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l. Infroduccion

La Unidad de Genotipificacion y Analisis de Expresidn cuenta con la plataforma tecnolégica de
microarreglos de lllumina, compaifila dedicada al desarrollo de sistemas para el analisis
gendmico a base de microarreglos de Ultima generacion. La Unidad lllumina del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica, cuenta con la infraestructura necesaria para procesar
microarreglos de genotipificacion (en DNA) y en corto plazo analisis de expresion génica,
cumpliendo con estrictos estandares de calidad en procedimientos, infraestructura y personal.

El equipo con que cuenta esta Unidad es el siguiente:

* Robot TECAN modelo Freedom EVO organizado en tres secciones: depdsito de reactivos,
depdsito de placas de 96 pozos para muestras y cadmara Te-Flow termoajustable para
procesamiento de microarreglos (BeadChips). El robot cuenta con un brazo mecanico de 8
micropipetas que permiten la automatizacion del protocolo experimental.

* 2 Hornos de hibridacion modelo lllumina capacidad para 24 microarreglos con control de
temperatura y rotacion continua permitiendo la mezcla homogénea de la muestra durante el
proceso de hibridacién en el microarreglo. Estos equipos tienen capacidad para hibridar 24
microarreglos por dia, es decir la Unidad tiene la capacidad de hibridar 48 microarreglos.

+ 1 Escaner modelo BeadArray Reader (lllumina) y aufocargador Plate Crane EX modelo
PCE4-EX (lllumina). Esta estacion de trabajo (BeadStation 500GX) esta disefiada para leer
hasta 40 arreglos por corrida, permitiendo mantener la unidad trabajando sin interrupcion.

+ 4 Termocicladores de 96 depésitos GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) que
soportan tanto placas de 96 muestras como tubos par PCR de 0.2 mL. El termaciclador
GeneAmp® PCR System 9700 esta disefiado especificamente para la amplificacion de acidos
nucleicos.

* 2 Agitadores de placas de alta velocidad modelo Illumina que permiten la mezcla con
velocidad y tiempo regulados para agitar las muestras.,

» 2 Centrifugas Beckman Coulter modelo Allegra 25R.
+ 1 Vortex Barnstead International Maxi Mix Il modelo M37615
» 1 Termo Sellador Combi marca Abgene modelo AB-0384/110

+«3 Céamaras de vacio lllumina empleadas para el secado de los BeadChips posterior a la
tincion.
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+4 Incubadoras de muestras Marca Science Gene modelo Hybex. Cuentan con termobloques
regulables para llevar acabo reacciones que necesiten una temperatura especifica.

+2 Reirigeradores Revco de los cuales uno esta destinado para el almacenamiento de
BeadChips y reactivos de Pre amplificacién y el otro para Post amplificacion.

+2 Ultracongeladores Revco con la misma disposicién de reactivos.

* 1 Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer. Espectrofotometro basado en la tecnologla de
retencion de muestra. Realiza analisis de absorbancia en el espectro completo de UV-Visible
(220-750nm). El instrumento tiene un amplio rango dinamico de alta sensibilidad permitiendo
lecturas del 6rden de nanogramos de biomoléculas (DNA, RNA y proteinas). La muestra se mide
directamente sin necesidad de equipo o consumibles adicionales.

La Unidad de Genotipificacion y Analisis de expresion. Plataforma lllumina, cuenta con el siguiente
personal:

1 Responsable de la Unidad (Investigador en Ciencias Médicas “C")

Personal técnico:

2 Maestras en Ciencias ( 1 Quimico Jefe de Seccién de Laboratorio de Analisis clinicos “A™) y (1
técnico laboratorista”B”).
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Il. Objetivo General del Manual

El Objetivo del manual es contar con un documento en el que se describan las actividades
propias de la Unidad de Genotipificacién y Andlisis de Expresion lllumina que sirvan de guia
o referencia al personal que labora en dicha area, y como inducciéon al personal del Instituto,
estableciendo para tal efecto las politicas, mecanismos y lineamientos necesarios para que la
operaciéon se realice en estricto apego a la normatividad en la materia y coadyuvando al
cumplimiento de los objetivos institucionales.
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lll. MARCO JURIDICO

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos
D.O.F. 05-11-1917 y sus reformas

Leyes

Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal.
D.O.F. 29-XII-1976 y sus reformas.

Ley de los Institutos Nacionales de Salud.
D. O. F. 26-V-2000.
Ultimas reformas: 20-VII-2004 y 31-V-2005.

Ley de Planeacién.
D. O. F. 05-1-1983 y sus reformas.

Ley General de Salud.
D. O. F. 07-11-1984 y sus reformas.

Ley General de Bienes Nacionales.
D. O. F. 20-V-2004.

Ley General de Desarrollo Social.
D.O.F. 20-]-2004.

Ley General sobre Metrologia y Normalizacion.
D. O. F. 01-VII-1992 y sus reformas.

Ley Federal del Derecho de Autor.
D. O. F. 24-X1I-1996 y sus reformas.

Ley Federal de Entidades Paraestatales.
D.O.F. 14-V-1986 y sus reformas.

Ley Federal de Procedimiento Administrativo.
D. O. F. 04-VIII-1994 y sus reformas.

Ley Federal para la Administracién y Enajenacién de Bienes del Sector Publico.
D. O. F. 19-X11-2002.
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Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica Gubernamental.
D. O. F. 11-VI-2002 y sus reformas.

Ley Federal de Responsabilidades Administrativas de los Servidores Pablicos.
D. O. F. 13-1lI-2002 y sus reformas.

l.ey Federal de los Trabajadores al Servicio del Estado, Reglamentaria del Apartado “B” del Artfculo
123 Constitucional.
D.O.F. 28-XII-1963 y sus reformas.

Ley Federal del Trabajo.
D. O. F. 01-IV-1970 y sus reformas.

Ley Federal de Responsabilidad Patrimonial del Estado.
D. O. F 30-XII-2005.

Ley de Ciencia y Tecnologia.
D. O. F. 5-VI-2002 y sus reformas.

Ley del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado.
D. O. F. 27-XI1-1983 y sus reformas.

Ley Reglamentaria del! articulo 5° Constitucional, relativo al Ejercicio de las Profesiones en el Distrito
Federal.
D.O.F. 26-V-1945 y sus reformas.

Ley de Fiscalizacion Superior de la Federacién.
D. O. F. 29-XII-2000 vy sus reformas.

Ley de Presupuesto, Contabilidad y Gasto Publico Federal.
D.O.F. 31-XII-1976 y sus reformas.

Ley de Ingresos de la Federacion para el Ejercicio Fiscal de 2004.
D. O. F. 31-XI11-2003; 24-X1-2004.

Presupuesto de Egresos de |la Federacion para el Ejercicio Fiscal 2005.
D.O.F. 20-X11-2004.

Ley de Premios, Estimulos y Recompensas Civiles.
D.O.F. 31-XII-1975 y sus reformas.

Ley de los Sistemas de Ahorio para el Retiro.
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D. O. F. 23-V-1696 y sus reformas.

Ley de Adquisiciones, Arrendamientos y Servicios del Sector Plblico.
D.O.F. 04-1-2000 y sus reformas.

Ley de Obras Publicas y Servicios Relacionados con las Mismas.
D.O.F. 04-1-2000 y sus reformas.

Ley del Impuesto Sobre la Renta.
D. O. F. 01-1-2002.

Ley de la Propiedad Industrial.
D.O.F. 27-VI-1991 y sus reformas.

Codigos

Caodigo Civil Federal.
D. O. F. 28-VIII-2005.

Caodigo Penal Federal,
D.O.F. 14-VIII-1931 y sus reformas.

Codigo Federal de Procedimientos Civiles.
D.O.F. 24-11-1943 y sus reformas.

Cédigo Federal de Procedimientos Penales.
D. O. F. 30-VIlI-1934 y sus reformas.

Estatutos
Estatuto Organico del Instituto Nacional de Medicina Gendémica.

IV Sesion Ordinaria de la Junta de Gobierno del INMEGEN 16-111-2007

Reglamentos

Reglamento de |la Ley Federal de Entidades Paraestatales.
D. O. F. 26-1-1990 y sus reformas.

Reglamento de la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacion Pablica Gubernamental.
D. O. F. 11-VI-2003.
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Reglamento de la Ley Federal para la Administracién y Enajenacion de Bienes del Sector Publico.
D. O.F. 17-VI-2003.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
D.O.F. 06-1-1987.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Sanidad Internacional.
D.O.F. 18-11-1985. Fe de erratas 10-VII-1985.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Prestacion de Servicios de Atencion Médica.
D.O.F. 14-V-1986.

Tejidos y Cadaveres de Seres Humanos.
D.O.F. 20-11-1985 y sus reformas.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos y Servicios.
D.O.F. 18-1-1988.

Reglamento de Insumos para la Salud.
D.O.F. 04-11-1998.
Reformas D.O.F. 19-1X-2003.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Proteccion Social en Salud.
D.O.F. 05-1vV-2004.

Reglamento Interior de la Comisién Interinstitucional para la Formacion de Recursos Humanos para la
Salud.

D.O.F. 31-X-1986.

Reformas D.O.F, 28-|1-1987.

Reglamento Interior de la Comisién Interinstitucional de Investigacién para la Salud.
D.O.F. 10-VIII-1988.

Reglamento Interior de la Comisién Interinstitucional del Cuadro Basico de Insumos del Sector Salud.
D. O. F. 27-V-2003.

Reglamento sobre Consumeo de Tabaco.
D.O.F. 27-VII-2000..

Reglamento de ia Ley de Presupuesto, Contabilidad y Gasto Pdblico Federal.
D.O.F. 18-XI-1981 y sus reformas.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de la Disposicién de Organos,
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Reglamento de la Ley de Adquisiciones, Arrendamientos y Servicios del Sector Publico.
D.O.F. 20-VIII-2001.

Reglamento de la Ley de Obras Publicas y Servicios Relacionados con las Mismas.
D.O.F. 20-VIli-2001.

Fe de Erratas D.O.F. 19-1X-2001.

Reglamento de la Comision de Aval(os de Bienes Nacionales.
D.O.F. 06-X11-1999.

Reglamento del Cédigo Fiscal de la Federacion.
D.O.F. 29-11-1984 y sus reformas.

Reglamento de la Ley del Impuesto Sobre la Renta.
D.O.F. 17-X-2003,

Reglamento de la Ley de los Sistemas de Ahorro para el Retiro.
D.O.F. 30-1v-2004.

Reglamento de la Ley de Proteccion Civil para el Distrito Federal.
D. O. F. 21-X-1996.

Reglamento de Seguridad, Higiene y Medio Ambiente en el Trabajo del Sector Pablico Federal.
D.O.F. 29-1X-2006

Planes y Programas

Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012.
D.O.F. 31-V-2007

Programa Nacional de Salud 2007-2012
Ultima modificacién 16-X-2007

Programa Especial de Ciencia y Tecnologia 2001-2006
D.O.F. 12-Xl11-2002

Programa de Investigacion en Salud (PAIS) 2001-2006
Comisidén Coordinadora de los Institutos Nacionales de Salud y Hospitales de Alta Especialidad de
la Secretaria de Salud. Marzo 2001.

Programa de Mejora Regulatoria 2001-20086.
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D. O. F. 17-11-2003.
Decretos

Decreto por el que se establece en favor de los trabajadores al servicio de la Administracién Publica
Federal que estén sujetos al régimen obligatorio de la Ley del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado, un sistema de ahorro para el retiro.

D.O.F. 27-111-1992.

Decreto por el que los titulares de las dependencias y entidades de la Administracién Pdblica hasta el
nivel de Director General en sector centralizado o su equivalente en el sector paraestatal, deberan
rendir al separarse de sus empleos, cargos o comisiones, un informe de los asuntos de sus
competencias y entregar los recursos financieros, humanos y materiales que tengan asignados para el
gjercicio de sus atribuciones legales a quienes los sustituyan en sus funciones.

D.O.F. 02-1X-1988.

Decreto para realizar la entrega-recepcion del Informe de los Asuntos a cargo de los Servidores
Publicos y de los recursos que tengan asignados al momento de separarse de su empleo, cargo o
comision.

D. O. F. 14-1X-2005.

Acuerdos del Ejecutivo

Acuerdo por el que se fijan criterios para la aplicacién de la Ley Federal de Responsabilidades en lo
referente a los familiares de los Servidores Publicos.

D.O.F. 11-1I-1983

Acuerdo por el que se crea la Comisién Interinstitucional de Investigacién en Salud.
D.O.F. 19-X-1983

Acuerdo mediante el cual se establecen las disposiciones que se aplicaran en la entrega y recepcion
de despacho de los asuntos a cargo de los titulares de las dependencias y entidades de la
Administracion Publica Federal y de los servidores publicos hasta el nivel de Director General en el
sector centralizado; Gerente o sus equivalentes en el sector paraestatal.

D.O.F. 05-1X-1988.

Fe de Erratas D.O.F. 20-1X-1988.

Acuerdo numero 88 por el que se restringen areas para consumo de tabaco en las unidades médicas
de la Secretaria de Salud y en los Institutos Nacionales de Salud.
D.O.F. 17-IV-1990.

Acuerdo por el que se establecen las Reglas para la realizaciéon de proyectos para prestacion de
servicios.
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D.O.F. 09-1V-2004.

Disposiciones del Consejo de Salubridad General

Acuerdo por el que se emite recomendacién a fin de proteger la salud de los no fumadores por la
exposicion involuntaria al humo de tabaco.
D.O.F. 28-V-2004.

Normas Oficiales Mexicanas

Norma Oficial Mexicana NOM-168-SSA1-1998, del expediente clinico.
D.O.F. 30-1X-1999.
Modificaciones: D.O.F. 22-VIII-2603.

Norma Oficial Mexicana NOM-166-SSA1-19997, para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos.

Norma Oficial Mexicana NOM-040-SSA2-2004, en materia de informacién en salud.
D. O. F. 28-1X-2005.

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA2-1993, para la disposicidon de sangre humana y sus
componentes para fines terapéuticos.

D. O. F. 18-VII-1994.

Fe de Erratas: D. O. F. 23-11-1996.

Norma Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-1993, para la prevencién y control de la infeccién por virus de
la inmunodeficiencia humana.

D. O. F. 17-1-1995.

Modificacion D. O. F. 21-VI-2000.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién Ambiental-Salud Ambiental-
Residuos peligrosos, bioldgicos-infecciosos. Clasificacion y especificaciones de manejo.

D. O. F. 17-11-2003.

Proyectos de disposiciones juridicas
Decreto que adiciona la Ley General de Salud, referente al Genoma Humano.
Otros ordenamientos juridicos

Oficio Circular por el que se da a conocer el Cadigo de Etica de los Servidores Plblicos de la
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Administracion Pdblica Federal.
D. O. F. 31-VII-2002.

Cédigos de Etica y de conducta del Instituto Nacional de Medicina Genémica
Il Sesién Ordinaria de la Junta de Gobierno del Instituto Nacional de Medicina Genémica.
16-111-20086.

Manual de Organizacion Especifico del Instituto Nacional de Medicina Genémica.
Il Sesidon Ordinaria de la Junta de Gobhierno del Instituto Nacional de Medicina Gendémica.

Lineamientos especificos para la aplicacidén y seguimiento de las medidas de austeridad y disciplina
del gasto de ta Administracion Publica Federal.
D.O.F. 29-XI1I-2006.

Lineamientos generales para la Clasificacion y desclasificacidon de la informacion de las
Dependencias y entidades de la Administracién Pablica Federal.
D.O.F. 18-VIll-2003.

Lineamientos internos para la Clasificacion y Desclasificacion de la Informacién del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica.

Ill Sesion Ordinaria de la Junta de Gobierno del Instituto Nacional de Medicina Genomica. .
16-111-20086.

Lineamientos Generales para la Organizaciéon y Conservacion de los Archivos de las Dependencias
y Entidades de la Administracién Publica Federal.
D. O. F. 20-11-2004.

Lineamientos de Organizacién y Conservacion de Archivos del Instituto Nacional de Medicina
Genobmica.

V Sesién Ordinaria de ia Junta de Gobhierno del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.
16-111-2007.

Lineamientos para la Proteccién de Datos Personales.
D. O. F. 30-1X-2005.

Lineamientos para la Proteccién y Seguridad de los Sistemas de Datos Personales del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica,

V Sesidén Crdinaria de la Junta de Gobierno del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.
16-111-2007.
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ATRIBUCIONES

LEY DE LOS INSTITUTOS NACIONALES DE SALUD

El 20 de julio de 2004 se publica en el Diario Oficial de la Federacion la adicién de una fraccion V
bis al articulo 5, y el articulo 7 bis del capitulo | del titulo segundo, en este Gltimo se describe que el
Instituto Nacional de Medicina Gendmica tendra las siguientes atribuciones:

1. Realizar estudios e investigaciones clinicas, epidemiolégicas, experimentales de desairollo
tecnolégico y béasicas en las areas de su especialidad, para la comprension, prevencion,
diagnostico y tratamiento de las enfermedades, rehabilitacion de los afectados, asi como para
promover medidas de salud;

2. Publicar los resultados de las investigaciones y trabajos que realice, asi como difundir
informacién técnica y cientifica sobre los avances que en materia de salud registre;

3. Promover y realizar reuniones de intercambio cientifico, de caracter nacional e internacional, y
celebrar convenios de coordinacién, intercambio o cooperacion con instituciones afines;

4. Formar recursos humanos en sus areas de especializacion, asi como aquellas que le sean
afines;

5. Formular y ejecutar programas de estudio y cursos de capacitacion, ensefianza, especializacion
y actualizacion de personal profesional, técnico y auxiliar, en sus areas de especializacion y afines,
ast como evaluar y reconocer el aprendizaje;

6. Otorgar constancias, diplomas, reconocimientos y certificados de estudios, grados y titulos, en su
caso, de conformidad con las disposiciones aplicables;

7. Prestar servicios de salud en aspectos preventivos, médicos, quirirgicos y de rehabilitacién en
sus areas de especializacion, a través de otras instituciones de salud;
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1. Procesamiento para muestras para genotipificacién con
microarreglos 550K y 1M.
Protocolo Infinitum Il
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1. Propésito

1.1 Describir los pasos y la secuencia a seguir para el procesamiento de muestras y entrega
de resultados, utilizando el microarreglo de genotipificacion 550K y 1M en la Unidad de
Genotipificacién y Analisis de Expresién lllumina, del Instituto Nacional de Medicina
Genbmica, que sirva de gula para el personal que labora en el Instituto en dicha Unidad.

2. Alcance

2.1 Todo el personal del laboratorio que esté involucrado en el procesamiento de muestras

con los microarreglo 550K y 1M para analisis de DNA.
3. Politicas de operacién, normas y lineamientos

3.1 Esta prohibido entrar con alimentos al laboratorio

3.2 El uso de bata es indispensable

3.3 La Unidad de Genotipificaciéon esta divida en 2 areas principales: area de Pre amplificacion
y post amplificacién.

3.4  Se le solicita a cualquier usuario que no esté suscrito a la Unidad de Genotipificacion y
Analisis de Expresién no tocar ninguno de los equipos ni materiales.

3.5 En caso de una visita a la Unidad se recomienda que los grupos no sean de mas de 15
visitantes. El trabajo en la Unidad requiere concentracion por parte de los técnicos. Queda
prohibido sentarse en las mesas de trabajo o en las mesas de los equipos de computo.

3.6 Para poder procesar cualquier muestra, deben cumplirse los estandares de calidad y estar
perfectamente identificadas.

3.7 Queda prohibido guardar cualquier muestra o reactivo no autorizado en los refrigeradores
de la Unidad.

3.8  Solo puede hacerse uso del equipo por personal calificado y autorizado.

3.9 En caso de detectar algin desperfecto 0 mal funcionamiento de cualquiera de los equipos,
notificar inmediatamente al responsable de la Unidad.

3.10 Cada vez que se realiza un experimento con microarreglos, debe llevarse un registro de
las muestras perfectamente identificadas y cada paso del procedimiento debe ser
documentado tanto en el protocolo para usuario experto como en la hoja de seguimiento
del mismo.
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3.11 Los reactivos se encuentran ordenados por fecha de caducidad y se utilizan primero los
que estan préximos a caducar y en su caso se desechan los que ya expiraron.

3.12 Para los Colaboradores que estén interesados en conocer como se procesan las muestras
en la Unidad de Genotipificacion y Analisis de Expresion lllumina es necesario que se
cumplan los siguientes requisitos:

3.13 Las visitas deben ser programadas los primeros dias del mes. La programacion de las
fechas esta a cargo de la Direccién de Investigacion del INMEGEN y dependeran de la
carga de trabajo en la Unidad.

3.14 El personal generador de residuos debe identificarlos y separarlos segun tipo, clasificacion
segun la Norma Oficial Mexicana NOM 087 ECOL-SSA1-2002

3.15 El personal generador de residuos debe depositar o verter los residuos dentro de los
contenedores y bolsas que les correspondan segln su tipo y caracteristicas, ver la Norma
Oficial Mexicana NOM 087-ECOL-SSA1 2002

3.16 Todo el personal involucrado en la generacidén de residuos peligrosos, es responsable
desde su generacidn hasta su disposicion final.

3.17 Durante la manipulacién de material quimico o biolégico siempre debe portar el equipo de
proteccién adecuado (guantes, cubrebocas y lentes de seguridad).

3.18 Es obligacidén que cada laboratoric que genere residuos y maneje reactivos quimicos tener
a la mano las hojas de seguridad de los productos quimicos que tiene en su area.

3.19 Al ingresar al laboratorio se debe tener en cuenta el debido porte de |la bata manga larga,
abotonada, limpia.

3.20 Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas durante la sesion de laboratorio para
evitar contaminacion por corrientes de aire.

3.21 Al inicio y término de una practica se deben limpiar las superficies de trabajo con una
solucién desinfectante.

3.22 Emplee los equipos segun las instrucciones o los procedimientos operativos
estandarizados, al igual que emplee los protocolos correspondientes por practica.
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4, Descripcion del Procedimiento para procesar muestras en los BeaD CHIPS 550K Y 1M
Protocolo Infinitum ll. Ensayo Manual Infinium®

1. Recepcién de muestras

Las muestras deben ser entregadas en una placa de 96 pozos con capacidad de 200 pl,
identificadas y estandarizadas a una concentracién de 50ng/ pl de DNA y en un volumen
minimo de 20 pl.

2, Preparacion de las muestras

Preparacion de | Tiempo de trabajo manual: 20 minutos

placa AMP2 Tiempo de incubacién: 20-24 horas

Colocar las muestras de DNA en la placa AMP2. Desnaturalizar y neutralizar

las

muestras, y prepararlas para la amplificacion. Incubar toda la noche para
amplificar
Materiales Cantidad
Placa de 96 pozos 0.2 ml (MIDI o TCY) 1 placa
Placa WG#-DNA con 96 muestras de DNA, 1 placa
normalizadas a concentracién de 50 ng/mi
NaOH 0.1N 15 mi para 8-24 muestras (150 pl
NaOH 10X / 15 ml agua)
MP1 1 tubo por cada 8 muestras
AMM 1 tubo por cada 8 muestras
Notas:

1} Descongelar a temperatura ambiente (22°C) los reactivos 10-15 min antes de iniciar el

Proceso.

2) Asegurarse de trabajar la placa AMP2 con el cédigo de barras en el extremo lateral derecho.
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Preparacién:
a) Pre-calentar el horno de hibridacion llumina en el area Post-Amp a 37°C.
b) Descongelar los tubos MP1 y y AMM a temperatura ambiente (22°C). Cuidadosamente
invertir la mezcla, después centrifugarlos a 280 RFC (1276 rpm).
c) Descongelar las muestras de DNA a temperatura ambiente (22°C)
d) Colocar el codigo de barras AMP2 (viene en el kit) en le lateral derecho de la nueva placa de
96 pozos (MIDI o TCY)
e) Registrar el nimero de la placa (Uitimos 5 digitos del cédigo AMP2) y anotar el nombre de
cada muestra de acuerdo a su posicién en la placa en la hoja de seguimiento de protocolo.

Pasos:
1.- Registrar cada muestra de DNA en la Hoja de seguimiento de protocolo
2.- Agitar en vortex y centrifugar a 3000 rpm durante 1 min. la placa con muestras antes de
dispensarlas.
3.- Dispensar 15 pl DNA a cada pozo de la placa, en las columnas 1(muestras de la 1-8) ,5
{muestras de la 9-16} y en la columna 9 (muestras 17-24).
4.- Dispensar 15 i NaOH 0.1 N a cada pozo AMP2 que contenga muestra.
5.- Incubar la placa 10 minutos a temperatura ambiente (22°C).
6.- Adicionar 270 ul de MP1 a cada pozo de la placa que contenga muestra.
7.- Agregar 300 pl de AMM a cada pozo de la placa que contenga de la muestra.
8.- Sellar la placa AMP2 con una cubierta plastica.
9.- Invertir la placa sellada al menos 10 veces para mezclar su contenido.
10.- Centrifugar la placa a 280 RFC (1276 rpm).
11.- Incubar la placa en el horno de hibridaciéon lllumina de 20 a 24 horas a 37°C.
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3. Fragmentacion

Fragmentar | -Tiempo estimado del robot: 10 minutos para 8 muestras
AMP2 15 minutos para 16 muestras
25 minutos para 24 muestras
-Tiempo de incubacién: 1 hora
DNA fragmentado enzimaticamente, usando puntos finales para evitar sobre-

fragmentacion.

Materiales nuevos Cantidad

Por cada 8 muestras FRG 1 tubo

Preparacion:
a) Precalentar el termobloque con la base para placa MIDI a 37°C.
b) Descongelar el tubo FRG a temperatura ambiente (22°C), e invertir cuidadosamente para

mezclar el contenido, después centrifugar a 280 RFC (1276 rpm).

Pasos:

a) Centrifugar la placa AMP2 a 50 RFC {639 rpm) por 1 minuto.

b) En la PC del robot, seleccionar AMP2 sample Prep Task/iFragment AMP2.

¢} En la pantalla donde se indica “Basic Run Parameters”, anotar el nimero de muestras de DNA
que estan en la placa.

d) Remover la cubierta plastica cuidadosamente de la placa AMP2 y colocar la placa AMP2 en el
robot de acuerdo al mapa de distribucién representado en la pantalla. (Colocar la cubierta

plastica boca arriba sobre la mesa de trabajo).
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e) Retirar la tapa del tubo FRG y colocar el tubo en la gradilla para tubos del robot de acuerdo al
mapa de distribucion.

fy Enla PC del robot, dar “click” al botén “RUN". Registrar el login r a solicitud.

g) Una vez que el robot finalize, sellar la placa AMP2 con una cubierta plastica.

h) Agitar la placa en vortex a 1600 rpm durante 1 minuto.

i} Centrifugar la placa a 50 RFC {539 rpm) por 1 minuto

j} Incubar la placa en termobloque a 37°C por 1 hora.

PUNTO OPTIMO PARA DETENER EL PROCESO (CONGELACION A -20°C)

Paso siguiente:
a) Realice cualquiera de las siguientes acciones:
b) Proceder a la Precipitacion de AMP2. Dejar fa placa en el termobloque a 37°C hasta
gue se hayan completado todos los pasos de preparacion de la siguiente etapa.
c) Almacenar la placa AMP2 a =20°C.

4, Precipitacion

Precipitacion |- Tiempo estimado del robot: 20 minutos para 8 muestras.
de AMP2 30 minutos para 16 muestras.

35 minutos para 24 muestras.

- Tiempo estimado de incubacion y secado: 2 horas.
Para precipitar el DNA se emplean 2-propanol y PA1.

Materiales nuevos Cantidad
Para cada 8 muestras PA1 1 tubo
2-propanol al 100% 1 frasco

Preparacion:
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a) Pre-calentar el termobloque a 37°C.

b) Si esta congelada, descongelar la placa AMP2 a temperatura ambiente (22°C).Centrifugar
la placa con un pulso a 50 RFC (539 rpm).

¢} Poner la centrifuga a 4°C.

d) Preparar el tubo PA1 a temperatura ambiente (22°C). Centrifugarlo a 280 RFC (1276 rpm)

durante 1 minuto a 4°C.

Pasos:
1.- En la PC seleccionar, AMP2 sample Prep Tasks/Precip AMP2.
2.- En la pantalla de "Basic Run Parameters”, registrar el niimero de muestras de DNA de la
placa.
3.- Remover la cubierta plastica y colocar la placa AMP2 en el robot de acuerdo al mapa de
distribucién del robot presentado en la pantalla.
4.- Colocar un depédsito mediano en el marco de plastico transparente de acuerdo a la
distribucion en el mapa que aparece en la pantalla.
O Para 8 muestras, dispensar 1 tubo de PA1.
O Para 16 muestras, dispensar 2 tubos de PAT.
O Para 24 muestras, dispensar 3 tubos de PA1.
5.- Colocar un depésito grande en la base metalica del robot de acuerdo acuerdo ala
distribucion en el mapa que aparece en [a pantalla.
- Para 8 muestras, dispensar 12 ml de 2-propanol.
- Para 16 muestras, dispensar 24 ml de 2-propanol..
- Para 24 muestras, dispensar 40 ml de 2-propanol.
6.- En la PC del robot, dar “click” en "RUN". Registrar el login r a solicitud.
7.- Cuando termihe el robot su proceso sellar la placa AMP2.
8.- Agitar la placa en el vortex a 1600 rpm durante 1 minuto.
9.- Incubar en termobloque a 37°C por 5 minutos.
10.- Centrifugar la placa a 50 RFC {539 fpm) por 1 minuto.
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11.- Remover la cubierta plastica y colocar la placa AMP2 en el robot de acuerdo ala
distribucién en el mapa que aparece en la pantalla.
12.- En |la PC del robot, dar “click” en “OK o continue”.
13.- Cuando finalice su proceso el robot, sellar la placa con una cubierta plastica nueva y
seca.
14.- Invertir la placa cuando menos 10 veces para mezclar el contenido.
15.- Incubar a 4°C en la centrifuga por 30 minutos.
16.- Centrifugar a 3000 RFC (4177 rpm) por 20 minutos a 4°C.
Importante: Efectuar el siguiente paso inmediatamente, para evitar el desprendimiento del botén
(pellet). Si algin retraso ocurre, repetir centrifugacion del paso anterior por 20 minutos. Si por algin
motivo no se observa el pellet se tiene que volver a agitar la placa a 1600 rpm por 1 minuto y
centrifugar por 20 minutos.
17.- Remover la cubierta plastica.
18.- Decantar el sobrenadante invirtiendo rapidamente la placa AMP2 y golpeando sobre papel
absorbente.
19.- Golpear suavemente varias veces durante un periodo de 1 minuto hasta que los pozos
queden libres de liquido.
importante: No permitir que el sobrenadante de un pozo contamine otros pozos.
20.- Colocar la placa invertida y descubierta en la gradilla de tubos (amarilla) durante 1 hora a

22°C para secar ¢l pellet.

BUEN PUNTO PARA DETENER EL PROCESO (CONGELACION A -20°C)

Pasos siguientes:
a) Realizar cualquiera de los pasos siguientes:
b) Proceder inmediatamente a resuspender el contenido de la placa AMP2.

c) Sellar la placa AMP2 y almacenarla a -20°C.
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5. Resuspensién

Resuspension - Tiempo estimado del robot: 5 minutos para 8,16 y 24 muestras.

de AMP2 - Tiempo de incubacidn: 1 hora
Resuspender el precipitado de DNA usando RA1.

Materiales nuevos Cantidad

Para cada 8 muestras RA1 1 tubo (4 ml)
Preparacion:

a} Pre-calentar el horno de hibridacion lllumina a 48°C.

b} Pre-calentar el termo-sellador.
c) Descongelar el tubo RA1 a temperatura ambiente (22°C). Invertir suavemente para

homogeneizar la solucion.

Pasos:
1.- En la PC del robot, seleccionar AMP2 Sample Prep Tasks/Resuspend AMP2,

2.- En la pantalla en donde aparece “Basic Run Parameters”, registrar el nimero de

muestras de DNA en la placa.

3.- Colocar un depésito pequerio en el marco de plastico transparente acuerdo a la
distribucidén del mapa que aparece en la pantalla.

- Para 8 muestras, depositar 4 ml RA1

- Para 16 muestras, depositar 8 ml de RA1

- Para 24 muestras, depositar 12 ml e RA1
4.- Remover la cubierta plastica y colocar la placa AMP2 en el robot de acuerdo a la
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distribucion del mapa que aparece en la pantalla.

5.- En la PC del robot, dar “click” en “RUN". Registrar en el login r a solicitud.

6.- Cuando el robot lo indique, sellar con calor la placa AMP2 con una cubierta de aluminio,
girar la placa 180° y sellar de nuevo.

7.-

el

termobloque a 85°C)

Incubar la placa en el horne de hibridacion lllumina por 1 hora a 48°C. ( Ir precalentando

8.- Agitar la placa en el vortex a 1800 rpm durante 1 minuto.

9.- Centrifugar la placa con un pulso de 280 RFC (1276 rpm).

Importante: Si los botones de DNA se almacenaron a -20°C por mas de 72 hrs posteriores

ala precipitacion de AMP2, sera necesario repetir los pasos del 7-9 hasta que los

botones se hayan resuspendido completamente.

BUEN PUNTO PARA DETENER EL PROCESO (CONGELACION A -20°C)

Pasos siguientes:

Realizar cualquiera de los pasos siguientes:

- Proceder a la hibridacién individual con BC2. Si se bontim’:a inmediatamente, se debera dejar

el reactivo RA1 a temperatura ambiente temporalmente.

- Sellar la placa AMP2 y almacenarla a -20°C (-B0°C si se almacenara por mas de 24 horas).

Almacenar el RA1 a -20°C.
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6. Hibridacion

Hibridacion Tiempo manual: 2.75horas
individual Tiempo de incubacion: 16-24 horas
BC2 ispensar el DNA fragmentado y resuspendido, en los BeadChips preparados.
Incubar los BeadChips en el horno para hibridar las muestras.
Materiales nuevos Cantidad
Para cada PB1 1 botella (>200 ml)
8 muestras PB2 1 tubo
Formamida al 100% 5ml
RA1 5ml
EtOH 100% 200 ml
EtCH 70% El hecesario
Alineador de camisas individuales 1
Camisas Te-Flow-Through 8

Preparacion:

{con monturas negras, separadores, placas de vidrio, y clips metdlicos)
Cajas para lavado

Canastilla de lavado

BeadChips

Camara de hibridacion

Empague para camara de hibridacion

NN a N

a) Pre-calentar el termobloque a 95°C.

b) Pre-calentar el horno de hibridacién lllumina a 48°C.

c) Poner la plataforma moévil del horne de hibridacion en velocidad 5.

d} Descongelar el tubo RA1 y dejario equilibrar a temperatura ambiente (22°C). Asegurarse de

que la solucién esté completamente homogenea.

e) Si esta congelada, descongelar la placa AMP2 y dejarla equilibrar a temperatura ambiente

(22°C). Agitar la placa en el vortex a 1800 rpm durante 1 minuto. Centrifugar con un pulso a
280 RFC (1276 rpm).

f) Equilibrar

la cAmara del Te-Flow a temperatura ambiente (22°C). Verificar la temperatura en
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Pasos:

el termémetro del equipo.
g) Limpiar las placas de vidrio:

1) Lavarlas con detergente para material de vidrio de laboratorio
2) Secarlas con un Kimwipe

3) Enjuagarias abundantemente con agua destilada

4) Colocarlas en las monturas negras en angulo y dejarlas secar
5) Limpiarias con un Kimwipe humedecido en etanol al 70%

6) Secarlas con el atomizador de aire comprimido

h) Llenar una caja para lavado con 200 ml de EtOH 100%. Rotular la caja con la leyenda; “EtOH
100%".
i) Llenar una caja de lavado con 200 ml de PB1. Rotular la caja con la leyenda: “PB1".

- Preparacion de las camaras de hibridacion:

1.-Colocar los empaques de las camaras de hibridacién en cada camara de hibridacion.
2.- Dispensar 200 pl de PB2 a cada uno de los 8 depésitos para buffer de humidificacion en

cada una de las cAmaras de hibridacion.

Asegurar la tapa de cada camara de hibridacién. Mantenerlo en la mesa de trabajo a temperatura

ambiente (22°C) hasta cargar los BeadChips.

Desnaturalizacién de muestras y secado de BeadChips:

1.- Mientras los BeadChips se encuentran en lavados de PB1, incubar el la placa AMP2
resuspendida a 95°C en termoblogque por 20 minutos.

2.- Mientras las muestras se desnaturalizan en la placa AMP2, meter la caja de lavado a la
centrifuga.

3.- Centrifugar las gradillas de lavado a 280 RFC (1276 rpm} por 1 minuto a temperatura
ambiente (22°C).

Importante: No dejar los BeadChips lavados y secos expuestos al aire por mas de 15

minutos.
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- Lavado de BeadChips:
1.- Enganchar el asa metdlica a la gradilla de lavado. Sumergir la gradilla de lavado en la caja
rotulada como EtOH 100%.
2.- Sacar todos los BeadChips de su empaque. No desempacarlos hasta que se esté listo
para comenzar la hibridacién.

3.- Para cada BeadChip:

a) Remover el BeadChip de su empaque.

b) Remover la cubierta protectora.

c) Sumergir y colocar inmediatamente el BeadChip en la gradilla de lavado de EtOH.

4 .- Cuando todos los BeadChips estén en la gradilla, mover la gradilla de lavado hacia arriba y
abajo, rompiendo la superficie del EtOH, durante 10 minutos en los siguientes intervalos:

a) Al principio (tiempo cero)

b) A los 6 minutos

c) A los 10 Minutos

5.- Mover la gradilla de lavado a la caja de lavado rotulada como PB1.

Asegurarse que los BeadChips queden completamente sumergidos.

6.- Cuando todos los BeadChips estén en |la gradilla, moverla hacia arriba y abajo, rompiendo la
tension superficial del PB1, durante Sminutos en los intervalos siguientes:
a) Al principio {tiempo cero)
Nota: Empezar a incubar la placa AMP2 (ver seccion siguiente)
b) A los 2.5 minutos
c¢) A los 5 Minutos
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- Montaje de las Camaras Flow-Trough:
1.- Para cada BeadChip, colocar la montura negra en el alineador de camisas individuales.
2.- Colocar cada BeadChip en su montura negra, alineando el cédigo de barras con las
ranuras marcadas en el alineador.
3.- Colocar el separador (transparente) en lo alto del BeadChip. Usar los surcos de!
alineador de camisas individuales para guiar los separadores en su posicion.
4.- Colocar la barra de alineacidn en el alineador.
5.- Usar un atomizador de aire comprimido para eliminar cualquier residuc de polvo
acumulado en las placas de vidrio.
6.- Colocar una placa de vidrio limpia en el separador cubriendo cada BeadChip. El
depésito de placas debe estar al final del cédigo de barras del BeadChip, orientado hacia
el interior contra la superficie para crear un depdésito.
7.- Asegurar las grapas de metal como sigue:
a) Suavemente empujar la placa de vidrio contra la barra de alineacion.
b) Colocar la grapa de metal alrededor de la camara Flow-Through de manera gue quede
una fila entre ella y la barra de alineacion.
¢) Colecar una segunda grapa de metal en la camara Flow-Through de manera que no
queden filas entre ella y el cédigo de barras.;
8.- Con tijeras, recortar el espaciador lado contrario del cddigo de barras del montaje.
Resbalar las tijeras al sobre el cédigo de harras y corta el otro extremo.
9.- Colocar las camaras Flow-Through dentro de la camisa de hibridacion. Orientar el final
del cédigo de barras sobre los canales en la camara de hibridacion.
10.- Colocar latapa en el fondo de la placay aseguraria.
11.- Transportar la cadmara hibridacion al area de gradillas de camaras.

- Adicionar las muestras a los BeadChips:
1.- Centrifugar con un pulso a 280 RFC (1276 rpm) la placa AMP2.
2.- En la PC del robot, seleccionar AMP2 Hyb Tasks | Hyb Single BC2.

3.- En la pantalla aparecera “Basic Run Parameters”, registrar el nUmero de muestras de
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DNA en la placa.
4 - Sj se esta usando LIMS, seleccionar Use Barcodes con una paloma en el recuadro.
5. Remover la cubierta plastica y colocar la placa AMP2 en el robot de acuerdo al mapa de
distribucion del robot que aparece en la pantalla.
6.- Colocar un depésito pequefio en el marco de plastico transparente y ponerlo en el robot de
acuerdo al mapa de distribucién que aparece en la pantalla. Dispensar 5 ml de formamida al
100%.
7.- Colocar un deposito mediano en el marco de plastico transparente y ponerlo en el robot de
acuerdo al mapa de distribucién que aparece en la pantalla. Dispensar 9 ml de RAf1.
8.- Dar “click” en "RUN". Registrar el login r a solicitud.
9.- Una vez que la temperatura de la sonda registre 22°C, dar “click” en "OK".
10.- Remover la camara de hibridacion del horno lllumina. Rapidamente colocar cada camisa
Flow-Through en la primera fila de la gradilla de camisas.
11.- En la PC del robot, dar “click” en “OK”.
12.-Lavar inmediatamente los depésitos de la camara de hibridacién con agua destilada, y
tallarlos suavemente con un pequefio escobillon, asegurandose de que no quede remanente
de PB2.
- Incubacién de BeadChips:
1.- Remover cada camisa Flow-Through de la gradilla de camisas.
2.- Quitar el exceso de RA1 del fondo de cada camisa Flow-Through con una toalla de papel
limpio.
3.- Colocar cada camisa Flow-Through en la camara de hibridacién.
4.- Tapar la cdmara de hibridacién.
5.- Incubar las camaras de hibridacion en el horno lllumina de 16 a 24 hrs a temperatura de
48°C.

- Preparacion del Reactivo XC4 para la Xfincién de BC2:
1.- Adicionar 330 ml de EtOH 100% a la botella de XC4.
2.- Agitar vigorosamente por 15 segundos.
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3.- Dejar la botella de lado, con el botén hacia arriba, en la mesa de frabajo de laboratorio por 1
hora.

4.- Agitar vigorosamente otra vez por 15 segundos.

5.- Dejar la botella verticalmente en la mesa de trabajo toda la noche.

6.- Agitar ofra vez para asegurar que el botdn se ha resuspendido completamente. Nada del

reactivo debe estar aun cubriendo la botella.

7. Tincidn

Xtincion BC2 - Tiempo manual; 1.5 horas
- Tiempo de secado: 1 hora

Lavar el DNA muestra no hibridado e hibridado no especificamente de
los BeadChips. Agregar los nucledtidos marcados para la extension de los primers que hibriden
con el DNA. Teiiir los primers, desmontar las camaras Flow-Through, y cubrir los BeadChips por
proteccion. Se pueden procesar mas de 24 BeadChips al mismo tiempo durante el paso de
Xtincion de BC2.

Materiales nuevos Cantidad
Formamida 95% / 1mM EDTA 15 mi
RA1 1 botella (10 ml)
XC1 2 tubos
XC2 2 tubos
TEM 2 tubos
XC3 1 botella (75 ml}
LTM 2 tubos

Para 8 BeadChips Asegurarse que todos los tubos de LTM

especifiquen la misma temperatura de tincion.

ATM 2 tubos
PB1 1 botella (310 ml)
XC4 1 botella (310 ml)
EtOH El necesatrio

Preparacion:
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a) Descongelar todos los tubos de reactivos a temperatura ambiente (22°C). Centrifugar los
reactivos descongelados a 3000 RFC (4177 rpm) por 3 minutos.

b) Asegurarse que el circulador de agua esté lleno hasta el nivel.

¢) Encender el circulador de agua {mantenerlo siempre encendido).

d) Quitar las burbujas atrapadas en la gradilla de camaras de acuerdo al Manual de operacién
Te-Flow (Tecan Flow Through Module), Tecan Doc ID 391584.

e) Ajustar el circulador de agua a una temperatura de 44°C (el software lo ajusta solo).

f} Checar la temperatura de la gradilla de camaras en diferentes lugares para asegurarse que

es uniforme en 44°C (hacerlo con el probador de temperaturas de lllumina).

Pasos:
1. Deslizar [a gradilla de camaras en la columna 36 del robot. Asegurarse que esta
colocada apropiadamente.
2. Enla PC del robot, seleccionar Infinium Il Xstain Tasks | Xstain BC2.

En la pantalla aparecera “Basic Run Parameters”, anotar el nimero de BeadChips.

Extensién de una sola base y fincién:
1.- Colocar un depésito pequenfio en el marco de plastico transparente de acuerdo al mapa de
distribuciéon que aparece en la pantalla.
- Para 8 BeadChips, dispensar 15 m! de formamida 95% /1mM EDTA
- Para 16 BeadChips, dispensar 17 ml de formamida 95% /1mM EDTA
- Para 24 BeadChips, dispensar 25 ml de formamida 95% /1mM EDTA
2.- Colocar un depédsito mediano en el marco de plastico transparente de acuerdo al
mapa de distribucidn que aparece en la pantalla.

« Para 8 BeadChips, dispensar 10 ml de RA1
« Para 16 BeadChips, dispensar 20 ml de RA1
« Para 24 BeadChips, dispensar 30 ml de RA1

3.- Colocar un depésito grande en ia posicién establecida de acuerdo al mapa de
distribucién que aparece en la pantalla.
¢ Para 8 BeadChips, dispensar 49 ml de XC3

CONTROL DE EMISION

Elabord : Revisé ; Autorizé:

Nombre Vi Dra. irma Silva Zo]ezzu Dr. Sanliag% I\ﬂarch Mifsut Dr. Gerardo-grménez Sanchez

e | 17, G ?(g/ g
Fecha / 4de MJzo de 200'5’ 4 de Mdrzude 2008 4 de Marzo de 2008

x




e MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS E
N{suwm Nacional de DIRECCION DE INVESTIGACION
N Medicina Genc');nmi_gg )
1. PROTOCOLO INFINITUM I ot ALY Hoja: 33 de 43

o Para 16 BeadChips, dispensar 97 ml de XC3
» Para 24 BeadChips, dispensar 145 ml de XC3

4.- Remover las tapas y colocar los tubos de XC1, XC2, TEM, LTM, y ATM en la
gradilla de tubos del robot de acuerdo al mapa de distribucién que aparece en la
pantalla.

5.- Enla PC del robot, seleccionar Use Barcodes con una paloma en el recuadro si
se esta empleando LIMS.

6.- Dar “click” en "RUN" y registrar el login r a solicitud.

7.- Cuando el robot lo solicite, registrar la temperatura de tincién indicada en el tubo
de LTM, o 37°C si no esta escrita.

8.- Cuando la temperatura de la sonda registre 44°C en distintas regiones, dar “click”
en "OK".

Remover la camara de hibridacion del horno de hibridacion lllumina. Rapidamente
colocar cada montura de las camara Flow-Through en la primera columna de la
gradilla de camaras de acuerdo al mapa de distribucion del robot que aparece en la
pantalla.

9.- Lavar inmediatamente el depésito de la camara de hibridacion con agua destilada,
tallarla con un escobillén pequerio, asegurando no dejar reactivo PB2 remanente.
10.- En la PC del robot, dar “click” en “OK".

11.- Una vez que el robot finaliza, remover inmediatamente las camaras Flow-Through
de la camara de hibridacion. Colocaria horizontalmente en la mesa de trabajo ed
laboratorio a temperatura ambiente (22°C).

- Lavado y recubrimiento:
1.- Vaciar 310 ml de PB1 por cada 8 BeadChips en un traste de lavado. Cubrir el
traste.

2.- Colocar la gradilla de tincion dentro del traste de lavado. Los brazos de seguridad y
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el mango deberan orientarse hacia el operador.

Importante: Siempre manipular los BeadChips por los bordes o por el cddigo de barras. NO
permitir que los BeadChips se sequen

3.- Para cada BeadChip:

1. Usar la herramienta de desmantelamiento para quitar las dos grapas metalicas de la
camara Flow-Through.

2. Remover la placa de vidrio, el espaciador, y después el BeadChip.
3. Colocar inmediatamente cada BeadChip en la gradilla de tinciéon que esta en el traste de
lavado con el codigo de barras orientado opuesto al operador. Colocar la mitad del

BeadChip por encima del mango y mantener la ofra mitad por debajo del mango. Todos
los chips deben permanecer sumergidos.

4.- Mover suavemente la gradilla de tincion arriba y abajo 10 veces, rompiendo la superficie
del reactivo.

5.- Sumergir por 5 minutos.

Importante: No dejar los BeadChips en el PB1 por mas de 30 minutos.

6.- Vaciar 310 mt XC4 en un traste de lavado. No permitir que se asiente mas de 10 minutos.
7.- Mover la gradilla de tincion con los BeadChips en el traste con XC4, manteniendo los
cadigos de barras lejos de ti.

8.- Mover lentamente |a gradilla de tincion arriba y abajo 10 veces, rompiendo la superficie

del reactivo.

9.- Sumergir por 5 minutos.

10.- Dejar la gradilla de tincion fuera de la solucién y colocarla horizontalmente en una

gradilla de tubos, con los cadigos de barras hacia airiba.

11.- Remover los BeadChips de la gradilla de tincidon con las pinzas de seguridad,
cuidadosamente de arriba a abajo. Colocar cada BeadChip en una gradilla de tubos
para secar. Remover el mango de la gradilla de tincion después de 4 BeadChips.

12.- Secar los BeadChips en el desecador por 50 - 55 minutos a 508mmHg (0.68 bar).

13.- Limpiar la parte de abajo de cada BeadChip con una kimwipe humedecida en etanol al
70%

Importante: No tocar las lineas con el papel o permitir que el EtOH penetre en ellas.

14.- Limpiar y guardar las placas de vidrio y los componentes de la cadmara de hibridacién.
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1. PROTOCOLO INFINITUM II e neTanin

BUEN PUNTO PARA DETENER EL PROCESO (TEMPERATURA AMBIENTE A 22°C)

Pasos siguientes:

a) Obtener laimagen de BC2

b) Almacenar los BeadChips en la caja de almacenamiento de lllumina dentro del desecador
a temperatura ambiente (22°C). Capturar las imagenes dentro de las primeras 72 horas.
8. Obtencién de imagen

Captura de e Tiempo de escaneo: 45 minutos por BeadChip
imagen BC2

Escanear los BeadChips con el Lector de Arreglos de lllumina, que emplea un
laser que excita el fluordforo de la base-simple producto de la extensién en los chips. El escaner
graba imagenes de alta resolucién de la luz emitida por los fluordéfores. La informacion de estas
imagenes es analizada para determinar los genotipos SNP usando un software de
genatipificacion lllumina.

Preparacion:

Encender el Lector de BeadChips al menos una o dos horas antes del escaneo para
estabilizar el laser.

Pasos;

1.- Abrir la aplicacién BeadScan de lllumina.
2.- Dar “click” en “SCAN" en la pantalla de bienvenida.
3.- Seleccionar BeadChip del menu “Docking Fixture”.
4.- En el area de ajustes, dar “click” en "EDIT". Las opciones aparecen en marco de dialogo.
5.- Dar “click” en “BROWSE" para navegar y seleccionar los directorios siguientes.
- Data repository directory containing your data
- Decode map directpry, containing the decode data from the BeadChip CD.
6.- Salvar la informacion de las imagenes en el compacto (CD) con formato JPG, seleccionar
ta forma comprimida “COMPRESSED" con una paloma.
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7. - Dar “click” en Save for this Scan o Save for all Scan.
8.- Colocar el (los) BeadChip(s) en la bandeja del Lector de BeadChips. Asegurarse que
estan colocados correctamente,
9.- Escanear cada cédigo de barras de los BeadChips. El codigo de barras debe aparecer en
la pantalla en la posicién correspondiente a la posicién de la bandaja.

10.- Grabar la ID y |la fecha del escaneo en la Hoja de seguimiento de protocolo.

11.- Dar “click” para abrir las cajas de didlogos para seleccién de escaneo.

12.- Seleccionar una forma de escaneo para cada BeadChip. Dar “click” en “SELECT".

13.- Dar “click” en “SCAN", Esperar 45 minutos para el proceso de escaneo.

NOTA: Si el lector de microarreglos es incapaz de escanear las sefales de alineamiento, es
necesario limpiar los BeadChips. Ver la Guia de Procedimientos de ensayos de laboratorio
Infinium 1l {Infinium Il Assay Lab Setup and Procedures Guide, lllumina part No.11207963)
para instrucciones.

14.- Cuando aparezca la pantalla de bienvenida, dar “click” en Open Tray.
15.- Remover los BeadChips.

Pasos siguientes:

Realizar cualquiera de los siguientes pasos:

a) Escanear el siguiente lote de BeadChips.

b) Dar “click” cerca del logo de lllumina en la pantalla de bienvenida y seleccionar EXit.

Cerrar la bandeja del lector de  arreglos y apagar la maquina.
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5. Diagrama del procedimiento de muestras en los Bea D Chipss 550 K y 1 M Protocolo

Infinitum II. Ensayo Manual Infinitum ®
Dia1 Dia 2 Dia 3
INICIO -
Fragmentar AMP2 ~ Xtincién BC2
Tiempo mpaval: -3 horas
Tiempo manual: 0.5 horas Tiempo de secado: 1 hora
Hacer Cuantificaclén Incubacion: 1 hora
(Opcional / LIMS) REACTIVOS
Tiempo manual -25 min por REACTIVOS Formamida 95% / imM
placa |_’ FRG EDTA
SALIDA > PB1
REACTIVOS Placa AMP2 XC1
Lambda DNA XG2
PicoGreen dsDNA XC3
iX TE v ¥g4
SALIDA Precipitar AMP2 LTm
Placa QNT Tiempo manuatl: 1.5 horas ATM
Placa PNT estandar Tiempo de secado: 1 hora
REACTIVOS g
¢ 2- propanol P
Leer cuantificaclén s :GE) A
(Opcional LIMS) Placa AMP2
Tiempo manual: 5 min por aca
placa
SALIDA * Y
Archivo elecirénico con Resuspender AMP2 Captura de imagen BC2
informacién sobre la - .
Tiempo mnaual: 30 Tiempo manual: 5 minfscan
muestra de DNA min. Escaneo: 45 min/chip
Incubacién: 1 hora SALIDA
Archivos de datos e
¥ % RA1
Hacer MULTI AMP2 Hacer AMP2 SALIDA
Manual: 45-60 min. Manual 45-60 min Placa AMP2
REACTIVOS REACTIVQS
0.1N NaOH 0.1N NaOH l
MP 4 MP1 TERMIN
AMM AMM Hibridacién individual ~
SALIDA SALIDA BC2
1-dplacas AMP2 Placa AMP2 Tiempo manual; 30-45
min
Incubacion: 20-24 horas
\ / REACTIVOS —
EtOH
PB1
Incubacitn AMP2 PB2
Incubacién; 20-24 horas —> Formamida 100%
SALIDA RA1

Placa AMP2 con
DNA ampilificado
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V. Documentos de referencia

Documentos | ;{-;_ R

Cod|go (cuando apllque)

Nacional de Medicina Gendmica, autorizado por la
Junta de Gobierno.

Manua-l de organlzacmn especmco del Instituto

Autorlzaclén 6 de Marzo de 2006

Norma Oficial Mexicana para la separacion,
envasado, almacenamiento, recoleccién, transporte,
tratamiento y disposicion final de los residuoas
peligrosos, biol¢gicos-infecciosos.

NOM-087-ECOL — SSA1-2002
D.O.F. 17-11-2003

Norma Oficial Mexicana para la organizacién vy
funcionamiento de los laboratorios clinicos

NOM-166-S5A1-1997
D.O.F. 13-1-2000

Norma Oficial Mexicana requisitos sanitarios del
equipo de proteccion personal

NOM- 056-SSA1-1993
D.O.F. 19-1X-1994

Manual de procedimientos Técnicos del proveedor

Infinium Il ™ System Manual

VI. Registros

Reglstros | - Tiempode - | . Responsablede | Cédigo deregistroo
{ .. conservacion - - conservarlo identificacion tinica.
Formato de sohcﬂud 5 afios Unidad de No aplica
de servicios de Genotipificacion y
microarreglos Analisis de Expresion.
lllumina. lllumina
Bitacora de la 1 afo Unidad de No aplica
Unidad Genotipificacién y
Analisis de Expresion
lllumina
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VIl. Glosario

1.

DNA (acido desoxirribonucléico): polinucleétido formado por la union covalente entre
unidades de desoxiribonucleotidos, compuestos de una base nitrogenada y una azucar
desoxirribosa. Contiene la informacién genética del organismo.

2. Microarreglos: serie ordenada de sondas o pequefios fragmentos de DNA depositados en
una superficie sélida que permiten hacer el andlisis de DNA para conocer genotipos
especificos (basado en la presencia de SNPs) o niveles de expresion genética.

3. Muestras: Material biolégico proveniente de cualquier organismo extraido por métodos
que permiten considerarlo representativo del mismo para efectuar un analisis.

4, Unidades de Ailta Tecnologia: Tecnologia de punta, que proporciona servicios
especializados de soporte, mediante la utilizacion de infraestructura que garantiza
servicios eficientes de alta calidad y competitivos internacionalmente.

5. Genotipificacion: Procedimiento por el cual se puden identificar variantes en el DNA de un
organismo 6 una regién cromosomica en particular.

6.  Analisis de expresion: Ensayo que permite establecer perfiles de expresiéon génica a pariir
de muestras de RNA, obteniendo informacién sobre los genes que estan siendo traducidos
en una célula, tejido, organismo o poblacion.

7. Fragmentacion: Técnica enzimatica de biologia molecular que consiste en cortar el DNA
en secuencias pequeiias.

8. Precipitacién: Método fisicoquimico de separacion del DNA y el solvente que lo contiene,
obteniendo en el fondo de la matriz el soluto de DNA

9. Resuspension: Método por el cual se mezclan al menos dos sustancias en distintos
estados.

10. Hibridacion: Procedimiento de biologia molecular en el que una hebra sencilla de DNA se
une por complementariedad de bases a otra secuencia sencilla de oligonucledtidos.

11. Tincién: Técnica de marcado de oligonucledtidos especificos en un microaireglo.

12. Imagen:; Visualizacion grafica del resultado de un microarreglo.
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13. Trabajo manual: Toda aquella actividad o proceso que se realiza por el personal técnico

sin apoyo del equipo automatizado (robot)

14. Dispensar: Colocar volimenes especificos de muestra o reactivo (en solucién) en un
recipiente independiente,

15.  Incubar; Proceso en el gue ocurre una reaccién bioquimica que se realiza en condiciones
especificas (temperatura, velocidad de agitacidn, etc) a tiempos controlados.

16. Termobloque: Equipo pequerfio para controlar la temperatura de una manera homogénea
en placas de 96 pozos.

17. Desnaturalizacién de muestras. Proceso fisico o quimico usado para separar las dos
hebras de DNA para llevar a cabo una técnica de biologia molecular que involucre
hibridacion.

18. Camara de Flow-Trough: Es una pieza armada con una base metalica, un separador de
plasstico, una cubierta de vidrio y 2 clips que sirven de sujetador. Esta pequefia camara se
utiliza par que se cologue el microarreglo, la muestra de DNA vy asi como los reactivos
necesarios par el proceso de hibridacion

19. LIMS: Sistema de manejo de inforamcion de laboratorio. Por su traduccion literal de las
sigals en inglés (Laboratory Inforamtion Managment System).

20. Barcodes: Cédigo de barras (etiqueta que sirve para identificar un objeto, muestra, reactivo
etc.)

21.  Hoja de seguimiento del protocolo para usuario experto: Registro escrito de los proceses,
muestras manejadas, reactivos empleados y técnicas realizadas diariamente en la Unidad.
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Vill. Cambios de esta versién

Numero de Revisién - | - Fecha de Actualizacion = |- Descripcion del cambio

No aplica No aplica No aplica

IX. Anexos

2. Formato de servicio de microarreglos de genotipificacion Protocolo Infinium Il
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| |
Ner e oo

Fevrpats cutandar e sorvicio doe i Upidad de

microarregios de genotipificacian | Genoliplficacion y
Analisis de Exprasion |

Crotoculo hnium 1

i-Datos dalsolicitante - -
Investigadoc responsable: Cuanla usuario!
nslitucion: o
Laboratorio: Txlélono:
T Direecion: Fax:
E-mail;
Fecha:

' -Tlpo da Serviclo . Tipo do microarreglo Microarreglo proporclonado por

Asasoria en diseno exparimental i 5105

T INMEGEN
Procesamiznio de muaslras . ' B8DK

! . \Usuario
Asesario y Procesaminnto _oma

Eupeelficociones de las muestras,
_ Hange de concertiacion; 50 - 70 vy/ul
Volupen pnnnnie: 20pk

Minera toldl de mnassiras,

.. Cédigo de'fa puestra™ - . Volumer  :*

R G - Concentracién
(8 caracteres méx.) W) DO260/230

D-OZBEID (ngiu)
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Instructivo de llenado del Formato No. 4

Microarreglos |.

, P ,
No.|  Congepto | T “Actividad < o Lo
1 | No. de ensayo Es un numero progresivo que se le asigna en la Unidad de
Genotipificacion y analisis de expresion lllumina, para identificarlo
comenzando de 1
2 | Investigador Anotar el Nombre completo del investigador responsable del proyecto
responsable de investigacion.
3 | Institucién Anotar el Nombre completo de la Institucion solicitante
4 | Laboratorio Anotar el nombre del Laboratorio al que pertenece el Investigador
responsable
5 | Direccidn Anotar la Direccidén en la cual se ubica la Institucion solicitante
6 | Cuenta usuario Anotar el nimero asignado de cuenta del usuario que le proporciona
el INMEGEN
7 | Teléfono Anotar el nimero telefénico institucional del solicitante
8 | Fax Anotar el nimero de Fax del solicitante
9 | e- mail Anotar la direccion electronica del solicitante
10 | Fecha Anotar la fecha en la que se hace la solicitud
11 | Tipo de servicio Marcar con una “X" el tipo de servicio que requiere: Asesoria en
disefio experimental; Procesamiento de muestras; Asesoria y
Procesamiento
12 | Tipo de microarreglo | Marcar con una “X" el tipo de microarreglo segun el nimero de SNPs:
510S; 550K y 1M
14 | Microarreglo Marcar con una "X" si el Microarreglo es proporcionado por el
proporcicnado por INMEGEN 6 por el Usuario
15 | Especificaciones de | Marcar con una “X” si es Rango de concentracion: 50-70ng/uL 6
las muestras volumen minimo : 20/uL
16 | Numero total de [ Anotar el nimero total de muestras que se entrega
muestras
17 | Cédigo de la muestra | Anotar el cédigo que asigne el solicitante a la muestra este debe ser
(8 caracteres max.) de 8 caracteres maximo
18 | Volumen (/ulL) Anotar el volumen de la muestra en /uL
19 | DO 280/260 Anotar la densidad éptica que puede ser con radio 280/260
20 | DO 260/230 Anotar la densidad éptica que pude ser con radio 260/230
21 | Concentracién (ng/uL) | Anotar la concentracién en nanogramos
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