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DESCRIPCIÓN 

Cribado genético prenatal no-invasivo 

Campo de la invención 

Esta invención se refiere en general al aislamiento del ácido nucleico fetal y cribado prenatal o prueba de anomalías 
genéticas y cromosómicas. 5 

Antecedentes de la invención 

Por lo general, el cribado o prueba prenatal se realiza para determinar el género del feto o para detectar trastornos 
genéticos y/o anomalías cromosómicas en el feto durante el embarazo. Al día de hoy, se han reconocido más de 
4000 trastornos genéticos, causados por uno o más genes defectuosos. Algunos ejemplos incluyen Fibrosis 
Quística, Enfermedad de Huntington, Talasanemia Beta, Distrofia Miotónica, Anemia de Células Falciformes, 10 
Porfiria, y Síndrome del X Frágil. La anomalía cromosómica se causa por aberraciones en el número de 
cromosomas, duplicación o ausencia del material cromosómico, y por defectos en la estructura del cromosoma. 
Algunos ejemplos de anomalías cromosómicas son las trisomías, a saber la trisomía 16, una de las causas 
principales de aborto involuntario en el primer trimestre, la trisomía 21 (síndrome de Down), la trisomía 13 (síndrome 
de Patau), trisomía 18 (síndrome de Edwards), síndrome de Klinefelter (47, XXY), (47, XYY), y (47, XXX); la 15 
ausencia de cromosomas (monosomía), por ejemplo, síndrome de Turner (45, X0); translocaciones cromosómicas, 
deleciones y/o microdeleciones, por ejemplo, Translocación Robertsoniana, síndrome de Angelman, síndrome de 
DiGeorge y síndrome de Wolf-Hirschhorn. 

Las pruebas genéticas prenatales disponibles actualmente suelen incluir procedimientos invasivos. Por ejemplo, 
muestreo de vellosidades coriónicas (CVS) realizado en una mujer embarazada en torno a las 10-12 semanas de 20 
embarazo y la amniocentesis realizada en torno a las 14-16 semanas, todas incluyen procedimientos invasivos para 
obtener la muestra para la prueba de anomalías cromosómicas en un feto. Las células fetales obtenidas a través de 
estos procedimientos de muestreo, generalmente se examinan para detectar anomalías cromosómicas utilizando 
análisis citogenéticos o de hibridación fluorescente in situ (FISH). 

Mientras que estos procedimientos pueden ser útiles para la detección de aberraciones cromosómicas, se ha 25 
demostrado que se asocian con el riesgo de aborto involuntario. Por consiguiente, la amniocentesis o CVS solo se 
ofrece a las mujeres que se consideran en un riesgo mayor, incluyendo aquellas de edad maternal avanzada (>35 
años), aquellas con cribado de suero maternal anormal o aquellas que han tenido una previa anomalía cromosómica 
fetal. Como resultado de estas pruebas, el porcentaje de mujeres mayores de 35 años que dieron luz a bebes con 
aberraciones cromosómicas tales como síndrome de Down ha disminuido drásticamente. Sin embargo, la falta del 30 
cribado o pruebas prenatales apropiadas o relativamente seguras, para la mayoría de mujeres embarazadas se ha 
traducido en cerca del 80% de bebes con síndrome de Down que nacen de mujeres por debajo de los 35 años de 
edad. 

De esta manera, existe una necesidad de pruebas de cribado de diagnóstico para la población general de mujeres 
embarazadas, especialmente las pruebas dirigidas a identificar aberraciones cromosómicas fetales, así como otros 35 
defectos o variaciones genéticas. 

Li et al (Clinical Chemistry (2004) 50(6):1002-1011) describe el análisis de ADN fetal en plasma maternal. 

Adinolfi and Sherlock (Human Reproduction Update (1997) 3(4):383-392) revelan que las células trofoblásticas 
humanas se pueden recuperar mediante procedimientos mínimamente invasivos a partir del canal endocervical entre 
6 y 15 semanas de gestación, y que la incidencia con las que las células fetales se pueden detectar en muestras de 40 
células transcervicales (TCC) varía de acuerdo con el método de recolección y las técnicas moleculares empleadas 
para su identificación. 

WO98/54364 describe métodos no-invasivos para detectar la presencia de secuencias de ácido nucleico específicas 
mediante el análisis de muestras de orina para la presencia de ácidos nucleicos que han cruzado la barrera del 
riñón, incluyendo los métodos para detectar secuencias de ácido nucleico fetal específicas mediante el análisis de 45 
orina materna para la presencia de ácidos nucleicos fetales. 

Resumen de la invención 

La presente invención se basa, en parte, en el descubrimiento de que la mucosa cervical es un buen depósito 
natural para células de la placenta que migraron, por ejemplo, células fetales así como para el aislamiento de ácidos 
nucleicos fetales. En consecuencia, la presente divulgación provee los métodos y kits útiles para la prueba o el 50 
cribado de anomalías genéticas en fetos, utilizando ácidos nucleicos fetales aislados a partir de muestras de moco 
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cervical. Además, la presente divulgación provee cebadores y sondas útiles para la amplificación del ácido nucleico 
de, por ejemplo, marcadores genéticos, especialmente utilizando amplicones de tamaño relativamente pequeño en 
el cribado genético fetal. 

En una modalidad de la invención, se provee un método para conducir una prueba genética de un feto. El método 
comprende el aislamiento, mediante el fraccionamiento de tamaño, una muestra de ácido nucleico a partir de una 5 
muestra de moco cervical obtenida de un sujeto femenino que contiene el feto, en donde la muestra de ácido 
nucleico consiste esencialmente de polinucleótidos en un tamaño que varía de aproximadamente 50 pares de base 
a aproximadamente 300 pares de base y en donde el resultado de una prueba genética en la muestra de ácido 
nucleico es indicativo de una composición genética del feto. 

En otra modalidad de la invención, se provee un método del aislamiento de una muestra de ácido nucleico fetal. El 10 
método comprende el aislamiento, mediante el fraccionamiento de tamaño, una muestra de ácido nucleico que 
consiste esencialmente de polinucleótidos de aproximadamente 50 pares de base a aproximadamente 300 pares de 
base en longitud de una muestra de moco cervical obtenida de un sujeto femenino que contiene el feto. 

También se revela un kit de prueba genética apropiado, para la prueba de la composición genética de un feto. El kit 
comprende un par de cebadores apropiado, para amplificar un alelo deseado o marcador genético, en donde el 15 
fragmento amplificado del nucleótido es menos de aproximadamente 200 pares de base y en donde el alelo deseado 
no se asocia únicamente con el cromosoma Y. En otras modalidades, el kit comprende una muestra aislada de ADN 
a partir de una muestra de moco cervical obtenida de un sujeto femenino que contiene el feto. La muestra de ADN 
consiste esencialmente de polinucleótidos en un tamaño que varía de aproximadamente 50 pares de base a 
aproximadamente 200 pares de base. 20 

También se revela una muestra aislada de ADN útil para pruebas genéticas de un feto. La muestra de ADN se 
puede obtener, mediante el aislamiento de fragmentos de ADN en un tamaño que varía de aproximadamente 50 
pares de base a aproximadamente 200 pares de base a partir de una muestra de moco cervical obtenida de un 
sujeto femenino que contiene el feto. 

Breve descripción de las figuras 25 

FIG. 1 muestra el fraccionamiento de tamaño de ADN total obtenido de moco cervical en un gel de poliacrilamida al 
10%. La "Banda A," correspondiente a una longitud de polinucleótido de aproximadamente 50-200 pares de base 
contiene ADN fetal. 

FIG. 2 muestra un ejemplo de electroferograma de PCR demostrando que en un experimento las señales fetales 
corresponden entre el ADN de tejido fetal y el fragmento de 50-200 bp de ADN aislado de una muestra de moco 30 
cervical. 

FIG. 3 muestra otro ejemplo de electroferograma de PCR demostrando que en otro experimento las señales fetales 
corresponden entre el ADN de tejido fetal y el fragmento de 50-200 bp de ADN aislado de una muestra de moco 
cervical. 

Descripción detallada de la invención 35 

El descubrimiento de la presente invención es que las muestras de moco cervical pueden ser una gran fuente de 
células fetales así como de ácidos nucleicos fetales. En consecuencia, la presente divulgación provee métodos, 
reactivos y kits útiles para la prueba o el cribado de anomalías genéticas del feto, utilizando ácidos nucleicos 
aislados a partir de muestras de moco cervical. 

Además, la presente divulgación provee los cebadores y sondas útiles para la amplificación del ácido nucleico, por 40 
ejemplo, de marcadores genéticos, especialmente el uso de amplicones de tamaño relativamente pequeño en el 
cribado genético fetal. 

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proveen los métodos para conducir pruebas genéticas de 
un feto mediante el aislamiento de una o más muestras de ácidos nucleicos a partir de una o más muestras de moco 
cervical obtenidas de un sujeto femenino que contiene el feto. En general, la muestra del ácido nucleico útil para los 45 
métodos de la presente invención puede ser una muestra de ADN, muestra de ARN, o una combinación de estas 
incluyendo cualquiera ADN, ADNc, o ARN derivado de una o más muestras de ácidos nucleicos aislados de una o 
más muestras de moco cervical. 

En una modalidad, la muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente invención es una muestra de 
ADN. En otra modalidad, la muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente invención es 50 
sustancialmente libre de proteínas o polipéptidos. La muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente 
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invención se aísla mediante cualquier método de fraccionamiento de tamaño conocido o descubierto más tarde 
incluyendo, pero no limitando a, electroforesis en gel, electroforesis capilar, matrices de exclusión por tamaño, y 
columnas de fraccionamiento por tamaño. 

La muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente invención está en un rango de tamaño 
representativo, o sustancialmente asociado, con ácido nucleico fetal. En otra modalidad, la muestra de ácido 5 
nucleico útil para los métodos de la presente invención está en un rango de tamaño sustancialmente libre de ácido 
nucleico a partir del huésped del feto. Por ejemplo, la muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente 
invención puede estar en un rango de tamaño de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 pares de base, de 
aproximadamente 50 a aproximadamente 250 pares de base, de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 
pares de base, de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 pares de base, o de aproximadamente 50 a 10 
aproximadamente 100 pares de base o una combinación de estos, y opcionalmente, no contiene una cantidad 
sustancial, por ejemplo, más de 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, o 5% de ácidos nucleicos de cualquier otro intervalo de 
tamaño o fuente. 

De acuerdo con la presente invención, la muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente invención 
ha sido aislada de una muestra de moco cervical a partir del huésped de un feto, por ejemplo, una mujer 15 
embarazada. La muestra de moco cervical de la presente invención podría haber sido obtenida a partir del huésped 
de un feto, en cualquier momento durante el embarazo, por ejemplo, durante el primer o segundo trimestre, por 
cualquier medio conocido hasta ahora o descubierto más tarde en la técnica. En general, una muestra de moco 
cervical, por ejemplo una muestra de moco endocervical, se puede obtener utilizando técnicas tales como hisopos 
transcervicales, lavado endocervical, raspado cervical, citocepillo, aspiración, lavado intrauterino, o una combinación 20 
de estos. 

En una modalidad, la muestra de moco cervical de la presente invención es una muestra fresca, por ejemplo, sin 
procesamiento o conservación sustancial. En otra modalidad, la muestra de moco cervical es una muestra 
conservada de una muestra fresca, por ejemplo, conservada en un medio de transporte o conservación, acuoso 
apropiado, o alternativamente, una muestra de un medio que contiene ácidos nucleicos percolados de una o más 25 
muestras de moco cervical. Sin estar ligado a ninguna teoría, se cree que el ácido nucleico se difunde fuera del 
moco cervical en un fluido que está en contacto con el moco. El ácido nucleico fetal estará presente tanto en la 
muestra de moco cervical así como en el medio en el cual, la muestra se almacena y/o transporta. En consecuencia, 
la muestra de ácido nucleico útil para los métodos de la presente invención se puede obtener directamente a partir 
de la muestra de moco cervical, o del medio, por ejemplo, medio de conservación, medio de transporte, o cualquier 30 
medio acuoso, es decir en contacto con el moco cervical. Ejemplos de medio de transporte incluyen, pero no se 
limitan a, cualquier medio de cultivo de tejido conocido por un experto en la técnica, por ejemplo, medio RPMI-1640. 
En incluso otra modalidad, la muestra de moco cervical de la presente invención se mantiene o almacena entre 
aproximadamente 4°C y aproximadamente 20°C, por ejemplo, en un medio basal bajo en calcio. 

En incluso otra modalidad, la muestra de moco cervical de la presente invención es una muestra tratada, por 35 
ejemplo, una muestra fresca o muestra conservada tratada con cualquier reactivo(s) apropiado(s) para facilitar la 
disolución mucosa, que a su vez, ayuda en el aislamiento de los componentes de ácido nucleico a partir de la 
muestra. Por ejemplo, la muestra de moco cervical puede ser una muestra tratada con agente(s) mucolítico(s) o 
mucinasa(s), por ejemplo, N-acetil-L-cisteína, L-cisteína, ditiotreitol (DTT), bromhexina clorhidrato, y cualquiera de 
las hialuronidasas, incluyendo hialuronato liasa, hialuronoglucosarninidasa, y hialuronglucuronidasa. En otro 40 
ejemplo, la muestra de moco cervical de la presente invención es una muestra tratada con enzima(s), por ejemplo, 
la(s) enzima(s) de hidrólisis del azúcar tales como -galactosidasa o invertasa, o proteinasa, o pepsina o 
combinaciones de estas. La muestra de moco cervical también puede ser tratada con productos químicos conocidos 
en la técnica para inducir la apoptosis para liberar el ácido nucleico fetal. 

En otra modalidad, la muestra de moco cervical de la presente invención es una muestra tratada para enriquecer el 45 
ácido nucleico fetal y/o reducir el contenido de ácido nucleico maternal. Por ejemplo, la muestra de moco cervical se 
puede tratar para reducir o degradar cualquier ácido nucleico, por ejemplo, ADN que es característico del ADN 
materno. Uno de dichos ácidos nucleicos es el ADN materno hipermetilado. Se puede utilizar cualquier medio para 
reducir, degradar, o remover selectivamente el ADN materno hipermetilado, incluyendo sin ninguna limitación, las 
enzimas de restricción específicas de metilación tales como McrBC (BioLabs), anticuerpos específicos para ADN 50 
materno hipermetilado tales como anticuerpos anti-5’-metil-citosina y/o anticuerpos anti-proteína -2 de enlace 
metilCpG (MeCP2), o ligandos o proteínas tales como MeCP2 que unen específicamente las islas CpG metiladas en 
ADN materno. 

De manera alterna, el ácido nucleico fetal se puede enriquecer utilizando marcadores específicos de ácidos 
nucleicos fetales. Por ejemplo, se puede utilizar ADN hipometilado maspina como un marcador del ADN fetal. En un 55 
caso, se puede tratar el ADN de la mucosa cervical total con bisulfito de sodio, el cual puede inducir cambios 
químicos en el ADN fetal hipometilado mediante el cual una citosina no metilada de ADN fetal se convierte en uridina 
(U). Tal cambio se puede utilizar para aislar o enriquecer preferencialmente el ADN fetal, por ejemplo, para 
amplificar preferencialmente el ADN fetal que contiene uridina(s) convertida a partir de la citosina(s). 
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De acuerdo con la presente invención, la muestra de ácido nucleico de la presente invención se puede utilizar para 
realizar el cribado o las pruebas genéticas de un feto. En particular, la muestra de ácido nucleico de la presente 
invención se puede utilizar para el cribado o la prueba de la composición genética de un feto, por ejemplo, 
composición cromosómica, composición génica, o marcador genético o patrón de huella digital de un feto. En una 
modalidad, el cribado o la prueba de una composición genética de un feto incluye el sondeo de anomalías 5 
cromosómicas incluyendo, sin ninguna limitación, monosomía, monosomía parcial, trisomía, trisomía parcial, 
translocación cromosómica, duplicación cromosómica, deleción cromosómica o microdeleción, e inversión 
cromosómica. 

En general, el término "monosomía" se refiere a la presencia de solo un cromosoma de un par de cromosomas. La 
monosomía es un tipo de aneuploidía. La monosomía parcial ocurre cuando el brazo largo o corto de un cromosoma 10 
se pierde. Los trastornos genéticos humanos comunes que surgen de la monosomía incluyen: X0, un solo 
cromosoma X en lugar de los dos (XX) habituales vistos en una mujer normal (también conocido como síndrome de 
Turner); síndrome del cri du chat, una monosomía parcial causada por una deleción del final del brazo corto p (de la 
palabra petit, Francés para pequeño) del cromosoma 5; y Síndrome de Deleción 1p36, una monosomía parcial 
causada por una deleción en el final del brazo corto p del cromosoma 1. 15 

En contraste, el término "trisomía" se refiere a la presencia de tres, en lugar de los dos cromosomas, normales de un 
tipo numerado particular en un organismo. En consecuencia, la presencia de un cromosoma 21 extra, se conoce 
como trisomía 21. La mayoría de las trisomías, como la mayoría de otras anomalías en el número de cromosomas, 
causa defectos distintivos en el nacimiento. Muchas trisomías causan aborto involuntario o muerte a una edad 
temprana. Una trisomía parcial ocurre cuando parte de un cromosoma extra se une a uno de los otros cromosomas, 20 
o si uno de los cromosomas tiene dos copias de parte de su cromosoma. Una trisomía en mosaico es una condición 
donde el material cromosómico extra, existe solo en algunas de las células del organismo. Mientras que una trisomía 
puede ocurrir con cualquier cromosoma, pocos bebes sobreviven al nacimiento con la mayoría de las trisomías. Los 
tipos más comunes que sobreviven sin aborto espontáneo en humanos incluyen: Trisomía 21 (síndrome de Down); 
Trisomía 18 (síndrome de Edwards); Trisomía 13 (síndrome de Patau); Trisomía 9; Trisomía 8 (síndrome 2 de 25 
Warkany); Trisomía 16 (que es la más común de las trisomías en humanos, que ocurre en más del 1% de 
embarazos. Esta condición, sin embargo, usualmente resulta en aborto involuntario espontáneo en el primer 
trimestre). La trisomía que involucra los cromosomas sexuales incluyen: XXX (Síndrome del Triple X); XXY 
(síndrome de Klinefelter); y XYY (Síndrome XYY). 

En otra modalidad, el cribado o la prueba de una composición genética de un feto incluyen sondeo de anomalías del 30 
gen o del alelo. Por ejemplo, una o más mutaciones tales como mutaciones puntuales, inserciones, deleciones en 
uno o más genes. 

En incluso otra modalidad, el cribado o la prueba de una composición genética de un feto incluye el sondeo de uno o 
más patrones del polimorfismo o marcadores genéticos, por ejemplo, secuencias aleatorias cortas repetidas (STRs), 
polimorfismos de nucleótido único (SNPs), etc. 35 

En incluso otra modalidad, el cribado o prueba de una composición genética de un feto incluye sondeo de cualquier 
anormalidad genética correspondiente a o asociada con una condición o trastorno, por ejemplo, Fibrosis Quística, 
Anemia de Célula Falciforme, Fenilcetonuria, Enfermedad de Tay-Scahs, Hiperplasia Suprarrenal, Anemia Fanconi, 
Atrofia Muscular Espinal, Distrofia Muscular de Duchenne, Enfermedad de Huntington, Talasanemia Beta, Distrofia 
Miotónica, Síndrome del X Frágil, Síndrome de Down, Síndrome de Edwards, Síndrome de Patau, Síndrome de 40 
Klinefelter. Síndrome del Triple X, Síndrome XYY, Trisomía 8, Trisomía 16, Síndrome de Turner, Translocación 
Robertsoniana, Síndrome de Angelman, Síndrome de DiGeorge, Síndrome de Wolf-Hirschhorn, Síndrome de RhD, 
Esclerosis Tuberosa, Ataxia Telangieltasia, y Síndrome de Prader-Willi.. 

En incluso otra modalidad, el cribado o la prueba de una composición genética de un feto incluye el sondeo de 
cualquier anormalidad genética que no se asocia únicamente con el cromosoma Y. 45 

En incluso otra modalidad, el cribado o la prueba de una composición genética de un feto incluye el sondeo de 
cualquier condición genética correspondiente a o asociada con el género o la paternidad del feto. 

Por lo general, las pruebas genéticas proporcionadas por la presente invención utilizan la muestra de ácido nucleico 
de la presente invención ya sea directamente o como plantilla para ensayos de pruebas de la composición genética 
"basadas en la amplificación", incluyendo sin ninguna limitación, reacción en cadena de la polimerasa ("PCR"), 50 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real ("RT-PCR"), reacción en cadena de la ligasa ("LCR"), 
replicación de secuencia autosostenida ("3SR") también conocida como amplificación basada en la secuencia de 
ácido nucleico ("NASBA"). Amplificación por Q-B replicasa, amplificación por círculo rodante ("RCA"), amplificación 
mediada por la transcripción ("TMA"), amplificación de ADN ligador-asistido ("LADA"), amplificación por 
desplazamiento múltiple ("MDA"), tecnología invasora y amplificación por desplazamiento de hebra ("SDA"). La 55 
amplificación de un fragmento de nucleótido utilizando un par de cebadores específicos para un alelo indica la 
presencia del alelo. 
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En una modalidad, los ensayos de pruebas de la composición genética "basados en la amplificación" de la presente 
invención, incluyen el uso de cebadores para generar amplicones menores de aproximadamente 200 pares de base, 
menores de aproximadamente 150 pares de base, o entre aproximadamente 75 a aproximadamente 150 pares de 
base. Los cebadores de la invención ejemplares utilizados en los ensayos basados en la amplificación se proveen 
en estos documentos. En una modalidad, los cebadores de la invención incluyen, pero no se limitan a, los pares de 5 
cebadores de SEQ ID NOs: 1 y 2; SEQ ID NOs: 3 y 4; SEQ ID NOs: 5 y 6; SEQ ID NOs: 9 y 10; SEQ ID NOs: 11 y 
12; y SEQ ID NOs: 13 y 14. En otra modalidad, los cebadores ejemplares de la invención incluyen, pero no se limitan 
a, los conjuntos de cebadores enumerados en las Tablas 2, 3, 4 y 5. 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, la invención provee un método de aislamiento de una 
muestra de ácido nucleico fetal. El método comprende el aislamiento, mediante el fraccionamiento de tamaño, una o 10 
más muestras de ácidos nucleicos a partir de una muestra de moco cervical obtenida de un huésped materno de un 
feto, en un rango de tamaño enriquecido con ácidos nucleicos fetales. Ejemplos de tal rango de tamaño incluyen sin 
ninguna limitación de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 pares de base, de aproximadamente 50 a 
aproximadamente 250 pares de base, de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 pares de base, de 
aproximadamente 50 a aproximadamente 150 pares de base, o de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 15 
pares de base o una combinación de estos. En una modalidad, la muestra de ácido nucleico no contiene una 
cantidad sustancial, por ejemplo, más de 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, o 5% de ácidos nucleicos a partir de cualquier otro 
rango de tamaño o fuente. 

La divulgación también provee una muestra aislada de ácido nucleico, útil para pruebas genéticas de un feto. La 
muestra de ácido nucleico, por ejemplo, se puede obtener una muestra de ADN, mediante el aislamiento de 20 
fragmentos de ácido nucleico de aproximadamente 50 pares de base a aproximadamente 100, 200, 300, 400, 500, o 
1000 pares de base en longitud de una muestra de moco cervical obtenida de un sujeto femenino que contiene el 
feto. En una modalidad, estos fragmentos de ácido nucleico se obtienen a partir del ácido nucleico total aislado a 
partir de la muestra de moco cervical, mediante un método de fraccionamiento de tamaño. En otra modalidad, el 
ácido nucleico aislado es sustancialmente libre de componentes no-ácido nucleico. 25 

La divulgación también provee kits útiles para pruebas o cribado genético de un feto. En una modalidad, el kit 
contiene uno o más pares de cebadores útiles para ensayos de pruebas de la composición genética y opcionalmente 
una o más sondas útiles para detectar producto(s) amplificado(s) por los cebadores. En otra modalidad, el kit 
contiene uno o más pares de cebadores útiles para la prueba de uno o más polimorfismos o marcadores genéticos 
de un feto. En incluso otra modalidad, el kit contiene uno o más pares de cebadores que son útiles para la 30 
generación de amplicones menores de aproximadamente 200 pares de base, menores de aproximadamente 150 
pares de base, o entre aproximadamente 75 a aproximadamente 150 pares de base. En incluso otra modalidad, el 
kit contiene uno o más pares de cebadores para uno o más cromosomas designados y los cebadores se seleccionan 
de los conjuntos de cebadores enumerados en las Tablas 2, 3, 4 o 5. En otra modalidad, el kit contiene los pares de 
cebadores de SEQ ID NOs: 1 y 2; SEQ ID NOs: 3 y 4; SEQ ID NOs: 5 y 6; SEQ ID NOs: 9 y 10; SEQ ID NOs: 11 y 35 
12; SEQ ID NOs: 13 y 14; o una combinación de estas. El kit también opcionalmente puede contener una o más 
sondas y/u otros reactivos apropiados útiles para detectar el o los productos amplificados, mediante los cebadores. 
Además, el kit puede comprender las instrucciones para el uso del par de cebadores para la prueba de la 
composición genética de un feto. 

En incluso otra modalidad, el kit contiene una o más muestras de ácidos nucleicos de la presente divulgación. En 40 
otra modalidad, el kit contiene la muestra de moco cervical de la presente divulgación y una instrucción para el 
aislamiento de la muestra de ácido nucleico de la presente divulgación a partir de la muestra de moco cervical. 

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos tienen la intención de ilustrar, pero no limitar la invención de ninguna manera, estado, o 
forma, ya sea explícita o implícitamente. Mientras que son típicos de aquellos que se podrían utilizar, otros 45 
procedimientos, metodologías, o técnicas conocidas por los expertos en la técnica alternativamente se pueden 
utilizar. 

Ejemplo 1 

Este Ejemplo describe la recolección y el aislamiento del ADN fetal de mujeres embarazadas. 

Las muestras de mucosa cervical se obtuvieron de los pacientes, después de la debida autorización, mediante el 50 
método de citocepillo. En el método de citocepillo, un citocepillo de frotis de Papanicolau (por ejemplo, MedScand-
AB, Malmo, Sweden) se insertó a una profundidad máxima de 2 cm y se retira mientras que se rota una vuelta 
completa (i.e., 360°). Con el fin de retirar las células transcervicales atrapadas en el cepillo, el cepillo se agitó en un 
tubo de ensayo que contiene 2-3 ml de un medio de cultivo de tejido (por ejemplo, medio RPM1-1640, disponible de 
ATCC, Virginia) en la presencia de 1% de antibiótico Penicilina Estreptomicina. Con el fin de concentrar las células 55 
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transcervicales sobre portaobjetos para microscopio, los portaobjetos con citospina se prepararon utilizando por 
ejemplo, una Cytofunnel Chamber Cytocentrifuge (Thermo-Shandon, England). Las condiciones utilizadas para la 
citocentrifugación dependen de la turbidez de la muestra transcervical; si la muestra contenía solo unas pocas 
células, las células primero se centrifugan durante cinco minutos y luego se suspenden con 1ml de medio fresco. 
Una vez preparada, los portaobjetos con citospina se pueden mantener en 95% de alcohol hasta su posterior uso. 5 

Se extrajo el ADN de las muestras mucosas, tejidos fetales o el medio de transporte utilizando el kit Roche’s 
Apoptotic DNALadder siguiendo el protocolo del fabricante con una ligera modificación. Las muestras mucosas se 
incubaron con un volumen igual de solución reguladora de lisis, durante 30 minutos a 2 horas o hasta que todas las 
mucosas se han disuelto. Algunas muestras necesitaron ser homogeneizadas con una aguja larga de 1,5 pulgadas 
de calibre 21, para facilitar la disolución completa de la mucosa. El ADN de la mucosa total luego fue fraccionado por 10 
tamaño en PAGE al 10%, también conocido como gel TEB al 10% (Invitrogen), bajo condiciones no-
desnaturalizantes, y la banda pequeña, de ADN de longitud de 100-250 pares de base (ver Figura 1) se cortó, 
después de la tinción del gel con tinte SYBR Gold. El ADN fetal a partir del gel fue extraído remojando el gel triturado 
en acetato de sodio 0.3M (pH 5.5) a 37°C durante la noche, seguido por la desalación del ADN utilizando el kit de 
Purificación de ADN Genómico Promega Wizard SV. 15 

Ejemplo 2 

Este Ejemplo demuestra que el ADN obtenido a partir de las muestras de mucosa cervical después de la purificación 
PAGE es en efecto ADN fetal. 

El ADN total obtenido a partir del hisopo cervical, se fraccionó por tamaño sobre PAGE al 10%, y la banda pequeña, 
de ADN de 50-250 pares de base (ver Figura 1) se cortó. El ADN fue extraído del PAGE utilizando solución 20 
reguladora de Enlace de Membrana Promega, y su concentración se determinó, con un Espectrofotómetro 
NanoDrop-1000. 

10-20 ng de este ADN fraccionado por tamaño se amplificó, mediante PCR con los cebadores designados para 
amplificar las regiones STR cortas (por ejemplo, D22S1045, CSF1PO, D2S441 para detalles ver la Tabla 1). 

Los componentes de reacción de PCR típicos fueron:  25 

dNTP 10 mM  2.0 l 

MgCl2 25 mM  1.5 l 

Cebadores 50 mM  0.5 l 

Plantilla 1 g/l  2.0 l 

Ampli Taq Gold  0.5 l 

10X Solución reguladora PCR 2.5 l 

Agua  16.0 l 

El ciclo de PCR típico consistió de: Temperatura de desnaturalización de 94 °C, durante 30 seg., la temperatura de 
hibridación varía de 56 a 62°C dependiendo de la longitud del cebador, la extensión de hizo a 72 °C. El número de 
ciclos utilizados osciló de 26 a 40. 

Estos cebadores también fueron utilizados para la reacción de PCR con el ADN extraído a partir de tejidos fetales y 
el ADN total de la mucosa, sin fraccionar. En las FIG. 2 y FIG. 3 se muestran los electroferogramas de PCR que 30 
demuestran que la fracción de ADN de 50-200 pares de base resultó en los mismos alelos fetales como los vistos en 
PCR de tejido fetal. 
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Ejemplo 3 

Este Ejemplo demuestra que los marcadores mini-STR detectan los alelos fetales. 

Los marcadores de la invención mini-STR se utilizaron para detectar los alelos fetales a partir del ADN extraído de 
las muestras clínicas de mucosa cervical. La Tabla 1, a continuación, resume los resultados obtenidos. D1S1677-F y 
-R, D22S 1045-F y -R, D10S1248-F y -R, TPOX, Mini-LFG33-F y -R, y Mini-LFG34-F y -R son los cebadores 5 
ejemplares de la invención. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para realizar una prueba genética de un feto que comprende el aislamiento, mediante el 
fraccionamiento de tamaño, una muestra de ácido nucleico a partir de una muestra de moco cervical obtenida a 
partir de un sujeto femenino que contiene el feto, la muestra de ácido nucleico que consiste esencialmente de 
polinucleótidos en un tamaño que varía de aproximadamente 50 pares de base a aproximadamente 300 pares de 5 
base, y en donde el resultado de una prueba genética en la muestra de ácido nucleico, es indicativo de una 
composición genética del feto. 

2. El método de la reivindicación 1, en donde la muestra de moco cervical se obtiene mediante hisopos 
transcervicales, un lavado endocervical, un citocepillo, una aspiración, un lavado intrauterino, o una combinación de 
estos. 10 

3. El método de la reivindicación 1, en donde la muestra de ácido nucleico es una muestra de ADN o una muestra de 
ARN. 

4. El método de la reivindicación 1, que además comprende el uso de la muestra aislada de ácido nucleico para la 
prueba de una composición genética que no se asocia únicamente con el cromosoma Y, en donde la composición 
genética de la muestra aislada de ácido nucleico es indicativa de la composición genética del feto. 15 

5. El método de la reivindicación 4, en donde la composición genética se selecciona del grupo que consiste de 
trisomía, trisomía parcial, duplicación cromosómica, monosomía, monosomía parcial, deleción cromosómica, 
translocación cromosómica, e inversión cromosómica. 

6. El método de la reivindicación 4, en donde la composición genética es indicativa de un condición patológica 
seleccionada del grupo que consiste de Síndrome de Down, Síndrome de Edwards, Síndrome de Patau, Síndrome 20 
del X Frágil, Síndrome de Turner, Síndrome de Klinefelter, Síndrome de Triple X, Síndrome XYY, Trisomía 8, 
Trisomía 16, Síndrome de Wolf-Hirschhorn, y Síndrome de RhD. 

7. El método de la reivindicación 1, que además comprende el uso de la muestra aislada de ácido nucleico como 
una plantilla para una prueba genética utilizando una tecnología de ensayo seleccionada del grupo que consiste de 
PCR, PCR en tiempo real, LCR, Q-B-replicasa, SDA, RCA, TMA, LADA, MDA, y la tecnología invasora. 25 

8. El método de la reivindicación 1, que además comprende el uso de la muestra aislada de ácido nucleico para la 
prueba de la presencia de un marcador genético o un alelo en el feto, en donde la presencia del marcador genético o 
alelo se basa en la amplificación de un fragmento de nucleótido utilizando un par de cebadores específicos para el 
marcador genético o alelo. 

9. El método de la reivindicación 8, en donde el alelo corresponde a una condición genética seleccionada del grupo 30 
que consiste de anemia de célula falciforme, Fenilcetonuria, enfermedad de Tay-Sachs, Fibrosis Quística, beta-
Talasemia, Hiperplasia Suprarrenal, Anemia de Fanconi, Atrofia Muscular Espinal, Distrofia Muscular de Duchenne, 
Enfermedad de Huntington, Distrofia Miotónica, Translocación Robertsoniana, Síndrome de Angelman, Síndrome de 
DiGeorge, Esclerosis Tuberosa, Ataxia Telangieltasia, y Síndrome de Prader-Willi. 

10. El método de la reivindicación 8, en donde el par de cebadores se selecciona del grupo que consiste de 35 
cebadores de SEQ ID NOs:17 y 18, SEQ ID NOs: 15 y 16, SEQ ID NOs: 19 y 20, SEQ ID NOs: 21 y 22, SEQ ID 
NOs: 1 y 2; SEQ ID NOs: 3 y 4; SEQ ID NOs: 5 y 6; SEQ ID NOs: 9 y 10; SEQ ID NOs: 11 y 12; SEQ ID NOs: y 14, y 
un conjunto de cebadores enumerado en las Tablas 2, 3, 4 o 5. 

11. Un método del aislamiento de una muestra de ácido nucleico fetal que comprende: el aislamiento, mediante el 
fraccionamiento de tamaño, una muestra de ácido nucleico que consiste esencialmente de polinucleótidos de 40 
aproximadamente 50 pares de base a aproximadamente 300 pares de base en longitud a partir de una muestra de 
moco cervical obtenida de un sujeto femenino que contiene el feto. 
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