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HIGH SCRIPTOOLS-QUANTIMIX EASY
MASTER MIX

RT-PCR cuantitativa en un paso para ser utilizado con fluor6foros intercalantes

REF. FORMATO CONTENIDO
10611 100 rxns High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix
10612 500 rxns High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix

Almacenar a -20°C

Uso exclusivo en investigacion. No para uso en procedimientos diagnésticos
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 obligacién de adquirir una licencia, dependiendo del pais y/o la aplicacion.
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1. DESCRIPCION

High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix (High SQE Master Mix) es un
sistema nuevo de RT-PCR en tiempo real para la cuantificacion de secuencias
especificas a partir de muestras de ARN. Esta Master Mix utiliza dos enzimas:
Biotools High Retrotrascriptase y Biotools HotSplit DNA Polymerase para la
cuantificacion de moldes de ARN.

La Master Mix ha sido disefiada para aportar la mayor eficiencia y sensibilidad en
ensayos de RT-PCR cuantitativa utilizando fluoréforos intercalantes. Con este fin,
dos enzimas de alto potencial, una retrotranscriptasa termoestable y una ADN
polimerasa con actividad hot start, son las encargadas de llevar a cabo las dos
reacciones de la RT-PCR. La sintesis de ADNc y la PCR ocurren secuencialmente
en un tubo Unico utilizando un buffer de reaccién comun formulado para garantizar
el anillamiento de los primers especificos.

La sefial de fluorescencia generada por la incorporacion del fluoréforo intercalante
al ADN es monitorizada al final de cada ciclo de amplificacion.

El High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix es un método rapido y simple que
permite la sintesis y amplificacién del ADNc en tiempo real, en un tubo Unico. Los
reactivos para ambas reacciones se incorporan simultdneamente en el vial de
reaccion reduciendo el tiempo de manipulacion y los riesgos de contaminacion sin
comprometer la eficiencia o la sensibilidad del ensayo.

2. REACTIVOS INCLUIDOS

El sistema contiene reactivos suficientes para un nimero de reacciones de 25pl.

« High SQE Master Mix: Se trata de una Master Mix 2X facil de utilizar
formulada para la optimizacion de reacciones de qRT-PCR en un tubo.
La mezcla incluye: Biotools HotSplit DNA Polymerase, Biotools High
Retrotranscriptase, dNTPs, MgSO,, y Buffer de Reaccién.

. DTT 25X Solution: Es proporcionada en un tubo independiente.

. gPCR Astringent: Se utiliza para incrementar la sensibilidad y
especificidad en ensayos de gRT-PCR.

. SYBR® Green I: fluoréforo intercalante.

3.MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Conservar todos los componentes del High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix
a -20°C, excepto el SYBR Green que debe almacenarse a 4° C.

Los reactivos de la Master Mix deben ser descongelados y manipulados en hielo.
Para uso frecuente de la Master Mix se recomienda realizar alicuotas.

e High SQE Master Mix: Mezclar antes de usar.
e DTT 25X Solution: Mezclar exhaustivamente antes de usar.
e gPCR Astringent: Mezclar antes de usar.

e SYBR® Green I: Al recepcionar el fluoréforo, mantener la alicuota de
solucién stock de SYBR® Green | a -20°C en el tubo opaco. Al usar,
agregarle 500 pl de agua libre de nucleasas y mezclar (la diluciéon 1/1000
es estable durante 1 mes a 4°C, NO CONGELAR).
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4.CONSIDERACIONES GENERALES

Molde: El éxito de la transcripcién inversa depende en gran medida de la
integridad y pureza del ARN utilizado como molde. Las muestras de ARN deben
ser transportadas y conservadas congeladas; si se conservan sin refrigeracion el
ARN puede degradarse.

Para obtener resultados éptimos, el ARN molde debe encontrarse libre de ADN
contaminante. Si bien la Biotools HotSplit DNA Polymerase no posee actividad
reverso transcriptasa bajo las condiciones de reaccion estandares, en determinadas
condiciones pueden generarse productos inespecificos, si las trazas de ADN
presentes en la muestra poseen secuencias similares a las del molde.

Si bien los métodos de extraccién convencionales generan moldes de calidad
suficiente, algunos reactivos utilizados en el proceso (tiocianato de guanidina,
fenol, EDTA, detergentes ionicos, particulas de silice, etc.) pueden interferir en la
reaccion. Biotools recomienda utilizar el kit Speedtools Total RNA Extraction kit o
el kit Speedtools RNA Virus Extraction kit para la extraccién de moldes.

Es altamente recomendable cuantificar el ARN mediante espectrometria y utilizar
cantidades equivalentes para las diferentes muestras a procesar. Si no conoce la
concentraciéon, agregue un volumen de extraccion fijo. Para realizar
cuantificacion relativa incluir una muestra de referencia, procesada de la misma
manera que los moldes, y cuantificar por comparacién. Para una cuantificacion
absoluta utilizar un ARN de referencia de concentracién conocida; a partir de
diluciones seriadas del mismo (procesadas por duplicado o triplicado) trazar una
curva estandar y determinar la concentracién de los ARN desconocidos.

La cantidad de ARN necesaria para llevar a cabo la reaccion de RT-PCR en
tiempo real depende fundamentalmente de la abundancia del ARN de interés.
Puede utilizarse como maximo 1ug de ARN por reaccién; para estudios de
expresion puede comenzar con 100 ng de ARN total.

Concentracién de MgS0,: Los iones magnesio son necesarios para el
funcionamiento de las dos enzimas incluidas en la Master Mix: Biotools High
Retrotranscriptase y HotSplit DNA Polymerase. La concentracion de iones Mg2+
de 4 mM, concentracién proporcionada por la High SQE Master Mix 2X.

Concentracién de gPCR Astringent: La incorporacion de este aditivo a la
mezcla de reaccién puede incrementar el rendimiento de productos de PCR
especificos, asi como reducir los amplicones inespecificos. La concentracion de
gPCR Astringent deberd ser optimizada experimentalmente; utilizar para la
optimizacion inicial 2,5 pl para V; de reaccion de 25 pul.

Disefio de Primers: Para la sintesis de la primera cadena de ADNc debera
utilizarse primers especificos, que solo permiten sintetizar el ADNc de un
mensajero particular. A fin de diferenciar entre productos de amplificacion
procedentes de ADNc y de ADN gendmico contaminante, se recomienda disefiar
primers que anillen parcialmente en dos exones consecutivos.

Independientemente del disefio, la concentracion final de primers en la mezcla de
reaccion deberd ser optimizada experimentalmente; la concentracion final éptima
suele encontrarse entre 0.4-0,8 uM (la concentracion Optima puede variar
conforme al termociclador utilizado). En lo que respecta a la concentracién de
sondas, la 6ptima suele estar en el rango de 0.1-0.5 uM; utilizar 0.2 uM para la
optimizacioén inicial.

Es altamente recomendable que los primers tengan una Tm elevada para llevar a
cabo la retrotranscripcién a temperaturas elevadas.
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Sintesis de ADNc: Si bien el High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix no
requiere una etapa de desnaturalizacion previa a la retrotranscripcion, ésta puede
incluirse incubando en un tubo independiente sélo el primer para la sintesis del
ADNc y el ARN a 95°C durante 2 min. A continuacion incubar de inmediato en
hielo y adicionar al molde los demas componentes de reaccién.

La sintesis de ADNc es llevada a cabo por la Biotools High Retrotranscriptase.
Esta enzima trabaja en un amplio rango de temperatura, entre 40-65°C. Nosotros
recomendamos realizar la retrotranscripcion a 45-47°C ya que ademas de ser la
temperatura de trabajo Optima de esta enzima, minimiza complicaciones
ocasionadas por la presencia de estructuras secundarias o de un contenido en
GC elevado en el molde, y favorece la sintesis del ADNc full-length.

Programa de PCR: Realizar la desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5-10 min.
Durante esta etapa se desnaturalizan los hibridos ARN/ADNc, se inactiva la
Biotools High Retrotranscriptase residual, y se activa la Biotools HotSplit DNA
Polymerase.

La utilizacién de primers con Tm elevada permite seleccionar temperaturas de
anillamiento y de extensién superiores, minimizando la unién de primers
inespecificos y la formacion de dimeros, e incrementando el rendimiento de los
productos de amplificacion especificos.

La mayoria de los moldes de ARN pueden ser detectados utilizando 40 ciclos de
amplificacion. Si el material de partida es escaso se puede incrementar el nUmero
de ciclos hasta 45-55. Durante la etapa de extension utilizar aproximadamente 45-
60 seg para amplicones entre 100-250 bp y 90 seg para aquellos >250 bp.

La inclusién de una curva de melting es primordial en experimentos con fluoréforos
intercalantes a fin de evaluar el perfil de melting de los productos de PCR. Tener en
cuenta que la inclusién de gPCR Astringent en la mezcla de reaccion modifica la
temperatura de melting de los amplicones.

5. PROTOCOLO ESTANDAR

Materiales que deberéan ser aportados por el usuario:

e Downstream primer

e Upstream primer

e Agua libre de nucleasas
El flujo de trabajo en el laboratorio debe de ser unidireccional, desde el area de pre-
amplificacion hacia el area de amplificaciéon. A fin de evitar contaminaciones cruzadas se

recomienda utilizar equipamiento especifico para cada area de trabajo. Utilizar guantes
libres de polvo, material plastico estéril y libre de nucleasas y puntas con filtro.

MANTENER LOS VIALES DE REACCION REFRIGERADOS hasta su introduccién

en el termociclador. La falta de refrigeracion de las mezclas de reaccion puede
provocar una caida significativa de la sensibilidad.

Incluir ARN de concentracion conocida para realizar la curva estandar. La inclusion
de controles positivos y negativos (NTC) es altamente recomendable. La High SQE
Master Mix debera ser utilizada a una concentracion final 1X. Esta mezcla funciona
para volimenes de reaccién de 25 ul (ver Tabla 1).

Trabaje en el area de preparacion de reactivos en una cabina de flujo laminar.
1.-Descongelar y agitar los reactivos antes de dispensarlos.

2.-Diluir el fluoréforo. Antes de utilizar el fluorocromo es necesario realizar una
dilucién de la solucién stock de fluoréforo siguiendo las instrucciones del fabricante.
Proteger el fluorocromo de una exposicion prolongada a la luz.

3.-Preparar la mezcla de reaccion de qRT-PCR en un microtubo estéril de 1.5ml en
hielo siguiendo las instrucciones de la Tabla 1. La mezcla de reaccién puede ser
utilizada para amplificar ARN moldes, de referencia, controles positivos y negativos.
Preparar suficiente mezcla de reaccién para el nimero de reacciones deseado y
mantenerla en hielo. PROTEGER LA MEZCLA DE REACTIVOS DE UNA
EXPOSICION PROLONGADA A LA LUZ.

4.-Dispensar el volumen de mezcla apropiado en los viales de reaccion y
mantenerlos en hielo.

TABLA 1. Preparacion de la mezcla de reaccién

COMPONENTE Concentracién Final | 25 plmxn
High SQE Master Mix 1X 12.5ul
DTT 25X Solution - 1l
Primers 0.4-0.8 uM x pl
qPCR Astringent - 2.5l
SYG (1/1000)" - 0.8-1.3 ul
Agua libre de nucleasas - Hasta 25 pl
ARN molde <1lpg/rxn X pl

¥
Utilizar para la optimizacion inicial 1.0 pl (para Vi 25ul)
Proceda a trabajar en el area de purificacion de ARN separada

Nunca introducir el ARN en la cabina de flujo laminar del area de preparacion de
reactivos. La reaccion debe comenzar en los 10 min posteriores al agregado de los
primers y el molde a la mezcla de reaccién.

5.-Agregar el ARN molde a los viales de reaccion. Cerrar los viales, mezclar su
contenido y centrifugar brevemente.

Proceda al area de amplificacion

6.-Coloque los viales en el termociclador e inicie el programa de gRT-PCR
seleccionado (ver Tabla 2).

TABLA 2. Programa para High Scriptools-Quantimix Easy Master Mix

ETAPA N° Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién* 1 95°C 2 min
Retrotranscripcion 1 45-47°C 30-40 min

(sintesis de ADNc)

Desnaturalizacion
Inicial, e inactivaciéon

de la 1 95°C 5-10 min

retrotranscriptasa**

Desnaturalizacion 95°C 10-30 seg

Anillamien+to 2-5°C<Tm de primers 5-20 seg

Extension” (Ver Nota 1) 40-50 60-72°C 45-60 seg
84°C 10 seg (FAM)

Melting 1 60-95°C Melting estandar

0 programada*™”
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* Opcional: desnaturalizacién de ARN y primer (ver sintesis de ADNc)

** |a Biotools HotSplit DNA Polymerase es activada durante esta etapa de calentamiento
Adquisicién de fluorescencia durante la etapa de Extension.

** En melting programada, comenzar con una rampa de 0.5 °C/seg

Nota 1: En caso de aparecer dimeros de primers o productos inespecificos, incluir un
paso adicional de adquisicidn de fluorescencia después del paso de extension.

La interpretacion de los resultados se realizara con el software especifico del equipo
siguiendo las instrucciones y recomendaciones del proveedor.

6. SOLUCION DE PROBLEMAS
Baja o nula eficiencia de reaccién

1. Corroborar la calidad y cantidad del molde. Verificar la integridad del ARN
mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante, y la cantidad por
fluorimetria (un exceso de ARN puede reducir el rendimiento de la reaccién).

El excedente de algunos reactivos de purificacion pueden interferir en la RT-
PCR: reducir el volumen de molde o cambiar el método de purificacion.
Asegurarse que los reactivos, puntas y tubos utilizados sean libres de RNasas.

2. Verificar el disefio y las condiciones de almacenamiento de los primes.
Verificar que el primer downstream sea complementario a la secuencia del ARN
downstream. Disefiar primers que tengan una Tm elevada y que no formen
horquillas o dimeros de primers. Verificar sus condiciones de conservacion.

3. Optimizar la concentracién de primers. Si bien una baja concentracién de
primers puede prevenir la formacién de dimeros, ésta debera ser suficiente para
el correcto rendimiento de la RT-PCR. Incrementar la concentraciéon de los
primers en incrementos de 0.1 uM

4. Optimizar las condiciones de la transcripciéon inversa. Moldes poco
abundantes, ricos en estructuras secundarias o en G+C pueden requerir mayor
tiempo de RT: incrementar hasta 60 min.

En caso de incluir una etapa inicial de desnaturalizacién/anillamiento, incorporar
la retrotranscriptasa al finalizar del proceso a fin de evitar su inactivacion.

5. Condiciones de reaccién no-éptimas.

-Incrementar la concentracion del fluoréforo intercalante.

6. Revisar la programacion de la PCR.

-Incrementar el tiempo de desnaturalizacion inicial hasta 10 min. Moldes ricos en
G+C o con estructuras secundaria suelen requerir mayor tiempo.

-Reducir la temperatura de anillamiento en incrementos de 2°C.

-Incrementar el N° de ciclos en incrementos de 5 ciclos.

-Incrementar el tiempo de extensién en incrementos de 30 seg.

-Seleccionar un filtro compatible con el fluréforo utilizado. Corroborar que la
lectura de la fluorescencia se realice en el canal especifico y en el paso
adecuado del programa.

7. Ausencia de algiin componente de reaccion. Verificar los componentes de la
reaccion y repetir el ensayo.

Productos de amplificacion multiples y/o inespecificos

1. Corroborar la calidad y cantidad del molde. Verificar la integridad y la
concentracion del ARN. Reducir la cantidad de molde y/o de primers.
Si el ARN esta contaminado con ADNg, pretratar las muestras con DNasa |.

2. Verificar el disefio y la calidad de los primers. Disefiar primers con Tm
elevada y que no formen horquillas o dimeros de primers.
Corroborar que los primers no se encuentren degradados realizando una
electroforesis en gel de acrilamida desnaturalizante.

3. Incrementar la temperatura de la retrotranscripcion. Realizar la sintesis del
ADNCc a una temperatura superior, incrementar de a 1°C.

4. Condiciones de reaccién no éptimas. Incrementar la concentracién de gPCR
Astringent y/o reducir la concentracién de primers.

5. Revisar la programacién de la PCR
-Incrementar la temperatura de anillamiento en incrementos de 2°C.
-Reducir el nimero de ciclos, en incrementos de 5 ciclos.
-Incluir un paso adicional de adquisicion de fluorescencia (ver Nota 1).

6. Reducir el tamafio del producto de PCR. Disefiar primers que permitan
obtener amplicones de tamafio entre 100-250 bp (<500 bp).

Falta de linearidad en los valores de Ct

1. Verificar la calidad y concentracion del ARN molde. La concentracién del
molde en la mezcla de reaccion puede ser muy baja o muy elevada.
2. Presenciade dimeros de primer. Ver Nota 1.

7. INFORMACION PARA PEDIDOS

DESCRIPCION TAMANO Referencia
High SQE Master Mix 1x1.4ml 10611
5x1.4ml 10612
DTT 25X Solution 1x0.1ml 10611
5x0,1ml 10612
qPCR Astringent 1x 270 pl 10611
5x 270 pl 10612
SYG 1x0,5ul 10611
2x0,5ul 10612




