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NOMBRE DEL PRODUCTO:
Kit de extraccion de ARN AMPLIZOL

APLICACIONES Y USO:

Amplizol es un reactivo de diagnéstico in vitro utilizado para el aislamiento de
ARN (acido ribonucléico), el cual puede ser usado en diversas técnicas
moleculares como la PCR en tiempo real con transcripcion reversa (RT-PCR),
ensayos de hibridaciéon o traducciéon in vitro, asi como en el diagndstico de
enfermedades.

COMPONENTES:
O Amplizol
@ Solucioén Precipitante
@ Solucion de Lavado
@ Agua Libre de Nucleasas
@ Solucion A

CONTENIDO DEL KIT

Nombre Cantidad

Criocaja con 100 alicuotas de 800 plL de Amplizol

envialesde 15 mL s

Criocaja con 100 alicuotas de 700 pL de Solucion
Precipitante en viales de 15 mL

Frasco con 150 mL de Solucién de Lavado (PHIO038) 2

Frasco con 100 mL de Solucién A (PHI 0037) 1

Frasco con 100 mL de Agua Libre de Nucleasas -
tratada con DEPC (PHI0029)

MATERIALES ADICIONALES NO SUMINISTRADOS:

MATERIALES

EQUIPOS AUXILIARES

Vortex Viales de 15 mL

Centrifuga Marcador permanente

Elementos de proteccion para

Ultracongelador el operario

Puntas para micropipetas de

Micropipetas 200 pL y 1000 L

Cabina de seguridad Criocajas para congelador

Los equipos y materiales anteriormente descritos son necesarios para el proceso de
extraccion de ARN con el kit de extraccién de ARN AMPLIZOL

METODOLOGIA:
a) Principio del método.

La extraccion de ARN, constituye una etapa previa para algunos analisis
genéticos, los métodos de extraccion cumplen una serie de pasos bdasicos, que
son independientes del origen de la muestra. Estos son: (i) ruptura de la
membrana celular, (ii) la eliminacion de proteinas, (i) concentracion del ARN,
(iv) lavado para garantizar la eliminacion de reactivos y solventes que puedan
afectar analisis posteriores, (v) y solubilizacion del ARN extraido (Chomczynski &
Sacchi, 1987, 2006).

b) Criterios de desempefio y limitaciones del método.

Cada proceso de extraccion debe adecuarse segun el origen y naturaleza de la
muestra, ademas de los volumenes necesarios para cada uno de los reactivos.
El kit de extraccion de ARN es exclusivo para este procedimiento, no se
garantiza gue tenga el mismo desempefno en procesos paralelos de extraccion
de ADN o proteinas, ademas este kit ha sido probado en muestras de origen
respiratorio como hisopados o aspirados nasofaringeos, lavado broncoalveolar,
aspirado tragueal, saliva, esputo, etc.

c) Preparacion de reactivos.

El kit de extraccion de ARN AMPLIZOL contiene todos los reactivos listos para
SU UsSO, NO se requieren preparaciones adicionales o modificaciones para
ninguno de estos; sin embargo, se recomienda adicionar en el proceso un
transportador de ARN como ayuda adicional en el proceso de separacion y
lavado, ya que este facilita la visualizacion del boton de ARN.

f) Procedimiento

Pasos previos al desarrollo del método

Aseglrese de revisar cuidadosamente el protocolo con el fin de conocerlo y

saber que equipos y reactivos se necesitan para el desarrollo exitoso del mismo.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN VIRAL A PARTIR DE MUESTRAS
RESPIRATORIAS

(tiempo de duracion del protocolo 1 hora)

1. Homogenizar la muestra clinica y adicionar 400 pl de esta a untubode 1,5 mL
que contiene 800 ul de Amplizol.

2. Realizar vortex fuerte por 15 segundos a cada tubo de la mezcla.
3. Incubar a temperatura ambiente 5 minutos.
4. Adicionar 160 pl de Solucion Ay mezclar por inversion 5 veces.

5. Incubar a temperatura ambiente 5 minutos (verificar que la Solucion Ay el
Amplizol se mezclen hasta adoptar una apariencia turbia).

6. Centrifugar a 12.000 xg 15 minutos a 4°C.

7. Recuperar la fase acuosa (se pueden obtener entre 600 a 750 pl). Ver figura 1.
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Figura 1. Separacion de fases durante el protocolo de
extraccion de ARN viral con Amplizol

8. Transferir la fase acuosa al tubo que contiene la solucién precipitante.
9. Incubar 10 minutos en hielo -20 °C.

10. Centrifugar a 12.000 xg 10 minutos a 4°C. Tener precaucion de no perturbar
el botdn precipitado. Ver figura 2.

Figura 2. Transferencia de la fase acuosa a la solucion

Boton de ARN para precipitar el ARN viral

11. Descartar el sobrenadante con pipeta verificando que el botén quede
intacto en el fondo del tubo.  NOTA: en alguna ocasiones no se observa botén
de ARN lo cual puede estar relacionado con la cantidad de muestra suministra-
da, asegUrese de pipetear del lado opuesto a la posible localizacion del boton
de ARN.

12. Adicionar al tubo 500 pl de la solucion de lavado

13. Centrifugar a 12,000 xg por 5 minutos a 4°C. Tener precaucion de no
perturbar el boton.

14. Descartar sobrenadante, verificando que el botdn quede libre de exceso de
solucion de lavado.

15. Deje secar el boton 3 minutos a temperatura ambiente con el tubo abierto.

16. Adicionar 50 pl de agua libre de nucleasas y solubilizar con pipeteo suave.
No realizar vortex.

17. Proceder a realizar el protocolo de RT-PCR con la muestra solubilizada, o en
caso de no realizar la RT-PCR inmediatamente, almacenar la muestra a -80°C.

g) Célculo de los resultados analiticos.

Analisis por espectrofotometria: La relacion de la absorbancia a 260/280nm de
la muestra debe ser entre 1,7-2.

Electroforesis: luego de la separacion de la muestra de ARN mediante electro-
foresis se observan 2 bandas definidas en una proporcion 21, las cuales
corresponden a la subunidad 28Sy a la 18S ribosomal.

CONTRAINDICACIONES Y ADVERTENCIAS:

Informacién contenida en la FICHA DE SEGURIDAD (safety data sheets, SDSs)
para KIT DE EXTRACCION DE ARN AMPLIZOL .
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