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Genomowy DNA z krwi

1 Elementy

1.1 Zawartosé zestawu

NucleoSpin® Dx Blood

50 preparatow 250 preparatéow

REF 740899.50 740899.250
Buffer B3 BUF B3 15 mL 60 mL
Wash Buffer BW BUF BW 30 mL 150 mL
Wash Buffer B5 BUF B5 conc. 12 mL 50 mL
(Concentrate)*

Elution Buffer BE** BUF BE 13 mL 60 mL
Proteinase Buffer PB BUF PB 1.8 mL 8 mL
Proteinase K 30 mg 2x75mg
(lyophilized)*

NucleoSpin® Dx Blood Dx Blood Columns 50 250

Columns (red rings -plus
Collection Tubes)

Collection Tubes (2 mL) Collection Tubes 3 x50 3 x 250
Lysis Tubes (1.5 mL) Lysis Tubes 50 5 x50
Elution Tubes (1.5 mL) Elution Tubes 50 5 x50

User manual l::m 1 1

1.2 Odczynniki, materiaty eksploatacyjne i sprzet dostarczane
przez uzytkownika

Odczynniki

e 96-100 % etanol (w celu dostosowania warunkéw wigzania DNA i przygotowania Wash
Buffer B5)

Materiaty eksploatacyjne

e Jednorazowe koncowki do pipet (zalecane sa korcowki do pipet z barierg aerozolowa,
aby unikna¢ przeniesienia zakazenia)

* For preparation of working solutions and storage conditions see section 3.

** Composition of Elution Buffer BE: 5 mM Tris/HCI, pH 8.5
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Genomowy DNA z krwi

Wyposazenie

* Pipetory reczne

e Wiréwka do probdéwek mikrowiréwkowych

e Worteks

e Termiczny blok grzejny lub faznia wodna (do lizy probek w 70 °C)

e Sprzet ochrony osobistej (np. fartuch laboratoryjny, rekawiczki, okulary)

1.3 Informacje o tej instrukcji obstugi

Zdecydowanie zaleca sig przeczytanie szczegdtowej czesci dotyczacej protokotu, zamieszczonej
w niniejszej instrukcji obstugi. Skrocony protokdt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie
jako narzedzie uzupetniajgce do szybkiego odniesienia sie podczas wykonywania procedury
oczyszczania.

Instrukcje obstugi firmy MACHEREY-NAGEL sg dostepne w Internecie pod adresem
www.mn-net.com.

Nalezy skontaktowa¢ z serwisem technicznym w sprawie informacji o zmianach aktualnej
instrukcji obstugi w poréwnaniu z poprzednimi wersjami.

Dane do kontaktu

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Valencienner Str. 11

52355 Duren, Niemcy

Tel.: +49 24 21 969-0

Potgczenie bezptatne: 0800 26 16 000 (tylko Niemcy)
E-mail: info@mn-net.com

Pomoc techniczna dot. bioanaliz

Tel.: +49 24 21 969-270
E-mail: tech-bio@mn-net.com

Benutzerhandblcher in weiteren Sprachen sind im Download-Bereich auf der Produktseite
verflgbar.

Lesmanuels d'utilisation dans d’autres langues sont disponibles dans la section Telechargements
de la page du produit.

Los manuales de usuario en otros idiomas estan disponibles en la seccion de descargas de la
pagina del producto.

By
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2  Opis produktu

2.1  Przeznaczenie

NucleoSpin® Dx Blood to zestaw do izolacji genomowego DNA z probek $wiezej i zamrozonej
ludzkiej krwi petnej, stabilizowanej EDTA, cytrynianem lub heparyna, uzyskiwanych za pomoca
popularnych systemow pobierania krwi do pdznigjszej analizy in vitro. Produkt dostarcza
oczyszczonego genomowego DNA do wykorzystania w dalszej analizie, takiej jak PCR, gPCR
lub sekwencjonowanie w celu uzyskania informacji 0 DNA genomowym w probce. Produkt jest
uzywany przez profesjonalnych uzytkownikdw w laboratoriach diagnostycznych.

Zestaw NucleoSpin® Dx Blood nie nadaje sie do samodzielnego testowania ani badan
wykonywanych przy pacjencie. Uzytkownik powinien posiada¢ doswiadczenie w zakresie
technik biologii molekularnej, w tym doswiadczenie z prébkami krwi petnej i innymi potencjalnie
zakaznymi prébkami zawierajgcymi materiaty pochodzace od cztowieka.

Zaleca sie stosowanie odpowiednich kontroli, takich jak kontrole wewnetrzne, kontrole ekstrakcii
oraz kontrole dodatnie/ujemne.

2.2 Ograniczenia dotyczace uzytkowania produktu

Zestaw NucleoSpin® Dx Blood nie jest przeznaczony do stosowania z prébkami tkanek
lub katu, bezkomdrkowych ptyndw ustrojowych, takich jak osocze, surowica, mocz lub
ptyn modzgowo-rdzeniowy. Dziatanie zestawu nie zostalo ocenione z uzyciem kozuszka
leukocytarnego, hodowanych lub izolowanych komadrek, wymazow, wysuszonych plamek krwi
i wirusowego DNA. Zestaw nie jest rowniez przeznaczony do izolacji i oczyszczania kwasow
nukleinowych bakterii, grzybdw lub pasozytow.

2.3 Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig firmy MACHEREY-NAGEL, kazda partia zestawu
NucleoSpin® Dx Blood jest testowana pod wzgledem wczesdniej okreslonych specyfikacii, aby
zapewni¢ statg jako$¢ produktu.
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2.4 Wprowadzenie i specyfikacja zestawu

NucleoSpin® Dx Blood jest oparty na sprawdzonej technologii membrany krzemionkowej
NucleoSpin® i dostarcza tatwego sposoby izolacji genomowego DNA z prébek krwi petnej o
objetosci 200 pL. Oczyszczony DNA jest gotowy do uzycia do dalszej amplifikacji PCR.

Procedura NucleoSpin® Dx Blood opiera si¢ na serii prostych czynnosci:

Najpierw prébki krwi poddaje sie lize w obecnosci soli chaotropowych i Proteinase K.
Genomowy DNA w lizacie jest nastepnie wigzany na kolumnie NucleoSpin® Dx Blood.
Nastepnie membrana ze zwigzanymi kwasami nukleinowymi jest przemywana i finalnie
eluowany jest genomowy DNA o wysokiej czystosci.

Prébki

Zestaw moze by¢ uzywany z probka swiezej lub mrozonej ludzkiej krwi petnej o objetosci
200 L, poddanej dziataniu EDTA, cytrynianu lub heparyny, uzyskang za pomoca popularnych
systemow pobierania krwi.

Zazwyczaj 200 pL ludzkiej krwi pelnej pozwala uzyska¢ 3-5pg genomowego DNA, w
zaleznosci od liczby biatych krwinek w prébce.

Ponizej przedstawiono wybér odpowiednich urzadzen do pobierania krwi:

Tabela 1: Wybér odpowiednich systeméw pobierania krwi

System pobierania krwi Producent
S-Monovette® Li-Heparin Sarstedt
S-Monovette® EDTA Sarstedt
S-Monovette® Citrat Sarstedt
VACUETTE® EDTA GREINER BIO-ONE
BD VACUTAINER® K2E BD

K3 EDTA DELTA LAB

K2 EDTA APTACA

Ograniczenia dotyczace prébki

Krioprecypitaty powstajace podczas rozmrazania zamrozonych probek moga zablokowacd
kolumne NucleoSpin® Dx Blood. Jedli takie precypitaty sa widoczne, nalezy unikad ich
odsysania podczas wprowadzania lizatu do kolumny wiazace;.

Oczywiscie probki zhemolizowane i o duzej zawartosci lipiddw moga wptywac na uzysk i
czystos¢ DNA.
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Tabela 2: Specyfikacja zestawu w skrécie

Parametr NucleoSpin® Dx Blood

Materiat prébki Swieza lub mrozona ludzka krew peina poddana
dziataniu EDTA, cytrynianu lub heparyny, uzyskana za
pomoca popularnych systemdw pobierania krwi

Objetos¢ probki 200 L
Typowy uzysk DNA 3-5 ug w zaleznosci od liczby biatych krwinek
Typowa jakos¢ DNA Stosunek Aygo/Asgo 1,7-1,9
Stosunek Aggo/Aszp 1,8-2,3
Objetosc elucji 50-200 pL
Typowe stezenie DNA 40-60 ng/uL
Przetwarzanie Wirowanie

2.5 Dziatanie analityczne

Powtarzalnos¢ w ramach serii obliczono na podstawie rownolegtej izolacji 12 identycznych porcji
prébek krwi. Sredni uzysk DNA wynosit 5,2 g + 0,3, co odpowiada CV 6 %. Powtarzalno$é
miedzy seriami testowano w dwdéch niezaleznych seriach. W kazdej serii DNA izolowano z
jednej probki krwi po 6 powtérzen kazda. Rdznica miedzy srednimi uzyskami z dwdéch serii
wynosita 0,2 ug DNA, co odpowiada 6 %. W celu uzyskania powtarzalnosci miedzy partiami
poréwnywano obok siebie trzy partie zestawu NucleoSpin® Dx Blood. W przypadku kazdej
partii gDNA izolowano w 6 powtdrzeniach. Wszystkie powtdrzenia pobrano z jednej probki krwi.
Sredni uzysk DNA na szes¢ preparatéw wynosit 5,2, 4,81 5,0 pg z odchyleniami standardowymi
wynoszacymi odpowiednio 0,4, 0,51 0,5 pg. CV srednich uzyskéw z trzech partii wynosit 4 %.

W celu oceny odtwarzalnosci DNA z probek krwi petnej byt izolowany rdwnolegle przez dwdch
operatoréw. Sredni uzysk (n = 6) wynosit odpowiednio 2,9 + 0,3 pg oraz 3,0 + 0,2 ug, co
odpowiada CV 9% i 7 % na szes¢ preparatow. Roéznica Sredniego uzysku obu operatorow
wyniosta 0,1 pg.

Przyktady zastosowania NucleoSpin® Dx Blood w diagnostyce in vitro przedstawiono w
nastepujacych publikacjach:

Hadzsiev, K. et al. (2019) Rubinstein-Taybi syndrome 2 with cerebellar abnormality and neural
tube defect. Clin Dysmorphol., 28(3), 137 -141.

Komldsi, K. et al. (2015) Phenotypic variability in a Hungarian patient with the 4g21 microdeletion
syndrome. Mol Cytogenet., 8, 16.

Czako, M. et al. (2019) Possible Phenotypic Conseguences of Structural Differences in Idic(15)
in a Small Cohort of Patients. Int J Mol Sci., 20(19), 4935.

Szabo, A. et al. (2015) Partial tetrasomy of the proximal long arm of chromosome 15 in two
patients: the significance of the gene dosage in terms of phenotype. Mol Cytogenet., 8, 41.
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2.6 Procedury eluciji

DNA jest eluowany z kolumn NucleoSpin® Dx Blood za pomoca 50 do 200 pL buforu
elucyjnego BE. Catkowity uzysk DNA wzrasta wraz ze wzrostem objetosci elucji, podczas gdy
stezenie DNA maleje (patrz Rysunek 1).

Zazwyczaj maksymalnie 10 pL eluatu mozna uzy¢ jako matryce w 50 pL mieszaniny PCR
bez wptywu na dziatanie PCR. Zaleca sie przechowywanie eluowanego DNA w temperaturze
—20 °C. Kilka cykli zamrazania i rozmrazania nie bedzie powodowato zakidcen w przypadku
wigkszosci dalszych zastosowan.

Przechowywanie kwaséw nukleinowych

Zalecenie:
Przechowywanie krétkoterminowe (do 24 godzin): 2-8 °C
Diugotrwate przechowywanie (ponad 24 godziny): —20 °C

6.0 100

r 80

o
o

r 60

t 40

DNA yield [pg]
o
o

>
o

r20

DNA concentration [ng/pL]

4.0 T T T T 0
0 50 100 150 200

Elution volume [pL]

Rysunek 1
Wptyw objetosci elucji na catkowity uzysk DNA (linia przerywana) i stezenie (linia ciagta). Elucje
przeprowadzono z uzyciem 50, 100 i 200 pL.
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3

Warunki przechowywania i przygotowanie
roztworéw roboczych

Uwaga:

Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ wszystkie elementy pod katem uszkodzen. Jesli
zawartos¢ zestawu, np. butelki z buforami lub opakowania blistrowe, jest uszkodzona,
nalezy skontaktowac sie z pomoca techniczng i obstuga klienta firmy MACHEREY-NAGEL
lub z lokalnym dystrybutorem.

Nie uzywac uszkodzonych elementéw zestawu.

Po dostarczeniu zestaw NucleoSpin® Dx Blood powinien byé przechowywany w
temperaturze 18-25 °C. NIE jest wymagane otwieranie zestawu w momencie dostawy i
wyjmowanie poszczegdlnych elementéw w celu ich oddzielnego przechowywania.

Kolumny NucleoSpin® Dx Blood moga byé uzywane do terminu waznosci podanego na
opakowaniu zestawu.

Przed rozpoczeciem protokotu NucleoSpin® Dx Blood nalezy przygotowad nastepujgce
elementy:

Wash Buffer B5: Doda¢ wskazang objetosé etanolu (96 —100 %, patrz tabela ponizej lub
na butelce) do Wash Buffer B5 Concentrate. Oznaczy¢ etykiete butelki, aby wskazac,
ze dodano etanol. Przechowywac¢ Wash Buffer B5 w temperaturze 18-25 °C do terminu
waznosci.

Liofilizowana Proteinase K moze by¢ przechowywana w temperaturze 18—-25 °C do
terminu waznosci bez niekorzystnego wptywu na jej dziatanie. Przed pierwszym uzyciem
zestawu nalezy dodac wskazang objetos¢ Proteinase Buffer PB w celu rozpuszczenia
liofilizowanej Proteinase K. Rekonstytuowana Proteinase K nalezy przechowywac w
temperaturze —20 °C do 6 miesiecy, ale tylko do terminu waznosci.

W trakcie przechowywania, zwtaszcza w niskich temperaturach, w Buffer B3 i Buffer BW
moze utworzyc¢ sie biaty precypitat. Takie precypitaty mozna tatwo rozpuscic¢, inkubujac
butelke w temperaturze 70 °C przez 5 min przed uzyciem.

NucleoSpin® Dx Blood

50 preparatéw 250 preparatow
REF 740899.50 740899.250
Wash Buffer B5 12 mL 50 mL
(Concentrate) Dodac¢ 48 mL etanolu Doda¢ 200 mL etanolu
Proteinase K 30 mg 2x75mg
Doda¢ 1,35 mL Doda¢ 3,35 mL
Proteinase Buffer Proteinase Buffer
do kazdej fiolki
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4  Instrukcje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy z zestawem NucleoSpin® Dx Blood nalezy nosié odpowiednia odziez
ochronng (np. fartuch laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne). Aby uzyskaé
wiecej informagji, nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki materiatow
niebezpiecznych (MSDS, dostepnymi online pod adresem http.//www.mn-net.com/msds).

Ostrzezenie: Chlorowodorek guanidyny w Buffer B3 i Buffer BW w potaczeniu z wybielaczem
moze tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki! Dlatego nie nalezy dodawac wybielaczy ani kwasnych
roztworow bezposrednio do odpaddw pozostatych po przygotowaniu probki.

Odpady powstate po uzyciu zestawu NucleoSpin® Dx Blood nie zostaty przetestowane pod
katem pozostatosci materiatu zakaznego. Skazenie ptynnych odpaddw pozostatosci materiatu
zakaznego jest wysoce nieprawdopodobne ze wzgledu na silnie denaturujgcy bufor do lizy
i uzycie Proteinase K, ale nie mozna tego catkowicie wykluczyé. Dlatego odpady ptynne
nalezy traktowac jako zakazne i nalezy z nimi postepowac oraz usuwac je zgodnie z lokalnymi
przepisami bezpieczenstwa.

41 Usuwanie

Materialy niebezpieczne, zakazne lub skazone biologicznie nalezy usuwaé w bezpieczny i
akceptowalny sposdb oraz zgodnie ze wszystkimi lokalnymi wymogami i przepisami.

MACHEREY-NAGEL — 04/2022, wer. 05 11
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5 Oczyszczanie genomowego DNA za pomoca
NucleoSpin® Dx Blood

Ponizsza procedura dostarcza instrukgiji dotyczacych przygotowania pojedynczej probki krwi.
Mozna jednak przygotowywac kilka probek jednoczesnie; liczba zalezy od pojemnosci uzytej
mikrowirdweki.

Przed przystapieniem do przygotowania:

e Sprawdzi¢, czy Buffer B5 i Proteinase K zostaly przygotowane zgodnie z opisem w
punkcie 3.

e Sprawdzi¢, czy dostepny jest 96—100 % etanol (zdenaturowany lub niedenaturowany) w
celu dostosowania warunkéw wigzania DNA.

e Ustawi¢ cieplarke (np. blok grzewczy) lub taznie wodna na 70 °C.
e Doprowadzi¢ probki krwi do temperatury pokojowej. Upewni¢ sie, ze prébki sa dobrze
wymieszane.

e Jesli w Lysis Buffer B3 Lub Buffer BW utworzyt sie precypitat, nalezy inkubowac bufor w
temperaturze 70 °C, az precypitat sie rozpusci.

e Zasadniczo nie nalezy miesza¢ odczynnikéw i kolumn z réznych zestawow i partii.
e Doprowadzi¢ Elution Buffer BE do temperatury pokojowej.

¢ Nie dodawac roztworu Proteinase K bezposrednio do Lysis Buffer B3. Proteinase K musi
zosta¢ wymieszana z probka krwi przed dodaniem Buffer B3.

e Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadzac¢ w temperaturze pokojowe;.

12 MACHEREY-NAGEL — 04/2022, wer. 05



NucleoSpin® Dx Blood

5.1 Skrécony protokot

Dodatkowy przeglad protokotu:

Przed rozpoczeciem procedury nalezy uwaznie przeczyta¢ szczegdtowy protokdt (punkt 5.2).

Liza probki krwi 1 25 pL Proteinase K
2 200 pL krwi
3 200 pL B3, wymieszac
4 RT, 5 min
5 70 °C, 10 min, wymieszac
6 2000x g, 1s
Dostosowanie 7 210 L etanolu, wymieszaé
warunkéw
wigzania DNA
8 2000 x g, 1's
Wiagzanie DNA 9 Wprowad?zi¢ lizat
10 11000 x g, 1 min
11 Przenies¢ kolumne
NucleoSpin® Dx Blood
do nowej probdwki do
pobierania
Ptukanie 12 500 pL BW
membrany .
krzemionkowej 13 11000 x g, 1 min
14  Przenies¢ kolumne
NucleoSpin® Dx Blood
do nowej probdwki do
pobierania S
15 600 pL B5
16 11000 x g, 1 min
Suszenie 17  Przenies¢ kolumne
membrany NucleoSpin® Dx Blood
krzemionkowej do nowej probdéwki do )
pobierania
18 11000 x g, 1 min

MACHEREY-NAGEL — 04/2022, wer. 05
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NucleoSpin® Dx Blood

Elucja DNA 19  Przenies$¢ kolumne

NucleoSpin® Dx Blood do
nowej probéwki do elucji

20 50-200pL BE

21 11000 x g, 1 min

5.2 Procedura

Odpipetowac 25 pL roztworu Proteinase K do probdwki do lizy (1,5 mL, dotagczona).

2 Dodac¢ 200 pL proébki krwi do probdéwki do lizy. Wymieszad.

3 Dodac 200 pL Buffer B3 do probowki do lizy, zamkng¢ zatyczke i mieszac energicznie,
worteksujgc pulsacyjnie przez 10 s.
Nie miesza¢ wstepnie Buffer B3 i Proteinase K!

4 Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 min (= 1 min).

5 Inkubowac probdwke do lizy w temperaturze 70 °C (+ 2 °C) przez 10 min (+ 1 min). Po
inkubacji miesza¢ energicznie, worteksujac pulsacyjnie przez 5 s.

6 Krétko odwirowaé probdwke do lizy (okoto 1 s przy 2000 x g), aby usuna¢ krople z
zatyczki (tylko krétkie wirowanie).

7 Doda¢ 210 pL etanolu (96-100%) do probki. Zamknaé zatyczke i mieszad,
worteksujgc pulsacyjne przez 5 s.
Upewnic sig, ze etanol i lizat sg dobrze wymieszane.

8 Krétko odwirowac probdwke do lizy (okoto 1's przy 2000 x g), aby usuna¢ krople z
zatyczki (tylko krétkie wirowanie).

9 Ostroznie wprowadzié caly lizat do kolumny NucleoSpin® Dx Blood umieszczonej w
probdwce do pobierania i zamknac¢ zatyczke.

10 Odwirowac przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.
Jesli lizat nie zostanie w caftosci pobrany przez membrang, powtorzy¢ wirowanie z
wigkszg szybkoscig g (15 000—-20 800 x g przez 1 min). Jesli lizat nadal nie przejdzie
w catosci przez membrane, nalezy wyrzucic probke i powtdrzyC izolacje z nowym
materiatem probki.

11 Umiescié kolumne NucleoSpin® Dx Blood w nowej probéwce do pobierania (2 mL,
w zestawie) i wyrzuci¢ probdwke do pobierania z przeptywem z poprzedniego etapu.

12 Otworzy¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood i doda¢ do niej 500 uL Buffer BW.
Zamkna¢ zatyczke.
Uwaga: Upewnic sig, Ze pozostaty lizat zostat wyplukany za pomocg Buffer BWV.

13 Odwirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.
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14

Umiesci¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood w nowej probéwce do pobierania (2 mL,
w zestawie) i wyrzuci¢ probdwke do pobierania z przeptywem z poprzedniego etapu.

15

Otworzy¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood i doda¢ do niej 600 uL Buffer B5.
Zamkna¢ zatyczke.

Uwaga: Upewni¢ sig, ze bufor do ptukania pozostaly z poprzedniego etapu zostat
wyptukany za pomoca Buffer B5.

16

Odwirowac przez 1 min z predkoscia 11 000 x g.

17

Umiesci¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood w nowej probéwce do pobierania (2 mL,
w zestawie) i wyrzuci¢ probdwke do pobierania z przeptywem z poprzedniego etapu.

18

Odwirowa¢ przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Podczas tego etapu usuwane sg pozostatosci etanolu.

19

Umiesci¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood w czystej probdéwce do elugji (1,5 mL, w
zestawie) i wyrzuci¢ probdwke do pobierania z poprzedniego etapu.

20

Otworzy¢ kolumne NucleoSpin® Dx Blood i dodaé 50-200 uL Buffer BE
bezposrednio na srodek membrany.

21

Odwirowa¢ przez 1 min z predkoscia 11 000 x g, aby przeprowadzi¢ elucje DNA z
kolumny.
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6 Zatacznik

6.1 Rozwigzywanie problemow

Problem Mozliwa przyczyna i sugestie

Niskie stezenie biatych krwinek w prébce

e Uzysk DNA zalezy od liczby biatych krwinek w probce. Probki krwi
zawierajace niskg liczbe biatych krwinek pozwalajg uzyskac mate
ilosci DNA.

Niepetna liza probki

¢ Nigjednorodna prébka krwi lub zakrzepy krwi w prébce: Upewnié
sie, ze probki krwi sg pobierane zgodnie z instrukcjami producenta
probdéwki do pobierania krwi. Upewnic sie, ze tylko krew, ktéra
mozna tatwo przenies¢ przez pipetowanie, jest uzywana jako
materiat probki. W razie potrzeby zhomogenizowac prébke krwi
przed uzyciem.

*  Probka nie zostata doktadnie wymieszana z Proteinase K i buforem
do lizy. Bezposrednio po dodaniu Lysis Buffer B3 mieszanine
nalezy energicznie zworteksowac.

Brak lub niski ¢ Trawienie za pomoca Proteinase K nie jest optymalne. Nigdy nie
uzysk DNA dodawaé Proteinase K bezposrednio do Lysis Buffer B3.

Odczynniki nie zostaty prawidtowo dodane

e Przygotowac bufory i roztwor Proteinase K zgodnie z instrukcja
(punkt 3). Doda¢ etanol do lizatu przed wprowadzeniem lizatu do
kolumny.

Niewtasciwe wirowanie

* Nie wydtuza¢ czasu i nie zwigkszac predkosci wirowania na
etapach 6 i 8. Wykonac tylko krétkie wirowanie, aby usungc¢ krople
z zatyczki.

Nieoptymalna elucja DNA z kolumny

e Skutecznos¢ elucji zalezy od objetosci buforu elucyjnego. Aby
uzyskac¢ najwyzsza skutecznosé eluciji, nalezy uzy¢ 200 plL buforu
elucyjnego; aby uzyskaé najwyzsze stezenie DNA, nalezy uzy¢
50 pL buforu elucyjnego.

Niejednorodna probka krwi

e Krioprecypitat powstajgcy podczas rozmrazania zamrozonych
prébek moze zablokowaé kolumne NucleoSpin® Dx Blood.

Zablokowana Jedli takie precypitaty sg widoczne, nalezy unikaé ich odsysania

kolumna wigzgca
DNA

podczas wprowadzania lizatu do kolumny wigzacej. Precypitaty
moga rowniez tworzy¢ sie w Swiezych probkach krwi. Upewnic
sie, ze probki sg dobrze wymieszane. Jesli kolumna ulegnie
zablokowaniu podczas etapu wigzania DNA, nalezy powtorzyc
wirowanie przy wiekszej sile g (15 000-20 800 x g przez 1 min).
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Problem Mozliwa przyczyna i sugestie

Odczynniki nie zostaty prawidfowo dodane

*  Przygotowac bufory i roztwdr Proteinase K zgodnie z instrukcja
(punkt 3). Doda¢ etanol do lizatu i wymiesza¢ przed dodaniem ich
do kolumn.

Niepetna liza probki

e Prébka nie zostata doktadnie wymieszana z roztworem Proteinase
K i buforem do lizy. Bezposrednio po dodaniu buforu do lizy
mieszaning nalezy energicznie zworteksowac.

e Trawienie za pomoca Proteinase K nie jest optymalne. Nie
dodawac Proteinase K bezposrednio do Lysis Buffer B3.

Niska jakos¢ DNA

Do przygotowania uzyto starych lub zakrzeptych probek krwi

e UpewniC sie, ze jako materiat probki uzywana jest tylko krew,
ktdrg mozna tatwo przenies¢ przez pipetowanie. W razie potrzeby
zhomogenizowac probke krwi przed uzyciem.

Przeniesienie etanolu

®  Przed elucjg DNA nalezy usuna¢ caty etanolowy Buffer B5. Jesli
poziom napetnienia przeptywem Wash Buffer B5 po drugim
ptukaniu z jakiegokolwiek powodu dotrze do wylotu kolumny,
nalezy odrzucic przeptyw, umiesci¢ kolumne z powrotem w
probéwce do pobierania i ponownie odwirowac.

e Eluaty DNA moga zawiera¢ sladowe ilosci etanolu. Nie

Nieoptymaline zaobserwowano jednak pogorszenia dziatania PCR z uzyciem
dziatanie eluatu DNA do 20 % koricowej objetosci PCR jako matrycy (np.
genomowego przy uzyciu 4 uL ze 100 plL eluatu jako matrycy w 20 uL PCR).
DNA w reakcjach Maksymalny procent objetosci matrycy w PCR moze sie réznié w
enzymatycznych zaleznosci od wiarygodnosci systemu PCR i musi zosta¢ okreslony
przez uzytkownika.
Skazenie DNA substancjami hamujacymi
e Jesli DNA przygotowano ze starych lub zakrzeptych probek krwi,
nalezy sig upewnic, ze jako materiat probki uzywana jest tylko
krew, ktdrg mozna fatwo przenies¢ przez pipetowanie. W razie
potrzeby zhomogenizowac probke krwi przed uzyciem.
Kontakt:
MACHEREY-NAGEL Niemcy

Tel.: +49 (0) 24 21 969 270
e-mail: TECH-BIO@mn-net.com
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6.2 Konieczno$¢ powiadomienia

Nalezy pamietac, ze kazdy powazny incydent, ktdéry miat miejsce w zwigzku z produktem,
nalezy niezwtocznie zgtasza¢ producentowi i wiasciwemu organowi europejskiego panstwa
cztonkowskiego, w ktérym doszto do incydentu. Europejskie punkty do kontaktu ds. nadzoru:
https://ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en

6.3 Pismiennictwo ogdlne

Thiemann F. et al. (2006) Leitfaden Molekulare Diagnostik — Grundlagen, Gesetze, Tipps und
Tricks, WILEY-VCH, ISBN 3-527-31471-7.

Orzinska A. et al. (2015) 14 Years of Polish Experience in Non-Invasive Prenatal Blood Group
Diagnosis. Transfus Med Hemother, 42, 361 —-364.

Papadopoulou A. et al. (2014) Calcium sensing receptor in pregnancies complicated by
gestational diabetes mellitus. Placenta, 35, 632e638.

Bleda S. et al. (2012) Vascular endothelial growth factor polymorphisms are involved in the late
vascular complications in Type Il diabetic patients. Diabetes & Vascular Disease Research, 9(1),
68-74.

6.4 Zamawianie

Produkt REF Opakowanie
NucleoSpin® Dx Blood 740899.50/.250 50/250
NucleoSpin® Dx Virus 740895.50 50
NucleoMag® Dx Pathogen 744215.4 384

Wiecej szczegdtowych informacji o produkcie mozna znalez¢ na stronie www.mn-net.com.

6.5 Wyjasnienie symboli

Numer produktu

Identyfikator parti g
“ Producent A Ostrzezenie: Dalsze informacje w

instrukcji obstugi
Produkty do diagnostyki in vitro

Dj:l Nalezy przeczyta¢ instrukcije obstugi

Dopuszczalny zakres temperatur
przechowywania

Termin waznosci

Nie uzywac ponownie

W Wystarcza na < n> testow
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6.6 Ograniczenie stosowania produktu / gwarancja

Zestaw NucleoSpin® Dx Blood to ogdlny system do izolacji i oczyszczania genomowego DNA
z probek ludzkiej krwi petnej w celu dalszej diagnostyki in vitro.

Zestaw jest przeznaczony do dalszych zastosowarn z uzyciem enzymatycznej amplifikacijii detekcii
DNA (np. PCR). Wszelkie wyniki diagnostyczne uzyskane przy uzyciu DNA wyizolowanego
za pomocg zestawu NucleoSpin® Dx Blood w potgczeniu z testem diagnostycznym nalezy
interpretowac z uwzglednieniem dodatkowych wynikéw badan klinicznych lub laboratoryjnych.
Zestaw NucleoSpin® Dx Blood nie dostarcza wyniku diagnostycznego. Uzytkownik ponosi
wytaczng odpowiedzialnos¢ za uzywanie i walidacje zestawu w potgczeniu z dalszym testem
do diagnostyki in vitro. TYLKO produkty firmy MACHEREY-NAGEL oznaczone specjalnie jako
IVD nadajg sie do stosowania w diagnostyce in vitro.

Instrukcje dotyczace bezpieczenstwa znajdujg sie w odpowiednim rozdziale instrukcji obstugi.
Zestaw NucleoSpin® Dx Blood moze by¢ uzywany wylgcznie w odpowiednim srodowisku
testowym, tj. w odpowiednich warunkach laboratoryjnych.

Uzytkownik ponosi odpowiedzialno$¢ za wszelkie szkody wynikajace z zastosowania zestawu
NucleoSpin® Dx Blood niezgodnie z przeznaczeniem okreslonym w instrukcji obstugi.

Ten produkt firmy MACHEREY-NAGEL jest dostarczany z dokumentacja okreslajaca
specyfikacje i inne informacje techniczne. Firma MACHEREY-NAGEL gwarantuje spetienie
podanych specyfikacji. Jedynym zobowigzaniem firmy MACHEREY-NAGEL i jedynym srodkiem
zaradczym wobec klienta jest bezptatna wymiana produktow w przypadku, gdy produkty nie
beda dziata¢ zgodnie z gwarancjg. Dodatkowo nalezy zapozna¢ sie z ogolnymi warunkami
handlowymi firmy MACHEREY-NAGEL, ktore sa wydrukowane w cenniku. W razie checi
otrzymania dodatkowej kopii nalezy skontaktowac z naszg firma.

Firma MACHEREY-NAGEL nie ponosi odpowiedzialnosci za uszkodzenia lub wady powstate
podczas transportu i obstugi (z wytaczeniem ubezpieczenia transportowego dla klientow),
w wyniku wypadku lub niewtasciwego badZ nieprawidtowego uzytkowania tego produktu;
wady produktéw lub komponentéw niewyprodukowanych przez firme MACHEREY-NAGEL
lub uszkodzenia wynikajace z takich komponentdw lub produktéw firm innych niz
MACHEREY-NAGEL.

Firma MACHEREY-NAGEL nie udziela zadnych innych gwarancji, a W SZCZEGOLNOSCI
WYKLUCZA WSZELKIE INNE GWARANCJE JAKIEGOKOLWIEK RODzZAJU LUB
JAKIEJKOLWIEK  NATURY, BEZPOSREDNIO LUB POSREDNIO, WYRAZNE LUB
DOROZUMIANE, W TYM MIEDZY INNYMI DOTYCZACE PRZYDATNOSCI, TRWALOSCI,
ODTWARZALNOSCI DO OKRESLONEGO CELU LUB UZYTKOWANIA, WARTOSCI
HANDLOWEJ, STANU LUB INNYCH KWESTI DOTYCZACYCH PRODUKTOW FIRMY
MACHEREY-NAGEL, | ZRZEKA SIE TYCH GWARANCJI.

W zadnym wypadku firma MACHEREY-NAGEL nie ponosi odpowiedzialnosci za roszczenia
z tytutu jakichkolwiek innych szkod, bezposrednich, posrednich, przypadkowych,
kompensacyjnych, przewidywalnych, nastepczych lub specjalnych (w tym m.in. utraty
uzytkowania, przychodow lub zyskéw), niezaleznie od tego, czy sg one oparte na gwarancii,
umowie, czynie niedozwolonym (w tym zaniedbaniu) lub Scistej odpowiedzialnosci powstatej w
zwigzku ze sprzedaza lub niezgodnoscia produktow firmy MACHEREY-NAGEL z okreslonymi
specyfikacjami. Niniejsza gwarancja ma charakter wytaczny. Firma MACHEREY-NAGEL nie
udziela zadnych innych gwarancji wyraznych ani dorozumianych.

Gwarancja opisana w niniejszym dokumencie oraz dane, specyfikacje i opisy tego produktu
firmy MACHEREY-NAGEL pojawiajgce sie w opublikowanych katalogach i dokumentacii
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produktu firmy MACHEREY-NAGEL s3 wytacznymi oswiadczeniami firmy MACHEREY-NAGEL
dotyczgcymi produktu i gwarancji. Zadne inne o$wiadczenia lub o$wiadczenia, pisemne lub
ustne, sktadane przez pracownikow, agentow lub przedstawicieli firmy MACHEREY-NAGEL, z
wyjatkiem oswiadczen pisemnych podpisanych przez nalezycie upowaznionego przedstawiciela
firmy MACHEREY-NAGEL, nie sg dozwolone; klient nie powinien na nich polegac i nie stanowig
czesci umowy sprzedazy ani niniejszej gwarancii.

Oswiadczenia dotyczace produktéw moga ulec zmianie. W zwigzku z tym prosimy o kontakt
z naszym zespotem serwisu technicznego w celu uzyskania najbardziej aktualnych informaciji
na temat produktéw firmy MACHEREY-NAGEL. Mozna rowniez skontaktowaé sie z lokalnym
dystrybutorem w celu uzyskania ogdlnych informacji naukowych. Zastosowania wymienione w
dokumentaciji firmy MACHEREY-NAGEL sg dostarczane wytacznie w celach informacyjnych.
Firma MACHEREY-NAGEL nie gwarantuje, ze wszystkie zastosowania zostaty przetestowane
w laboratoriach firmy MACHEREY-NAGEL przy uzyciu produktow firmy MACHEREY-NAGEL.
Firma MACHEREY-NAGEL nie gwarantuje poprawnosci zadnego z tych zastosowan.

Ostatnia aktualizacja: Kwiecien 2022 r./Wer. 05
Powdd zmiany:

Dodanie danych analitycznych i klinicznych do rozdziatu 2.5. Odniesienie do nowych jezykdw
instrukciji obstugi (rozdziat 1.3).

Znaki towarowe:

BD VACUETTE jest znakiem towarowym firmy BD

NucleoSpin® jest znakiem towarowym firmy MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG
S-Monovette jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Sarstedt

Vacuette jest znakiem towarowym GREINER BIO-ONE

Wszystkie uzyte nazwy i oznaczenia moga byé markami, znakami towarowymi lub zastrzezonym oznakowaniem ich
odpowiednich wiascicieli — takze jesli nie stanowig specjalnego oznaczenia. Wymienianie produktow i marek jest tylko
rodzajem informacii (tzn. nie obraza znakdéw towarowych i marek i nie moze by¢ traktowane jako rodzaj rekomendaciji
lub oceny). W odniesieniu do tych produktow lub ustug nie mozemy udzieli¢ zadnych gwaranciji dotyczacych doboru,
skutecznosci lub dziatania
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