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GUIA DE PROCEDIMIENTO
CUANTIFICACION Y EVALUACION DE LA PUREZA DEL ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

Guia de procedimiento Cuantificacion y Evaluacién de la pureza del Acido

Desoxirribonucleico (ADN).

Contribuir con la mejora continua de los servicios de salud del INSN-SB, garantizando los
procedimientos de laboratorio con estandares internacionales para Cuantificar y Evaluar

la pureza del Acido Desoxirribonucleico (ADN).

Generar un proceso estandarizado para Cuantificar y Evaluar la pureza del Acido

Desoxirribonucleico (ADN).

e Garantizar que la concentracién y Pureza del ADN extraido sea el adecuado para
los posteriores procesos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que se
desarrollan en el laboratorio.

e Almacenar ADN de buena concentracién y pureza para posteriores estudios

moleculares.

La presente Guia de Procedimiento es de aplicacion en el Laboratorio de
Histocompatibilidad y Biologia Molecular - Servicio de Patologia Clinica de la Unidad de

Soporte al Diagnoéstico y Tratamiento del Instituto Nacional de Salud del Nifio, San Borja.

Cuantificacion y Evaluacion de la pureza del Acido Desoxirribonucleico (ADN).

CPT: No aplica.
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La cuantificacion y evaluacion de la pureza del ADN son esenciales para los analisis por

PCR. Uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion del ADN es el analisis de la
absorcion Ultravioleta (UV), ya que los nucledtidos poseen maximos de absorcién
alrededor de 260 nm (por ejemplo, dATP: 259 nm; dCTP: 272 nm; dTTP: 247 nm). Este
método proporciona una estimacién simple y precisa de la concentracién de una muestra,
pero sélo si ésta se encuentra pura, sin contaminacién significativa de proteinas o
solventes organicos que absorben a longitudes de onda cercanas. Para evaluar la pureza
de la muestra debe determinarse la proporciéon OD 260nm/0OD 280nm. Si la relacién es

mayor a 1,8 - 2.0 se considera que el ADN extraido es de buena calidad.

No aplica.

No aplica para este procedimiento.

= ADN: Acido desoxirribonucleico

= Absorbancia: Es la medida que refleja cdmo se atenua la radiacion cuando atraviesa
un elemento.

= Concentracion de ADN: Es la medida de la cantidad de ADN en un microlitro de
solucién.

= Pureza de ADN: Es la evaluacion de la calidad del ADN extraido, resulta de la relacidon

entre las absorbancias a 260/A280.

Equipos Biomédicos:

-~ Espectrofotometro
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Materiales e insumos:

- Micropipeta automaticas de 1 — 10 ul

- Tips con filtro de 1 - 10 ul

- Gradillas para microtubos de 1.5 - 2.0 ml
- Etanol al 70%

- Agua molecular

7) Consideraciones Especificas

a. Descripcion detallada del Proceso o Procedimiento:

NO

Paso Descripcion de Acciones Responsable
Antes iniciar la lectura limpie la superficie superior e inferior del
1 pedestal donde se coloca la muestra utilizando un pafio limpio, Bidlogo
libre de polvo y pelusas.
Coloque 2-3 ul de agua destilada sobre el pedestal donde se
2 coloca la muestra, cierre el “brazo” hasta que haga contacto con la Bidlogo

gota de agua destilada.

3 Levante el “brazo” del pedestal y limpie con un pafio limpio libre Bidlogo

de polvo y pelusa.

Abra el software de Nanodrop y seleccione la aplicacién Acidos
4 nucleicos, coloque 1 ul de buffer de elucién sobre la superficie Bidlogo

del pedestal para realizar una "lectura blanco”.

5 Seleccione BLANK en la aplicacién NUCLEIC ACID. Bidlogo

Terminada la lectura del “blanco” limpie la superficie del pedestal .,
6 Bidlogo

como el paso N°3.

Coloque 2-3 ul de la muestra en el pedestal de lectura, seleccione .,
7 Bi6logo

en tipo de lectura la opcion DNA.

8 Inicie la lectura con seleccionando la opcion MEASURE. Bidlogo
9 Tome nota de la concentracién de ADN en ng/ul. Bidlogo
10 Evaltie la pureza de la muestra mediante el ratio A260/A280. Bidlogo
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Limpie las superficies de lectura como el paso N°3. Bidlogo

1. Indicaciones Absolutas

Muestras de ADN extraidas a partir de sangre total, bulbo piloso e hisopado

bucal.

Muestras de ADN re-extraidas por no baja concentracion y/o pureza

inadecuada.

c. Riesgos o Complicaciones Frecuentes:

No aplica para este procedimiento

d. Riesgos o Complicaciones poco Frecuentes:

No aplica para este procedimiento

e. Contraindicaciones

No aplica para este procedimiento

Utilizar tips con filtro para el cargado de la muestra y asi evitar contaminacion
de la micropipeta.

Después de cada lectura realizar la limpieza del pedestal de cargado del
equipo.

Realizar la lectura “blanco” con la misma solucién eluente donde se encuentra

el ADN.

Nombre del Ejecutor responsable: Blga. Madeley Aliaga Zamudio

Fecha, hora y Lugar del procedimiento: Abril 2019 - Laboratorio de Histocompatibilidad y
Biologia Molecular - Servicio de Patologia Clinica - INSN San Borja.

Fecha de elaboracion y vigencia del protocolo: Abril 2019, vigencia: tres (03) afios.

Lista de Autores y correos electrénicos:
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Madeley Karin Aliaga Zamudio MsC(c); maliaga@insnsb.gob.pe
Carla Elizabeth Méndez Rodriguez Chacén MD; cmendez@insnsb.gob.pe
Luis Martin Cruz Diaz MsC(c); Icruz@insnsb.gob.pe

Luis Eduardo Grados Molina; lgrados@insnsb.gob.pe
Andrea de Maria Zavaleta Gonzales MD; azavaleta@insnsb.gob.pe

No Aplica.
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