Estuche Poliovirus ITD 5.0 rRT-PCR

Un estuche para la diferenciacion intratipica de Poliovirus en
apoyo a la Iniciativa de Erradicaciéon Mundial de Polio

Componentes del Kit:

El kit se suministra en una caja que contiene seis viales de iniciadores y sondas (Quadruplex EV+ Sabin, PanPV,
WPV1, PV Type 2, WPV3-I, and WPV3-Il). La caja también contiene tres controles positivos, siete viales con agua
y una copia de este inserto. Los controles positivos son ARN liofilizado no infeccioso. El control Sabin, puede ser
utilizado para los ensayos Quadruplex EV+Sabin, PanPV y PV Type 2.

Reactivos y enzimas requeridos que no se suministran con este kit: Quanta Biosciences qScript XLT One-Step
RT-gPCR ToughMix (CAT#95132-500) 6 Promega GoTagq® Probe 1-Step RT-gPCR System (CAT#A6120). Los
productos anteriormente mencionados, fueron utilizados en el desarrollo y evaluacion de este kit, lo anterior no
constituye un respaldo a estos productos en especifico. La disponibilidad de reactivos desde el fabricante puede
variar segun el laboratorio. Es responsabilidad de cada laboratorio proveer los reactivos sustitutos adecuados
cuando sea necesario.

Reacciones de RT-PCR en tiempo real:

1.

Llene la hoja de trabajo de PCR con nombre, fecha, iniciadores, muestras y orden de las muestras, asi
como el nombre o cédigo del programa y el termociclador.

a. Identifique los pozos utilizando el software del termociclador para muestras y controles (positivo y
reactivo)
b. Un control positivo: ARN control no infeccioso suministrado con el kit de rRT-PCR para Polio.

Descongele los aislamientos virales y reactivos de PCR a temperatura ambiente. Mantenga las enzimas en

hielo durante el procedimiento.

Preparacion de la mezcla de reaccion: Marque tubos de 1.5ml para cada set de iniciadores/sonda. En una

cabina de bioseguridad limpia:

a. Promega GoTaq® Probe 1-Step RT-gPCR System: Mezcle 10uL of GoTagProbe gPCR Master Mix,
1uL de iniciadores/sonda, 0.4puL de GoScript RT Mix y 7.6uL de agua libre de nucleasas. Dispense
19uL de la mezcla en cada tubo. Adicione 1pl de muestra para un volumen total de 20pL.

b. Quanta ToughMix Kit: Mezcle 10uL de ToughMix, 1uL de iniciadores/sonda y 8uL de dH20.
Dispense 19uL de la mezcla en cada tubo. Adicione 1 pl de muestra para un volumen total de 20pL.

Para un mayor nimero de reacciones: Prepare una mezcla de reaccion para cada set de iniciadores/sonda,

multiplicando por el nimero total de muestras para determinar el volumen del buffer. Por ejemplo:

a. Promega GoTag® Probe 1-Step RT-qPCR System: 10 muestras x 10uL of GoTaqProbe qPCR
Master Mix= 100pL, 0.4pL de GoScript RT Mix 1-Step RT-qPCR = 4pL, 1pL de iniciadores/sonda=
10pL y 7.6pL de dH20 = 76 pL. Dispense 19pL de la mezcla en cada pozo.

b. Quanta ToughMix Kit: 10 muestras x 10pL de ToughMix= 100pL, 1pL de iniciadores/sonda= 10uL
y 8uL de dH20= 80 pL. Dispense 19puL de la mezcla en cada pozo.

Preparacién de muestras: Tome la muestra (por ej: sobrenadante del cultivo celular) y coléquela en un

microtubo. Centrifugar en una microcentrifuga de mesa a 5.000rpm (méximo 6.400rpm) o en una

minicentrifuga con adaptadores para microtubos, a temperatura ambiente por dos minutos (Una vez las
muestras han sido centrifugadas, pueden ser almacenadas a -20°C y ser reutilizadas cuando sea
necesario. Es necesario volver a centrifugar la muestra, luego de ser almacenada a -20°C)

Tome 1pL del sobrenadante de cultivo celular (o 1uL de ARN control) de cada muestra y adiciénela en el

pozo correspondiente. La reaccion de RT-PCR en tiempo real NO requiere un paso de calentamiento a

95°C; 1pL de ARN extraido puede ser utilizado pero generalmente no es necesario.

Coloque las tiras o el plato en el termociclador y seleccione el protocolo de corrida con base en el equipo

de tiempo real que esté utilizando. NOTA: Cuando use un ABI 7500 fast, deshabilite la opcién “7500 fast”

en las propiedades del experimento, para permitir un gradiente de temperatura lento.

a. Reaccion de RT: 50°C por 30 minutos

b. Inactivacién de RT: 95°C por 1 minuto

CFX96 (BioRad) & Mx3000P 7500 & 7500 Fast (Applied Rotor-Gene Q

(Agilent/Stratagene) Biosystems) (Qiagen)

Ciclos 95°C 15 seg cicl 95°C [ 15 seg Ciclos 95°C 15 seg

PCR 50°C | 45 seg ngs 50°C___ | 45seg PCR 50°C_| 45 seg

(40X) 40X Gradiente 25% (40X) 61°C | 20seg
72°C S seg (40X) 72°C [ 5seg 72°C 5 seg

o

Los datos de la fluorescencia final son recolectados al final del paso de anillamiento a 50°C

d. Seleccione el filtro apropiado para el fluoroforo de acuerdo al ensayo que esta siendo utilizado.
Consulte la siguiente tabla para informacién suplementaria.

e. Inicie la corrida.
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Interpretacién

Para validar sus datos, verifique primero los controles negativo y positivo. Una muestra positiva es la
presencia de una sefial sin ambigliedades que se eleva sobre el control negativo; tipicamente vista como
una curva en forma de S (ver ejemplo a continuacién). No hay un valor de Ct de corte y todas las sefiales
de amplificacion deben ser comparadas con el control negativo. Las muestras con valores de Ct 237 pueden
deberse a una sefial de ruido, pero deben ser evaluadas comparandolas con el control negativo.

A continuacién, un ejemplo de una sefial de amplificacién positiva en el equipo CFX96 de BioRad
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Solucion de errores comunes

Problema Posibles causas

Todas las reacciones son negativas, Falta un componente, perfil del termociclador

incluyendo el control positivo. errado o reactivo en mal estado.

No hay valor de C:(es decir negativo) en el ARN control degradado o no adicionado

control positivo; algunas reacciones de las

muestras son positivas

Valores de Ctpositivos en una o mas pares Verifiqgue que la RT-PCR se ha llevado a cabo

de Sabin, pero PanPV es negativo en una temperatura de anillamiento de 50°C.
Verifique que el tiempo de la rampa para el paso
de 50°C a 72°C es de aproximadamente 40-45
segundos (~0.4°C/seq) para los equipos ABI

Error al seleccionar el filtro de florescencia El ABI 7500/CFX96/Mx3000 leera todos los

correcto para un ensayo fluréforos sin importar cual sea el fluréforo
seleccionado. Seleccione el filtro correcto y re-
analice los resultados

No se registran los datos de fluorescencia Burbujas en el pozo (o la tapa). Inhibicion de la

en una o todas las muestras rRT-PCR, diluya la muestra en 1:2, 1:5, y 1:10,
dependiendo de los valores de Ct.

Reaccién positiva (valor de Ci) con los Los aislamientos deben ser remitidos a un

iniciadores de PanPV, pero todas las Laboratorio de Referencia Especializado para

demas reacciones son negativas su identificaciéon.

O si los resultados aun son discordantes
luego de repetir el experimento
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Sondas y filtros de los ensayos de RT PCR en tiempo real

Nombre del ensayo Sonda Filtro
Quadruplex + EV Sabin 1 CY5

Quadruplex + EV Sabin 2 FAM
Quadruplex + EV Sabin 3 ROX
Quadruplex + EV Pan-EV VIC

Pan Poliovirus PanPV FAM
WPV1 WPV1 FAM
Poliovirus Type 2 PV Type 2 | FAM
WPV3-l (AFRO WPV3) WPV3 CY5

WPV3-Il (SOAS WPV3) | WPV3 FAM

ARN control positivo de la PCR

Los controles positivos deben ser reconstituidos antes de su uso inicial. Mediante un breve centrifugado del tubo,
concentre el precipitado liofilizado antes de resuspender. Cada control debe ser reconstituido en 100uL dH20
(suministrada con el kit). Luego de la adicion de dH20, lleve a -20°C durante toda la noche, para permitir la
rehidratacién adecuada del precipitado de ARN. Esta solucién, luego debe ser alicuotada en pequefios volimenes
y debe ser almacenada a -20°C para uso futuro. Realizar alicuotas reduce el riesgo de contaminacion cruzada y
la hidrolisis del ARN. EI ARN control positivo de Sabin, puede ser utilizado para los ensayos Quadruplex EV+
Sabin, PanPV y PV Type 2.

Contenido del estuche rRT-PCR ITD 5.0 (100 reacciones)

Descripcion del tubo Volumen Color de la tapa (C(:Z?;')dad' Ikit
Quadruplex EV + Sabin primers/probes 100uL [Amarillo 1
Sabin/PV Type 2 positive control RNA [* [Anaranjado 1
PanPV primers/probe 100pL Blanco 1
'WPV1 primers/probes 100pL Azul 1
WPV1 positive control RNA * [Azul claro 1
PV Type 2 primers/probe 100pL Verde azulado 1
\WPV3-I primers/probe (AFRO WPV3) 100pL Purpura 1
\WPV3-Il primers/probe (SOAS WPV3) 100pL Verde 1
\WPV3 positive control RNA [* Purpura claro 1
Sterile, RNase free Water 1000pL Sin color 7
*Liofilizado
Resultados del tamizaje de ITD y Reporte
Resultado valido de ITD Resultado final | Accion
Cualquier PV2 (Sabin 2 o PV2) PV2 Refer to sequencing for verification
Sabin 1 SL1 Refer for VDPV1 assay
Sabin 3 SL3 Refer for VDPV3 assay
WPV1 NSL1 Refer to sequencing for verification
Cualquier WPV3 (uno o ambos) NSL3 Refer to sequencing for verification
panEV ypanPV (todos los demas Indeterminado Refer to sequencing
ensayos negativos)
Resultados llogicos (por €j. panPV+, Invalido Repeat one time and refer for
panEV-) sequencing
Todos los ensayos negativos NEV Report
panEV (Todos los ensayos negativos) NPEV Report
T 3
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Distribuido por OMS en colaboracién con el centro de Enterovirus y Poliovirus, Centros para el control y la Prevencién de
Enfermedades. 1600 Clifton Road NE, Mailstop G-10, Atlanta, Georgia 30333 USA, +1-404-639-2396, Fax: +1-404-639-4011.
Contacto en CDC: Everardo Vega, email: EVega@cdc.gov; Steve Oberste, email: SOberste@cdc.gov.
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