Castellano i

Ficha técnica

Blood DNA Extraction Kit

lideltalabe o o » Cat. N°: DG2006 (50 reacciones)

Descripcion Componentes del Kit 50 Reacciones
Kit de extraccion de ADN gendémico de sangrees un método Bufer S1 2x60ml
simple y réapido para la purificacion de ADN gendmico de alta Bufer S2 36ml

calidad de varias fuentes, que incluyen: sangre completa, capa Bufer S3 12m|
leucocitaria* y células cultivadas*. Proteinasa K* 30 miligramos
El procedimiento incluye: lisis, eliminacién de proteinas, Tampén EB 10ml

precipitacion de ADN, lavado e hidratacion.

ANEXO1.: Protocolo Buffi-coat . .
Almacenamiento de equipos:

Caracteristicas

Guarde el kit a temperatura ambiente. Si algln reactivo del kit

. Seguridad: sin extraccion con fenol-cloroformo. ‘ itad iéntel 5565 °C hast |
. Eficiente: 3-6 jug de ADN genomico de una muestra de orma un-precipiiaco, calientelo a 5o- asta que €

sangre de 200 pl (30-90 g de ADN gendmico de 2 ml). precipitado se disuelva y deje que se enfrie a temperatura
. Listo para usarADN gendmico, en todas las ambiente antes de usarlo.

aplicaciones de hiologia molecular.
*Disolver la proteinasa K en agua (1,5 ml) para obtener una solucion

madre de 20 mg/ml. La solucién de proteinasa K se puede almacenar

Aplicaciones o .
P durante varios dias a 2-8 °C. Para el almacenamiento a largo plazo, la

porcion no utilizada de la solucion se puede almacenar en alicuotas a -
El ADN gendmico de alto peso molecular purificado con el kit 20 °C hasta que se necesite. Este producto tal como se suministra es
es adecuado para uso directo en todas las aplicaciones ~ ©stable atemperatura ambiente.
comunes de biologia molecular: PCR, clonacion, secuenciacion

de ADN, andlisis de transferencia Southern, etc. Certificaciones de calidad

Kit de extraccion de ADN gendmico de sangrese analiza

lote a lote aislando el ADN total de 200 pl de sangre

humana completa. El ADN purificado se analiza mediante:
Espectrofotdmetro: Relacion 260/ 280 (1,6-1,8)

Electroforesis en gel de agarosa.

(Continua en el reverso)
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PROTOCOLO DETALLADO

vy

- -

Escogerm si procesa 5 ml muestras de sangre
=  Escoger A si se procesan muestras de sangre de 10 ml.

1. Transferir hastal5 mL/ A 10m| de muestra a un tubo 50 ml

2. Agregar l15mL/ A 30ml tamp6n S1 a la muestra y agitar suavemente o invertir el tubo 6-8 veces

y dejar incubar durante 5-8 minutos a temperatura ambiente Add 51 Buffer

3. Centrifugar a 2500 rpm durante 2 minutos. Retire el sobrenadante con una pipeta y evite dafar el

sedimento celular visible y dejar 200 pl de liquido residual.

4. Agite en vortex el tubo vigorosamente hasta que los glébulos blancos se resuspendan (10 a 15 —

segundos). Este proceso ayudara a optimizar la lisis celular en el siguiente paso. Add 52 Buffer
+

5. Agregar® 250 pl / A 500 pl proteinasa K yM 5 ml / A 10 ml de tamp6n S2 y mezclar por [—| Proteinase K
pipeteo. Transferir toda la mezcla a un nuevo a un nuevo tubo 50 ml. 1

6. Incubar al bafio maria a 55°C durante 0.5-1 hora, y luego enfrie a temperatura ambiente. =]

7. AgregarM1,67 ml/ A 3,33 ml tamp6n S3 y mezcle con vortex vigorosamente durante 20 I Add 53 Buffer
segundos.

8. Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos. Debe verse un sedimento de color marrén oscuro. Si q

no se observa sedimento, incubar en hielo durante 5 minutos y centrifugar nuevamente. —

9. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 50 ml de que contenga 5ml/ A 10 ml de DNA Precipitation
(Isopropanal)
isopropanol. Mezclar por inversién suave 50 veces. -
10. Centrifugar a 2500 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante. El ADN sera visible como ¢
una pequefia bolita blanca. v
h -;‘i
11.  Lavar conM5 ml/ A 10ml de etanol 70%y centrifugar en 2500 rpm durante 1 minuto. Wash with Etanol
12. Retire el sobrenadante con una pipeta y seque el precipitado con el tubo invertido sobre papel -
absorbente durante 5-10 minutos. ;
13. Afiade 500 pil / A 1ml de tampén EB y agite en el vortex 5 segundos a velocidad media para = _-1
mezcla, cierre el tubo e inctbelo durante 1 hora “"
DMNA hydration
14. Resuspenda el ADN afiadiendo almacene el ADN a -20 ° C.
L
Pure DNA
-208C

LIMITACION DE USO DEL PRODUCTO

Este producto esta desarrollado, disefiado y vendido exclusivamente con fines de investigacion y uso in vitro Unicamente. El producto no fue

probado para su uso en diagnésticos o para el desarrollo de farmacos, ni es adecuado para su administracién a humanos o animales.
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Purificacion de ADN a partir de muestras de capa leucocitaria

Una suspension de capa leucocitaria es una suspension concentrada de leucocitos. No es mononuclear ya que los

granulocitos todavia estan presentes.

Es posible concentrar los leucocitos a partir de muestras de sangre centrifugando sangre entera anticoagulada con EDTA.
Después de la centrifugacion, se distinguen tres fracciones diferentes: la capa transparente superior es plasma; la capa

intermedia es la capa leucocitaria, que contiene leucocitos concentrados.

El uso de una capa leucocitaria permite purificar grandes cantidades de gDNA utilizando solo muestras muy
pequefias. La fraccion de la capa leucocitaria de la sangre completa produce aproximadamente de 5 a 10 veces

mas ADN que un volumen equivalente de sangre completa.

En esta nota técnica, describimos el uso de hasta 1 ml de capa leucocitaria por muestra. Este tamafio de muestra

corresponde aprox. a 10 ml de muestra de sangre entera.

Prepare la capa leucocitaria centrifugando sangre total a 2500 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente (15—
25 °C).

=T T
— 1
d¢ Plasma
(55% of total blood)
Buffy Coat
>

(<1% of total blood)

Erythrocytes
(45% of total blood)
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PROTOCOLO DETALLADO

\O’ Generalmente, el volumen de la capa leucocitaria preparada a partr de una muestra es

= aproximadamente 1/10 del volumen de la muestra de sangre original (p. €j., se prepararian 500 pl de
capa leucocitaria a partir de una muestra de sangre de 5 ml). Aseglrese de que la capa leucocitaria
esté bien mezclada antes de procesar

Este protocolo es para la purificacion del ADN gendmico de la capa leucocitaria preparada a partir de 5 ml de
sangre total.

1. Transferir hasta 500 ul de muestra a un tubo de 15 ml.

2. Agregar 3V tampdn S1(p. €j., si procesa 500 pl de capa leucocitaria, dispense 1500 pl de tamp6n S1) a la muestra
y agite suavemente o invierta el tubo de 6 a 8 veces y déjelo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar a 2000xg durante 5 minutoss. Retire el sobrenadante con una pipeta y evitando dafar el sedimento
celular visible y dejando 200 pl de liquido residual.

4, Vortex el tubo vigorosamente para resuspender el precipitado en el liquido residual (10-15 segundos). Este proceso

ayudara a optimizar la lisis celular en el siguiente paso.

5. Agregar 250 il proteinasa K y 5ml BUfer S2y mezclar por pipeteo. Transfiera toda la mezcla a un tubo nuevo de 15
ml.

6. Incubar en un bafio de agua a 55 °C durante 0,5-1 hora y luego enfriar a temperatura ambiente.

7. Agregar 1,67ml Bufer S3 y mezclando con vortex vigorosamente durante 20 segundos.

8. Centrifugar a 2000xg durante 5 minutos. Debe verse un sedimento de color marrén oscuro. Si no se observa

sedimento, incubar en hielo durante 5 minutos y centrifugar nuevamente.

9. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 15 ml que contenga 5ml isopropanol. Mezclar por inversion suave 50
veces.

10.  Centrifugar a 2000xg durante 3 minutos y retirar el sobrenadante. EI ADN sera visible como una pequefia bolita blanca.

11.  Retire el sobrenadante con una pipeta y seque el sedimento con el tubo invertido sobre papel absorbente, teniendo
cuidado de que el sedimento permanezca en el tubo.

12.  lavar con 5ml 70% etanoly centrifugar a 2000xg durante 1 minuto.

13.  Retire el sobrenadante con una pipeta y seque el precipitado con el tubo invertido sobre papel absorbente durante 5-

10 minutos.

14.  Agregar 500 | de Buffer EB y vortex durante 5 segundos a velocidad media para mezclar. Cierre la tapa e incube
durante 1 hora.

15.  Resuspender el ADN y almacenar a -20 ° C.
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