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Récupération de ’ADN a partir d'éponges a salive

Une fois recueillies, les solutions Oragene®«DNA/échantillons de salive sont stables & température ambiante pendant des années sans
traitement. Le chauffage des échantillons comme indiqué ci-dessous (étape 1) assure que TADN sera uniformément réparti dans les éponges
et le liquide libre. Si on utilise cinq éponges pour prélever de la salive, environ la moitié du liquide sera piégée dans les éponges et lautre
moitié sera libre.

Nous recommandons les méthodes suivantes pour récupérer 'ADN dans la salive prélevée a l'aide des éponges. Si vous avez besoin PADN
pour un petit nombre de tests ou si vous voulez une estimation rapide et précise de la quantité totale PADN prélevée, utilisez la méthode A.
Si vous souhaitez récupérer TADN de la totalité de [échantillon pour une batterie de tests, utilisez la méthode B. Vous pouvez aussi purifier
PADN d’'un échantillon en utilisant les deux méthodes, A et B. Par exemple, vous pouvez estimer rapidement la quantité totale JADN

dans un échantillon et réaliser quelques tests préliminaires en purifiant une petite partie aliquote (méthode A), conserver Iéchantillon a la
température ambiante jusqu’a ce que tous les échantillons aient été prélevés pour létude, puis poursuivre par la méthode B pour récupérer le
reste de TADN. Il est possible de regrouper TADN récupéré par la méthode A et celui obtenu par la méthode B chez le méme donneur.

Méthode A) Purification de ’ADN d’une partie aliquote de 0,5 ml

1. Assurez-vous que le bouchon de la fiole OragenesDNA est bien fixé. Mélangez doucement en inversant la fiole cinq fois.
Laissez incuber a 50 °C pendant 1 heure dans un bain-marie ou pendant 2 heures dans un incubateur 4 air.

2. Ouvrez la fiole avec précaution et prélevez 0,5 ml du liquide libre.

3. Purifiez PADN conformément au Protocole de laboratoire pour la purification manuelle de TADN a partir de 0,5 ml de
Oragene'«sDNA/salive. Linclusion de glycogéne, décrite en tant quétape facultative dans le protocole, rendra le culot
d’ADN plus visible et pourra améliorer le rendement.

Méthode B) Purification de I’ADN de I'échantillon total

1. Assurez-vous que le bouchon de la fiole OragenesDNA est bien fixé. Mélangez doucement en inversant
la fiole cinq fois. Laissez incuber a 50 °C pendant 1 heure dans un bain-marie ou pendant 2 heures
dans un incubateur a air.

2. Soutirez autant de liquide libre que possible et transférez-le dans un tube conique de centrifugeuse de
15 ml

3. Placer le corps (sans le piston) d’'une seringue en plastique jetable de 5 ml dans le méme tube conique
de 15 ml.

4. A Taide d’une pince fine, transférez les éponges de la base bleue dans le corps de la seringue
(voir figure).

5. Centrifugez le corps de seringue contenant les éponges dans le tube conique 4 200 g
(p. ex., 1 000 tr/min dans une centrifugeuse Sorvall RT6000D) pendant 10 minutes a 20 °C.

6. Retirez le corps de seringue contenant les éponges seches et jetez-le. Ty
7. L ADN peut étre extrait du liquide salive/OragenesDNA dans le tube de centrifugeuse en suivant les o
instructions du protocole de laboratoire pour la purification manuelle de TADN a partir de 4,0 ml
de OragenesDNA/salive. Assurez-vous que le volume des réactifs utilisés dans ce protocole pour un B

échantillon de 4 ml est ajusté en fonction du volume réel de liquide salive/OragenesDNA récupéré !
dans les échantillons prélevés a l'aide des éponges a salive.

Autres notes

1. Ce protocole a été créé en tant que méthode suggérée pour le prélevement déchantillons de salive pour ADN chez des
bébés ou de jeunes enfants qui ne savent pas cracher. Si vous voulez proposer des améliorations quelconques, veuillez
prendre contact avec Adele.Jackson@dnagenotek.com.
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Une assistance technique est disponible du lundi au vendredi (de 8 h 30 a 16 h 30, HNE) :
Numéro vert en Amérique du Nord : 1 (866) 813-6354
E-mail : support@DNAgenotek.com

DNAgEenoTek

www.dnagenotek.com
© 2010 DNA Genotek info@dnagenotek.com
PD-PR-017-A Numéro 2.1 Tél.: (613) 723-5757



