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MagnetiDNA plus

Kit de extraccion de ADN/ARN gendmico

Hoja de datos del producto.
Para uso exclusivo en investigacion.
Almacene a temperatura ambiente.
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Este kit es fabricado por:

Amunet S.A. de C.V.
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1. Uso previsto
MagnetiDNA es un kit disenado para la extraccion de dcido desoxirribonucleico (ADN) o de dcido ribonucleico
(ARN) mediante el uso de perlas magnéticas a partir de diferentes tipos de muestras.

2., Descripcidn

Este kit permite la extraccion de ADN o ARN a partir de diferentes tipos de muestras como: sangre, suero, plasma,
saliva, hisopados de vias respiratorias superiores, esputo, cultivos bacterianos entre otros a través del empleo de
un buffer de lisis celular que facilitard la unién de las perlas magnéticas recubiertas de silice con el dcido
nucleico deseado, luego se aglomeran dichas perlas con ayuda de un imdn para posteriormente realizar
lavados con un buffer elaborado con etanol, después las perlas magnéticas son diluidas en un buffer de elucién
o agua grado biologia molecular para separar el dcido nucleico de estas, finalmente solo se recolecta el buffer
de elucién o agua grado biologia molecular. De esta manera es posible eliminar componentes no deseados
como sales, dNTPs, enzimas, primers/cebadores, residuos celulares y ofras impurezas.

El ADN/ARN obtenido con este kit permite utilizarlo en una amplia variedad de aplicaciones, por ejemplo, como
plantilla en PCR convencional o punto final, PCR rédpida (LAMP y RPA), gPCR, secuenciacién de préoxima
generacién (NGS) entre otfras. Debido a que las perlas magnéticas empleadas en este kit son libres de RNasa
pueden ser utilizadas tanto para ADN o ARN sin elevar los costos de procesamiento.

3. Fundamento

El kit de extraccién de ADN/ARN ‘MagnetiDNA’ aprovecha la carga, una propiedad quimica de los dcidos
nucleicos, ya que estos poseen una carga negativa debido a los grupos fosfato presentes en su estructura, lo
que permite capturar dicho material utilizando moléculas cargadas positivamente [1]. Las perlas magnéticas
consisten en un centro de hierro recubierto por resina que confiere una carga positiva en su superficie, éstas se
encuenfran suspendidas en un buffer con cierto pH para mantener las cargas tanto 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 realizado dicho proceso con
ayuda de unimdn o magneto se atraerdn los ndcleos de hierro permitiendo la separacién 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 imdn/magneto se realizard un
proceso de lavado con el buffer de lavado, el cual, tiene la funcidon 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 [2].

4, Contenido
Este kit proporciona todos los reactivos bdsicos para el aislamiento de ADN/ARN en muestras de sangre, suero,
plasma, saliva, hisopados de vias respiratorias superiores, esputo, cultivos bacterianos entre otros. Se estima el
rendimiento de estos reactivos para aislar ADN/ARN de hasta 50 muestras en volumenes de 130 L por muestra.

4.1 Reactivos y materiales suministrados:
e Buffer de lisis (16 mL)
e Perlas magnéticas (1.3 mL)
»  Buffer de lavado (30 mL)
e Buffer de elucién (6 mL)
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Reactivos y materiales requeridos, pero no suministrados:

e Proteinasa K (10 mg/mL)

e Micropipetas

e Vortex

e Soporte magnético para aplicaciones moleculares o imdn de alta potencia

°  Microtubo(s) anfiadherente de 1.5 mL

e Soluciéon preservadora de muestras (PBS 1X, Solucion Salina Isoténica (SS1), VIM)
e Solucion de lisis de eritrocitos (en caso de necesitarlo solicitarlo al proveedor)

5., Consideraciones importantes
e Cada componente ha sido analizado para verificar su pureza y funcionalidad.
¢ Las perlas magnéticas en el buffer de lisis se encuentran sedimentadas en el fondo del envase, por lo tanto,
se deben mezclar perfectamente por agitacion o vortex antes de su uso.
e Se puede sustituir el buffer de elucién por agua pura destilada y estéril, agua libre de nucleasas o buffer TE
(Tris-EDTA) si el experimento asi lo requiere.

6.

Beneficios

¢  Rapidez: Mayor ahorro de tfiempo con una alta reproducibilidad.

e Simple: F&cil operacién con protocolo corto y escalable.

e Eficiencia: Alta eficiencia de extracciéon al permitir la mayor cantidad de recuperacién de ADN o ARN.

e Seguridad: Ningun producto quimico de este kit es téxico.

*  Versdatilidad: El ADN/ARN purificado es funcional para una gran variedad de aplicaciones como: PCR
convencional, PCR rdpida (LAMP y RPA), NGS, secuenciacién con bisulfito, etc.

7.

Procedimiento

Siga las indicaciones como se describen a continuacién.
1. Recoleccién y preparacion segun el tipo de muestra:

A.

C.

Oral o nasofaringea: Obtenga la muestra con ayuda de un hisopo, luego almacénelo en seco (sin
ningun medio de preservacion) en un recipiente estéril. Posteriormente, resuspenda el hisopo en 300 pL
de buffer de lisis, mezcle por vortex y transfiera el contenido a un tubo de 1.5 a 2 mL y pase
directamente al paso lll del siguiente apartado.
De esputo: Recolecte la muestra de acuerdo a las técnicas de obtencion de esputo y aimacénelo en
un contenedor estéril. NOTA: Si la muestra es altamente viscosa caliente a 56 °C hasta disminuir la
viscosidad, se recomienda diluir la muestra 1:1 SSI (150 yL de muestra: 150 uL de SSI). Si la viscosidad no
se elimina se recomienda agregar 20 yL de proteinasa K a la mezcla e incUbela a 56 °C por 30-60
minutos.
Sangre: Siga el procedimiento estdndar para la toma de muestra de sangre, luego obtenga los
leucocitos utilizando una solucién de lisis de eritrocitos

i. Resuspenda 1 mL de sangre en 1 mL de solucion de lisis de eritrocitos y mezcle por

vortex

ii. Centrifugue a 3500 rpm por 5 minutos

iii. Repetiriyii hasta obtener el paquete de leucocitos (pelet blanco)

iv. Resuspenda en 150 uL de PBSTX.
Cultivos bacterianos: Obtenga el pellet bacteriano de al menos 1 mL de bacterias y resuspenda en 150
WL de buffer PBS 1X.
Muestras sélidas de tejidos/alimentos: Triture y mezcle 60 mg (aproximadamente) en 130 L de solucion
isoténica de cloruro de sodio (SSI) o buffer PBS 1X, después agregue 20 uL de proteinasa K a la mezcla
e incUbela a 56 °C por 30-60 minutos o hasta que se observe una solucidn transparente (sin solidos
resuspendidos).
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NOTA 1: Las muestras pueden almacenarse por mdximo 5 dias a 4 °C o hasta por dos semanas a - 20 °C vy, si es
necesario mds tiempo almacene a - 70 °C para una duracion de 6 meses.

NOTA 2: Las muestras deben ser transportadas preferentemente a 4 °C con refrigerantes (depende de la
muestra). No se recomienda aplicar ciclos de congelacion y descongelacion a las muestras ya que puede
causar una degradacién de dcidos nucleicos.

NOTA 3: Para la lisis de eritrocitos puede contactar a su proveedor para solicitar el material y el protocolo de
uso.

2. Procesamiento de la muestra
l. Pase 150 uL de la muestra preparada en un tubo de 1.5-2 mL estéril.

Il. Antes de utilizar el buffer de lisis mézclelo verticalmente durante 10 segundos, después tome 300 uL de
buffer de lisis y agréguelos al tubo de 1.5-2 mL donde previamente se colocd la muestra.

. Tome el contenedor de las perlas magnéticas y agitelo de forma vertical por 10 segundos o hasta que
el contenido sea homogéneo, tome 25 L de las perlas magnéticas y depositelas en el tubo con la
muestra posteriormente ciérrelo perfectamente, mezcle por vortex durante 1 minuto y deje incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos.

V. Cologue el tubo en una gradilla magnética o con imdn de alta potencia a la altura del liquido, déjelo
en esa posicién hasta que la mezcla se aclare (aproximadamente 1-2 minutos), posteriormente sin
quitar el tubo de la gradilla magnética o imdn retire completamente el sobrenadante sin llevarse las
perlas magnéticas.

V. Agregue 500 uL de buffer de lavado ‘etanol al 80%' y mezcle por vortex durante 10 segundos luego
cologue el tubo en la gradilla con el imén/magneto hasta que la mezcla se aclare (aproximadamente
1-2 minutos), sin retirar el fubo de la gradilla magnética proceda a remover el sobrenadante sin llevarse
las perlas magnéticas.

VI. (Adicional) Si retiro completamente el buffer de lavado puede omitir este paso.

Coloque el tubo en la gradilla con el imdn/magneto por 2 minutos y remueva completamente el
sobrenadante evitando llevarse las perlas magnéticas. NOTA: si no se remueve por completo el buffer
de lavado puede inhibir las reacciones posteriores.

VII. Caliente 45-100 uL del buffer de elucidén a 65°C durante 3 minutos y agréguelos al tubo de 1.5-2 mL.

VIII. Mezcle por vortex durante 30 segundos, coloque el tubo en la gradilla con el imdn/magneto por 2
minutos y recolecte completamente el sobrenadante y transfiéralo en un tubo nuevo y estéril.

NOTA 1. Se recomienda usar PSB 1X o solucién de conservacién salina isoténica normal y VIM (inactivado) para
las muestras de hisopado de vias respiratorias.

NOTA 2. Este kit se utiliza para extraer ADN/ARN obteniendo Unicamente trazas de dcido nucleico, por lo que
no es adecuado para la cuantificacion por espectrofotémetro UV.
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o Recolecte y prepare segun el tipo de muestra:

]
Y ! Recipiente/Contenedor
\ / -

\ b/

—_— ' ' Muestra preparada

@ Procesam m

Tubo de 1.5-2 mL |

Recipiente con muestra . Perlas magnéticas Vortex
Buffer de lisis

preparada
e Transfiera 150 pL de muestra * Agite el buffer de lisis por 10 segundos o Agite verticalmente el contendor de las perlas magnéticas por 10 segundos
preparada al tubo de 1.5-2 mL. o Transfiera 300 pL e Transfiera 150 pL de perlas magnéticas
® Realice vortex por 1 minuto
* Deje reposar por 5 minutos a temperatura ambiente
V.
Iman Gradilla u
e Coloque el tubo en una gradilla y un iman * Agregue 500 pL de etanol al 70% (no incluido)
debajo de este. e Mezcle por vortex por 10 segundos
o Espere 1-2 minutos * Coloque el tubo en la gradilla y debajo el iman
o Retire el sobrenadante sin llevarse las perlas * Espere 1-2 minutos y retire el sobrenadante sin llevarse las perlas magnéticas
magnéticas. * Repita este paso 3 veces.
— 65°C —» — —
o (Adicional)  Retire el restante de  Caliente de 45-100 pL del buffer de elucion * Mezcle por vortex durante 30 segundos
sobrenadante sin llevarse las perlas a 65°C por 3 minutos. * Coloque el tubo en la gradilla con el iman por 2 minutos
magnéticas, coloque el tubo en la gradilla con o Agregue el buffer de elucién previamente ® Recolecte todo el sobrenadante sin llevarse las perlas magnéticas
el iman debajo. calentado.  Coloque el sobrenadante recolectado en un tubo nuevo y estéril.
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9. Simbologia vutilizada

Simbolo Descripcion
REF NUmero de catdlogo
Lote
Fabricante

Fecha de caducidad

No use si el empaque se encuentra danado

Consulta instrucciones de uso

Temperatura limite 2°C~29°C.

No reutilizar

Mantenga en un lugar seco y fresco
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UPI Uso para investigacion

Para mds informacién ingresa a: www.amunet.com.mx
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