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Kit RT-Dx
Para la sintesis de la primera cadena de ADNcta garARN total, para su uso como molde de la PCR.

Instrucciones de uso
Ref: RT-01-CE
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1. Indicaciones y uso

1.1.Uso previsto

El kit RT-DX permite la transcripcion inversa deRN total utilizado en las pruebas de diagnostico
molecular.

Advertencias: Las caracteristicas del rendimiento del kit RT-B¥lo se han establecido con los

transcritos BCR-ABL Mbcr y ABL. Es responsabilida@l usuario establecer las caracteristicas de
rendimiento del kit RT-DX para otros transcritoart.

2. Material y métodos

2.1.Reactivos suministrados

Vial n° C,g ggge Nombre Contenido Volumen | N° de articulo
1 Blanco | Tampon RT SX  tampon  para g4 | |p-pF-000509
transcripcion inversa
Mezcla deoxinucleétida
2 Blanco | dNTP 10 mM cada uno 90 pl IP-PF-000506
. Nonéamero
3 Blanco | Cebador aleatorio oligonucledtido aleatorio 190 pl | IP-PF-000507
4 Blanco | Inhibidor RNasa Inhibidor RNasa 18 ul IP-PF-000510
5 Parpura | Transcriptasa inversa AMV RT 18 pul IP-PF-000511
6 Azul Agua H,O apta para PCR 130 ul | IP-PF-000508

Tabla 1: Composicion del kit de reactivos para transcripcidversa

2.2.Material necesario

» Termociclador o bafio de agua (paso de transcripoidnsa)
* Equipo general de laboratorio:
0 Tubos para PCR de 0,5 ml 0 0,2 ml sin RNasa ni ANas
o Puntas de pipeta para PCR estériles, libres deeasely resistentes a aerosoles, con
filtros hidr6fobos
o Microcentrifuga equipada para tubos de 0,2 ml/0,5\alocidad maxima: 13 000 / 14

000 r.p.m.
0 Pipetas graduadas especiales para PCR (1-10 @hapd; 100-1000 pl)
o Hielo

2.3.Advertencias y precauciones

2.3.1. Recomendaciones especiales de manejo

Este kit esta concebido para uso en diagnéstiadtrio. Los reactivos y las instrucciones suminidtra

con este kit han sido validados para un rendimiéptono. La dilucién adicional de los reactivosim
cambio en los tiempos y las temperaturas de indédibgeeden causar resultados erroneos o discosdante
Todos los reactivos estan formulados especialmpata el uso en este andlisis. No debe realizarse
ninguna sustitucion si se desea que el analisie lag resultado 6ptimo.
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La determinacion de niveles de transcritos utiliitata RQ-PCR necesita la transcripciéon inversa del
ARNmM y ademas la amplificacion del ADNc generadalimete la PCR. Por lo tanto, el ensayo completo
debe realizarse en ausencia de RNasa/DNasa. Retames las siguientes directrices del Instituto de
estandares clinicos y de laboratorio: Nucleic A&mdplification Assays for Molecular Hematopathology;
Approved Guideline. Documento MM5-A del NCCLS

Tenga la maxima precaucién para evitar:
» Las contaminaciones RNasa/DNasa, que pueden daudegradacion del molde de ARNm y del
ADNCc obtenido.
* La contaminacién por arrastre del ARNm o de la PQi podrian producir sefiales positivas
falsas.

Por lo tanto recomendamos lo siguiente:

» Utilice material de laboratorio (como pipetas, @sntle pipeta, tubos de reaccion) sin nucleasa y
use guantes cuando realice el ensayo.

» Use puntas de pipeta nuevas resistentes a loores todos los pasos del pipeteado para evitar
la contaminacion cruzada entre las muestras \ekivos.

» Prepare la premezcla maestra (master mix) para &@Rel material especializado (pipetas,
puntas, etc.) en una zona especializada donde imreguzcan matrices de ADN (ADNc, ADN,
plasmidos). Afiada el molde en una zona aisladdeffisiemente una sala independiente) con
material especializado (pipetas, puntas, etc.).

2.3.2. Cuestiones de seguridad

» Lleve puesto equipamiento personal protector adkrpara evitar el contacto con los ojos o la
piel. Consulte la Ficha de Datos de Seguridad jFD8esea mas informacion.

» Los tejidos humanos deben ser tratados como sariueapaces de transmitir infecciones, y
deberan ser destruidos tomando las precaucionesiaites de acuerdo a las directrices de la
OSHA y/o CAP (u otro equivalente de la UE).

2.3.3. Manipulacién y almacenamiento

 Almacene a una temperatura de entre -15°C y -25fCure congelador que mantenga una
temperatura constante.
* Mezcle suavemente y centrifugue los tubos antedddos.
» Almacene todos los componentes del kit en los @svasginales.
Estas condiciones de almacenamiento son de aglicaento para componentes abiertos como para no
abiertos. Si no se cumplen las condiciones de anzniento de los componentes indicadas en las
etiquetas, pueden verse afectados negativamentesiagados del ensayo.

2.3.4. Estabilidad del kit

La fecha de caducidad de cada reactivo figura €etiguetas individuales de composicion. El proaluct
conservara sus propiedades hasta la fecha de daduonpresa en la etiqueta si se respetan las
condiciones de almacenamiento adecuadas.

2.3.5. Indicios de inestabilidad

No hay sefiales obvias que indiquen inestabilidaceste producto. No obstante, deberian analizarse
simultaneamente controles positivos y negativosespecimenes desconocidos.

2.3.6. Control de calidad

Este kit se ha fabricado cumpliendo con la norna 18485:2003 y con las BPF actuales (Titulo 21
Parrafo 820 del cédigo CFR). Los certificados dedpalisis pueden solicitarsesapport@ipsogen.cam
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2.3.7. Advertencias

Los usuarios tienen que haber recibido formaciéestar familiarizados con esta tecnologia antes de
utilizar este dispositivo.

Realice el andlisis cumpliendo con las directridek Instituto de estdndares clinicos y de laboitor
Nucleic Acid Amplification Assays for Molecular Hertopathology; Approved Guideline. Documento
MM5-A del NCCLS.Este kit debe utilizarse siguientis instrucciones que se dan en este manual,
combinado con un instrumento validado mencionaderanmente (2.2 Material necesario).

Cualquier uso no autorizado de este producto y/difilnacion de los componentes anulara la
responsabilidad de IPSOGEN.

3. Instrucciones de uso

Antes de comenzar: el usuario debe leer estas ingtciones minuciosamente y familiarizase con todoed
componentes antes de usarlos.

3.1.Recogida y preparacion de los especimenes para&isis

Las muestras de sangre completa coagularse cosip@8ATA y conservarse a una temperatura de entre
2°C vy 8°C durante un maximo de 5 dias hasta laeidn del ARN. La extraccion de ARN debe
realizarse mediante un procedimiento validado (€@ia&Neasy, EC ref 74104 o 75144; o Trizol ,
Invitrogen, EC ref 15596-026 0 15596-018).

Los resultados del ensayo dependen de la concémnacle la calidad del ARN que se utiliza. Pdo,el
aconsejamos analizar ARN purificado por electrafisren gel de agarosa o con un Bioanafyzier
Agilent antes del analisis.

3.1.1. Control de calidad

3.1.1.1. Cuantificacion:

v" Fluorocromo (RiboGreefi): RiboGreen (sonda molecular) es un colorante dgoauucleico que
puede utilizarse para cuantificar el ARN en solnocida fluorescencia de una muestra que contiene
RiboGreen se mide en un fluorbmetro y se comparmaww@ curva patrén. Este método es mas
sensible que la espectrometria y menos sensiblintetferencia de proteinas y nucleotidos libks.
obstante, requiere un fluorémetro y si se contameinADN puede provocarse una cuantificacion
inexacta.

v EspectrofotémetroLa espectrofotometria (A260) es el método tradial para cuantificar el ARN.
Su uso esta ampliamente extendido, es sencillocgsita un equipo corriente. Sin embargo, este
método es considerablemente menos sensible que etioterferiran el ADN, las proteinas y los
nucleétidos libres. La absorbencia de una muestrdRN diluido se mide a 260 y 280 nm. La
concentracion de acido nucleico se calcula utitivala ley de Beer-Lambert, que predice un cambio
lineal de la absorbencia en relacion con la comaeidin. Utilizando esta ecuacion, una lectura A260
de 1,0 equivale a aprox. 40 pg/ml de ARN de uteacadena.

v Bioanalizador Agilent2100: Utiliza la electroforesis microfluidica/capilpara analizar los acidos
nucleicos (ARN Nano LabChf). La cuantificacién se realiza comparando la fseencia de la
muestra con un patron (RNA 6000 Ladder). Requiere pequenia cantidad de ARN y evalla la
integridad del ARN, pero muchos laboratorios npali®en de este instrumento.

3.1.1.2. Cualificacion:
Teniendo en cuenta el reducido tamafio del ampliB@rPCR tolera el ARN parcialmente degradado
pero evaluar la integridad de la muestra de ARNums parte importante del andlisis de expresion
genética. Cuando se comparan muestras podria pertamte que el ARN tenga una integridad similar.
Niveles variados de degradacién podrian introdacnsistencias en los resultados posteriormente.
v Electroforesis en gel desnaturalizadddna relacién 2:1 de 28S (5,0 Kb) respecto a 18% Kb) en
un gel desnaturalizador indica un ARN intacto (estetrol requiere como minimo 100 ng de ARN
total). Las bandas manchadas de ARNr 28S y 18Scandidegradacion (relacion 28S/18S
significativamente por debajo de 2)
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v Espectroscopia UMUna relacién A260/A280 de 1,8--2,1 indica un ARKmente purificado.
v/ Bioanalizador Agilent Requiere como minimo 25 ng. La degradacién vied&ada por un pico
menos pronunciado para ARNr 28S y 18S. La relag#ba significativamente por debajo de 2.

3.2. Transcripcion inversa

» Descongele todos los componentes necesarios yusdtisgen hielo.

* Mezcle bien (sin vortex) y centrifugue brevemergpréx. 10 seg. a 10.000 r.p.m., para recoger el
liquido en el fondo del tubo).

* Incubel pg de las muestras de ARNque se van a analizar (de 1 a 8 ul) dur&ntain. a 65°C y
enfrie inmediatamente en hielo durante 5 min

» Centrifugue brevemente (aprox. 10 seg. a 10.00@r,.para recoger el liquido en el fondo del tupo)
manténgalo en hielo.

Premezcla de RT Vial n® VO;E?\]ra L Conc. final
Tampon 5X Transcriptasa inversa 1 5,0 pl 1X
dNTP (10 mM cada) 2 2,5l 1 mM
Nonamero aleatorio (100uM) 3 5,25 pl 21 M
Inhibidor de la RNasa (40 U/ul) 4 0,5 ul 20U
Transcriptasa inversa (20U/ul) 5 0,5 pl 10U
H,O 6 3,25 pul
Volumen de premezcla de RT 17 pl
ARN 8 pl 40 ng/ul
Ajuste a 25 pl con pO si es necesario DeOa7yl

Tabla 2: Preparacion de la premezcla de transcripcion irseer

» Mezcle bien y centrifugue brevemente (aprox. 10 aet0.000 r.p.m., para recoger el liquido en
el fondo del tubo) y manténgalo en hielo hastaegté listo para pasar a la etapa siguiente.

En un termociclador (o bafio de agua), ejecuteagirpma siguiente:
e 42°C durante 60 min.(transcripcion inversa)

e 85°C durante 5 min.(inactivacion)

» 8° C (tiempo ilimitado) (enfriamiento)

» Centrifugue brevemente (aprox. 10 seg. a 10.006hs.para recuperar el liquido en el fondo del
tubo) el ADNc obtenido.
» Mantenga en hielo o conserve a -20°C hasta queateea la Q-PCR

4. Caracteristicas de rendimiento

Advertenciasl as caracteristicas del rendimiento del kit RTddlo se han establecido con los transcritos
BCR-ABL Mbcr y ABL. El usuario es responsable déimdelas caracteristicas adecuadas de rendimiento
de RT-Dx para otros transcritos diana.

Si desea mas informacién sobre con las caractadstiel kit RT-Dx, consulte las instrucciones de ded
kit BCR-ABL Mbcr Dx FusioQuanf que aparecen en el sitio web de Ipsogemv.ipsogen.com
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5. Glosario, simbolos y abreviaturas

En el etiquetado del kit se utilizan los simboligsiientes:

Simbolo Utilizado para
u Fabricante
IVD Dispositivo médico para diagndstico |in
vitro
g Utilizar antes de DD-MM-AAAA o
MM-AAAA
Limitacion de temperatura

En este documento se utilizan los siguientes térsradpreviados:
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RT: Transcripcién inversa
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6. Informacidén de contacto

Producido porlPSOGEN

IPSOGEN SA — Fabrica

Luminy Biotech Entreprises

Case 923, 163 av. de Luminy

13288 MARSELLA cedex 9

Francia

Tel: +33 (0)4 91 29 30 90

Fax: +33 (0)4 91 29 30 99

Correo electronicosupport@ipsogen.com
infos@ipsogen.com
Web:www.ipsogen.com

7. Nota al comprador

Este producto esta concebido para uso en diagadstiwitro. Los productos IPSOGEN no deben ser
revendidos, modificados para reventa ni utilizag@sa fabricar otros productos comerciales sin
autorizacion por escrito de IPSOGEN.

La informacién del presente documento puede serifitada sin previo aviso. IPSOGEN no asume
ninguna responsabilidad por los errores que puedanntrarse en este documento. Este documento se
considera completo y exacto en el momento de suicpalbn. En ningin caso serd IPSOGEN
responsable por dafios fortuitos, especiales, negtipderivados del uso de este documento.

FusiorQuant® es una marca comercial de IPSOGEN.
© Copyright 2009, IPSOGEN.

Kit RT-Dx
RT-01-CE

Instrucciones de uso
Version 01, Diciembre de 2009
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