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RESUMEN .-

Para la deteccion molecular de Anaplasma spp. por PCR se requiere de la extraccion de ADN
eficiente a partir de sangre completa, lo que a su vez depende de la calidad de la muestra de
sangre. La falta de capacitacion en toma de muestra o su incorrecta conservacion conllevan a
la obtencion de sangre hemolizada/coagulada. Esto dificulta la deteccion molecular del
patdgeno, limitando el alcance de una investigacion. Para resolver el problema con este tipo de
muestra, se adapt6 un protocolo de Chelex-100 con modificaciones sobre el volumen de sangre
y la purificacion del ADN. Se extrajo ADN de 30 muestras de sangre bovina,
hemolizada/coagulada, con el protocolo adaptado y dos kits comerciales de extraccion de ADN.
Se compard la positividad por PCR de Anaplasma spp. en las muestras obtenidas,
determinandose una buena concordancia de resultados entre los tres protocolos de extraccion.
Adicionalmente, se emple6 el protocolo modificado para obtener ADN a partir de 109 muestras
de sangre bovina hemolizada/coagulada. De estas, 64% fueron positivas por PCR para

Anaplasma spp.



El protocolo de Chelex-100 modificado es eficaz para la extraccion de ADN a partir de sangre
bovina, hemolizada y coagulada. EI ADN obtenido con este protocolo permite la correcta

deteccion molecular de Anaplasma spp. por PCR.

PALABRAS CLAVE: anaplasmosis, deteccion molecular, extraccion de ADN, chelex-100,

sangre.

ABSTRACT .-

Molecular detection of Anaplasma spp. by PCR requires efficient DNA extraction from whole
blood, which in turn depends on the quality of the blood sample. Lack of training in sampling
or improper preservation lead to hemolyzed/coagulated blood. This in turn can hinder the
molecular detection of the pathogen, limiting the scope of any investigation. To solve the
problem with this kind of sample, a Chelex-100 protocol was adapted with modifications in
blood volume and DNA purification. We extracted DNA from 30 samples of
hemolyzed/coagulated blood with the adapted protocol and two commercial DNA extraction
kits. We compared the positivity of Anaplasma spp. by PCR in the samples obtained,
determining a good concordance of results between the three extraction protocols. Additionally,
the modified protocol was used to obtain DNA from 109 samples of hemolyzed / coagulated

bovine blood. Of these, 64% tested positive for Anaplasma spp. by PCR.

The modified Chelex-100 protocol is effective for the extraction of DNA from hemolyzed and
coagulated bovine blood. The DNA obtained with this protocol allows correct molecular

detection of Anaplasma spp. by PCR.

KEYWORDS: anaplasmosis, blood, chelex-100, DNA extraction, molecular detection.



INTRODUCCION.-

La anaplasmosis, causada por especies del género Anaplasma, es reconocida por su impacto
mundial en el sector de la salud y el sector pecuario (Reyna-bello 2014). Este género se clasifica
dentro de la familia Anaplasmaceae y en el orden Rickettsiales, (Dumler et al. 2001). EI género
Anaplasma comprende un grupo de bacterias cocoideas, Gram negativas, no motiles, con un
tamafio de 0,2 a 1 micras, cultivables en lineas celulares como por ejemplo HL-60 (Silaghi et
al. 2017). Sus especies se destacan por ser parasitas obligatorias de células derivadas del
proceso de hematopoyesis como: leucocitos, eritrocitos y/o plaquetas (Murray et al. 2017,
Silaghi et al. 2017). En el &mbito veterinario, la anaplasmosis es una enfermedad debilitante
que puede llegar a ser mortal. También puede producir pérdidas econémicas importantes en el
sector ganadero al disminuir la produccién cérnica y lechera en algunos tipos de ganado
(Goodger et al. 1979; Jonsson etal. 2008). El problema se agudiza por la existencia de
portadores asintomaticos del patdgeno quienes actian como reservorio para la propagacion de
anaplasmosis incrementando el riesgo para las poblaciones ganaderas susceptibles la
enfermedad (Aubry y Geale 2011). En el Ecuador, investigaciones recientes han reportado una
alta positividad de anaplasmosis en ganado y en animales silvestres (Escobar et al. 2015;

Pesquera et al. 2015; Mufioz-Guarnizo et al. 2017; Tana-Hern&ndez et al. 2017).

Para la deteccion de Anaplasma, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) muestra mayor
especificidad y sensibilidad en comparacion con métodos convencionales como el cultivo, la
serologia y microscopia oOptica (Aubry y Geale 2011; Silaghi et al. 2017). Ademas, la
probabilidad de que ocurra deteccidn cruzada de otros hemoparasitos al utilizar PCR es minima
(Aubry y Gale 2017). Un paso previo e importante para realizar la PCR es la extraccion del
ADN a partir de muestras clinicas. La eficiencia de la extraccién de ADN es de alta importancia
para obtener resultados confiables y repetibles durante la reaccion de PCR. Idealmente, para

detectar Anaplasma spp. se utiliza una muestra de sangre completa, esto es debido a la
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capacidad que tiene este género para parasitar diferentes células sanguineas (Silaghi et al.
2017). La sangre, como muestra, es compleja debido a que contiene diversos agentes que
pueden inhibir la reaccién de PCR (Al-Soud y Radstrom 2001; Sidstedt et al. 2018). Esta
situacion se complica en las siguientes condiciones: falta de capacitacién/inexperiencia en la
toma de muestra y el muestreo en lugares remotos donde se dificulta la conservacion o
transporte Optimos. Bajo estas condiciones, es comun observar la aparicion de hemdlisis y de
coagulos, disminuyendo asi la homogeneidad de la muestra. En el caso de hemdlisis sanguinea,
la hemoglobina y sus derivados son liberados en mayor cantidad. Por esta razén, la sangre

hemolizada es generalmente descartada como muestra para deteccién molecular.

En el mercado existen diversos kits de extraccion de ADN de diferentes casas comerciales,
estos kits han sido disefiados para obtener ADN de alta calidad a partir de muestras complejas
0 de mala calidad como la sangre coagulada y hemolizada (Smith et al. 2003). Sin embargo, su
elevado costo limita su uso en investigaciones de bajo presupuesto. EI método de extraccién
con Chelex-100 es sencillo y barato de ejecutar, por lo tanto, es utilizado en una gran variedad
de tejidos (Polski et al. 1998; Walsh et al. 2013). Este método requiere de tratamiento térmico
para realizar la lisis celular y posteriormente la resina de Chelex 100 actia como quelante,
capturando iones de magnesio evitando asi la accién de nucleasas que podrian degradar el ADN
(Polski et al. 1998). El protocolo de Chelex-100 presentado por Singh et al. (2018) se destaca
por obtener eficientemente ADN de alta cantidad y pureza. Este protocolo esta disefiado para
sangre seca en papel filtro, pero no ha sido descrito para su uso con muestras de sangre liquida,
hemolizada y coagulada. Por lo tanto, se desconoce su utilidad para la extraccion de ADN de
este tipo de sangre con el objetivo de detectar molecularmente a patogenos. El presente estudio
busca optimizar la técnica de Singh et al. (2018) para su uso con sangre hemolizada y coagulada

para la deteccion molecular de Anaplasma spp. De esta forma se queria obtener un protocolo



gue permita la correcta extraccion de ADN, a partir de muestras de sangre hemolizada y

coagulada, que permita la deteccion molecular confiable de Anaplasma spp.

MATERIALES Y METODOS.-

Muestras.-

Las muestras fueron obtenidas del proyecto “Planes de Finca” impulsado por el Gobierno
Autonomo Descentralizado de la Provincia de Esmeraldas (GADPE) y el Instituto
Interamericano de Cooperacién para la Agricultura (IICA) a cargo del investigador MDV.
Lenin Vinueza. En septiembre 2018, se extrajo 5 ml de sangre a partir de 149 bovinos infestados
con garrapatas, en tubos con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante. Las
muestras fueron conservadas a -20 °C durante 10 meses hasta el inicio de este proyecto de
investigacion. Al descongelar las muestras, mediante inspeccion visual, se pudo confirmar que
todas estaban hemolizadas y contenian coagulos de pequefio 0 mediano tamafio, por lo que se
procedié a comparar diferentes métodos de extraccion que nos permitan obtener ADN de
Anaplasma spp. a partir de estas muestras. El andlisis molecular de este estudio fue realizado

bajo el Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos Nro. MAE-DNB-CM-2018-0106.

Modificacion de un protocolo de extraccion de ADN que utiliza Chelex.-

Basado en el protocolo de extraccién de ADN publicado por Singh et al. (2018) para sangre
seca en papel filtro, se realiz6 dos modificaciones: 1) volumen de sangre extraida y 2)
modificaciones durante la fase de precipitacion de proteinas. Para este experimento se utiliz6
diez muestras de sangre positivas para Anaplasma spp., previamente confirmadas mediante

secuenciacion del gen 16S rDNA.

De cada una de las 10 muestras de sangre hemolizada y coagulada positivas para Anaplasma
spp. se utilizo tres diferentes volimenes de sangre: 5 ul, 50 pl y 100 pl y se extrajo el ADN

utilizando el procedimiento de extraccion de ADN publicado por Singh et al. (2018) (ver
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protocolo resumido en el Anexo 1). Se comparé la cantidad de ADN recuperado en cada
volumen utilizado. Una vez definido en 50 pl el volumen con mayor cantidad y mejor pureza
de ADN se procedié a modificar la fase de precipitacion de proteinas del procedimiento de
extraccion de ADN publicado por Singh et al. (2018) utilizando las mismas 10 muestras
positivas para Anaplasma spp. Esta modificacion se realizd con el objetivo de aumentar la
pureza del ADN extraido y consiste en la adicion de pasos en el proceso de precipitacion de

proteinas (entre los pasos 10 - 11 del Anexo 1) que se la detalla a continuacion:

- Afadir Etanol al 75 % en proporcion 1:1 con el volumen de sobrenadante recuperado
en el paso 10.

- Dejar reposar durante una noche a -20 °C. Aproximadamente 16 h.

- Centrifugar la mezcla a 13 000 rpm por 1,5 min.

- Recuperar el sobrenadante

- Realizar el paso 11 de acuerdo al procedimiento de Singh et al. (2018)

Se realizé la comparacién de cantidad y pureza de ADN entre ambos protocolos ensayados.

Evaluacion de la cantidad y pureza de ADN.-

La concentracion de ADN, las relaciones 260/280 y 260/230 fueron medidos por

espectrofotometria con el equipo Nanovue PLUS™,

Comparacion del protocolo modificado con kits comerciales Qiagen® y Bioneer®.-

Para realizar esta comparacion, se extrajo el ADN de 30 muestras de sangre hemolizada y
coagulada con el kit de DNeasy Blood & Tissue Kits Print Qiagen®, el kit AccuPrep® Genomic
DNA Extraction Kit Bioneer® y con el protocolo de Singh et al. (2018) modificado al que
Ilamaremos de ahora en adelante: Protocolo de Chelex Modificado (PCM). Para ambos kits se

siguieron las indicaciones detalladas por las casas comerciales respectivas para la extraccién de



ADN a partir de sangre completa. Al finalizar la extraccion con cada método se realizaron las

alicuotas respectivas de cada extracto y se las conservo a -20 °C.

Deteccion de Anaplasma spp.-

Para confirmar la utilidad del protocolo PCM en la deteccion molecular de Anaplasma spp. se
realizé un PCR especifico para este género bacteriano detallado por Zobba et al. (2014), en

109 muestras de sangre hemolizada y coagulada.

Con el objetivo de descartar la posibilidad de obtener falsos negativos debido a la inhibicién de
la reaccion de PCR, el 10% de muestras fueron ensayadas con la reaccion de PCR para el gen
constitutivo 3-Actina siempre presente en las muestras de sangre bovina (Du Breuil et al. 1993).
El control positivo fue una muestra clinica caracterizada molecularmente como Anaplasma spp.
El detalle de los cebadores y el tamafio del producto de ambas reacciones de PCR estan
detallados en la Tabla 1. Para revelar los resultados de PCR se realiz6 una electroforesis a 100
V por 30 minutos con geles de agarosa al 1,6 %, utilizando bromuro de etidio como agente
intercalante. Los productos de la amplificacion fueron visualizados con el equipo

fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (BioRad).

Andlisis estadistico.-

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con un nivel de significancia de 95 % con el
software R v.3.3.0 (R Core Team 2019). Para determinar las diferencias en la cantidad de ADN
entre los diversos volumenes de sangre, se utilizo la prueba de Friedman con pruebas post-hoc
de Wilcoxon y la correccion de Bonferroni aplicada (McLaughlin y Sainani 2014). La pureza
de ADN, de los ensayos de precipitacion de proteinas, fue comparada con la prueba no
paramétrica Wilcoxon. La concordancia de los resultados de PCR entre los tres métodos de
extraccion fue determinada con la prueba Kappa de Cohen y la prueba McNemar (Sanchéz-

Otero 2016).



Tabla 1: Secuencias de Cebadores y Tamafio de Amplicones

Tamario ]
Gen Cebador Secuencia: 5° — 3’ ) Referencia
amplicon
AnaplsppF AGAAGAAGTCCCGGCAAACT Zobba et
16S 800 bp
AnapIR3 GAGACGACTTTTACGGATTAGCTC al. (2014)
XAHR 17 CGGAACCGCTCATTGCC DeBreuil et
B-actina 289 bp
XAHR 20 ACCCACACTGTGCCCATCTA al. (1996)
RESULTADOS.-

Adaptacion del protocolo de Singh et al (2018) a sangre liquida, hemolizada y coagulada.-

Volumen de sangre.-

Las concentraciones de ADN se midieron para las muestras obtenidas de cada tratamiento de
volumen de sangre. La concentracion de ADN obtenida es diferente entre los volumenes de
sangre usada (Figura 1). Todas las muestras extraidas presentaban un pellet final de color rojo

y de tamafio mediano.
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Figura 1. Concentracion de ADN (ng/ul) obtenida por cada volumen de sangre (n = 10 muestras de
sangre positivas para Anaplasma spp., previamente confirmadas mediante secuenciacion del gen 16S
rDNA). Existen diferencias significativas en la concentracion de ADN dependiendo del volumen de
sangre, x2(2) = 16,800, p = 0,000. El analisis post-hoc con la prueba de Wilcoxon fue realizado con la
correccion de Bonferroni aplicada. Se determinan diferencias significativas de concentracion de ADN
entre volimenes de sangre, excepto entre los volimenes de 50 ul y 100 pl (Z = -2,293, p = 0,066).

Fase de precipitacion de proteinas.-

La pureza del ADN extraido es diferente segun el protocolo empleado. El protocolo de Singh
modificado presenta mayor pureza que el protocolo de Singh original (Figura 2). Visualmente,

el pellet rojo ya no era evidente en las muestras obtenidas con el protocolo modificado.
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Figura 2. Pureza de ADN obtenida para los Protocolos de Singh Original y Modificado (n = 10 muestras
de sangre positivas para Anaplasma spp., previamente confirmadas mediante secuenciacion del gen 16S
rDNA). A. El protocolo modificado tuvo un efecto positivo y significativo sobre la relacion 260/280 en
comparacion al protocolo original (Wilcoxon: Z = -2,803, p = 0,005). B. La comparacion de medianas
por prueba de Wilcoxon determina que el protocolo modificado obtiene relaciones 260/230
significativamente mas altos que los obtenidos con el protocolo original (Z = -2,666, p = 0,002).

Se determind que existe una disminucion significativa de la concentracion de ADN con el
protocolo de Singh modificado (Wilcoxon: Z = -2,803, p 0,005; mediana de protocolo original:
134,60 ng/ul, y mediana de protocolo modificado: 8,00 ng/ul). Adicionalmente, se realiz6 la
reaccion de PCR-Anaplasma spp. en las muestras de este ensayo y se confirmo la presencia del
patdgeno en todas las muestras de ADN. La diferencia observada entre ambos protocolos fue
la presencia de bandas inespecificas. Un mayor numero de muestras obtenidas con el protocolo

original presentaron bandas inespecificas, mientras que con el protocolo modificado solo se

visualizo amplicones inespecificos en una muestra (Anexo 2).
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Positividad de Anaplasma spp. en extractos de ADN obtenidos con kits comerciales vs

PCM.-

No se observo inhibicion de la reaccion de PCR en las muestras de ADN obtenidas con los tres
métodos de extraccion. Se obtuvo resultados equivalentes para la presencia de Anaplasma spp.
entre los métodos de extraccion (Tabla 2) con indices de concordancia Kappa de Cohen de 0,72
entre el protocolo PCM vy los dos kits comerciales. La prueba exacta de McNemar determina
que no existe diferencia significativa en la proporcion de muestras positivas por PCR entre los

kits y el protocolo PCM (p = 0,500).

Tabla 2. Tablas cruzadas de resultados de Anaplasma spp. por reaccion de PCR entre métodos
de extraccion (n=30).

Kit Qiagen®
Positivos Negativos
Positi 2
PCM osm\_/os 5 0
Negativos 2 3
Kit Bioneer®
Positivos Negativos
Positivos 25 0
PCM .
Negativos 2 3

PCM-= Protocolo de Singh modificado
Aplicacién del protocolo PCM a muestras de sangre hemolizada y coagulada para la
deteccion molecular de Anaplasma spp.-

De las 109 muestras extraidas con el protocolo PCM, se determiné que 70 fueron positivas para
Anaplasma spp. por amplificacion del gen 16S rDNA. El resumen de resultados se detalla en la

Tabla 3.
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Tabla 3. Presencia de Anaplasma spp. por PCR (n = 109)

Positivos Negativos
Numero de Muestras 70 39
Porcentaje % 64 36

DISCUSION.-

La anaplasmosis es una enfermedad de importancia veterinaria al tener un impacto negativo
sobre el sector pecuario (Reyna-bello 2014). La FAQ estima que en Ameérica Latinay el Caribe,
aproximadamente el 80% de los productores ganaderos son pequefios agricultores familiares
de zonas rurales (FAO 2016). A su vez, regiones rurales no poseen acceso constante a
programas de control, erradicacién o de conocimientos sobre la anaplasmosis. Por lo tanto, la
investigacion es necesaria para entender la realidad epidemioldgica de esta enfermedad. En
estas areas rurales de dificil acceso es complicado asegurar la conservacion. Esto, junto a la
falta de experiencia en toma de muestra puede llevar a la aparicion de hemolisis y codgulos que
dificultan su posterior analisis. Esto podria llevar a la pérdida de muestras y, por lo tanto, de

datos necesarios en investigaciones del género Anaplasma.

Este trabajo buscaba optimizar un protocolo de Chelex-100 modificado a partir de Singh et al.
(2018) que permita el analisis de las muestras con las dificultades mencionadas. Ademas de

permitir conocer la circulacion y el impacto de Anaplasma spp. en estas poblaciones.

Al adaptar el protocolo de Singh et al. (2018) se determind que la concentracion de ADN
incrementd a mayor volumen de sangre empleado. Se determind que 50 pl era el volumen
optimo para continuar con la adaptacion del protocolo. Durante estos ensayos, se observo que

las muestras de ADN obtenidas presentaban un pellet de color rojizo. En cambio, Singh et al.
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(2018) no reportaron la presencia visual de contaminantes en el ADN que ellos extraian. Esto
demostraba que las muestras de sangre hemolizada y coagulada contenian mayor cantidad de
contaminantes que debian ser removidos. Debido a esto se realizd la modificacion con etanol

para obtener mayor pureza de ADN.

En protocolos de extraccion, el etanol es usado normalmente para la precipitacion de ADN
(Green'y Sambrook 2016). En este estudio, el etanol fue usado con el fin de precipitar proteinas,
posterior al tratamiento con acetato de sodio. Los estudios realizados por Cohn et al. (1947) y
Ekwumemgbo et al. (1970) demostraron la utilidad del etanol, a bajas temperaturas, para
precipitar proteinas sanguineas de mayor solubilidad y estabilidad. Estos reportes concuerdan
con los resultados obtenidos pues se determin6 que el protocolo PCM permitia la remocién
correcta de proteinas al obtenerse valores de la relacion 260/280 alrededor de 1,80. Este hecho
fue confirmado al no poderse visualizar ningiin contaminante en forma de pellet rojo en los
extractos de ADN. ElI método modificado (PCM) logrd obtener los valores més altos de la
relacion 260/230 pero no llegaron al nivel éptimo de pureza determinado entre 2,0 — 2,2 para

muestras de ADN (Thermoscientific 2012).

Se encontrd que el protocolo modificado disminuye la concentracion de ADN. Esta
disminucion es posible pues segun Green y Sambrook (2016), la combinacion de etanol al 75
% Yy acetato de amonio es suficiente para causar la precipitacién de ADN. A pesar de esto, los
resultados confirman que la menor concentracion de ADN no causé falsos negativos en la
deteccién molecular de Anaplasma spp. El protocolo PCM sacrifica pureza por concentracion
de ADN final, pero no afecta negativamente la deteccion por PCR de Anaplasma spp. Se
determind que existe una concordancia substancial mas alla del azar entre los tres métodos de
extraccion ensayados (McHugh 2012). Adicionalmente, se demostré que el protocolo de
extraccion PCM permite obtener resultados de PCR al mismo nivel que dos Kits de extraccion

comerciales. Es importante mencionar que el protocolo PCM propuesto posee un menor costo
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por muestra que el kit de Qiagen® o el kit de Bioneer® (Tabla 4). La reduccion de costo por
muestra es relevante pues en el pais los insumos de laboratorio puede costar hasta diez veces

mas que en paises desarrollados como EE.UU (Rodriguez 2019).

Tabla 4. Costo relativo por muestra de métodos de extraccion de ADN.

Método de extraccion Costo relativo por

muestra
Kit comercial Qiagen® $3$
Kit comercial Bioneer® %
PCM $

Se determinaron limitaciones de este estudio en lo que respecta el diagnostico de casos
individuales, pero se resalta su utilidad en investigaciones donde el objetivo es determinar la
circulacion del patogeno. Esto se debe a que se tiene informacion sobre el limite de deteccion
de PCM. Tomando en cuenta que animales portadores pueden tener cargas bacterianas menores
a 2,5 x 10° bacterias por ml de sangre (Corona Gonzalez et al. 2014), es muy posible que los

falsos negativos se den por baja carga bacteriana que el protocolo PCM no permite detectar.

Los resultados de nuestros analisis obtenidos a partir de muestras de sangre de animales
infestados con garrapatas, vectores del género Anaplasma, coinciden con los resultados de otros
estudios realizados en el Ecuador en los que se reportan positividades del 75 al 85 % (Escobar
et al. 2015; Tana-Hernandez et al. 2017). Lo que demuestra la utilidad del protocolo PCM para

la deteccion molecular de Anaplasma spp.
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CONCLUSIONES.-

Se adapt6 un protocolo barato de Chelex-100 para la extraccion de ADN a partir de sangre
hemolizada y coagulada. Es posible utilizar el protocolo PCM para reducir costos de
investigacion del género Anaplasma. El protocolo permite obtener resultados en la deteccion
molecular por PCR de Anaplasma spp. a la par de kits comerciales. Se evidencid la utilidad del
protocolo modificado (PCM) al emplearlo en la deteccion por PCR de Anaplasma spp. El
protocolo PCM puede presentar un nimero pequefio de falsos negativos lo cual debe ser tomado

en cuenta al momento de interpretar resultados.
Perspectivas.-

Se deberia determinar el limite de deteccion de ADN gendmico de Anaplasma spp. en muestras

de sangre con el protocolo establecido PCM.

La alta prevalencia debe ser estudiada con mayor profundidad y llevar a cabo la identificacion
a nivel de especie del género Anaplasma. con el objetivo de determinar la realidad de la

anaplasmosis en Ecuador.
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ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de Singh et al. (2018)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Extraccion de ADN

Calentar a 100 °C, 300 pl de solucion stock Chelex-100 7% por 10 min.

Afiadir 5 pl de sangre y calentar la mezcla por 8 min a 100 °C.

Mezclar con la ayuda de un vortex por 15 s y recalentar por 7 min a 100 °C.

Centrifugar por 1,5 min a 12 000 RPM.

Recuperar el sobrenadante y descartar el pellet.

Precipitacion de Proteinas

Afiadir solucién stock de Acetato de Amonio (7,5 M) al sobrenadante recuperado previamente de forma
que la solucidn final tenga una concentracion de 2,5 M

Reposar la mezcla por 5 min en hielo.

Mezclar con la ayuda de un vortex por 10 s.

Centrifugar por 13 000 RPM por 10 mina - 4 °C.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Precipitacion de ADN

Afadir solucion stock de Acetato de Sodio (3 M) al sobrenadante recuperado de forma que la solucion
final tenga una concentracion de 0,3 M.

Afadir 200 pl de Etanol Absoluto.

Mezclar con la ayuda de un voértex por 5 s.

Reposar la mezcla por 4 ha -20 °C.

Centrifugar a 13 000 RPM por 10 min a -4 °C. Descartar sobrenadante.

Lavar el pellet dos veces: la primera vez con 200 pl Etanol al 75 % helado y la segunda vez con 200 pl
Etanol Absoluto helado. Cada lavado fue seguido por una centrifugacion a 13 000 RPM por 10 min a -4
°C y el descarte del sobrenadante.

Dejar secar el pellet al aire por 10 min.

Resuspender en 100 ul de 1X AE
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Anexo 2. Resultados de PCR-Anaplasma spp. de protocolos de extraccion diferentes.
Protocolo original (Fila Arriba) y protocolo modificado (Fila Abajo).

800 bp

800 bp

.C-

6.A 18A 62A 69A 71.A B84A B7A 135.A 145.A 219.A
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