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Servei diagnostic de laboratori

UNIDAD DE SECUENCIACION
HOSPITAL UNIVERSITARIO SANT JOAN DE DEU

La Unidad de secuenciacion del Hospital Universitario Sant Joan de Déu, es
una unidad de reciente creacion que nace con el objetivo de prestar servicios
en secuenciacion automatica de DNA y andlisis de fragmentos a los grupos de
investigacion de la Fundacion Sant Joan de Déu, asi como a otros laboratorios
publicos o privados. La unidad de secuenciacion esta ubicada en el Servicio de

Diagndstico de laboratorio de este Hospital.

Equipamiento

La unidad de secuenciacion dispone de un analizador genético avanzado,
AbiPrism 3730xI DNA analyzer de Applied Biosystem. Este instrumento, dotado
de 16 capilares, automatiza el proceso desde la carga de la muestra hasta su
analisis posterior mediante sofware especifico. Dependiendo de la calidad de

la muestra es posible obtener secuencias de hasta 950 pb.

Servicios ofrecidos

-Secuenciacion de ADN purificado por el usuario.

Trabajamos a partir del producto de la reaccién de secuenciacion una vez
purificado. El sistema de electroinyeccion del secuenciador es altamente
sensible a impurezas (sales, EDTA, ARN, restos de nucleétidos, enzimas de la
reaccion de PCR, etc). Los productos no purificados adecuadamente provocan
el deterioro de los capilares y disminuyen la calidad de la secuencia. El usuario
es responsable de la purificacion adecuada del producto a secuenciar. Esta
previsto en un futuro que la unidad asuma esta fase de purificacion.

- Analisis de fragmentos

Se realiza la cuantificacion del tamafio de los fragmentos de ADN en relaciéon a

estandares internos suministrados por el usuario

Preparacion y envio de muestras



1.- Se ha de rellenar la hoja de solicitud de estudio (Anexol). En esta hoja se
debe indicar fecha de entrega de las muestras, n° de muestras entregadas,
nombre y cédigo del usuario, grupo de investigacion, centro de facturacion y
tipo de estudio (secuenciacion de DNA o andlisis de fragmentos). Si se trata de
secuenciacion se debe afadir si son secuencias cortas o largas, BigDye
utilizado y sistema de purificacidon. La hoja de solicitud acompafiara a las

muestras siendo muy conveniente su envio adicional por email.

2 - Hasta un total de 48 muestras se pueden enviar con tubos eppendorff. Cada
eppendorff debe ir rotulado con el cédigo de usuario (iniciales del nombre y
apellidos del usuario) seguido de niumeros consecutivos. Ejemplo: CEA1,
CEA2, CEAS3, CEA4 ..

3 - A partir de 48 muestras, es preferible enviar en formato de placa de 96
pocillos (Applied Biosystems). Las muestras han de colocarse por columnas.
EJEMPLO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | MA1 | MA9 | MA17 | MA25 | MIASS | MiAZd | MAS0 | MAS8

B | MA2 |MA10|MA18 | MA26 | NIASY | MA42 | MA51 | MASS

C | MA3 |MA11|MA19 | MA27 | MIASS | MAZS | MA52

D | MA4 |MA12|MA20 | MA28 | NIASE | MAZ4 | MAS3

E | MA5 | MA13|MA21 | MA29 | MIAST | MA4S | MA54

F | MA6 | MA14|MA22 | MA30 | MASE | MA46 | MAS5

G | MA7 |MA15|MA23 | MA31 | MIASS | MAZT | MAS6

H | MA8 | MA16 | MA24 | MA32 | MIA40 | MA%S | MAS7

Cada color es una carrera ya que el secuenciador consta de 16 capilares. A la
entrega de la placa, se debe entregar la plantilla correspondiente indicando lo
gue hay en cada posicién, utilizando la nomenclatura del cédigo de usuario

seguido de la serie de nUmeros consecutivos.

5.- El volumen de muestra debe ser de 15-20ul o enviado como “pellet” seco,

segun el tipo de purificacion utilizado.

Direccion de entrega de las muestras




Los productos de secuenciacion purificados o el amplicon para analisis de

fragmentos deben enviarse refrigerados a la siguiente direccion:

Departamento de Microbiologia Molecular, Unidad de Secuenciacion
Laboratorio Clinic, edificio consultas externas, 12 planta

Hospital Universitario Sant Joan de Déu

P° Sant Joan de Déu,n°2

08950 Esplugues, Barcelona

El horario de recogida de las muestras es de lunes a viernes de 8 a 14.30h.

Entrega de resultados
1.- El plazo de entrega habitual es de 2 dias habiles desde la fecha de
recepcion de las muestras. (Muestras recibidas antes de las 12h,un dia mas

para las muestras recibidas a partir de esta hora).

2.- Los resultados seran los obtenidos en crudo por el secuenciador. Es
responsabilidad de cada usuario la interpretacion de resultados por lo que
necesitaran programas especificos para la lectura de los archivos.

Existen diferentes programas gratuitos en la web (Editview, Chromas, etc) que

pueden ser utilizados en la interpretacion.

3.- Los resultados se envian por email a los investigadores externos a la
fundacion Sant Joan de Déu. Los investigadores de la Fundacion Sant Joan de
Déu tendran acceso a los resultados mediante la intranet del Hospital,
guedando ubicados en la carpeta “Estudios secuenciacion”. En esta carpeta
cada usuario tendra una subcarpeta con sus resultados. Se enviara, ademas

un email avisando que ya estan disponibles los resultados.

Repeticiones

Las secuencias fallidas se facturan excepto en el caso que el fallo sea debido a
la actividad realizada en la Unidad de Secuenciacion. Las causas mas
frecuentes de fallo en la reaccidn de secuenciacion suelen ser derivadas de las
caracteristicas del DNA problema, cantidad insuficiente de DNA, mala

purificacion del producto o iniciadores no optimizados.



Alta como usuario
Para darse de alta como usuario se ha de cumplimentar la hoja de registro de
usuario (anexo 2) y enviarla por email a la siguiente direccion

cma@hsjdbcn.org

En la hoja de registro se indicar4 el nombre o nombres de usuario, responsable
y direccién del grupo de investigacion y datos de facturacion. La Unidad dara

de alta a los diferentes usuarios, facilitandoles su cédigo de identificacion.

Contacto e informacién adicional sobre tarifas

Dra. Carmen Mufioz-Almagro Dr.Bonaventura Ruiz
Responsable Departamento Director Servei

de Microbiologia Molecular de Diagnostic de laboratorio
Tfn0:932805569 Tfn0:932532107
Fax:932803626 Fax:932803626

email: cma@hsjdbcn.org Email; bruiz@hsjdbcn.org
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Servei diagnostic de laboratori

UNIDAD DE SECUENCIACION -HOSPITAL UNIVERSITARIO SANT JOAN DE DEU

HOJA DE SOLICITUD
, SECUENCIACION AF
FECHA N° Same? NOMBRE GRUPO | CENTRO FACTURACION
RECEPCION | MUESTRAS USUARIO INVESTIGACION cL] B Purific. v
dye

S: Secuencias cortas; L: Secuencias largas

Purific. Tipo de purificacion realizado

AJF: Andlisis de fragmentos

P/V: P (envio de pellet seco). V:muestra suspendida
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UNIDAD DE SECUENCIACION
HOSPITAL UNIVERSITARIO SANT JOAN DE DEU

HOJA DE REGISTRO DE USUARIO

Nombre y apellidos

Nombre del Grupo o
Laboratorio adscrito
Responsable cientifico
Direccion postal

Localidad
Cddigo postal
Pais
email

Teléfono
FAX

DATOS DE FACTURACION

Nombre entidad Facturacion

Direccion postal

Localidad
Cddigo postal
Pais
email
Teléfono
FAX

CODIGO DE USUARIO (FACILITADO POR LA UNIDAD DE SECUENCIACION)







