Protocolo del instrumento QIAsymphony SP

Tissue_ LC 200 V7 DSPy
Tissue_ HC 200 V7_DSP

Informacién general

Para el diagnéstico in vitro.

Estos protocolos sirven para la purificacién del ADN total procedente de tejidos y de tejidos fijados
con formalina e incorporados en parafina (FFPE) mediante el instrumento QIAsymphony® SP y el kit
QIAsymphony DSP DNA Mini. Actualmente se estdn desarrollando protocolos para células

cultivadas y cultivos bacterianos que estarén disponibles en breve.

En funcién del tipo de muestra recomendamos usar un protocolo de bajo contenido (LC) o de alto
contenido (HC). Los tejidos proporcionardn valores de ADN mayores si se procesan con el
protocolo de alto contenido, pero se puede utilizar el protocolo de bajo contenido en combinacién
con un volumen de elucién reducido (50 ul), si se necesita una concentraciéon elevada de ADN.

Para los tejidos FFPE recomendamos utilizar el protocolo de bajo contenido.

Protocolo de bajo contenido

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de catdlogo 937236)

Material de muestra Tejido FFPE y tejido*

En una preparacién se pueden combinar hasta 4 cortes de
tejido FFPE, cada uno con un grosor mdaximo de 10 um, u
8 secciones con un grosor maximo de 5 um y una superficie

mdxima de 250 mm?.
Nombre del protocolo Tissue_LC 200 _V7_DSP

Juego de controles del  ACS Tissue LC 200 V7_DSP
ensayo predeterminado
Volumen de elucién 50 ul, 100 ul, 200 ul o 400 ul

Versiéon del software Versién 4.0

requerida

* Consulte el protocolo de alto contenido para obtener informacién sobre las muestras de tejidos.
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Protocolo de alto contenido

Kit QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (n.° de catdlogo 937236)

Material de muestra Tejido

Si no se dispone de informacién sobre el rendimiento
esperado, recomendamos comenzar con 25 mg de material
de muestra. En funcién del rendimiento obtenido, se puede
aumentar el tamafo de la muestra en las preparaciones

subsiguientes.
Nombre del protocolo Tissue_ HC 200 V7 _DSP

Juego de controles del ACS Tissue HC 200 V7 DSP

ensayo predeterminado

Volumen de elucién 100 ul, 200 ul o 400 ul
Versién  del software  Versién 4.0
requerida

Materiales necesarios pero no suministrados

Para todos los tipos de muestras

[ | Tampén ATL, 4 x 50 ml (Buffer ATL, 4 x 50 ml, n.° de catdlogo 939016)
B Sinecesita ADN libre de ARN: ARNasa A libre de ADNasa (solucién madre de 100 mg/ml)

Para tejidos FFPE (desparafinizacién sin xileno)

| Solucién de desparafinizacién (Deparaffinization Solution, n.° de catdlogo 939018)

Para tejidos FFPE (desparafinizacién con xileno)

B Xileno (99-100%)
B Etanol (96-100%)*

* No utilice alcohol desnaturalizado que contenga sustancias adicionales como p. ej. metanol o

metiletilcetona.
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Cajon “Sample” (Muestras)

Tipo de muestra

Volumen de entrada de

muestras

Volumen de muestra

procesado

Tubos de muestra
primarios

Tubos de muestra

secundarios

Insertos

Tejido FFPE y tejido

220 ul (necesarios por muestra, por protocolo)*

200 ul

n/a

Para obtener mds informacién, consulte

www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

Dependen del tipo de tubo de muestra utzilizado; para obtener
mds informacioén, consulte

www.qgiagen.com/goto/dsphandbooks.

*

liquido, el sistema no detectard si el volumen de la muestra es inferior a 220 ul. Por ello deberd asegurarse de que el

Debido a que la transferencia de muestras de los protocolos de alto y bajo contenido se realiza sin deteccién del nivel de

volumen de entrada de la muestra sea 220 ul.

n/a = no aplicable.

Cajon “Reagents and Consumables” (Reactivos y

consumibles)

Posicién Al y/o A2
Posicién B1

Soporte de gradillas de
puntas 1-17

Soporte de caja unitaria 1-4

Cartucho de reactivos
n/a

Puntas con filtro desechables, 200 ul o 1.500 ul

Cajas unitarias que contienen cartuchos de preparacion de

muestras o cubiertas para 8 barras

n/a = no aplicable.

Protocolo del instrumento QIAsymphony SP: Tissue LC 200_V7_DSP y Tissue HC 200_V7_DSP

pdgina 3 de 10



Cajon “Waste” (Desechos)

Soporte de caja unitaria 1-4 Caijas unitarias vacias

Soporte de la bolsa de  Bolsa de desechos
desechos
Soporte para frasco de  Frasco de desechos liquidos vacio

desechos liquidos

Cajon “Eluate” (Eluidos)

Gradilla de elucién Para obtener mds informacioén, consulte
(recomendamos utilizar la  www.giagen.com/goto/dsphandbooks.
ranura 1, posicién de
refrigeracién)
Materiales pldasticos necesarios
Un lote, 24 Dos lotes, 48 Tres lotes, Cuatro lotes,
muestras* muestras* 72 muestras* 96 muestras*
Puntas con filtro 26 50 74 98
desechables,
200 plt*
Puntas con filtro 72 136 200 264
desechables,
1.500 plt*
Cartuchos de 21 42 63 84
preparacién de
muestras$
Cubiertas para 8 3 6 9 12
barras'

* Si se utilizan menos de 24 muestras por lote se reduce el nGtmero de puntas con filtro desechables necesarias por ejecucién.

t Hay 32 puntas con filtro por gradilla de puntas de filtro.

* El ntmero de puntas con filtro necesarias incluye las puntas con filtro para 1 examen de inventario por cartucho de reactivos.

§ Hay 28 cartuchos de preparacién de muestras por caja unitaria.

1 Hay doce cubiertas para 8 barras por caja unitaria.
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Nota: Los nimeros de puntas con filtro proporcionados pueden diferir de los nUmeros mostrados
en la pantalla t4ctil dependiendo de la configuracién. Recomendamos cargar el ndmero méximo

posible de puntas.

Volumen de eluciéon

El volumen de elucién se selecciona en la pantalla tactil. En funcién del tipo de muestra y del
contenido de ADN, el volumen final de eluido puede ser en hasta 15 ul inferior al volumen
seleccionado. Debido a que el volumen de eluido puede diferir, recomendamos comprobar el
volumen de eluido real cuando utilice un sistema de preparacién automatizada del ensayo que no
verifique el volumen de eluido antes de la transferencia. Los volimenes de eluido mdas bajos
aumentan la concentracién final de ADN, pero reducen ligeramente el rendimiento.

Recomendamos utilizar un volumen de elucién adecuado para la aplicacién anterégrada prevista.

Preparacion del material de muestra

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada, guantes
desechables y gafas protectoras. Si desea obtener mds informacién, consulte las fichas de datos de
seguridad de los materiales (MSDS) correspondientes proporcionadas por el proveedor del

producto.

Cuestion importante antes de comenzar

| Las particulas magnéticas de QlAsymphony purifican conjuntamente el ARN y el ADN si
ambos estdn presentes en la muestra. Si necesita ADN libre de ARN, afiada ARNasa A a la

muestra en el paso indicado en el protocolo de pretratamiento correspondiente.

Antes de comenzar

B Compruebe si existe precipitado blanco en el tampén ATL. En caso necesario, incube
durante 30 minutos a 37 °C, agitando ocasionalmente para disolver el precipitado.
B Ajuste una termomezcladora o un bloque térmico con agitador a la temperatura necesaria

para el pretratamiento correspondiente.

Tejidos

Para la purificacién del ADN se pueden utilizar tejidos frescos y congelados. Los valores y la
calidod de ADN obtenidos dependerdn del tipo, de la fuente y de las condiciones de
almacenamiento del tejido. El tejido fresco se puede cortar en pequefios trozos y almacenar a
-20°C o -80 °C antes del procesamiento. En general recomendamos usar el protocolo de alto
contenido que proporcionard valores de ADN mayores. El protocolo de bajo contenido en
combinacién con el volumen de elucion de 50 ul solo se recomienda si se necesitan
concentraciones elevadas de ADN para andlisis anterégrados. Si no se dispone de informacién
sobre el rendimiento esperado, recomendamos comenzar con 25 mg de material de muestra y

utilizar el protocolo de alto contenido y el volumen de elucién de 200 ul. En funcién del
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rendimiento obtenido, se puede aumentar el tamafio de la muestra o reducir el volumen de elucién
en las preparaciones subsiguientes. Tenga en cuenta que la sobrecarga de las preparaciones en
combinacién con volimenes de elucién reducidos puede provocar un arrastre de particulas

magnéticas hacia el eluido y comprometer la pureza del ADN y el andlisis anterégrado.

Protocolo de pretratamiento para tejidos

1. Transfiera la muestra de tejido a un tubo para microcentrifugadora de 2 ml (no

suministrado).
2. Anada 220 pl de tampén ATL.
3. Anada 20 pl de proteinasa K y mezcle golpeando ligeramente el tubo.

Nota: Use proteinasa K de la gradilla de enzimas del kit QIAsymphony DSP DNA Mini.

4. Coloque el tubo en una termoagitadora o en un bloque térmico con agitador e
incObelo a 56 °C, agitdndolo a 900 rpm (o hasta que el tejido se haya lisado

completamente).

Nota: El tiempo de lisis depende del tipo de tejido procesado. Para la mayoria de los tejidos,
la lisis habrd finalizado en el plazo de 3 horas. Si la lisis todavia es incompleta después de
3 horas, tal como lo indica la presencia de material insoluble o de lisados altamente
viscosos, puede prolongar el tiempo de lisis o eliminar el material insoluble por centrifugado
como se describe en el paso 6. Es posible realizar una lisis durante la noche, lo que no

afectaréd a la preparacion.

5. Si necesita ADN genémico libre de ARN, anada 4 pl de ARNasa A (100 mg/ml) e
incube la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C) antes de

continuar con el paso 6.

6. Homogeneice la muestra pipeteando arriba y abajo varias veces.
Nota: Si todavia detecta trozos de material insoluble, centrifugue a 3.000 x g durante
1 minuto.

7. Transfiera con cuidado 220 pl del sobrenadante a tubos de muestra compatibles con
el soporte para muestras del instrumento QlAsymphony SP.

Para  una lista completa de tubos de muestra compatibles, consulte

www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Recomendamos utilizar tubos de 2 ml (p. ej. Sarstedt,
n.° de catdlogo 72.693 o 72.608).

Tejido FFPE

La fijacién con formalina y los procedimientos de incorporacién en parafina convencionales
provocan siempre una fragmentacién significativa de los dcidos nucleicos. Para limitar el grado de

fragmentacién del ADN, asegurese de:

B fijar las muestras de tejido con formalina del 4 al 10% tan rdpido como sea posible tras la

extraccién quirdrgica.
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B oplicar un tiempo de fijacién de 14 a 24 horas (los tiempos de fijacién superiores producen
una fragmentacién mds intensa del ADN, provocando un rendimiento deficiente en los
andlisis anterégrados)

B deshidratar las muestras meticulosamente antes de incorporarlas (los restos de formalina
pueden inhibir la digestién por la proteinasa K)

El material de partida para la purificacién del ADN debe estar compuesto por cortes recientes de

tejido FFPE. En una preparacién se pueden procesar hasta 4 cortes, cada uno con un grosor

madximo de 10 um, u 8 secciones con un grosor mdximo de 5 um y una superficie méxima de

250 mm?. Si no dispone de informacién acerca de la naturaleza de su material de partida, le

recomendamos que comience con no mds de 3 cortes en una Unica preparacién. En funcién del

rendimiento y de la pureza del ADN es posible utilizar un méaximo de 8 cortes en las preparaciones

subsiguientes.
Protocolo de pretratamiento para tejidos FFPE

Despardafinizacion mediante solucién de desparafinizacién

1. Recorte con un bisturi la parafina sobrante del bloque de muestra.

2. Seccione un méximo de 4 cortes con un grosor de 10 ym o un méximo de 8 cortes

con un grosor de 5 um.
Nota: Si la superficie de la muestra ha estado expuesta al aire, elimine los primeros 2 a

3 cortes.

3. Introduzca los cortes inmediatamente en un tubo Sarstedt de 2 ml (no suministrado,
n.° de catdlogo 72.693 o 72.608) que sea compatible con el soporte para muestras

del instrumento QlAsymphony SP.
4. Anada 200 pl de tampén ATL a los cortes.
5. Anada 20 pl de proteinasa K.
Nota: Use proteinasa K de la gradilla de enzimas del kit QIAsymphony DSP DNA Mini.

6. Anada 160 ul o 320 pl de solucién de desparafinizacién (ver tabla siguiente) y

mezcle mediante agitacién vorticial.

Volumen de
Grosor de los cortes NUmero de cortes solucién de

desparafinizacién

5um 1-4 160 ul
5-8 320 ul
10 um 1-2 160 ul
3-4 320 ul
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7. Coloque el tubo en una termoagitadora o en un bloque térmico con agitador e
incubelo a 56 °C durante 1 hora, agitdndolo a 1.000 rpm hasta que el tejido se haya

lisado completamente.

Nota: El tiempo de lisis depende del tipo de tejido procesado. Para la mayoria de los tejidos,
la lisis habré finalizado en el plazo de 1 hora. Si la lisis todavia es incompleta después de
1 hora, tal como lo indica la presencia de material insoluble, puede prolongar el tiempo de
lisis o eliminar el material insoluble por centrifugado como se describe en el paso 10. Es
posible realizar una lisis durante la noche, lo que no afectard a la preparacién.

8. Incube a 90 °C durante 1 hora.

Nota: La incubacion a 90 °C en tampdn ATL invierte parcialmente la alteracién de los dcidos
nucleicos por el formaldehido. Los tiempos de incubacién mds largos o las temperaturas de
incubacién mayores pueden provocar una fragmentacién més intensa del ADN. Si solo usa
un Unico bloque calefactor, deje la muestra a temperatura ambiente tras la incubacién a

56 °C hasta que el bloque calefactor haya alcanzado los 90 °C.

9. Si necesita ADN genémico libre de ARN, anada 2 pyl de ARNasa A (100 mg/ml) a la
fase inferior e incube la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente antes de
continuar con el paso 10. Deje que la muestra se enfrie a temperatura ambiente

antes de anadir la ARNasa A.
10. Centrifugue a velocidad méaxima durante 1 minuto a temperatura ambiente.

11. Transfiera los tubos (que contienen las dos fases) con cuidado al soporte para

muestras del instrumento QlAsymphony SP.

Desparafinizacién con xileno

1. Recorte con un bisturi la parafina sobrante del bloque de muestra.

2. Seccione un mdximo de 4 cortes con un grosor de 10 um o un méximo de 8 cortes

con un grosor de 5 ym.
Nota: Si la superficie de la muestra ha estado expuesta al aire, elimine los primeros 2 a

3 cortes.

3. Introduzca los cortes inmediatamente en un tubo para microcentrifugadora de 1,5 o
2 ml (no suministrado) y aiiada 1 ml de xileno a la muestra. Cierre la tapa y mezcle

vigorosamente mediante agitacién vorticial durante 10 segundos.
4. Centrifugue a velocidad maxima durante 2 minutos a temperatura ambiente.
5. Elimine el sobrenadante mediante pipeteo. No elimine ninguna parte del sedimento.
6. Anada 1 ml de etanol (96-100%) al sedimento y mezcle mediante agitacién vorticial.

Nota: El etanol extrae el xileno residual de la muestra.
7. Centrifugue a velocidad méxima durante 2 minutos a temperatura ambiente.

8. Elimine el sobrenadante mediante pipeteo. No elimine ninguna parte del sedimento.

Nota: Elimine con cuidado cualquier resto de etanol con una punta de pipeta fina.
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9. Abra el tubo e incubelo a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 10 minutos o

hasta que se haya evaporado todo el etanol residual.

Nota: La incubacién se puede realizar a una temperatura méxima de 37 °C.

10. Resuspenda el sedimento en 220 ul de tampén ATL.
11. Anada 20 pl de proteinasa K y mezcle mediante agitacién vorticial.

Nota: Use proteinasa K de la gradilla de enzimas del kit QlAsymphony DSP DNA Mini.

12. Incube a 56 °C durante 1 hora (o hasta que la muestra se haya lisado

completamente).

Nota: El tiempo de lisis depende del tipo de tejido procesado. Para la mayoria de los tejidos,
la lisis habré finalizado en el plazo de 1 hora. Si la lisis todavia es incompleta después de
1 hora, tal como lo indica la presencia de material insoluble, puede prolongar el tiempo de
lisis o eliminar el material insoluble por centrifugado como se describe en el paso 16. Es

posible realizar una lisis durante la noche, lo que no afectard a la preparacién.

13. Incube a 90 °C durante 1 hora.

Nota: La incubacion a 90 °C en tampdn ATL invierte parcialmente la alteracién de los dcidos
nucleicos por el formaldehido. Los tiempos de incubacién mds largos o las temperaturas de
incubacién mayores pueden provocar una fragmentacién mds intensa del ADN. Si solo usa
un Unico bloque calefactor, deje la muestra a temperatura ambiente tras la incubacién a

56 °C hasta que el bloque calefactor haya alcanzado los 90 °C.

14. Centrifugue brevemente la muestra para eliminar las gotas del interior del tapén.

15. Si necesita ADN genémico libre de ARN, anada 2 ul de ARNasa A (100 mg/ml) e
incube la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente antes de continuar con

el paso 16. Deje que la muestra se enfrie a temperatura ambiente antes de anadir la
ARNasa A.

16. Transfiera con cuidado 220 ul del lisado a tubos de muesira compatibles con el

soporte para muestras del instrumento QlAsymphony SP.

Nota: Si el lisado contiene material no digerido, centrifugue a velocidad méxima durante 2
minutos a temperatura ambiente antes de transferir el sobrenadante a los tubos de muestra.
Para  una lista completa de tubos de muestra compatibles, consulte
www.giagen.com/goto/dsphandbooks. Recomendamos utilizar tubos de 2 ml (p. ej. Sarstedt,
n.° de catdlogo 72.693 o 72.608).
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Nota: Los protocolos para tejidos FFPE solo estdn especificamente disefiados para purificar
conjuntamente cantidades reducidas de ARN. Esto producird un bajo valor de medicién fotométrico

en comparacién con los valores obtenidos con el kit manual QIAamp DSP DNA FFPE Tissue.

Células y bacterias cultivadas

En breve estardn disponibles protocolos de pretratamiento para células cultivadas y bacterias

gramnegativas y grampositivas.

Si desea obtener informacién actualizada sobre licencias y sobre exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual o la guia de usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Puede solicitar manuales de QIAGEN al servicio técnico de QIAGEN o a su
distribuidor  local de  QIAGEN. Algunos manuales pueden  descargarse  de

www.giagen.com/literature. Las fichas de datos de seguridad de los materiales (MSDS) de los

productos de QIAGEN pueden descargarse de www.qgiagen.com/Support/MSDS.aspx.

Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAsymphony® (QIAGEN Group). No debe considerarse que los nombres
registrados, marcas comerciales, efc. que se utilizan en este documento no estén protegidos por la ley aunque
no se hayan identificado especificamente como tales.

© 2012 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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