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DESCRIPCION

Producto y procedimiento de separacién de una
muestra que contiene multiples fuentes de material
genético usando un medio sélido.

Campo de la invenciéon

La presente invencion se dirige al almacenamien-
to, separacion y andlisis de material genético. La in-
vencién es particularmente adecuada para la separa-
cién de un material genético a partir de una muestra
que contiene multiples fuentes de un material genéti-
co que usa un medio sélido.

Antecedentes de la invencién

La purificaciéon de material genético a partir de
una muestra bruta para posterior andlisis puede ser
laboriosa. El inadecuado aislamiento del material ge-
nético a partir de hemoglobina, proteinas u otra sus-
tancia frecuentemente asociada con el material ge-
nético en una muestra bruta puede inhibir o inter-
ferir con algunos procedimientos analiticos tales co-
mo, por ejemplo, la reaccién en cadena de la poli-
merasa (“PCR”). Més aun, si la muestra bruta inclu-
ye material genético procedente de multiples fuen-
tes puede producir la confusion del material genético
analizado.

Las muestras brutas que tienen mdltiples fuentes
de material genético incluyen, por ejemplo, sangre,
heces, fluidos de tejidos, bacterias que contienen plas-
midos, etc. El uso de bacterias para la propagacién de
pladsmidos es comiin en el estudio de la gendmica, bio-
logfa molecular analitica, preparacién de biologia mo-
lecular, etc. Los procedimientos para la propagacién
de bacterias que contienen plasmidos son conocidos.
Los procedimientos comunes para el almacenamiento
de bacterias que contienen pldsmidos antes del ana-
lisis del material genético del plasmido incluyen, por
ejemplo, papel de filtro, plastico, material ceramico,
semi-conductor, metal, etc.

Recientemente, se han convertido en comercial-
mente disponibles nuevos dispositivos y procedimien-
tos para almacenamiento y purificaciéon de material
genético que estan tratados para proteger el material
genético de la degradacion durante el almacenamien-
to y antes del andlisis. Los ejemplos de dichos dis-
positivos incluyen productos bajo el nombre comer-
cial FTA® disponible de Fitzco, Inc., Plymouth, MN.
Otros ejemplos se encuentran descritos en las Patentes
de EE.UU. Nos. 5.807.527; 5.756.126; y 5.496.562 y
la Solicitud de Patente de EE.UU. en tramitacién con
la presente No. de Serie 08/574.888. Otro ejemplo de
un producto relacionado es IsoCode® disponible de
Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire.

La purificacién y andlisis de material genético que
usa un medio sélido, tales como los descritos anterior-
mente, proporcionan muchas ventajas sobre los pro-
cedimientos de almacenamiento en himedo. Sin em-
bargo, si bien estos dispositivos son adecuados para
almacenamiento y tratamiento de material genético,
frecuentemente el material genético se almacena en
la forma de una muestra bruta y puede incluir mate-
rial genético derivado de dos o mas fuentes diferentes.
Por ejemplo, en el caso de una bacteria que contiene
un plasmido, se encuentra presente material genético
procedente tanto de la bacteria como del pldsmido.
De acuerdo con ello, si bien una muestra tinica pue-
de incluir material genético procedente de multiples
fuentes, frecuentemente es ventajoso ser capaces de
distinguir la fuente de cualquier pieza particular de
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material genético cuando se analiza la muestra.

El Documento WO-A-96/18731 describe un pro-
cedimiento de aislamiento de 4cido nucleico a partir
de una muestra, comprendiendo dicho procedimiento
la puesta en contacto de dicha muestra con un deter-
gente y un soporte s6lido, con lo cual el dcido nuclei-
co soluble en dicha muestra se une al soporte, y la
separacion de dicho soporte con el material genético
unido procedente de la muestra.

El Documento WO-A-96/39813 describe un pro-
cedimiento para la inmovilizacién de material genéti-
co sobre un medio sélido seguido de elucién. La Pa-
tente de EE.UU. No. 3.872.082 describe de manera
fortuita (Ejemplo 8) componentes que podrian usarse
en los procedimientos de la presente solicitud.

De acuerdo con ello, existe una continua necesi-
dad de productos y procedimientos que proporcionen
la purificacién o separacién de un material genético
particular a partir de una muestra bruta, incluyendo
una muestra que contenga material genético proce-
dente de mdltiples fuentes.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién pro-
porciona un procedimiento para la separaciéon de un
material genético seleccionado a partir de una mues-
tra bruta que contiene material genético aplicado a un
medio sélido, comprendiendo el procedimiento una
etapa de:

- aplicacién de una solucién de limpieza que es
una solucién alcalina, parcialmente acuosa, la cual in-
cluye un disolvente miscible en agua en combinacién
con una fuente de pH alto para proporcionar una so-
lucién de limpieza de pH 9,0 hasta 13 a la muestra de
material genético sobre el medio sélido, destruyendo
la solucién el RNA en la muestra;

- aplicacién de una solucién de elucién a la mues-
tra de material genético sobre el medio sélido; y

recoleccion del material genético en la solucién de
elucion.

En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un kit para la realizaciéon del procedi-
miento establecido inmediatamente mds arriba, para
el almacenamiento de una muestra de material gené-
tico, comprendiendo el kit:

- un medio solido;

- una solucién de limpieza que es una solucién al-
calina, parcialmente acuosa, la cual incluye un disol-
vente miscible en agua que es un alcohol en combina-
cién con una fuente de pH alto para proporcionar una
solucién de limpieza de pH 9,0 hasta 13, destruyendo
la solucién el RNA en la muestra; y

- una solucién de elucioén.

En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un procedimiento para la separacién de
material genético de un plasmido a partir de material
genético de una bacteria aplicado como una muestra
a un medio s6lido, comprendiendo el procedimiento:

- aplicacién de una muestra que incluye la bacteria
que contiene el plasmido a un medio sé6lido;

- aplicacién de una solucién de limpieza que es
una solucién alcalina, parcialmente acuosa, la cual in-
cluye un disolvente miscible en agua en combinacién
con una fuente de pH alto para proporcionar una solu-
cién de limpieza de pH 9,0 hasta 13 a la muestra sobre
el medio s6lido, destruyendo la solucion el RNA en la
muestra;

- aplicacion de una solucién de lavado a la muestra
sobre el medio sélido;
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- aplicacién de una solucién de elucién a la mues-
tra de material genético sobre el medio sélido; y

- recoleccion del material genético seleccionado
de la bacteria y del pldsmido en las soluciones de elu-
cion.

La presente invencion se dirige a productos y pro-
cedimientos para la purificacién o separacién de un
material genético a partir de una muestra bruta aplica-
da a un medio sélido. En algunas realizaciones, la in-
vencién proporciona la separacién de un material ge-
nético seleccionado a partir de una muestra que con-
tiene material genético procedente de mdltiples fuen-
tes.

A lo largo de la memoria descriptiva, se compren-
derad que pueden proporcionarse guias a través de las
listas de ejemplos. En cada caso, las listas referidas
sirven Gnicamente como un grupo representativo. No
obstante, esto no significa que las listas sean exclusi-
vas.

De acuerdo con la invencién, puede almacenarse
una muestra de material genético sobre un medio s6-
lido tal como se describe mds adelante. Una vez apli-
cado al medio sélido, el material no genético tipica-
mente asociado con una muestra bruta, por ejemplo,
proteinas, grasas, etc., puede separarse del medio s6li-
do seco usando una solucién de limpieza. A continua-
cion, el medio sélido seco puede lavarse usando una
solucién de lavado y la muestra genética analizarse
in situ. Como alternativa, el material genético puede
eluirse del medio sélido y analizarse por separado del
medio sélido.

En algunas realizaciones, la invencién proporcio-
na ademds la purificacién y separacién de un mate-
rial genético seleccionado a partir de una muestra que
incluye material genético, opcionalmente incluyendo
material genético procedente de mas de una fuente.
De acuerdo con esta realizacidén, el material genéti-
co que permanece sobre el medio sélido puede anali-
zarse ademas in situ, o, como alternativa, el material
genético separado del medio sélido puede analizarse
ademads por separado del medio sélido.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se dirige a productos y pro-
cedimientos que proporcionan la separacion de mate-
rial genético derivado a partir de una muestra bruta
que puede contener material genético procedente de
mads de una fuente.

Tal como se usa aqui, el término “material genéti-
co” incluye una secuencia nucleétida que comprende
dos o mas bases nucleétidas incluyendo, por ejemplo,
DNA, RNA, cDNA, oligonucleétidos, genes enteros,
genes parciales, genomas enteros, etc. Una “muestra
bruta” se refiere a una muestra de material genético
que incluye componentes tipicamente asociados con
el material genético in vivo (por ejemplo, proteinas,
grasas, etc.) e incluye, por ejemplo, un bastoncillo bu-
cal, sangre, suero, semen, heces, orina, liquido cere-
broespinal, liquido sinovial, liquido linfético, etc. Una
“muestra bruta” incluye igualmente cultivos bacteria-
nos, suspensiones virales, etc. Una “fuente” a partir de
la cual deriva el material genético incluye, por ejem-
plo, cualquier tipo de célula eucaridtica o procarid-
tica, virus, pldsmidos, fagos, arqueobacterias, plasti-
das, césmidos, viroides, liquidos de tejidos (sangre,
liquido cerebroespinal, liquido linfético, saliva, ori-
na, etc.), etc. En una realizacién, los procedimientos
y productos de la invencién son particularmente ade-
cuados para la purificacién de material genético plas-
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mido y la separacién de material genético de plasmi-
dos procedentes de bacterias que contienen los plas-
midos.

De acuerdo con la invencién, una muestra que
contiene material genético puede aplicarse y alma-
cenarse sobre un medio que comprende una matriz
soporte tal como papel (celulosa, nitrocelulosa, etc.),
plastico, material cerdmico, semi-conductor, metal, u
otro material poroso o superficie micro-indentada o
superficie equipada con microporos o microtrabécu-
las. Ademds, los procedimientos de la invencién pue-
den usarse igualmente sobre muestras genéticas apli-
cadas y almacenadas sobre una matriz semi-sélida tal
como gel de agar, gel de agarosa, gel de poliacrilami-
da, etc.

El medio de almacenamiento puede incluir igual-
mente uno o mas componentes que protegen al
material genético almacenado de dafios o degrada-
cién, proteinas desnaturalizadas o que son ttiles pa-
ra el andlisis del material genético almacenado. En
las Patentes de EE.UU. Nos. 5.939,259; 5.807.527;
5.756.126; y 5.496.562, se describen ejemplos de al-
gunas de dichas matrices.

Tal como se usa aqui, el “andlisis” del material
genético incluye procedimientos usados en la técni-
ca para analizar DNA o RNA tales como secuencia-
cién, amplificacién, hibridacién, sondado, restricciéon
endonucleasa, clonacién por ligamiento, preparacién
para espectroscopia de masa o irradiacién, o cualquier
otro procedimiento que se lleve a cabo para obtener
informacién sobre el material genético. El material
genético puede analizarse inmediatamente después de
tomar la muestra o almacenarse para posterior andli-
sis.

De acuerdo con la invencidn, parte o la totalidad
del andlisis a llevar a cabo sobre una fuente particu-
lar de material genético puede analizarse in situ (es
decir, sobre el medio) en tanto que la fuente(s) que
no han de ser analizadas se separan del medio antes
del andlisis. Como alternativa, el material genético a
analizar puede separarse del medio, por ejemplo, las
fuentes de material genético que no han de ser anali-
zadas pueden permanecer sobre el medio y el mate-
rial genético a analizar separarse del medio antes del
andlisis. De acuerdo con ello, para analizar una fuente
particular de material genético a partir de una muestra
de multiple fuente, los procedimientos aqui descritos
proporcionan la separacion selectiva a partir del me-
dio sé6lido de o bien el material genético a analizar
o bien el material genético (y/o material no genético
asociado) que no ha de ser analizado.

En una realizacién, una muestra de material gené-
tico puede incluir el material genético de una bacteria
(por ejemplo, DNA y/o RNA) y el material genético
de un plasmido (por ejemplo, DNA) que esta conte-
nido dentro de las bacterias. En un ejemplo de esta
realizacién, puede aplicarse al medio una muestra hu-
meda de las bacterias que contienen el plasmido y de-
jarla secar. Después del secado, y tipicamente antes
del anélisis del material genético, se separan el mate-
rial genético de las bacterias y el plasmido.

Tanto el material genético bacteriano como el ma-
terial genético del pladsmido pueden separarse del me-
dio y el material genético que permanece sobre el me-
dio analizarse in situ y/o el material genético separa-
do del medio analizarse por separado del medio. En
un ejemplo, el material genético del pldsmido puede
separarse del medio y el material genético bacteriano
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dejarse sobre el medio. Si se desea analizar el mate-
rial genético del pldsmido, el pldsmido puede eluirse
dentro de una solucién de elucién a partir de la cual
puede llevarse a cabo el andlisis posterior del material
genético del plasmido. Como alternativa, si se desea
analizar el material genético de las bacterias, una vez
que el material genético del plasmido se ha separa-
do del medio, el material genético bacteriano puede
analizarse in situ sobre el medio.

De acuerdo con el ejemplo anterior, para separar el
material genético del plasmido del material genético
bacteriano, puede aplicarse una solucién de limpieza
para separar los componentes de la muestra bruta que
estan presentes sobre el medio y los cuales pueden in-
terferir con, o no son necesarios para, el andlisis del
material genético. La solucién de limpieza puede es-
tar seguida por una solucién de lavado. Posteriormen-
te, puede aplicarse una solucién de elucién para se-
parar el material genético de la fuente(s) seleccionada
para ser separada sin separar substancialmente el ma-
terial genético seleccionado para permanecer sobre el
medio.

Tal como se usa aqui, una “solucién de limpieza”
proporciona la separacién del material no genético.
El material no genético incluye constituyentes de la
muestra tales como proteinas, grasas, residuos celu-
lares, 4cidos tecoicos bacterianos, taninos de plantas,
otros productos de plantas secundarios o componen-
tes del medio tales como agentes desnaturalizantes de
protefnas (por ejemplo, detergentes; urea; sales gua-
nidio, tales como tiocianato de guanidina, isotiocia-
nato de guanidina, clorhidrato de guanidina; yoduro
sddico; agentes quelantes tales como EDTA; trampas
de radicales libres tales como dcido trico o una sal
de urato, tiocianato de guanidina, etc.; agentes pro-
tectores; etc. En algunas realizaciones, tal como du-
rante la preparacion de pladsmidos, la solucion de lim-
pieza puede proporcionar igualmente la separacion de
RNA, por ejemplo, mediante la destruccién selectiva
de RNA en solucion alcalina.

En una realizacién, la solucién de limpieza pue-
de ser una “solucién alcalina, parcialmente acuosa”
(PAA). Tal como se usa aqui, una solucién “PAA” in-
cluye un disolvente miscible en agua (por ejemplo, al-
cohol, metanol, etanol, propanol, butanol, sus dioles o
polioles isémeros, etc.; acetona, etc.) en combinacién
con una fuente de pH alto. Cuando el disolvente mis-
cible en agua es alcohol etanol, las concentraciones
de etanol pueden ser aproximadamente 30 hasta 90%,
tipicamente aproximadamente 45% hasta 70%. Gene-
ralmente, una fuente de “pH alto” proporciona un pH
de soluciéon PAA de aproximadamente 9,0 hasta 13,
preferiblemente aproximadamente 11. Los ejemplos
de fuentes de pH alto incluyen: NaOH, KOH, LiOH,
hidréxido con base nitrégeno cuaternario, aminas ter-
ciaria, secundaria o primaria, etc. Una PAA preferida
puede funcionar como un agente desnaturalizante asi
como un disolvente para solubilizacién y separacién
de proteina del medio.

En un ejemplo de separaciéon de DNA plasmido
y mantenimiento de DNA bacteriano sobre el medio
sélido, la reticulacién complementaria y el tamafio re-
lativo del DNA bacteriano facilita la retencién al me-
dio sdlido. Sin embargo, es previsible que las secuen-
cias de DNA o las secuencias NA péptidas (PNA) que
unen covalentemente al medio pueden ser usadas pa-
ra potenciar la unién diferencial de una fuente de ma-
terial genético sobre otra. [gualmente, puede propor-
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cionarse la unién potenciada de un tipo de material
genético frente a otro mediante la incorporacién de
algunas caracteristicas de fase inversa al medio. Di-
chas caracteristicas de fase inversa pueden ser pro-
porcionadas, por ejemplo, siliconizando ligeramente
un medio hidréfobo o uniendo grupos bencilo, naftilo
o similares.

Tal como se usa aqui, una “solucién de lavado”
proporciona la separacién de material no genético que
permanece después de la separacién de la solucién
de limpieza asi como la separacién o neutralizacién
de componentes de la solucién de limpieza. General-
mente, una solucién de lavado puede comprender el
disolvente miscible en agua de la solucién de limpie-
za. De acuerdo con ello, esta incluye alcoholes tales
como metanol, etanol, propanol, butanol, sus dioles o
polioles isémeros, etc; acetona, etc. La solucién de la-
vado puede estar o bien sin tamponar o bien contener
un tampo6n a pH neutro o ligeramente por debajo de
pH 7,0. Cuando se encuentra presente, un tampén ad-
yuva en la neutralizacion del dlcali de la solucion de
limpieza. La composicién del tampén se selecciona
de manera que las trazas del tampdn que son arras-
tradas a través del procedimiento de preparacion sean
compatibles con la posterior aplicacién del material
genético. Por ejemplo, los tampones Tris y EDTA son
adecuados si el uso final del DNA es para estar en for-
ma de una solucién en tampones que contienen ED-
TA. Sin embargo, un tampén preferido para uso gene-
ral es acetato amonico a concentraciones entre 5 mM
y 100 mM, con o sin una pequefia cantidad de EDTA,
por ejemplo, EDTA 0,1 mM.

Tal como se usa aqui, una “solucién de elucién”
es una solucién que separa selectivamente el mate-
rial genético de una o mds fuentes a partir del medio
sin separar substancialmente otras fuentes. Tal como
se usa aqui “substancialmente” significa que aunque
la separacién de la fuente(s) de material genético se-
leccionado a separar y la fuente(s) seleccionadas para
permanecer pueda no ser perfecta, la separacion es su-
ficiente para proporcionar resultados analiticos fiables
del material genético a analizar. En una realizacién ti-
pica, la solucién de elucién es una solucién de elucién
salina. Los ejemplos de soluciones de elucién salinas
adecuadas incluyen 4cido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), citrato sédico, acetato, tampén Tris EDTA
(TE), acetato aménico (por ejemplo, concentracién
10 mM), etc. El tamp6n Tris EDTA puede preparar-
se combinando base libre de Tris 10 mM y EDTA 1
mM, y ajustando a pH 8 con HCIL.

En una realizacion, la solucién de elusién puede
contener igualmente acetona etandlica, metanol, pro-
panol, butanol, etc. y sus dioles y polioles isémeros.
Los componentes anteriores pueden estar presentes en
niveles mds bajos que los contenidos en la solucién de
limpieza y/o lavado, por ejemplo, 0% hasta 55% v/v.
La concentracién preferida de estos componentes pa-
ra extraccién no selectiva es, sin embargo, de 0%.

Después de la aplicacion de la solucién de elucién,
el material genético a eluir a partir del medio, pue-
de ser eluido usando procedimientos tales como cen-
trifugacion, vacio, difusion, electroforesis y electro-
Osmosis.

La invencién se describird adicionalmente con re-
ferencia a los Ejemplos siguientes. Deberia darse por
entendido que los Ejemplos no estdn destinados a li-
mitar la invencion, sino mas bien unicamente a clari-
ficar el procedimiento de la invencidn.
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Ejemplos
Ejemplo 1

El procedimiento de este Ejemplo es ventajoso pa-
ra usar cuando son necesarios una pequefla cantidad
de plasmidos a partir de grandes niimeros de mues-
tras tal como, por ejemplo, cuando la secuenciacién
de grandes nimeros de pldsmidos. De acuerdo con
este Ejemplo, se minimiza la manipulacién al mismo
tiempo que puede incrementarse el tiempo consumido
por el procedimiento. Todas las operaciones se lleva-
ron a cabo a temperatura ambiente (es decir, aproxi-
madamente 20°C).

Se centrifugaron 1 ml de cultivos de cepa DH10B
de Escherichia coli (E. coli) conteniendo plasmidos
pBC-SR durante 5 minutos a 150.000 rpm. Cada gra-
nulo centrifugado se recogié en 10:1 de agua con una
traza de azul de bromocresol como indicador de la po-
sicién y, a continuacion, se depositd sobre una pieza
de papel FTA® (disponible de Fitzco, Inc., Plymouth,
MN) en forma de una mancha azul, se dejé secar y se
almaceno en seco.

Se sacaron recortes de 3 x 2 mm procedentes
de las manchas de plasmidos coloreados sobre papel
FTA® y se introdujeron en un tubo vacfo. Sobre los
discos se agreg6 1 ml de una solucion de limpieza de
NaOH 0,1 M en etanol al 52,5% v/v 'y, a continuacion,
se agité suavemente para lavar e hidrolizar durante 40
minutos.

La solucién de limpieza se aspir$ y se agregd una
solucién de lavado de 1,0 ml de etanol al 95% y se
agité suavemente a temperatura ambiente y, a conti-
nuacion, se seco.

Se aplic6 una solucién de elucién de 15:1 de tris
EDTA 5 mM a pH 8,3 al disco y se dejé durante una
noche a 4°C para permitir la elucién del plasmido. La
solucién de elucién y el eluyente se separaron del tu-
bo. El producto se electroforetizé sobre gel de agarosa
al 1% y se visualizé con bromuro de etidio median-
te tecnologia convencional. Se observaron bandas de
plasmido débiles pero claras con la movilidad espera-
da y con un brillo indicativo de un rendimiento satis-
factorio para la muy pequefia cantidad de material de
partida.

Ejemplo 2

Este Ejemplo es ventajoso para usar cuando son
necesarias mayores cantidades de pldsmidos, como
por ejemplo, cuando ha de llevarse a cabo el mapa-
je de restriccidn. Este Ejemplo usa la decantacién por
centrifugacion para separar soluciones del papel en
lugar de largos periodos de difusién, La decantacién
por centrifugacién se realiz6 a 2.500 rpm y cada de-
cantacién consumié 5 minutos mds para la centrifuga-
cion. Todas las operaciones se llevaron a cabo a tem-
peratura ambiente (20°C).

Una mancha de E. coli conteniendo el plasmido,
la cual se habia mantenido durante 6 dias sobre pa-
pel FTA® tal como se ha descrito en el Ejemplo 1, se
cort6 en 4 secciones y una de las cuatro secciones, de
4 mm cuadrados aproximadamente, se colocé en un
aparato adecuado para la decantacién por centrifuga-
ciéon (por ejemplo, un tubo de ensayo con un agujero
en el fondo, dentro de otro tubo que recoge el eluato)
y se recolectaron los eluatos centrifugados. Otros sis-
temas adecuados para decantacion resultardn obvios
para los expertos en la técnica.

Se aplic6 4 veces solucion de limpieza 150:1 du-
rante aproximadamente 2,5 minutos cada vez. La so-
lucién de limpieza estaba formada por alcohol al 62%
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y el resto agua con una composicion total para el agua
mas el alcohol de NaOH 0,1 M. La seccién se lavd
dos veces durante aproximadamente 2 minutos cada
vez usando 150:1 de alcohol al 95%/agua. El tiempo
transcurrido de limpieza y lavado, incluyendo el tiem-
po de centrifugacion, fue aproximadamente de 1 hora.
Se aplicé una solucién de elucién 15:1 de tampén TE
durante 1 minuto seguido de centrifugacién.

El producto observado en el tampén TE se electro-
foretizé sobre gel de agarosa al 1% y se visualizé con
bromuro de etidio mediante tecnologia convencional.
Se observaron bandas de las clases de tamafio espe-
radas con intensidades apropiadas para la cantidad de
E. coli del que procedian.

Ejemplo 3

El presente Ejemplo describe la purificaciéon de
una muestra de DNA de sangre almacenado sobre un
medio sélido y la posterior separacién del DNA del
medio sélido.

Un disco de 6 mm de sangre seca (aproximada-
mente 16 ul) se aplicé previamente a papel FTA® dis-
ponible de Fitzco, Inc., Plymouth, MN. La muestra
se lavé dos veces con una solucién de limpieza de
1,0 ml de NaCO; 0,3 M a temperatura ambiente. El
primer lavado fue durante 30 minutos seguido de as-
piracién y el segundo lavado durante 20 minutos se-
guido de aspiracién y centrifugacién. A continuacion,
la muestra se lavé con 4cido acético 50 mM duran-
te aproximadamente 2 minutos seguido decantacién
por centrifugacion y secado por calentamiento duran-
te 10 minutos a 99°C. Posteriormente, se aplicaron a
la muestra 20 ul de NaCO; 15 mM a 99°C durante
2-2,5 minutos y, a continuacién, se eluy6 con 2 par-
tes alicuotas de 50 ul de agua. El eluyente se conge-
16 en lotes de 10 ul y posteriormente se analizé con
éxito mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

Ejemplo 4

Se recort6 un disco de 6 mm de una muestra de
sangre almacenada sobre papel FTA®. El material no
genético (en particular proteinas y componentes del
papel FTA®) se limpi6 con agitacién suave del disco
con 2 lavados de 500 ul de NaCOj; 0,3 M. El primer
lavado fue de 25 minutos (suficientemente largo pa-
ra embeber la sangre). El segundo lavado fue de 10
minutos y, posteriormente, la muestra se decanté por
centrifugacion.

La solucién de limpieza se separé mediante lavado
y decantacién por centrifugacién con 3 partes alicuo-
tas de 200 ul cada una de agua. La muestra se expuso
al agua durante 1 a 2 minutos entre cada lavado. Al
llegar a este punto, el color de la sangre del disco se
habia perdido substancialmente.

Se aplicé 4cido bérico 2 mM en una cantidad su-
ficiente para mojar cada disco (aproximadamente 14
ul) y se introdujo en un autoclave de laboratorio a
121-124°C. El autoclave se fijé para ciclo himedo a
una presién aproximada de 140 kPa. Las muestras se
trataron en el autoclave durante aproximadamente 5 a
10 minutos, tipicamente durante aproximadamente 7
minutos. Una vez alcanzada en el autoclave la tempe-
ratura y presion ambiente, se aplicaron a cada disco
100 ul de agua y el DNA se eluy6 con dos partes ali-
cuotas de 100 1 de agua. Cada parte alicuota se sepa-
r6 de la muestra mediante decantacién por centrifuga-
cion. Posteriormente, el DNA recolectado se analizd
mediante PCR.

Durante el uso de este procedimiento, deberia te-
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nerse cuidado de no dafiar el DNA por unos tiempos
excesivos de tratamiento en autoclave. Una vez elui-
do el DNA, deberia mantenérsele enfriado, protegido
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mediante la adicién de TE o un tampén alcalino simi-
lar con una pequeiia cantidad de EDTA, o bien usarse
inmediatamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la separacién de un ma-
terial genético seleccionado a partir de una muestra
bruta que contiene material genético aplicado a un
medio sélido, comprendiendo el procedimiento una
etapa de:

- aplicacién de una solucién de limpieza que es
una solucién alcalina, parcialmente acuosa, la cual in-
cluye un disolvente miscible en agua en combinacién
con una fuente de pH alto para proporcionar una so-
lucién de limpieza de pH 9,0 hasta 13 a la muestra de
material genético sobre el medio sélido, destruyendo
la solucién el RNA en la muestra;

- aplicacién de una solucién de elucién a la mues-
tra de material genético sobre el medio sélido; y

- recoleccion del material genético en la solucién
de elucidn.

2. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacion 1, en el que la muestra bruta incluye material
genético procedente de multiples fuentes.

3. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacion 1, en el que el material genético seleccionado
ademds se analiza mediante reaccioén en cadena de la
polimerasa.

4. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacién 1, en el que el material genético seleccionado
ademds se analiza mediante polimorfismo de tamaiio
de los fragmentos de restriccion.

5. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacién 1, en el que se analiza el material genético no
separado del medio sélido.

6. El procedimiento de acuerdo con la Reivindica-
cién 5, en el que el material genético no separado del
medio sélido se analiza mediante reaccién en cadena
de la polimerasa in situ.

7. El procedimiento de acuerdo con la Reivindica-
cion 1, en el que el medio sélido comprende:

- una matriz sélida, y

- un agente desnaturalizante de proteinas.

8. El procedimiento de acuerdo con la Reivindica-
cién 7 que comprende ademds una trampa de radica-
les libres.

9. El procedimiento de acuerdo con la Reivindica-
cién &, en el que el agente desnaturalizante de protei-
nas es un detergente y la trampa de radicales libres es
cido drico o una sal de urato.

10. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacion 8, en el que el agente desnaturalizante de pro-
tefnas y la trampa de radicales libres es tiocianato de
guanidina.

11. El procedimiento de acuerdo con la Reivin-
dicacion 8, en el que el agente desnaturalizante de
proteinas es clorhidrato de guanidina y la trampa de
radicales libres es acido trico o una sal de urato.

12. El procedimiento de acuerdo con la Reivin-
dicacion 7, en el que el agente desnaturalizante de
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proteinas es una sal de guanidinio.

13. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacién 8, en el que la trampa de radicales libres es
tiocianato de guanidina.

14. El procedimiento de acuerdo con la Reivindi-
cacion 8, en el que el agente desnaturalizante de pro-
tefnas es urea y la trampa de radicales libres es dcido
drico o una sal de urato.

15. Un kit para la realizacién del procedimiento
de acuerdo con la Reivindicacién 1, comprendiendo
el kit:

- un medio sdlido;

- una solucién de limpieza que es una solucién al-
calina, parcialmente acuosa, la cual incluye un disol-
vente miscible en agua que es un alcohol en combina-
cién con una fuente de pH alto para proporcionar una
solucién de limpieza de pH 9,0 hasta 13, destruyendo
la solucién el RNA en la muestra; y

- una solucién de elucidn,
en el que el kit no comprende la combinacién de un
medio sélido que es una placa de capa espesa de gel
de silice, una solucién de limpieza que es una mez-
cla de isopropanol/amoniaco/agua en una relacién de
7:1:2, y una solucién de elucién que es agua.

16. El kit de acuerdo con la Reivindicacion 15, en
el que la solucién de limpieza comprende etanol e hi-
dréxido sédico.

17. El kit de acuerdo con la Reivindicacién 15, en
el que la solucién de elucién es una solucién de elu-
cién salina.

18. El kit de acuerdo con la Reivindicacion 17, en
el que la solucién salina comprende acetato amoénico
10 mM.

19. El kit de acuerdo con la Reivindicacién 17, en
el que la solucidn salina comprende bicarbonato amé-
nico 10 mM.

20. Un procedimiento para la separacion de mate-
rial genético de un plasmido a partir de material gené-
tico de una bacteria aplicado como una muestra a un
medio s6lido, comprendiendo el procedimiento:

- aplicacidn de una muestra que incluye la bacteria
que contiene el plasmido a un medio sé6lido;

- aplicacién de una solucién de limpieza que es
una solucion alcalina, parcialmente acuosa, la cual in-
cluye un disolvente miscible en agua en combinacién
con una fuente de pH alto para proporcionar una solu-
cién de limpieza de pH 9,0 hasta 13 a la muestra sobre
el medio s6lido, destruyendo la solucion el RNA en la
muestra;

- aplicacion de una solucién de lavado a la muestra
sobre el medio sélido;

- aplicacién de una solucién de elucién a la mues-
tra de material genético sobre el medio sélido; y

- recoleccion del material genético seleccionado
de la bacteria y del plasmido en las soluciones de elu-
cién.
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