Standard Operating Procedures (SOPs) 2
Laboratorio de Genomica Viral y Humana @ creatlve
Facultad de Medicina UASLP commons

Influenza virus A & B typing by end-point RT-PCR
Created: Jun 2, 2009; Last modified: Jun 2, 2009, Version: 1.0

Este protocolo describe los componentes y condiciones optimizados para la deteccion y tipificacion de
influenzavirus humanos del tipo A y B a través de la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) multiplex. La técnica amplifica fragmentos de tamafios diferentes para
cada uno de los dos tipos virales teniendo como blanco al fragmento genémico 8 codificante para la
proteina NS. Los fragmentos se resuelven facilmente por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. La
sintesis de primer cadena (RT) se realiza en presencia del oligonucle6tido UniFlu-RT.

Oligonucleotidos
Nombre |Especificidad Secuencia Bases | %GC | Tm® | Posicién § | Amplicon | Referencia
UniFlu-RT| Generico 5-AGC-AAA-AGC-AGG-3’ 12 50 |39.7° Genomico 1
FluA-F 5’-CTA-AGG-GCT-TTC-ACC-GAA-GA-3"| 20 50 |54.4° 465
Flu A 194 bp
FluA-R 5’-CCC-ATT-CTC-ATT-ACT-GCT-TC-3" | 20 45 [50.8° 656
2
FluB-F 5’-ATG-GCC-ATC-GGA-TCC-TCA-AC-3"| 20 55 |57.3° 746
FluB 241 bp
FluB-R 5’-TGT-CAG-CTA-TTA-TGG-AGC-TG-3" | 20 45 |51.7° 986

NOTA: Los oligonucedtidos reversa (R) son el complemento reversa de la secuencia presente en los
alineamientos.

§ - Basada en las posiciones indicadas en la publicacion original (2).
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Componentes de PCR
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Condiciones de PCR

Tiempo: 12 minutos | Hibridizacion | Incubacion
Temperatura 65° C 4°
RT1 Tiempo 7 min 2 min

Tiempo: 1 hora 2 minutos | Sintesis ler Cadena | Inactivacion
Temperatura 38°C 70°
RT2 Tiempo 45 min 10 min

Tiempo: 3 horas 30 minutos | Desnaturalizacion | Hibridizacion | Extension
Temperatura 95° 95° 58° 72° | 72° |4°
Flu AB Tiempo Smin | 30seg 30 seg 30 seg |5 min| o
x40 ciclos

Notas
1. El producto de RT (cDNA) y el RNA deberan almacenarse a -80 °C.

2. Utilice la micropipeta apropiada para cada rango de volumen a dispensar jEmplear las Rainin!
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