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Instrukcja

Genomic Micro AX Bacteria+ Gravity

Zestaw do izolacji genomowego DNA z bakterii Gram(+) metoda grawitacyjna.

numer katalogowy wielkos¢

102-100M 100 izolacji

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.

Gwarancja
Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:
e  odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu
braku zalecanego w niniej: protokole wy zenia i materiatow

.
e uzyciainnych odczynnikéw niz zalecane lub ktére nie wchodza w sktad produktu
e uzycia przeterminowanych odczynnikow oraz elementéw produktu
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sktadnik 100 izolacji przechowywanie
Kolumny Micro AXD 100 szt. 2-8°C
Probéwki odbieralnikowe 100 szt. 15-25°C
BS bufor do zawieszania 14 ml 2-8°C
LSU bufor lizujacy 50 ml 15-25°C
K1G roztwoér réwnowazacy 60 ml 15-25°C
W1G pierwszy roztwér ptuczacy 70 ml 15-25°C
W2 drugi roztwor ptuczacy 60 ml 15-25°C
e 20mi 28
N bufor zobojetniajacy 1ml 15-25°C
T roztwor 400 pl 2-8°C
Lizozym 1,1 ml -20°C
Mutanolizyna 550 ul -20°C
Proteinaza K 2x1,1ml 4-8°C
Pojemnos¢ minikolumny do oczyszczania DNA wynosi 20 pg.
Dodatkowy sprzet i odczynniki
Niezbedne
. Jatowe probéwki 1,5 ml typu Eppendorf
. Inkubator lub termoblok 50 °C (zalecany Thermomixer firmy Eppendorf)

. Worteks, wirdwka

Opcjonalne

. RNAza (nr kat. 1006-10, 1006-50)

. Statyw Gravity flow (nr kat. 008-1)
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Wazne informacje

° Po uzyciu buforu elucyjnego E nalezy zawsze szczelnie zakrecac pojemnik. Sktadniki buforu elucyjnego E
ulegaja rozktadowi przy dtugotrwatym kontakcie z powietrzem. Bufor elucyjny E nalezy zawsze
przechowywac¢ w temp. 2-8 °C.

Protokot izolacji

1. Zwirowac¢ maksymalnie 500 pl nocnej hodowli bakteryjnej. Usunaé supernatant.
Osad bakteryjny zawiesi¢ w 100 pl buforu BS do zawieszania bakterii.

2. Dodac po 10 pl lizozymu i 5 pyl mutanolizyny.

Synergizm dziatania mutanolizyny i lizozymu prowadzi do zwiekszonej wydajnosci lizy komérek bakterii z rodzaju:
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria.

Catosé wymieszac i inkubowac przez 20 min w temp. 50 °C.
838 Dodac po 400 pl buforu lizujacego LSU i 20 pl proteinazy K.

4. Probke zworteksowac i inkubowac przez 10 min w temp. 50 °C. Podczas inkubacji prébki kilkakrotnie
worteksowac.

Inkubacje mozna przeprowadzi¢ w urzadzeniu Thermomixer firmy Eppendorf lub jego odpowiedniku przy parametrach
ciagtego mieszania 1400 RPM.

Opcjonalne usuwanie RNA: do prébki nalezy dodac po 5 pl RNAzy (10 mg/ml) (nie ma w zestawie). Catos¢ wymieszac i
pozostawic probke na 5 min w temp. pokojowe;j.

5. Podczas inkubacji przygotowac kolumny Micro AXD przez doktadne zamocowanie ich do probéwek
odbieralnikowych i umieszczenie w pozycji pionowej w statywie.

Zdjecie pogladowe:
umieszczenie kolumn i probdwek odbieralnikowych w statywie Gravity flow.

6. Nanies¢ po 500 pl roztworu réownowazacego K1G na kolumne Micro AXD.
Poczekad, az roztwor przestanie kapac z kapilary.

Dobra praktyka jest nanoszenie roztworu K1G na $cianke kolumny tak, aby unikna¢ przypadkowego zablokowania
przeptywu kolumny przez babelek powietrza uwigziony migedzy ztozem a naniesionym roztworem K1G.
Kolumna jest gotowa do uzytku, gdy roztwor przestanie kapac z kapilary.
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Po inkubacji probke worteksowac przez 2 min przy 1000-1500 RPM.
Jest to kluczowy krok dla wydajnosci DNA.

Wirowac przez 10 s przy 8000 x g w celu usuniecia resztek materiatu z wieczek probéwek.

Nanies¢ probke na zréwnowazong kolumne Micro AXD.

Poczekac, az lizat przejdzie przez kolumne Micro AXD pod wptywem sit grawitacji.

Zwykle trwa to do 10 min.

Predkos¢ przeptywu przez kolumne uzalezniona jest od zawartosci DNA w prébce. Im wiecej DNA, tym wolniejsza
predkos¢ przeptywu.

Rozwigzywanie problemoéw z predkoscia przeptywu lizatu - str. 6.

Uwaga: dotyczy punktéw 8-10 protokotu izolacji

. W przypadku izolacji DNA z mniejszej ilosci préb (do 10) nalezy obserwowac czy lizat w catosci przeszedt
przez kolumne. Gdy roztwor przestanie kapac z kapilary, nalezy przejs¢ do kolejnego punktu protokotu
izolacji.

. W przypadku izolacji DNA z wigkszej ilosci prob (ponad 10) zalecamy odczekanie do 10 min, zamiast

obserwacji procesu w poszczegdlnych kolumnach.

Nanies¢ po 600 pl pierwszego roztworu ptuczacego W1G na kolumne Micro AXD.
Poczekad, az roztwor przestanie kapac z kapilary.

Nanies¢ po 500 pl drugiego roztworu ptuczacego W2 na kolumne Micro AXD.
Poczekad, az roztwor przestanie kapac z kapilary.

Przed uzyciem buforu elucyjnego E zalecamy przeprowadzenie testu funkcjonalnosci - str. 6.

Nanies¢ po 60 pl buforu elucyjnego E na kolumne Micro AXD.
Zostawi¢ na 5 min w temp. pokojowe;j.

Krok ten ma celu zmniejszenie catkowitej objetosci eluatu, poniewaz martwa objetos¢ kolumny wynosi okoto 60 pl.
Po uzyciu buforu elucyjnego E nalezy zawsze szczelnie zakreca¢ pojemnik. Sktadniki buforu elucyjnego E ulegaja

rozktadowi przy dtugotrwatym kontakcie z powietrzem. Bufor elucyjny E nalezy zawsze przechowywac w temp. od 2-8 °C.

Przygotowac probéwki elucyjne - moga to by¢ 1,5 ml probdwki typu Eppendorf (nie ma w zestawie).
Nanies¢ na dno probéwek po 5 pl buforu zobojetniajacego N.

Zobojetnianie prébek DNA - str. 6.

Przenies¢ kolumny Micro AXD do przygotowanych probéwek elucyjnych.

Przed uzyciem buforu elucyjnego E zalecamy przeprowadzenie testu funkcjonalnosci - str. 6.

Nanies¢ po 120 pl buforu elucyjnego E na kolumne Micro AXD..
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Poczekac 10 min, az bufor wyptynie z kolumny Micro AXD.

Po 10 min sprawdzi¢ czy bufor przeszedt przez kolumne Micro AXD. Jezeli tak sie nie stato, oznacza to bardzo duzg ilos¢
DNA w prébce. W takim przypadku zaleca sie odwirowanie probéwki z kolumna przez 30-60 s przy 5000 RPM.

Po uzyciu buforu elucyjnego E nalezy zawsze szczelnie zakrecac¢ pojemnik. Sktadniki buforu elucyjnego E ulegaja
rozktadowi przy dtugotrwatym kontakcie z powietrzem. Bufor elucyjny E nalezy zawsze przechowywaé w temp. od 2-8 °C.

15. Usuna¢ kolumne Micro AXD, zamknac¢ probdwke elucyjna. Przechowywaé DNA do czasu dalszych analiz.

Problem z predkoscia przeptywu lizatu

problem przyczyna rozwiazanie
wolny przeptyw prébki przez bardzo duza ilos¢ DNA w prébce - kolumne Micro AXD umiesci¢ w
kolumne Micro AXD probdéwce typu Eppendorf i odwirowac.

- przy kolejnej izolacji nalezy zmniejszy¢
ilos¢ badanej prébki o potowe.

pecherzyki powietrza w drenie niedoktadne zamocowanie kolumny | - “dokrecenie” kolumny Micro AXD.
probéwki odbieralnikowej Micro AXD na probéwce - pecherzyki powietrza mozna usunaé
odbieralnikowe;j przez uniesienie probéwki z kolumna

Micro AXD na 1-2 cm i jej opuszczenie.

Zobojetnianie probek DNA

Bufor elucyjny E jest silnie alkaliczny i po zamrozeniu moze powodowac degradacje DNA. Z tego powodu konieczne jest
stosowanie buforu zobojetniajacego N. Z naszej praktyki laboratoryjnej wynika, ze najwygodniej jest doda¢ bufor
zobojetniajacy N przed elucjg DNA, do pustej probéwki elucyjnej.

W trakcie elucji, zawieszone w buforze elucyjnym DNA wymiesza sie z buforem zobojetniajacym N i ulegnie
natychmiastowej neutralizacji. Bedzie zawieszone w roztworze 10 mM Tris pH 8,5.

Jezeli bufor zobojetniajacy N nie zostat dodany przed elucjg DNA, to mozna dodac go po zakonczonej izolacji - przed
zamrozeniem probek DNA.

Test funkcjonalnosci buforu E

Bufor elucyjny E ma kluczowy wptyw na wydajnos¢ elucji DNA. Jego prawidtowe dziatanie mozna sprawdzi¢ za pomoca
roztworu T wchodzacego w sktad zestawu.

Kiedy przeprowadzic test funkcjonalnosci:

- Bufor E nie byt uzywany przez min. 2 miesiace.

- Bufor E byt przechowywany w temp. pokojowej przez min. 2 tygodnie.
- Fiolka zawierajaca bufor E nie zostata szczelnie zamknieta po uzyciu.

Test funkcjonalnosci:
Przenies¢ 20 pl buforu E do probéwki PCR; dodaé po 2 pl roztworu T; catos¢ wymieszaé, poczekac 2 min.
Poréwnac kolor mieszaniny ze zdjeciem przedstawiajacym kolory referencyjne.
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Technologia Gravity flow
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Informacje Bezpieczenstwa
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NIEBEZPIECZENSTWO

Proteinaza K

H315 Dziata draznigco na skére.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

H334 Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.
H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

P342+P311 W przypadku wystapienia objawdw ze strony uktadu oddechowego skontaktowac sie z
Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.

UWAGA

LSU bufor lizujacy

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

dap

NIEBEZPIECZENSTWO

E bufor elucyjny

H314 Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia oczu.

P280 Stosowac rekawice ochronne/ odziez ochronna/ ochrone oczu/ ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukaé.

P310 Natychmiast skontaktowac sie z Osrodkiem Zatru¢ lub lekarzem.
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