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Informacion sobre el producto
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IMPORTANTE! Antes de usar este producto, lea y entienda la informacion
presentada en el apéndice “Seguridad” de este documento.

Descripcion del producto

™

El MagMAX"™ CORE Nucleic Acid Purification Kit esta disefiado para la purificacion
rapida de ADN y ARN de alta calidad para analisis molecular posterior. El kit utiliza
separacion basada en esferas magnéticas y es compatible con los instrumentos
siguientes:

 KingFisher" Flex Magnetic Particle Processor

* MagMAX" Express-96 Deep Well Magnetic Particle Processor
 KingFisher" Duo Prime Magnetic Particle Processor

e KingFisher mL Magnetic Particle Processor

El kit esta optimizado para una amplia gama de tipos de muestra. Véase “Flujos de
trabajo recomendados” en la pagina 8.

Componentes y almacenamiento

Tabla1 MagMAX"™ CORE Nucleic Acid Purification Kit

. N.° de cat. A32700 N.° de cat. A32702 .
Contenido . . Almacenamiento
(100 reacciones) (500 reacciones)
MagMAX™ CORE Lysis Solution [ 50 mL 275 mL
MagMAX™ CORE Binding Solution 45 mL 220 mL
MagMAX" CORE Wash Solution 1 60 mL 300 mL 15-30 °C
MagMAX™ CORE Wash Solution 2 60 mL 300 mL (temperatura
MagMAX™ CORE Elution Buffer 12 mL 55 mL ambiente]
MagMAX™ CORE Magnetic Beads 2,2 mL 11 mL
MagMAX™ CORE Proteinase K (20 mg/mL) 1,25 mL 5mL

[ Disponible para adquirirlo por separado (N.° de cat. A32837).

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Materiales necesarios no suministrados

e

Materiales necesarios no suministrados

A menos que se indique lo contrario, todos los materiales estan disponibles en
thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific (fisherscientific.com) u otro proveedor

principal de productos de laboratorio.

Tabla2 Materiales necesarios para todos los flujos de trabajo!"!

Articulo

Origen

Instrumento y equipo

Uno de los instrumentos siguientes:
 KingFisher" Flex Purification System
o MagMAX" Express-96 Deep Well Magnetic Particle Processor

Consulte el pagina 36 para ver otros instrumentos compatibles.

Pdéngase en contacto con su oficina de
ventas local.

Microcentrifuga de sobremesa con capacidad para 15000 x g MLS
Mezclador de laboratorio, agitador o equivalente MLS
Reactivos

PBS, pH 7.412 10010023
(Opcional) Control positivo interno (IPC), uno de los siguientes:

VetMAX™ Xeno ™ Internal Positive Control DNA A29764
VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control RNA A29763

IPC suministrado con su kit PCR VetMAX™

thermofisher.com

Tubos, placas y otros consumibles

Adhesive PCR Plate Foils o equivalente AB0626
KingFisher™ Flex Microtiter Deepwell 96 plates, 50 placas 95040460
KingFisher™ 96 KF microplates (200 uL), 48 placas 97002540
KingFisher™ 96 tip comb for DW magnets, 100 peines 97002534
[ Véase la Tabla 4y la Tabla 5 para materiales adicionales necesarios para los flujos de trabajo Simple y Digestion.
[2I' No requerido para el flujo de trabajo Incubacién de lisado.
Tabla 3 Equipo opcional

Articulo Origen

Biotang Inc Microplate Shaker o agitador de placas de titulo equivalente Fisher Scientific™ 50-751-4965

(para mezclar las esferas con las muestras; todos los flujos de trabajo)

Microcentrifuga de sobremesa con adaptadores de placas (para preparacion MLS
del lisado en placas; flujos de trabajo Complejo y Digestion)

6 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Capitulo 1 Informacién sobre el producto B2

Materiales necesarios no suministrados

Tabla 4 Materiales adicionales necesarios para el flujo de trabajo Simple (solo muestras de tejido)

Articulo

Origen

Fisher Scientific” Bead Mill 24 Homogenizer

Fisher Scientific™15-340-163

PYREX™ Solid Glass Beads for Distillation Columns (3 mm)

Fisher Scientific™11-312-10A

Tabla5 Materiales adicionales necesarios para el flujo de trabajo Digestion
Articulo Origen
PK Buffer for MagMAX™-96 DNA Multi-Sample Kit 4489111

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Flujos de trabajo recomendados
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Flujos de trabajo recomendados

Nota: Para bacterias de dificil lisado, por ejemplo, m. paratuberculosis (MAP), utilice el

™

MagMAX CORE Mechanical Lysis Module (N.° de cat. A32836, A37487).

Flujo de trabajo

Matriz de muestras Acido nucleico
recomendado

e Muesca de oreja (forma circular, 2 a 3 mm de Incubacion de

didmetro) en Lysis Solution Acido nucleico viral lisado'"
(pagina 30)

¢ Muesca de oreja (forma circular, 2 a 3 mm de
didmetro) en PBS

¢ Muesca de oreja (forma triangular,

aproximadamente 1 cm de ancho) * Acido nucleico viral

e ADN bacteriano

e Leche
e Plasma
e Suero
e Cultivo de Biomed Diagnostics InPouch™ TF o Simple
(¢ritrichomonas foetus) ADN de tritrichomonas foetus (pagina 11)
* Semen Acido nucleico viral
e Hisopos: animal o Acido nucleico viral
e Sangre completa ¢ ADN gendmico
e Acido nucleico viral
o ADN bacteriano!?
e Tejido u érgano
e ADN bacteriano
e ADN gendmico ]
Digestion
¢ Foliculos pilosos ADN gendmico (pagina 22)
e Muestras ambientales ADN bacteriano
* Heces o Acido nucleico viral
¢ Hisopos: medioambientales o fecales e ADN bacterianol? .
Complejo
e Acido nucleico viral (pagina 16)

e Fluidos orales .
e ADN bacteriano

' Recomendado si se necesita incubacién durante la noche.
21 Sjno se necesita aislamiento concurrente de acido nucleico viral y ADN bacteriano, utilice el flujo de trabajo Digestion.

8 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Antes de empezar
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Directrices de procedimiento

* Antes del uso, invierta las botellas de soluciones y tampones para asegurar un
mezclado total.

* Mezcle las muestras con reactivos utilizando un agitador de placas o pipeteando
arriba y abajo.
Nota: No utilice un agitador de placas con las tiras de tubos grandes necesarias
para el instrumento KingFisher" mL.

* DPara evitar la contaminacion cruzada:

— Cubra la placa o tira de tubos durante los pasos de incubacién y agitado,
para evitar que se derrame.

— Pipetee con cuidado los reactivos y muestras para no salpicar.

e Para evitar la contaminacién de nucleasa:

— Podngase guantes de laboratorio durante los procedimientos. Los guantes le
protegen de los reactivos y protegen el acido nucleico de las nucleasas
presentes en la piel.

— Utilice puntas de pipeta sin acido nucleico para manipular los reactivos y
evite introducir las puntas usadas en los contenedores de reactivos.

— Descontamine las pipetas y bancos del laboratorio antes de empezar.

Antes del primer uso del kit

Determinacion del Siutiliza un agitador de placas, determine el ajuste maximo:

ajuste maximo del 1. Verifique que la placa encaja con seguridad en el agitador.

agitador de placas 2. Afada 1 mL de agua a cada pocillo de la placa y luego cubra con una lamina de

sellado.

3. Determine el ajuste maximo que puede usar en su agitador sin que salpique nada
de agua en la lamina de sellado.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 9
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2 Capitulo 2 Antes de empezar
| Antes del primer uso del kit

Debe instalarse en el instrumento el script correspondiente para el MagMAX  CORE
Nucleic Acid Purification Kit antes del primer uso.

1. Enla pagina web del producto MagMAX"" CORE Nucleic Acid Purification Kit
(en thermofisher.com, busque por nimero de catalogo), desplacese hasta el

apartado Documentacion del producto.

2. Haga clic con el botdn derecho en el archivo correspondiente para descargar la
ultima version del script de MagMAX_CORE para su instrumento.

Tabla 6 Scripts recomendados

Instrumento

Nombre del script

KingFisher™ Flex

MagMAX_CORE_Flex.bdz

KingFisher™ 96
MagMAX™ Express-96

MagMAX_CORE_KF-96.bdz

KingFisher™ Duo Prime

MagMAX_CORE_DUO.bdz

KingFisher™ mL

MagMAX_CORE_mL_no_heat.bdz

Si lo requiere su laboratorio, utilice uno de los scripts siguientes, que no calientan

las muestras durante el paso de elucion.

Tabla 7 Scripts alternativos sin paso de elucion calentada

Instrumento

Nombre del script

KingFisher™ Flex

MagMAX_CORE_Flex_no_heat.bdz

KingFisher™ 96
MagMAX™ Express-96

MagMAX_CORE_KF-96_no_heat.bdz

KingFisher™ Duo Prime

MagMAX_CORE_DUO_no_heat.bdz

KingFisher™ mL

MagMAX_CORE_mL_no_heat.bdz

3. Consulte la guia del usuario de su instrumento o péngase en contacto con el
servicio de asistencia técnica para recibir instrucciones sobre coémo instalar el

script.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Flujo de trabajo Simple

El flujo de trabajo Simple se recomienda para los siguientes tipos de muestra. El 4cido

nucleico para el que estd optimizado este flujo de trabajo varia segtin el tipo de
muestra; véase “Flujos de trabajo recomendados” en la pagina 8 para mas detalles.

* Cultivo de Biomed Diagnostics * Plasma
InPouch™ TF (tritrichomonas foetus) e Semen
* Muesca de oreja (forma triangular, e Suero

aproximadamente 1 cm de ancho) . .
i ) Hisopos: animal

* Muesca de oreja (forma circular,
2 a 3 mm de didmetro; incubacion

PBS) * Sangre completa
* Leche

* Tejido u 6rgano

Siga este procedimiento si esta utilizando los instrumentos siguientes:
* KingFisher" Flex
e MagMAX'" Express-96

Siga el Apéndice B, “Purificacién con el instrumento KingFisher™ Duo Prime o
KingFisher™ mL" si esta utilizando estos instrumentos:

. KingFisherrM Duo Prime

* KingFisher mL

Flujo de trabajo: Simple

Preparacion de las placas de procesamiento

v
Preparacion de la mezcla de esferas/PK

v

Preparacién de la solucién de lisis/adhesion
v

Preparacion de la muestra
v
Combinacién de la muestra con la mezcla de esferas/PK y la solucion de lisis/adhesion

v

Procesamiento de las muestras en el instrumento

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit

11



2

2%  Capitulo 3 Flujo de trabajo Simple
J Preparacion de las placas de procesamiento

Preparacion de las placas de procesamiento

1. Prepare las placas de procesamiento.

Tabla8 Preparacién de la placa: Instrumento KingFisher™ Flex o MagMAX™ Express-96

ID de placa Pos;f;t:[?]e = Tipo de placa Reactivo Volumen por pocillo
Placa de lavado 2 Pocillos MagMAX" CORE Wash Solution 1 500 pL
1 profundos
Placa de lavado 3 Pocillos MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 pL
2 profundos
Elucién 4 Estandar MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 uL
Peine para 5 Estandar Coloque un peine para muestras con puntas en la placa.
muestras con
puntas

1 Posicién en el instrumento.

2. (Opcional) Para evitar la evaporacion y la contaminacion, cubra las placas de

procesamiento preparadas con lamina de sellado hasta el momento de cargarlas
en el instrumento.

Preparacion de la mezcla de esferas/PK

Recomendamos preparar una nueva mezcla de esferas/PK para cada carrera de
procesamiento. Si es necesario, puede almacenar la mezcla de esferas/PK a 4 °C
durante 1 semana como maximo.
1. Agite las MagMAX" CORE Magnetic Beads exhaustivamente para garantizar
que las esferas quedan totalmente resuspendidas.

2. Combine los siguientes componentes para el nimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Magnetic Beads 20 L
MagMAX™ CORE Proteinase K 10 pL
Mezcla de esferas/PK total 30 pL

12 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Capitulo 3 Flujo de trabajo Simple
Preparacion de la solucion de lisis/adhesion

P

Preparacion de la solucion de lisis/adhesion

1. Combine los siguientes componentes para el niimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Lysis Solution 350 pL
MagMAX™ CORE Binding Solution 350 pL
Solucion de lisis/adhesion total (-IPC) 700 pL
(Opcional) Control positivo interno (IPC), uno de los siguientes:
VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control DNA 2 uL
VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control RNA 2 L
Control positivo interno (IPC) suministrado con | Segun se indica en las
su kit PCR VetMAX instrucciones del kit
Solucion de lisis/adhesion total (+IPC) 700 pL + volumen de IPC

2. Mezcle invirtiendo el tubo o botella al menos 10 veces.

(Opcional) Almacene la solucion de lisis/adhesion a temperatura ambiente durante
24 horas como maximo.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 13
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Preparacion de la muestra

Prepare las muestras segun el tipo de muestra.

Para... Haga esto...
Cultivo de Biomed Continte con 300 pL del medio de cultivo previamente
Diagnostics InPouch”™ enriquecido.
TF
Mgesca de oreja (forma 1. Anada una muesca de oreja a un tubo de muestra de
triangular, 5mL.
aproximadamente 1 cm

2. Anada 2 mL de PBS, pH 7.4 a cada muestra.
Incube a temperatura ambiente con o sin agitar:

de ancho)

e Sin agitar: 15 minutos
e Agitando moderadamente: 10 minutos
4. Continle con 200 pL de sobrenadante.

Muesca de oreja (forma | 4
circular, 2a 3 mm de
didmetro)

. Anada una muesca de oreja a un tubo de 2 mL.
2. Anada 200 pL de PBS, pH 7.4 a cada muestra.
Incube a temperatura ambiente con o sin agitar:
e Sin agitar: 15 minutos
e Agitando moderadamente: 10 minutos
4, Continle con 50-200 pL de sobrenadante.

Leche, plasma, suero o | Continte con 200 pL de muestra.
sangre completa

Semen 1. Anada 500 pL de semen a un tubo nuevo.

2. Centrifugue a 15000 x gdurante 2 minutos.
3. Continle con 200 pL de sobrenadante.

Hisopos: animal Siga el protocolo recomendado por el fabricante o siga el
procedimiento siguiente:

1. Rompa la punta del hisopo y anadala a un tubo de 2 mL.
2. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4 a cada muestra.
3. Agite durante 3 minutos.
4. Continle con 200 pL de sobrenadante.
Tejido u 6rgano 1. Ahada los componentes siguientes a un tubo de 2 mL:

e Tejido: 20 a 30 mg
e PBS,pH7.4:1mL

e PYREX" Solid Glass Beads for Distillation Columns
(3 mm): 2 esferas

2. Altere (batido de esferas) las muestras en un Fisher
Scientific" Bead Mill 24 Homogenizer a 6 m/s durante
45 segundos.

3. Centrifugue a 1000 x g durante 1 minuto.

4. ContintGe con 100 pL de sobrenadante.

14 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Combinacion de la muestra con la mezcla de esferas/PK y la solucion de lisis/adhesion
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Combinacion de la muestra con la mezcla de esferas/PKy la
solucion de lisis/adhesion

1. Invierta el tubo de mezcla de esferas/PK varias veces para resuspender las esferas
y ahada luego 30 uL de la mezcla de esferas/PK a los correspondientes pocillos
de la placa o tira de tubos.

2. Transfiera el volumen adecuado de cada muestra preparada a un pocillo con
mezcla de esferas/PK.

Para... Use...

Cultivo de Biomed Diagnostics InPouch™ TF 300 pL de sobrenadante

Muesca de oreja (forma triangular, aproximadamente | 200 pL de sobrenadante
1 ¢cm de ancho)

Semen
Hisopos: animal

Muesca de oreja (forma circular, 2 a 3 mm de didmetro) | 50-200 pL de sobrenadante

Leche, plasma, suero o sangre completa 200 pyL de muestra

Tejido u érgano 100 pL de sobrenadante

3. Mezcle la muestra con Bead/PK Mix durante 2 minutos a temperatura ambiente
seglin su método de mezclado.

e Utilizando un agitador de placas: agite vigorosamente durante 2 minutos
(véase “Determinacion del ajuste maximo del agitador de placas” en la pagina
9).

* Pipeteando: pipetee arriba y abajo varias veces y, a continuacion, incube
durante 2 minutos a temperatura ambiente. (Para procesamiento posterior en
el KingFisher " mL Magnetic Particle Processor, debe mezclarse mediante

pipeteo).

4. Anada 700 pL de solucién de lisis/adhesion a cada pocillo o tubo que contenga
muestra.

5. Inmediatamente, proceda al procesamiento de las muestras en el instrumento
(siguiente apartado).

Procesamiento de las muestras en el instrumento

1. Seleccione el script apropiado en el instrumento (véase “Descarga e instalacion
del script” en la pagina 10).

2. Inicie la carrera y luego cargue las placas o tiras de tubos preparadas en las
posiciones adecuadas cuando se lo indique el instrumento.

Almacene acido nucleico purificado en hielo para su uso inmediato, a -20 °C durante 1
mes como maximo o a -80 °C para un almacenamiento a largo plazo.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 15
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El flujo de trabajo Complejo se recomienda para los siguientes tipos de muestra. El
acido nucleico para el que esta optimizado este flujo de trabajo varia segtin el tipo de
muestra; véase “Flujos de trabajo recomendados” en la pagina 8 para mas detalles.

e Muestras ambientales
e Heces
e Fluidos orales

* Hisopos: medioambientales o fecales

Siga este procedimiento si esta utilizando los instrumentos siguientes:
 KingFisher" Flex
e MagMAX" Express-96

Siga el Apéndice B, “Purificacién con el instrumento KingFisher™ Duo Prime o
KingFisher" mL” si est4 utilizando estos instrumentos:

 KingFisher " Duo Prime

¢ KingFisher " mL

Flujo de trabajo: Complejo

Preparacion de las placas de procesamiento
v
Preparacion de la mezcla de esferas/PK
v
Preparacion de la solucién de lisis
v
Preparacion del lisado aclarado (procesamiento de tubo o placa)
v
Combinacién del lisado aclarado con la mezcla de esferas/PK y la MagMAX ™ CORE Binding Solution
v

Procesamiento de las muestras en el instrumento

16 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Preparacion de las placas de procesamiento |
Preparacion de las placas de procesamiento
1. Prepare las placas de procesamiento.
Tabla 9 Preparacién de la placa: Instrumento KingFisher™ Flex o MagMAX™ Express-96
Posicion de la . . .
ID de placa placalll Tipo de placa Reactivo Volumen por pocillo
Placa de lavado 2 Pocillos MagMAX" CORE Wash Solution 1 500 pL
1 profundos
Placa de lavado 3 Pocillos MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 pL
2 profundos
Elucién 4 Estandar MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 uL
Peine para 5 Estandar Coloque un peine para muestras con puntas en la placa.
muestras con
puntas

1 Posicién en el instrumento.

2. (Opcional) Para evitar la evaporacion y la contaminacion, cubra las placas de

procesamiento preparadas con lamina de sellado hasta el momento de cargarlas
en el instrumento.

Preparacion de la mezcla de esferas/PK

Recomendamos preparar una nueva mezcla de esferas/PK para cada carrera de
procesamiento. Si es necesario, puede almacenar la mezcla de esferas/PK a 4 °C
durante 1 semana como maximo.

™

1. Agite las MagMAX ™~ CORE Magnetic Beads exhaustivamente para garantizar
que las esferas quedan totalmente resuspendidas.

2. Combine los siguientes componentes para el nimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Magnetic Beads 20 L
MagMAX™ CORE Proteinase K 10 pL
Mezcla de esferas/PK total 30 pL

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 17
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Preparacion de la solucion de lisis

1. Combine los siguientes componentes para el niimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Lysis Solution 450 pL
(Opcional) Control positivo interno (IPC), uno de los siguientes:
VetMAX™ Xeno ™" Internal Positive Control DNA 2L
VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control RNA 2 uL
Control positivo interno (IPC) suministrado con Segun se indica en las
su kit PCR VetMAX instrucciones del kit
Solucion total de lisis (+IPC) 450 pL + volumen de IPC

2. Mezcle invirtiendo el tubo o botella al menos 10 veces.

(Opcional) Almacene la solucion de lisis a temperatura ambiente durante 24 horas
como maximo.

18 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Capitulo 4 Flujo de trabajo Complejo
Preparacion del lisado aclarado
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1. Prepare las muestras segun el tipo de muestra.

Para...

Haga esto...

Heces

Muestras
ambientales

1. Transfiera 0,2-0,3 g de muestra a un tubo de 2 mL.
. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4y luego agite vigorosamente

durante 3 minutos.
Centrifugue segun se indica.

e Para purificacion de acido nucleico viral:
centrifugue a 15 000 x g durante 1 minuto.

e Para purificacion bacteriana de ADN o purificacion
concurrente de &cidos nucleicos bacterianos y
virales: centrifugue a 100 x g durante 1 minuto.

Continte con 200 pL de sobrenadante.

Fluidos orales

Mezcle brevemente la muestra de fluido oral.
Continte con 300 pL de muestra.

fecales

Hisopos:
medioambientales o

Muestras fecales: dé vueltas a un hisopo clinico en una
muestra fecal.

Hisopos medioambientales: continde con un hisopo
ambiental.

. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4 a un tubo de 2 mL.

Dé vueltas al hisopo en 1 mL de PBS, pH 7.4 durante 5-
10 segundos, retirando la mayor cantidad posible de
material de la muestra, y luego deseche el hisopo.

Como alternativa, rompa la punta del hisopo y deje el
hisopo en la PBS, pH 7.4.

. Agite vigorosamente durante 3 minutos o hasta que la

muestra esté suspendida.
Centrifugue segun se indica.

e Para purificacion de acido nucleico viral:
centrifugue a 15 000 x g durante 1 minuto.

e Para purificacion bacteriana de ADN o purificacion
concurrente de 4cidos nucleicos bacterianos y
virales: centrifugue a 100 x g durante 1 minuto.

Continte con 200 pL de sobrenadante.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 19
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2 Capitulo 4 Flujo de trabajo Complejo

Combinacion del lisado aclarado con la mezcla de esferas/PK y la MagMAX" CORE Binding Solution

2. Anfada la solucidn de lisis y luego aclare el lisado.

Para... Haga esto...
Procesamiento 1. Para cada muestra, afada 450 pL de solucidn de lisis a un
en tubos tubo de 2 mL nuevo.
2. Anada el volumen de muestra indicado en el paso 1 en la
pagina 19 a la solucién de lisis.
3. Agite vigorosamente durante 3 minutos.
Centrifugue a 15000 x g durante 2 minutos.
5. Retire el sobrenadante (lisado aclarado) sin alterar el
pellet.
Procesamiento 1. Para cada muestra, anada 450 pL de solucidn de lisis a los
en placas

pocillos correspondientes de una placa de pocillos
profundos.

2. Anada el volumen de muestra indicado en el paso 1 en la
pagina 19 a la solucion de lisis.

Selle la placa con ldmina de sellado.
Agite la placa a velocidad moderada durante 5 minutos.
Centrifugue a 3000 x g durante 5 minutos.

AL

Retire el sobrenadante (lisado aclarado) sin alterar el
pellet.

Combinacion del lisado aclarado con la mezcla de esferas/PKy la
MagMAX " CORE Binding Solution

20

1.

Invierta el tubo de mezcla de esferas/PK varias veces para resuspender las esferas
y afiada luego 30 pL de la mezcla de esferas/PK a los correspondientes pocillos
de la placa o tira de tubos.

Transfiera el volumen adecuado de cada lisado aclarado (véase “Preparacion del
lisado aclarado” en la pagina 19) a un pocillo con la mezcla de esferas/PK.

Para... Use...
Fluidos orales 600 pL
Muestras medioambientales, muestras fecales e hisopos 500 pL

Mezcle la muestra con Bead/PK Mix durante 2 minutos a temperatura ambiente
seglin su método de mezclado.

* Utilizando un agitador de placas: agite vigorosamente durante 2 minutos
(véase “Determinacion del ajuste maximo del agitador de placas” en la pagina
9).

* Pipeteando: pipetee arriba y abajo varias veces y, a continuacion, incube
durante 2 minutos a temperatura ambiente. (Para procesamiento posterior en
el KingFisher ' mL Magnetic Particle Processor, debe mezclarse mediante

pipeteo).

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Procesamiento de las muestras en el instrumento

™

4. Anada 350 pL de MagMAX"™ CORE Binding Solution.

5. Inmediatamente, proceda al procesamiento de las muestras en el instrumento
(siguiente apartado).

Procesamiento de las muestras en el instrumento

1. Seleccione el script apropiado en el instrumento (véase “Descarga e instalacion
del script” en la pagina 10).

2. Inicie la carrera y luego cargue las placas o tiras de tubos preparadas en las
posiciones adecuadas cuando se lo indique el instrumento.

Almacene acido nucleico purificado en hielo para su uso inmediato, a -20 °C durante 1
mes como maximo o a -80 °C para un almacenamiento a largo plazo.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 21
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El flujo de trabajo Digestion se recomienda para los siguientes tipos de muestra. El
acido nucleico para el que esta optimizado este flujo de trabajo varia segtin el tipo de
muestra; véase “Flujos de trabajo recomendados” en la pagina 8 para mas detalles. El
flujo de trabajo Digestién no se recomienda para la purificaciéon de ARN.

* Muestras ambientales

e Heces

* Foliculos pilosos

* Hisopos: medioambientales o fecales

¢ Tejido u 6rgano

Siga este procedimiento si estd utilizando los instrumentos siguientes:
 KingFisher " Flex
e MagMAX'" Express-96

Siga el Apéndice B, “Purificacién con el instrumento KingFisher™ Duo Prime o
KingFisher™ mL" si esta utilizando estos instrumentos:

. KingFisherrM Duo Prime

 KingFisher mL

Flujo de trabajo: Digestion

Preparacion de las placas de procesamiento
v

Preparacion de la solucién de lisis/adhesion
v

Preparacion de la solucidn PK
v
Tratamiento de las muestras con solucién PK (procesamiento de tubo o placa)
v
Combinacion de las muestras tratadas con proteinasa K con esferas y solucion de lisis/adhesion

v

Procesamiento de las muestras en el instrumento

22 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Capitulo 5 Flujo de trabajo Digestion

Preparacion de las placas de procesamiento g,
Preparacion de las placas de procesamiento
1. Prepare las placas de procesamiento.
Tabla 10 Preparacién de la placa: Instrumento KingFisher™ Flex o MagMAX™ Express-96
Posicion de la . . .
ID de placa placalll Tipo de placa Reactivo Volumen por pocillo
Placa de lavado 2 Pocillos MagMAX" CORE Wash Solution 1 500 pL
1 profundos
Placa de lavado 3 Pocillos MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 pL
2 profundos
Elucién 4 Estandar MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 uL
Peine para 5 Estandar Coloque un peine para muestras con puntas en la placa.
muestras con
puntas

[ Posicién en el instrumento.
2. (Opcional) Para evitar la evaporacion y la contaminacion, cubra las placas de

procesamiento preparadas con lamina de sellado hasta el momento de cargarlas
en el instrumento.

Preparacion de la solucion de lisis/adhesion

1. Combine los siguientes componentes para el niimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Lysis Solution 350 pL
MagMAX™ CORE Binding Solution 350 pL
Solucién de lisis/adhesién total (-IPC) 700 uL
(Opcional) Control positivo interno (IPC), uno de los siguientes:
VetMAX™ Xeno ™" Internal Positive Control DNA 2 L
VetMAX™ Xeno ™ Internal Positive Control RNA 2L
Control positivo intTeMrno (IPC) suministrado con Segun se indica en las
su kit PCR VetMAX instrucciones del kit
Solucion de lisis/adhesion total (+IPC) 700 pL + volumen de IPC

2. Mezcle invirtiendo el tubo o botella al menos 10 veces.

(Opcional) Almacene la solucion de lisis/adhesién a temperatura ambiente durante
24 horas como maximo.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 23
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Preparacion de la solucion PK

Prepare la solucién PK inmediatamente antes de utilizarla.

1. Combine los siguientes componentes para el nimero necesario de muestras, mas
un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
PK Buffer for MagMAX™-96 DNA Multi-Sample Kit 90 uL
MagMAX™ CORE Proteinase K 10 uL
Solucion PK total 100 pL

2. Invierta el tubo varias veces para mezclar y luego centrifugue brevemente para
recoger el contenido en el fondo del tubo.

3. Contintie inmediatamente con el paso siguiente:

¢ Para el procesamiento de un tubo: pase a “Tratamiento de las muestras con
solucion PK (procesamiento de tubo)” en la pagina 25.

* Para el procesamiento de una placa: pase a “Tratamiento de las muestras con
solucién PK (procesamiento de placa)” en la pagina 27.

24 Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Capitulo 5 Flujo de trabajo Digestion &
Tratamiento de las muestras con solucion PK

Tratamiento de las muestras con solucion PK

Tratamiento de las

muestras con
solucion PK
(procesamiento de
tubo)

Trate las muestras con solucion PK segun el tipo de muestra.

Tipo de muestra

Procedimiento

Muestras
ambientales

Heces

1.
2.

. Anada 200 pL de sobrenadante a un tubo nuevo.

Transfiera 0,2-0,3 g de muestra a un tubo de 2 mL.

Anada 1 mL de PBS, pH 7.4y luego agite vigorosamente
durante 3 minutos.

Centrifugue a 100 x gdurante 1 minuto.

Anada 100 pL de solucion PK al sobrenadante transferido y
luego agite brevemente para mezclar.

Incube durante 30 minutos a 55 °C.
Centrifugue a 15 000 x g durante 2 minutos.
Continte con 200 pL de muestra digerida.

Foliculos pilosos

o> -

Coloque 10-15 foliculos pilosos en un tubo de 2 mL.
Afada 100 pL de solucién PK a la muestra.
Incube durante 30 minutos a 55 °C.

Centrifugue brevemente para recoger el contenido en el
fondo del tubo.

Continte con el volumen de muestra digerida que esté
disponible para pipetear. El volumen disponible sera inferior a
100 pL.

Hisopos:
medioambientales o
fecales

2. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4 a un tubo de 2 mL.

6. Anada 200 pL de sobrenadante a un tubo nuevo.
7. Ahada 100 pL de solucién PK al sobrenadante transferido y

Muestras fecales: dé vueltas a un hisopo clinico en una
muestra fecal.

Hisopos medioambientales: continte con un hisopo
ambiental.

Dé vueltas al hisopo en la PBS, pH 7.4 durante 510 segundos,
retirando la mayor cantidad posible de material de la
muestra, y luego deseche el hisopo.

Como alternativa, rompa la punta del hisopo y deje el hisopo
en la PBS, pH 7.4.

Agite vigorosamente durante 3 minutos o hasta que la
muestra esté suspendida.

Centrifugue a 100 x gdurante 1 minuto.

luego agite brevemente para mezclar.
Incube durante 30 minutos a 55 °C.
Centrifugue a 15000 x g durante 2 minutos.
Continte con 200 pL de muestra digerida.

Tejido u 6rgano

1. Transfiera 20-30 mg de tejido a un tubo de 2 mL.

Anada 100 pL de solucion PK a la muestra.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 25
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Capitulo 5 Flujo de trabajo Digestion
Tratamiento de las muestras con solucion PK

Tipo de muestra

Procedimiento

Incube durante 2 horas a 55 °C.

Centrifugue brevemente para recoger el contenido en el
fondo del tubo.

Continte con el volumen de muestra digerida que esté
disponible para pipetear. El volumen disponible sera inferior a
100 pL.

Utilice una punta de pipeta P1000 para transferir la muestra
viscosa.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Tratamiento de las muestras con solucion PK
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Trate las muestras con solucion PK segun el tipo de muestra.

Tipo de muestra Procedimiento
Mue;tras 1. Transfiera 0,2-0,3 g de muestra a un pocillo de un tubo de
ambientales 2 mL
Heces - .
2. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4 a cada muestra y luego agite

vigorosamente durante 3 minutos.
Centrifugue a 100 x g durante 1 minuto.

4. Transfiera 200 pL de cada sobrenadante a una placa de
pocillos profundos.

5. Anada 100 pL de solucién PK a cada sobrenadante transferido
y, a continuacion, pipetee arriba y abajo para mezclar.

Selle la placa con lamina de sellado.
Incube durante 30 minutos a 55 °C.
Centrifugue a 3000 x g durante 5 minutos.

o © N o

Continle con 200 pL de muestra digerida.

Foliculos pilosos

—_

Coloque 10-15 foliculos pilosos en un pocillo de una placa de
pocillos profundos.

Anada 100 pL de solucion PK a cada muestra.
Selle la placa con ldmina de sellado.
Incube durante 30 minutos a 55 °C.

ok en

Centrifugue brevemente para recoger el contenido en el
fondo de la placa.

6. Continte con el volumen de muestra digerida que esté
disponible para pipetear. El volumen disponible serd inferior a
100 pL.

Hisopos: 1.
medioambientales o
fecales

Muestras fecales: dé vueltas a un hisopo clinico en una
muestra fecal.

Hisopos medioambientales: continle con un hisopo
ambiental.

2. Anada 1 mL de PBS, pH 7.4 a un tubo de 2 mL.

3. Dé vueltas al hisopo en la PBS, pH 7.4 durante 510 segundos,
retirando la mayor cantidad posible de material de la
muestra, y luego deseche el hisopo.

Como alternativa, rompa la punta del hisopo y deje el hisopo
en la PBS, pH 7.4.

4. Agite vigorosamente durante 3 minutos o hasta que las
muestras estén suspendidas.

Centrifugue a 100 x g durante 1 minuto.

6. Transfiera 200 pL de cada sobrenadante a una placa de
pocillos profundos.

7. Anada 100 pL de solucién PK a cada sobrenadante transferido
y, a continuacidn, pipetee arriba y abajo para mezclar.

Selle la placa con ldmina de sellado.
Incube durante 30 minutos a 55 °C.
10. Centrifugue a 3000 x g durante 2 minutos.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 27



-
5

798  Capitulo 5 Flujo de trabajo Digestion

)
=

Combinacion de las muestras tratadas con proteinasa K con esferas y solucion de lisis/adhesion

Tipo de muestra

Procedimiento

11.

Continte con 200 pL de muestra digerida.

Muestras de tejido u
érgano

—_

ok N

Transfiera 20-30 mg de tejido a un pocillo de una placa de
pocillos profundos.

Anada 100 L de solucidn PK a cada muestra.
Selle la placa con ldmina de sellado.
Incube durante 2 horas a 55 °C.

Centrifugue brevemente para recoger el contenido en el
fondo de la placa.

Continte con el volumen de muestra digerida que esté
disponible para pipetear. El volumen disponible sera inferior a
100 pL.

Utilice una punta de pipeta P1000 para transferir la muestra
viscosa.

Combinacion de las muestras tratadas con proteinasa K con esferas

y

28

solucion de lisis/adhesion

™

1. Agite el tubo de MagMAX"™ CORE Magnetic Beads varias veces para
resuspender las esferas y anada luego 20 pL de las esferas a los correspondientes
pocillos de la placa o tira de tubos.

Nota: No utilice la Bead/PK Mix.

2. Afada el volumen adecuado de cada muestra tratada con proteinasa K a un
pocillo con esferas.

Para... Use...

Hisopos

Muestras medioambientales, heces 200 pL

Foliculos pilosos

Muestras de tejido u drgano

Hasta 100 pL

3. Mezcle la muestra con esferas durante 2 minutos a temperatura ambiente segtin
su método de mezclado.

¢ Utilizando un agitador de placas: agite vigorosamente durante 2 minutos
(véase “Determinacion del ajuste maximo del agitador de placas” en la pagina

9).

* Pipeteando: pipetee arriba y abajo varias veces y, a continuacion, incube
durante 2 minutos a temperatura ambiente. (Para procesamiento posterior en
el KingFisher ' mL Magnetic Particle Processor, debe mezclarse mediante

pipeteo).

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Procesamiento de las muestras en el instrumento S
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4. Anada 700 pL de solucion de lisis/adhesion a cada muestra.

5. Inmediatamente, proceda al procesamiento de las muestras en el instrumento
(siguiente apartado).

Procesamiento de las muestras en el instrumento

1. Seleccione el script apropiado en el instrumento (véase “Descarga e instalacion
del script” en la pagina 10).

2. Inicie la carrera y luego cargue las placas o tiras de tubos preparadas en las
posiciones adecuadas cuando se lo indique el instrumento.

Almacene acido nucleico purificado en hielo para su uso inmediato, a -20 °C durante 1
mes como maximo o a -80 °C para un almacenamiento a largo plazo.

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit 29
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Flujo de trabajo Incubacion de lisado

El flujo de trabajo Incubacion de lisado esta recomendado para muescas de oreja que
requieran procesamiento con:

* Un paso de lisis prolongado antes del aislamiento del acido nucleico.

e Adicién de muescas directamente a una solucién de lisis.

Siga este procedimiento si esta utilizando los instrumentos siguientes:

 KingFisher" Flex

e MagMAX'" Express-96

Siga el Apéndice B, “Purificacién con el instrumento KingFisher™ Duo Prime o
KingFisher” mL” si est4 utilizando estos instrumentos:

» KingFisher ' Duo Prime

* KingFisher mL

Flujo de trabajo: Incubacion de lisado

El flujo de trabajo Incubacion de lisado se puede realizar con una incubacién de

15 minutos o durante la noche en Lysis Solution. Si las muestras se incuban durante la
noche, prepare las placas de procesamiento y prepare la mezcla de
lisis/adhesién/esferas después de que la incubacion esté completa.

Incubacion de 15 min
Preparacion de las placas de procesamiento

v
Preparacion de la mezcla de lisis/adhesidn/esferas
v

Preparacion del lisado de muesca de oreja

(incubacién de 15 min)
v

Combinacién de lisado con mezcla de lisis/
adhesion/esferas y proteinasa K

v

Procesamiento de las muestras en el instrumento

30

Incubacion durante la noche (16-18 horas)

Preparacion del lisado de muesca de oreja

(purificacién durante la noche; 16-18 horas)
v
Preparacion de las placas de procesamiento

v
Preparacion de la mezcla de lisis/adhesidn/esferas

v

Combinacién de lisado con mezcla de lisis/
adhesion/esferas y proteinasa K

v

Procesamiento de las muestras en el instrumento

Guia del usuario de MagMAX" CORE Nucleic Acid Purification Kit
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Preparacion de las placas de procesamiento
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Preparacion de las placas de procesamiento

1. Prepare las placas de procesamiento.

Tabla 11 Preparacién de la placa: Instrumento KingFisher™ Flex o MagMAX™ Express-96

ID de placa Pos;f;t:[?]e = Tipo de placa Reactivo Volumen por pocillo
Placa de lavado 2 Pocillos MagMAX" CORE Wash Solution 1 500 pL
1 profundos
Placa de lavado 3 Pocillos MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 pL
2 profundos
Elucién 4 Estandar MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 uL
Peine para 5 Estandar Coloque un peine para muestras con puntas en la placa.
muestras con
puntas

1 Posicién en el instrumento.

2. (Opcional) Para evitar la evaporacion y la contaminacion, cubra las placas de
procesamiento preparadas con lamina de sellado hasta el momento de cargarlas
en el instrumento.

Preparacion de la mezcla de lisis/adhesion/esferas

1. Combine los siguientes componentes, en el orden indicado, para el niimero
necesario de muestras, mas un 10 % de excedente.

Componente Volumen por muestra
MagMAX™ CORE Lysis Solution 350 pL
MagMAX™ CORE Binding Solution 350 pL
MagMAX"™ CORE Magnetic Beads 20 L
Mezcla de lisis/adhesion/esferas total (-IPC) 720 uL
(Opcional) Control positivo interno (IPC), uno de los siguientes:
VetMAX™ Xeno ™" Internal Positive Control DNA 2L
VetMAX™ Xeno ™ Internal Positive Control RNA 2L
Control positivo intsrno (IPC) suministrado con Segun se indica en las
su kit PCR VetMAX instrucciones del kit
Mezcla de lisis/adhesion/esferas total (+IPC) 720 pL + volumen de IPC

2. Mezcle invirtiendo el tubo o botella al menos 10 veces.
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Capitulo 6 Flujo de trabajo Incubacion de lisado

Preparacion del lisado de muesca de oreja

Preparacion del lisado de muesca de oreja

32

™

1. Afiada 300 pL de MagMAX ™~ CORE Lysis Solution a cada muesca de oreja.

2. Incube sin agitar a temperatura ambiente durante el tiempo deseado.

¢ 15 minutos

e Durante la noche (16-18 horas)

3. Contintie con sobrenadantes individuales o acervados.

Para...

Haga esto...

Muestras
individuales

Continte con 250 pL de sobrenadante.

Muestras
acervadas

3.
4.

Combine 50 pL de sobrenadantes individuales en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL.

Si el volumen de sobrenadantes acervados es menor de
250 pL, aflada MagMAX" CORE Lysis Solution para un total
de 250 pL.

Agite brevemente para mezclar las muestras acervadas.
Continte con 250 pL de sobrenadante acervado.

Por ejemplo:

Para un acervo de 10 muestras, el volumen combinado es de
500 pL (10 x 50 pL). Continle con el siguiente paso con
250 pL del acervo.

Para un acervo de 4 muestras, el volumen combinado es de
200 pL (4 x 50 pL). Afiada 50 pL de MagMAX™ CORE Lysis
Solution y continde con el paso siguiente con el acervo de
250 pL.

Anélisis
individual de un
acervo positivo

Continle con el sobrenadante restante de cada muestra individual
en el acervo positivo. El volumen puede ser inferior a 250 pL.

Almacene los lisados individuales y acervados para volver a analizarlos: hasta
48 horas a temperatura ambiente o a largo plazo a menos de -16 °C.
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Combinacion de lisado con mezcla de lisis/adhesion/esferas y proteinasa K |
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Combinacion de lisado con mezcla de lisis/adhesion/esferas y

proteinasa K

™

. Anada 10 pL de MagMAX "™ CORE Proteinase K a los pocillos correspondientes

en la placa o tira de tubos.

. Anada 250 pL de sobrenadante individual o acervado.

. Mezcle el sobrenadante con proteinasa K pipeteando arriba y abajo varias veces

y, a continuacion, incube durante 2 minutos a temperatura ambiente.

. Invierta el tubo con mezcla de lisis/adhesion/esferas varias veces para

resuspender las esferas y, a continuacion, afilada 720 pL. de mezcla de
lisis/adhesién/esferas a cada muestra.

. Inmediatamente, proceda al procesamiento de las muestras en el instrumento

(siguiente apartado).

Procesamiento de las muestras en el instrumento

. Seleccione el script apropiado en el instrumento (véase “Descarga e instalacion

del script” en la pagina 10).

. Inicie la carrera y luego cargue las placas o tiras de tubos preparadas en las

posiciones adecuadas cuando se lo indique el instrumento.

Almacene acido nucleico purificado en hielo para su uso inmediato, a -20 °C durante 1
mes como maximo o a -80 °C para un almacenamiento a largo plazo.
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Solucion de problemas

Observacion

Posible causa

Accion recomendada

La elucion es de color marrdn
claro.

Las esferas magnéticas se
trasladaron a la elucidn.

Una pequena cantidad de esferas en la
muestra no inhibe las reacciones de RT-PCR o
PCR.

Retire las esferas del acido nucleico eluido
colocando la placa o tira de tubos en un
soporte magnético (~1 minuto) y transfiera
luego la solucién de acido nucleico a una placa
o tira de tubos nueva sin nucleasa.

Senal de ARN o ADN escasa o
inexistente (es decir, el valor de
Ci es mas alto de lo esperado).
En las muestras de la prueba,
elvalor de C; de la diana del
IPC estd fuera del intervalo de
valores validados (valor de C;
de IPC no conforme; muestra
no validal.

Los inhibidores estan presentes
en el &cido nucleico
recuperado.

Estos flujos de trabajo
producen acido nucleico de alta
calidad para la mayoria de las
muestras. Sin embargo, las
muestras que contengan
cantidades excepcionalmente
altas de inhibidores pueden
transferir inhibidores a niveles
suficientes como para afectar a
la RT-PCR o PCR.

1. Diluya la muestra de acido nucleico no
valida al 1:10 en tampdn TE 1X.

2. Realice un nuevo analisis PCR con el
acido nucleico diluido.

e Sielacido nucleico diluido es positivo
para la diana, o si es negativo para la
diana con un valor conforme de C; de IPC,
se valida el resultado.

e Sielacido nucleico diluido es negativo
para la diana con un valor no conforme de
C; de IPC, el resultado sera no validado.
En este caso, diluya la muestra bioldgica
original 1:10 en PBS 1Xy repita luego la
purificacion y la PCR.
Si el resultado sigue siendo no validado,
repita la purificacion y la PCR en una
nueva muestra bioldgica.

Repita la purificacion utilizando el flujo de
trabajo Complejo.

Las muestras con cantidades
elevadas de acido nucleico,
como tejido, sangre aviary
cultivos bacterianos, puede
saturar las esferas magnéticas.
La saturacion de esferas
reduce la recuperacion de acido
nucleico.

Para las muestras que arrojen una obtencion
reducida de ARN o ADN de IPC, diluya las
muestras 1:2, 1:4, 1:8y 1:16 en PBS 1X. Utilice
la dilucidn que arroje la mejor obtencion de
IPC.

ELADN o ARN de IPC no se unid
bien a las esferas magnéticas a
causa del material extracelular
en la muestra.

Afada MagMAX™ CORE Magnetic Beads a la
solucion de lisis/adhesion en lugar de preparar
una mezcla de esferas/PK o afiadir esferas
directamente a la muestra.
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Apéndice A Solucion de problemas
Procesamiento de las muestras en el instrumento

Observacion

Posible causa

Accion recomendada

Produccién pobre de ARN viral
de muestras o hisopos
tisulares, fecales o
medioambientales.

Se utilizé el flujo de trabajo
Digestion para la purificacion
del &cido nucleico viral.

Siga el flujo de trabajo adecuado. Véase “Flujos
de trabajo recomendados” en la pagina 8.

Variacion de pocillo a pocillo en
la produccién de ARN/ADN de
muestras duplicadas.

Las esferas magnéticas no se
resuspendieron/dispersaron
totalmente.

En general, las esferas magnéticas se
dispersan mas facilmente cuando la
temperatura de la mezcla es > 20 °C.
Aseglrese de:

e Agitar las esferas magnéticas
exhaustivamente antes de preparar una
mezcla de esferas.

e Resuspender completamente la mezcla
de esferas antes de anadirla a las
muestras.

Las muestras positivas se
agrupan en la placa PCR.

Las muestras con titulos altos
(con C; bajo o prematuro) han
contaminado los pocillos
adyacentes.

Si se utiliza la misma
disposicion de placa de la
purificacion de acido nucleico a
través de PCR, puede ser dificil
determinar si se produjo
contaminacion durante la
purificacion de acido nucleico o
durante la PCR.

Repita la purificacidn de acido nucleico de las
muestras positivas o sospechosas sin las
muestras con titulos altos.

Evite las salpicaduras cuando pipetee los
reactivos o las muestras.
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Purificacion con el instrumento
KingFisher " Duo Prime o
KingFisher " mL

Materiales necesarios no suministrados

A menos que se indique lo contrario, todos los materiales estan disponibles en
thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific (fisherscientific.com) u otro proveedor
principal de productos de laboratorio.

Tabla 12 Materiales necesarios para el procesamiento en el instrumento KingFisher" Duo Prime

Articulo Origen

KingFisher™ Duo Prime Purification System 5400110
KingFisher” Duo Combi pack for Microtiter 96 Deepwell plate (tip combs,

; . 97003530
plates and elution strips for 96 samples)
KingFisher™ Duo Elution Strip, 40 pieces! 97003520
KingFisher™ Duo 12-tip comb, for Microtiter 96 Deepwell plate, 50 pieces!" 97003500
KingFisher™ Flex Microtiter Deepwell 96 plates!! 95040460

1 Incluido en el KingFisher™ Duo Combi pack (N.° de cat. 97003530).

Tabla 13 Materiales necesarios para el procesamiento en el instrumento KingFisher™ mL

Articulo Origen
KingFisher™ mL Purification System 5400050
KingFisher™ mL Tubes and tip combs para 240 muestras 97002141
KingFisher™ mL Tip comb, 800 pieces 97002111
KingFisher™ mL Tube, 20 x 45 pieces 97002121
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Apéndice B Purificacién con el instrumento KingFisher™ Duo Prime o KingFisher™ mL
Procedimiento de purificacion

Procedimiento de purificacion

Nota: Cuando realice este procedimiento para el procesamiento en el instrumento
KingFisher mlL, mezcle las muestras pipeteando arriba y abajo. No utilice un
agitador de placas con las tiras de tubos grandes necesarias para este instrumento.

1. Siga el flujo de trabajo para su tipo de muestra, empezando con la preparacion de
lisado de la muestra por medio de la combinacion de las muestras con esferas y
solucion de lisis.

Nota: No prepare las placas ni los tubos de procesamiento antes de preparar las
muestras.

™

2. Afada MagMAX'" CORE Wash Solutions y MagMAX" CORE Elution Buffer a
las posiciones indicadas, segtin su instrumento.

Cargue el peine para muestras con puntas y todas las placas o tiras de tubos al
mismo tiempo. El instrumento no le pide cargar elementos individualmente.

Tabla 14 Preparacion de la placa: instrumento KingFisher™ Duo Prime

ID de fila Fila en la placa Tipo de placa Reactivo Volumen por pocillo
Muestra A Pocillos Mezcla de lisado de la Varia por muestra
profundos muestra/esferas
Lavado 1 B MagMAX"™ CORE Wash Solution 1 500 L
Lavado 2 C MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 uL
Eluciént! Tira de tubos | Tirade elucion | MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 pL
separadal?
Peine para H Pocillos Coloque un peine para muestras con puntas en la placa.
muestras con profundos
puntas

1 Compruebe que la tira de elucién esté colocada en la direccién correcta en el bloque de elucién.
[2' Colocada en el elemento de calentamiento.

Tabla 15 Preparacién de la tira de tubos: instrumento KingFisher™ mL

L Posicion de la . .
ID de posicion tira de tubos Tubo Reactivo Volumen por pocillo
Muestra 1 Estandar Mezcla de lisado de la Varia por muestra
muestra/esferas
Lavado 1 2 MagMAX™ CORE Wash Solution 1 500 L
Lavado 2 3 MagMAX™ CORE Wash Solution 2 500 L
Elucién 4 MagMAX™ CORE Elution Buffer 90 uL
Peine para N/A N/A Deslice el peine para muestras con puntas en el
muestras con portapeines.
puntas

3. Siga “Procesamiento de las muestras en el instrumento” en la pagina 15.
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Seguridad

ADVERTENCIA! SEGURIDAD GENERAL. Si este producto se utiliza de
alguna forma que no se especifica en la documentacion del usuario, se pueden
producir lesiones personales o dafios en el instrumento o el dispositivo.
Asegtrese de que todo el que utilice este producto haya recibido instrucciones
sobre las practicas de seguridad generales para laboratorios y la informacion de
seguridad facilitada en este documento.

- Antes de utilizar un instrumento o dispositivo, lea y comprenda la
informacion de seguridad facilitada en la documentacion de usuario
suministrada por el fabricante del instrumento o dispositivo.

- Antes de manipular productos quimicos, lea y comprenda las hojas de datos
de seguridad (HDS) y use el equipo de proteccion individual apropiado
(guantes, batas, proteccion ocular, etc.). Para obtener las HDS, consulte la
seccion "Documentacion y soporte” de este documento.
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Seguridad quimica

Apéndice C Seguridad
Seguridad quimica

ADVERTENCIA! MANIPULACION GENERAL DE PRODUCTOS
QUIMICOS. Para reducir al minimo los riesgos, asegtirese de que el personal
del laboratorio lea y ponga en practica las directrices sobre seguridad generales
para el uso, la conservacion y la eliminacion de productos quimicos que se dan
a continuacion. Consulte las hojas de datos de seguridad pertinentes para
conocer las precauciones e instrucciones especificas:

Lea y comprenda las hojas de datos de seguridad (HDS o SDS) que
proporciona el fabricante de los productos quimicos antes de almacenar,
manipular o trabajar con cualquier producto quimico o material peligroso.
Para obtener las HDS o SDS, consulte el apartado "Documentacién y soporte”
de este documento.

Reduzca al minimo el contacto con productos quimicos. Utilice un equipo de
proteccion individual adecuado durante la manipulacion de productos
quimicos (por ejemplo, gafas de seguridad, guantes o ropa protectora).
Reduzca al minimo la inhalacién de productos quimicos. No deje abiertos los
recipientes de productos quimicos. Utilicelos inicamente con una ventilacion
adecuada (por ejemplo, una campana extractora de humo).

Compruebe peridodicamente la ausencia de fugas o derrames. Si se produce
una fuga o un derrame, siga los procedimientos de limpieza del fabricante,
tal y como se recomienda en la hoja de datos de seguridad.

Manipule los residuos quimicos bajo una campana extractora de humo.

Asegurese de que se utilizan los contenedores de residuos principales y
secundarios. (Los contenedores principales contienen los residuos
inmediatos. Los contenedores secundarios contienen cualquier derrame o
fuga del contenedor principal. Ambos contenedores deben ser compatibles
con el material de residuo y deben cumplir los requisitos federales, estatales
y locales sobre el almacenamiento en contenedores).

Después de vaciar el recipiente de residuos, ciérrelo bien con el tapén
suministrado.

Identifique (mediante analisis, si es necesario) los residuos generados por las
aplicaciones, los reactivos y los sustratos utilizados en su laboratorio.
Asegurrese de que los residuos se almacenan, transfieren, transportan y
eliminan de acuerdo con todas las normativas locales, estatales/provinciales
o nacionales.

iIMPORTANTE! Los materiales radiactivos o que impliquen un peligro
bioldgico pueden requerir una manipulacidn especial, pudiéndose aplicar
limitaciones en materia de eliminacién.
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Seguridad biologica
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Apéndice C Seguridad

Seguridad biologica

/2\

ADVERTENCIA! RIESGO BIOLOGICO. Las muestras bioldgicas como, por
ejemplo, tejidos, fluidos corporales, agentes infecciosos y sangre humana o de
otros animales, pueden transmitir enfermedades infecciosas. Realice todo el
trabajo en instalaciones que dispongan del equipamiento adecuado y con el
equipo de seguridad apropiado (por ejemplo, dispositivos de contencion fisica).
El equipo de seguridad puede incluir también articulos para proteccion
personal, como guantes, batas, trajes, protectores de zapatos, botas,
respiradores, protectores faciales, proteccion para los ojos o gafas de seguridad.
Los trabajadores deben recibir formacion de acuerdo con los requisitos de la
institucion o empresa y los requisitos legales aplicables antes de trabajar con
materiales potencialmente peligrosos. Siga todas las normativas locales,
estatales/provinciales y/o nacionales aplicables. Las referencias siguientes
proporcionan directrices generales sobre la manipulacion de muestras
bioldgicas en un entorno de laboratorio.

. Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos, Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL) (Seguridad bioldgica en
laboratorios microbioldgicos y biomédicos [BMBL]) 52 edicion, n.% de
publicaciéon del HHS (CDC) 21-1112, revisado en diciembre de 2009;
encontrado en:
www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBL.pdf

- Organizacion Mundial de la Salud, Laboratory Biosafety Manual (Manual de
seguridad bioldgica en laboratorios), 3% edicién,
WHO/CDS/CSR/LYO/2004.11; encontrado en:

www.who.int/cst/resources/publications/biosafety/Biosafety7.pdf
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Documentacion y soporte

Documentacion relacionada

Documento Nimero de la publicacion
Thermo Scientific" KingFisher" Flex User Manual N07669
Thermo Scientific” KingFisher Duo Prime Technical Manual N16621
Thermo Scientific” KingFisher' mL User Manual 1508260
Applied Biosystems" MagMAX" Express 96 User Manual NO07849
MagMAX" CORE Mechanical Lysis Module User Guide MANO0015945

Asistencia al cliente y soporte técnico

Visite thermofisher.com/support para conocer lo ultimo en servicios y asistencia,
incluyendo lo siguiente:

* Numeros de teléfono de contacto de todo el mundo
* Soporte del producto, incluyendo:
— Preguntas mas frecuentes (FAQ) sobre productos
— Software, parches y actualizaciones
— Formacién para muchas aplicaciones e instrumentos
* Pedidos y soporte web
* Documentacion del producto, incluyendo lo siguiente:
— Guias de usuario, manuales y protocolos
— Certificados de analisis
- Hojas de datos de seguridad (HDS) (Safety Data Sheets, SDS; también
conocidas como MSDS)

Nota: Para conocer las HDS o SDS de los reactivos y productos quimicos de
otros fabricantes, péngase en contacto con el fabricante.

Garantia limitada del producto

Life Technologies Corporation y/o su(s) filial(es) garantizan sus productos tal y como
se establece en los términos y condiciones generales de venta de Life Technologies,
que se pueden encontrar en el sitio web de Life Technologies www.thermofisher.com/
us/en/home/global/terms-and-conditions.html. Si tiene alguna duda, pongase en
contacto con Life Technologies en www.thermofisher.com/support.
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