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Syngen Stool DNA Mini Kit

Zawarto$¢ opakowania i warunki przechowywania

Syngen Stool DNA Mini zestaw SY271010 SY2710m

Kit demo

Liczba izolacji 4 50 100
Bufor DLS1 1,8 ml 20ml 40 ml
Bufor DLS2 1,2ml 7ml 14 ml
Bufor DLS3 1,2ml 15 ml 30 ml
Bufor DWS 1,5mlx2 20ml 40 ml
Bufor DPZ 1,5ml 20ml 35 ml
Bufor DE 1,5 ml 15 ml 30 ml
Proteinaza K 1,1 mg 11mg 11 mgx2
Kolumienki DS 4 szt 50szt. 100 szt.
Probowki do kulek 4 szt. 50szt. 100 Szt.
Probéwki 2 ml 8szt. 100szt. 2005zt
Probowki 1,5 ml 4 szt. 50szt. 100 Szt.

Kolumienki DS, a takze wszystkie roztwory poza
rozpuszczong proteinaza K, powinny by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Proteinaze K po rozpuszczeniu nalezy przechowywaé w
4°C.

Sprzet i odczynniki potrzebne do wykonania procedury, a
niedostarczone z zestawem

- Etanol (96-100%)

- Probéwki 1.5 mli2 ml (eppendorfki)

- Statyw

- Sterylne koncéwki do pipet (najlepiej z filtrem)

- Pipety automatyczne nastawne

- Mikrowiréwka

- Worteks

- Dwie taznie wodne, bloki grzejne lub termomiksery
(jeden na 60°C, drugi na 70°C)

- Pokruszony l6d

Przygotowanie odczynnikéw przed pierwszym uzyciem
Proteinaza K

Proteinaza K jest dostarczana w postaci liofilizowanej.
Aby przygotowac porcje roztworu roboczego, probéwke
zawierajaca liofilizat proteinazy K nalezy krétko zwirowad,
dodac
e 110 ul wody destylowanej (czystosci do PCR) —do
probéwkiz1,1 mg
e 1,1 mlwody destylowanej (czystosci do PCR) —do
probéwkiz11 mg
Nastepnie zamkna¢ probéwke i doktadnie wymiesza¢, az
do catkowitego rozpuszczenia. Po  rozpuszczeniu
roztwér roboczy proteinazy K nalezy przechowywaé w
temperaturze 4°C.

Bufor ptuczacy

Bufor ptuczacy DPZ jest dostarczany jako koncentrat.
Przed pierwszym uzyciem dodaj do niego odpowiednig

ilos¢ etanolu (96-100%) i starannie wymieszaj. Ponizsza
tabela  przedstawia sposéb  przygotowania buforu
ptuczacego.

Syngen Stool DNA zestaw  SY271010 SY271011
Mini Kit demo

Liczba izolagji 4 50 100
Objetosc etanolu, jaka 6 ml goml 140 ml

nalezy dodac do
koncentratu buforu
ptuczacego DPZ

Bufor DPZ po dodaniu etanolu powinien by¢ szczelnie
zamkniety i przechowywany w temperaturze pokojowej.
Przed rozpoczeciem procedury zawsze wymieszaj
rozpuszczony bufor przez obrécenie butelki kilka razy.

Materiat wyjsciowy

llos¢ materiatu na1izolacje: do 200 mg lub 200 pl prébki.

Zanim zaczniesz

1. Do buforu DPZ dodaj odpowiednig ilos¢ 96-
100% etanolu.

2. Przygotuj roztwér proteinazy K.

3. Nastaw taZznie wodne, bloki grzejne Ilub
termomiksery: jeden na 60°C, drugi na 70°C.

. Podgrzej bufor do elucji DE do 60°C.

5. Jezeli w buforze DLS1 wytracit sie precypitat,
rozpus¢ go inkubujac w 60°C przez 10 minut i
mieszajac.

PROTOKOL

1. W1,5ml probéwce z kulkami umies¢ do 200 mg
prébki katu i potéz na lodzie. Jesli probka jest
ptynna, zastosuj 200 pl materiatu.

2. Dodaj 300 pl buforu DLS1 i 20 ul proteinazy K.
Zamknij probéwke i wymieszaj na worteksie
przez 5 minut.

3. Inkubujw 60°C przez 20 minut.

Podczas inkubacji zworteksuj prébke co 5 minut.
Jezeli izolujesz DNA z zawartych w prébce
bakterii gram (+), przeprowadZ dodatkowg

inkubacje w 95°C przez 5 minut.

4. Zwiryj krétko probéwki, aby usungé krople z
wieczka.

5. Doprowadz prébke do temperatury pokojowe;.
6. Dodaj 100 pl buforu DLS2, zamknij wieczko i
zworteksuj, a nastepnie inkubuj na lodzie przez 5

minut.

7. Wiryj przez s minut z predkoscig 18.000 x g.
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8. Przenie$ supernatant do nowej 1,5 ml probowki
(nie dostarczono). Wyrzué probéwke z osadem.

9. Zworteksuj bufor DLS3, a nastepnie dodaj 200 l
tego buforu do prébki, zamknij wieczko.
Zworteksuj probke i inkubuj przez 2 minuty w
temperaturze pokojowej.

tatwiej pipetuje sie bufor DLS3 tipsem 1ml z
obcietg koncéwka.

10.  Wiryj przez 2 minut z predkoscig 18.000 x g.

11. Przenie§ do nowej, 1,5 ml probéwki (nie
dostarczono) 250 ul supernatantu. Wyrzué
probéwke z osadem.

|:> Opcja: trawienie RNA. Jezeli potrzebujesz
DNA wolne od RNA, dodaj 1 pl RNazy A100
mg/ml (nie dostarczono), zamknij wieczko i
wymieszaj. Inkubuj przez 2 minuty w
temperaturze pokojowej.

12. Zwiryj krétko probéwki, aby usungé krople z
wieczka.

13. Dodaj 250 pl buforu DWS i 250 pl etanolu.
Zamknij probowke i wymieszaj pulsacyjnie na
worteksie.

14. Umies¢ kolumienke DS w probéwce 2 ml
(dostarczono). Przenie§ cato$¢ materiatu na
kolumienke DS. Zamknij wieczko.

15. Wiryj przez 1 minute z predkoscig 18.000 x g.
Odrzu¢ supernatant, a kolumienke przenies do
nowej probéwki 2 ml (dostarczono).

16. Dodaj do  kolumienki 750 ul buforu DPZ,
zamknij wieczko. Wiruj przez 1 minute z
predkoscig 18.000 x g. Odrzu¢ supernatant, a
kolumienke przenie$ z powrotem do probowki.

17.  Powtdrz krok 16.

18. Wiryj kolumienke przez 3 minuty z predkoscig
18.000X g.

19. Przenie$ kolumienke do nowej 1,5 ml probowki
(dostarczono). Na srodek membrany dodaj 50-
200 pl uprzednio podgrzanego buforu do elugji
DE i inkubuj w RT przez 2 minuty. Zamknij
wieczko.

20. Wiruj przez 1 minute z maksymalng predkoscig
(18.000 x g). Ostroznie wysun kolumienke i
zamknij probéwke z wyeluowanym DNA.
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