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Résumé du protocole (Rev. 21)

NucleoSpin® Tissue

1 Préparer I’échantillon

Couper 25 mg en petits morceaux

2 Lyse de I’échantillon

180 pL T4
25 pL Protéinase K

56 °C,
1-3h

3 Lyse de I’échantillon

200 pL B3

70°C,
10 min

Ajustement des
conditions de fixation

e )| e )| a1

210 pL 96—100 % d’éthanol

5 Fixation de ’ADN

Charger les échantillons

11,000 x g,
1 min
6 Lavage de la 1° lavage 500 uL BW
membrane de silice f\; 2éme |avage 600 uL B5
) 11,000 x g,
1er gt 2éme @ 1 min g
Séchage de la 11,000 x g,
7 membrane de silice @ 1 min
100 pL BE
TA,
8 | Elution d’ADN trés pur 1 min
11,000 x g,
© 1 min
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1 Composants
1.1 Contenu du kit

NucleoSpin® Tissue

10 preps 50 preps 250 preps
REF 740952.10 740952.50 740952.250
Tampon de lyse T1 5mL 20 mL 100 mL
Tampon de lyse B3 10 mL 15 mL 75 mL
Tampon de lavage BW 6 mL 30 mL 150 mL
Tampon de lavage B5 6 mL 12 mL 50 mL
(concentré)
Tampon d’élution BE* 13 mL 13 mL 60 mL
Protéinase K (lyophilisée) ** 6 mg 30 mg 2 x 75 mg
Tampon de protéinase PB 1,8 mL 1,8 mL 8 mL
Colonnes NucleoSpin® 10 50 250
Tissue (anneaux vert clair)
Tubes collecteurs (2 mL) 20 100 500
Manuel d’utilisation 1 1 1

* Composition du tampon d’élution AE : 5 mM Tris/HCI, pH 8,5

** Pour la préparation des réactifs et les conditions de stockage, voir le chapitre 3.
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1.2 Réactifs, consommables et équipements a fournir par
Iutilisateur

Réactifs
e  96-100% d’éthanol
Consommables

e Tubes de microcentrifugation de 1,5 mL pour la lyse des échantillons et I'élution de
I’ADN

e Elimination des déchets cones jetables

Equipment

* Pipettes manuelles

e Centrifugeuse pour microtubes

e Broyeur Vortex

e Equipement pour le broyage et ’lhomogénéisation des échantillons

e Equipements de protection individuelle (blouse, gants, lunettes)

Pour les protocoles additionnels (voir paragraph 6), du matériel supplémentaire peut étre
nécessaire - voir les protocoles additionnels individuels pour plus d’informations.

1.3 A propos de ce manuel

Il est fortement recommandé de lire les paragraphes détaillés du protocole de ce
manuel d’utilisation si le kit NucleoSpin® Tissue est utilisé pour la premiere fois. Les
utilisateurs expérimentés peuvent toutefois se référer au résumé du protocole. Le résumé
du protocole est congu pour étre utilisé uniguement comme un outil supplémentaire de
référence rapide pendant I’'exécution de la procédure de purification.

Toute la documentation technique est disponible sur Internet a I'adresse suivante :
www.mn-net.com.

Veuillez contacter le service technique pour obtenir des informations sur les modifications
apportées au présent manuel d’utilisation par rapport aux révisions précédentes. Note :
Le tampon B3 est désormais livré mélangé au préalable.
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2  Description du produit

2.1 Principe général

La méthode NucleoSpin® Tissue permet de préparer de 'ADN génomique & partir de
tissus, de cellules (p.e., de bactéries) et de nombreuses autres sources. La lyse est
réalisée par incubation de I'échantillon dans une solution de protéinase K/SDS. Les
conditions appropriées pour la fixation de ’ADN sur la membrane de silice des colonnes
NucleoSpin® Tissue sont obtenues par 'ajout de sels chaotropiques et d’éthanol au
lysat. Le processus de liaison est réversible et spécifiqgue aux acides nucléiques. Les
contaminations sont éliminées par un lavage ultérieur avec deux tampons différents.
L’ADN génomique pur est finalement élué dans des conditions de faible force ionique
dans un tampon d’élution Iégerement alcalin.

2.2 Caractéristiques du kit

e NucleoSpin® Tissue est concu pour la préparation rapide et a petite échelle
d’ADN génomique tres pur a partir de n’importe quel tissu, cellule, bactérie,
levure, échantillon médico-légal, sérum, plasma ou autre fluide corporel. Il convient
également a la préparation d’ADN a partir de sang humain ou animal. LADN purifié
peut étre utilisé directement pour la PCR, le Southern blotting ou tout type de
réaction enzymatique.

e e kit permet de purifier jusqu’a 35 ug d’ADN génomique pur avec un rapport Aggy/
Asgo compris entre 1,7 et 1,9. La colonne NucleoSpin® Tissue est capable de fixer
jusqu’a 60 pg d’ADN génomique.

e Pour la lyse de certaines souches bactériennes et de levure, des enzymes
supplémentaires peuvent étre nécessaires, qui ne font pas partie de ce kit. Voir le
protocole additionnel correspondant pour plus de détails.

Table 1: Résumé des caractéristiques du kit

Paramétres NucleoSpin® Tissue
Technologie Technologie membrane de silice
Format Mini colonne a centrifuger
Echantillon d’articles < 25 mg de tissue

10%2-107 cellules en culture

Rendement typique 20-35 pg

Volume d’élution 60-100 pL

Temps de préparation 20 min/preps (hors lyse)

Capacité de fixation 60 ug

Utilisation Réserver a I'usage de la recherche

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 7
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Produit de qualité médico-légale :

NucleoSpin® Tissue is certified as forensic quality product. Consumables

used in forensics need to be treated carefully to prevent DNA contamination.
MACHEREY-NAGEL therefore has a stringently controlled production process

to avoid DNA contamination of consumables. Further, MACHEREY-NAGEL uses
ethylene oxide (EO) treatment to remove amplifiable DNA, which might still be
introduced during the manufacturing process. MACHEREY-NAGEL products
carrying the forensic quality seal, contain plastic materials that are EO treated. This
means, DNA of any kind, which might still be introduced into plastic consumables
during the production process, is inactivated by means of the treatment with
ethylene oxide, in order to prevent the generation of accidental human profile by
PCR amplification. Ethylene oxide treatment has been shown to be the method of
choice to prevent DNA profiles due to DNA contamination (Shaw et al. 2008 ; Figure
1).

uv Gamma Electron beam Ethylene oxide
100% 30% 40% 279 3;/0 13% 87%
% C L3
30% 70%

[ Full profile [ Partial profile (loadable) [l Partial profile (unloadable) [l No profile

Figure 1 Selon Shaw et al, 2008, Comparaison des effets des techniques de stérilisation sur

les profilage d’ADN. Int J Legal Med 122 : 29-33.

2.3 Procédures d’élution

QOutre la méthode standard (taux de récupération d’environ 70 a 90 %), plusieurs
modifications sont possibles pour augmenter le rendement et la concentration. Utiliser le
tampon d’élution pour I'une des procédures suivantes :

Rendement élevé : Effectuer deux étapes d’élution avec le volume indiqué dans le
protocole individuel. Environ 90 a 100 % de I'acide nucléique lié peut étre élué.

Concentration élevée : Effectuer une étape d’élution avec 60 % du volume indiqué
dans le protocole individuel. La concentration d’ADN sera environ 30 % plus élevée
qu’avec I'élution standard. Le rendement de I'acide nucléique élué sera d’environ
80 %.

Rendement et concentration élevés : Appliquer la moitié du volume de tampon
d’élution comme indiqué dans le protocole individuel, incuber pendant 3 min et
centrifuger. Appliquer une deuxieme aliquote de tampon d’élution, incuber et
centrifuger & nouveau. Ainsi, environ 85 a 100 % de I'acide nucléique lié est élué
dans le volume d’élution standard a une concentration élevée.

Elution a 70 °C : Pour certains types d’échantillons, le chauffage du tampon
d’élution a 70 °C augmente le rendement en ADN. .

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21
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L’élution peut également étre effectuée avec un tampon Tris-EDTA (TE) de pH égal ou
supérieur a 8. Cela permet d’accroitre la stabilité de I’ADN, en particulier lors d’un stockage
a long terme et/ou a usage multiple a 4 °C ou a température ambiante, grace a I'inhibition
des DNases omniprésentes. Cependant, 'EDTA interfére, selon la concentration finale,
avec certaines applications en aval. Note : Le tampon d’élution BE (Tris/HCI 5 mM, pH
8,5) fourni avec le kit ne contient pas d’EDTA.

Pour une performance optimale de I'ADN isolé dans les applications en aval, nous
recommandons I'élution avec le tampon d’élution fourni et le stockage, en particulier
a long terme, a -20 °C. Les cycles de congélation-décongélation n’auront aucun effet
sur la plupart des applications en aval. Les exceptions possibles sont la détection de
traces d’ADN ou la PCR a longue portée (p.e., > 10 kbp). Des cycles multiples de
congélation-décongélation ou le stockage de I'ADN a 4 °C ou a température ambiante
peuvent influencer les sensibilités de détection ou les efficacités de réaction en raison du
cisaillement de I’ADN ou de I’adsorption sur les surfaces.

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 9



3 Conditions de stockage et préparation des
réactifs

Attention : Les tampons B3 et BW contiennent du sel chaotropique ! Porter des gants et
des lunettes !

ATTENTION : Les tampons B3 et BW contiennent du chlorhydrate de guanidine qui
peut former des composés tres reactifs lorsqu’il est combiné avec de I'eau de Javel
(hypochlorite de sodium). NE PAS ajouter d’eau de Javel ou de solutions acides
directement aux déchets de préparation des échantillons.

e Tous les composants du kit peuvent étre conservés a une température comprise
entre 15 et 25 °C et sont stables jusqu’a : voir I'étiquette du kit.

e Au cours du stockage, en particulier a basse température, un précipité blanc peut se
former dans le tampon T1 ou B3. Ces précipités peuvent étre facilement dissous en
incubant le flacon a 50-70 °C avant utilisation.

Avant de débuter une procédure NucleoSpin® Tissue, préparer les éléments suivants :

e Tampon de lavage B5 : gjouter le volume indiqué d’éthanol (96 —100 %) au
tampon de lavage B5 concentré. Marquer I'étiquette du flacon pour indiquer que
de I'’éthanol a été ajouté. Le tampon de lavage B5 peut étre conservé a 15-25 °C
pendant au moins un an.

e Protéinase K : ajouter le volume indiqué de tampon protéinase PB pour dissoudre
la protéinase K lyophilisée. La solution de protéinase K est stable a -20 °C pendant
au moins 6 mais.

NucleoSpin® Tissue

10 preps 50 preps 250 preps
REF 740952.10 740952.50 740952.250
Tampon de 6 mL 12 mL 50 mL
lavage B5 Ajouter 24 mL Ajouter 48 mL Ajouter 200 mL
(concentré) d’éthanol d’éthanol d’éthanol
Protéinase 6 mg 30 mg 2 x 75 mg
Ajouter 260 pL de Ajouter 1,35 mL de Ajouter 3,35 mL
tampon protéinase tampon protéinase de tampon pour
protéinase dans
chaque flacon
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4 Instructions de sécurité

Lorsque vous travaillez avec le kit NucleoSpin® Tissue, portez des vétements de protection
appropriés (p.e., blouse de laboratoire, gants jetables et lunettes de protection). Pour plus
d’informations, consultez les fiches de données de sécurité appropriées (FDS disponibles
en ligne sur www.mn-net.com/msds).

Attention : Le chlorhydrate de guanidine dans le tampon B3 et le tampon BW peut former
des composés tres réactifs lorsqu’il est combiné avec de I'eau de Javel | Par conséquent,
ne pas ajouter d’eau de Javel ou de solutions acides directement aux déchets de
préparation d’échantillons.

Les déchets générés par le kit NucleoSpin® Tissue n’ont pas été testés pour détecter
la présence de matériel infectieux résiduel. Une contamination des déchets liquides par
du matériel infectieux résiduel est hautement improbable en raison du tampon de lyse
fortement dénaturant et du traitement a la protéinase K, mais elle ne peut étre totalement
exclue. Par conséquent, les déchets liquides doivent étre considérés comme infectieux et
doivent étre manipulés et éliminés conformément aux reglementations de sécurité locales.

4.1 Elimination des déchets

Eliminer les substances dangereuses, potentiellement infectieuses ou contaminées par du
matériel biologique de maniere sure et conforme aux dispositions reglementaires locales.

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 11



NucleoSpin® Tissue

5

Protocole standard pour les tissus humains ou

animaux et les cellules en culture

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au

chapitre 3.

Set un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1

Préparer I’échantillon

Tissus

Couper 25 mg de tissu humain ou animal en petits
morceaux. Placer [I'échantilon dans un tube de
microcentrifugation (non fourni). Passer a I'étape 2.

Les échantillons difficiles a lyser peuvent étre broyés
sous azote liquide ou traités dans un homogénéisateur
mécanique (Polytron®, Ultra-Turrax®) : Ajouter 25 mg de
tissu dans un tube de microcentrifugation de 1,5 mL (non
fourni), ajouter 50—75 UL de solution saline tamponnée
au phosphate (PBS) et homogénéiser.

Cellules en culture

Remettre en suspension jusqu'a 107 cellules dans un
volume final de 200 yL de tampon T1. Ajouter 25 pL
de solution de protéinase K et 200 pL de tampon B3.
Vortexer pour mélanger et incuber I'échantillon a 70 °C
pendant 10 & 15 min. Passer a I'étape 4.

Lyse de I’échantillon

Ajouter 180 puL de tampon T1 et 25 pL de solution de
protéinase K. Vortexer pour mélanger. Veiller a ce que les
échantillons soient complétement recouverts de solution
de lyse.

En cas de procédure sur plusieurs échantillons, la
protéinase K et le tampon T1 peuvent étre mélanges au
préalable, directement avant I'utilisation. Ne pas mélanger
le tampon T1 et la protéinase K plus de 10 a 15 min avant
de les ajouter a I'échantillon : La protéinase K a tendance
a s'autodigérer dans le tampon T1 en l'absence de
substrat.

¥

+180 pL T1

+25 pL
Protéinase K

Mélanger

12
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Incuber a 56 °C jusqu’a obtention d’une lyse complete
(au moins 1 a 3 h). Vortex de temps en temps pendant
I’incubation ou utiliser un incubateur a paritation.

Les échantillons peuvent également étre incubés pendant
la nuit. SilTADN sans ARN est crucial pour les applications
en aval, une digestion RNase peut étre effectuee : Ajouter
20 uL de solution de RNase A (10 mg/mL) (non inclus ;
voir les informations de commande) et incuber pendant
5 min supplémentaires a température ambiante.

¥

56 °C,
1-3h

ou

56 °C,
pendant une
nuit

Lyse de I’échantillon

Vortexer les échantillons. Ajouter 200 pL de tampon
B3, vortexer vigoureusement et incuber a 70 °C pendant
10 min. Vortexer brievement.

Si des particules insolubles sont visibles, centrifuger
pendant 5 min a grande vitesse (par exemple, 11 000 x g)
et transférer le surnageant dans un nouveau tube de
microtubes (non fourni).

¥

+200 L B3

70 °C,
10 min

Ajustement des conditions de fixation

Ajouter 210 pL ethanol (96-100 %)a I'échantillon et
vortexer vigoureusement.

Apres ['ajout d’éthanol, un précipité filandreux peut
devenir visible. Cela n’affectera pas I'extraction de I'ADN.
Veillez a charger tout le précipité sur la colonne a I'étape
suivante.

SN

+210 pL
d’éthanol

Vortex

Fixation de ’ADN

Pour chaqgue échantillon, placer une colonne NucleoSpin®
Tissue dans un tube collecteur. Appliquer I’échantillon
sur la colonne. Centrifuger pendant 1 mina 11,000 x g.
Jeter le tube collecteur avec le filtrat et placer la colonne
dans un nouveau tube collecteur (fourni).

Si I'échantillon n’est pas aspiré completement a travers
la matrice, répéter I'étape de centrifugation a 11 000 x g.
Jeter le filtrat.

Charger les
échantillons

11,000 x g,
1 min

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21
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6 Lavage de la membrane de silice
500 L BW
o
11,000 x g,
Ajouter 500 pyL de tampon BW. Centrifuger pendant 1 mi: 9
1 min a 11,000 x g. Jeter le filtrat et replacer la colonne
dans le tube collecteur.
+600 L BS
Ajouter 600 pL de tampon B5 a la colonne et centrifuger 11,000 x g,
pendant 1 minute a 11,000 x g. Jeter le filtrat et replacer 1 min
la colonne dans le tube collecteur.
7 Séchage de la membrane de silice
11,000 x g,
Centrifuger la colonne pendant 1 min a 11,000 x g. 1 mir): g
Léthanol résiduel est éliminé au cours de cette étape.
8  Elution d’ADN trés pur
1 L BE
Placer la colonne NucleoSpin® Tissue dans un tube de +1004
microcentrifugation de 1,5mL (non fourni) et ajouter
100 pL de tampon BE. Incuber a température ambiante
: . L TA,
pendant 1 min. Centrifuger 1 min 211,000 x g. 1 min
Pour d’autres procédures d’élution, voir le chapitre 2.3. 11,000 x g,
1 min

14
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6 Protocoles additionnels

6.1 Protocole additionnel pour les queues de souris ou de
rats

Avant de débuter la procédure :

e \/rifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

e Set un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1 Préparer I'échantillon

Couper deux morceaux de 0,6 cm de queue de souris et les placer dans un tube a
centrifuger de 1,5 mL (non fourni).

SiI'on procede a la transformation de queues de rats, un morceau de 0,6 cm suffit.

2 Lyse de I'échantillon

Ajouter 180 pL de tampon T1 et 25 pL de protéinase K et vortexer. Incuber a 56 °C
pendant une nuit ou jusqu’a obtention d’une lyse compléte. Le temps de lyse peut
étre considérablement réduit jusqu’a environ une heure si le tissu est fragmenté
meécaniquement (p.e., si le tissu est coupé en trés petits morceaux avant la lyse).

Vortexer de temps en temps pendant I'incubation ou utiliser un bain-marie a
agitation. Pour éliminer les os ou les poils résiduels, centrifuger pendant 5 min a
vitesse élevée (p.e., 11 000 x g). Transférer 200 pL de surnageant dans un nouveau
tube.

En cas de procédure sur plusieurs échantillons, la protéinase K et le tampon T1
peuvent étre mélangés au préalable directement avant I'utilisation. Ne jamais
mélanger le tampon T1 et la protéinase K plus de 10 a 15 min avant de les ajouter
a I'’échantillon : la protéinase K a tendance a s’autodigérer dans le tampon T1 en
I’absence de substrat.

3 Lyse de I'échantillon
Ajouter 200 pL de tampon B3 au lysat et vortexer vigoureusement.

Le tampon B3 et I'éthanol (voir étape 4) peuvent étre mélangés au préalable avant
d’étre ajoutés au lysat.

Fixation de ’ADN

Ajouter 210 pL d’éthanol au lysat et vortexer vigoureusement.

Passez a I'étape 5 du protocole standard (voir paragraphe 5).

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 15
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6.2 Protocole additionnel pour les bactéries

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1

Préparer I’échantillon

Jusqu’a 1 mL de culture bactérienne peut étre utilisé pour la préparation en
fonction, par exemple, de la densité de la culture, du milieu de culture et de la
souche bactérienne.

Centrifuger jusqu’a 1 mL de culture pendant 5 min a 8 000 x g. Retirer le
surnageant.

Pré-lyse de I’échantillon

Remettre en suspension le culot dans 180 pL de tampon T1 par pipetages
successifs. Ajouter 25 uL de protéinase K. Vortexer vigoureusement et incuber
a 56 °C jusqu’a lyse complete (au moins 1 a 3 h). Vortexer de temps en temps
pendant 'incubation ou utiliser un incubateur a agitation.

Les échantillons peuvent également étre incubés pendant la nuit.

Si 'ADN sans ARN est crucial pour les applications en aval, une digestion RNase
peut étre effectuee : ajouter 20 UL de solution de RNase A (20 mg/mL) (noninclus ;
voir les informations de commande) et incuber pendant 5 min supplémentaires a
température ambiante.

Bacteéries difficiles a lyser : certaines souches, en particulier les bactéries Gram-
positives, sont plus difficiles a lyser. Dans ce cas, une préincubation avec une
enzyme lytique est nécessaire : remettre en suspension les cellules en culot dans
20 mM Tris/HCI ; 2 mM EDTA ; 1% Triton X-100; pH 8 (au lieu du tampon T1)
additionné d’une concentration finale de 20 mg/mL de lysozyme ou de 0,2 mg/mL
de lysostaphine et incuber pendant 30 a 60 mina 37 °C. Ajouter 25 L de protéinase
K, incuber a 56 °C jusqu’a obtention d’une lyse compléte.

Passer a I'étape 3 du protocole standard (voir le paragraphe 5).

16
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6.3 Protocole additionnel pour la levure

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Vérifier que du tampon sorbitol et de la lyticase ou de la zymolase (non fournis avec
le kit) sont disponibles pour la prélyse des échantillons.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 30 °C et 56 °C.

Préparer I’échantillon

Récolter 3 mL de culture de levure YPD (ODgy, < 10) par centrifugation pendant
10 min 2 5 000 x g. Laver les cellules une fois avec 1 mL d’EDTA 10 mM, pH 8.
Retirer le surnageant et culotter les cellules par centrifugation (5 000 x g, 10 min).

Pré-lyse de I’échantillon

Remettre le culot en suspension dans 600 pL de tampon sorbitol (1,2 M de sorbitol ;
10 mM de CaCl2 ; 0,1 M de Tris/HCI pH 7,5; 35 mM de B-mercaptoéthanol).
Ajouter 50 U de lyticase ou de zymolase*. Incuber a 30 °C pendant 30 min.
Cette étape permet de dégrader la paroi cellulaire de la levure et de créer des
sphéroplastes. La formation des sphéroplastes peut étre vérifiée au microscope.
Centrifuger le mélange pendant 10 min & 2 000 x g, éliminer le surnageant et
remettre en suspension les sphéroplastes en culot dans 180 pyL de tampon T1.
Ajouter 25 pL de solution de protéinase K et vortexer vigoureusement. Incuber a
56 °C jusqu’a obtention d’une lyse complete (au moins 1 a 3 h). Vortexer de temps
en temps pendant I'incubation ou utiliser un bain-marie a agitation.

Les échantillons peuvent également étre incubés pendant la nuit.

Si 'ADN sans ARN est crucial pour les applications en aval, une digestion RNase
peut étre effectuée : ajouter 20 uL de solution de RNase A (20 mg/mL) (non inclus ;
voir les informations de commande) et incuber pendant 5 min supplémentaires a
température ambiante.

Passer a I'étape 3 du protocole standard (voir le paragraphe 5).

* D'autres protocoles utilisent 5 a 200 U de lytique ou de zymolase, selon la qualité ou la marque de I'enzyme. Il peut

étre nécessaire d'augmenter la concentration enzymatique si les sphéroplastes ne se forment pas.
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6.4 Protocole additionnel pour les taches de sang séché (p.e.

NucleoCard®s, FTA® cards, Guthrie cards)

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1 Préparer I’échantillon
Découper une ou deux taches de sang séché aussi précisément que
possible. Couper les taches en petits morceaux et les placer dans un tube de
microcentrifugation de 1,5 mL (non fourni).
La surface des taches de sang séché doit étre comprise entre 15 et 30 mm?,

2 Pré-lyse de I’échantillon
Ajouter 180 pL de tampon T1 et mélanger en vortexant. Placer les échantillons
dans un bain-marie ou un bloc chauffant et chauffer pendant 10 min a 94 °C.
Laisser I’échantillon refroidir. Ajouter 25 pL de solution de protéinase K. Centrifuger
brievement les échantillons, vortexer et incuber a 56 °C pendant 1 h. Vortexer de
temps en temps pendant I'incubation ou utiliser un bain-marie d’agitation.
Veiller a ce que les échantillons soient complétement recouverts de tampon de lyse
pendant I'incubation.

3 Lyse de I'échantillon

Ajouter 200 pL de tampon B3, mélanger vigoureusement au vortex et incuber a
56 °C pendant 10 min.

Passer a I'étape 4 du protocole standard (voir paragraphe 5).

18
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6.5 Protocole additionnel pour ’ADN génomique et I’ADN viral

a partir d’échantillons de sang

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Préparer I’échantillon

Pas nécessaire

Pré-lyse de I’échantillon

Pas nécessaire

Lyse de I’échantillon de sang

Pipeter 25 pL de protéinase K et jusqu’a 200 pL de sang, de couche leuco-
plaquettaire ou d’échantillon de fluide corporel (équilibré a température ambiante)
dans des tubes de microcentrifugation de 1,5 mL (non fournis).

Pour les volumes d’échantillons inférieurs a 200 L, ajouter du PBS pour ajuster
le volume a 200 uL. Si vous purifiez des virus ADN, nous vous recommandons
de commencer avec 200 uL de sérum ou de plasma. Si des cellules en culture
sont utilisées, remettre en suspension jusqu’a 5 x 10° cellules dans un volume
final de 200 uL de PBS.

Ajouter 200 uL de tampon B3 aux échantillons et vortexer vigoureusement le
mélange (10-20 s).

Incuber les échantillons a température ambiante pendant 5 min. Mélanger.
Incuber les échantillons a 70 °C pendant 10 a 15 min.

Le lysat doit devenir brunatre pendant I'incubation avec le tampon B3. Augmenter
le temps d’incubation avec la protéinase K (jusqu’a 30 min) et vortexer une ou
deux fois vigoureusement pendant I'incubation en cas de procédure sur des
échantillons de sang plus anciens ou coagulés.

Ajustement des conditions de fixation de ’ADN

Ajouter 210 yL d’éthanol (96—100%) a chague échantillon et vortexer a
nouveau.

Fixation de ’ADN

Pour chaque préparation, prendre une colonne NucleoSpin® Tissue placée
dans un tube collecteur et charger I'échantillon. Centrifuger 1 min a 11 000
x g. Si les échantillons ne traversent pas completement la matrice, répéter la
centrifugation a une force g plus élevée (< 15 000 x g). Jeter le tube collecteur
avec le filtrat et placer la colonne dans un nouveau tube collecteur (fourni).

Procéder a I'étape 6 (Lavage de la membrane de silice) du protocole standard
(voir paragraphe 5).
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6.6 Protocole additionnel pour les racines des cheveux
Avant de débuter la procédure :

e \rifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

e Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1 Préparer I'échantillon

Coupez les racines des cheveux de I'échantillon de cheveux (jusqu’a 100) et
collectez-les dans un tube de microcentrifugeuse de 1,5 mL (non fourni).

2 Pré-lyse de I’échantillon

Ajouter 180 pL de tampon T1 aux racines des cheveux et congeler les échantillons
dans I'azote liquide. Décongeler les échantillons dans un bain-marie a 56 °C.
Répétez cette procédure 4 fois. Ajouter 25 uL de solution de protéinase K,
mélanger en vortexant et incuber 6—8 h ou une nuit a 56 °C. Utiliser un bain-marie
a agitation ou vortexer de temps en temps.

Passer a I'étape 3 du protocole standard (voir le paragraphe 5).
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6.7 Protocole additionnel pour les tissus inclus en paraffine

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Vérifier si du xyléne ou du n-octane est disponible.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 37 °C et 56 °C.

1

Préparer I’échantillon

Préparer de petites sections (jusqu’a 25 mg) a partir de blocs de tissus fixés et
inclus. Si possible, enlever I'excés de paraffine du bloc avant de le découper.
Manipuler les sections avec des pinces ou des cure-dents et placer les échantillons
dans des tubes de microcentrifugation.

Ajouter 1 mL de n-octane ou de xyléne dans chaque tube. Vortexer
vigoureusement et incuber a température ambiante pendant environ 30 min.
Vortexer de temps en temps.

Centrifuger 2 11 000 x g pendant 3 min. Prélever le surnageant a la pipette.

Ajouter 1 mL d’éthanol (96—-100 %) dans chaque tube. Fermer et mélanger
en inversant plusieurs fois. Centrifuger a 11 000 x g pendant 3 min. Prélever le
surnageant a la pipette.

Répéter I'étape de lavage a I'éthanol. Prélever a la pipette la plus grande quantité
possible d’éthanol.

Incuber le tube ouvert a 37 °C jusqu’a évaporation de I'éthanol (~ 15 min).

Passer a I'étape 2 du protocole standard (voir paragraphe 5).
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6.8 Protocole additionnel pour ’ADN génomique provenant

des féces

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Vérifier si le tampon TE est disponible.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Ajouter 260 mg de matiéres fécales a 1 mL de tampon TE (10 mM Tris/Cl ; 1
mM EDTA, pH 8). Remettre I'échantillon en suspension par vortex vigoureux (30 s).

Centrifuger I'échantillon pendant 15 min a 4 000 x g. Jeter le surnageant.

Remettre le culot en suspension dans 0,2 a 1 mL de tampon T1. Utiliser autant de
tampon que nécessaire pour une bonne resuspension de I’échantillon.

Le culot préparé contient, entre autres constituants, des cellules du tube digestif
et des bactéries.

Transférer 200 yL de I’échantillon remis en suspension dans un nouveau tube
de microcentrifugation.

Procéder a I'ajout de 25 L de protéinase K a I'étape 2 du protocole standard (voir
paragraphe 5).

Les cellules humaines, les cellules bactériennes et les cellules d’agents pathogénes
présentes dans les feces se lysent au cours de I'étape d’incubation a 56 °C avec la
protéinase K avec une efficacité différente. Pour la détection de cellules difficiles a
lyser (p.e., certaines bactéries et certains parasites), il peut étre bénéfique d’effectuer
une incubation supplémentaire a une température plus élevée (jusqu’a 95 °C;
5-10 min). Le rendement en ADN sera souvent plus élevé avec une telle étape
d’incubation supplémentaire a haute température. Il convient toutefois de noter
que le rapport entre ’ADN humain et ’ADN non humain changera généralement en
raison de la libération accrue d’ADN bacteérien/pathogéne.
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6.9 Protocole additionnel pour ’ADN viral (p.e. CMV) a partir

de féces

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Préparer du NaCl a 0,9 %.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Suspendre I'échantillon de feces dans du NaCl a 0,9 % (environ 0,5 g dans 4 mL
au maximum).

Centrifuger des aliquotes de I'échantillon de selles pendant 5 min a2 800 x g a
TA (par exemple, 4 mL : 4 x 1 mL dans un tube de microtubes de 1,5 mL). Réunir
soigneusement le surnageant (ne pas toucher le culot).

Filtrer le surnageant a travers un filtre stérile de 0,22 —0,45 pm. Fractionner le filtrat
et centrifuger pendant 1 mina 11 000 x g.

Pré-lyse de I’échantillon

Retirer soigneusement le surnageant par décantation. Ajouter 400 uL de tampon
T1 et 35 pL de protéinase K et mélanger en vortexant.

Lyse de I’échantillon

Ajouter 400 uL de tampon B3 et mélanger en vortexant. Incuber pendant au
moins 30 min a 70 °C.

Ajustement des conditions de fixation de ’ADN

Ajouter 420 pL d’éthanol (96 —100 %) et mélanger en vortexant.

Fixation de ’ADN

Pour chaque échantillon, placer une NucleoSpin® Tissue dans un tube collecteur.
Charger successivement la colonne NucleoSpin® Tissue. Centrifuger pendant
1 min a 4 500 x g. Jeter le filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

Si I'échantillon n’est pas aspiré complétement a travers la matrice, répéter I'étape
de centrifugation a 11 000 x g. Jeter le filtrat.
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Lavage de la membrane de silice

1er lavage

Ajouter 600 pL de tampon BW. Centrifuger pendant 1 min a 4 500 x g. Jeter le
filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

2éme lavage

Ajouter 600 pL de tampon B5 a la colonne et centrifuger pendant 1 min a 4 500 x
g. Jeter le filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

3éme lavage

Ajouter 600 L de tampon B5 a la colonne et centrifuger pendant 2 min a 11 000
X g. Jeter le filtrat.

7 Séchage de la membrane de silice
Placer la NucleoSpin® Tissue dans un nouveau tube collecteur et incuber a
couvercle ouvert pendant 1 a 2 min a 70 °C.
Léthanol résiduel est éliminé au cours de cette étape.

8  Elution d’ADN trés pur
Placer la colonne NucleoSpin® Tissue dans un tube de microcentrifugation de
1,5 mL (non fourni) et ajouter 100 L de tampon BE. Incuber avec le couvercle
fermé pendant 3—5 min. Centrifuger pendant 1 min a2 4 500 x g.
Pour d’autres procédures d’élution, voir le paragraphe 2.3.
Utiliser 10 pL d’extrait d’ADN pour un mélange réactionnel PCR de 20 pL.
Ajouter un mélange de contréle d’inhibition (10 pL d’extrait d’ADN contenant de
’ADN humain) et amplifier, par exemple, avec des amorces spécifiques humaines
de I'actine, de la 3-globine ou d’un autre géne humain.
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6.10 Protocole additionnel pour la détection de

Mycobacterium tuberculosis ou de Legionella
pneumophila dans les expectorations ou les lavages
broncho-alvéolaires

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer N-acétyl cystéine/NaOH (2 g de NaOH ; 1,45 g de citrate de sodium ;
0,5 g de N-acétyl cystéine. Ajouter de I'eau a 100 mL).

Préparer I’échantillon

Ajouter 200-500 pL d’expectoration ou de lavage bronchoalvéolaire a un volume
égal de N-acétylcystéine/NaOH. Vortexer doucement pour mélanger.

Incuber le mélange pendant 25 min a température ambiante avec agitation.
Ajuster le volume a 25 mL avec de I'eau stérile.
Centrifuger pendant 30 min a 4 000 x g. Jeter le surnageant.

Remettre le culot en suspension dans 0,5—1 mL de tampon T1 (en fonction de la
viscosité de I’échantillon).

Transférer 200 yL de I’échantillon remis en suspension dans un nouveau tube
de microcentrifugation (non fourni).

Procéder a I'étape 2 du protocole standard, voir paragraphe 5 (ajout de la protéinase
K et incubation).

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 25



NucleoSpin® Tissue

6.11 Protocole additionnel pour la détection des bactéries

EHEC dans les aliments (p.e. lait de vache frais)

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Préparer le mTSB et I'acétate de sodium 3,2 M.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1 Préparer I’échantillon
Dans un bouteille stérile de 1 litre, ajouter 25 mL de lait et 225 mL de milieu
mTSB préchauffé (37 °C) (fourni avec Novobiocin). Incuber le mélange dans un
bain-marie a agitation pendant 5—6 h ou toute une nuit a 37 °C.
Préparation du milieu mTSB : 30 g de Tryptic Soy Broth (Gibco), 1,5 g de sels
biliaires n° 3 (Oxoid), 1,5 g de KH2PO4. Ajouter 900 mL de H,O. Filtrer le milieu et
ajuster le pH a 7,4 avec 2 M NaOH. Ajouter de I'eau jusqu’a 1 litre et autoclaver
pendant 15 mina 121 °C.
Centrifuger 100 mL de culture pendant 40 min a 6 000 x g.
Verser doucement le surnageant et remettre le culot en suspension dans 2 mL
d’eau stérile. Centrifuger pendant 10 min 2 10 000 x g.

2 Pré-lyse de I’échantillon

Remettre le culot en suspension dans 180 uL de tampon T1 et ajouter 25 pL de
solution de protéinase K.

Suivre le protocole standard, en commencant par I'étape 3 (voir paragraphe 5).

Apres élution de ’ADN, procéder a I'étape suivante.

Précipiter ’ADN en ajoutant 20 pL d’acétate de sodium 3,2 M et 400 pL d’éthanol
a 200 pL d’éluat. Centrifuger pendant 30 min a 11 000 x g. Jeter le surnageant
et laver le culot avec 1 mL d’éthanol a 70 % et le remettre en suspension dans
10 pL d’eau stérile.

26
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6.12 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN

bactérien (p.e. Chlamydia trachomatis) a partir de
cultures, de liquides biologiques ou d’échantillons
cliniques.

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Extraction de 'ADN bactérien a partir de cultures bactériennes ou de liquides
biologiques : culotter les bactéries par centrifugation pendant 5 min a 13 000 xg
et procéder a I'étape 2 du protocole standard, voir paragraphe 5.

Extraction d’ADN bactérien a partir d’écouvillons oculaires, nasaux ou
pharyngés : prélever les échantillons, ajouter 2 mL de PBS contenant un fongicide
courant et incuber pendant plusieurs heures a température ambiante. Culotter
les bactéries par centrifugation pendant 5 min a 13 000 x g. Jeter le surnageant.

Passer a I'étape 2 du protocole standard (voir paragraphe 5).
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6.13 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN

bactérien (p.e. Borrelia burgdorferi) a partir de I'urine

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Centrifuger 1 mL d’échantillon d’urine a 13 000 x g pendant 30 min. Jeter le
surnageant, ajouter a nouveau 1 mL d’échantillon d’urine au culot et centrifuger a
13 000 x g pendant 30 min. Cette étape peut étre répétée jusqu’a trois fois.

L’échantillon doit étre frais. Un stockage a une température comprise entre - 20 °C
et - 80 °C n’est recommandé que pour quelques jours. Apres décongélation,
incuber I'échantillon a 40 °C jusqu’a ce que tous les précipités soient dissous.
L'urine a tendance a former des précipités lorsqu’elle est conservée a basse
température.

Passer a I'étape 2 du protocole standard (voir paragraphe 5).

6.14 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN viral

(p-e. CMV) a partir de I'urine

Avant de débuter la procédure :

Vérifier que le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au

chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 70 °C.

Préparer I’échantillon

Centrifuger des aliquotes de I'’échantillon d’urine pendant 10 min a pleine vitesse
(p.e., 4mL: 4 x 1 mL dans un tube de microcentrifugeuse de 1,5 mL). Décanter
soigneusement le surnageant.

Si des échantillons d’urine congelés sont utilisés, des précipités peuvent apparaitre
aprés la décongélation, qui doivent étre dissous avant I'étape de centrifugation.
Ceci peut étre fait par une étape d’incubation de 30 min a 37-40 °C. Si une
solution complete n’est pas obtenue, laisser le précipité sédimenter et passer a
I’étape 1 du protocole additionnel en utilisant uniquement le surnageant.

28
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Pré-lyse de I’échantillon

Remettre le culot en suspension dans 180 yL de tampon T1 et 25 yL de
protéinase K.

Remettre en suspension le premier culot dans 180 L de tampon T1 et 25 yL de
protéinase K. Transférer la solution remise en suspension du premier tube dans
le deuxieme tube et la solution remise en suspension du deuxieme tube dans le
troisieme tube et ainsi de suite. Enfin, passer a I'étape 3.

Lyse de I’échantillon

Ajouter 200 pL de tampon B3, vortexer et incuber au moins pendant 20 min a
70 °C.

Ajustement des conditions de fixation de ’ADN

Ajouter 210 pL d’éthanol (96 —100 %) a I’échantillon et vortexer vigoureusement.

Fixation de ’ADN

Pour chaque échantillon, placer une colonne NucleoSpin® Tissue dans un tube
collecteur. Appliquer I’échantillon sur la colonne. Centrifuger pendant 1 min a 4
500 x g. Jeter le filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

Lavage de la membrane de silice

1er lavage

Ajouter 500 pL de tampon BW. Centrifuger pendant 1 min a 4 500 x g. Jeter le
filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

2éme lavage

Ajouter 600 pL de tampon B5 a la colonne et centrifuger pendant 2 min a 11 000
x g. Jeter le filtrat et replacer la colonne dans le tube collecteur.

Séchage de la membrane de silice
Incuber a couvercle ouvert pendant 1 a 2 min a 70 °C.

Léthanol résiduel est éliminé au cours de cette étape.

Elution d’ADN trés pur

Ajouter 70 uL de tampon BE, fermer le couvercle et incuber pendant 3 a 5 min
supplémentaires. Centrifuger pendant 1 min a4 500 x g.
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6.15 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN
génomique des insectes

Avant de débuter la procédure :

e \rifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

e Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

1 Préparer I'échantillon

Homogénéiser au maximum 50 mg d’insectes sous azote liquide et transférer la
poudre dans un tube de microcentrifugation de 1,5 mL (non fourni).

Procéder a I'étape 2 du protocole standard (voir paragraphe 5) en ajoutant la
protéinase K.
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6.16 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN

génomique a partir d’écouvillons dentaires

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au

chapitre 3.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Placer les écouvillons (papier, coton, brosses, plastique) dans un tube de
microcentrifugation de 1,5 mL (non fourni).

Pré-lyse de I’échantillon

Ajouter 180 pL de tampon T1 et 25 pL de protéinase K a chague échantillon.
Fermer le tube de microcentrifugation et centrifuger brievement pendant 15s a
1 500 x g afin de submerger complétement le matériau de I'écouvillon. Incuber a
température ambiante pendant 5 min. Vortexer vigoureusement le tube pendant
15 s et centrifuger brievement pendant 15s a1 500 x g.

Incuber les tubes a 70 °C dans un incubateur pendant 10 min. Placer un poids sur
le tube afin d’éviter que les bouchons ne s’ouvre. Passer a 95 °C pendant 5 min.
Centrifuger brievement pendant 15 s a 1 500 x g pour recueillir tout échantillon sur
les couvercles. Ouvrir les tubes de microcentrifugation.

Supprimer I'étape d’incubation a 95 °C, en fonction de la souche bactérienne a
détecter.

2a

Séparer la solution de lyse des écouvillons dentaires

Alternative A :

Transférer I’écouvillon dans un NucleoSpin® Forensic Filter (non fourni; voir
informations de commande). Couper la tige de I'écouvillon. Centrifuger le
NucleoSpin® Forensic Filter pendant 1 min & 11 000 x g. Jeter le NucleoSpin®
Forensic Filters. Continuer avec le filtrat.

Alternative B :

Placer un NucleoSpin® Filter(non fourni ; voir les informations de commande)
dans un tube collecteur (2 mL). Transférer I'écouvillon (couper la tige de I'écouvillon)
et la solution restante sur le NucleoSpin® Filter. Centrifuger pendant 1 min & 11 000
x g. Jeter le NucleoSpin® Filter. Continuer avec le filtrat.

Alternative C :

Transférer autant que possible la solution de lysat dans un tube de microcentrifugation
de 1,5 mL (non fourni). Jeter I’écouvillon et continuer avec la solution récupérée.

Passer a I'étape 3 du protocole standard (voir le paragraphe 5).

MACHEREY-NAGEL - 10/2024, Rev. 21 31



NucleoSpin® Tissue

6.17 Protocole additionnel pour la purification de ’ADN

génomique a partir d’écouvillons buccaux

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Vérifier si le PBS est disponible.

Mettre un incubateur ou un bain-marie a 56 °C.

Préparer I’échantillon

Prélever les échantillons avec des écouvillons en coton, en dacron® (Daigger) ou
en C.E.P. (Gibco BRL). Gratter fermement l'intérieur de chaque joue a plusieurs
reprises et laisser les écouvillons sécher a I'air.

La personne concernée ne doit pas avoir consommeé de nourriture ou de boisson
dans les 30 min précédant le prélevement de I’échantillon.

Pré-lyse de I’échantillon

Placer le matériau sec des écouvillons dans des tubes de microcentrifugation
de 2mL (non fournis). Ajouter 400—600 uL de PBS et 25 pL de solution de
protéinase K aux écouvillons.

Le volume de PBS dépend du type d’écouvillon utilisé : pour les écouvillons en
coton et en dacron, 400 pL suffisent ; pour les écouvillons en C.E.P., 600 pL sont
nécessaires.

Meélanger en vortexant 2 x 5 s et incuber 10 min a 56 °C.
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2a Séparer la solution de lyse des écouvillons buccaux

Alternative A :

Transférer I'écouvillon dans un NucleoSpin® Forensic Filter (non fourni ; voir
informations de commande). Couper la tige de I’écouvillon. Centrifuger le
NucleoSpin® Forensic Filter pendant 1 min & 11 000 x g. Jeter le NucleoSpin®
Forensic Filters. Continuer avec le filtrat.

Alternative B :

Placer un NucleoSpin® Filter (non fourni ; voir les informations de commande)
dans un tube collecteur (2 mL). Transférer I'écouvillon (couper la tige de I’écouvillon)
et la solution restante sur le NucleoSpin® Filter. Centrifuger pendant 1 min & 11 000
x g. Jeter le NucleoSpin® Filtre. Continuer avec le filtrat.

Alternative C :

Transférer autant que possible la solution de lysat dans un tube de microcentrifugation
de 1,5 mL (non fourni). Jeter I’écouvillon et continuer avec la solution récupérée.

Lyse de I’échantillon

Ajouter un volume de tampon B3 (400 ou 600 L ; selon le type d’écouvillon/le
volume de tampon PBS utilisé) et vortexer vigoureusement. Incuber les échantillons
a 70 °C pendant 10 min.

Note : En fonction du nombre de préparations, du tampon B3 supplémentaire peut
étre nécessaire (voir informations de commande).

Ajustement des conditions de fixation de ’ADN

Ajouter un volume d’éthanol a 96—100% (400 ou 600 pL, selon le type
d’écouvillon) a chaque échantillon et mélanger en vortexant.

Fixation de ’ADN

Transférer 600 L des échantillons des tubes de microcentrifugation de 2 mL
dans les colonnes NucleoSpin® Tissue. Centrifuger 2 11 000 x g pendant 1 min.
Si les échantillons ne sont pas passés completement, répéter la centrifugation.
Jeter le filtrat.

Remettre les colonnes dans les tubes collecteurs et répéter I'étape 5 une ou deux
fois, selon le volume de lyse.

Lorsque tout le lysat a été appliqué sur les colonnes, jeter le tube collecteur et
placer la colonne dans un nouveau tube collecteur. Passer a I'étape 6 du protocole
standard (paragraphe 5).
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6.18 Protocole additionnel pour la purification d’ADN
génomique a partir du sperme

Avant de débuter la procédure :

e \/rifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

e Le tampon d’élution BE peut étre préchauffé a 70 °C avant I'élution.

1 Préparer 200 mL de tampon GUuEX (2 mL de solution stérile de chlorhydrate de
guanidine 5 M, 2.1 mL de solution Tris-Cl 1 M (pH 8), 1.05 mL de solution NaCl
2 M, 4.2 mL de solution EDTA 0.5 M, 0.2 mL de solution NaOH 1 M, ajouter de
I’eau pour obtenir un volume de 200 mL, le pH doit &tre compris entre 8 et 8.5).

2  Transférer 20 yL a 60 pL d’échantillon dans un tube a centrifuger de 1,5 mL.
Ajouter 950 pL de tampon GuEX et 50 pL de protéinase K.

Incuber le mélange pendant 15 minutes au maximum a 37 °C.

Centrifuger le mélange pendant 5 minutes a 12 000 x g a température
ambiante. Le culot contient les spermatozoides (échantillon A) tandis que I’ADN
libre des cellules épithéliales et des leucocytes (échantillon B) se trouve dans le
surnageant.

3 Le surnageant (échantillon B) est prélevé avec précaution et transféré dans un
nouveau tube et traité séparément (étape 6).

4 Ajouter 700 yL de tampon GuEX au culot (échantillon A), centrifuger pendant
5 minutes a 12 000 x g et jeter le surnageant. Répéter cette étape de lavage 2
a 3 fois.

5 Le culot (échantillon A) est remis en suspension dans un minimum de 300 pL de
tampon T1.

6  Echantillon A : Ajouter 25 pL de solution mére de protéinase K, mélanger en
vortexant et incuber de 60 °C a 65 °C pendant une nuit.

Echantillon B : ajouter 10 pL de solution mére de protéinase K, mélanger en
vortexant et incuber entre 60 °C et 65 °C pendant une nuit.

7  Centrifuger les échantillons pendant 5 minutes 212 000 x g a température ambiante
pour éliminer tout matériel cellulaire insoluble. Procéder avec le surnageant clarifié.
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Echantillon A : Ajouter 300 pL de tampon B3 et 300 pL d’isopropanol au
surnageant clarifi¢ et appliquer I'échantillon successivement sur la colonne
NucleoSpin® Tissue. Centrifuger 1 minute & 6 000 x g (TA). Si 'échantillon n’est
pas completement aspiré a travers la matrice, répéter I'étape de centrifugation.

Echantillon B : ajouter 400 pL d’isopropanol au surnageant clarifié et appliquer
I'échantillon successivement sur la colonne NucleoSpin® Tissue. Centrifuger
1 minute 2 6 000 x g (TA). Si I'échantillon n’est pas complétement aspiré a travers
la matrice, répéter I'étape de centrifugation.

Ajouter 500 pL de tampon B5 a la colonne de centrifugation et centrifuger
1 minute a4 6 000 x g a température ambiante. Jeter le filtrat et répéter cette étape
de lavage.

10

Apres les deux étapes de lavage avec le tampon B5, jeter le filtrat, placer a
nouveau la colonne NucleoSpin® Tissue dans la centrifugeuse et centrifuger
2 minutes a 6 000 x g a température ambiante pour éliminer complétement le
tampon B5.

11

Placer la colonne NucleoSpin® Tissue dans un tube & centrifuger propre
de 1,5 mL et éluer I'’ADN avec 100 yL a 200 yL de tampon BE préchauffé.
Apres deux minutes d’incubation, centrifuger pendant 1 minute a 6 000 x g a
température ambiante.
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6.19 Protocole additionnel pour la purification d’ADN
génomique des cyanobactéries

Avant de débuter la procédure :

e \/rifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

e Le tampon d’élution BE peut étre préchauffé a 70 °C avant I'élution.

1 Préparer la quantité requise de tampon EX, contenant 50 mM de Tris HCI (pH 8),
50 mM d’EDTA, complété par 1 % (v/v) de Triton X-100, 20 mg/mL de lysozyme
et 12 mg/mL de RNase.

2  Centrifuger un volume approprié de culture a pleine vitesse pendant 5 minutes.
La teneur finale en chlorophylle A du culot doit étre comprise entre 30 ug et 40 pg.

3 Remettre soigneusement en suspension le culot dans 170 pL de tampon EX en
pipetant de haut en bas. Incuber pendant 30 a 60 minutes a 37 °C en mélangeant
doucement.

Note : Le lysat devient clarifié a ce stade.

Ajouter 25 pL de protéinase K (22 mg/ml) et poursuivre I'incubation a 56 °C
pendant 60 minutes. Inverser les échantillons plusieurs fois pour les mélanger
pendant l'incubation.

Passer a I'étape 3 du protocole standard.
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6.20 Utilisation du NucleoSpin® Tissue pour la purification

d’ADN de Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (MRSA)

Avant de débuter la procédure :

Vérifier si le tampon B5 et la protéinase K ont été préparés conformément au
chapitre 3.

Le tampon d’élution BE peut étre préchauffé a 70 °C avant I'élution.

Vortexer vigoureusement les écouvilons dans le milieu de Stuart
pendant 1 minute pour libérer toutes les cellules bactériennes.
Retirer I'écouvillon et centrifuger I'échantillon pendant 5 minutes & 8 000 x g.
Retirer et jeter le surnageant.

Remettre en suspension le culot dans 160 pL d’EDTA 50 mM (pH 8) par pipetages
successifs. Pour une lyse efficace, ajouter 20 pL de 10 mg/ml de lysozyme et
20 pL de 10 mg/ml de lysostaphine. Vortexer vigoureusement et incuber pendant
40 a 60 minutes a 37 °C. Vortexer de temps en temps.

200 pL de tampon B3, vortexer vigoureusement et incuber a 70 °C pendant
10 minutes. Vortexer brievement. Passer a I'étape 4 du protocole standard.
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8 Annexes

8.1 Guide de résolution des problémes

Probléme

Causes possibles et suggestions

Rendement
d’ADN nul ou
faible

Lyse incompléte

L’échantillon n’a pas été completement homogénéisé et
mélangé avec le tampon T1/protéinase K. Le mélange doit étre
vigoureusement vortexé immédiatement apres I'ajout du tampon
T1.

Diminution de 'activité de la protéinase K : Conserver la
protéinase K dissoute a - 20 °C pendant 6 moais.

Réactifs mal utilisés

Préparer le tampon B5 et la solution de protéinase K selon les
instructions (voir chapitre 3). Ajouter de I’éthanol aux lysats avant
de les charger sur les colonnes.

Elution sous-optimale de 'ADN de la colonne

Pour certains types d’échantillons, préchauffer le tampon BE a
70 °C avant I'élution. Appliquer le tampon BE directement au
centre de la membrane de silice.

Lefficacité de I'élution diminue considérablement si I’élution
est effectuée avec des tampons dont le pH est inférieur a 7,0.
Utiliser des tampons d’élution légerement alcalins comme le
tampon BE (pH 8,5).

En particulier lorsque I'on s’attend a des rendements élevés a
partir de grandes quantités de matériel, nous recommandons
I’élution avec 200 pL de tampon BE et I'incubation des colonnes
fermées dans un incubateur a 70 °C pendant 5 min avant la
centrifugation.

Mauvaise
qualité de
I’ADN

Lyse incompléte

L’échantillon n’a pas été completement homogénéisé et
mélangé avec le tampon T1/protéinase K. Le mélange doit étre
vigoureusement vortexé immédiatement apres I'ajout du tampon
T1.

Diminution de 'activité de la protéinase K : Conserver la
protéinase K dissoute a - 20 °C pendant 6 mais.
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Probleme Causes possibles et suggestions
Réactifs mal utilisés
e Préparer le tampon B5 et la solution de protéinase K selon les
Mauvaise instructions (voir chapitre 3). Ajouter de I’éthanol aux lysats avant
qualité de de les charger sur les colonnes.
'ADN ARN dans I'échantillon
(suite)
e Sil'on souhaite obtenir un ADN exempt d’ARN, ajouter 20 pL de
solution de RNase A (10 mg/mL ; non fournie avec le kit) avant
I’ajout du tampon B3 et incuber a 37 °C pendant 5 min.
Trop d’échantillons utilisés
* Ne pas utiliser plus d’échantillon que la quantité recommandée
(25 mg pour la plupart des types de tissus). Si du matériel
insoluble comme des 0s ou des cheveux reste dans le lysat,
centrifuger les débris et transférer le surnageant clarifi€ dans un
nouveau tube de microcentrifugation avant de procéder a I'ajout
du tampon B3 et de I'éthanol. Lutilisation du filtre NucleoSpin®
avant le chargement de la colonne permet d’éviter le coimatage
de la colonne.
Lyse incompléte
Colonnes yse ! P
bouchées e ['échantillon n’est pas complétement homogénéisé et
mélangé avec le tampon T1/protéinase K. Le mélange doit étre
vigoureusement vortexé immédiatement apres I'ajout du tampon
1.
e Diminution de I'activité de la protéinase K : Conserver la
protéinase K dissoute a -20 °C pendant 6 mois.
Reéactifs mal utilisés
e Préparer le tampon B5 et la solution de protéinase K selon les
instructions (voir chapitre 3). Ajouter de I'éthanol aux lysats avant
de les charger sur les colonnes.
Elimination de I'éthanol ou du sel
Spggggnat‘ir;f;e e \Veiller a centrifuger = 1 min a 11 000 x g afin d’éliminer la totalité
) P du tampon éthanolique B5 avant d’éluer 'ADN. Si, pour une
de '’ADN . . ) !
Snomique raison quelconque, le niveau de Buffer B5 a atteint la sortie de la
9 q colonne apres séchage, répéter la centrifugation.
dans les
réactions * Ne pas refroidir le tampon B5 avant de I'utiliser. Un tampon froid
enzymatiques n’éliminera pas efficacement le sel. Equilibrer le tampon B5 a la

température ambiante avant de I'utiliser.
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Probleme Causes possibles et suggestions
Contamination de I'ADN par des substances inhibitrices

Performalnce e Ne pas éluer ’ADN avec le tampon TE. L’EDTA peut inhiber
sous-optimale P ) o .

) les réactions enzymatiques. Repurifier ’ADN et I'éluer dans le
de '’ADN

- ! tampon BE.

génomique
dans les e Sile rapport Aygg/ Asgo de I'éluat est inférieur a 1,6, répéter la
réactions procédure de purification : Ajouter 1 volume de tampon B3 plus
enzymatiques 1 volume d’éthanol (96 — 100 %) a I’éluat. Charger le mélange sur
(suite) une colonne NucleoSpin® Tissue Column et procéder & 'étape 5

du protocole standard (voir paragraphe 5).

8.2 Informations de commande

Produit

REF

Conditionnement

NucleoSpin® Tissue
NucleoSpin® Tissue XS
NucleoSpin® DNA RapidLyse
NucleoSpin® Blood

Tampon T1

Tampon B3

Concentré de tampon B5
(pour 100 mL de tampon B5)

Tampon BW
Protéinase K

RNase A

NucleoSpin® Microbial DNA
NucleoSpin® DNA FFPE XS
NucleoSpin® Forensic Filters

NucleoSpin® Forensic Filters
(en vrac)

Collection Tubes (2 mL)

740952.10/.50/.250

740901.10/.50/.250

740100.10/.50/.250

740951.10/.50/.250

740940.25

740920

740921

740922

740506

740505.50
740505

740235.10/.50

740980.10/.50/.250

740988.10/.50/.250

740988.50B/.250B/1000B

740600

10/50/250 preps
10/50/250 preps
10/50/250 preps
10/50/250 preps
50 mL

100 mL

20 mL

100 mL
100 mg

50 mg
100 mg

10/50 preps
10/50/250 pieces
10/50/250 pieces

50/250/1000 pieces

1000
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Produit REF Conditionnement
NucleoSpin® Filters 740606 50
NucleoCard® 740403.10/.100 10/100 cartes

Visitez le site www.mn-net.com pour obtenir des informations plus détaillées sur le
produit.
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8.3 Restrictions d'utilisation / garantie

Tous les produits MACHEREY-NAGEL sont congus uniquement pour I'usage auquel ils
sont destinés. lis ne sont pas destinés a étre utilisés pour un autre usage. La description
de I'usage prévu des produits est disponible dans les notices originales des produits
MACHEREY-NAGEL.

Avant d’utiliser nos produits, veuillez lire attentivement le mode d’emploi et les consignes
de sécurité figurant dans la Fiche de Données de Sécurité du produit.

Ce produit MACHEREY-NAGEL comporte une documentation énoncant les spécifications
et d’autres informations techniques. MACHEREY-NAGEL garantit la conformité du
produit aux spécifications déclarées. La garantie fournie est limitée aux spécifications et
descriptions des données indiquées dans la documentation originale MACHEREY-NAGEL.

Aucune autre déclaration, verbale ou écrite, par des employés, agents ou représentants
de MACHEREY-NAGEL n’est autorisée, a I'exception des déclarations écrites signées par
un représentant ddment habilité de MACHEREY-NAGEL. Le client ne doit pas s’y fier et
elles ne font pas partie d’'un contrat de vente ou de la présente garantie.

La responsabilité pour tous les dommages éventuels survenant en lien avec nos produits
est limitée au strict minimum, comme indiqué dans les conditions générales de vente
deMACHEREY-NAGEL, dans leur derniére version, disponibles sur le site internet de la
société. MACHEREY-NAGEL n’assume aucune autre garantie.

Les produits et leur application sont susceptibles de modifications. Par conséquent,
veuillez contacter notre Equipe Service Technique pour obtenir les informations les plus
récentes sur les produits MACHEREY-NAGEL. Vous pouvez également contacter votre
revendeur local pour obtenir des informations scientifiques a caractere général. Les
descriptions figurant dans la documentation MACHEREY-NAGEL sont fournies a titre
d’information uniguement.

Veuillez contacter :
MACHEREY-NAGEL-GmbH & Co. KG
Tél : +49 24 21 969-333
support@mnnet.com

8.4 Versions linguistiques et prédominance

Ce document est disponible en plusieurs langues. En cas de divergence ou de probleme
d’interprétation, la version anglaise prévaut.
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