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1. Conectar el regulador al tomacorriente por la parte de atras del equipo, no tiene botén de
encendido, el aparato arranca unos segundos después de que comienza a para energia.

2. Se prepara previamente una solucién stock de trabajo para el conjunto de muestras y los
estandares calculando 199 L de buffer Qubit dsDNA HS + 1 uL de colorante (tubo azul,
dye) (volumen total es de 200 pL) en tubos Qubit o Axigen por cada una de las muestras,
adicionales se preparan otros 200 pL de solucién de trabajo para cada estandar y otros
400 pL extras de acuerdo a la siguiente ecuacién:

(Numero de muestras X 199 ulL buffer + 1 pL dye) + 2 estandares (199 pL buffer + 1 pL dye)
+ 2 volumenes extras de 199 uL + 1 plL dye = volumen total; calcular el volumen total en
funcién del nimero de muestras y los dos estandares, prepararlo junto para evitar sesgos
en la medicion, agregar la solucion de colorante al final y protegerla de la luz siempre.



Homogeneizar el dye en vortex y darle un espin corto en centrifuga, homogeneizar
también la solucidn final en vortex.

Etiquetar un tubo para cada muestra y uno para cada estandar, tomar 199 uL del stock
para cada muestra en un tubo nuevo y agregarle 1 pL de muestra, homogeneizar en
vortex.

El primer menu de opciones que el equipo muestra es el menu de ensayos, si se trata de
cuantificar ADN para librerias presionar sobre la pantalla ADN de doble cadena (dsDNA,
double strand DNA) y luego High sensitivty y después read standards.
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Antes de leer las muestras se debe calibrar el equipo para ello se lee la mezcla de los
estandares (tubo rojo estandar 1, tubo amarillo estandar 2) con la solucién de trabajo,
estos se preparan mezclando 190 ulL del stock con 10 pL de cada estandar (homogeneizar
cada estandar en vortex y darle un espin ligero antes de hacer la mezcla), homogeneizar e
incubar dos minutos antes de leer.

L dsDNA High sensitivity

Read standards

Last read standards.
2015/08/05 05:57:20 AM

El equipo pide leer primero el estandar 1 de este solo graficard los dos primeros valores de
la curva, después se lee el 2 del cual grafica los Ultimos tres puntos, los valores de las
muestras deben estar en el rango de los valores de la curva de calibracién; se coloca el



tubo del estandar la cavidad de la parte superior, se cierra la cubierta y se presiona en leer
estandar.

® dsDNA High sensitivity

Insert standard 1

El equipo considera los dos primeros valores leidos del estandar 1 para la curva de
calibracion y los ultimos 3 del estandar 2, una vez leidos los estandares el equipo mostrara
una grafica con los valores obtenidos y dara la opcidn de leer las muestras.
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Insert standard 2 RFU values
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Al terminar de leer los estandares se prepara la mezcla de solucidn de trabajo (stock) con
la muestra agregando 2 pL de esta a 198 plL de solucién del stock se incuba 2 minutos
después de la homogenizacidn en vortex y se debe leer inmediatamente, si pasa mucho
tiempo habra un sesgo en los valores leidos, usualmente de usa 1 pL pero se recomiendan
2 uL, en este caso ajustar el Qubit para que lea las muestras a 2 plL, se puede ajustara 5 pL
o mas dependiendo del experimento, para ADN suelen ser suficientes 2.
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Run (D 2015-08-05_224321
Enter original

dsDNA High sensitivity

RunlD 2016-09-05_233630
= Enter original sample volume

Qubit® tube
concentration

94.9

ng/mL
.

9. Elvalor final se aparece dentro del circulo al terminar la lectura de la muestra, estos datos
pueden exportarse desde un puerto USB en la parte trasera del equipo, o bien el equipo

puede conectarse a una computadora para exportar los datos presionando en la opcién
Data.

10. Se recomienda dar un vortex a los tubos antes de leerlos e incubarlos dos minutos,

también es importante leer los tubos dos veces, primero todos una vez y luego todos de
nuevo, mas no leer un mismo tubo dos veces seguidas.

Original sample concentration

2.24 ng/pL
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3.24 ng/uL
2015/08/08 02:17:46 AM

ng/uL
- 3.08 ng/uL
Qubit® tube 2015/08/0802:17:20 AM
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. ng/“L _
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11. El equipo muestra dos valores uno en un circulo grande que considera el factor de dilucién
y el del circulo pequefio indica la concentracién sin considerar el factor de dilucién, para
reportar el valor si se siguié el protocolo el valor del circulo grande es el real, si se hizo



algun ajuste de volumen de muestra (el equipo permite un rango de 1 — 10 pL de muestra)
en el ejemplo de abajo el valor de 15.4 se multiplica por el volumen total (200 1 ulL) y se
divide entre 1000 esto da como resultado el valor del circulo grande, si hubo algun ajuste
de volumen se deben hacer los calculos de factor de dilucidn para corregir los valores. Se
recomienda leer los tubos inmediatamente ya que el colorante tiende a degradarse con la
luz y después de un tiempo si la muestra se vuelve a leer el equipo arroja resultados
distintos y sesgados, a veces arriba del valor original leido y a veces debajo.
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sample concentration

3.08

ng/pL

12. Al terminar de leer desconectar el equipo.



