MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit

Kat. ¢. ZP02006 Doba zpracovani: 55-65 minut pro MagPurix 12S

55-75 minut pro MagPurix 24

Pouziti Souprava MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit je urcena pro izolator
MagPurix, pro extrakci DNA z forenznich vzorkd

Aplikace Nukleové kyseliny extrahované pomoci soupravy MagPurix Forensic DNA
Extraction Kit MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit |ze pouzZit v fadé
naslednych aplikaci véetné: PCR, gPCR, Sekvenovani (NGS), Microarray, RFLP,
Southern Blot Analyza

Pocet testl 48 extrakci

Slozky soupravy

Slozky soupravy Z2P02010-48
Reagencni kazeta 48 ks (6x8)
Reakéni komora 48 ks (6x8)
Drzéak hrotu 48 ks (6x8)
Spicka s filtrem 50 ks (50x1)
Prorazeci hrot 50 ks (50x1)
Zkumavka na vzorky (2 ml) 50 ks (50x1)
Eluéni zkumavka (1,5 ml) 50 ks (50x1)
BL2 pufr 1ks (25 ml)
Carové kédy programu 1ks
Privodce 1ks
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Obsah reak¢ni kazety

Ve | i SN
L] A% 1 1 n & N 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
jamka 1 Roztak proteinazy K 40 ul
jamka 2 Lyzacni pufr 3 720 pl
jamka 3 Vazebny pufr 1 720 ul
jamka 4 Roztok magnetickych partikuli 800 pl
jamka 5 Promyvaci pufr 1B 1000 pl
jamka 6 Promyvaci pufr A 1000 ul
jamka 7 Promyvaci pufr B 1000 pl
jamka 8 Eluéni pufr 1 1000 pl
jamka 9 Elu¢ni pufr 2 1000 ul
jamka 10 prazdna
Skladovani Souprava MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit by méla byt skladovana pfi

pokojové teploté (15-25° C). Kazety s reagenciemi nikdy nezamrazujte. Za
téchto podminek jsou soupravy stabilni po dobu 18 mésica.

Izolované purifikovanoué nukleové kyseliny skladujte pred provedenim
nasledné analyzy pfi 4°C (kratkodobé, méné nez 10 dni) nebo ji rozdélte na
Casti a uchovavejte pfi-70 ° C (dlouhodobé).
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Vychozi material

e Bakterialni peleta / kolonie z kultury, télesné tekutiny bez bunék, kapalna
transportni média, mo¢, Zivotni prostredi (voda, plida atd.)

e Pro poutiti s tkani fixovanou parafinem, doporuc¢ujeme extrahovat DNA pomoci
extrakéni soupravy MagPurix FFPE DNA (ZP02009)

e Pro poutiti s tkani, doporucujeme pouZit soupravu MagPurix Tissue DNA
Extraction

e Typy a mnozstvi vychoziho materidlu pro pouziti v purifikaénich postupech
bakterialni DNA MagPurix jsou uvedeny v nasledujici tabulce,

Typ vzorku Cikova NK Objem vzorku (objem Elu¢ni objem
vychoziho materialu)

Bakteridlni peleta Genomova DNA | 200-400ul / aZ 10° bakterii 50-300 pl
(0k0|0 OD600=3)

Bakterialni kolonie 200-400 pl/1-3 kolonie

Tkan 200-400 pl/1-30mg

Mo¢ 200-400 pl/5-50ml moci

Télesné tekutiny bez bunék 200-400 pl/tekutiny

Kapalna transportni média 200-400 pl/média

POZNAMKA: Pfed extranci upravte objem vzorku na pozadovanou hodnotu pomoci BL2B pufru

P¥iprava vzorku

e Pozadavky na pfipravu vzorkd jsou velmi zavislé na typu vychoziho materidlu.
Kvali rozdilim v konzistenci a viskozité mohou i podobné typy vzorkd
vyzadovat rliznou manipulaci

e  Pufr BL2B je urcen na lyzu bakterialnich bunécnych stén * (dodava se v
soupraveé), pouzije se k resuspendaci bakterialni pelety pred extrakci procesu

* Pro mycobacterium spp. (Napf. MTB) pouzijte pro lyzu bakteridlni bunécéné
stény pufr BL3 (pufr BL3 je dodavan v soupravé extrakce ZP02008 MagPurix
TB DNA)
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Tabulka:

Priprava vzorku pro extrakci bakterialnich nukleovych kyselin

Typ vzorku

Procedura

Viskézni vzorky
Napt. BAL, sputum nebo
ostatni mukdzni vzorky

Doporucend predbézna Uprava: zkapalnéni

1. Pftipravte Cerstvy zasobni roztok DTT ke zkapalnéni *
(napf. 5x koncentrace DTT koncentrace je asi 0,75%)

2. Upravte konecnou koncentraci DTT ve vzorku na 0,15% ptidanim
zasobniho roztoku DTT.

3. Inkubujte vzorek (napf. za stalého tfepani pti 850 otackach za
minutu po dobu 30 minut pfi teploté 37 ° C), dokud se neda
snadno pipetovat.

4. Centrifugujte bakterie do pelety pfi 14 000 x g po 10 minut

5. Odstranite supernatant a pfidejte k peleté 220ul pufru BL2B

6. Preneste 200 ul do vzorkové zkumavky (dodava se v soupravé)

* Zkapalnéni by mohlo byt provedeno pouZzitim jinych roztokd, jako je

NALC (N-acetyl-L-cystein) -NaOH nebo jiné latky, které mohou travit
slizni¢ni material

U velkych objemnych
vzorku tekutin, které
maji nizké nebo neznamé
bakterialni zatéze

napr. moc, voda
shromdazdéna z bazénu /
fi¢niho potoka / véze

Doporucena predbézna uprava: odstiedéni

1. Centrifugujte vzorek po dobu az 10 minut pti 20 000 x g, abyste
koncentrovali bakteridlni bunky v peleté

2. Vyhodte supernatant a resuspendujte peletu v 220 pl BL2B*
3. Pfeneste 200 ul do zkumavky na vzorky (doddva se v soupravé)

* Pokud byla v peleté pisek nebo jina viditelna ¢astice, znovu odstredte
po oSettfeni pufrem BL2B nebo odfiltrujte prach.

Pro bezbunécné télesné
kapliny
napr. CSF,BAL, aspiraty

Doporucena piredbézna uprava:
Metoda 1 - odstfedéni
1. Centrifugaci stoCte bakterie do pelet pfi 14000 x g po dobu 10 min

2. Resuspendujte bakteriadlni pelety v 220 pl pufru BL2B

3. Preneste 200 pl suspenze do zkumavky na vzorky (dodava se v
soupraveé)
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Metoda 2 - Bez odstfedéni

1. Pfeneste 200 pl vzorku do 1,5 ml centrifugacni zkumavky
2. Pridejte 200 pl pufru BL2B do vzorku (1: 1)

3. Michejte pomoci vortexu po dobu 5-10 s

4. Pfeneste 400 pl vzorku do zkumavky na vzorky (doddva se v
souprave)

Stéry

Napt. ocni, nasalni,
hrtanové nebo ostatni
stéry

Metoda 1

1. Vzorky odeberte a preneste do 2 ml PBS obsahujiciho bézny fungicid.
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté

2. Bakteridlni pelety ziskate centrifuguji pri 14000 xg po dobu 10 minut

3. Resuspendujte bakterialni pelety v 220 pl pufru BL2B (dodava se v
soupraveé)

4. Preneste 200 pl suspenze do zkumavky pro vzorky (dodava se v
soupraveé)

Metoda 2 - bez odstredéni

1. Tampon vzorku umistéte do 440 pl pufru BL2B, inkubujte 30 minut
pfi pokojové teploté

2. Pfeneste 400 ul do zkumavky pro vzorek

Pro nékteré gram-
pozitivni bakterialni
druhy.

Zvlasté u vzorku, které

obsahuji castice.
napf. stolice

Doporucena predbézna tprava: Mechanicka homogenizace
Postupujte podle pravidelnych postupli homogenizace v laboratofi.

Pro nékteré typy vzork( lze vytéZznost DNA zlepsit provedenim tohoto
kroku homogenizace pred pridanim pufru BL2B a proteinasy K

Izolace genomové DNA
ze suspenze bakteridlni
kultury

1. Napipetujte 1 ml bakterialni kultury do 1,5 ml mikrocentrifugaéni
zkumavky a centrifugujte pfi 5000xg po dobu 5 minut

2. Vyhodte supernatant

3. Pridejte 220 pl pufru BL2B do pelet a promichejte vortexem po
dobu 5-10 sekund

4. Preneste 200 pl suspenze do zkumavky pro vzorky (dodava se v
soupraveé)

Izolace genomové DNA z
bakterialni kolonie na
misce

1. Preneste 1-3 bakteridlni kolonie z kultivaéni desky s inokulaéni
smyckou a suspendujte v 220 ul BL2B za intenzivniho michani

2. Preneste 200 pl suspenze do zkumavky pro vzorek
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Inaktivace patogennich Doporucend predbéind uprava: prevareni
mikroorganismu
1. Inkubujte vzorky pfi 95 ° C po dobu 10 minut

2. Kratce odstredte, abyste ziskali Uplny objem vzorku ve spodni ¢asti
zkumavky

3. Nechte vzorky vychladnout nebo ochladit na ledu a potom
pokracujte podle nasledujicich krokd podle typu vzorku

Vytézek purifikované Vytézky DNA zdvisi na typu vzorku, poctu bakterii ve vzorku a protokolu
DNA pouzitém pro CiSténi DNA
Vysledek

(1) Skalovatelnost

Souprava MagPurix Bacterial DNA Extraction kit byla pouZzita pro extrakci NK z kultur Escherichie. coli
(ATCC25922) a Staphylococcus aureus (ATCC27154) v LB broth médiu pfi rizné bakteridlni hustoté
(zmérte optickou hustotu pfi 600 nm, ODsno). Bylo pouZito 200 ul bakteridlni kultury pro extrakci a
definovan eluat v objemu 100 pl. Celkovy vytéZzek nukleové kyseliny s riznou bakterialni hustotou byl
méren spektrofotometrem Nanodrop 2000 UV-Vis (obr. 1a a 2a) a analyzovan elektroforézou na 1%
TAE agarosovém gelu (obr. 1b a 2b). Vysledek ukazal, Ze extrakce nukleovych kyselin v gram-
negativnich (E. coli) a gram-pozitivnich (S. aureus) méla vynikajici skalovatelnost.

Fig.1a E. coli
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Fig.2a
Staphylococcus aureus
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(2) Citlivost

Bylo pfipraveno sériové redéni kultury Staphylococcus aureus (ATCC27154) v rozmezi 109-101 kopii /
ml). 200 pl vzorku byl extrahovan a eluovan do 100 pl. 25 pl eludtu bylo pouZito pro SYBR Green real-
time PCR reakci, ktera detekuje specificky gen Staphylococcus aureus. Pti detekci kontaminace (asi 5
kopii na PCR reakci) Ize detekovat az 20 kopii (pFiblizné 10% kopii / ml bakterie ve vzorku), coz

dokazuje vynikajici citlivost a linearitu izola¢niho postupu (obr. 3a a 3b)

Obr. 3a
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Obr. 3b

Kontroly / interni kontrola

PouZiti vhodnych kontrol pro naslednou analyzu:

Typ

Popis

Umisténi

Pozitivni kontrola

Pouziti vzorku pozitivniho pro cil

VloZte do zkumavky pro vzorek

Negativni kontrola

Pouziti vzorku negativniho pro cil
nebo vodu (NTC)

VloZte do zkumavky pro vzorek

Interni kontrola (IC)

Pouziti definovaného mnozstvi
kontroly

Umistéte do zkumavky na vzorky
nebo do kulaté jamky reakéni
komory

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni kvality spolecnosti ZINEXTS, ktery je certifikovan podle ISO, kazda rada

soupravy MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit je testovana na zédkladé pfedem stanovenych
specifikaci pro zajisténi konzistentni kvality produktu.
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