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Resumen de las muestras y del protocolo:

Este protocolo estd organizado segun el orden del tfrabajo de campo en las siguientes
secciones:

1. Recogida de muestras
1.1. Recogida de muestras en la visita
1.1.1. Sangre
1.1.2. Pelo — no requiere procesamiento
1.1.3. Orina
1.1.4. Heces
1.2. Etiquetaje de las muestras

2. Procesamiento

2.1. Procesamiento de las muestras
2.1.1. Heces
2.1.2. Orina
2.1.3. Sangre

2.3. Etiquetaje de las alicuotas

2.4. Aimacenamiento

2.5. Registro en el biorepositorio

Las tablas de las siguientes pdginas resumen el tipo de muestras, tipo de tubo de
recoleccién, volumen y alicuotas para las mediciones de biomarcadores. También se
indica el IP.
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Type of Tube Sample Aliquot Lab Sample Purpose
sample processing quantity
(mL or mg)
Morning 6x1.8 ml Reserve - -
Night 6x1.8 ml Reserve - -
1x1.8 ml Imperial 1.75 Exogenous
metabolomics
0.35 Phthalates
0.5 Phenols
High quality 0.5 OP Pesticides
polypropylene
10 mL
collection
Urine Containers 0.2 Cotinine
(collected at Pool I Other pesticides
12 time 2x1.8m NIPH (metabolites of
points) 0.5 pyrethroids, 2,4-
Ref. 408720 dichlorophenoxyacid,
boscalid and imazalil)
0.5 Glycol ethers
0.5 Polycyclic aromatic
) hydrocarbon (PAHs)
05 Crea'tmme, specific
gravity
6x1.8 ml Reserve - -
2%x0.5ml | IMPERIAL 0.6 ml Endogenous
metabolomics
HDL, Cholesterol,
trigycerides,
0.4 ml
ipids, LDL
(0.05 ml CK- g&iiiZO"p'ds' ’
ili 18)?
Blood SaT:tzliI::r serum 1X05ml | IMIM ) LT, AST, GGT
. .5- ’ ICK-18
(19.5mL) 368813 (2.5-3 ml)
(serum or plasma)
Insulin, leptin,
0.1 ml diponectin
(serum or plasma)
2x0.5 ml or Reserve i i
3x0.5 ml
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2x0.5mlor | o ) PCBs, DDE, HCB,
5 mL silica 3x0.5 ml PBDE
glass serum 1X05ml |IMIM 0.5 ml AMH Hormonas
vacutainer (2-2.5ml)
367624
1x0.5ml IMIN? 0.1ml Androgens etc.
Whole blood | 2x0.5 ml NIPH 0.9 Metals and elements
(1.5ml) 1x0.5 ml Reserve - -
Buffly coat 1x1 ml Hasselt ? Telomere length
6 mL EDTA (1ml)
1x0.5 ml NIPH 0.2 PFASs
(trace metal Plasma (2ml) : :
tube) 3x0.5 ml Reserve - proteomics, miRNA...
368381 1x0.5 ml Clinic? 0.1 PUFAS
Red cells Glycated
?
(1.5ml) 1x0.5 ml IMIM 0.157 haemoglobin
1x0.5 ml Reserve - -
2.5ml Reserve
PaxGene RNA 1x2.5ml (transcriptomic) - Transcriptomics
ID: 762125 P
1 Zymo
tube/s (Ref
Stool . . . .
Zymo Bacterial DNA | 1 tube Valencia - Microbiome
(home)
Research, Ref
R1101)
1 Zymo
tube/s (Ref
Zymo Bacterial DNA | 1 tube Reserve - Microbiome
Research, Ref
R1101)
Hair Zip- lock bag Hair - IMIM 50 Cortisol

La tabla es ilustrativa (de mdaximos) ya que no se recogen todas las
muestras
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1. Recogida de muesitras

IMPORTANTE A TENER EN CUENTA OTRAS COHORTES:

La visita en INMA-SBD se hizo durante la época de la pandemia Covid19 y posterior
(afos 2020-2022) con lo que se adoptd todas las medidas de bioseguridad aunque no
estén reflejadas en este protocolo

#proyectoinmas
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1.1.1. Exitraccion de sangre

Necesitareis los siguientes materiales:

Para la venopuncion:

o Kit para la extraccién de sangre BD Vacutainer blood collection set
(1/subject, BD: 368655, pre-attached holder, butterfly clip, 21/23G needle).
Rack o soporte para los tubos
Smarck
Guantes
Algondoncillo impregnado con desinfectante.

Crema anestésica (EMLA) o spray de crioanestesia (Cloretilo de Chemirosa
100gr) ambos opcionales.

o Tiritas o Esparadrapo de papel

o Envase para desechos clinicos.

0O O 0O 0O O

Tubos para la recogida de sangre para 1 individuo:
o EDTA vacutainer tube (Reference: BD-368381 - Servicios Hospitalarios S.L.): 6
ml
NOTA: Si no desean medir metales, el tubo EDTA indicado puede ser cambiado
por ofro tipo de tubo EDTA estdndar.
o Silica plastic vacutainer tube (Reference: BD-369032 - Servicios Hospitalarios

S.L):é6ml
o Silica glass vacutainer tube (Reference: BD-367614 - Servicios Hospitalarios
S.L.): 5ml.

o PAXGene Blood RNA (Qiagen: Cat No./ID: 762125): 2.5 mi

Anticoag | Additiv | Sep.
Tube REF. Vol Material | Clot activator . e gel Comments
Silica plastic | BD 368815 6 ml PET Silica No No No -
Silica glass BD 367614 5ml | Glass Silicone coated | No No No -

K2EDT Specific for trace
EDTA BD 368381 6 ml PET NA A No No elements

Specific for RNA,
Qiagen 762125 | 2.5 optional to the

PAXGene* (BD 762125) ml NA NA No No No cohorts

Informacidén para el/la enfermero/a o el trabajador de campo:

Instrucciones generales

La sangre debe ser recogida por el profesional usando métodos asépticos.

La crema anestésica EMLA se aplicard durante el examen clinico del voluntario al
menos 1 hora antes de la extraccion de sangre y tapando la zona con el apdsito
especial o en su defecto papel fransparente tipo film, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

#proyectoinmasg
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Si se escoge la opcidn del spray crioanestésico, su utilizacién serd rociando la zona
y dejando secar 1 6 2 segundos la piel antes de la venopuncidn para no contaminar
la muestra.

e Ellugar para la extraccién de sangre debe ser un sitio tranquilo, si puede ser aislado
y Ccon el equipo necesario a mano.

e Los vacutainers de suero (pldstico y cristal) y el tubo EDTA deberdn ser llenados por
completo.

Orden prioritario para el llenado de los tubos
En total 19.5 ml serdn extraidos (incluyendo el tubo PAXGene).

e Larecogida de los 4 tubos debe ser en el siguiente orden:

] 2 3 4-PAXGene
Tubo de suero cristal vacutainer (tapdn rojo), invertir suavemente 6-7 veces
Tubo de suero pldstico vacutainer (tapdn rojo), invertir suavemente 6-7 veces
Tubo EDTA (tapdn azul oscuro), invertir suavemente 6-7 veces
Tubo PAXGene, llenar el tubo hasta la sefal de 2.5 ml, para asi asegurar el
ratio correcto de sangre: aditivo. Invertir el fubo 10 veces para asegurar la
correcta mezcla del aditivo con la sangre (opcional para la cohorte)

Ao~

Volumen que se tiene que recoger:

e El tubo EDTA tiene que llenarse completamente para mantener el ratio entre la
sangre y los aditivos. Esto es menos importante para tubos de suero, pero por favor,
intente llenarlos lo mdéximo posible.

e Llene el tubo PaxGene hasta arriba (2.5 ml). Esto asegura una proporcién correcta
de sangre — aditivo.

e Siprevé que no habrd suficiente sangre para llenar 3 tubos, entonces priorice: Tubo
de cristal EDTA (por lo menos tendremos toda la sangre, plasma y ADN), luego el
tubo de suero de cristal y finalmente el tubo de pldstico. Omita el tubo PAXGene.

NOTA:
Ante cualquier duda sobre la recogida de sangre, podéis contactar con:
Nuria Pey nuria.pey@isglobal.org.

#proyectoinmay
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Mezclar

¢ Inmediatamente después de recogerlo, los tubos de suero y EDTA se tienen que
invertir suavemente 8-9 veces.

e El tfubo de PAXGene fiene que invertirse suavemente 10 veces. Una mezcla
insuficiente afecta a la calidad del RNA.

Registrar la informacion

e Registrar el dia y la hora de la extraccién junto con cualquier desviaciéon del
protocolo, en el formulario Annexéb_Registro_extraccion_lab_14-16a.docx, asi como
la toma de alimentos y medicinas tomadas por el voluntario antes de la visita en la
hoja de registro Anexo 4d_Registro_ Espirometria_visital4-16a(CAST)

e Después transfiere la informacion a la aplicacion web.

Envio de los tubos

Envie los tubos de sangre desde el centro de salud/instituto/casa de la visita al
laboratorio para el procesamiento lo antes posible. Mantenga los fubos a 4°C hasta que
se procesen, tanto en el centfro de salud/instituto/casa de la visita de la cohorte como
en el laboratorio. En una neverita de transporte adaptada.

#proyectoinmas

anexo 6a_sop_muestras biologicas.docx www.groyectoin ma.org
@ProyectoINMA


http://www.proyectoinma.org/

Recogida de muestras y procesamiento INMA
SOP INMA

Infancia y Medio Ambiente Seguimientos de 2017 a 2020

1.1.2. Recogida de pelo

Necesitareis los siguientes materiales:

o Peine (similar al que aparece en la
imagen)

Pinza para el pelo

Tijeras

Cinta adhesiva

Rotulador

Papel filtro de laboratorio

Etanol 70%

Bolsa de polietileno 12x8 cm, fipo
cierre "zip" (REF Office Depot 628759 —u
ofro fipo)

o Cajas de almacenamiento, 154 x
152 x 130 mm (REF Sarstedt 95.64.922 - u
otro tipo)

o Etiquetas: BioSamplelD and Box1D
o Formulario impreso

O O 0O O O O ©

Informacién para el trabajador de campo:

| IMPORTANTE: jSe necesitard entrenamiento para este procedimiento!

1.Recoger un mechdn de pelo.

La enfermera o el tfrabajador de campo recogerd aproximadamente 50 mg de pelo,
idealmente desde la regién del vértice posterior (corona) en la parte posterior de la
cabeza. Se cortan a 1 mm del cuero cabelludo, y lo hard lo mds discretamente posible,
evitando parches obvios.

Las hebras de pelo se cortardn muy cerca del cuero cabelludo, ya que se ha
demostrado que tiene el menor coeficiente de variacidn (Sauvé B et al. Clin Invest
Medicina. 2007; 30: E183-E191).

En caso de que el voluntario tenga el pelo corto, se puede cortar en varios sitios de
manera que alcance finalmente un volumen de 50mg.

#proyectoinmag
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Durante elrcor’re:

2.Almacenar el pelo.

Empaqguete la hebra de pelo en un papel como se indica a continuacién. Después,
marca con una “R" en el papel la parte donde se encuentra la raiz.

sPor qué se empaqueta el pelo en papel?
e |dentificar la raiz: la raiz quedard completamente cubierta (ver abajo) y el
papel se marcard con una R en esta posicidn. La raiz es la parte del pelo que se
analizard en el laboratorio.
e Evitar la electricidad estatica que aparece si se almacenan directamente en la
bolsa de pldstico.

Guardar el pelo envuelto en papel, en una bolsa de polietileno con cierre tipo “zip”
identificada con una etiqueta (ver seccidon etiquetaje de la muestra).

#proyectoinmailg
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Lave el peine del pelo, la pinza y las tijeras con etanol 70% antes de volverlas a usar.

Las muestras se mandardn al laboratorio de la cohorte para almacenamiento.

1)Una vez que la bolsa de polietileno con la muestra de pelo llega al laboratorio,

almacenarlo a temperatura ambiente en una caja pre-etiquetada (BoxID).

2) Registrar el dia y la hora de la extraccién, asi como otros detalles en el
formulario que enconftrareis en Anexo 4b_ Registro_Antropometria_14-16a(CAST)
junto con cualquier observacién y/o desviacién del protocolo.

3) Después transfiere la informacién a la aplicacion web.

Tubo

Tipo de Procesamiento | Cantidad | Finalidad Proyecto Laboratorio
muestra requerida
Pelo Zip- lock bag | Pelo 50 mg Cortisol Urbamet, Athlete | IMIM

Control

1) Las enfermeras se entrenardn antes de empezar con la coleccién de pelo

2)

de calidad:

Para garantizar el control de calidad de las muestras al recolectarlas las

enfermeras y los técnicos de laboratorio registrardin cualquier incidencia.

NOTA:

Ante cualquier duda sobre la recogida de pelo, podéis contactar con:
Ndria Pey nurig.pey@isglobal.org.
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1.1.3. Recogida de Orina

i
Necesitareis los siguientes materiales:

-

-
e Paralarecogida de muestras: .

o 12 Kit para la recogida de orinas (2 para cada dia durante 6 dias para
recogida de la orina de la manana y de la noche), confiene un contenedor
de 70ml y un tubo sistema vacutainer (ver imagen) Acefesa REF 103026-1K
(caja con 150u)

o Bolsa de polietileno 18x25cm, tipo de cierre “zip" (REF 628767 Office Depot

Guantes (opcional)

o Instrucciones para el voluntario. Ver Anexo 5d_Diario_semanal(CAST) pdgina
25

o Hoja de registro para los dias y horas de recogida de cada muestra Ver
Anexo 5a_Diario_semanal pdgina 27

¢)

o Para el transporte al lugar de la visita o recogida de muestras:
o Nevera de transporte
o Acumulador de frio para mantener las muestras refrigeradas

e Instrucciones:

IMPORTANTE: jCada tubo de orina una vez recogido debe congelarse en el domicilio del
voluntario hasta el dia de la recogida en el Instituto, CAP o domicilio por el trabajador
de campo para su procesamiento!

Acuérdate de anotar la hora de
recogida en la tabla de la pagina

27
mm_ éCémo trqnspoﬂ'ar las muesiras para la 2°
Dia 12 Visita en el CAP, entrega del material visita?:
; ‘ n o 1) Coger el acumulador de frio de
Dia Orinamati 1 5 Orinanitl ﬁ color azul ya congelado
Dia  Orinamati2 B Orinanit? ﬁ 2) Antes de salir de casa, coge la
' bolsa de pldstico con los 12 tubos de orina
Dia  Orinamati3 6 Orinanit3 E bien etiquetados
. ; : 7 : 3) Ponlos en la nevera de transporte
Dia Orinamati 4 8 Orinanitd ﬁ y ciérrala bien
Dia Orinamatis E Orinanit5 @ 4) Liévala a la segunda visita
(Instituto o CAP). Silvia y/o Nuria te lo
Dia Orinamati6 8 Orinanit 6 @ recogeran

Dia 2% visita, Recogida del material

iDesde el mdvil del Proyecto te enviaremos un video
explicativo sobre la manera de usar el contenedor de orina!!

#proyectoinmai?
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1.1.4. Recogida de Heces Tapén con
cucharilla
Necesitareis los siguientes materiales:
e Paralarecogida de muestras: ' Tubo
o 1 Kit Zymo tubes (REF. Zymo Research R1101)

0 2 unidades (opcional)

o Guantes (opcional)

o Instrucciones para el voluntario. Ver Anexo 5d_Diario_semanal(CAST) pdgina
26

o Hoja de registro y Carta de Bristol para anotar el dia y hora de recogida de
la muestra Ver Anexo 5d_Diario_semanal(CAST) pdgina 27

o Para el transporte al lugar de la visita (recogida de muestras):
o Nevera de transporte
o Acumulador de frio para mantener las muestras refrigeradas

e Instrucciones:
Ideal orinar antes de empezar el procedimiento

1) Recogerla muestra sobre una superficie limpia y seca, evitando
contaminacién por orina, agua o papel higiénico. Se puede recoger en el
bidet y/o del vater forrados de una bolsa de basura grande (Imagen) o de
papel de aluminio.

IMPORTANTE: NO recoger directamente del vater

2) Desenroscar tapa del tubo

3) Utilizar la cucharilla unida al tapdn marrén para recoger la muestra (llenar POR
COMPLETO la cucharilla si las heces son sélidas o 4 cucharillas si es liquida)
iPuedes ser generosol

4) Coloca la cucharita dentro del tubo y ciérralo

5) Mezcla el tubo durante 30 segundos para generar una suspension: No agites
fuerte

IMPORTANTE: La muestra de heces han de mezclarse COMPLETAMENTE con el

liquido del tubo (No deben quedar particulas grandes)

6) Etiqueta el tubo con la etiqueta que te hemos proporcionado

7) Guarda el tubo dentro de la bolsa de pldstico de las orinas EN EL CONGELADOR

8) Registra el dia y la hora de la recogida de muestra y andtala en el Diario
semanal (pdgina 26) y completa la informacion del Cuestionario de Bristol
(pdgina 27)

9) El dia de la segunda visita, coge la bolsa con las muestras del congelador y

gudrdala en la NEVERA DE TRANSPORTE para entregdrselo a las enfermeras

#proyectoinmais
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IMPORTANTE:

El etiquetado de la muestra ha de seguir rigurosamente las instrucciones
establecidas en este protfocolo. De esta manera garantfizaremos un correcto uso e
identificaciéon de las muestras.

Se considera MUESTRA cl material gue aln no se ha procesado y del que adn no se
han obtenido alicuotas y que procede directamente del sujeto (Ej. cabello del nifo,
sangre del nino...).

Todas las muestras que se congelaran a -80C han de ser rotuladas con etiquetas
criogénicas resistentes a dicha temperatura para evitar que se despeguen y caigan
del envaose.

Cédigo:

El cédigo de la muestra se compone de informacién en formato clave para que todas
las cohortes INMA puedan identificar correctamente que tipo de muestra se manipula
en futuros andlisis.

El cédigo se compone de 6 campos separado por un guidn bajo, excepto el Ultimo
que va directamente seguido:

Cohorte_visita_sujeto_ID_origen-muestra + nOmero-muestra
1 2 3 4 5 6

Ej: GRA_14y_C_0001_HO1
1 23 4 5%

Campo 1: Cohorte
e SAB: Sabadell

Campo 2: Visita
Ej. GRA_14y_C_0001_HO1
Visita de los 14 anos.

Campo 3: Sujeto
e C (de Child): Nino
e M (de mother): Madre

Campo 4: ID del participante (o idnum de INMA)
Debe constar con 4 digitos (e]j. 0001)

Campo 5: tipo de la muestra, segin su nombre en inglés
e H:Pelo
o K:Heces

#proyectoinmai4
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e N:Unas

e U:Orina

e Sal: Saliva

En el caso de sangre, esta se denomina en funcidn del tubo usado para la extraccion:
e E:Tubo EDTA, Ej: GRA_14y_C_0656_EO1

e V:Tubo Silica vacutainer plastic o vacutainer cristal, Ej. GRA_14y_C_0656_V01

e Pax: Tubo PAXGene, Ej: GRA_14y_C_0656_EO1

Campo 6: numero de muestra recogida

En el caso que se recoja mds de una muestra del mismo tipo y del mismo sujeto y en la
misma visita, éstas se diferenciaran segin este campo con 01, 02, 03...

Ej. GRA_14y_C_0656_HO1, GRA_14y_C_0656_H02, etc.

Finalmente, en el caso de las muestras procedentes de un contenedor perecedero
como en el caso de saliva, orina y/o tubos para la extraccion de sangre, pueden ser
identificados con un rotulador permanente o una etiqueta provisional ya que luego
son contenedores desechables.

Las muestras que no necesitan procesamiento, y que tendrdn etiqueta definitiva son:
o Pelo: GRA_11y_C_0001_HO1 y GRA_11y_C_0001_H02
. Heces: GRA_11y_C_0001_KO1 y GRA_11y_C_0001_K02
o Unas: GRA_11y_M_0001_NO1

De momento el tubo PAXGene se congelard con la etiqueta indicada arriba, y mds
adelante cuando se extraiga el RNA, se creardn nuevas etiquetas.

NOTA:
Para cualquier duda referente al cédigo de la etiqueta contacta con:
Nuria Pey nuria.pey@isglobal.org.o Susana Gros_(susana.gros@isglobal.org)

#proyectoinmais
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2. Procesamiento

2.1. Procesamiento de las muestras
2.2. Etiguetado de las alicuotas
2.3. Almacenamiento

2.4. Registro en el biorepositorio

#proyectoinmaisé

anexo 6a_sop_muestras biologicas.docx www.proyectoinma.org
@ProyectoINMA


http://www.proyectoinma.org/

Recogida de muestras y procesamiento INMA
SOP INMA

Infancia y Medio Ambiente

Seguimientos de 2017 a 2020

2.1.1. Procesamiento de las heces

Tipode | Tubo Procesamiento | Cantidad | Finalidad Proyecto Laboratorio
muestra requerida
Heces 1Zymo tubes | DNA 1Zymo Microbioma INMA-Ado-
(Ref Zymo Bacteriano tubes Microbiota Valencia lab
Research, Ref
R1101)
Heces 1Zymo tubes | DNA 1Zymo Microbioma Reserva
(Ref Zymo Bacteriano tubes ?7?
Research, Ref
R1101)

Nota: Las heces no necesitan procesamiento como tal, sélo almacenamiento a -80°C y
posterior envio al laboratorio. Antes de enviar las muestras, contactar con el laboratorio
para organizar el envio

Almacenamiento

Las muestras van a ser guardadas en el congelador del domicilio a -18/-20 °C hasta la
recogida por parte de los frabajadores de campo. Estas van a ser fransportadas en
neveras (bolsas frias) desde el centro/Instituto/casa hasta el laboratorio (alrededor de
4°C).
1) Una vez que llegue el tubo/s al laboratorio, sino estd etiquetado con las
BioSamplelD, etiquétalas, y mantenlas a 4°C si el almacenamiento no puede ser
inmediato.

2) Mezcla suavemente el tubo y ponlo en la caja. Pon la caja a -80°C para un
almacenamiento permanente.

3) Registra la informacién en el formulario

4) Transfiere la informacion a la aplicacién web.

A TENER EN CUENTA:
Apartar varios juegos completos del material utilizado en la recogida para hacer

un control negativo (blanco). Apartar tfantos juegos como batch de material
comprado.

CONTROLES NEGATIVOS: los controles negativos (blancos) se recogerdn mediante tubos
Zymo. Cada cohorte deberd almacenar varios sets de blancos representando diferentes
batches de compra durante el seguimiento de la visita (ver abajo). Es importante
registrar la fecha de inicio de uso de cada lote de compra para ser capaces de rastrear
qué muestras se han recolectado con material de cada batch de compra.
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Envio

Una vez que todas las muestras de heces hayan sido recogidas, hay que mandarlas con
hielo seco a los laboratorios correspondientes. Antes de enviar las muestras, contacta
con el laboratorio para organizar el envio. Se recomienda organizar los envios al inicio
de la semana

Las cohortes tienen que enviar:
- 1 Zymo fube con la muestra de heces recogida por la cohorte

- Zymo tube, Nuevo y limpio, de cada batch de compra.
Direccion

Nuria Jiménez Herndndez

Area Gendmica y Salud

Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat
Valenciana, FISABIO-Salud PUblica

Avenida de Cataluna n° 21

36020, Valencia

Control de calidad

Para asegurarse de que todas las muestras de heces se han recogido garantizando un
control de calidad, un formulario de recogida, procesamiento y almacenamiento serd
completado por los participantes/ y los técnicos de laboratorio. También se podrdn
anotar cualquier incidencia o desviaciéon del SOP.
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2.1.2. Procesamiento de la orina
Tipo de Alicuotas Laboratorio | Cantidad | Objetivo
muestra requerida
mL or
mg
Mahana 6x1.8 ml Reserva - -
Noche 6x1.8 mi Reserva - -
Pool 1x1.8 ml Imperial 1.75 Exogenous
metabolomics
0.35 Phthalates
Orina
Ref. 0.5 Phenols
408720 0.5 OP Pesticides
0.2 Cotinine
0.5 Other pesticides
(metabolites of
2x1.8 ml NIPH pyrethroids, 2,4-
dichlorophenoxyacid,
boscalid and imazalil)
0.5 Glycol ethers
0.5 Polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAHSs)
0.5 Creatinine, specific
gravity
6x1.8 ml Reserva
#proyectoinmail9
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Equipamiento:

Para el fransporte:

- 2 bolsas de hielo

- Cajarefrigeradora pequena (fipo tupperware)
- Nevera de fransporte con Bolsa fria

Procesamiento y almacenamiento:

o 1 recipiente de 70 ml para preparar el pool (Ref: 759.922.744,
SARSTEDT AG & Co. KG).

o Vortex

o Pipeta (1ml)

o 2 ml cryotubos (volumen nominal 1.8 mL) External threads (REF. SARSTEDT
72.379)

= Tapa de colorrojo (REF. SARSTED 65386002)
= Tapa de color azul (REF. SARSTED 65386006)
o Caja eppendorf de 9x9 (Ref: 201200, Labotaq)
o Puntas de pipeta (1 ml) — RNAse-free (Ref: 07-693-8300, AttendBio Research
S.L.).
o FEfiguetas: BoxID y BioSamplelD
o Formulario Anexo 5d. Diario_semanal_INMA_(CAST) pdgina 28

Procesamiento y aimacenamiento

1. Las muestras que las familias han conservado congeladas y que han traido con
ellos han de ser guardadas en el congelador a -20C hasta su procesamiento si
este no va a ser inmediato.

2. En el momento del procesamiento, permitir que alcancen la temperatura
ambiental e invertir la muestra varias veces para que se vuelva homogénea.
Controlar el tiempo necesario de descongelacion con el fin de homogenizar este
punto entre varios sets de orinas procesados diferentes dias.

3. Para cada participante, hacer este proceso empezando por la orina del Dia-
Manana y luego continuando por el resto de las otras 11 orinas de forma
consecutiva. Mantener las muestras destapadas el menos tiempo posible.

a. Hazun vértex a la muestra de orina.
b. Coger 1.8 ml de la muestra y ponerla en un eppendorf previamente
etiquetado, y taparlo.
i. Orina de la manana -> eppendorf con tapa azul
ii. Orina de la noche -> eppendorf con tapa roja
c. Coger 1.8 ml de la muestra y ponerla en un recipiente de 70 ml para
hacer el pool, y taparlo.
d. Descartar el resto de la muestra de orina.
Nota: las orinas se pueden echar por el fregadero, dejando el grifo de
agua abierto.
e. Repetir el proceso por el resto de las 11 orinas.

4. Una vezse ha creado el pool de 1.8 ml x 12 orinas (volumen = 21.6 ml), hacer un
vortex.

5. Hacer ofra vez un vértex del pool y alicuotar 1.8 ml del pool en 9 eppendorfs
preetiquetados (sin tapas de colores)

6. Descartar el resto del pool.
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7. Congelarlos 21 eppendorfs con las muestras de orina a -80C.
a. 6 dias x 1 alicuota con las muestras de orina de la mafiana, todas en la
misma caja
b. 6 dias x 1 alicuota con las muestras de orina de la noche, todas en la
misma caja
c. 1 pool de unasemana x 9 alicuotas, separadas en diferentes cajas:
i. NIPH: alicuota 7 y 8 (las dos en la misma caja)
i. ICL:alicota 9 (en una caja diferente)
ii. Reserva: alicuota 1 a 6, todas en la misma caja
8. Registrar la posicién de cada alicuota en el Excel para el Biorepositorio

9. Alacabar el procesamiento, rellenar el formulario de registro de laboratorio
Anexo 5d. Diario_semanal_INMA_(CAST) pdgina 28.

10. Transfiere la informacion a la aplicacion web.

A TENER EN CUENTA:

Apartar varios juegos completos del material utilizado en la recogida y el
procesamiento en el laboratorio para hacer un conftrol negativo (blanco).
Apartar tantos juegos como sets de material comprados.

CONTROLES NEGATIVOS: los controles negativos (blancos) se recogerdan mediante
recipientes de orina, eppendorfs y puntas de pipetas. Cada cohorte deberd almacenar
varios sets de blancos representando diferentes batches de compra durante el
seguimiento de la visita (ver abajo). Es importante registrar la fecha de inicio de uso de
cada lote de compra para ser capaces de rastrear qué muestras se han recolectado
con material de cada batch de compra.

La GRAVEDAD ESPECIFICA serd tomada en NIPH (necesarios 200 ul de orina)

Envio

Una vez que todas las muestras de orina hayan sido recogidas, hay que mandarlas con
hielo seco a los laboratorios correspondientes. Antes de enviar las muestras, contacta
con el laboratorio para organizar el envio. Se recomienda organizar los envios al inicio
de la semana.
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NIPH
Muestras:
Aliquotas 7y 8
Blancos:
- 3x tubos de recogida (REF. Vitrex Vacusence 112510), nuevos y limpios,
de casa lote de compra
- 3x recipientes para pools (REF. SARSTEDT 759.922.744, plastic type: PP),
nuevos y limpios, de casa lote de compra
- 3x eppendorfs (criotubos) (REF. SARSTEDT 72.379), nuevos y limpios, de
casa lote de compra
- 24x puntas de pipetas (REF. AftendBioResearch S.L. 07-693-8300, plastic
type: PP), nuevos y limpios, de casa lote de compra
Direccién:
Norwegian Institute of Public Health, att: Cathrine Thomsen (SMMM)
Lovisenberggata 8
0456 Oslo
Norway
ICL
Muestras:
Alicuota 9
Blancos:
- 3x tubos de recogida (REF. Vitrex Vacusence 112510), nuevos y limpios,
de casa lote de compra
- 3x recipients para pools (REF. SARSTEDT 759.922.744, plastic type: PP),
nuevos Yy limpios, de casa lote de compra
- 3x eppendorfs (criotubos) (REF. SARSTEDT 72.379), nuevos y limpios, de
casa lote de compra
- 24x puntas de pipetas (REF. AftendBioResearch S.L. 07-693-8300, plastic
type: PP), nuevos y limpios, de casa lote de compra
Direccién:

To: Prof Hector Keun and Dr Alexandros Siskos
Imperial College London

Department of Surgery and Cancer
Hammersmith Campus

2nd Floor, IRDB Building

Du Cane Road,

W12 ONN, London, UK

Contirol de calidad

Para asegurarse de que todas las muestras de orina se han recogido garantizando un
control de calidad, un formulario de recogida, procesamiento y almacenamiento serd
completado por los participantes/ vy los técnicos de laboratorio. También se podrdn
anotar cualquier incidencia o desviacion del SOP.

#proyectoinma??

anexo 6a_sop_muestras biologicas.docx www.groyectoin ma.org
@ProyectoINMA


http://www.proyectoinma.org/

Infancia y Medio Ambiente

Recogida de muestras y procesamiento INMA
SOP INMA

Seguimientos de 2017 a 2020

2.1.3. Procesamiento de la sangre

2x0.5ml | IMPERIAL 0.6 ml Endogenous
metabolomics
HDL, Cholesterol,
trigycerides,
0.4 ml .
(0.05 ml CK- phospholipids, LDL,
6 mL silica Serum 18)? glucose
vacutainer ' ALT, AST, GGT
_ 1x0.5 ml IMIM?
368813 (2.5-3 ml) CK-18
(serum or plasma)
Insulin, leptin,
0.1ml adiponectin
(serum or plasma)
2x0.5 ml Reserve - -
2x05mlor | ] PCBs, DDE, HCB,
5 mLsilica 3x0.5 ml PBDE
glass Serum
Blood vacutainer (2-2.5ml) 1x0.5ml IMIM 0.5ml AMH Hormonas
(20mL) 367624
1x0.5ml IMIN? 0.1ml IAndrogens etc.
Whole blood | 2x0.5 ml NIPH 0.9 Metals and elements
(1.5ml) 1x0.5 ml Reserve - -
Buffy coat 1x1 ml Hasselt ? Telomere length
6 mL EDTA (1ml)
1x0.5 ml NIPH 0.2 PFASs
(trace metal Plasma (2ml) . :
tube) 3x0.5 ml Reserve - proteomics, miRNA...
368381 1x0.5 ml Clinic? 0.1 PUFAS
Red cells Glycated
?
(1.5ml) 1x0.5 ml IMIM 0.15¢ haemoglobin
1x0.5 ml Reserve - -
2.5mL Reserve
PaxGene RNA 1x2.5 ml (transcriptomics) - Transcriptomics
ID: 762125 P

#proyectoinmaz3

www.proyectoinma.org
@ProyectoINMA

anexo 6a_sop_muestras biologicas.docx


http://www.proyectoinma.org/

Recogida de muestras y procesamiento INMA

SOP INMA
Infancia y Medio Ambiente Seguimientos de 2017 a 2020
Material
e Centrifuga refrigerada a 4°C.
e Tubos para la centrifuga: Tubo de 15 ml o tubo de 5 ml (SARSTED: 55.475.001)
e Pipeta 1000 ul y puntas de filtro
e Crioviales de rosca de 1.2 ml para sangre total, suero y plasma (1 ml de volumen

nominal, y queremos poner 0.5 ml).

e Cajas

e Vortex. Opcional.

e Gradetas

e Etiquetas resistentes a la congelacion -80 °C
Procesamiento:

La sangre va a ser procesada de varias maneras. La figura de abajo resume las muestras
de sangre recogidas y las alicuotas que se tienen que preparar. Mantén las alicuotas a
4°C durante el proceso de alicuotado. La sangre tiene que ser procesada en un maximo
de 6 horas después de haberse recogido.

Ten preparado el documento Anexo éb_Registro_extraccion_lab_14-16a(CAST) y
comienza arellenar lo que corresponda. Procesa las muestras siguiendo las
instrucciones para cada tubo resumidas en la siguiente figura:

BLOOD SAMPLES

~. = 2.5 ml PaxGene tube
. Invert gently for 10
\\ times

6 ml Silica plastic tube 5 mi Silica glass tube |
Invert gently Invert gently l N,

for 8-9 times for 8-9 times tube
Invert gently | | VoL
for 8-9 times Directly to the freeze |

/N -80C
/ \\ Y
Coagulation 1h at 4C S .
\\
‘ e U [ LT .
T T 1 // : 2,000g for 10min
' 2,000g for 10min ! ! 2,000g for 10 min | [ Lo SURNE !
E at 4C | E at4C ! 1,5 mL whole blood L ”””f}fc””””J
L T SR . ! /’ /," |
/ A
p /| 2,000g for 10min atAC |
i 7
W 4 [7A
05 ml Sml| 05ml 05ml| 0.5ml
. 0.5 ml ’
05mli| 05mi| 0.5ml '::u""‘: m:‘:ﬂ blood | 0.5 ml Buffy red red pl pl
Serum| serum| serum blood coat cells | cells
05ml 05ml| 05ml
05ml 05ml g5 m 0,5ml red f |
0.5ml| 0.5 ml serum Serum| cerum blood IIs " o
serum | serum ! C3
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PaxGene tube: for RNA

1.

Cuando los tubos lleguen al laboratorio, congelarlos a -20°C durante 24h y luego
pasarlos al congelador de -80°C para almacenadje permanente en posicidon
horizontal (pueden estallar si los congelas directamente en posicion vertical). Si
no se dispone de congelador de -20°C. se puede congelar a -80° en posicidn
vertical durante 24 horas y después ordenar en su caja correspondiente.

NOTAS:
- Antes de la extraccidn de RNA, descongelar el tubo PAXGene a
temperatura ambiente (18-25C) durante dos horas y en posicion vertical.
Esta incubacién puede hacerse antes de congelar a -80°C o después.
Nosotras la haremos después (justo antes de empezar con la extraccidn
de RNA).
- Este es un tubo opcional para las cohortes

Tubo EDTA vacutainer: para sangre total, plasma, buffy coat (para ADN) y células rojas

2. Una vezrecogido el tubo EDTA o una vez llegue en el laboratorio, invertir
suavemente 6 6 7 veces.

3. Alicuotar 1.5 ml de sangre total en 3 crioviales (sin tapa de color) y etiquétalos
como WO0T, W02 y W03

- WO01:0.5ml GRA_14y_C_001_WO01
- WO02:0.5mlI GRA_14y_C_001_W02
- WO03:0.5ml GRA_14y_C_001_WO03

4. Elresto de sangre del tubo EDTA se puede dejar a temperatura ambiente por un
maximo de 1h antes de ser centrifugado.

5. Centrifugar el tubo de EDTA (tapdn azul oscuro) con el resto de la sangre en un
rotor horizontal a 2000 g durante 10 minutos a 4C.

6. Transferir el sobrenadante (plasma), que representa aproximadamente el 50%
del volumen del tubo inicial, a un nuevo tubo falcon de 15 ml pre-etiquetado.
Dejar un volumen pequeno de plasma sobre la capa de buffy coat para
asegurarnos que no transferimos nada del buffy coat al tubo falcon.

Nota! No descartar el ftubo EDTA.

7. Centrifugar el fubo falcon con el plasma a 2000 g durante 10 minutos a 4C.

8. Alicuotar el plasma obtenido en la segunda centrifugacién en 4 alicuotas de 0.5
ml en crioviales de 1 ml (con tapon azul) previamente efiquetados.

a. De GRA_14y_C_001_PO1 a GRA_14y_C_001_P04

9. Transferir el buffy coat (capa blanca/gris) y un pequeno volumen de las células
rojas del tubo EDTA a un criovial de 1 ml previamente etiquetado. AseguUrate de
coger fodo el buffy coat. El pequeno volumen de plasma sobre el buffy coat
también se puede transferir.

a. AO01: GRA_14y _C_001_AO01

10. Alicuotar el resto del contenido del tubo EDTA (células rojas) en 3 alicuotas de
0.5 ml en crioviales de 1 ml previamente efiquetados.

a. De GRA_14y_C_0001_RCEO1 a GRA_14y_C_0001_RCEOQ3

11. Rellenar del formulario de registro de las muestras. Registrar la hora exacta de
extraccion de la sangre (venopuncién), centrifugacién y almacenaje a -80C.
Anadir comentarios si hay desviaciones respecto el protocolo inicial. Anexo
6b_Registro_extraccion_lab_14-16a(CAST)
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12. Congelar a -80C las alicuotas en las cajas correspondientes.

Tubo silica vacutainer (plastic y vidrio): para suero

Justo después de la recogida de sangre, los tubos silica vacutainer (tapdn rojo) fueron
invertidos varias veces por las enfermeras (6 o 7 veces). En el laboratorio, antes de
empezar, NO INVIERTAS el tubo de silica vacutainer ya que la coagulacion ha podido
empezar y el suero estard ya separado de las células sanguineas.
1. Dejar coagular durante 1h en hielo o a 4C (una hora desde la recogida de la
sangre).
2. Centrifugar en un rotor horizontal a 2000 g durante 10 minutos, a 4°C.
3. Alicuotar el suero del tubo de silica de pldstico en 5 alicuotas de 0.5 ml en
crioviales de 1 ml previamente etiquetados (sin fapa de color)
a. De GRA_14y_C_0001_S01 a GRA_14y_C_0001_S05
4. Alicuotar el suero del tubo de silica de vidrio en 5 alicuotas de 0.5 ml en crioviales
de 1 ml previamente etiquetados (con tapa amarilla)
a. De GRA_14y_C_0001_SGO1 a GRA_14y_C_0001_SG05
5. Rellenar del formulario de registro de las muestras. Registrar la hora exacta de
extraccion de la sangre (venopuncién), centrifugacién y almacenaje a -80C.
Anadir comentarios si hay desviaciones respecto el protocolo inicial.
Annex14_INMA_SOP_BloodChildPRO_14y_v1_20190530.
6. Rellenar la informacion en la aplicacion web
7. Congelar a -80C las alicuotas en las cajas correspondientes.
NOTA: Puede que no haya suficiente suero para rellenar el Ultimo, o incluso la pendltima
alicouta. Si es asi, no amacenes crioviales vacios y aiade un comentario en el
formulario inciando que alicuotas tienen <0.5 ml.

OTRAS NOTAS:

¢ No se recomienda centrifugar los tubos de cristal a >2,200g en rotfores
horizontales o a > 1,300g en rotores fijos. Por lo tanto, asegurate que estds usando
un rotor horizontal a 2,000g.

e La empresa recomienda la coagulacion a temperatura ambiente durante 1
hora, pero debido a la logistica encontramos mds fdacil mantenerlas a 4°C.
Pensamos que el proceso de coagulacion serd mds lenta a 4°C que a
temperatura ambiente, pero que también funcionard. Si ves que el suero no estd
limpio después de seguir el protocolo, informa al coordinador de SOPs vy se
cambiard.

e Puede pasar gue no haya suficiente volumen para llenar la Ultima alicuota para
ninguno de los tipos.

CONTROLES NEGATIVOS: los controles negativos (blancos) se recogerdan mediante tubos
vacvutainer, eppendorfs y puntas de pipetas. Cada cohorte deberd almacenar varios
sets de blancos representando diferentes batches de compra durante el seguimiento de
la visita (ver abajo). Es importante registrar la fecha de inicio de uso de cada lote de
compra para ser capaces de rastrear qué muestras se han recolectado con material de
cada batch de compra.
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A TENER EN CUENTA:

Apartar varios juegos completos del material utilizado en la recogida y el
procesamiento en el laboratorio para hacer un control negativo (blanco). Apartar
tantos juegos como sets de material comprados.

Envio

Una vez que todas las muestras de orina hayan sido recogidas, hay que mandarlas con
hielo seco a los laboratorios correspondientes. Antes de enviar las muestras, contacta
con el laboratorio para organizar el envio. Se recomienda organizar los envios al inicio
de la semana

NIPH
Muestras:
e Ixtodalasangre (0.5 ml): WO1 (para metales)

e Ixplasma (0.5 ml): PO1 (para PFASs)
e Blancos:

2 x cada tubo de sangre recogida, limpio y nuevo, por cada batch de compra
e 2 xtubos de pldstico de suero recogido

e 2 xtubos de vidrio de suero recogido
e 2 xtubos EDTA recogidos
2 x tubos falcon, limpio y nuevo, por cada batch de compra

2 x crioviales, limpio y nuevo, por cada batch de compra
24 x puntas de pipeta, limpio y nuevo, por cada batch de compra

Direccion:

Para: Cathrine Thomsen (SMMM)
Norwegian Institute of Public Health
Lovisenberggata 8

0456 Oslo
Norway
ICL
Muestras:
e Ixtubo de pldstico de suero (0.5 ml): SO1 (for endogenous metabolomics)
e 2xtubo de viidrio de suero (0.5 ml): SGO1 and SG02 (for exogenous metabolomics)
e Ixplasma (0.5 ml): PO2 (for endogenous metabolomics)
e Blancos:
2 x cada tubo de sangre recogida, limpio y nuevo, por cada batch de
compra

e 2 xtubos de pldstico de suero

e 2 xtubos de vidrio de suero
e 2 xtubos EDTA recogidos
2 x tubos falcon, limpio y nuevo, por cada batch de compra

2 x crioviales, limpio y nuevo, por cada batch de compra
24 x puntas de pipeta, impio y nuevo, por cada batch de compra
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Direccion:

Para: Prof Hector Keun and Dr Alexandros Siskos
Imperial College London

Department of Surgery and Cancer
Hammersmith Campus

2nd Floor, IRDB Building

UHassalt

Muestras:
e 1 buffy coat aliquot (AO1) (DNA for Telomere Length)
Direccion:

Para: Dries Martens and Martien Peussens
Hasselt University

Agoralaan Building D

3590 Diepenbeek

Belgium

Control de calidad

Para asegurarse de que todas las muestras de sangre se han recogido garantizando un
control de calidad, un formulario de recogida, procesamiento y almacenamiento serd
completado por los participantes y los técnicos de laboratorio. También se podrdn
anotar cualquier incidencia o desviacién del SOP.
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IMPORTANTE:

El etiquetado de las alicuotas ha de seguir rigurosamente las instrucciones
establecidas en este protocolo. De esta manera garantizaremos un correcto uso e
identificacion de las alicuotas.

Se considera ALICUOTA una parte del volumen procesado de una muestra. Esta
diferenciacién es especialmente importante en el caso de la sangre y de la orina
puesto que los tubos o contenedores iniciales van a derivar en otros de menor
canfidad.

Todas las alicuotas que se congelaran a -80C han de ser rotuladas con etiquetas
criogénicas resistentes a dicha temperatura para evitar que se despeguen y caigan
del envase.

Cédigo:

El cddigo de la alicuota se compone de informacién en formato clave para que todas
las cohortes INMA puedan identificar correctamente que tipo de alicuota se manipula
en futuros andlisis.

El cédigo se compone de 6 campos separado por un guidn bajo, excepto el Ultimo
que va directamente seguido:

Cohorte_visita_sujeto_ID_origen-muestra + nOmero-alicuota
1 2 3 4 5 6

Ej: GRA_14y _C_0001_AO1
1 23 4 5%

Campo 1: Cohorte
¢ GRA: Granada

¢ VAL: Valencia
e SAB: Sabadell

e GIP: Guipuzkoa
e AST: Asturias

Campo 2: Visita
Ej. GRA_14y_C_0001_HO1
Visita de los 14 anos.

Campo 3: Sujeto
e C (de Child): Nino
e M (de mother): Madre

Campo 4: ID del participante (o idnum de INMA)
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Debe constar con 4 digitos (ej. 0001)

Campo 5: tipo de la muestra, seglin su nombre en inglés
e U:Orina
UM: orina manana
UN: orina noche
UC: orina combinada = orina manana + orina noche
UV: orina recogida en la visita
e Sangre, ésta se denomina en funcién del tipo de subproducto derivado:
W: sangre total
P: plasma
S: suero
A: buffy coat
RC: células rojas

Campo 6: niumero de alicuota

En el caso que se genere mds de una alicuota del mismo tipo y del mismo sujeto y en
la misma visita, éstas se diferenciaran segin este campo con 01, 02, 03...

Ej. GRA_14y_C_0656_WO1, GRA_14y_C_0656_W02, efc

Ej. GRA_14y_C_0656_P01, GRA_14y_C_0656_P02, etc

Alicuotas generadas:

Las alicuotas que se generan en el presente protocolo son:
e Orina:

a. Orina manana:
e GRA_14y_C_0001_UMO1
o GRA_14y_C_0001_UMO02
o GRA_14y_C_0001_UMO03
o GRA_14y_C_0001_UMO0O4
o GRA_14y_C_0001_UMO0OS
o GRA_14y_C_0001_UMO06

b. Orina noche:
o GRA_14y_C_0001_UNO1
o GRA_14y_C_0001_UNO02
e GRA_14y_C_0001_UNO3
e GRA_14y_C_0001_UNO04
e GRA_14y_C_0001_UNO0S5
e GRA_14y_C_0001_UN06

c. Orina combinada:
o GRA_14y_C_0001_UCOT
o GRA_14y_C_0001_UCO02
o GRA_14y_C_0001_UCO03
o GRA_14y_C_0001_UC04
o GRA_14y_C_0001_UCO05
o GRA_14y_C_0001_UCO06
e GRA_14y_C_0001_UC07
e GRA_14y_C_0001_UC08
e GRA_14y_C_0001_UCO09

#proyectoinma3iQ

anexo 6a_sop_muestras biologicas.docx www.groyectoinma.org
@ProyectoINMA


http://www.proyectoinma.org/

Recogida de muestras y procesamiento INMA
SOP INMA

Infancia y Medio Ambiente Seguimientos de 2017 a 2020

d. Orina visita (sélo en caso que no haya completado ninguna de las muestras
manana y noche, se le pedird al voluntario que orine el dia de la recogida
de muestras:

e GRA_14y_C_0001_UVO01
e Sangre:

a. Sangre total:

e GRA_14y_C_0001_WO0I1
e GRA_14y_C_0001_WO02
e GRA_14y_C_0001_W03

b. Buffy coat:

e GRA_14y_C_0001_AO01

c. Red Cells:

e GRA_14y_C_0001_RCO01

e GRA_14y_C_0001_RCO02

e GRA_14y_C_0001_RCO03
d. Plasma:

e GRA_14y_C_0001_PO1

e GRA_14y_C_0001_P02

e GRA_14y_C_0001_P03

e GRA_14y_C_0001_P04
e. Suero plastico:

e GRA_14y_C_0001_S01

e GRA_14y_C_0001_S02

e GRA_14y_C_0001_S03

e GRA_14y_C_0001_S04

e GRA_14y_C_0001_S05

f.  Suero Cristal:
e GRA_14y_C_0001_SGO01
e GRA_14y_C_0001_SG02
e GRA_14y_C_0001_SGO03
e GRA_14y_C_0001_SG04
e GRA_14y_C_0001_SGO05

NOTA:
Para cualquier duda referente al cédigo de la etiqueta contacta con:
Nuria Pey (nuria.pey@isglobal.org) o Susana Gros (Susana.gros@isglobal.org)
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Temperatura:

PELO:
Guarde el pelo bien efiguetado a temperatura ambiente dentro de una caja
resistente, bien etiquetada y ordenados correctamente.

HECES:

Debe ser enviado al laboratorio como mdximo 15-20 dias después de su
recogida, mientras se guardard a temperatura ambiente (ver detalles en el
apartado correspondiente).

SANGRE:

Almacene las alicuotas de sangre después de su procesamiento y tan pronto
como sea posible a -80°C.

NOTA: si no hubiera espacio a -80°C, hable con el responsable de cada tipo de
muestra para valorar si se pueden guardar a -20°C.

El tubo PAXGene se guardard 24h a -20°C, y luego de forma permanente a -
80°C.

ORINA:
Almacene las alicuotas de orina después de su procesamiento y tan pronto
como seda posible a -80°C, tal y como indica el protocolo.

Orden de las muestras en las cajas:

1.

Las muestras/alicuotas deben ser guardadas en criocajas de 81 espacios
compatibles con los congeladores de -80°C.

Dentro de la caja deberdn ordenarse de manera horizontal de izquierda a
derecha llenando todas las filas, tal y como se muestra en las imdgenes mds
abajo.

I

Las distintas alicuotas de una misma muestra deben ser almacenadas en
diferentes cajas. Cada una de éstas cajas debe ser identificada con el nUmero
de alicuota correspondiente. Ejiemplo:

GRA_14y_C_cajal_P01 -> contiene la alicuota 1 de plasma de los primeros 81 individuos
GRA_14y_C_cajal_P02 -> contiene la alicuota 2 de plasma de los primeros 81 individuos
GRA_14y_C_caja2_P01 -> contiene la alicuota 1 de plasma de los siguientes 81 individuos
GRA_14y_C_caja2_P02 -> contiene la alicuota 2 de plasma de los siguientes 81 individuos

Es importante tener en cuenta que las efiquetas, tanto de la caja como del
criotubo, deben ser resistentes a -80C de lo contrario se despegan y se pierden.
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4. Elorden de las muestras/alicuotas dentro de cada caja debe ser el mismo para
todas las cajas. Es decir, las distintas muestras/alicuotas de un mismo individuo
deben colocarse siempre en una misma posicion en las distintas cajas de las
distintas alicuotas.

5. Si no existiese una alicuota determinada de un individuo, deberd dejarse ese
espacio sin ocupar. En caso que una alicuota falte de forma sistemdtica, valorar
no dejar el espacio vacio.

Ejemplo:

Si se observa la caja el espacio que ocupard el ld 7, es la posicidn A5 (siendo A la fila y
5 la columna).

La posicidon A4 se encuentra vacia (esto representa que no existe alicuota del Id 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

" 1900 @
B

C

D

E

F

G

|

H

NOTA:

Para cualquier duda referente al aimacenamiento contacta con: Ndria Pey
nuria.pey@isglobal.org.
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Toda la informacién recogida en plantilas o formularios debe registrarse
informdticamente.

Por otro lado, os proponemos empezar a usar la herramienta informdtica “Biorepositorio™
creada en ISGlobal. El "Biorepositorio” permite:

1. Registrar informacién de las muestras bioldgicas: tipo de muestra, volumen, tubo de
recogida, nUmero de alicuotas y ubicacion en los congeladores

2. Hacer tfracking de las muestras enviadas a ofros centros/laboratorios colaboradores
Pensamos que esta informacién es de gran ayuda para el manejo de las muestras de la
cohorte INMA.

La informacién de las muestras debe subirse al “Biorepositorio” siguiendo un formato
concreto.

NOTA:
Si queréis formacién para empezar a usar el “Biorepositorio”, contactad con Niria Pey
nuria.pey@isglobal.org.) o Susana Gros (susana.gros@isglobal.org).
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