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Kit de extraccion de ADN/ARN genémico
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Uso previsto

MagnetiDNA 2 es un kit diseflado para la extraccién de dcido desoxirribonucleico (ADN)
y/o &cido ribonucleico (ARN) mediante el uso de perlas magnéticas a partir de muestras
de suspensiones de células, hisopados respiratorios y/o saliva.

Introduccion

Los dcidos nucleicos estdn formados por nucledtidos y su estructura se compone de fres
partes: un azicar de cinco carbonos o pentosa (Desoxirribosa para el ADN o Ribosa para
el ARN), uno o mds grupos fosfato y una base nitrogenada [1].

El uso de ADN/ARN tiene una gran variedad de aplicaciones como lo es el diagndstico
molecular, para ello es necesario realizar la extraccion de dcidos nucleicos (ADN/ARN),
la cual consiste en una lisis celular para liberar las moléculas en una fase acuosa que es
separada de los restos celulares por centrifugacién. Las proteinas son removidas de la
fase acuosa con solventes orgdnicas (como fenol o cloroformo). El écido nucleico, que
permanece en la fase acuosa, precipita con etanol y posteriormente es purificado y
suspendido en el eluyente adecuado. El material genéfico resultante se podrd utilizar
para hacer el diagndstico mediante la técnica molecular adecuada (PCR, NESTED-PCR,
gPCR, RT-PCR, RFLPS, AFLP’s, entre ofras) [1]. Asimismo, la extraccién de ADN y ARN se
utiliza para investigaciones, aplicaciones clinicas y experimentales en dreas de la
medicina humana, veterinaria y procesos industriales. Su estudio es fundamental para
comprender cémo se desarrollan las enfermedades, cémo se desenvuelve el organismo
y crear nuevos fratamientos [2]. La extraccidn de ADN/ARN puede ser a partir de una
amplia gama de muestras como: células bacterianas y de mamiferos, tejidos vegetales,
tejidos fungicos, tejidos de mamiferos, sangre, plasma, suero, virus, hisopos bucales y
nasales, etc. [3]. Sin embargo, es indispensable que los dcidos nucleicos sean de gran
calidad y pureza segun su uso [4].

Principio

Este kit aprovecha la carga del ADN/ARN, una propiedad quimica de los dcidos
nucleicos, ya que esfos poseen una carga negafiva debido a los grupos fosfato
presentes en su estructura, lo que permite capturar dicho material utilizando moléculas
cargadas positivamente [5]. Las perlas magnéticas consisten en un cenfro de hierro
recubierto por resina que confiere una carga positiva en su superficie, éstas se
encuentran suspendidas en un buffer con cierto pH para mantener las cargas tfanto de
la superficie de las perlas magnéticas como la de los dcidos nucleicos, con ayuda del
buffer de lisis celular (contiene agentes desnaturalizantes de proteinas vy lipidos) tendrd
la funcién de lisar las células presentes en la muestra, de esta forma facilitard a las perlas
magnéticas capturar los dcidos nucleicos, una vez redlizado dicho proceso con ayuda
de un imdn o magneto se atraerdn los nUcleos de hierro permitiendo la separacion de
las perlas del resto de componentes de la muestra (proteinas, lipidos entre otros) para
luego eliminar dichos componentes por pipeteo. Mientras las perlas son retenidas en la
pared del microtubo por el imédn/magneto se realizard un proceso de lavado con el
buffer de lavado, el cual, tiene la funcién de eliminar todos los componentes no
deseados posteriormente se elimina todo el buffer de lavado para finalmente eluir las
perlas magnéticas en una solucidén acuosa con pH bdsico con el fin de neutralizar el pH
de las perlas liberando los dcidos nucleicos capturados [4].

] INSTRUCCIONES DE USO
PASO UNO: PREPARACION DE LA MUESTRA
Obtencién: Esto dependerd del tipo de muestra, por lo tanto, considere lo siguiente:

Identifiqgue cada uno de los materiales provistos por el kit de extraccidén MagnetiDNA 2 y
asegurese de contar con todo lo necesario, consulte la pdg. 7, seccién Contenido.

A. Oral o nasofaringea
o Obtenga la muestra con ayuda de un hisopo, luego almacénelo en
seco (sin ningun medio de preservacién) en un recipiente estéril.
Posteriormente, resuspenda el hisopo en 400 uL de buffer de
preservacién, mezcle por vortex y transfiera el contenido a un tubo de
1.5a2mL.
B. De esputo
o Recolecte la muestra de acuerdo alas técnicas de obtencidn de esputo
y fome 200 uL de esputo y agregue 200 uL de buffer de preservacion en
un tubo de 1.5-2 mL.
C. Sangre
o Siga el procedimiento estdndar para la toma de muestra de sangre,
luego obtenga los leucocitos utilizando una solucién de lisis de eritrocitos
(para mds informacidén contacte al proveedor), centrifugue vy
resuspenda en 400 pL de Solucidon de preservacion.
D. Cullivos bacterianos

o Obtenga el pellet bacteriano de al menos 1 mL de bacterias y

resuspenda en 400 pL de Solucidon de preservacion.
E. Muestras sdlidas de tejidos/alimentos:

o  Triture y mezcle 60-100 mg (aproximadamente) en 130 uL de solucién
isoténica de cloruro de sodio (SSI) o buffer PBS 1X (o ufilice la técnica
para friturar de su preferencia) después agregue 200 uL de solucién
de preservacion.

F. Suspensién de células (hisopado en solucién/buffer de transporte)
o  Transfiera 200 uL de la suspensién a un tubo de 1.5-2 mL y agregue 200
JL de Solucién de preservacion.
Nota: En caso de que requiera procesar mds cantfidad de muestra, puede hacerlo
calculado la proporcion de los reactivos a emplear pues estos estdn pensados para
muestras de mdaximo 500 pL.

PASO DOS: EXTRACCION
Identifiqgue cada uno de los materiales provistos por el kit de extraccidén MagnetiDNA 2y
asegurese de contar con todo lo necesario, consulte la pdg. 7, seccién Contenido.

I Agregue 200 pL de buffer de unidn y 20 uL de proteinasa K a la
muestra. Mezcle por pipeteo hasta que se vea homogéneo.

Il Incube las muestras a 60 °C por 20 minutos mezclando por vortex
cada 5 minutos.
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V.

VL.

VII.

Cenfrifugue cada muestra a 3500 rom durante 1 minutfo, recolecte
toda la muestra y coldquela en nuevo tubo de 1.5-2 mL.

Nota: Si desea eliminar el ARN, agregue 4 pyL de RNasa A (100
mg/mL) a la muestra.

CENTRIFUGA

Agregue 300 uL de isopropanol a la muestra luego agite las perlas
magnéticas hasta que se visualice una solucidn homogénea,
después coloque 20 uL de las perlas magnéticas en la muestra.

Perlas
magnéticas

-
Mezcle por vortex durante 10 segundos luego deje reposar a
temperatura ambiente por 5 minutos o mezcle por vortex cada 2
minutos las perlas para evitar su precipitacion y asegurar la
interaccion de estas con la muestra.

Cologue el tubo en una gradilla magnética, déjelo en esa posicion
hasta que se aprecie que la mayoria de las perlas magnéticas se
han aglomerado cerca delimdn (aproximadamente 1 minuto).

Gradilla magnética

Retire completamente el sobrenadante sin quitar el tubo de la
gradilla y sin llevarse las perlas magnéticas.

Gradilla magnética

PASO TRES: LAVADO
Identifiqgue cada uno de los materiales provistos por el kit de extraccidén MagnetiDNA 2 y
asegurese de contar con todo lo necesario, consulte la pdg. 7, seccién Contenido.

VI.

VII.

VIIl.

Retire el tubo de la gradilla magnética, agregue 600 uL de buffer de
lavado, cierre el tubo y mezcle por vortex durante 10 segundos.
Coloque el tubo en una gradilla magnética, déjelo en esa posicidn
hasta que se aprecie que la mayoria de las perlas magnéticas se
han aglomerado cerca del imdn (aproximadamente 1 minuto).
Retire completamente el sobrenadante sin quitar el tubo de la
gradilla y sin llevarse las perlas magnéticas.

Retire el tubo de la gradilla magnética, agregue 600 uL de etanol al
80%, cierre el tubo y mezcle por vortex durante 1 minuto.

Coloque el tubo en una gradilla magnética, déjelo en esa posicion
hasta que se aprecie que la mayoria de las perlas magnéticas se
han aglomerado cerca delimdn (aproximadamente 1 minuto).
Refire completamente el sobrenadante sin quitar el tubo de la
gradila y sin llevarse las perlas magnéticas.

Repita dos veces mds el paso IV al VI para realizar un total de tres
lavados con etanol al 80%.

Abra el tubo con la muestra y déjelo en un lugar limpio (no
exteriores) por 2 a 5 minutos para eliminar los residuos de etanol.

PASO CUATRO: LIBERACION
Identifique cada uno de los materiales provistos por el kit de extraccidn MagnetiDNA 2 y
asegurese de contar con todo lo necesario, consulte la pdg. 7, seccién Contenido.

Reftire el tubo de la gradilla magnética, agregue de 50-100 uL de
buffer de elucion, cierre el tubo y mezcle por vortex durante 20
segundos.

Nota: Considere emplear 50 uL cuando requiera la mayor
concenfracién y 100 yL para una concentracion mds diluida de
ADN/ARN, esto con base en la calidad de la muestra procesada y
el volumen a emplear para los ensayos.

Incube el tubo por 10 minutos a 60 °C y mezcle por vortex cada 3
minutos para evitar la precipitacién de las perlas.

Coloque el tubo en una gradilla magnética, déjelo en esa posicidn
hasta que se aprecie que la mayoria de las perlas magnéticas se
han aglomerado cerca delimdn (aproximadamente 1 minuto).
Recolecte completamente el sobrenadante (ADN/ARN) sin quitar el
tubo de la gradilla y sin llevarse las perlas magnéticas.

Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5-2 mL y rotule.
Nota: Si no usard el ADN/ARN inmediatamente, almacénelo a
temperaturas iguales o menores a -20 °C.



Estabilidad y almacenamiento de los reactivos
- Almacene cada componente segun lo indicado.
- No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad.

Contenido

INCLUIDOS

e Buffer de elucién (4 mL)
¢ Buffer de lavado (32 mL) * Micropipetas
o Buffer de preservacion (32 e Microtubo(s) antiadherente de 1.5 mL

mL). e RNasa A (100 mg/mL)
e Buffer de uniéon (11 mL) e Soporte magnético para aplicaciones
¢ Perlas magnéticas (1.05 mL) moleculares o imdn de alta potencia
e Proteinasa K (1.05 mL) e Vortex
e Etanol al 80% (32 mL)
e [sopropanol absoluto (18 mL)

REQUERIDOS PERO NO INCLUIDOS
e Centrifuga

NOTA: Algunos de los reactivos/equipos pueden ser adquiridos en conjunto o por
separado, para ello visite www.amunet.com.mx

Consideraciones adicionales

- Asegurese de utilizar la cantidad indicada de cada reactivo, ya que demasiada o
muy poca puede conducir a una desviacion de los resultados.

- Se puede sustituir el buffer de elucion por agua pura destilada y estéril, agua libre de
nucleasas o buffer TE (Tris-EDTA) si el experimento asi lo requiere.

- No infercambie reactivos de diferenfes lotes ni use reactivos de ofras pruebas
disponibles comercialmente. Los componentes de esta prueba se combinan con
precision para un rendimiento éptimo.

- Las consumibles deben ser nuevos. Se recomienda irradiar con luz UV por 15 minutos
anfes de su uso, las micropipetas previamente limpiadas con cloro y etanol
asegurese de no dejar residuos.

- Se recomienda el uso de equipo de proteccion al trabajar muestras.

- PRECAUCION: Permita que los reactivos y las muestras se descongelen
completamente anfes de su uso. Mezcle el reactivo suavemente anfes de usar
teniendo la precaucién de no generar espuma. Regrese a su temperatura de
almacenamiento después de su uso.

- Evite interrupciones prolongadas de los pasos del ensayo. Asegure las mismas
condiciones de frabajo para todos los tubos.

- Calibre las micropipetas con frecuencia para asegurar la precision de la distribucion
de muestras/reactivos. Use puntas diferentes de micropipeta en cada muestra y
reactivo para evitar contaminacién cruzada.

- El kit podria verse afectada por el polvo, reactivos quimicos y/o sustancias como
hipoclorito de sodio, dcidos, dlcalis, etanol, etc. No realice el ensayo en presencia
de estas sustancias y ufilice puntas nuevas de preferencia con filtro.

-Todas las muestras de origen bioldgico deben considerarse potencialmente
infecciosas. El cumplimiento estricto de las Buenas Prdcticas de Laboratorio (BPL)
puede garantizar la seguridad del personal.

- Todos los productos de desecho generados por esta prueba deben disponerse de
acuerdo a la NOM-087 vigente sobre el manejo de Residuos Bioldgico infecciosos.
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