras de error
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Figura 2. Gel de agarosa al 0,8 % de los extractos de ADN cuadruplicados del Método_A y de
DNeasy. El uso del Método_A dio como resultado un mayor rendimiento del ADN plasmidico.
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Figura 3. Gel de agarosa al 2 % de un experimento de titulacion de NG representativo en un
antecedente de 300.000 células Hela. Los extractos de ADN del Método_A son amplificables a
una dilucién de 1/1.000.000 (~ 30 células producen una banda débil).

UFR especifica de NG (ensayo de A-exonucleasa)
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Dilucion de NG en un antecedente de 300.000 células HeLa

Figura 4. Los amplicones de PCR se usaron como analitos en el ensayo de A-exonucleasa.
La sefial especifica de NG se produce a lo largo de la curva de titulacién a una dilucion de
1/1.000.000 (~ 30 células).
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