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QUANTIMIX HOTSPLIT EASY KIT

Kit para Amplificacién y Cuantificacion de ADN en Tiempo Real para ser
utilizado con fluoré6foro intercalante

(Incluye Biotools HotSplit DNA Polymerase)

Ref. FORMATO CONTENIDO
10.690M 20 rxn Quantimix Hotsplit Easy Kit
10.691 100 rxn Quantimix Hotsplit Easy Kit
10.692 200 rxn Quantimix Hotsplit Easy Kit
10.693 500 rxn Quantimix Hotsplit Easy Kit
10.695M 20 rxn Quantimix Hotsplit Easy-ROX Kit
10.696 100 rxn Quantimix Hotsplit Easy-ROX Kit
10.697 200 rxn Quantimix Hotsplit Easy-ROX Kit
10.698 500 rxn Quantimix Hotsplit Easy-ROX Kit

Almacenar a -20°C

Uso exclusivo en investigacion. No para uso en procedimientos diagndsticos

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

El QUANTIMIX HOTSPLIT EASY KIT es una master mix universal optimizada para
conseguir la méaxima eficiencia, precision y sensibilidad en reacciones de
amplificacion en tiempo real utilizando SYBR® Green |. Esta mezcla incluye una
version quimicamente modificada de la Biotools DNA Polymerase, Biotools HotSplit
DNA Polymerase, que presenta escasa 0 nula actividad a bajas temperaturas y
proporciona mayor especificidad y rendimiento en las amplificaciones de ADN.

En el QUANTIMIX HOTSPLIT Kit la sefial fluorescente es generada por el
intercalado inespecifico de las moléculas de SYBR® Green | en los productos de
ADN de cadena doble. Durante la fase exponencial de la amplificacién existe una
correlacion entre el producto amplificado y el ADN presente en la muestra; y el nivel
de fluorescencia generado es proporcional al producto amplificado en cada ciclo.

La Biotools HotSplit DNA Polymerase, componente del kit, asegura alta
especificidad y sensibilidad en las reacciones de amplificacién, resolviendo
problemas frecuentes de la PCR como la formacion de dimeros de primers,
amplificaciones inespecificas y otras reacciones no deseadas que ocurren durante
la preparacion de las mezclas de reaccion. Grupos bloqueantes termolabiles actian
sobre los aminoéacidos implicados en la polimerizacién de la polimerasa; la
interferencia de estos grupos es eliminada durante la desnaturalizacion inicial
recuperando la actividad enzimatica. Por otra parte, la enzima Biotools HotSplit
DNA Polymerase posee una tasa de error inferior a la de enzimas comerciales
similares.

Alguna de las variantes del kit incluyen el Fluorocromo de Referencia ROX™ que
permite normalizar variaciones inespecificas de la sefial fluorescente, originadas por
artefactos como errores de pipeteo o limitaciones propias de ciertos termocicladores
(ej. termocicladores de bloque). El uso del fluorocromo de referencia esta
especialmente indicado para los termocicladores de tiempo real de las firmas
Applied Biosystems (ABI) y Stratagene. La inclusion de ROX™ en la reaccion de
amplificacién es opcional, por lo cual éste se provee en un tubo independiente.

QUANTIMIX HOTSPLIT EASY KIT es una Master Mix 2X (QUANTISPLIT), que
incluye todos los componentes de reaccion, excepto el ADN vy los primers. La
utilizacion de la Master Mix facilita la manipulacion reduciendo tanto el tiempo de
operacion como las etapas de pipeteo.

2. REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

. QUANTISPLIT: Es una solucién 2X lista para su uso que contiene
todos los components para llevar a cabo la amplificacién en tiempo real:
Biotools HotSplit DNA Polymerase, dNTPs, Buffer de Reaccion, SYBR®
Green | y MgCl, a la concentracion 6ptima (4mM final).

¢ 50 mM MgCl, Solution: Su uso solo esta indicado para reacciones
de amplificacion especificas que requieran optimizacién adicional.

. ROX™ DYE: Disponible en algunas referencias. Este fluorocromo se
provee a una concentracion 50X.

3.MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Almacenar todos los componentes del QUANTIMIX HOTSPLIT EASY Kit a -20°C
en un congelador que garantice una temperatura constante (no se recomiendan
los congeladores frost-free). Todos los reactivos deben ser descongelados y
manipulados en hielo.

www.biotools.eu

QUANTISPLIT: Conservar en oscuridad. Minimizar el nimero de ciclos de
congelacién-descongelaciéon conservando la mezcla en alicuotas de trabajo.
Mezclar antes de usar.

MgCl; Solution: Mezclar exhaustivamente antes de usar.

ROX™ DYE: Conservar en oscuridad y a una temperatura de -20°C o de 4°C. El
almacenamiento a 4°C evita la descongelacion previa a su utilizacion.

Si el kit se manipula y conserva siguiendo estas instrucciones, su estabilidad sera la
indicada en la etiqueta correspondiente.

4.CONSIDERACIONES GENERALES

Molde: La calidad del ADN molde es clave para la obtencién de resultados 6ptimos
en la reaccion de amplificacion en tiempo real. Si bien el ADN purificado por los
métodos estandares suele resultar adecuado, numerosos componentes como
detergentes ionicos, colorantes, fenoles, pueden inhibir la amplificacion.

Para la purificacion del ADN pueden utilizarse extraccion con fenol o métodos de
purificacién con resinas. Cualquiera de ellos suele garantizar un rendimiento y
calidad de ADN 6ptimos. En caso de utilizar métodos con matriz de silice,
asegurarse de eliminar completamente las particulas de silice en la muestra ya
que ésta suele inhibir la amplificacién y la lectura de fluorescencia. Biotools
recomienda su linea Speedtools para la extraccién y purificacion de ADN
genémico a partir de sangre (Speedtools DNA Extraction Kit); de tejido
(Speedtools Tissue DNA Extraction Kit) de comida (Speedtools Food DNA
Extraction Kit) y de plantas (Speedtools Plant DNA Extraction Kit).

Se recomienda transportar las muestras de ADN en frio ya que la falta de
refrigeracion puede degradar el ADN. En caso de manipular muestras clinicas,
tratarlas como si éstas fueran potencialmente infecciosas.

La cantidad de ADN a agregar en la reaccion de amplificacion dependera del
origen y de la calidad del molde a utilizar. Nosotros recomendamos cuantificar el
ADN mediante espectrometria a 260/280 nm vy utilizar cantidades equivalentes
para cada una de las muestras a procesar. Si no conoce la concentracién del
molde, agregue un volumen de extraccion fijo. El uniformar la cantidad de molde
en la reaccion permite obtener resultados cuantitativos comparables.

Concentracién de MgCl,: Concentraciones elevadas de MgCl, pueden dar lugar a
la formacién de productos inespecificos y baja fidelidad de copia; y una
concentracion baja puede reducir el rendimiento del producto de PCR especifico. El
rango de concentracion recomendado es 4-6 mM. La concentracion final de MgCl,
en la mezcla de reaccion, aportada por el QUANTISPLIT es de 4 mM,
concentraciéon 6ptima para la mayoria de los ensayos. No obstante, el kit contiene
un vial de MgCl, 50 mM adicional que permite optimizar su concentracion.

Concentracion de ROX™: La concentracién optima del fluorocromo de
referencia varia con el termociclador. Los instrumentos que poseen filtros
optimizados suelen requerir menos concentracién de fluorocromo. Biotools
recomienda 1X de la solucion provista. Para mas detalles seguir las instrucciones
especificas de su termociclador.

Disefio de Primers: Los primers utilizados en la reaccién de amplificacion poseen
usualmente un tamafio de 15-30 nucleétidos con un contenido en G+C de 40-60%.
Para evitar la formacion de dimeros de primer o de horquillas, los primers no deben
de ser complementarios consigo mismos 0 con otros primers presentes en la
reaccion. El extremo 5°del primer puede contener bases desapareadas con el ADN
molde, sin embargo no es recomendable que esto ocurra en el extremo 3".
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A fin de evitar la formacién de dimeros de primers, que interfieren negativamente en
la cuantificacién, la concentracion de cebadores éptima para ensayos de gPCR con
fluoréforos intercalantes suele ser inferior a la utilizada en ensayos de amplificacién
con sondas especificas. La concentracién recomendada se encuentra en el rango
de 0.05-0.3 pM.

Al disefiar los primers tener en cuenta que los amplicones para PCR en tiempo
real suelen tener un tamafio inferior que los de productos de PCR convencional,
usualmente menos de 500 bp. Los mejores resultados de real time PCR suelen
obtenerse con productos de amplificacion entre 100-300 bp.

Programa de PCR: Ciertos parametros de la programacién afectan tanto la
especificidad como la eficiencia de la amplificacion. Estos parametros incluyen la
temperatura y el tiempo de desnaturalizacién, anillamiento y elongacion;
velocidad de las rampas; y nimero de ciclos. Debido al pequefio tamafio de los
amplicones de la PCR en tiempo real, los programas de ciclado suelen ser méas
cortos que los de la PCR convencional. Variaciones en el tamafio del producto de
amplificacion pueden inducir cambios en el programa de amplificacion.

El QUANTIMIX HOTSPLIT EASY kit contiene una polimerasa quimicamente
modificada que presenta escasa o nula actividad a bajas temperaturas. La actividad
de la enzima se recupera durante el paso de Desnaturalizacion Inicial; 10 min a
96°C suelen ser suficientes para activarla completamente.

La Biotools HotSplit DNA Polymerase posee, ademas, una baja tasa de error y
requiere un tiempo de extension a 72°C mayor que el de las polimerasas
convencionales.

La temperatura de anillamiento de los primers debe de ser similar con un maximo
de 5°C de diferencia entre ellos. Una temperatura de anillamiento muy baja
incrementa el riesgo de formacién de dimeros de primers y/o productos de
amplificacion inespecificos.

Cuando se utiliza fluoréforos intercalantes es esencial realizar una curva de
melting a fin de corroborar la especificidad de los productos de PCR obtenidos.

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 amplificacion. A fin de evitar contaminaciones cruzadas se
recomienda utilizar equipamiento especifico para cada area de trabajo.

Para la obtencion de resultados Optimos, es esencial MANTENER
REFRIGERADOS LOS TUBOS DE REACCION hasta su introduccién en el
termociclador.

Trabaje en el area de preparacion de reactivos en una cabina de flujo laminar. A fin de

evitar contaminaciones y falsos negativos utilice guantes y material plastico estéril y libre
de nucleasas. También se recomienda el uso de puntas de pipeta con filtro.

1.- Descongelar y mezclar cuidadosamente los reactivos antes de su dispensacion
(no utilizar vortex). PROTEGER LOS VIALES DE QUANTISPLIT Y DE ROX™ DE
UN EXPOSICON PROLONGADA A LA LUZ.

2.- Determinar el nimero de muestras a procesar. Si el ensayo es cuantitativo
deberan incluirse estandares de concentracién conocida para realizar una curva
patrén. Se recomienda incluir al menos un control positivo y uno negativo por cada
experimento a realizar.

3.- Preparar la master mix siguiendo las instrucciones de la TABLA 1. EVITAR UNA
EXPOSICION PROLONGADA DE LA MASTER MIX A LA LUZ.

4.- Cuando lo requiera incluya el fluorocromo de referencia (ROX) en la master mix.

TABLA 1. Preparacién de la Master Mix

COMPONENTE Concentracién Final 20 pl rxn
2X QUANTISPLIT 1X 10 pl
50 mM MgCl, Solution* 4-6 mM x pl
Primers 0.05-0.3 pM x pl
ROX™ Dye 1X 0,4 ul
Agua destilada estéril - Hasta 20 pl
ADN molde variable x pl

*S6lo necesario para concentraciones de MgCl, >4mM
Proceda a trabajar en el area de purificacién de ADN separada de otras fuentes de ADN.

TABLA 2. Programa de PCR para QUANTIMIX HOTSPLIT EASY Kit

PASOS N° de Temperatura Tiempo
Ciclos P p

Desnaturalizacién

Inicial y Activacién 1 94-96°C 8-10 min

Enzimatica

Desnaturalizacion 95-98°C ) 5-20 seg

Anillamiento 30-50 2-5°C<Tm de los primers 5-10 seg

Extension* 70-72°C 30-60 seg

Adquisicién de Tm de los productos .

Fluorescencia (Ver 1 inespecificos <X<Tm de 10-15 seg

Nota 1) productos especificos

Disociacion o 0 Se recomienda rampa

Melting* 1 60-95°C de 0.5 °C/ seg

* Lectura de fluorescencia en los pasos de Extensién y Melting.

+ El menor tiempo necesario para la lectura de fluorescencia (variable entre termocicladores)
Nunca introducir el ADN en la cabina de flujo laminar del area de preparacion de
reactivos. Es conveniente que la amplificacion comience en un plazo maximo de 10
minutos desde que se incorpora el ADN y los primers a la mezcla de amplificacién.
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Colocar todos los reactivos en hielo hasta su introduccién en el termociclador.

5.- Afadir el ADN molde a cada vial de reaccién. Cerrar los viales y mezclar
cuidadosamente (no utilizar vortex).

6.- Centrifugar brevemente los viales de amplificacion.

Proceda al area de amplificaciéon o PCR
7.- Colocar los tubos en el termociclador.
8.- Programar el termociclador segun la guia de la Tabla 2.

Nota 1: En caso de utilizar ROX™ Dye, la lectura de la flurescencia se realiza
simultaneamente para SYBR® Green | y ROX™ Dye en el canal correspondiente

Nota 2: En caso de aparecer dimeros de primers o productos inespecificos, incluir un
paso adicional de adquisicién 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

Ausencia de amplificacién o baja eficiencia de reaccién

1. Corroborar la calidad y cantidad del ADN. Corroborar la calidad del
molde mediante electroforesis en gel de agarosa o por fluorimetria. Puede
realizar una extraccién organica seguida de precipitacién con etanol para
eliminar inhibidores de la amplificacién. Un exceso de ADN puede reducir
el rendimiento de la reaccion.

2. Redisefiar los primers. Disefiar primers con una temperatura de
anillamiento superior y que no formen horquillas y/o dimeros de primers.

3. Optimizar la concentraciéon de primers. Si bien una baja concentracion
de primers puede evitar la formacién de dimeros, una concentracion
suficiente de los mismos es necesaria para el correcto rendimiento de la
PCR. En caso necesario incrementar la concentraciéon de los primers
especificos en incrementos de 0.1 pM.

4. Incrementar el tiempo de desnaturalizacién inicial. Ampliar el tiempo de
desnaturalizacion inicial hasta 10 minutos a fin de asegurar la completa
activacion de la Biotools HotSplit DNA Polymerase.

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

6. Incrementar el nimero de ciclos. Incorporar mas ciclos en el programa
de amplificacion en incrementos de 5 ciclos.

7. Ampliar el tiempo de extension. Incrementar el tiempo de extension en
incrementos de 30 segundos. Usualmente, 20 seg/100 bp de producto de
PCR suelen ser suficientes.

8. Activar la etapa de deteccién. Corroborar que la etapa de deteccién de
fluorescencia ha sido activada al programar el termociclador.

9. Corroborar la programacion de la etapa de deteccidn. Confirmar que la
deteccion de la fluorescencia se realice en el paso adecuado del programa

10.Seleccionar un filtro compatible con el fluoréforo intercalante. Para
termocicladores de tiempo real que posean miltiples canales de deteccion,
corroborar que el filtro activado sea compatible con el SYBR® Green |.

Productos de amplificacién inespecificos o smear

1. Reducir la concentracién de los componentes de reaccién. Corroborar
la concentracién de molde mediante electroforesis en gel de agarosa o por
fluorimetria. Reducir la cantidad de ADN y/o de primers en la reaccion.

2. Corroborar el estado de los primers. Corroborar que los primers no se
encuentren degradados realizando una electroforesis en gel de acrilamida
desnaturalizante.

3. Reducir la concentracion de primers. Un exceso de primers favorece la
formacién de dimeros y/o productos de amplificacion inespecificos a los
que también se intercala el SYBR® Green |. Para ensayos de qPCR con
fluoréforos intercalantes la concentracion de primers recomendada es
inferior a la utilizada con sondas especificas (0.05-0.3 pM).

4. Redisefiar los primers. Disefiar primers con una Tm superior y que no
formen horquillas y/o dimeros de primers.

5. Incrementar la temperatura de anillamiento. Utilizar temperaturas de
anillamiento superiores, en incrementos de 2°C.

6. Reducir el nimero de ciclos. Disminuir el nimero de ciclos del programa
de amplificacién, en incrementos de 5 ciclos.

7. Reducir el tamafio del producto de PCR. Disefiar nuevos primers que
permitan obtener productos de PCR de tamafio entre 100-300 bp.

8. Realizar curva de melting post-amplificacion. La realizacion de la curva
de disociacion permite confirmar de manera simple la especificidad de la
sefial de amplificaciéon pudiendo descartar artefactos como dimeros de
primers o productos de amplificacion inespecificos.

Falta de linealidad en la curva de amplificacion

1. Corroborar la cantidad del ADN molde. Un exceso de molde puede
afectar la linealidad.

2. Incluir un paso adicional de Adquisicion de Fluorescencia. Productos
de amplificacion inespecifica pueden afectar la linealidad (Ver Nota 1).

3. Realizar curva de melting post-amplificacion. Permite descartar
artefactos como dimeros de primers o productos de amplificacion
inespecificos.

Fluorescencia en control negativo (sin ADN molde)

1. Repetir el ensayo con reactivos nuevos y tomando las precauciones
apropiadas. Si la Tm de los controles negativos es similar a la Tm de las
muestras positivas (contaminacion).

2. Incluir un paso adicional de Adquisicién de Fluorescencia. Sila Tm de
los controles negativos es < Tm de las muestras positivas (dimeros de
primer) (Ver Nota 1).




