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REAL MICROBIOME FECAL DNA KIT

Kat.¢. RBMEGS16 50 testd

1. UvoD
Real MICROBIOME Fecal DNA kit byl navrzen pro rychlé a Gcinné cisténi mikrobialni DNA z:

a) aZ 200 mg cerstvych a zmrazenych vzorka stolice lidské nebo zvifeci.
b) Homogenat stolice od 0,50 do 1,0 g stolice a stabilizovany v 8 ml Real STOOL Sample Collection Kit

PFi tomto postupu jsou mikroorganismy ucinné lyzovany kombinaci tepla, chemického a mechanického naruseni
se specializovanymi kulickami. Inhibitory jsou eliminovany srazenim pomoci propietarniho cisticiho pufru. Vzorek
se pak aplikuje na mikrospinovou kolonku a DNA, kterd je vdzdna na kolonku, prochazi pred eluci jednim
promyvanim.

Vlastnosti:

NavrZeno pro rychlé a snadné ¢isténi mikrobialni DNA z rGznych typi vzorka stolice.

Metoda optimalizované lyzy - Kombinace tepelné, chemické a mechanické lyzy prostfednictvim
homogenizace na bazi perlicek umoznuje izolaci DNA z kvasinek, hub, gramnegativnich a
grampozitivnich bakterii.

Eliminuje inhibi¢ni latky, véetné lipid, polysacharidii a hemu.

Neni nutna extrakce fenol/chloroformem ani sraZeni ethanolem.

Aplikace:

Analyza mikrobiomu
PCR aplikace
Analyza RFLP
Typizace patogent

Analyza mutaci

REAL je ochranna znamka zapsana spolecnosti Durviz, s.l.
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2. SLOZKY SOUPRAVY

CTAB extrakéni pufr 50 ml Pokojova teplota
EC pufr 10 ml Pokojova teplota
Binding Buffer 15 ml Pokojova teplota
Deinhibi¢ni pufr* 18 ml Pokojova teplota
Promyvaci pufr * 10 ml Pokojova teplota
Elucni pufr 10 ml Pokojova teplota
Perlicky - mikrozkumavky 50 jednotek -20°C

Proteinaza K* 30 mg Pokojova teplota
Mikrobialni DNA Kolony 50 jednotek Pokojova teplota
Sbérné zkumavky 100 jednotek Pokojova teplota

+ Tyto roztoky musi byt pfipraveny tak, jak je uvedeno v ¢asti ,,Pfedbéina priprava protokolu“.

POTREBNE VYBAVENI A DALSI CINIDLA

e  Mikrocentrifuga.

e Mikrocentrifugacni zkumavky, bez DNazy, 1,5 mla 2,0 ml

e Ethanol 100%.

e Tepelny blok, sucha lazer nebo vodni lazen (70 °C).

e Pro homogenizaci perlicek: hands-free adaptér pro vortex, s horizontdlni orientaci zkumavek,
doporucujeme Vortex Genie 2.

e (Volitelné) alternativa k homogenizaci perlicek vortexem: Bead mill pro homogenizaci perlicek.

REAL je ochranna znamka zapsana spolecnosti Durviz, s.l.
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3. PROTOKOL

3.1 PredbéZné pfipravy

e Rozpustte proteindzu K v 1,3 ml vody bez nukleaz a skladujte pfi teploté —20 °C. Doporuduje se pripravit
nékolik alikvotl abyste se vyhnuli vice cyklim tani/zmrazeni. Pfi této teploté je stabilni po dobu 1 roku.

e Do deinhibi¢niho pufru se pfida 10 ml 100 % ethanolu . Uchovavejte nadobu uzavienou, aby se
zabranilo odpafovani ethanolu.

e Do promyvaciho pufru se pfida 40 ml 100 % ethanolu. Uchovavejte nadobu uzavienou, aby se zabranilo
odparovani ethanolu.

e  Elucni pufr se predehreje na 70 °C.

3.2 Obecné poznamky

Velikost vzorku

V zavislosti na velikosti vzorku stolice se vzorek zcela promicha, aby se vytvofil homogenni vzorek pfed vazenim
a prenosem vzorku (200 mg) do mikrozkumavky s perlickami.

Souprava je optimalizovana pro zpracovani 200 mg lidskych vykalll. Pro vzorky zvifat se doporucuje se snizit
mnozstvi vzorku (80-100 mg), coz mize vést k lepsim vysledkdm.

Velmi suché vzorky (mys, krélik atd.) mohou absorbovat CTAB extrakéni pufr, tak, Ze po prvni centrifugaci se
vytvori nedostatecné mnozstvi vzorku. V téchto pripady, se doporucuje zmensit velikost vzorku (60-80 mg) a
zvysit objem CTAB extrakcéniho pufru.

Pokud nepracujete se standardnimi vzorky stolice, doporucuje se vyhodnotit pocate¢ni mnozstvi potfebného
vzorku, jakoZ i extrakcni pufr CTAB, ktery ma byt pouzit tak, aby bylo mozné ziskat 600 pl lyzatu v prvnim kroku
odstredovani (krok 4 protokolu).

Vzorky lidské stolice mohou obsahovat nestraveny potravinovy material, tyto ¢astice by nemély byt prenaseny
do mikrozkumavky s kulickami.

Lyza vzorku

Postup je optimalizovan pouzitim "perlicek" ve vortexu s horizontalnim michanim (Vortex Genie 2 nebo podobny).
Ujistéte se, Ze adaptér vortexu umoznuje horizontdlni michani.

Adaptéry s vertikalni orientaci zkumavek nemichaji spravné.

MizZete pouzit homogenizatory "Bead mil", jako jsou FastPrep, Precellys a dalsi, ale podle pokyni vyrobce pro
optimalizaci lyzy vzorku.

DULEZITE: Mnoho modernich disrupénich zafizeni mGZe mit pfili§ velkou energii pro zkumavky s perlickami.
V zavislosti na typu zkumavky a obsahu Castic (perlicky, objem kapaliny, typ vzorku), zvlasté vysoka frekvence
tfeseni a / nebo dlouha doba tfepdni mlze zplsobit rozbiti zkumavek s perlickami! Je odpovédnosti uZivatele
provést pocatecni test stability pouzivanych zkumavek s perlickami za danych podminek! Provedte pocatecni
test s vodou misto lyza¢niho pufru a mirnym nastavenim stroje (nizka frekvence, kratka doba), aby se zabranilo
rozliti lyzacniho pufru v ptipadé prasknuti zkumavky.

REAL je ochranna znamka zapsana spolecnosti Durviz, s.l.
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3.3 Protokol pro extrakci DNA z 200 mg Cerstvé nebo suché stolice

POZNAMKA: Doporuduje se zadit s velkym mnozstvim vzorkd stolice, pokud DNA neni rozlozena homogenné

nebo je ve vzorku v malych mnoistvich. Vzorky mensich rozmérli mohou byt zpracovény celé, pokud je nutné
maximalné eliminovat mozné inhibitory PCR.

Obecné plati, Ze pro dobré vysledky PCR pfi pouZiti minimalniho moZzného mnozstvi DNA objem nikdy nepfresahne
10% koneéného objemu smési PCR. Doporucuje se pridat BSA do vysledné koncentrace 0,1 g / | smési PCR a
pouzit polymerazu HOT Star.

1. 50-200 mg vzorku stolice vloZte do 2,0 ml mikrozkumavky s perlickami. Pfidejte 1,0 ml CTAB extrakéniho
pufru.

2. Vzorek znovu promichejte jednoduchym protifepanim mikrozkumavky nebo mikropipety. Nevortexujte.
Inkubuje se pfi 70 ° C po dobu 10 minut.

3. Homogenizujte mixovanim perli¢ek po dobu 10 minut pfi maximalni rychlosti na Vortex Genie 2 nebo
podobném zafizeni pomoci horizontalniho adaptéru .

4. Odstfedujte p¥i 14 000 ot / min po dobu 5 minut. Pfeneste aZ 600 pl supernatantu do Cisté
mikrocentrifuga¢ni zkumavky.
DULEZITE: Na horni strané plletu z perlicek mazZe byt pfitomna vrstva necistot. Zabraiite pfenosu téchto
ulomku se supernatantem.

5. Pridejte 250 ml EC pufru. Vortexujte. Inkubuje se 5 minut pfi 4 °C

6. Odstredujte pfi 14 000 ot./min po dobu 5 minut. Objevi se peleta a na povrchu vrstva tuku. Zavedte
$picku pipety tak, aby pronikla povrchovou vrstvou tuku, a zachytte 500 ul supernatantu. To je prihledna
zabarvena kapalina (zamezte zachyceni pelety a povrchové vrstvy) a preneste do mikrozkumavky 1,5 ml.

7. Pridejte se 25 pul proteinazy K. Inkubujte pfi 70 °C po dobu 10 minut.
8. Pridejte 250 pl Binding Buffer a kratce vortexujte.

9. Pridejte lyzat do zasobniku kombinované sestavy Mikrobial DNA kolonky a sbérné zkumavky. Odstfedujte
pfi 10 000 ot./min po dobu 60 sekund. Odstrarite sbérnou zkumavku.

10. Umistéte Microbial DNA kolonku do ¢isté sbérné zkumavky, pfidejte 500 pl desinhibiéniho pufru.
Odstredujte pfi 12 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty. Proteklou kapalinu zlikvidujte.

11. Pfidejte 700 pl promyvaciho pufru. Odstfedujte pfi 14 000 ot./min po dobu 1 minuty. Proteklou kapalinu
zlikvidujte.

12. Ususte silica- membranu. Odstfedujte pfi 14 000 ot./min po dobu 3 minut.

13. Vlozte Microbial DNA kolonku do zkumavky o objemu 1,5 ml bez nukledzy (neni souc¢asti soupravy) a
pridejte 100-200 pl elu¢niho pufru predehfatého na 70 °C. Inkubujte pfFi pokojové teploté po dobu 2
minut.

14. Odstfedujte sestavu centrifugacni kolonka-zkumavka pfi 14 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty a
poté kolonku vyhodte. Vycisténa DNA je ve zkumavce.

REAL je ochranna zndmka zapsana spole¢nosti Durviz, s.l.
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3.4 Protokol pro extrakci DNA ze stolice
vzorky STABILIZOVANY do Real STOOL Sample Collection Kit

ODBER VZORKU:

1.

Pomoci lopatky pripojené k vicku odeberte vzorek stolice ze 2-3 rliznych mist a pfeneste vzorky do
konzervaéni tekutiny. Pfiblizné pal lopatky na jeden odbér staci. Kapalina umozriuje stabilizovat 0,5-1,0 g
vzorku. Doporucuje se : V zavislosti na velikosti a vlastnostech vzorku stolice je mozné vzorek zcela
promichat, aby se vytvofil homogenni vzorek timto zplsobem. Pak neni nutné odebirat vzorek ze 3 rliznych
mist.

Nadobu dobre uzavrete a protrepejte, abyste dosahli homogenizace fekalni hmoty konzervacni kapalinou.
V zavislosti na konzistenci fekalni hmoty toho bude dosazeno rychleji pro tvrdé konzistence homogenizaci
pomoci lopatky nebo michanim nadobky kazdy den az do dne extrakce.

Oznacte nddobku se vzorkem stolice celym jménem a datem odbéru.

Zaslete vzorek do laboratore a odeslete jej pfi pokojové teploté. Vzorek je stabilni po dobu nékolika mésict
pti pokojové teploté (15-25 °C) a neomezené dlouho pfi teploté -20 °C —80 °C.

Pro extrakci Ize pouzit nékolik rznych metod, doporucuje se pouZiti nasi sady Real MICROBIOME FECAL
DNA Kit.

EXTRAKCE MIKROBIALNi DNA:

1.

10.

11.

12.

Pfeneste 1,0 ml stabilizovaného vzorku stolice do 2,0 ml mikrozkumavky s perlickami

Pred prenesenim vzorku se ujistéte, Ze vzorek je zcela homogenni Vzorek se znovu promichad jednoduchym
protiepdnim mikrozkumavky nebo mikropipety. Pro preneseni se doporucuje ustrihnout 1000ul sicku, aby
se vytvorilo Sirsi usti a prenést 2x500 ul pri sou¢asném promichdvdni mikropipetou.

Zddny vortex. Inkubuje se pfi 70 ° C po dobu 10 minut.

Resuspendujte vzorek jednoduchym protfepavanim mikrozkumavky nebo mikropipetou. Nevortexujte.
Inkubuijte pfi 70 ° C po dobu 10 minut.

Homogenizujte mixovanim perli¢ek po dobu 10 minut pfi maximalni rychlosti na Vortex Genie 2 nebo
podobném zafizeni pomoci horizontalniho adaptéru .

Odstred’ujte pfi 14 000 ot / min po dobu 5 minut. Pfeneste aZ 600 ul supernatantu do Cisté
mikrocentrifugacni zkumavky.

DULEZITE: Na horni strané pelletu z perli¢ek muze byt pfitomna vrstva neistot. Zabraiite pfenosu téchto
Ulomk se supernatantem.

Pfidejte 250 ml EC pufru. Vortexujte. Inkubujte 5 minut pfi 4 °C

Odstfedujte p¥i 14 000 ot./min po dobu 5 minut. Objevi se peleta a na povrchu vrstva tuku. Zavedte
$picku pipety tak, aby pronikla povrchovou vrstvou tuku a zachytte 500 pl supernatantu. To je prihledna
zbarvena kapalina (zamezte zachyceni pelety a povrchové vrstvy) a preneste ji do mikrozkumavky 1,5 ml.

Pridejte 25 pl proteinazy K. Inkubujte pfi 70 °C po dobu 10 minut.
Pridejte 250 ul Binding Buffer a kratce vortexujte.

Pfidejte lyzat do zasobniku kombinované sestavy Mikrobial DNA kolonky a sbérné zkumavky. Odstfedujte
pfi 10 000 ot./min po dobu 60 sekund. Odstrarite sbérnou zkumavku.

Umistéte Microbial DNA kolonku do Cisté sbérné zkumavky, pridejte 500 pl desinhibi¢niho pufru.
Odstredujte pfi 12 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty. Proteklou kapalinu zlikvidujte.

Ptidejte 700 ul promyvaciho pufru. Odstfedujte p¥i 14 000 ot./min po dobu 1 minuty. Proteklou kapalinu
zlikvidujte.

Ususte silica membranu. Odstfedujte p¥i 14 000 ot./min po dobu 3 minut.

REAL je ochranna zndmka zapsana spole¢nosti Durviz, s.l.
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13. Vlozte Mikrobial DNA kolonku do zkumavky o objemu 1,5 ml bez
nukledzy (neni soucéasti soupravy) a pfidejte 100-200 pl eluéniho pufru predehfatého na 70 °C. Inkubujte
pfi pokojové teploté po dobu 2 minut.

14. Odstfedujte sestavu centrifugacni kolonka-zkumavka pfi 14 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty a
poté kolonku vyhodte. Vycisténa DNA je ve zkumavce.

4. PROVODCE PROBLEMY A MOZNA ODPOVED

V pfipadé jakychkoli pochybnosti nebo dodatecnych otazek tykajicich se protokolu se obratte na technickou
sluzbu spolecnosti Durviz S.L. durviz@durviz.com.

REAL je ochranna znamka zapsana spolecnosti Durviz, s.l.



