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Mastermix LAMP Fluo

Cat. no. EA33

Presentaciones

Contenidos EA3301 EA3302
25 pl x 100 reac 25 pl x 500 reac
Mastermix LAMP 2x 1,25 ml 5x1,25 ml
Agua ultrapura - Libre de
€ P 1,5ml 1,5ml
Nucleasas
Fluorescent Dye 50x 60 pl 300 pl
Manual 1 1

Almacenamiento

El kit de Mastermix LAMP Fluorescente debe ser almacenado a
-20 °Cy protegido de la luz. Evitar la excesiva repeticidn de ciclos de
congelado/ descongelado.

Introduccion

El kit Mastermix LAMP Fluorescente incluye una mezcla de reaccion
optimizada que contiene la enzima Bfo ADN polimerasa
termoestable, y un agente intercalante para la deteccién
fluorescente. Ha sido disefiado especialmente para la amplificacion
isotérmica de ADN mediada por loops (Loop-Mediated Isothermal
Amplification, LAMP). El agente intercalante permite el seguimiento
de la amplificacidn en tiempo real en equipos de PCR en tiempo real
o fluorimetros isotérmicos, asi como la lectura por punto final sobre
un transiluminador de luz azul (470-490 nm) o UV. Las reacciones
positivas emiten fluorescencia verde intensa, mientras que las
negativas permanecen oscuras (Figura 1), lo que permite interpretar
el resultado prescindiendo de la electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 1. Revelado fluorescente por punto final sobre transiluminador
de luz azul. Las reacciones positivas (1, 2, 3,4 ,5,6) emiten fluorescencia
verde; los controles negativos (NTC) permanecen oscuros.

La técnica de LAMP utiliza de 4 a 6 primers que reconocen entre 6y
8 regiones especificas del ADN blanco, lo que confiere alta
especificidad a la reaccién. La enzima Bfo ADN polimerasa esta
ingenierizada y contiene una fuerte actividad de desplazamiento de
cadena 5°-3" que permite la sintesis de nuevas hebras de ADN. La
misma fue modificada genéticamente para optimizar su
funcionamiento en reacciones de LAMP. Los productos resultantes
conforman concatémeros muy largos (>20 kb), compuestos por
multiples repeticiones de la secuencia blanco (80-250 pb).

La Mastermix LAMP Fluorescente puede ser utilizada con moldes de
ADN obtenidos en agua o en buffer TE. Este ultimo, suele ser el
buffer de elucidn de los kits comerciales de purificacién de ADN.

Notas Importantes

1. Para la preparacién de los primers, se sugiere resuspender los
mismos en agua libre de nucleasas (H,O grado biologia
molecular), y no en TE u otras soluciones buffer.

2. La Mastermix LAMP 2x contiene MgSOa,.

3. El volumen de reacciéon estandar es de 25 pl, sin embargo, el
mismo puede ser ajustado manteniendo las proporciones.
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4. Se recomienda utilizar como molde de la reaccidon muestras de
ADN resuspendidas en agua o buffer TE (1 - 5 pl).

5. La deteccion puede realizarse en tiempo real, mediante
equipos de PCR en tiempo real o fluorimetros isotérmicos, o por
punto final, observando los tubos sobre un transiluminador de
luz azul (470-490 nm) o UV. En este ultimo caso, se recomienda
ajustar la apertura del obturador de la cdmara que captura la
imagen para evitar la saturacion de la misma, tomando como
referencia la fluorescencia basal del control NTC.

6. Paralecturasenequipos de medicion de fluorescencia (real time
PCR, fluorometros) utilizar una concentracién de intercalante
menor (0,25x) para no saturar la sefal.

7. Evitar la contaminaciéon cruzada durante el armado de las
reacciones, asignando lugares fisicos separados para el armado
de la reaccidn y la incorporacidn del molde a la misma.

8. El agente intercalante incluido en el kit se detecta en el canal
FAM/SYBR (excitacion ~490 nm, emision ~520 nm). Se sugiere
realizar la lectura de fluorescencia cada 1 min, durante ~60
minutos. No incorporar colorantes o intercalantes adicionales.

9. El reactivo fluorescente incluido en el kit permite la realizacion
de una curva de melting para diferenciar productos especificos
de inespecificos, en aquellos equipos que dispongan de esta
funcién.

10. Ante una contaminacion persistente, reemplazar stocks vy
descontaminar superficies y micropipetas.

Este producto fue desarrollado tnicamente para su uso exclusivo en
laboratorios de investigacion.

Protocolo

1. Descongelar la Mastermix LAMP 2x, el Fluorescent Dye 50x, el
molde, los primers, y el Agua ultrapura. Equilibrar los reactivos
a temperatura ambiente, homogenizar por inversidon vy
centrifugar brevemente antes del uso. Evitar la generacion de
burbujas.

2. Preparar la reaccion de acuerdo a la siguiente tabla. Se sugiere
realizar los pasos de armado manteniendo los tubos en hielo.
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Componentes 25 pl Concentracion final
Mastermix LAMP 2x 12,5 ul 1x
Mezcla de primers 10x*! 2,5 ul 1x
Fluorescent Dye 50x*?2 0,5 pl 1x
Molde 1-5 ul

ddH,0 libre de RNasas c.s.p. 25 ul -

*1 La mezcla de primers para reacciones estandar de LAMP suele incluir las
siguientes concentraciones:

Primer Concentracioén stock 10x Concentracién final (1x)

FIP 16 uM 1.6 pM
BIP 16 pM 1.6 uM
F3 2 pM 0.2 uM
B3 2 uM 0.2 uM
LF 4 uM 0.4 uM
LB 4 uM 0.4 uM

Se sugiere el armado de mezclas de primers 10X, para facilitar la
preparacion de la reaccion.

*2 Ajustar el volumen segun la concentracion final deseada.

3.

Homogeneizar la mezcla de reaccion mediante vortex vy
centrifugar brevemente para recoger el contenido.

Dispensar 20-24 ul de mezcla por reaccion en los microtubos
correspondientes, preparar los controles NTC.

En un lugar fisico separado del anterior, afiadir 1-5 pl de muestra.
Cerrar los tubos, mezclar y centrifugar si es necesario para
recoger el liquido. Mantener las reacciones protegidas de la luz
hasta el momento de la incubacion.

Incubar a 60-65 °C durante 60 minutos. Si se utiliza un equipo
de PCR en tiempo real o un fluorometro isotermico, programar
la lectura de fluorescencia en el canal FAM/SYBR cada 1 minuto,
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REU (10°3)

y la temperatura de la tapa 10°C superior a la de reaccidn. En
caso de utilizar bafios térmicos (o termocicladores), se
recomienda que contengan tapa termostatizada. Para evitar la
condensacion en la tapa del microtubo, que afecta el resultado
de la reaccion.

Una vez concluida laincubacion, analizar el resultado. En tiempo
real, las reacciones positivas presentan una curva de
amplificaciéon sigmoidea con incremento de fluorescencia,
mientras que los controles NTC deben permanecer en la linea
de base. Para el revelado por punto final, retirar los tubos y
observarlos sobre un transiluminador de luz azul (470-490 nm)
o UV: las reacciones positivas emiten fluorescencia verde
intensa y los controles negativos permanecen oscuros.

Ampllfication Ml Pesk

Cycles

Troubleshooting

Problema observado = Causas Probables Posibles soluciones

Verificar cantidad y calidad
del ADN (usar control
positivo conocido)

Baja concentracién
de ADN objetivo

Inhibidores en la

No se observa . Repetir extraccion,
X muestra (ej. o,
incremento de . asegurando eliminacién de
. ., proteinas, S
fluorescencia (reaccién inhibidores
R detergentes, etanol)
negativa aunque ;

Realizar una

deberia ser positiva) AR
desnaturalizacion inicial del

molde antes de ser
incorporado a la mezcla de
reaccion

Desnaturalizacién
incompleta del ADN
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Problema observado

Sefial de fluorescencia
en los controles
negativos (falsos

positivos)

Sefial fluorescente
débil

Variabilidad entre
réplicas

Causas Probables

Temperatura de
incubacién
incorrecta

Contaminacion de los
reactivos (carry-over)
Ambiente de trabajo

sin separacién de
areas
Pipetas o tips
contaminados

Formacion de
productos
inespecificos

Baja concentracién
inicial de ADN

Tiempo de
incubacién
insuficiente

Error de pipeteo

Mezcla no
homogeneizada
antes del
fraccionamiento

Diferencias en la
temperatura de
incubacién

Posibles soluciones
Realizar la puesta a punto de

la temperatura 6ptima de
reaccion (60-65 °C)

Preparar reacciones en
cabina limpia y libre de ADN

- Usar puntas con filtro

Evaluar el disefio de los
primers, y comprobar la
formacién de dimeros.
Es posible comprobar la
formacién de dimeros
mediante la realizacién de
una curva de melting
Asegurar que el ADN se
encuentre en el rango de
deteccion del ensayo
Aumentar el tiempo de
incubacion hasta 75-90
minutos

Verificar la precision de
micropipetas

Homogeneizar la mezcla
antes de repartir la misma
en los tubos de reaccién

Usar incubador con buena
uniformidad térmicay
verificar la limpieza del

bloque 6ptico
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