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ADN genomic din sange

1 Componente
1.1 Continutul kitului

NucleoSpin® Dx Blood

50 preparari 250 preparari
REF 740899.50 740899.250
Solutie tampon B3 BUF B3 15 mL 60 mL
Solutie tampon de spalare BUF BW 30 mL 150 mL
BW
Solutie tampon de spélare BUF B5 conc 12 mL 50 mL

B5 (concentrat)*

Solutie tampon de elutie BUF BE 13 mL 60 mL

BE**

Solutie tampon de BUF PB 1,8 mL 8 mL
proteinaza PB
Proteinaza K 30 mg 2x75mg

(liofiizats)*

Coloane NucleoSpin® Coloane Dx Blood 50 250

Dx Blood (inele rosii - plus
eprubete de recoltare)

(EzpruBete de recoltare [Eprubete de recoltare] 3 x50 3 x250
m

Eprubete de liza (1,5 mL) Eprubete de liza 50 5 x50
Eprubete de elutie Eprubete de elutie 50 5 x50

(1,5 mL)

Manual de utilizare l:m 1 1

* Pentru prepararea solutiilor de lucru si conditile de depozitare, consultati sectiunea 3.

** Compozitia solutiei tampon de elutie BE: 5 mM Tris/HCI, pH 8,5
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1.2 Reactivi, consumabile si echipamente care trebuie

furnizate de utilizator

Reactivi

Etanol 96 -100 % (pentru ajustarea conditiilor de legare a ADN-ului si pentru prepararea
solutiei tampon de spalare B5)

Consumabile

Varfuri de pipeta de unica folosinta (se recomanda varfurile de pipeta cu bariera de
aerosoli pentru a evita contaminarea incrucisata)

Echipamente

Pipetoare manuale

Centrifuga pentru eprubete de microcentrifuga

Agitator vortex

Bloc termic de Incalzire sau baie de apa (pentru liza probelor la 70 °C)

Echipament individual de protectie (de exemplu, halat de laborator, manusi, ochelari de
protectie)
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1.3 Despre acest manual de utilizare

Se recomanda cu strictete sa cititi sectiunea detaliatd a protocolului din acest manual de
utilizare. Rezumatul protocolului este conceput doar pentru utilizarea ca instrument suplimentar
de referinta rapida in timpul efectuarii procedurii de purificare.

Manualele de utilizare MACHEREY-NAGEL sunt disponibile online la www.mn-net.com.

Va rugam sa contactati Serviciul de asistenta tehnica pentru informatii cu privire la modificarile
din prezentul manual de utilizare fata de versiunile anterioare.

Informatii de contact

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Valencienner Str. 11

52355 Duren, Germania

Tel.: +49 24 21 969-0

Telverde: 0800 26 16 000 (numai in Germania)
E-mail: info@mn-net.com

Asistenta tehnica pentru bioanalitica

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.
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2 Descrierea produsului

2.1 Destinatie de utilizare

NucleoSpin® Dx Blood este un kit pentru izolarea ADN-ului genomic din probe de sange
integral umane proaspete si congelate, stabilizate fie cu EDTA, fie cu citrat, fie cu heparina,
obtinute de pe sisteme obisnuite de recoltare a séngelui, pentru analiza in vitro ulterioara.
Produsul furnizeaza ADN genomic purificat destinat utilizarii pentru analiza ulterioara in aval
precum PCR, gPCR sau secventiere, pentru a obtine informatii despre ADN-ul genomic din
proba. Produsul este destinat utilizarii de catre profesionisti in laboratoare de diagnostic.

Kitul NucleoSpin® Dx Blood nu este adecvat pentru autotestare sau testare in proximitatea
pacientului. Utilizatorul trebuie sa detina experienta in ceea ce priveste tehnicile de biologie
moleculard, inclusiv experienta In ceea ce priveste lucrul cu sange integral si alte materiale
obtinute din probe umane potential infectioase.

Se recomanda utilizarea de controale adecvate, cum ar fi controale interne, controale de
extractie, controale pozitive/negative.

2.2 Limitari ale utilizarii produsului

Kitul NucleoSpin® Dx Blood nu este destinat utilizirii cu probe de tesut sau scaun, fluide
corporale acelulare, precum plasma, ser, urind sau lichid cefalorahidian. Performanta kitului nu
a fost evaluata cu strat trombo-leucocitar, culturi celulare sau celule izolate, exsudate, pete de
sange uscat si ADN viral. De asemenea, kitul nu este specificat pentru izolarea si purificarea
acizilor nucleici bacterieni, fungici sau parazitari.

2.3 Controlul calitatii

In conformitate cu sistemul de management al calittii al MACHEREY-NAGEL, fiecare lot de kit
NucleoSpin® Dx Blood este testat pentru specificatiile prestabilite pentru a asigura o calitate
constanta a produsului.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05 7
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2.4 Introducere si specificatiile kitului

NucleoSpin® Dx Blood se bazeazi pe o tehnologie consacratd cu membrand de silice
NucleoSpin® si oferd o modalitate facil& de izolare a ADN-ului genomic din 200 pL de probe de
sange integral. ADN-ul purificat este gata de utilizare pentru amplificare PCR 1n aval.

Procedura NucleoSpin® Dx Blood se bazeaza pe o serie de pasi simpli:

Mai intai, probele de sange sunt lizate in prezenta sarurilor caotropice si a proteinazei K. ADN-
ul genomic din lizat este apoi legat de o coloand NucleoSpin® Dx Blood. Ulterior, membrana
cu acizi nucleici legati este spalata si, in cele din urma, ADN-ul genomic de inalta puritate este
eluat.

Probe

Kitul poate fi utilizat cu 200 pL de sénge integral uman proaspat sau congelat, tratat cu EDTA,
citrat sau heparind, obtinut din sisteme obisnuite de recoltare a sangelui.

De obicei, 200 pL de sange integral uman vor produce 3-5 pg de ADN genomic in functie de
numarul de leucocite din proba.

In continuare este prezentata o selectie de dispozitive adecvate de recoltare a sangelui:

Tabelul 1: Selectie de dispozitive adecvate de recoltare a
sangelui

Sistem de recoltare a sangelui Producator
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

Limitari ale probelor

Crioprecipitatele formate n timpul decongelarii probelor congelate pot colmata coloana
NucleoSpin® Dx Blood. Dacé sunt vizibile astfel de precipitate, evitati aspirarea acestora
atunci cand incarcati lizatul in coloana de legare.

Evident, probele hemolitice si hiperlipidemice pot afecta productia si puritatea ADN-ului.
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Tabelul 2: Rezumatul specificatiilor kitului

Parametru NucleoSpin® Dx Blood

Materialul probelor Séange integral uman proaspat si congelat tratat
cu EDTA, citrat sau heparina, obtinut din sisteme
obisnuite de recoltare a sangelui

Volumul probelor 200 pL
Productie tipica de ADN 3-5 pg In functie de numarul de leucocite
Calitate tipica a ADN-ului Raport Ajgo/Asgo 1,7-1,9
Raport Ayge/Asgy 1,8-2,3
Volum de elutie 50-200 pL
Concentratie tipica a ADN-ului 40-60 ng/uL
Procesare Centrifugare

2.5 Performanta analitica

Repetabilitatea Tn cadrul aceleiasi determinari a fost calculatd pe baza izolarii paralele a 12
parti alicote identice de probe de sange. Productia medie de ADN a fost de 5,2 ug + 0,3,
corespunzand unui CV de 6 %. Repetabilitatea intre determinari a fost testata in cadrul a doua
determinari independente. Tn cadrul fiecarei determinéri, ADN-ul a fost izolat dintr-o proba de
sange cu cate 6 replici. Diferenta dintre productiile medii ale celor doua determinari a fost de
0,2 pg de ADN, corespunzand unui CV de 6 %. Pentru repetabilitatea de la un lot la altul, au fost
comparate alaturat trei loturi de NucleoSpin Dx Blood. Pentru fiecare lot a fost izolat ADNg in 6
replici. Toate replicile au fost extrase dintr-o singura proba de sange. Productiile medii de ADN
per sase preparate au fost de 5,2, 4,8 si 5,0 g, cu abateri standard de 0,4, 0,5 si, respectiv,
0,5 pg. CV-ul productiilor medii ale celor trei loturi a fost de 4 %.

Pentru evaluarea reproductibilitatii, ADN-ul a fost izolat din probe de sange integral in paralel
de doi operatori. Productia medie (n = 6) a fost de 2,9 + 0,3 ug si, respectiv, 3,0 + 0,2 g,
corespunzand unui CV de 9% si 7 % per sase preparate. Diferenta dintre productiile medii ale
ambilor operatori a fost de 0,1 pg.

Utilizarea pentru diagnostic in vitro a NucleoSpin® Dx Blood este exemplificata in urmétoarele
publicatii:

Hadzsiev, K. et al. (2019) Rubinstein-Taybi syndrome 2 with cerebellar abnormality and neural
tube defect. (Sindromul Rubinstein-Taybi 2 cu anomalie cerebelara si defect de tub neural.) Clin
Dysmorphol., 28(3), 137 -141.

Komldsi, K. et al. (2015) Phenotypic variability in a Hungarian patient with the 4g21 microdeletion
syndrome. [(2015) Variabilitatea fenotipica in cazul unui pacient din Ungaria cu sindromul
microdeletiei 4g21.] Mol Cytogenet., 8, 16.

Czako, M. et al. (2019) Possible Phenotypic Conseguences of Structural Differences in Idic(15)
in a Small Cohort of Patients. [(2019) Consecinte fenotipice posibile ale diferentelor structurale la
nivelul cromozomului izodicentric 15 la o cohorta mica de pacienti.] Int J Mol Sci., 20(19), 4935.
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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. [(2015) Tetrasomia partiala
a bratului lung proximal al cromozomului 15 in cazul a doi pacienti: importanta dozarii genelor
din punct de vedere al fenotipului] Mol Cytogenet., 8, 41.

2.6 Proceduri de elutie

ADN-ul este eluat din coloanele NucleoSpin® Dx Blood cu 50—-200 pL de solutie tampon de
elutie BE. Productia generala de ADN creste odata cu cresterea volumului de elutie, in timp ce
concentratia de ADN scade (consultati figura 1).

De obicei, poate fi utilizatd o cantitate de eluat de pana la 10 yL ca model intr-un amestec
pentru PCR de 50 pL fara sa afecteze performanta testului PCR. Se recomanda depozitarea
ADN-ului eluat la temperatura de -20 °C. Mai multe cicluri de congelare-decongelare nu vor
afecta majoritatea aplicatiilor in aval.

Depozitarea acizilor nucleici

Recomandare:
Depozitare pe termen scurt (pana la 24 de ore): 2—-8 °C
Depozitare pe termen lung (peste 24 de ore): - 20 °C
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Figura 1
Impactul volumului de elutie asupra productiei generale de ADN (linie intreruptd) si a concentratiei de
ADN (linie continud). Elutia a fost efectuata cu 50, 100 si 200 pL.
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3

Conditii de depozitare si prepararea solutiilor de
lucru

Atentie:

Dupa primirea kitului, verificati toate componentele pentru a vedea daca sunt intacte.

in cazul in care continutul kitului, precum flacoanele de solutie tampon sau ambalajele
blister, prezinta deteriorari, contactati Serviciul de asistenta tehnica si de relatii cu clientii al
MACHEREY-NAGEL sau adresati-va distribuitorului local.

Nu folositi componente ale kitului care sunt deteriorate.

LLa momentul sosirii, kitul NucleoSpin® Dx Blood trebuie pastrat la temperaturi de
18-25 C. NU este necesar sa deschideti kitul la momentul livrarii si sa scoateti
componentele individuale pentru a le depozita separat.

Coloanele NucleoSpin® Dx Blood pot fi utilizate pané la data expirarii specificaté pe
cutia kitului.

Tnainte de initierea protocolului NucleoSpin® Dx Blood, preparati urmatoarele:

Solutie tampon de spalare B5: Adaugati volumul indicat de etanol (96100 %, a se
vedea tabelul de mai jos sau eticheta flaconului) la concentratul de solutie tampon

de spalare B5. Marcati eticheta flaconului pentru a indica faptul ca s-a adaugat etanol.
Pastrati solutia tampon de spalare B5 la temperaturi de 18-25 °C pana la data expirarii.

Proteinaza K liofilizata poate fi pastrata la temperaturi de 18—-25 °C pana la data expirarii,
fara o diminuare a performantei. Inainte de prima utilizare a kitului, adugati volumul
indicat de solutie tampon de proteinaza PB pentru a dizolva proteinaza K liofilizata.
Proteinaza K reconstituita trebuie pastrata la temperatura de - 20 °C timp de pana la 6
luni, dar numai pana la data de expirare.

Tn timpul depoxzitarii, in special la temperaturi scizute, se poate forma un precipitat alb
in solutia tampon B3 si in solutia tampon BW. Astfel de precipitate pot fi dizolvate cu
usurinta incuband flaconul la temperatura de 70 °C timp de 5 min. nainte de utilizare.

NucleoSpin® Dx Blood

50 preparari 250 preparari
REF 740899.50 740899.250
Solutie tampon de spalare 12 mL 50 mL

B5 (concentrat)

Proteinaza K

Adaugati 48 mL de etanol.

30 mg
Adaugati 1,35 mL
de solutie tampon de
proteinaza.

Adaugati 200 mL de etanol.

2x75mg
Adaugati 3,35 mL
de solutie tampon de
proteinaza
in fiecare flacon.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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4  Instructiuni privind siguranta

Cand lucrati cu kitul NucleoSpin® Dx Blood, purtati imbrac&minte de protectie adecvata (de
exemplu, halat de laborator, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie). Pentru informatii
suplimentare, consultati fisele cu date de securitate ale materialelor corespunzatoare (FDSM
disponibile online la http://www.mn-net.com/msds).

Atentie: Clorhidratul de guanidina din solutia tampon B3 si din solutia tampon BW poate forma
compusi foarte reactivi atunci cand este combinat cu nalbitoril De aceea, nu addugati indlbitor
sau solutii acide direct In reziduurile provenite din prepararea probelor.

Reziduurile generate de kitul NucleoSpin® Dx Blood nu au fost testate pentru materiale
infectioase reziduale. Contaminarea reziduurilor lichide cu materiale infectioase reziduale este
foarte putin probabild, datorita solutiei tampon de liza puternic denaturant si a tratamentului cu
proteinaza K, dar nu poate fi exclusa complet. De aceea, reziduurile lichide trebuie considerate
infectioase si trebuie manipulate si eliminate in conformitate cu reglementarile locale privind
siguranta.

41 Eliminare

Eliminati materialele periculoase, infectioase sau contaminate biologic intr-un mod sigur si
acceptabil siin conformitate cu toate cerintele locale si de reglementare.

12 MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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5  Purificarea ADN-ului genomic cu NucleoSpin® Dx
Blood

Procedura de mai jos ofera instructiuni pentru procesarea unei singure probe de sange. Cu
toate acestea, pot fi procesate mai multe probe in acelasi timp; numarul acestora depinde de
capacitatea microcentrifugei utilizate.

inainte de inceperea preparrii:

e \Verificati daca solutia tampon B5 si proteinaza K au fost preparate conform sectiunii 3.

e \erificati daca este disponibil etanol de 96 — 100 % (denaturat sau nedenaturat) pentru a
ajusta conditiile de legare a ADN-ului.

e  Setati un incubator (de exemplu, un bloc de incalzire) sau o baie de apa la temperatura de
70 °C.

e Echilibrati probele de sange la temperatura camerei. Asigurati-va ca probele sunt bine
omogenizate.

e Daca s-a format precipitat in solutia tampon de lizéd B3 sau solutia tampon BW, incubati
solutia tampon la temperatura de 70 °C pana la dizolvarea precipitatului.

¢ In general, nu amestecati reactivi si coloane din kituri si loturi diferite.
e Echilibrati solutia tampon de elutie BE la temperatura camerei.

e Nu adaugati solutia de proteinaza K direct in solutia tampon de liza B3. Proteinaza K
trebuie amestecata cu proba de sange inainte de adaugarea solutiei tampon B3.

e Toate etapele de centrifugare trebuie efectuate la temperatura camerei.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05 13
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5.1 Rezumatul protocolului

Prezentare generala suplimentara a protocolului:

Cititi cu atentie protocolul detaliat (sectiunea 5.2) inainte de inceperea procedurii.

Lizarea 1 25 pL de proteinaza K
probelor de .
sénge 2 200 pL de sange
3 200 yL de B3, omogenizare
4 RT, 5 min.
5 70 °C, 10 min., omogenizare @
6 2.000xg,1s
Ajustarea 7 210 pL de etanol,
conditiilor de omogenizare
legare a ADN-
ului 8 2000xg,1s
)
Legarea ADN- 9 Incércatilizatul. =
ului
10 11.000 x g, 1 min. =
11 Transferati coloana
NucleoSpin® Dx Blood es
intr-o noua eprubeta de
recoltare.
Spalarea 12 500 pL de BW
membranei de
silice 13  11.000xg, 1 min.
14  Transferati coloana
NucleoSpin® Dx Blood
intr-o noua eprubeta de
recoltare. )
15 600 pL deB5
16 11.000 x g, 1 min.
Uscarea 17  Transferati coloana
membranei de NucleoSpin® Dx Blood
silice ntr-o noua eprubeta de )
recoltare.
18 11.000x g, 1 min.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05
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Eluarea ADN- 19 Transferati coloana

ului NucleoSpin® Dx Blood
ntr-o eprubeta de elutie.
20 50-200 L de BE
21 11.000x g, 1 min. (@)
5.2 Procedura

1 Pipetati 26 pL de solutie de proteinaza K intr-o eprubeta de liza (1,5 mL, furnizata).

2  Adaugati 200 pL de proba de sange in eprubeta de liza. Omogenizati.

3  Addugati 200 uL de solutie tampon B3 in eprubeta de liza, inchideti capacul si
omogenizati energic In vortex cu impuls timp de 10 s.
Nu preamestecati solutia tampon B3 si proteinaza K!

4 Incubati la temperatura camerei timp de 5 min. (+ 1 min).

5 Incubati eprubeta de liza la 70 °C (+ 2 °C) timp de 10 min. (= 1 min.). Dupa incubare,
omogenizati energic in vortex cu impuls timp de 5 s.

6 Centrifugati scurt eprubeta de lizé (aprox. 1 s la 2.000 x g) pentru a elimina picaturile
de pe capac (doar o rotatie scurtd).

7  Adiugati 210 pL de etanol (96-100 %) in proba. Inchideti capacul si omogenizati in
vortex cu impuls timp de 5 s.
Asigurati-va ca etanolul si lizatul s-au omogenizat bine.

8 Centrifugati scurt eprubeta de lizé (aprox. 1 s la 2.000 x g) pentru a elimina picaturile
de pe capac (doar o rotatie scurtd).

9  incércati intregul lizat cu atentie in coloana NucleoSpin® Dx Blood amplasat4 intr-o
eprubeta de recoltare si inchideti capacul.

10 Centrifugati 1 min.la 11.000 x g.
Daca lizatul nu este extras complet prin membrand, repetati centrifugarea la o forta g
mai mare (15.000—-20.800 x g timp de 1 min.). Daca lizatul nu trece inc& prin membrana
complet, eliminati proba si repetati izolarea cu un nou material recoltat.

11 Amplasati coloana NucleoSpin® Dx Blood intr-o nou& eprubeta de recoltare (2 mL,
furnizatd) si eliminati eprubeta de recoltare cu flux continuu din etapa anterioara.

12 Deschideti coloana NucleoSpin® Dx Blood si adiugati 500 pL de solutie tampon
BW in coloana. Inchideti capacul.
Nota: Asigurati-va ca lizatul rezidual este indepartat prin spalare cu solutie tampon BW.

13 Centrifugati 1 min.la 11.000 x g.

MACHEREY-NAGEL - 04/2022, Rev. 05 15
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14

Amplasati coloana NucleoSpin® Dx Blood intr-o nous eprubeté de recoltare (2 mL,
furnizatd) si eliminati eprubeta de recoltare cu flux continuu din etapa anterioara.

15

Deschideti goloana NucleoSpin® Dx Blood si adaugati 600 pL de solutie tampon B5
n coloana. Inchideti capacul.

Nota: Asigurati-va ca solutia tampon de spalare reziduala din etapa antericara este
indepartata prin spalare cu solutie tampon B5.

16

Centrifugati 1 min. la 11.000 x g.

17

Amplasati coloana NucleoSpin® Dx Blood intr-o noud eprubetd de recoltare (2 mL,
furnizatd) si eliminati eprubeta de recoltare cu flux continuu din etapa anterioara.

18

Centrifugati 1 min. la 11.000 x g.

Etanolul rezidual este indepartat in timpul acestei etape.

19

Amplasati coloana NucleoSpin® Dx Blood intr-o eprubeta de elutie curatd (1,5 mL,
furnizata) si eliminati eprubeta de recoltare din etapa anterioara.

20

Deschideti coloana NucleoSpin® Dx Blood si adaugati 50-200 uL de solutie
tampon BE direct in centrul membranei.

21

Centrifugati 1 min. la 11.000 x g pentru a elua ADN-ul din coloana.
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6 Anexa

6.1 Remedierea defectiunilor

Problema Posibila cauza si sugestii

Concentratie scazuta de leucocite in proba

e Productia de ADN depinde de numarul de leucocite din fiecare proba.
Probele de sdnge cu un numar scazut de leucocite produc cantitati
mici de ADN.

Lizd incompleta a probelor

e Proba de s&nge neomogena sau cheaguri de sange in proba: Asigurati-
va ca probele de sange sunt recoltate respectand instructiunile
producatorului eprubetei de recoltare a sangelui. Asigurati-va ca doar
sange care poate fi transferat cu usurinta prin pipetare este utilizat ca
material pentru probe. Daca este necesar, omogenizati proba de sange
nainte de utilizare.

L e Proba neamestecata bine cu proteinaza K si solutia tampon de liza.
Lipsa i Amestecul trebuie agitat energic In vortex imediat dupa addugarea
productie solutiei tampon de liz& B3.
de ADN sau . . . ) - < - o
productie . Dlgesftla QrotelrwazelAK nu e;te optima. Ng avdaugat,l niciodata
scAZUtE de proteinaza K direct in solutia tampon de liza B3.

ADN Reactivi neaplicati corespunzator
e Preparati solutiile tampon si solutia de proteinaza K conform
instructiunilor (sectiunea 3). Adaugati etanol in lizat inainte de a incarca
lizatul in coloana.
Centrifugare inadecvata
e Nu prelungiti timpul si viteza de centrifugare in etapele 6 si 8. Folositi
doar o rotatie scurta pentru a elimina picaturile de pe capac.
Elutie suboptima a ADN-ului din coloana
e [ficienta elutiei depinde de volumul solutiei tampon de elutie. Pentru o
eficienta maxima a elutiei, utilizati 200 pL de solutie tampon de elutie;
pentru o concentratie maxima de ADN, utilizati 50 L de solutie tampon
de elutie.
Proba de sdnge neomogena
e  Crioprecipitatul format in timpul decongelarii probelor congelate poate
5 colmata coloana NucleoSpin® Dx Blood. Daci sunt vizibile astfel
Coloana de de precipitate, evitati aspirarea acestora atunci cand incarcati lizatul in
legare a ADN- coloana de legare. De asemenea, se pot forma precipitate si in probe

ului colmatata

de sange proaspete. Asigurati-va c& probele sunt bine omogenizate. in
cazul in care coloana se colmateaza in timpul etapei de legare a ADN-
ului, repetati centrifugarea la o forta g mai mare (15.000-20.800 x g
timp de 1 min.).
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Problema

Posibila cauza si sugestii

Calitate slaba
a ADN-ului

Reactivi neaplicati corespunzator

e Preparati solutiile tampon si solutia de proteinaza K conform
instructiunilor (sectiunea 3). Adaugati etanol in lizat si amestecati inainte
de ale incarca in coloane.

Liz& incompleta a probelor

*  Proba neamestecata bine cu solutia de proteinaza K si solutia tampon
de liza. Amestecul trebuie agitat energic in vortex imediat dupa
adaugarea solutiei tampon de liza.

e Digestia proteinazei K nu este optima. Nu adaugati proteinaza K direct
n solutia tampon de liza B3.
Probe de sange vechi sau coagulat procesate

e Asigurati-va ca se utilizeaza ca material pentru probe doar sénge
care poate fi transferat cu usurinta prin pipetare. Daca este necesar
omogenizati proba de sange inainte de utilizare.

Performanta
suboptima
a ADN-ului
genomic

n reactii
enzimatice

Transferare a etanolului

e Asigurati-va ca eliminati in intregime solutia tampon B5 etanolica inainte
de eluarea ADN-ului. Daca nivelul de umplere al eprubetei cu flux
continuu cu solutie tampon de spalare B5 dupa cea de-a doua spalare
ajunge la orificiul de iesire al coloanei din orice motiv, eliminati eprubeta
cu flux continuu, amplasati coloana inapoi in eprubeta de recoltare si
centrifugati din nou.

e FEluatele de ADN pot contine urme de etanol. Cu toate acestea, nu
a fost observata nicio diminuare a performantei PCR utilizandu-se o
cantitate de eluat de ADN de pana la 20 % din volumul final pentru
PCR ca model (de exemplu, utilizandu-se 4 L din 100 uL de eluat
ca model in 20 pL pentru PCR). Procentul maxim de volum model in
cadrul unui test PCR poate varia in functie de robustetea sistemului
PCR si trebuie stabilit de utilizator.

Contaminare a ADN-ului cu substante inhibitoare

e Daca preparati ADN din probe de sange vechi sau coagulat, asigurati-
va ca se utilizeaza ca material pentru probe doar sénge care poate fi
transferat cu usurinta prin pipetare. Daca este necesar, omogenizati
proba de sange nainte de utilizare.

Va rugam sa contactati:

MACHEREY-NAGEL Germania
Tel.: +49 (0) 24 21 969 270
E-mail: TECH-BIO@mn-net.com
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6.2 Cerinta privind notificarea

Va rugdm sa retineti ca orice incident grav care a avut loc in legatura cu produsul
trebuie raportat imediat producatorului si autoritati competente din statul membru
european in care s-a produs incidentul. Punctele europene de contact pentru vigilenta:
https://ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en

6.3 Literatura de specialitate generala

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. [(2015) 14 ani de experienta in diagnosticarea non-invaziva a grupelor sanguine
prenatale in Polonia.] Transfus Med Hemother, 42, 361 —-364.

Papadopoulou A. et al. (2014) Calcium sensing receptor in pregnancies complicated by
gestational diabetes mellitus. [(2014) Receptorul de detectare a calciului in sarcini complicate
de diabetul zaharat gestational.] 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. [(2012) Polimorfismele factorului de crestere
endotelial vascular sunt implicate In complicatile vasculare tardive ale pacientilor cu diabet
zaharat de tip 2.] Diabetes & Vascular Disease Research, 9(1), 68—-74.

6.4 Informatii pentru comanda

Produs REF Nr. buc.
NucleoSpin® Dx Blood 740899.50/.250 50/250
NucleoSpin® Dx Virus 740895.50 50
NucleoMag® Dx Pathogen 744215.4 384

Vizitati www.mn-net.com pentru informatii mai detaliate despre produse.

6.5 Explicarea simbolurilor

REF| Numar articol W Suficient pentru < n> teste
Identificare lot ’H/ Ic:lw;zr(;/ze}lt adri temperatura permis pentru
“ Producétor E Data limita de utilizare

IVD| Produse pentru diagnostic in vitro A ’;[:;‘E;:ullnéoerﬂﬁgasrgplimemare in
Dﬂ \LftéilnrzL;gr;Sm sa cititi instructiunile de ® A Ut se retitza
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6.6 Restrictii privind utilizarea produsului/garantie

Kitul NucleoSpin® Dx Blood este un sistem generic pentru izolarea si purificarea ADN-ului
genomic din probe de sange integral umane in scopuri de diagnostic in vitro ulterior.

Kitul este conceput pentru a fi utilizat cu orice aplicatii in aval care folosesc amplificarea si
detectarea enzimatica a ADN-ului (de exemplu, PCR). Oricare si toate rezultatele de diagnostic
generate cu ajutorul ADN-ului izolat cu kitul NucleoSpin® Dx Blood impreuné cu un test de
diagnostic trebuie interpretate in contextul rezultatelor clinice sau de laborator suplimentare.
Kitul NucleoSpin® Dx Blood nu ofera un rezultat de diagnostic. Utilizatorului i revine
responsabilitatea exclusiva de a utiliza si valida kitul impreuna cu un test de diagnostic in vitro
in aval. DOAR produsele MACHEREY-NAGEL etichetate special ca DIV sunt adecvate pentru
utilizare in scop diagnostic in vitro.

Pentru instructiuni privind siguranta, va rugam sa consultati capitolul respectiv din manualul de
utilizare. Kitul NucleoSpin® Dx Blood trebuie utilizat exclusiv intr-un mediu de testare adecvat,
respectiv, intr-un mediu de laborator corespunzator.

Utilizatorul respectiv este raspunzator pentru oricare si toate daunele rezultate din aplicarea
kitului NucleoSpin® Dx Blood in scopuri care se abat de la destinatia de utilizare prevazuté in
manualul de utilizare.

Acest produs MACHEREY-NAGEL este livrat cu 0 documentatie care contine specificatii si alte
informatii tehnice. MACHEREY-NAGEL garanteaza respectarea specificatiilor declarate. Unica
obligatie a MACHEREY-NAGEL si unica masura reparatorie a clientului se limiteaza la inlocuirea
gratuitéa a produselor in cazul in care produsele nu functioneaza conform garantiei. Se face o
referire suplimentara la clauzele si conditile generale de afaceri ale MACHEREY-NAGEL, care
sunt tiparite pe lista de preturi. Va rugam sa ne contactati daca doriti sa obtineti un exemplar
suplimentar.

Nu exista nicio garantie pentru si MACHEREY-NAGEL nu este raspunzatoare pentru daunele
sau defectele aparute in timpul transportului si manipularii (se exclude asigurarea de transport
pentru clienti) sau n urma unui accident sau a utilizarii necorespunzatoare sau anormale a
acestui produs; defectele produselor sau componentelor care nu sunt fabricate de MACHEREY-
NAGEL sau daunele rezultate din astfel de componente sau produse care nu sunt fabricate de
MACHEREY-NAGEL.

MACHEREY-NAGEL nu ofer4 nicio alti garantie de niciun tip si RENUNTA LA SI EXCLUDE IN
MOD EXPRES TOATE GARANTIILE DE ORICE TIP SAU NATURA, DIRECTE SAU INDIRECTE,
EXPRESE SAU IMPLICITE, INCLUZAND, FARA LIMITARE, LEGATE DE ADECVAREA,
REPRODUCTIBILITATEA, DURABILITATEA, CONFORMITATEA CU UN SCOP SAU O
UTILIZARE ANUME, VANDABILITATEA, STAREA SAU ORICE ALT ASPECT CU PRIVIRE LA
PRODUSELE MACHEREY-NAGEL.

MACHEREY-NAGEL nu va fi rdspunzatoare in nicio situatie pentru pretentiile privind orice alte
daune, directe, indirecte, accesorii, compensatorii, previzibile, colaterale sau speciale (incluzand,
fara limitare, pierderea utilizarii, a veniturilor sau a profitului), indiferent daca se bazeaza pe
garantie, contract, delict (inclusiv neglijentd) sau raspundere stricta, care survin in legatura cu
vanzarea sau nefunctionarea produselor MACHEREY-NAGEL in conformitate cu specificatiile
declarate. Aceasta garantie este exclusiva, iar MACHEREY-NAGEL nu ofera nicio alta garantie
expresa sau implicita.

Garantia oferita In prezentul document si datele, specificatiile si descrierile acestui produs
MACHEREY-NAGEL care apar in cataloagele publicate de MACHEREY-NAGEL si in
documentatia produsului sunt singurele declaratii ale MACHEREY-NAGEL cu privire la produs si
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garantie. Nu sunt autorizate alte declaratii sau mentiuni, scrise sau verbale, din partea angajatilor,
agentilor sau reprezentantilor MACHEREY-NAGEL, cu exceptia declaratiilor scrise semnate de
un oficial autorizat in mod corespunzator al MACHEREY-NAGEL; acestea nu trebuie luate in
considerare de catre client si nu fac parte din contractul de vanzare sau din prezenta garantie.

Specificatiile produsului pot suferi modificari. De aceea, va rugdm sa contactati echipa noastra
de asistenta tehnica pentru cele mai recente informatii despre produsele MACHEREY-NAGEL.
De asemenea, va puteti adresa distribuitorului local pentru informatii stiintifice generale.
Aplicatiile mentionate in literatura de specialitate MACHEREY-NAGEL sunt indicate doar in scop
informativ. MACHEREY-NAGEL nu garanteaza ca toate aplicatiile au fost testate in laboratoarele
MACHEREY-NAGEL utilizandu-se produse MACHEREY-NAGEL. MACHEREY-NAGEL nu
garanteaza corectitudinea oricarora din aceste aplicatii.

Ultima actualizare: Aprilie 2022/Rev. 05
Motivul revizuirii:

Adaugarea datelor privind performanta analitica si clinica la capitolul 2.5. Referire la noile
formulari ale manualului de utilizare (capitolul 1.3).

Marci inregistrate:

BD VACUETTE este o marca inregistrata a BD.

NucleoSpin este o marca inregistratd a MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG.
S-Monovette este o marca inregistrata a Sarstedt.

Vacuette este o marca inregistratd a GREINER BIO-ONE.

Toate denumirile si desemnaérile utilizate pot fi marci, marci comerciale sau etichete Inregistrate ale detinatorilor
respectivi — chiar daca acest lucru nu este indicat in mod expres. Mentionarea produselor si a marcilor are un scop
strict informativ (cu alte cuvinte, nu aduce atingere marcilor comerciale si marcilor inregistrate si nu poate fi considerata
drept 0 recomandare sau o evaluare). Referitor la aceste produse sau servicii, nu putem oferi garantii privind selectia,
eficacitatea sau functionarea.
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