Zybio

Kit de Extraccion de Acidos Nucleicos
(método de perlas magnéticas)

[Nombre de producto]
Kit de Extraccion de Acidos Nucleicos (método de perlas magnéticas)

[Cédigo de producto]
A-100, A-200; B-100, B-200; T-200

[Especificaciones de empaquetado]

A100-32 32 T/Kit B100-32 32 T/Kit

A100-96 96 T/Kit B200-8 8 T/Kit

A200-32 32 T/Kit B200-16 16 T/Kit

A200-96 96 T/Kit B200-32 32 T/Kit

B100-8 8 T/Kit T200-32 32 T/Kit

B100-16 16 T/Kit T200-96 96 T/Kit
[Destino)

Para la extraccion, enriquecimiento y purificacion de acidos nucleicos (ADN/ARN)
en muestras. Los productos obtenidos son para uso en diagnéstico clinico in vitro.

[Fundamentos del test]

Las perlas magnéticas del kit presentan grupos poliméricos especificos en su
superficie que adsorben acidos nucleicos (ADN/ARN). En condiciones especiales
(hipersalinas) las células o virus de las muestras se lisan y liberan rapidamente
sus acidos nucleicos, que se adsorben especificamente a las perlas magnéticas.
Los acidos nucleicos de las perlas se separan de la fase liquida utilizando un
separador magnético. Las impurezas residuales y los inhibidores en la fase
liquida se remueven por el lavado con el reactivo de extraccion Il. Finalmente,
los acidos nucleicos se liberan de las perlas magnéticas modificando las
condiciones de la fase liquida, separandolos de manera répida y eficiente.

[Componentes principales]
Tabla 1 Componentes principales de A-100/A-200

Constituyentes A-100 A-200 Componentes
32 T/Kit [96T/Kit |[32T/Kit |96T/Kit |Principales

<50% Guanidinium
Isothiocyanate,

del kit

Reactivode 8 mL x1 24mL x1  8mL x2 48 mL x1 <10% Buffer Tris
= o )
extraccion | botella botella botella botella <50% Dimethyl
carbino
Reactivode 144mL x1 432mL x1 96mLx2 60mLx1 <10% Buffer Tris,
extraccion Il botella botella botella botella <10% NaCl
Buffer de 64mL x1 192mL x1 64mLx1  192mL x1 _—
elucion botella botella botella botella IR CESIEIZE
Solucionde g1 ) W1 opuLx1  128uLx1  480uLx1  <50% perlas
perlas e
- tubo tubo tubo tubo magnéticas
magnéticas

320pL x1 960pL x 1 480pL x1  1440pL x1 <5%

Proteinasa K e il tubo tubo Proteinasa K

Soluciones

para el equipo / 12mlL x1 24mL x1  <20%

botella botella Aceite mineral

Tabla 2 Componentes principales de B-100/B-200

g;n;tirttuyentes Componentes
/Kit | /Kit i principales

80 pL 160 pL 320 pL 120 pL 240 pL 480 pL
Proteinasa K x1 x1 x1 x1 x1 x1
tubo tubo tubo tubo tubo  tubo

<5%
Proteinasa K

Reactivo de . 0z
I ——— Reactivo de extraccu?n
a . 4T 8T 16T 4T 8T 16 T 1, reactivo de extraccion
precargado en X2 X2 x2 X2 x2 x2 2, buffer de elucion,

placa de 96 placas placas placas placas placas placas solucion de perlas
pocillos magnéticas

Tabla 3 Componentes principales de T-200

Constituyentes del Kit 32 T/Kit 96 T/Kit

Reactivo de extraccion |

32 Tx1 placa 96 Tx1 placa
Reactivo de extraccién I 32 Tx1 placa 96 Tx1 placa . "
Aplicable al equipo
Buffer de elucion 32 Tx1 placa 96 Tx1 placa automatico de
extraccion de
Solucion de perlas 32 Tx1 placa 96 Tx1 placa acidos nucleicos.

magnéticas

Proteinasa K 480 pLx1 tubo 1440 pLx1 tubo
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[AImacenamiento y validez]
1. Aimacenar a 2~8 °C por 12 meses, protegiéndolo de la luz solar directa y la humedad.
2. Almacenar a temperatura ambiente por 60 dias una vez abierto.

[Instrumentos aplicables]

1. Operacion manual: separador magnético, centrifuga, bafio seco.

2. Sistema de extraccion de acidos nucleicos: sistema automatico o semiautomatico
de extraccion de acidos nucleicos basado en el principio de absorcion de perlas
magnéticas.

[Requerimientos de las muestras]

1. Tipos de muestras: muestras liquidas como suero, plasma, hisopados nasofaringeos,
fluidos de preservacion celular, fluidos de tejidos, orina y secreciones.

2. Recoleccion de la muestra: recoleccion por métodos de rutina.

3. Preservacion y transporte de la muestra: Las muestras recolectadas pueden ser
utilizadas inmediatamente para la extraccién de ADN o almacenadas a 2-8°C
(menos de 24 horas), a -20°C para preservacion de largos periodos de tiempo.
Evitar ciclos de congelado-descongelado. Se recomienda que las muestras se
transporten en un recipiente refrigerado sellado o una caja de espuma de poliestireno
con sello de hielo.

[Metodologia del test)]
1. Operacion Manual (Se muestra el A-200 como ejemplo, figura 1)
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Lyse at 55 °C Absorbed

Extraction Magnetic Proteinase Working
Reagent | Beads K Solution
Solution

Add sample to
Working Solution for 4 min

Lisado: 500 pL [Solucién de trabajo]
+ 200 pL muestra, mezclar bien, lisar
a 55°C por 4 min, absorber por el
separador magnético por 1 min, y
descartar el sobrenadante.
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Pretratamiento: 500 pL [Reactivo de
Extraccion ] + 4 pL [Solucion de Perlas
magnéticas] +15 L [Proteinasa K],
mezcladas en [Solucion de trabajo)

S — —
Add Elute at 80 °C Absorbed Add [Extraction Absorbed
[Elution Buffer] for 2 min Reagent II]

Elusién: agregar 50~100 pL [Buffer de
elusion], eludir a 80°C por 2 min,
absorber con separador magnético
por 30 s, reservar el sobrenandante.

Lavado: agregar 600 pL [Reactivo de
Extraccion Il], mezclar bien, absorber
con el separador magnético por 1 min,
descartar el sobrenadante.

Figura 1 Operacién Manual de A-200

1.1 Sacar todos los componentes del kit, mantenerlos a temperatura ambiente y
mezclarlos bien antes de usar. Si hay una pequefia cantidad de cristales en el
(Reactivo de Extraccion I), el reactivo no puede ser usado hasta su disolucion
completa.

1.2 500 pL (Reactivo de Extraccion 1] + 4 pL [Solucion de Perlas Magnéticas] + 15 pL
[Proteinasa K] = Solucién de trabajo/T (En A-100: 250 L [Reactivo de Extraccion 1]
+ 2 pL [Solucién de Perlas Magnéticas] + 10 pL [Proteinasa K] = Solucion de trabajo/T).
Agregar los reactivos y las soluciones proporcionalmente y mezclarlas correctamente.
(Nota: la Solucién de trabajo debe usarse dentro de los 30 minutos).

1.3 Agregar 500 pL de [Solucion de Trabajo] y 200 pL de muestra a un tubo de centrifuga
de 15 ml, rotulado. Agitar y mezclar por 5 s y calentar por 4 min en un bafio seco
a 55°C (En A-100: 250 pL [Solucion de trabajo] + 100 yL muestra).

1.4 Centrifugar el tubo por 5 s y colocar en el separador magnético por 1 min, luego
descartar el sobrenadante (Nota: tratar de no tocar las perlas magnéticas en la
pared del tubo cuando descarte el sobrenadante).

1.5 Agregar 600 pL [Reactivo de Extraccion Il] (En A-100: Agregar 450 pL [Reactivo
de Extraccién II)), tapar y mezclar bien por 5 s, cetrifugar y colocar en el separador
magnético por 1 min, luego descartar el sobrenadante. (Nota: tratar de no tocar
las perlas magnéticas en la pared del tubo cuando descarte el sobrenadante).

1.6 Remover el liquido residual en el fondo del tubo (luego de 1 min de decantacion
del tubo en posicion vertical).

1.7 Agregar 50~100 pL [Buffer de Elusion], tapar, agitar y mezclar bien por 5 sy un
corto giro en centrifuga (spin).
1.8 Colocar el tubo de centrifuga en un bafio seco a 80°C y calentar por 2 minutos.

1.9 Colocar el tubo de centrifuga en el separador magnético, sacar y conservar el
sobrenadante para el experimento posterior.

2. Operacion del Sistema semiautomatico de extraccion de acidos nucleicos.
2.1 Para B-100/B-200

Proteinase k

96-well plates Sample 96-well plates

Agregar 15pL [Proteinasa K]
(En B-100: 10pL) a la position
A1~H1y A7~H7 en orden.

Agregar 200 L de muestra
En B-100: 100uL), en orden
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96-well plates Semi-automatic nucleic

acid extraction system

Posicione la placa de 96 pocillos en el instrumento

Figura 2 Operacion semiautomatica de B-200

2.1.1 Sacar los componentes del Kit y mantenerlos a temperatura ambiente
hasta su uso. Vierta el liquido que se adhiere a la cubierta de aluminio y
a la pared del pocillo de la placa de 96 pocillos, al fondo de la placa. Dejar
reposar por 3-5 min.

2.1.2 Abrir cuidadosamente la cubierta de aluminio de la placa de 96 pocillos
y agregar 15 L [Proteinasa K] (En B-100: 10 pL) en la posiciéon A1~H1y
A7~H7 en orden. Luego, agregar 200 pL de muestra (En B-100: 100 pL),
en orden.

2.1.3 Encender el Sistema de Extraccion de &cidos nucleicos, entrar en la pagina
< Program Edit > y configure el proceso de extraccién de acuerdo con

la tabla 4. , . 0
atabia Tabla 4 Configuracion del programa en ejecucion

Tiempo de

absorcion Estado de Temperatura
de perlas |d Volumen o
magnéticas [mezcla Temperatura  (°C
(seg)
1 30 150 Cerrado 0
- . Calentando
2 1 Lisis 0 4 60 Baja 500 para Lisis 55
3 3 Lavado O 1 60 Baja 600 Cerrado 0
4 6  Euion 0 2 30 gen | 9 [SEELEEY
para Elucion
5 |1 Remover 0 0 0 Baja 300 Cermrado 0

(Nota: Los parametros de volumen se configuran se establecen de acuerdo con
el efecto de extraccion real, pueden no ser los mismos con los volimenes de
reactivo.)

2.1.4 Clickear “Start” para comenzar a correr el programa de extraccion. El
proceso tarda cerca de 10 min.

2.1.5 Sacar la placa de 96 pocillos y pipetear la solucién de &cidos nucleicos de
inventario desde la posicion A6-H6 y A12-H12, colocar en un tubo de centrifuga
de 1.5 mL para las siguientes operaciones. (Se puede eliminar una pequefia cantidad
de perlas magnéticas mediante una centrifuga o un separador magnético).

2.2 Para T-200:

2.2.1 Preparacion: Cable de datos, computadora, Programa de extraccion, Kit
de extraccion de acidos nucleicos (T-200)

2.2.2 Conectar el instrumento y la computadora, luego, importar el programa
de extraccién: Home- Connet- Transfer...- Upload- Chose the program- Change

the name “zhong.yuan” to “zhongyuan” (remove “.” ), importarlo a la carpeta.

2.2.3 Agregar 15 pL [proteinasa K] y 200 pL de muestra al [reactivo de Extraccion I].

2.2.4 Operacién del Equipo:

Elegir el programa de extraccion “zhongyuan”- click “Start”- Cargar los reactivos
segun indicaciones:

-Colocar la placa de [buffer de elucién] en posicion 4

-Colocar la placa de [reactivo de extraccion Il) en posicion 3

-Colocar la placa de [reactivo de Extraccion I] en posicion 2

-Colocar la placa de [Solucién de perlas magnéticas] en posicién 1

Luego, colocar el manguito de varilla magnética en la placa [Solucion de perlas
magnéticas]. Nota: La ubicacién de las placas de 96 pocillos es como se muestra
a continuacion:
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Una vez finalizada la ejecucion, saque la placa de 96 pocillos correspondiente,
placa [Buffer de elucién] para el experimento posterior, de acuerdo con la
indicacion del instrumento.

3. Operacién del Sistema automatico de extraccion de acidos nucleicos.

3.1 Sacar todos los componentes del kit, mantenerlos a temperatura ambiente
y mezclarlos bien antes de usar. Si hay una pequefia cantidad de cristales en
el (Reactivo de Extraccion I), el reactivo no puede ser usado hasta su disolucion
completa.

3.2 Consulte el manual de operacién y el Estandar de operacion del sistema
automatico de extraccion de acido nucleico para completar la extraccion de
acido nucleico.

[Limitaciones de la Metodologia del Test ]
Este producto necesita ser utilizado con un separador magnético de operacion
manual.

[indice de Rendimiento de Producto ]

1.Tasa de recuperacion: 290%.

2.El analito extraido se puede utilizar directamente en experimentos de biologia
molecular como PCR.
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Ej.: el kit extrajo 200 pL de material de referencia del VHB de la OMS (c6digo
NIBSC: 10/264) diluido (10 Ul / ml) para obtener 50 pL de analito. El analito fue
detectado por el kit de deteccion del VHB 10 veces. La tasa positiva fue del
100%, como se muestra en la Figura 2-1. Ej.: El kit extrajo 200 pL de material
de referencia del VHC (5° Estandar Internacional de la OMS para NAT de VHC,
cédigo NIBSC: 14/150) diluido (25 Ul / ml) para obtener 50 pL de analito. El
analito fue detectado por el kit de deteccion de VHC 10 veces. La tasa positiva
fue del 100%, como se muestra en la Figura 2-2. Ej.: ADN de Pseudoviridae a una
concentracién de 5 x 108 Ul / mL se diluyo con suero negativo a 5 x 107 Ul / mL,
5x106 Ul/mL,5x105Ul/mL,5 x 104 Ul/mL, 5 x 103 Ul/mL, 5 x 102 Ul / mL
y 50 Ul / mL, se extrajeron con el kit y se detectaron los analitos, los resultados
se muestran en la Figura 2-3; Ej.: EI ARN de Pseudoviridae a una concentracion
de 5 x 107 Ul / mL se diluyé con suero negativo a5 x 106 Ul / mL, 5 x 105 Ul / mL,
5x104/mL, 5 x 103 U/ mL, 5 x 102 Ul / mL y 50 Ul / mL, se extrajeron con el
kit y se detectaron los analitos, los resultados se muestran en la Figura 2-4.
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Figura 2.3 Curva de amplificacién de ADN
de Pseudoviridae

Figura 2.4 Curva de amplificacion de ARN
de Pseudoviridae

Figura 2 Curva de amplificacion por PCR de extracto

[Advertencias y precauciones]

1. Los componentes del kit deben mezclarse bien antes de su uso. Si hay una
pequeiia cantidad de cristales en el [Reactivo de extraccion ], el reactivo no
se puede usar hasta que este completamente disuelto.

2. Evite los ciclos de congelacion-descongelacion en la muestra, mezcle bien
antes de usar. De lo contrario, la concentracion de ADN / ARN extraido
disminuira.

3. Teniendo en cuenta que el [Reactivo de extraccion I] contiene componentes
inflamables, manténgalo alejado de fuentes de fuego u otros factores de
riesgo.

4. La eliminacion de los liquidos residuales debe realizarse de acuerdo con las
normativas y regulaciones locales.
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