PURO Virus RNA

Purificacion de RNA viral a partir de
plasma, suero, y fluidos corporales
libres de células
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Contenido

Componentes

Buffer A
Buffer W1
Buffer W2

ddH,O0 libre de
RNasas
Carrier ARN
ddH,O0 libre de
RNasas

Columnas, libres de
RNasas
Tubos Recoleccion de
2ml, libres de RNasas

Manual

PURO Virus RNA

Cat. no. SC02

$C0201
(50 reacc)

30 ml
15 ml
15 ml

15 ml

310 ug

1ml

50

50

$C0202
(100 reacc)

60 ml
30 ml
30 ml

30 ml

2x310 ug

1ml

100

100

$C0203
(200 reacc)

120 ml
60 ml
60 ml

60 ml

4x310 pg

2ml

200

200

Equipamiento y reactivos adicionales requeridos

Microcentrifuga
Micropipetas
Tips con filtro

Tubos 1,5 ml libre de RNasas

Etanol 96 %
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Almacenamiento

PURO Virus RNA puede ser almacenado a temperatura ambiente
(15-25°C) y es estable por 12 meses. Para almacenamientos mas
prolongados, el kit puede ser almacenado a 2-8°C. Si en estas
condiciones se forma algun precipitado, colocar el kit a temperatura
ambiente. Si es necesario, calentar a 37°C en bafio de agua por 10
min para disolver los precipitados. El Carrier ARN debe ser
resuspendido solo en ddH,0 libre de RNasas y almacenado a -20°C.

Introduccién

El kit PURO Virus RNA provee un método rdpido, simple, y costo-
efectivo para la purificaciéon de ARN provenientes de virus a partir
de plasma, suero, y fluidos corporales libres de células. El kit PURO
Virus RNA utiliza la tecnologia de membranas de silica y mini
columnas que permiten la obtencion de RNA de alta pureza en 20
minutos. La tecnologia utilizada elimina las etapas de extraccion
con solventes orgdnicos, mejorando el rendimiento y
reproducibilidad del método.

El protocolo consiste en una etapa de lisis con agentes caotrdpicos
que inactivan RNasas celulares y permiten la liberacién del genoma
viral. Posteriormente, se carga la minicolumna con la muestra lisada
y el material genético se adsorbe selectivamente a la membrana. El
resto de los componentes de la muestra (proteinas, lipidos,
inhibidores etc.) no son retenidos y luego se eliminan las trazas con
soluciones de lavado especificas. Finalmente, el RNA viral se
recupera de la columna con un buffer de elucidn. El kit contiene un
carrier de RNA que permite maximizar el rendimiento del RNA
purificado.

El ARN obtenido es de alta pureza lo que permite ser utilizado en
aplicaciones posteriores tales como reacciones enzimaticas, RT-
gPCR, hibridaciones, etc. No se requiere extraccidn ni precipitacién
con solventes organicos.

Este producto esta desarrollado Gnicamente para investigacion, no para diagndstico, o tratamiento de

enfermedades, ni para comida, cosméticos, etc.
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Notas importantes

1.

Todos los pasos del protocolo deben realizarse a temperatura
ambiente (15-25°C).

Equilibrar las muestras a temperatura ambiente.

En el paso 12 deben usarse tubos de Centrifuga de 1.5 ml
libres de RNasas. No provistos en el kit.

Preparacion de la solucion de Carrier ARN

Agregar 310 pl de ddH,0 libre de RNasas al tubo conteniendo
310 pg de Carrier ARN liofilizado para obtener una solucién de
1 pg/ul. Disolver el Carrier ARN completamente, dividirlo en
alicuotas de tamafio adecuado y almacenar a -20°C. No
congelar-descongelar las alicuotas de Carrier ARN mds de 3
veces.
El Carrier ARN no puede ser disuelto directamente en el Buffer
A. Debe ser disuelto primero en ddH,0 libre de RNasas y luego
agregado al Buffer A.
Solucién de trabajo de Carrier ARN: Calcular el volumen de
mezcla Buffer A/Carrier ARN requerido para cada conjunto de
muestras, mediante seleccién del nimero de muestras a ser
procesadas simultdneamente a partir de la tabla 1. Para un
numero mayor de muestras, los volimenes pueden ser
calculados usando los siguientes calculos:
nx0,56 ml=y ml

ymlx 21,4 ul/ml=zul
n = nimero de muestras a ser procesadas simultdneamente
y = volumen calculado de Buffer A
z = volumen de Carrier ARN/ddH,0 libre de RNasas que se
debe agregar al Buffer A
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Tabla 1 Volimenes de mezcla Buffer A y Carrier ARN/ddH,0 libre

de RNasas requerido para el Procedimiento

Numero de Vol. Buffer A | Vol. Carrier ARN/ddH,0 libre
Muestras (ml) de RNasas (ul)
1 0,56 12
2 1,12 24
3 1,68 36
4 2,24 48
5 2,8 60
6 3,36 72
7 3,92 84
8 4,48 96
9 5,04 108
10 5,6 120
11 6,16 132
12 6,72 144
13 7,28 156
14 7,84 168
15 8,4 180
16 8,96 192
17 9,52 204
18 10,08 216
19 10,64 228
20 11,2 240

Nota : Mezclar el Buffer A con la solucion de Carrier ARN por

inversion (No usar vortex para evitar la formacion de burbujas).
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Protocolo

Previo al uso, agregar etanol (96-100%) al Buffer W1 y Buffer W2.

El volumen esta indicado en la botella.

1.

Agregar 140 pl de plasma o suero en el tubo de centrifuga
(Equilibrar las muestras a temperatura ambiente).

Nota: Si el volumen de muestra es <140 pl, agregar el
volumen apropiado de solucion de cloruro de sodio 0.9%
para alcanzar un volumen total de 140 pl.

Agregar 560 pl de Buffer A (conteniendo 21,4 pg/ml de Carrier
ARN). Cerrar la tapa y mezclar con pulsos de vortex por 15 seg.
Nota: Para asegurar una lisis eficiente, es esencial que la
muestra y el Buffer A sean mezclados completamente hasta
alcanzar una solucién homogénea.

Incubar a 25°C (temperatura ambiente) por 15 min.
Centrifugar brevemente el tubo de 1.5 ml para eliminar gotas
de la cara interna de la tapa.

Agregar 560 pl de etanol (96-100%) (pueden verse
precipitados después de la adicién del etanol), cerrar la tapa y
mezclar completamente con pulsos de vortex por 15 seg.
Incubar el lisado con el etanol por 5 min a temperatura
ambiente (15-25°C).

Nota: Previo al uso enfriar el etanol (96-100%) en hielo si la
temperatura ambiente es mayor a 25°C.

Centrifugar brevemente el tubo de 1.5 ml para eliminar gotas
de la cara interna de la tapa.

Cuidadosamente transferir 650 pl del lisado, incluyendo
cualquier precipitado que se haya formado a la Columna libre
de RNasas junto con el tubo de Recoleccion de 2 ml libre de
RNasas, sin mojar los bordes. Cerrar la tapa y centrifugar a
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10.
11.

12.

8.000 rpm (~6.000 x g) por 1 min. Descartar el liquido del tubo
colector y colocar la columna cuidadosamente en el mismo
tubo de recoleccidn.

Repetir el paso 6 hasta cargar toda la muestra lisada a la
columna.

Cuidadosamente abrir la Columna, y agregar 500 ul de Buffer
W1 (Asegurarse que se agregé el etanol previo al uso) sin
mojar los bordes. Cerrar la tapa y centrifugar a 8.000 rpm
(~6.000 x g) por 1 min. Descartar el liquido del tubo colector y
colocar la columna cuidadosamente en el mismo tubo de
recoleccion.

Cuidadosamente abrir la Columna, y agregar 500 ul de Buffer
W2 (Asegurarse que se agregé el etanol previo al uso) sin
mojar los bordes. Cerrar la tapa y centrifugar a 8.000 rpm
(~6.000 x g) por 1 min. Descartar el liquido en el tubo colector
y colocar la columna cuidadosamente en el mismo tubo de
recoleccion.

Repetir el paso 9.

Colocar la columna en el mismo tubo de recoleccidn.
Centrifugar a maxima velocidad (12.000 rpm, ~13.400 x g) por
3 min para secar la membrana completamente.

Colocar la columna en un tubo de centrifuga de 1,5 ml limpio y
libre de RNasas. Cuidadosamente abrir la Columna, y agregar
50-100 pl ddH,0 libre de RNasas al centro de la membrana.
Cerrar la tapa e incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por
5 min. Centrifugar a maxima velocidad (12.000 rpm, ~13.400 x
g) por 1 min.
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Nota: Asegurarse que el ddH,0 libre de RNasas este
equilibrada a temperatura ambiente (15-25°C). Debe ser
aplicada sobre el centro de la membrana para una elucion
completa del RNA unido.

Almacenar el RNA purificado a -20°C 6 -80°C.
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