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1. MACERADO DE TEJIDOS

1.1. MATERIALES

Bandeja con hielo.

Lejia al 50 %.

Tijeras y pinzas.

Maceradotes.

Cinta adhesiva.

Rotulador permanente.

Gradilla para tubos de 10ml.

Gradilla para tubos de microcentrifuga.
Bateas para los tejidos.

Pipetas serologicas.

PBS 1X.

Vaso de precipitados.

Papel adsorbente.

Guantes de latex o nitrilo

Pipeteador automatico Pipetboy o similar

1.2. REACTIVOS:

PBS Buffer Ph 7.2:

NaCl (Merck 1.06404) 8.09¢
KH2POs4  (Merck 1.04873) 0.2¢g
NazHPOs 12 H20 (Merck 1.06586) 2949
KCI (Merck 1.04936) 0.2¢g

H20 Destilada 1000ml

Reference Laboratory



Reference Laboratory

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Facultad de Veterinaria

1.3. METODOLOGIA

1.3.1. Identificamos las bateas.

1.3.2. Cortamos 1gr aproximadamente de tejido.

1.3.3. Identificamos los maceradores.

1.3.4. Introducimos la muestra en el macerador.

1.3.5. Afiadimos 10ml de PBS 1X y maceramos.

1.3.6. Identificamos los tubos de microcentrifuga.

1.3.7. Alicuotamos el contenido del macerador en los tubos de microcentrifuga.

1.3.8. Guardamos a -20 °C si se va a usar en las proximas 24 horas. Si no es asi, se
guardara a -80°C.

2. EXTRACCION DE ADN

2.1. MATERIALES

Bandeja con hielo.

Lejia al 50 %.

Rotulador permanente.

Gradilla para tubos de microcentrifuga.
Flotadores.

Bafio termostatico.

Centrifuga.

Vaso de precipitados.

Guantes de latex o nitrilo

Isopropanol.

Vortex

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics,ref:11796828001)
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«» Preparacion de las soluciones de trabajo:

Proteinasa K liofilizada: resuspender el vial que nos proporciona el Kit
en 4,5 ml de agua destilada estéril. Alicuotar en viales de 500 ul y
mantener a -20°C hasta su uso.

Inhibitor Removal Buffer: afadir 20ml de etanol absoluto al vial
original. Etiquetar y poner la fecha en el vial.

Wash Buffer: afiadir 80ml de etanol absoluto al vial original. Etiquetar y
poner la fecha en el vial.

2.2. METODOLOGIA

2.2.1
211
2.1.2
2.1.3
2.14
2.15
2.1.6
2.1.7
2.1.8
2.19

2.1.10
2.1.11
2.1.12
2.1.13
2.1.14
2.1.15
2.1.16
2.1.17
2.1.18
2.1.19
2.1.20
2121
2.1.22
2.1.23
2.1.24
2.1.25
2.1.26
2.1.27

Identificamos los tubos de microcentrifuga.

Afiadir 200ul a cada tubo de Binding Buffer.

Afadir 40 ul de Proteinasa K

Afadir 200ul de la muestra.

Mezclar por inversion.

Incubar 10 minutos a 72 °C en el bafio.

Dar un pulso de centrifuga a los tubos.

Afiadir 100 pl de isopropanol.

Mezclar y dar un pulso en la centrifuga.

Identificar las columnas con filtro (High pure filter tube) que vayamos a
utilizar y traspasamos el contenido del tubo de microcentrifuga a la
columna con filtro.

Centrifugar 1 min. a 8000 r.p.m

Descartar el filtrado

Afiadir 500 pl de Inhibitor Removal Buffer.

Centrifugar 1 min. a 8000 r.p.m

Descartar el filtrado.

Afiadir 450 pl de Wash Buffer.

Centrifugar 1 min. a 8000 r.p.m

Descartar el filtrado.

Afadir 450 pl de Wash Buffer, de nuevo.

Centrifugar 1 min. a 8000 r.p.m

Descartar el filtrado.

Centrifugar 13000 r.p.m durante 10 seg.

Precalentamos el agua destilada.

Identificar los tubos de microcentrifuga donde quedara el DNA.
Introducir el filtro en el tubo de microcentrifuga identificado.
Afadimos 50 pl de agua destilada estéril, precalentada a 70 °C.
Centrifugar 1 min. a 8000 r.p.m

Descartar el filtro y guardar el eluido a -20 °C
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3.PCRATIEMPO REAL

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS:

e HO estéril libre de nucleasas, grado PCR.
e QRT-PCR Master Mix 2X Brilliant Il (Stratagene).

e Sonda Taq Man a una concentracion de 10 pmol/ul:
5’-FAM-CCACGGGAGGAATACCAACCCAGTG-TAMRA

e Primers a una concentracién de uso de 20 pmol/pul:
- primer King-s secuencia 5’>-CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGA -

3’ (forward)
- primer King-a secuencia 5’-GATACCACAAGATCRGCCGT -3’

(reverse)

3.2 METODOLOGIA.

3.2.1 Preparacion del MIX de reaccion:

e Enun tubo de microcentrifuga de 1.5ml estéril, se preparara la mezcla
de PCR, segun se describe a continuacion, para el nimero total de
muestras a analizar (incluyendo los controles positivos y negativos de
extraccion y reaccion) mas, al menos, una muestra adicional(para
compensar posibles errores de pipeteo)

e Mezcla de PCR para una muestra:

REACTIVOS VOLUMEN
(25 pl reaccion)

2X PCR Master Mix 12,5 ul

primer FWD 20 uM 0,5 ul

primer REW 20uM 0,5 ul

Sonda TagMan 0,63 ul
10uM

H20 8,87 ul
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3.2.2 Afadir 23 pl de mezcla de PCR al numero de tubos de PCR de 0,2 ml
necesarios.

3.2.3 Afadir 2 ul de ADN molde a cada tubo de PCR.

e Incluir un control positivo (2 ul de ADN de VPPA) y un control
negativo de  reaccion (2 ul de agua destilada, grado PCR) en
cada carrera PCR.

3.2.4  Cerrar bien los tubos y mezclar adecuadamente. Numerar e
identificar los tubos.
3.2.5 Colocar los tubos de PCR en un termociclador Real-time y correr el
siguiente Programa de incubacion:
Activacion de la ADN pol. 95 °C ---- 3 min.
Desnaturalizacion ADN 95°C ----- 10 seg
Anillamiento y elongacion de los primers 58 °C ----- 30seg /[ 45ciclos

Programa la lectura de la fluorescencia en el canal de FAM al final de cada ciclo.

3.3 RESULTADOS E INTERPETACION

El procedimiento serd valido si tanto en la extraccion y la reaccion de los
controles positivos dan un valor Ct de 32 £ 2, y tanto la extraccion y la reaccion de los
controles negativos no presentan ningdn valor Ct.

En una muestra positiva, la amplificacién que se obtendra sera en forma de
curva sigmoide, indicando el nimero de ciclos de lectura en comparacion con el nivel
de fluorescencia, donde el valor del Ct estara por debajo de 40. Una muestra negativa
mantendra un perfil de fluorescencia bajo y el equipo no dara ningun valor de Ct.

Si el valor del Ct es mayor de 38 y la curva de amplificacion que se obtiene es
sigmoidal, esas muestras seran consideradas como dudosas y el analisis debe repetirse
para su confirmacion.

Si el valor del Ct es mayor de 38 y la curva de amplificacion que se obtiene tiene una
forma lineal, las muestras seran consideradas como negativas.



