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Identificación de bacterias patóxenas na auga por PCR e posterior secuencia por electroforese capilar

Actividade cofinanciada ó 80% pola UE


Técnica: Identificación Microbiológica Bacteriana

ETAPA 1: EXTRACCIÓN

1. Extracción del ADN microbiano

1.1. Realice una suspensión, utilizando un asa estéril, del cultivo puro de bacterias aislado. Realice la suspensión en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL que contenga 200 L de la solución PrepMan. Mezcle completamente cada muestra utilizando el vórtex.

1.2. Caliente cada muestra a +1002ºC durante 10 minutos.

1.3. Agite brevemente en el vórtex cada muestra y centrifugue a una velocidad 16000 x g durante al menos 3 minutos.

1.4. NOTA: Si el sobrenadante no se va a utilizar inmediatamente almacénelo a –255ºC. Antes de proceder con su utilización, déjelo descongelar a temperatura ambiente y centrifugue a una velocidad 8500 x g durante 5 minutos.

1.5. Transfiera el sobrenadante a otro tubo de microcentrífuga de 1.5 mL, o bien continúe con el siguiente paso.

1.6. Realice una dilución 1/100 del sobrenadante añadiendo 5 L del mismo en 495 L de Agua estéril. Agite en el vórtex. Puede repetirse la extracción o pueden prepararse otras diluciones a partir del extracto de ADN si no se visualizan las bandas en el gel tras la electroforesis.

ETAPA 2: AMPLIFICACIÓN 

2. AMPLIFICACIÓN POR PCR

1.7. Prepare las muestras bacterianas y controles como se indica, usando tubos en tiras de PCR de 0.2 mL con tapa:

Control negativo:
PCR Master Mix
15 L


Agua estéril o control
15 L


negativo suministrado en el kit

Control positivo:
PCR Master Mix 
15 L


Control positivo ADN (suministrado
15 L


en el kit), dilución 1/10

Muestra:
PCR Master Mix 
15 L


Dilución del sobrenadante 
15 L


del ADN bacteriano

1.8. Mezcle agitando con una pipeta arriba y abajo.

1.9. Tape cada tubo e introdúzcalo en el termociclador 

1.10. Seleccione el ciclo en el termociclador.

PCR ciclo 1: Ciclo de PCR para muestras bacterianas

	Paso
	Incubación Inicial
	Cada uno de los 30 ciclos
	Extensión final
	Final

	
	
	Desnaturalización
	Alineación
	Extensión
	
	

	T
	+95ºC
	+95ºC
	+60ºC
	+72ºC
	+72ºC
	+4ºC

	Tiempo
	10 min
	30 s
	30 s
	45 s
	10 min
	Constante


1.11. Comience el ciclo de amplificación por PCR.

1.12. Confirme que el volumen de la reacción es de 30 L.

1.13. Cuando el ciclo esté finalizado retire las muestras del termociclador. Almacene las muestras a +2/+8ºC hasta el comienzo de la electroforesis.

NOTA: Si el producto de PCR no se va a usar en 24 horas, almacénelo a –255ºC.

ETAPA 3: ELECTROFORESIS

3. Análisis del producto de PCR en gel de agarosa

1.14. Preparación de un gel de agarosa:

· Coloque la bandeja para el gel en el soporte nivelado. Coloque el peine en su posición.

· Caliente una solución de 1 g de agarosa en 90 mL de agua estéril hasta que se funda (puede utilizarse un microondas). Añada 10 mL de TBE 10 x y enfríe a temperatura ambiente hasta aproximadamente +50/+55ºC. 

· Añada 5 L de bromuro de etidio o equivalente de 10 mg/mL en aproximadamente 100 mL de la solución de agarosa templada. Agite suavemente para mezclar. Vierta la solución de agarosa en la bandeja del gel. Evite la formación de burbujas.

· Deje que se solidifique el gel (30-45 minutos aproximadamente).

· Retire la bandeja con el gel del soporte y colóquela en la cubeta de electroforesis teniendo en cuenta que la muestra correrá hacia el ánodo.

· Prepare TBE 1X a partir de TBE 10X

· Añada suficiente TBE 1X en la cubeta de electroforesis para cubrir el gel con una profundidad de 1-2 mm

· Cuidadosamente retire el peine.

1.15. Para preparar las muestras tome alícuotas de 8 L de los productos de PCR en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL y añada a cada una 2 L de 6x gel loading solution (solución de carga.) 

1.16. Cargue 5-20 L de Marcador de peso molecular en la 1ª línea y aproximadamente en la línea central del gel.

1.17. Cargue 10 L de cada muestra en calles diferentes del gel.

1.18. Corra el gel de agarosa preparado a un voltaje constante 
de 
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125V durante 90 minutos (aproximadamente).

1.19. Refrigere el producto de PCR a +2/+8ºC 

NOTA: Si el producto de la PCR no se va utilizar en 24 horas, almacénelo 
a -25±5ºC 

1.20. Cuidadosamente transfiera el gel de agarosa al transiluminador UV para observar la presencia de bandas. Tome una fotografía del gel

1.21. Compruebe el tamaño de los productos de PCR en la foto.

	Tipo de producto PCR
	Tamaño (pares de bases)

	Bacterias
	500


1.22. Una vez comprobado que el tamaño de las bandas es el esperado y que el control negativo no presenta banda. Almacene las muestras a -25±5ºC.

ETAPA 4: PURIFICACIÓN

4. Purificación del producto de PCR

1.23. Ensamble una columna Microcon 100 (o equivalente) a un tubo de recolección para cada muestra y control.

1.24. Añada 500 L de agua estéril a la columna.

1.25. Centrifugue la columna tapada a 500 x g durante 6 minutos. Invierta la columna y centrifugue durante 3-5 segundos para eliminar el exceso de agua. Elimine el filtrado recogido.

1.26. Añada 400 L de agua estéril a la columna.

1.27. Añada todo el producto obtenido en la reacción de PCR a la columna.

1.28. Centrifugue la columna tapada a 500 x g durante 15 minutos.

1.29. Retire el tubo de recolección y elimínelo en un contenedor de biorresiduos. 

1.30. Añada agua estéril tal y como se describe a continuación:

· invierta la columna y ensámblela a un tubo nuevo de recolección. Añada 25 L de agua estéril a la columna invertida.

1.31. Centrifugue la columna invertida a 1000 x g durante 3 minutos para recoger la muestra purificada en el tubo de recolección. Elimine la columna.

1.32. Identifique las muestras etiqutándolas. 

1.33. Refrigere el producto de PCR purificado a +2ºC/+8ºC si no va a continuar de inmediato con el siguiente apartado.

NOTA: Si el producto purificado de PCR no se va a utilizar en 24 horas almacénelo a -255ºC

ETAPA 5: SECUENCIACIÓN

5. Ciclo de secuenciación

1.34. Prepare sendas reacciones de secuenciación hacia la derecha y hacia la izquierda (forward y reverse) para cada producto de PCR como se indica a continuación, usando tubos en tiras de PCR de 0.2 mL con tapa:

Reacción hacia la derecha:
Producto PCR purificado
7 L


Forward Sequencing Mix
13 L

Reacción hacia la izquierda:
Producto PCR purificado
7 L


Reverse Sequencing Mix
13 L

NOTA: Las cantidades relativas de Sequencing Mix y producto de PCR purificado pueden modificarse para optimizar la reacción de secuenciación en función de los resultados obtenidos en la misma.

1.35. Agite suavemente pipeteando arriba y abajo.

1.36. Tape cada tubo e introdúzcalo en el termociclador. 

1.37. Deslice la tapa hacia delante y presione la palanca hacia abajo para ajustar la tapa caliente y la bandeja de las muestras.

1.38. Seleccione el ciclo.

	Paso
	Cada uno de los 25 ciclos
	Final

	
	Desnaturalización
	Alineación
	Extensión
	

	T
	+96ºC
	+50ºC
	+60ºC
	+4ºC

	Tiempo
	10 s
	5 s
	4 min
	Constante


1.39. Comience el ciclo de secuenciación.

1.40. Confirme que el volumen de la reacción es de 20 L.

1.41. Cuando el ciclo esté finalizado retire las muestras del termociclador.

1.42. Refrigere el producto de la extensión a +2ºC/+8ºC

NOTA: Si el producto de la extensión no se va a utilizar antes de 24 horas almacénelo a -255ºC

ETAPA 6: PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE LA EXTENSÓN

6. Purificación del producto de la extensión

NOTA: Esta parte del procedimiento puede realizarse fuera de la cabina

1.43. Dispense 80 L de Isopropanol al 75% en un tubo limpio de 1.5 mL. Añada todo el producto de la extensión agitando suavemente.

1.44. Mantenga el tubo a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.

1.45. Centrifugue a ≥ 14000 rpm en un ángulo fijo durante al menos 20 minutos.

1.46. Retire el sobrenadante y añada 250 L de Isopropanol al 75%.

1.47. Agite y centrifugue a ≥14000 rpm  en un ángulo fijo durante 5 minutos.

1.48. Retire el sobrenadante y seque la muestra en la centrífuga de vacío durante
30 minutos a 30ºC o hasta que se evapore el Isopropanol (alternativamente, se admite la incubación a +36.5±2.5ºC durante al menos 5 minutos para evaporar el isopropanol). Evite que se reseque.

1.49. Tape el tubo y refrigere a +2ºC/+8ºC

NOTA: Si el producto purificado no se va a utilizar antes de 24 horas almacénelo a -255ºC.

ETAPA 7: SECUENCIACIÓN

7. Preparación de las muestras para secuenciación

1.50. Resuspenda cada muestra en 25 L de Formamida desionizada. Incube a temperatura ambiente durante 5-10 minutos para permitir la rehidratación del pellet. En caso de que al analizar los datos se observe una cantidad excesiva de ADN en las muestras, se podrá diluir la muestra en un volumen mayor de formamida. 

1.51. Agite para resuspender completamente el ADN.

1.52. Transfiera cada muestra a un tubo de muestras del secuenciador de 0.5 mL y tape el tubo con un tapón de goma para analizar las muestras en el Secuenciador. Evite la formación de burbujas en el fondo del tubo.

Para el Secuenciador transfiera las muestras a una placa de muestras y tape la placa de muestras  con la placa de tapones. Evite la formación de burbujas en el fondo de la placa de muestras

1.53. Caliente las muestras en el termociclador a +95ºC durante dos minutos para desnaturalizarlas; a continuación enfríelas a +4ºC y manténgalas hasta que estén preparadas para cargar en el Secuenciador.

8. Utilización del analizador genético
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