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PROTOCOLO Y SECUENCIA DE PRIMERS

28 de abril de 2009

El Centro Colaborador de la OMS para Influenza en los CDC de Atlanta, Estados Unidos ha puesto a
disposicion la secuencia de primers (tabla adjunta) y el protocolo como sigue:

1. Extraccion de RNA realizada en 100 ul de material viral (célula o huevo) y eluir en volumen
100 ul
2. Solo necesita preparar 10-15 ul reacciones de PCR utilizando 1 ul de RNA
3. Los ciclos utilizando el RT-PCR Promega Access Quick son las siguientes:
Ciclo 1: 48C for 45’
Ciclo 2: 94C for 2’
Ciclo 3: 94C for 20s
Ciclo 4: 50C for 30s
Ciclo 5: 72C for 1’
Ciclo 6: Ir al ciclo 3 29X
Ciclo7: 72Cfor 7
Ciclo 8: 4C hold
4. Eltamario del producto verificado en gel agarosa
5. Prepare cada amplicon a ser secuenciado con cada M-13-forward y M-13-reverse y realice
las reacciones de secuencia y limpie de acuerdo al protocolo de sus instrumentos.
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