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PathoProof™
Mastitis PCR Assay

Lyhyet kdyttoohjeet

Tassa suomenkielisessa lyhennetyssa kdyttdohjeessa kuvaillaan
DNA:n eristys, real-time-PCR:n valmistelu ja ongelmanratkaisu.
Taydelliset kuvaukset kaikista tyvaiheista sekd lisatiedot 16yty-
vat englanninkielisestd PathoProof Mastitis PCR Assay:n kaytto-

ohjeesta.

1. DNA:n eristys

Huolehdi seuraavista asioista ennen DNA:n eristyksen aloit-

tamista.

¢ Buffer AW1 ja Buffer AW2 toimitetaan konsentraatteina. En-
nen ensimmaista kdyttokertaa lisdd pullojen kyljessa ilmoitettu

madra etanolia (96-100 %) puskureihin.

Lammitd kaksi inkubaattoria: toinen 55°C:seen ja toinen
37°C:seen.

e Tasapainota Buffer AE huoneenlampdiseksi.

e Jos Buffer AL:aan on muodostunut saostumaa, liuota se inku-
boimalla 55°C:ssa.

Alla on esitetty erilliset DNA:n eristysohjeet F-870S- ja F-870L-
kiteille.

1.1 DNA:n eristysohje F-870S-kitille

1. Valmista tuore seos, jossa on seuraavat tilavuudet jokaista
ndytettd kohti: 7 pl Proteinase K ja 350 pl Lysis Solution 1.
Tee seosta 1-2 ndytteen verran ylimdardista pipetointivaraksi.

2. Vorteksoi maitondytteet huolellisesti. Lisad 350 pl Lysis
Solution 1/Proteinase K -seosta ja 350 pl maitondytetta
jokaiseen reaktioputkeen. Valtd maitokokkareiden pipetoi-
mista reaktioputkeen. Maitondytteiden lisdksi tee vahintdan
yksi negatiivinen kontrolli (vain reagensseilla) jokaisella
eristyskerralla.

3. Vorteksoi lyhyesti ja sitten inkuboi 55°C:ssa 5 min.
4. Sentrifugoi 5 min 5 000 x g (~7 500 rpm).

5. Poista supernatantti pipetoimalla. On tavallista, ettd super-
natantin pddlld on rasvakerros. Poista rasva pipetoimalla.
Pelletin pdalle saattaa myos jadda rasvaa, mutta sitd ei tar-
vitse poistaa.

6. Resuspensoi pelletti 100 pl:aan Lysis Solution 2:ta pipetoi-
malla.

7. Inkuboi 37°C:ssa 10 min.

8. Valmista tuore seos, jossa on seuraavat tilavuudet jokaista
ndytettd kohti: 20 pl Proteinase K ja 200 pl Buffer AL. Tee

seosta 1-2 ndytteen verran ylimdardistd pipetointivaraksi.
Lisdd 220 pl vastavalmistettua seosta reaktioputkeen.
Sekoita vorteksoimalla 5-10 s.

9. Inkuboi 55°C:ssa 10 min. Sentrifugoi muutaman sekunnin
ajan.

10. Lisdd 200 pl etanolia (96-100 %) ndytteeseen ja sekoita
vorteksoimalla 15 s. Sekoituksen jalkeen sentrifugoi ndyte-
putkia lyhyesti. On tdrkedd, ettd ndyte, Buffer AL ja etanoli
on sekoitettu homogeeniseksi seokseksi. Ald kdytd muita
alkoholeja kuin etanolia, koska se voi voi alentaa DNA-
saantoa.

11. Siirra varovasti kohdan 10 seos (ilman mahdollisia kokka-
reita) QlAamp Mini -pylvdisiin (asetettu 2 ml kerdysput-
kiin) koskematta pylvaan reunaan. Sulje korkki ja sentrifu-
goi 20 000 x g (~14 000 rpm) 1 min. Aseta QlAamp Mini
-pylvds puhtaaseen kerdysputkeen (tulee kitin mukana) ja
heitd kaytetty kerdysputki suodoksineen pois. Sulje jokai-
nen pylvds vélttdaksesi aerosolien levidmistd sentrifugoin-
nin aikana.

12. Avaa QlAamp Mini -pylvas varovasti ja lisaa 500 pl Buffer
AW1:td koskematta pylvaan reunaan. Sulje korkki ja sentri-
fugoi 20 000 x g (~14 000 rpm) T min. Aseta QlAamp Mini
-pylvds puhtaaseen kerdysputkeen (tulee kitin mukana) ja
heita kaytetty kerdysputki suodoksineen pois.

13. Avaa QlAamp Mini -pylvds varovasti ja lisdd 500 pl Buffer
AW2:ta koskematta pylvddn reunaan. Sulje korkki ja sentri-
fugoi 20 000 x g (~14 000 rpm) 3 min.

14. Aseta QlAamp Mini -pylvds puhtaaseen 1,5 ml putkeen
(ei tule kitin mukana) ja heita kéytetty kerdysputki suodok-
sineen pois. Avaa QlAamp Mini -pylvds varovasti ja lisdd
100 pl Buffer AE:ta koskematta pylvdan reunaan. Inkuboi
huoneenlammossa 1 min ja eluoi DNA sentrifugoimalla
20 000 x g (~14 000 rpm) 3 min.

15. Eluoidun DNA:n siirto 1,5 ml putkista strippiputkiin helpot-
taa real-time PCR:n pipetointivaihetta.

16. Puhdistettu DNA sdilytetdan -20°C:ssa.
17. Jatka kohdasta 2 real-time PCR:ll4.

1.2. DNA:n eristysohje F-870L-kitille

QlAamp 96 -levyjen sentrifugoinnit tehdddan QIAGEN 4-15C tai
4-16 -levysentrifuugissa 6 000 rpm kierrosnopeudella (5 788 x g).
Sentrifuugi on ohjelmoitu siten, etteivat vaaditut g-voimat ylity.

1. Valmista tuore seos, jossa on seuraavat tilavuudet jokaista
ndytettd kohti: 7 pl Proteinase K ja 350 pl Lysis Solution 1.
Jos kaytdt monikanavapipettia, tee seosta hieman ylimaarin
pipetointivaraksi.

2. Vorteksoi maitondytteet huolellisesti. Lisdéa 350 ul Lysis
Solution 1/Proteinase K -seosta ja 350 pl maitonaytettd ku-
hunkin Collection Microtubes -putkeen. Valta maitokokka-
reiden pipetoimista reaktioputkeen. Maitonaytteiden lisdksi



tee vahintddn yksi negatiivinen kontrolli (vain reagensseilla)
jokaisella eristyskerralla. Sulje reaktioputket Collection
Microtubes -korkeilla.

Vorteksoi lyhyesti ja inkuboi 55°C:ssa 5 min.
Sentrifugoi 6 000 rpm 5 min.

Poista supernatantti pipetoimalla. On tavallista, ettd super-
natantin pdalla on rasvakerros. Poista rasva pipetoimalla.
Pelletin paalle saattaa myos jadda rasvaa, mutta sitd ei tar-
vitse poistaa.

Resuspensoi pelletti 100 pl:aan Lysis Solution 2:ta pipetoi-
malla. Sulje reaktioputket uusilla Collection Microtubes
-korkeilla.

Inkuboi 37°C:ssa 10 min.

Valmista tuore seos, jossa on seuraavat tilavuudet jokais-
ta naytettd kohti: 20 pl Proteinase K ja 200 pl Buffer AL.
Jos kadytat monikanavapipettid, tee seosta hieman ylimaa-
rin pipetointivaraksi. Lisdd 220 pl vastavalmistettua seosta
jokaiseen ndytteeseen koskematta Collection Microtubes
-putkien reunoihin. Sulje putket uusilla Collection
Microtubes -korkeilla.

Sekoita huolellisesti ravistelemalla 15 s. Tehokkaan lyy-
sauksen varmistamiseksi on tdrkead, ettd ndytteet ja Buffer
AL sekoitetaan valittdmasti ja huolellisesti homogeenisek-
si seokseksi. Pidad telineessd olevia Collection Microtubes
-putkia molemmin késin ja ravistele voimakkaasti ylos ja alas.

. Inkuboi 55°C:ssa 10 min. Sentrifugoi lyhyesti 3 000 rpm.

Anna sentrifuugin saavuttaa 3 000 rpm:n kierrosnopeus ja
pysdyta sitten laite.

. Lisdd 200 pl etanolia (96-100 %) jokaiseen putkeen. Sulje

putket uusilla Collection Microtubes -korkeilla. Sekoita voi-
makkaasti ravistellen 15 s. Sentrifugoi lyhyesti 3 000 rpm.
Anna sentrifuugin saavuttaa 3 000 rpm kierrosnopeus ja py-
sdyta sitten laite.

. Aseta QlAamp 96 -levy S-Blockin paille. Merkitse levy

myShempdd ndytetunnistusta varten. Poista varovasti pipe-
tilld kohdan 11 seoksesta mahdolliset viskoosit kokkareet.
Sitten siirrd supernatantti QlAamp 96 -levylle. Ali koske
QlAamp 96 -levyn kaivojen reunoihin vilttadksesi aerosoli-
en levidmista sentrifugoinnin aikana.

. Sulje QlAamp 96 -levy AirPore-teipilld. Siirra S-Block ja

QlAamp 96 -levy sentrifuugin roottorikaukaloon. Sentrifugoi
6 000 rpm 4 min.

. Poista teippi. Lisdd 500 pl Buffer AW1:td jokaiseen kaivoon.

Sulje QlAamp 96 -levy uudella AirPore-teipilld. Sentrifugoi
6 000 rpm 4 min.

. Poista teippi. Lisdd 500 pl Buffer AW2:ta jokaiseen kai-

voon. Ald sulje levyi. Sentrifugoi 6 000 rpm 15 min.
Sentrifugoinnin aikana muodostuva lamp6 varmistaa eta-
nolin haihtumisen naytteestd (Buffer AW2:sta). Naytteeseen
jaava etanoli haittaisi ndytteiden jatkokasittelyita.

. Aseta QlAamp 96 -levy Elution Microtubes -putkien (kitin

mukana) padlle. Lisdad 100 pl Buffer AE:ta jokaiseen kai-
voon. Sulje QlAamp 96 -levy uudella AirPore-teipilla ja
inkuboi 1 min huoneenldmmdssa. Sentrifugoi 6 000 rpm

4 min, minka jalkeen sulje putket Elution Microtubes -kor-
keilla.

17. Puhdistettu DNA sdilytetddn -20°C:ssa.

2. Real-time PCR

Huomioitavaa ennen aloittamista

e Tee ainakin yksi negatiivinen (ei templaattia) PCR-kontrolli
jokaisesta neljasta PCR-reaktiosta jokaisessa real-time PCR
-ajossa.

* Jos on odotettavissa, ettd missddn ajon ndytteissa ei ole bak-
teereita, suosittelemme, ettd real-time PCR -ajoon otetaan
mukaan PathoProof Amplification Standard ja/tai positiivinen
DNA:n eristyskontrolli (esim. aikaisemmin talla kitilla positii-
viseksi testattu maitondyte).

¢ Huomaa, ettd ndyteajoissa tulee kayttdd samaa real-time PCR
-laitetta, samanlaista PCR-kuoppalevya ja samoja korkkeja tai

teippejd, kuin on kéytetty kalibraatioajossa.

Pida kaikki reagenssit jdilla PCR-pipetointivaiheen ajan. Vortek-
soi PathoProof Master Mix ja PathoProof Primer Mixit 1-4 ja
sentrifugoi lyhyesti.

1. Valmista nelja erillista PCR-seosta yhdistamalla PathoProof
Master Mix ja PathoProof Primer Mixit 14 neljaan erilliseen
putkeen. Ndytemadrasta riippuen kiytd joko taulukossa 1.A
tai 1.B esitettyd laskutapaa PCR-seostilavuuksien laskemiseen.

2. Vorteksoi PCR-seokset ja sentrifugoi lyhyesti.

3. Valmistele PCR-kuoppalevy. Varaa aina nelja vierekkaistd
kaivoayhdeltdriviltd yhtd naytettd varten (kuva 1). Esimerkiksi
varaa ndytteelle 1 kaivot AT-A4. Téaytd levyn kaivot suunnas-
sa A — H, eli ensin alas, sitten oikealle ja jdlleen alas. Lisdd
15 pl PCR-seoksia 1-4 niihin neljdan kaivoon, jotka on va-
rattu kullekin néytteelle. Esimerkiksi naytetta 1 varten lisaa
PCR-seoksia 1, 2, 3 ja 4 mainitussa jarjestyksessa kaivoihin
A1, A2, A3 ja A4 (kuva 1). On tirkeda lisatd aina PCR-seos 1
levyn sarakkeisiin 1, 5 ja 9, PCR-seos 2 sarakkeisiin 2, 6
ja 10, PCR-seos 3 sarakkeisiin 3, 7, ja 11, sekd PCR-seos
4 sarakkeisiin 4, 8 ja 12. Taman jarjestyksen sdilyttdminen
on valttdmatonta virheettéman tulosten analysoinnin takia.
Jos PathoProof Amplification Standard* on mukana ajos-
sa, lisdd 15 pl PCR-seoksia 1-4 PathoProof Amplification
Standardille varattuihin kaivoihin. Varaa aina nelja viimeista
pipetoitavaa kaivoa negatiivisille (ei templaattia) PCR-
kontrolleille ja lisda niihin 15 pl PCR-seoksia 1-4 (kuva 1).

4. Lisad 5 pl eristettyd DNA:ta niihin neljaan kaivoon, jotka
on varattu kullekin naytteelle, esimerkiksi pipetoi naytettd 1
kaivoihin A1-A4. Jos PathoProof Amplification Standard on

* PathoProof Amplification Standard sisaltda DNA:ta kaikista PathoProof

Mastitis PCR Assayn tunnistamista bakteerilajeista tai -ryhmista. Sita
kdytetddan positiivisena kontrollina real-time PCR:ssd. Sitd tarvitaan
my6s Norden Lab Mastitis Studio General Edition -tietokoneohjelman
kalibrointiin.



Taulukko 1.A

Laskukaava, kun ndytemddra < 20

PCR-seos 1:
* PathoProof Master Mix = (N + 2) x 10 pl
e PathoProof Primer Mix 1 = (N +2) x 5 pl

PCR-seos 2:
e PathoProof Master Mix = (N + 2) x 10 pl
e PathoProof Primer Mix 2 = (N +2) x 5 pl

PCR-seos 3:
* PathoProof Master Mix = (N + 2) x 10 pl
* PathoProof Primer Mix 3 = (N +2) x 5 pl

PCR-seos 4:
* PathoProof Master Mix = (N + 2) x 10 pl
e PathoProof Primer Mix 4 = (N + 2) x 5

N = Naytemadadra
Sisaltden yhden tai useamman seuraavista kontrolleista:
¢ Negatiivinen PCR-kontrolli (valttdméton joka ajossa)
* PathoProof Amplification Standard (positiivinen PCR-kontrolli)
¢ Negatiivinen DNA-eristyskontrolli
* Postiivinen DNA-eristyskontrolli

Kaavat sisaltavat pipetointivaran.

Taulukko 1.B

Laskukaava, kun ndytemddra > 20

PCR-seos 1:
e PathoProof Master Mix = N x 11 l
* PathoProof Primer Mix 1 = N x 5.5 pl

PCR-seos 2:
* PathoProof Master Mix = N x 11 pl
e PathoProof Primer Mix 2 = N x 5.5 pl

PCR-seos 3:
* PathoProof Master Mix = N x 11 pl
e PathoProof Primer Mix 3 = N x 5.5 pl

PCR-seos 4:
e PathoProof Master Mix = N x 11 l
* PathoProof Primer Mix 4 = N x 5.5 l

N = Naytemaara
Sisdltden yhden tai useamman seuraavista kontrolleista:
* Negatiivinen PCR-kontrolli (vilttimaton joka ajossa)
e PathoProof Amplification Standard (positiivinen PCR-kontrolli)
* Negatiivinen DNA-eristyskontrolli
* Postiivinen DNA-eristyskontrolli

Kaavat sisdltavét pipetointivaran.

mukana ajossa, lisdd 5 pl standardia neljaan vierekkaiseen
kaivoon. Neljaan viimeiseen kaivoon, jotka on varattu ne-
gatiiviselle (ei templaattia) PCR-kontrollille, ei lisdtd mitddn

(kuva 1).

5. Sulje PCR-kuoppalevy siihen yhteensopivalla optisesti kirk-
kaalla teipilld tai optisesti kirkkailla korkeilla ja sentrifugoi
levysentrifuugilla (3 000 rpm, 5 s).

6. Aseta PCR-kuoppalevy real-time PCR -laitteeseen ja aloita
real-time PCR -ajo.
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@® A1 Néyte 1, PCR-seos 1

@® A2 Nadyte 1, PCR-seos 2

@ A3 Néyte 1, PCR-seos 3

@ A4 Niyte 1, PCR-seos 4

.. jne.

@ D5 Nayte 12, PCR-seos 1

@ D6 Nayte 12, PCR-seos 2

@ D7 Niyte 12, PCR-seos 3

@ D8 Niyte 12, PCR-seos 4

@ E5 Negatiivinen PCR-kontrolli (ilman templaattia), PCR-seos 1
@ E6 Negatiivinen PCR-kontrolli (ilman templaattia), PCR-seos 2
@ E7 Negatiivinen PCR-kontrolli (ilman templaattia), PCR-seos 3
@ E8 Negatiivinen PCR-kontrolli (ilman templaattia), PCR-seos 4

Kuva 1. Kaaviokuva PCR-kuoppalevystd ja PathoProof™ Mastitis PCR

Assaylle vélttamattomastd naytejarjestyksestd.




3. Ongelmanratkaisu

Koska mahdolliset ongelmat havaitaan vasta real-time PCR:n jdlkeen, alla esitetddn ensin ongelmanratkaisu real-time PCR -tyovaiheelle

ja sitten DNA:n eristykselle.

3.1 Real-time PCR

Varoitusteksti ilmestyy Norden Lab Mastitis
Studio -ohjelman Calibration wizardin vii-
meiseen ikkunaan: yhden tai useamman ka-
libraationdytteen Ct-arvot eivat ole sallituissa
rajoissa.

Virheitd real-time PCR:n pipetoin-
nissa.

Toista kalibraatioajo ja kiinnitd erityistd
huomiota reagenssien oikeaan pipetoin-
tiin.

Sisaisen monistuskontrollin Ct-arvot eivat ole
sallituissa rajoissa.*

Reagensseja on jaanyt puuttumaan
pipetoitaessa PCR-reaktioita.

Toista real-time PCR ja kiinnitd erityistd
huomiota reagenssien oikeaan pipetoin-
tiin.

Liikaa Primer Mixid tai Primer
Mixin virheellinen pipetointi.

Varmista, ettd oikea maara Primer Mixia
menee oikeaan kaivoon.

Nédytteiden sisdisten monistuskontrollien
Ct-arvot eivdt ole sallituissa rajoissa*, mutta
negatiivisen kontrollin sisdiset monistuskont-
rollit ovat sallituissa rajoissa.

DNA-eristyksesta on jadnyt ndyttei-
siin PCR-inhibiittoreita.

Katso kappale 3.2; DNA-eristyksen on-
gelmanratkaisu.

Yhden néytteen sisdisten monistuskontrollien
Ct-arvot eivédt ole sallituissa rajoissa*, mutta
negatiivisen kontrollin ja muiden ndytteiden
sisdiset monistuskontrollit ovat sallituissa ra-
joissa.

Reagensseja on jaanyt puuttumaan
pipetoitaessa kyseisen ndytteen
PCR-reaktioita.

Toista real-time PCR kyseiselle naytteel-
le.

Ndytteessd on liian paljon PCR-
inhibiittoreita.

Laimenna DNA-ndytettd esim. 1:5ja 1:10
ja toista real-time PCR laimennetuista
ndytteista**. Katso kappale 3.2; DNA-
eristyksen ongelmanratkaisu.

Yhden nédytteen yhden kaivon sisdisen mo-
nistuskontrollin Ct-arvo ei ole sallituissa ra-
joissa*, mutta saman ndytteen rinnakkaisten
kaivojen, negatiivisen kontrollin ja muiden
naytteiden sisdiset monistuskontrollit ovat
sallituissa rajoissa.

Reagensseja on jaanyt puuttumaan
kyseisen kaivon PCR-reaktioita pi-
petoidessa.

Toista real-time PCR kaikille neljélle rin-
nakkaiselle reaktiolle kyseisesta nayttees-
td.

Naytteessa on paljon bakteeri-
DNA:ta. (Varmista asia monistus-
kéyrista.)

Ei vaadi toimenpiteita.

Yhden néytteen yhden kaivon sisdisen monis-
tuskontrollin Ct-arvo ei ole sallituissa rajoissa*
eikd mikdan kohde monistu kyseisessa kaivos-
sa. Kuitenkin saman ndytteen rinnakkaisten
kaivojen, negatiivisen kontrollin ja muiden
naytteiden sisdiset monistuskontrollit ovat
sallituissa rajoissa.

Néytteessa on PCR-inhibiittoreita
sellaisessa pitoisuudessa, ettd ne
inhiboivat vain herkimman sisdisen
kontrollin monistumista (tavallises-
ti PathoProof Primer Mix 1), mutta
eivat kolmea muuta sisdista kont-
rollia.

Laimenna DNA-ndytetta esim. 1:5ja 1:10
ja toista real-time PCR laimennetuista
ndytteista**. Katso kappale 3.2; DNA-
eristyksen ongelmanratkaisu.

Negatiivisen kontrollin kaivoissa tapahtuu
monistumista.

Negatiivinen kontrolli on kontami-
noitunut.

Ryhdy varotoimenpiteisiin kontaminaati-
oiden eliminoimiseksi.

Sisdisen monistuskontrollin Ct-arvot ovat sal-
lituissa rajoissa kaikissa kaivoissa, mutta mi-
kaan bakteerikohde ei monistu.

Epdonnistunut DNA-eristys.

Maitondyte ei sisdltinyt baktee-

reita.

Katso kappale 3.2; DNA-eristyksen on-
gelmanratkaisu. Ota real-time PCR -ajoon
mukaan PathoProof Amplification Stan-
dard ja/tai positiivinen DNA:n eristys-
kontrolli (esim. aikaisemmin talld kitilla
positiiviseksi testattu ndyte).

* Jos sisdisten monistuskontrollien Ct-arvot eivit ole hyvaksyttavissa rajoissa, Norden Lab Mastitis Studio ndyttad varoitusmerkin J ndytteen nimen vieressd
run viewerissd ja sample viewerin vasemmassa ylakulmassa. Lisdksi sana “Failed” ilmestyy sisdisten monistuskontrollien Ct-arvojen perddn sample viewerissa.

** Laskeaksesi Ct-arvon ndytteelle, vdhennd 1:2 laimennetun ndytteen saamasta Ct-arvosta 1 sykli, 1:5 laimennoksen saamasta arvosta 2.3 syklid, 1:10
laimennoksen saamasta arvosta 3.3 syklid ja 1:20 laimennoksen saamasta arvosta 4.3 syklia.




3.2 DNA:n eristys

Real-time PCR:n jdlkeen havaittu

DNA-eristyksen ongelma

» Vihan tai ei ollenkaan DNA:ta
¢ Naytteeseen on jaanyt PCR-in-
hibiittoreita

Mabhdollinen selitys

Epatdydellinen lyysaus alentuneesta
Proteinase K:n aktiivisuudesta joh-
tuen

Suositellut toimenpiteet

Sdilytd Proteinase K -liuos -20°C:ssa ja kayton
aikana jailld. Valmista aina tuore seos Proteinase
K:sta Lysis Solution 1:n ja Buffer AL:n kanssa. Toista
DNA-eristys uudella naytteella.

Epataydellinen lyysaus johtuen
ndytteen riittdmattdmasta sekoituk-
sesta Buffer AL:n kanssa

Toista DNA-eristys uudella nédytteelld. Sekoita nay-
te ja Buffer AL valittdmasti ja perusteellisesti pulssi-
vortexoimalla.

Etanolia ei lisatty lysaattiin tai lisattiin
vadranlaista etanolia ennen siirtoa
QlAamp Mini -pylvdisiin tai QlAamp
96 -levylle.

Toista DNA-eristys uudella naytteelld. Kayta 96—
100 % etanolia. Al kdytd denaturoitua etanolia,
isopropanolia tai laimeampaa etanolia.

Buffer AW1 tai AW2 esivalmisteltu
virheellisesti.

Toista DNA-eristys uudella ndytteelld. Varmista,
ettd Buffer AW1 ja AW2 -konsentraatit laimenne-
taan oikealla maaralld 96-100 % etanolia, kuten
ohjeistettu pullojen kyljessi. Ald kdytd denaturoitua
etanolia, isopropanolia tai laimeampaa etanolia.

Buffer AW1 ja AW2 kéytettiin vadras-
sd jarjestyksessd

Varmista, ettd Buffer AW1 ja AW2 kdytetddn oi-
keassa jadrjestyksessd. Toista DNA-eristys uudella
naytteella.

Eristetyssa DNA:ssa on jadmia Buffer
AW?2:sta

Varmista, ettei QlAamp Mini -pylvés tai QlAamp
96 -levy kosketa suodokseen eluointia edeltavassa
tyovaiheessa. Varmista, ettd QlAamp 96 -levy sent-
rifugoidaan ilman AirPore-teippid ennen DNA:n
eluointia, jotta etanoli haihtuu ndytteestd (Buffer
AW?2:sta).

QlAamp Mini -pylvasta tai QlAamp
96 -levya ei inkuboitu huoneenlam-
mossa (15-25°C) 1 minuutin ajan
ennen eluointia

Buffer AE:n lisdyksen jdlkeen inkuboi QIAamp Mini
-pylvasta tai QlAamp 96 -levyd huoneenlammaossa
1 minuutin ajan ennen eluointia.

DNA ei eluoidu tehokkaasti

Tehostaaksesi eluointia pipetoi Buffer AE keskelle
QlAamp Mini -pylvdan tai QlAamp 96 -levyn kal-
voa ja inkuboi huoneenldmméssa 5 minuutin ajan
ennen sentrifugointia.
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