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Solucién de lisis para la

DNAready

extraccion rdpida de ADN de bacterias en suspension

DNAready es un tampén de lisis de nue-
va generacion, desarrollado especifica-
mente para extraer el ADN de una sus-
pensién bacteriana (p.e. un enriqueci-
miento en Agua de Peptona Tamponada
o medio Half Fraser).
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1 ml enriquecimiento

Centrifugar
5 min 8.000 g

Descartar el sobrenadante

Resuspender con 200 pl
de DNAready Lysis Buffer

Incubar:

30 min 56°C
10 min 95°C
5 min -20°C

Proceder con 1 pl ala PCR
a tiempo real (diluir 1/10 o
1/100 si es necesario)

También puede usarse para extraer el

ADN de bacterias en muestras ambienta-
les de aguas después de su filtracidn.

Filtrar la muestra

Introducir filtro en
microtubo

Resuspender con 200 pl
de DNAready Lysis Buffer
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J Incubar:
30 min 56°C
10 min 95°C
l 5 min -20°C
Proceder con 1 pl ala PCR

a tiempo real (diluir 1710 o
1/100 si es necesario)

Se trata del complemento ideal de los
detectores por PCR a tiempo real de
Microbial: Salmofast®, Listerfast®, Bacto-
plex, Bactoplex PIF, Campylofast THERMO,
Legiofast ENVIRON y Legiofast SPECIES.

Extraccion ADN

El protocolo de DNAready incluye el
minimo numero posible de pasos para
obtener el mejor rendimiento, tanto en
bacterias gramnegativas como en gram-
positivas.

Estudio de validacién: Mayor eficiencia

DNAready se ha comparado con otros
dos métodos sin columna cominmente
usados (Chelex® y Freeze & Thaw), usan-
do enriquecimientos de Listeria monocy-
togenes en caldo Half Fraser y Salmone-
lla spp. en Agua de Peptona Tamponada.
Se utilizd como pardmetro indicador de
la eficiencia y pureza el valor de Ct obte-
nido en una PCR a tiempo real (con Lis-
terfast® y Salmofast®, respectivamente).

En la tabla 1 se puede apreciar como el
uso de DNAready permite obtener avan-
ces en la aparicién de un resultado positi-
vo de hasta 4 ciclos frente a los métodos
competidores.

Tabla 1. Promedio del retraso de la aparicion de
un resultado positivo obtenido con distintos
métodos de extracciéon en distintas matrices
alimentarias respecto a un método de purifica-
ciéon en columna (NucIeoSpin® Tissue).

Variacion (Cts)

Método Salmonella Listeria
DNAready 2,3 2,4
Chelex® 4,8 3,2
Freeze &Thaw 5,6 6,3

Sin columna de purificacién

El estudio de validacién de DNAready
demuestra que el uso de métodos mas
complejos que incluyen un paso de puri-
ficacién fisico-quimica en columna con
membrana de silica no suponen una
mejora significativa cuando se trata de
muestras de enriquecimientos con sus-
pensiones bacterianas de elevada densi-
dad.

De este modo, las variaciones de eficien-
cia en relacién a un método con columna
causadas por la presencia de sustancias
parcialmente inhibidoras significan una
reduccién de sélo el 12 %.

Simplicidad

En la eleccién del método de extracciéon
de ADN deben tenerse en cuenta tres
factores:

® El tiempo.

® E| material accesorio necesario (como
por ejemplo los tubos o las puntas de
pipeta).

® El precio por cada extraccién.

La tabla 2 compara todos estos factores
para 4 métodos de extraccién, con y sin
paso de purificacion en columna.

Los métodos con columna, a pesar de ser
algo mas eficientes, requieren mucho
mas tiempo y son sensiblemente mas
caros.

Tipos de muestra

DNAready ha sido testado satisfactoria-
mente con enriquecimientos bacterianos
en un gran nimero de matrices (leche,
carne picada, lechuga, mojama, platos
precocinados, salmén, helado, mayone-
sa, huevos, zumos, fruta, pescado y cho-
colate), incluso con muestras probleméti-
cas ricas en grasas.

DNAready ofrece un excelente rendi-
miento en la extraccién de ADN con el
menor nimero de pasos posible y a un
precio por extraccién muy competitivo.

Tabla 2. Comparacién del material, tiempo y costes asociados a diferentes métodos de extrac-

cién de ADN comuinmente utilizados.

Caracteristica Macherey-Nagel
Pasos centrifugacién 6

Pasos pipeteo 10
Cambios de tubo 3

Coste por reaccion (€) >3
Tiempo (h)* 2h 30min
Cambios T* 2

* Calculado para realizar 20 extracciones simultaneas.
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DNAready Chelex® F&T
1 2 2
2 3 3
1 2 2
<1,5 <1,5 <1,5
1h 1h 20min 1h 30min
3 3 7
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