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Protocol extractie ADN din Sputa

Se adauga 250 pl de sputa in ZR BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm).

Se adauga 750 pl de ZymoBIOMICS™ Lysis Solution in ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm).
Se adauga 20 pl de Proteinase K in ZR BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm) si se incubeaza
la 55°C timp de 30 de minute.

Se plaseaza tubul cu proba orizontal pe un shaker (Genie 2 50 Hz Vortex) si se mixeaza timp de 40
de minute la 2700 de rotatii/min.

Se centrifugheaza ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm) intr-o microcentrifuga la 10000 x
g timp de 1 minut.

Se transfera 400 pl de supernatant in Zymo-Spin™ IlI-F Filter introdus in tubul de colectare si se
centrifugheaza la 8000 x g timp de 1 minut. Se aruncd Zymo-Spin™ llI-F Filter.

Se adauga 1200 pl de ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer in tubul de colectare si se amesteca
bine cu pipeta.

Se transfera 800 pl de amestec in Zymo-Spin™ IICR Column introdusa in tubul de colectare si
se centrifugheaza la 10000 x g timp de 1 minut.

Se arunca continutul tubului de colectare si se repeta pasul 8.

Se adauga 400 pl de ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1 ih Zymo-Spin™ IICR Column introdusa Tn
tubul nou de colectare si se centrifugheaza la 10000 x g timp de 1 minut. Se arunca continutul
tubului de colectare.

Se adauga 700 ul de ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 in Zymo-Spin™ IICR Column introdusa in
tubul de colectare si se centrifugheaza la 10000 x g timp de 1 minut. Se arunca continutul tubului
de colectare.

Se adauga 200 ul de ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 in ZymoSpin™ IICR Column introdusa in
tubul de colectare si se centrifugheaza la 10000 x g timp de 1 minut.

Se transfera Zymo-Spin™ IICR Column intr-un tub de 1.5 ml si se adauga 75 ul de ZymoBIOMICS™
DNase/RNase Free Water in mijlocul colonitei. Se incubeaza timp de 1 minut, apoi se
centrifugheaza la 10000 x g timp de 1 minut, obtinanu-se ADNul eluat.

Se adauga 600 pl de ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution Tn Zymo-Spin™ III-HRC Filter introdus in
tubul de colectare. Se centrifugheaza la 8000 x g timp de 3 minute.

Se transfera ADNul eluat la pasul 14 in Zymo-Spin™ llI-HRC Filter introdus intr-un tub de 1.5 ml si
se centrifugheaza la 16000 x g timp de 3 minute.

ADNul obtinut se cuantifica si se utilizeaza in urmatoarele etape.



