GARANTIA

BIOTOOLS garantiza la conformidad de los productos con la cantidad y contenido indicado en el vial y etiquetas exteriores durante
su periodo de vida media. La obligacion de BIOTOOLS y los derechos del comprador bajo esta garantia estan limitados bien al
reemplazo por parte de BIOTOOLS de cualquier producto que sea deficiente en fabncac\on y que debera ser retornado a
BIOTOOLS (portes pagados) o a opcién de BIOTOOLS, 1 del precio de Lasr es por

dafiada durante el transporte han de ser dirigidas al transportista.

Este producto debe ser utilizado Gr por pr cL y para uso exclusivo en investigacion. Es la
responsabilidad del usuario asegurarse que un producto determinado es adecuado para una aplicacién determinada. Cualquier
producto que no cumpla con las especificaciones indicadas en la hoja informativa de prnducln sera reemplazado. Esta garantia

limita nuestra responsabmdad al reemplazo del producto. Ninguna otra garantia, de ningtn tipo, expresa o implicita, incluyendo, sin
garantias i de de 6n o adecuacion para un propésito determinado, son dadas por
BIOTOOLS. BIOTOOLS no tendré responsabilidad sobre ningtin dafio directo, indirecto, consecuencia o incidental resultante del
uso, mal uso, los resultados del uso o la incapacidad de uso de ningtin producto.

Fabricado por:

BIOTOOLS, Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. han sido evaluados y certificados en cuanto a
cumplimiento de los requisitos de la ISO 9001:2008 para las siguientes actividades: investigacion y desarrollo de
productos de biotecnologia, fabricacion de productos de biotecnologia y fabricacién de productos para diagnéstico in
vitro (IVDs). Valle de Tobalina — 52 — Nave 39, 28021 Madrid — Spain

© 2009 BIOTOOLS, Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. Todos los derechos reservados

BlOI:(I)IS

BIOTOOLS B&M LABS.S

BIOTOOLS B&M Labs, S.A.
Valle de Tobalina - 52 - Nave 39
28021 Madrid
Spain

Tel. (34) 9171000 74
Fax (34) 91505 31 18
E-mail: info@biotools.eu

www.biotools.eu

BIOECOLS

BIOTOOLS B&M LABS.S.A.

CERTAMP COMPLEX

Ref. FORMATO | CONTENIDO

10.342 250 rxns
10.343 500 rxns

CERTAMP Complex
CERTAMP Complex

Almacenar a -20°C

Aviso a usuarios: Algunas de las aplicaciones que pueden llevarse a cabo con este producto estan cubiertas por
patentes aplicables en ciertos paises. La adquisicién de este producto no incluye o provee de una licencia para
realizar aplicaciones patentadas. En algunos casos, los usuarios tienen la obligacion de adquirir una licencia,
dependiendo del pais y/o la aplicacion.
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1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

CERTAMP COMPLEX esta especialmente disefiado para la optimizacién y mejora
de reacciones de amplificacién a partir de moldes de ADN complejos y/o escasos.
Una combinacién exclusiva de ADN polimerasas (proof-reading y no proof-reading),
junto con cofactores y buffer especiales, aumentan la eficacia y el rendimiento de
reacciones de PCR complejas.

USO EXCLUSIVO EN INVESTIGACION

ADN gendémico, moldes ricos en GC o con estructura secundaria son dificiles de
amplificar por técnicas de PCR estandar. La razén principal de esta dificultad es que
las polimerasas convencionales, que carecen de actividad proof-reading, suelen
introducir errores durante la replicacion del ADN molde. La acumulacién de errores
en la secuencia amplificada puede provocar una detencién de la copia originando
productos truncados; o bien acumulacién de errores en la secuencia amplificada
comprometiendo el rendimiento y la fidelidad de la PCR.

Certamp Complex solventa las deficiencias de las polimerasas incorporando una
mezcla de enzimas (Certamp Complex Enzyme Mix) que garantiza la maxima
procesividad, manteniendo una tasa de error muy baja. La ADN polimerasa con
actividad 3'—>5 exonucleasa, presente en la mezcla, elimina las bases erréneas
introducidas por la polimerasa estandar (sin actividad proof-reading) y permite que
ésta pueda continuar copiando el ADN molde. La Certamp Complex Enzyme Mix
resulta idénea para la amplificacion de virtualmente cualquier molde con
independencia de su complejidad o tamafio.

La eficiente mezcla enzimatica también reduce considerablemente las
amplificaciones inespecificas, incrementa el rendimiento de reaccion y facilita la
optimizaciéon de experimentos de PCR a partir de moldes escasos (a partir de 0,5
pg) y/o complejos. Ademas, el 10X Certamp Complex Buffer MgCl, FREE,
proporcionado con la enzima, ha sido optimizado a fin de contribuir al alto
rendimiento y fidelidad de copia de este Kkit.

Aplicaciones del Certamp Complex:
e Amplificacién de moldes de ADN ricos en GC
e Amplificacion de moldes de ADN con estructuras secundarias

e Amplificaciones a partir de baja concentracién de molde (limite de deteccion
0.5 pg)

e Amplificacion de fragmentos hasta 8 Kb

e Clonaje: los productos obtenidos pueden ser utilizados tanto en T/A cloning
como en clonaje con extremos romos.

2. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Conservar los reactivos a -20°C en un congelador que garantice una
temperatura constante (no se recomiendan congeladores frost-free). EI tampoén
de almacenamiento de la mezcla enzimatica contiene glicerol al 50 % (v/v), lo que
evita que las enzimas se congelen a -20°C. En cualquier caso, si las enzimas se
congelan, su actividad no se vera afectada.
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3. COMPONENTES

Certamp Complex Enzyme Mix (1 U/ul)-Mezcla de ADN polimerasas proof-reading
y no proof-reading.

10X Certamp Complex Buffer MgCl, FREE- Este buffer ha sido formulado para
permitir un rendimiento y fidelidad éptimos en reacciones de amplificacién de
moldes de ADN complejos y/o escasos. El buffer contiene aditivos y estabilizantes
que permiten optimizar facilmente reacciones de amplificacién complejas.

10X Reaction Buffer MgCl, FREE- Tris HCI 750 mM (pH 9.0), KCI 500 mM,
(NH.);SO, 200 mM. Buffer alternativo para reacciones de amplificacion
convencionales.

50 mM MgCl, Solution-Los buffers de reaccion suministrados con el kit no
contienen iones Mg2+ en su composicién, el usuario deberd optimizar la
concentracién para cada reaccion.

4. PROTOCOLOS DE USO

Las condiciones 6ptimas deben de ser determinadas para cada experimento.
Biotools recomienda dos protocolos de uso para el CERTAMP Complex, conforme a
las particularidades del molde a amplificar.

I. Alternativa 1 —10X Reaction Buffer MgCl, FREE

Este protocolo estd recomendado para reacciones de amplificacion
convencionales.

1.- Calcule el ndmero de viales de reaccion (0.2 ml o 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos durante su manipulacién. Los
viales de reaccion también deben mantenerse en hielo hasta su introduccion en el
termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
exceso.

Preparacién de la Master Mix 1

Reactivo Volumen para 25 pl de rxn*
CERTAMP COMPLEX ENZYME MIX 1

10X Reaction Buffer MgCl, FREE 25u

50 mM MgCl, Solution 1y

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 05

Primers 10-20 pmoles de cada primer
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

*
Las cantidades indicadas estan calculadas para un volumen final de reacci6n de 25 pl.

3.- Dispensar las alicuotas de la Master Mix en los viales de reaccion y afiadir el
ADN.

4.- Introducir los viales de reaccion en el termociclador y llevar a cabo la
amplificacion.
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1. Alternativa 2 — 10X Certamp Complex Buffer MgCl, FREE
Este protocolo esta recomendado para amplificaciones de moldes complejos.

1.- Calcule el nimero de viales de reaccion (0.2 ml o 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos del kit durante su manipulacion.
Los viales de reaccién también deben mantenerse en hielo hasta su introduccién en
el termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
exceso.

Preparacion de la Master Mix 2

Reactivos Volumen para 25 pl de rxn*
CERTAMP COMPLEX ENZYME MIX 1ul

10X Certamp Complex Buffer MgCl, FREE 2.5l

50 mM MgCl, Solution 1pl

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 0.5l

Primers 10-20 pmoles de cada primer
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

*
Las cantidades indicadas estan calculadas para un volumen final de reaccién de 25 pl.

3.- Dispensar las alicuotas de la Master Mix en los viales de reaccion y afiadir el
ADN (0.5 pg-500 ng/reaccion).

4.- Introducir los viales de reaccion en el termociclador y llevar a cabo la
amplificacion.

IIl. Amplificacién de ADN molde complejo (ADN humano)

CERTAMP Complex estd indicado para la amplificacion de moldes de ADN
complejos (ej. ADN humano).

1.- Calcule el nimero de viales de reacci6on (0.2 ml 6 0.5 ml) a utilizar. Se
recomienda incluir un control positivo y un control negativo en cada set de
reacciones.

2.- Descongele y conserve en hielo los reactivos del kit durante su manipulacion.
Los viales de reaccién también deben mantenerse en hielo hasta su introduccién en
el termociclador. Preparar la Master Mix contemplando un nimero de reacciones en
exceso.

Preparacion de la Master Mix

Reactivo Volumen (por reaccion)
CERTAMP COMPLEX ENZYME MIX 1pl

10X Certamp Complex Buffer MgCl, FREE 25u

50 mM MgCl, Solution 1l

dNTPs 10 mM each (Ref. 20.031) 0.5 ul

Primers especificos para HBV 0.5 pl (20 uM de cada primer)
Agua bidestilada estéril Hasta completar 25 pl

3.- Dispensar las alicuotas de la Master Mix en los viales de reaccion y afiadir el
ADN molde (0.5 pg-50 ng).

4.- Llevar a cabo la amplificacién segn el siguiente programa:

PASOS N° CICLOS TEMPERATURA | TIEMPO
Dggnaturallzacmn 1 94°C 3 min
Inicial

Desnaturalizaciéon 94°C 30 seg
Anillamiento 35 55°C 1 min
Extension 72°C 3 min
Extension Final 1 72°C 10 min
Enfriamiento 0 4°C L

5.- Analizar los productos de amplificacién obtenidos en agarosa 1-1.5 % en TAE o
TBE. El tamafio esperado es 3 Kb.

Amplificacion de diferentes cantidades de ADN humano-
Comparativa de Biotools DNA Polymerase con Certamp Complex
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Biotools DNA Polymerase Certamp Complex

Carriles 1, 10: Controles negativos (sin ADN)
Carriles 2, 11: 100 pg de ADN molde
Carriles 3, 12: 15 pg de ADN molde

Carriles 4, 13: 7.5 pg de ADN molde

Carriles 5, 14: 3.75 pg de ADN molde
Carriles 6, 15: 1.875 pg de ADN molde
Carriles 7, 16: 0.937 pg de ADN molde
Carriles 8, 17: 0.47 pg de ADN molde

Carril 9: 1 Kb Ladder marker (Ref. 31.005)

5. SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Causa Recomendacion
E de pi Verifique la concentracién y condicién de almacenamiento de
rror ?P'Pe‘e"v dNTPs, primers, etc.
ausencia o mal estado ) . . .
de algiin reactivo Repita el ensayo aseguréndose de que no falta ninguin reactivo
y no hay errores de concentracion o pipeteo.
Verifique la concentracién y calidad del material de partida. No
utilice ADN degradado.
Si el ADN molde presenta cierta complejidad, por ej. alto
Problemas con el ADN contenido en secuencias GC se recomienda afiadir DMSO a la
molde reaccion.
Repita la reaccion de PCR con una dilucién del material de
partida o con otra alicuota del ADN molde.
Revise el disefio de los primers y las condiciones de
conservacion. Evite aquellos disefios proclives a la formacion de
dimeros.
Problemas con los Repita la PCR con diferente concentracion de primers (0.1-
primers 0.5 uM) en incrementos de 0.1 uM.
o Verifique que los primers no se encuentren degradados,
Baja eficiencia mediante un gel de poliacrilamida.
de amplificacion 2
0 ausencia de Concentracién de MgCl, Repita la PCR con diferente concentracion de Mg** (1.5-4 mM)
amplificacion no dptima en incrementos de 0.25 mM.
Baj‘;x concentracion de Aumente la concentracion de la mezcla enzimética en
enzimas incrementos de 0.2 Unidades
Verifique los siguientes parametros del programa de
amplificacion:
Desnaturalizacion- aumente la temperatura y el tiempo de la
desnaturalizacion inicial.
Anillamiento- optimice la temperatura y el tiempo de
” anillamiento. Para aumentar la especificidad utilice el programa
gg;g;:maclon no touchdown or stepdown.
i R i . »
Tiempo de extensién- en caso de que el periodo de extension
sea demasiado corto auméntelo en incrementos de 30 seg.
Namero de ciclos- incremente el numero de ciclos en
incrementos de 5 ciclos.
Incluya el periodo de elongacion final en el programa de
amplificacion.
Temperatura de A telat tura de anillamient . tos de 19C
anillamiento baja umente la temperatura de anillamiento en incrementos de 1°C.
Revise el disefio de los primers asi como su condicion de
conservacion.
Normalmente la concentracién de los primers es equimolar.
Revise la concentracion de ambos primers y en caso necesario
Problemas con los .~
. titalelos.
primers i o i
Repita la PCR con una concentracion diferente de primers (0.1-
0.5 pM) en incrementos de 0.1 pM.
Verifique que los primers no se encuentren degradados,
Bandas de mediante un gel de poliacrilamida.
amplificacion

inespecificas o
smear

Exceso de ADN molde

Utilice diluciones del ADN molde.

Contaminacion

Prepare siempre un control negativo (NTC no template control)
Si en el control negativo aparecen bandas o smear cambie de
reactivos.

Concentracion de enzimas
elevada

Optimice la concentracién de la mezcla enzimatica para su
ensayo.

Programa de
amplificacién no
adecuado

Utilice el programa touchdown or stepdown del termociclador.
Reduzca el nimero de ciclos.

Concentracion de MgCl,
no 6ptima

Repita la PCR con diferente concentracién de Mg* (1.5-4 mM)
en incrementos de 0.25 mM.

Amplificacion
en el control

negativo

Contaminacion

Repita la PCR utilizando un nuevo lote de reactivos
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6. INFORMACION PARA PEDIDOS

DESCRIPCION Tamafio Referencia
Certamp Complex Enzyme Mix (1U/ uL) 280 pL 10.342
550 pL 10.343
10X Certamp Complex Buffer MgCl , FREE 1.4mL 10.342
1.4mL 10.343
10X Reaction Buffer MgCl , FREE 1.8 ml 10.342
1.8ml 10.343
50 mM MgCl, Solution 1.8 ml 10.342
1.8ml 10.343
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