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Este protocolo describe los componentes y condiciones optimizados para la deteccion del virus de la
influenza tipo A HIN1 de origen porcino a través de una reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) anidada. La técnica amplifica al fragmento gendmico ocho
correspondiente a la proteina no estructural (NS). El fragmento se resuelven por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%. La sintesis de primer cadena (RT) se realiza en presencia del oligonucle6tido UniFlu-RT
el cual también es capaz de hibridizarse con secuencias de influenzavirus humanos.

Oligonucleotidos
Nombre |Especificidad Secuencia Bases | %GC | Tm® | Posicién §| Amplicon |Referencia
UniFlu-RT| Genérico 5’-AGC-AAA-AGC-AGG-3’ 12 50 |39.7 1 Full genomic 1
Sw NS F Especifico 5’-ATG-GAC-TCC-AAC-ACC-3’ 15 | 53.3 |47.7 27 837 bp
SwNSR | EBspecifico | 5" TTA-AAT-AAG-CTG-AAA-CGA-G-3' 19 | 31.6 |45.0 864
2
Swl1F Especifico 5’-CTT-GAA-AGA-GGA-ATC-GAG-CG 3" | 20 50 |52.5 230 429 bp
Swl R Especifico | 5 GTC-TCC-CAT-TCT-CAT-CAC-AGT 3"| 21 | 47.6 |47.1 659

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

§ - En base a los alineamientos locales generados a partir de las secuencias GISAIDS

(A/California/04/2009, A/California/06/2009, A/California/07/2009, A/California/08/2009,
A/Mexico/4603/2009, A/Mexico/4604/2009 y A/Texas/05/2009).

Componentes primera parte RT

1 8 16 24 32 72 80 88 96
dH,0 8.1 729 | 137.7]210.6 | 275.4 | 607.5 | 672.3 | 737.1 | 810
UniFlu-RT 45405 | 76.5 117 153 | 337.5 | 373.5 | 409.5 | 450
dNTPs 10 mM | 1 9 17 26 34 75 83 91 100
RNA 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Condiciones primera parte RT

Tiempo: 12 minutos | Hibridizacion | Incubacion
RT1 Temperatura 65 C 4 :
Tiempo 10 min 2 min
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Componentes segunda parte RT

10x Buffer | 2 | 18 | 34 | 52 68 | 150 | 166 | 182 | 200
EnzimaRT | 0.4 | 3.6 | 6.8 [ 104 | 13.6 | 30 | 33.2 | 364 | 40

Condiciones segunda parte RT

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

Componentes primera PCR

1 8 16 | 24 32 72 80 88 96

dH20 Ccf |4.85[43.6]87.3]126.1]164.9]363.75[402.55[441.35]480.15

10x Buffer 1X 1 [ o [18] 26 [ 34 ] 75 83 91 99
MgCl, 1.5mM |03 [27[54] 78 [102] 225 | 249 [ 273 | 297
dNTPs 200 M |02 |18 [36] 52 [ 68 15 [ 166 [ 182 | 198
Oligo SWNS 10uM | 1.6uM [ 1.6 [14.4[28.8] 41.6 [ 54.4 | 120 | 132.8 | 145.6 | 158.4
Taq5 UL | 0.02 UL [0.05]0.45[ 09 [ 13 [ 1.7 [ 375 [ 415 | 455 | 4.95

| Volumen de mastermix | 8 | 72 | 144 | 208 [ 272 | 600 | 664 | 728 | 792 |

Volumen por dispensaratirade 8| - [ - [ - [ 26 | 34 | 75 | 83 [ 91 [ 99 |
Volumen por dispensar a c/tubo
cDNA
Vf(uL)

Condiciones primera PCR

Tiempo: 1 horas 15 minutos | Desnaturalizacion | Hibridizacion |  Extension
Temperatura 95° 95° 54° 72° 72° 4°
SOIV NS Tiempo Smin | 20 seg 30 seg 1.5 min | 2 min | 5 min
x15 ciclos
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Componentes segunda PCR

1 8 16 24 32 72 80 88 96

dH20 Cf 8.7 | 78.3 [156.6[226.21295.8] 652.5 | 722.1 | 791.7 | 861.3
10x Buffer 1X 1.25({11.25| 22.5 | 32.5 | 42.5 | 93.75 | 103.75[ 113.75] 123.75
MgCl, 50 mM 1.0mM [0.25] 225 | 4.5 6.5 | 85 | 18.75 | 20.75 | 22.75 | 24.75

dNTPs 10mM | 200 uM 0.25[ 225 45 [ 6.5 | 85 [ 18.75 [ 20.75 | 22.75 | 24.75
OligoSwl 10uM | 800nM | 1 | 9 | 18 [ 26 [ 34 | 75 83 91 99
Taq5 Ul/uL | 0.02 UL [0.05] 045 [ 09 | 13 [ 1.7 | 3.75 | 415 | 455 [ 4.95

| Volumen de master mix | 11.5[103.5] 207 | 299 | 391 | 862.5 | 954.5 [ 1046.5[1138.5|

Volumen por dispensar atirade 8| - | - | - [37.38]48.88]107.81]119.31[130.81[142.31|
Volumen por dispensar a c/tubo

Producto PCR 1:1

[ vieD |

Condiciones segunda PCR

Tiempo: 2 horas 37 minutos Desnaturalizacion | Hibridizacion Extension
Temperatura 95° 95° 56° 72° 72° 4°
Flu A/B Tiempo Smin | 30 seg 30 seg 30seg | Smin | 5 min
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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