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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Uso previsto

El cobas® DNA Sample Preparation Kit se utiliza para la preparaciéon manual de muestras con el objetivo de aislar el ADN
gendmico de las muestras de tejido tumoral impregnado en parafina y fijado en formalina (FFPET).

Principios del procedimiento

Preparacion de las muestras

El procesamiento de las muestras FFPET vy el aislamiento del ADN se lleva a cabo mediante el cobas® DNA Sample
Preparation Kit, una preparacién manual de muestras genéricas basada en la unién de acidos nucleicos a fibras de vidrio.
A continuacion, se realiza la lisis de una secciéon de 5 um desparafinada de una muestra de FFPET mediante su incubacion
a una temperatura elevada con una proteasa y un buffer de lisis/unioén caotrépico que liberan acidos nucleicos y protegen
el ADN genomico que liberan de las DNasas. Posteriormente se aflade isopropanol a la mezcla de lisis y se centrifuga
mediante una columna con un filtro de fibra de vidrio. Durante la fase de centrifugacion, el ADN gendmico se une a la
superficie del filtro de fibra de vidrio. Las sustancias no fijadas, como sales, proteinas y otros desechos, se eliminan durante
la centrifugacion. Los dcidos nucleicos absorbidos se lavan y, a continuacidn, se eluyen con una solucién acuosa. La
cantidad de ADN genomico puede determinarse espectrofotométricamente y ajustarse segiin una concentracion
establecida.

09032142001-02ES

Doc Rev. 2.0 3



cobas® DNA Sample Preparation Kit

Materiales y reactivos

Materiales y reactivos suministrados

(M/N: 05860695102)
Proteinasa K, liofilizada®?

Kit/Casetes Componentes e mg_;redlentes Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia®
de los reactivos por prueba
DNA TLB
(Buffer de lisis del tejido de ADN)
(M/N: 05517613001)
Buffer Tr|s—Ij|(‘3| 1% 10ml N/D
Cloruro potésico
0,04 % de EDTA
0,1 % de detergente no i6nico®
0,09 % de azida sddica
PELIGRO
cobas® DNA Sample H3155 Provoca irritacion cutanea.. o .
. . H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
Preparation Kit . .
H319: Provoca irritacién ocular grave.
24 pruebas H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma
(M/N: 05985536190) o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
PK ] H335: Puede irritar las vias respiratorias.
(Proteinasa K) 1 x 100 mg |P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/

los vapores/el aerosol.

P264: Lavarse la piel concienzudamente tras la
manipulacién.

P280: Llevar guantes/gafas/mdscara de proteccion.
P284: Llevar equipo de proteccidn respiratoria.

P304 + P340 + P312: EN CASO DE INHALACION:
transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una
posicién que le facilite la respiracién. Llamar a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico en caso de malestar.
P342 + P311: En caso de sintomas respiratorios: llamar
a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

39450-01-6 Proteinasa, serina de Tritirachium album
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Buffer Tris-HCI
64% de hidrocloruro de guanidina®

Kit/Casetes Componentes e mgredlentes Cantidad Simbolo de seguridad y advertencia®
de los reactivos por prueba
)
=
PELIGRO
H302: Nocivo por ingestién.
H315: Provoca irritacién cutdnea.
H318: Provoca lesiones oculares graves.
P264: Lavarse la piel concienzudamente tras la
manipulacién.
DNA PBB - ) P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacién.
(Buffer de uniéon de ADN en parafina) ) L.
(M/N: 05517621001) P280: Llevar guantes/gafas/mdscara de proteccion.
Buffe; Tris-HCI 1% 10 ml P301 + P312 + P330: EN CASO DE INGESTION: Llamar
. b a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico en caso de
49,6% de hidrocloruro de guanidina )
0.05 % de urea malestar. Enjuagarse la boca.
' Lo g P302 + P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL:
20 % de detergente no iénico o
lavar con agua y jabén abundantes.
P305 + P351 + P338 + P310: EN CASO DE CONTACTO
CON LOS 0JOS: aclarar cuidadosamente con agua
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto,
si lleva y resulta facil. Seguir aclarando. Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.
cobas® DNA Sample P501: Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de
Preparation Kit eliminacién de residuos autorizada.
24 pruebas 50-01-1 Guanidina, hidrocloruro (1:1)
(M/N: 05985536190) 9002-92-0 Polidocanol
ADVERTENCIA
H302 + H332: Nocivo en caso de ingestién o inhalacion.
H315: Provoca irritacién cutdnea.
H319: Provoca irritacién ocular grave.
WB I P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/Ila niebla/
(Buffer de lavado de ADN 1) los vapores/el aerosol.
(M/N: 05517656001) 1% 25 ml P264: Lavarse la piel concienzudamente tras la

manipulacién.

P280: Llevar guantes/gafas/mdscara de proteccion.
P304 + P340 + P312: EN CASO DE INHALACION:
transportar a la persona al aire libre y mantenerla en
una posicién que le facilite la respiracion. Llamar a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico en caso de malestar.
P337 + P313: Si persiste la irritacién ocular: consultar
a un médico.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en una planta
de eliminacién de residuos autorizada.

50-01-1 Cloruro de guanidina
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Kit/Casetes

Componentes e ingredientes
de los reactivos

Cantidad
por prueba

Simbolo de seguridad y advertencia?

cobas® DNA Sample
Preparation Kit

24 pruebas
(M/N: 05985536190)

WBII

(Buffer de lavado de ADN 1)
(M/N: 05517664001)

Buffer Tris-HCI

Cloruro sédico

1x125ml

N/D

DNA EB

(Buffer de elucion de ADN)
(M/N: 05517630001)
Buffer Tris-HCI

0,09 % de azida sdédica

1x6ml

N/D

FT
(Tubos de filtrado con tapones)
(M/N: 05089506102)

1 x 25 ud.

N/D

CT
(Tubos de obtencion de muestras)
(M/N: 05880513001)

3 x 25 ud.

N/D

a Las etiquetas de seguridad del producto se basan fundamentalmente en la regulacién GHS de la UE.

b Sustancias peligrosas.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Almacenamiento y manipulacion de los reactivos

Temperatura de

. Periodo de almacenamiento
almacenamiento

Reactivo

Una vez abierto, se mantiene estable para 8 usos durante
90 dias o hasta la fecha de caducidad indicada, lo que se
produzca primero.

cobas® DNA Sample Preparation Kit Entre 15°Cy 30 °C

Nota: a excepcion del reactivo PK, no congele los reactivos.

Nota: antes de utilizarlos, revise visualmente todos los reactivos para asegurarse de que no muestran signos de fugas. No utilice el

material si hay alguna evidencia de fuga.

después de afadir agua estéril libre de nucleasas al reactivo PK, almacene el reactivo PK reconstituido no usado en alicuotas de 450 ul

a una temperatura de -20 °C. Una vez reconstituido, el reactivo PK debe utilizarse en un plazo de 90 dias o hasta la fecha de caducidad,
lo que ocurra antes. Después de afiadir el etanol absoluto, almacene los reactivos WB I'y WB II a una temperatura comprendida entre

15 °Cy 30 °C. Estas soluciones de trabajo permanecen estables durante 90 dias o hasta la fecha de caducidad, lo que ocurra antes.

Material adicional necesario

Materiales

P/N

Xileno (ACS, = 98,5 % de xilenos)

Cualquier proveedor

Etanol absoluto (prueba 200, para biologia molecular)

Cualquier proveedor

Isopropanol (ACS, = 99,5 %)

Cualquier proveedor

Agua estéril libre de nucleasas (para grado de biologia molecular)

Cualquier proveedor

Lejia

Cualquier proveedor

Etanol al 70 %

Cualquier proveedor

Pipetas seroldgicas estériles y desechables de 5 ml y 25 ml

Cualquier proveedor

Pipeteadores ajustables* (capacidad de pipeteo entre 5y 1.000 pl)

Cualquier proveedor

Puntas de pipeta exentas de DNasa con filtro para aerosol o de desplazamiento positivo

Cualquier proveedor

Pipet-Aid™*

Cualquier proveedor

Microcentrifuga de mesa de trabajo* (centrifugado a 20.000 x g)

Cualquier proveedor

Dos bloques de calor seco para calentar tubos para microcentrifuga a una temperatura de 56 °C y 90 °C*

Cualquier proveedor

Tubos para microcentrifuga con tapa de bloqueo (capacidad de 1,5 ml, estériles, exentos de RNasa/DNasa
y grado PCR)

Cualquier proveedor

Bandejas de tubos para microcentrifuga

Cualquier proveedor

Espectrofotémetro para medir la concentraciéon de ADN*

Cualquier proveedor

Agitador vértex*

Cualquier proveedor

Congelador que permita el almacenamiento de -25 °C a -15 °C

Cualquier proveedor

Termémetros calibrados para el bloque de calor seco*

Cualquier proveedor

Bafio de agua* capaz de mantener la temperatura a 37 °C

Cualquier proveedor

Cuchilla de un solo filo o similar

Cualquier proveedor

Guantes de laboratorio sin talco desechables

Cualquier proveedor

* Debe realizarse un correcto mantenimiento del equipo, segun lo establecido en las instrucciones del fabricante.

Para obtener mas informacién sobre el material de venta independiente, péngase en contacto con su representante local de Roche.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Precauciones y requisitos de manipulacion

Advertencias y precauciones

Como sucede con cualquier procedimiento analitico, resulta esencial seguir las buenas practicas de laboratorio
recomendadas para obtener un rendimiento correcto del kit de preparaciéon de muestras.

Nota:

Para diagndstico in vitro exclusivamente.
Puede solicitar Hojas de Datos de Seguridad (Safety Data Sheets, SDS) en las oficinas locales de Roche.

Todas las muestras deben tratarse como material infeccioso, por lo que deben aplicarse procedimientos de
laboratorio seguros como los descritos en la publicacion Biosafety in Microbiological Laboratories' y en el
documento M29-A4 del CLSI.

Los reactivos DNA PBB y DNA TLB contienen un detergente no ionico, que es un irritante de las membranas
mucosas. Evite el contacto con los ojos, la piel y las membranas mucosas.

la lejia doméstica comercial contiene normalmente hipoclorito de sodio en una concentracion del 5,25 %.
Mediante dilucion en proporcion 1:10 de la lejia doméstica se obtendrd una solucion de hipoclorito de sodio
al 0,5 %.

El xileno es una sustancia quimica peligrosa y debe utilizarse en una campana de gases. Deséchelo en un
contenedor de residuos quimicos segtin la reglamentacion local, estatal y federal.

Se recomienda la utilizacion de pipetas estériles desechables y puntas de pipetas exentas de DNasa.

Siga al pie de la letra los procedimientos y las directrices que se suministran para garantizar la correcta
preparacion de la muestra. Cualquier variacion de dichos procedimientos y directrices podria afectar al
rendimiento éptimo de la prueba.

Informe a la autoridad competente local de cualquier incidente grave que pueda tener lugar durante la
realizacion del ensayo.

Buenas practicas de laboratorio

Nota:

No pipetee con la boca.
No se debe comer, beber ni fumar en las areas de trabajo del laboratorio.
Lavese a conciencia las manos después de manipular las muestras y los reactivos del kit.

Utilice guantes de laboratorio, batas de laboratorio y proteccién ocular cuando manipule los reactivos. Evite
el contacto de estos materiales con la piel, los ojos o las membranas mucosas. En caso de contacto, lave
inmediatamente la zona afectada con abundante agua. Pueden producirse quemaduras si no se actia
adecuadamente. Si se producen derrames, diluya las manchas con agua antes de secarlas con un pano.

Limpie y desinfecte minuciosamente todas las superficies de trabajo del laboratorio usando una solucién recién
preparada de hipoclorito de sodio al 0,5 % en agua destilada o desionizada (lejia doméstica diluida a 1:10).
A continuacion, limpielas con un trapo impregnado en etanol al 70 %.

la lejia doméstica comercial contiene normalmente hipoclorito de sodio en una concentracion del 5,25 %. Mediante
dilucion en proporcion 1:10 de la lejia doméstica se obtendrd una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5 %.

09032142001-02ES
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Contaminacion

« A fin de evitar la contaminacion, es obligatorio el uso de guantes durante la manipulacion de las muestras y los
reactivos para el cobas® DNA Sample Preparation Kit, asi como cambiarse los guantes entre un proceso y otro.
Evite la contaminacion de los guantes durante la manipulacion de las muestras.

« Cambiese los guantes con frecuencia para reducir las posibilidades de contaminacion.

« Cambiese los guantes antes de salir de las areas de aislamiento de ADN o si entra en contacto con soluciones
o una muestra que pudieran estar contaminadas.

+ Evite la contaminacién microbiana y con ribonucleasa de los reactivos.

o Los materiales y equipos utilizados deben dedicarse exclusivamente a cada actividad y no usarse para otras
actividades ni transferirse de un drea a otra. Por ejemplo, los pipeteadores y suministros para el aislamiento
de ADN no deben utilizarse para preparar reactivos para la amplificacion y la deteccion.

+ Serecomienda utilizar flujos de trabajo de laboratorio unidireccionales y completar una actividad antes de
pasar a la siguiente. Por ejemplo, debe completarse el aislamiento de ADN antes de empezar con el proceso de
amplificacion y deteccion. El aislamiento de ADN debe realizarse en una zona distinta de en la que se lleve
a cabo la amplificacion y la deteccion.

Integridad

« No utilice los kits después de la fecha de caducidad.

« No mezcle reactivos de kits o lotes distintos.

« No utilice elementos desechables caducados.

« Todos los elementos desechables son de un solo uso. No deben reutilizarse.

o Debe realizarse un correcto mantenimiento del equipo, de acuerdo con lo establecido en las instrucciones del
fabricante.

Eliminacion de residuos

« Los reactivos DNA EB y DNA TLB contienen azida sédica. La azida sédica puede reaccionar con las tuberias
de plomo o cobre y formar azidas metalicas muy explosivas. Cuando elimine soluciones que contengan azida
sodica vertiéndolas en fregaderos de laboratorio, deje correr abundante agua fria para evitar la formacion de
depdsitos de azida.

» Deseche los reactivos no utilizados y los residuos segun la reglamentacion nacional, federal, estatal y local.

Limpieza de derrames

o Los reactivos DNA PBB y WB I contienen hidrocloruro de guanidina. Si se vierte liquido que contenga
este buffer, limpielo con detergente apto para laboratorio y agua. Si se vierte liquido que contenga agentes
potencialmente infecciosos, limpie el area afectada primero con detergente para laboratorio y agua y luego
con una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5 %.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Obtenciodn, transporte y almacenamiento de las muestras

Nota: manipule todas las muestras como si pudieran transmitir agentes infecciosos.

Recogida y manipulacion de muestras

El cobas® DNA Sample Preparation Kit se ha desarrollado para su uso con muestras de FFPET.

Transporte, almacenamiento y estabilidad de las muestras

Las muestras de FFPET se pueden transportar a una temperatura comprendida entre 15 °C y 30 °C. El transporte de las
muestras de FFPET debe cumplir las reglamentaciones nacionales, federales, estatales y locales para el transporte de
agentes etioldgicos.’

Para obtener informacion sobre recomendaciones para el almacenamiento, consulte el apartado Obtencion, transporte
y almacenamiento de las muestras de las instrucciones de uso especificas del ensayo.

Almacenamiento y estabilidad de las muestras procesadas

Consulte el apartado Obtencidn, transporte y almacenamiento de las muestras de las Instrucciones de uso especificas del
ensayo para conocer las recomendaciones de almacenamiento.

El ADN extraido deberia utilizarse en los periodos de almacenamiento recomendados o antes de la fecha de caducidad del
cobas® DNA Sample Preparation Kit utilizado para la extraccion del ADN, lo que ocurra primero.

Antes de utilizar stocks de ADN extraido y almacenado, agite y centrifugue los tubos de eluciéon que contienen dichos
stocks.

Procedimiento de preparacion de las muestras

Utilizacion del kit

llustracion 1 Flujo de trabajo del cobas® DNA Sample Preparation Kit
| 1 | Extraiga las muestras y los reactivos del almacenamiento. |
| 2 | Desparafinice las muestras. |
| 3 | Lleve a cabo el aislamiento del ADN. |
[ 4 | Eluya el ADN. |

Instrucciones de uso

Nota: el cobas® DNA Sample Preparation Kit ha sido desarrollado para su uso con secciones de FFPET con un grosor
de 5 ym.

Nota: las pruebas de deteccion de mutaciones pueden tener requisitos especificos para el contenido tumoral y necesitar
macrodiseccion después de la desparafinacion.

Nota: los bloques de calor en seco que permiten calentar los tubos para microcentrifuga con tapa de bloqueo deben
encenderse y establecerse en 56 °C y 90 °C.

09032142001-02ES
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Preparacion y almacenamiento de los reactivos

Prepare los reactivos de trabajo como se muestra en la tabla siguiente antes de utilizar el kit por primera vez. Utilice una
pipeta seroldgica de 5 ml para dispensar el agua. Utilice pipetas seroldgicas de 25 ml para dispensar el etanol. Sila
proteinasa K se ha reconstituido y congelado previamente, descongele una cantidad suficiente de alicuotas para procesar
el numero de muestras que se van a analizar.

Reactivos Reconstituciéon/Preparacion

Reconstituya el reactivo PK afiadiendo 4,5 ml de agua estéril libre de nucleasas (grado PCR) al vial mediante una
pipeta seroldgica estéril y desechable de 5 ml. Mezcle el contenido invirtiendo el vial de 5 a 10 veces. Transfiera
Proteinasa K una parte alicuota de 450 pl de PK reconstituida a tubos para microcentrifuga de 1,5 ml con tapa de bloqueo
(PK) y almacénelos a -20 °C durante un maximo de 90 dias o hasta la fecha de caducidad, lo que ocurra primero. Si la
PK se ha reconstituido y congelado previamente, descongele una cantidad suficiente de alicuotas para procesar
el nimero de muestras que se van a analizar (se necesitan 70 pl de PK reconstituida para cada muestra).

Prepare el buffer WB I de trabajo afiadiendo 15 ml de etanol absoluto a la botella de WB 1. Mezcle bien

Wash Buffer | invirtiendo la botella entre 5y 10 veces. Anote en la botella que se ha afiadido etanol y la fecha correspondiente.
(WBI) Almacene el reactivo WB 1 a una temperatura de entre 15 °C y 30 °C hasta 90 dias o hasta la fecha de caducidad,
lo que ocurra antes.

Prepare el buffer WB Il de trabajo afiadiendo 50 ml de etanol absoluto a la botella de WB Il. Mezcle el contenido
Wash Buffer Il invirtiendo la botella de 5 a 10 veces. Anote en la botella que se ha afiadido etanol y la fecha correspondiente.
wBI Almacene el reactivo WB Il a una temperatura de entre 15 °C y 30 °C hasta 90 dias o hasta la fecha de
caducidad, lo que ocurra antes.

Todas las soluciones almacenadas a una temperatura comprendida entre 15 °Cy 30 °C deben ser claras. Si detecta algiin
precipitado en los reactivos, caliente la solucion en agua a 37 °C hasta que se disuelva el precipitado. No utilice el reactivo
hasta se haya disuelto el precipitado por completo.

Desparafinacion de las secciones de FFPET colocadas en portaobjetos

Nota: el xileno es una sustancia quimica peligrosa. Todos los pasos del proceso de desparafinacion deben realizarse en una
campana de gases. Consulte el apartado Advertencias y precauciones.

1. Anada un portaobjetos con una seccion de FFPET de 5 um a un contenedor con xileno suficiente para cubrir el tejido
y déjelo en remojo durante 5 minutos.

2. Transfiera el portaobjetos a un contenedor con etanol absoluto suficiente para cubrir el tejido y déjelo en remojo
durante 5 minutos.

3. Retire el portaobjetos del etanol y deje secar la secciéon completamente (de 5 a 10 minutos).
4. Lleve a cabo la macrodiseccion en caso necesario.

5. Etiquete un tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo de 1,5 ml para cada muestra con la informacién de
identificacion de la muestra.

6. Anada 180 ul de reactivo DNA TLB al tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo de 1,5 ml.
7. Anada 70 ul de PK reconstituida al tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo que contiene DNA TLB.

8. Retire el tejido del portaobjetos e introduzcalo en el tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo. Sumerja el tejido
en la mezcla de DNA TLB/PK.

9. Proceda con el paso 1 del apartado Procedimiento de aislamiento de ADN.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Desparafinacion de las secciones de FFPET no colocadas en portaobjetos

Nota: el xileno es una sustancia quimica peligrosa. Todos los pasos del proceso de desparafinacion deben realizarse en una
campana de gases. Consulte el apartado Advertencias y precauciones.

Nota: sila muestra requiere macrodiseccion, debe colocarse la seccion en un portaobjetos y llevar a cabo el procedimiento
que se detalla en el apartado Desparafinacion de las secciones de FFPET colocadas en portaobjetos.

1. Coloque una seccion de FFPET de 5 um en un tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo de 1,5 ml etiquetado
con la informacién de identificacion de la muestra para cada muestra.

Anada 500 pl de xileno a un tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo que contenga la seccién de FFPET.
Mezcle bien el contenido mediante un agitador vortex durante 10 segundos.

Deje reposar el contenido del tubo durante 5 minutos a una temperatura de entre 15 °Cy 30 °C.

Anada 500 pl de etanol absoluto y mezcle el contenido mediante un agitador vértex durante 10 segundos.

Deje reposar el contenido del tubo durante 5 minutos a una temperatura de entre 15 °Cy 30 °C.

N ok » D

Centrifugue a una velocidad de entre 16.000 x g y 20.000 x g durante 2 minutos. Extraiga el sobrenadante sin
disgregar el sedimento. Deseche el sobrenadante en un contenedor de residuos quimicos.

*

Anada 1 ml de etanol absoluto y mezcle el contenido con un agitador vortex durante 10 segundos.

9. Centrifugue a una velocidad de entre 16.000 x gy 20.000 x g durante 2 minutos. Extraiga el sobrenadante sin
disgregar el sedimento. Deseche el sobrenadante en un contenedor de residuos quimicos.

10. Si el sedimento flota en el sobrenadante que queda, vuelva a centrifugar a 16.000-20.000 x g durante 1 minuto.
Elimine todo resto de sobrenadante.

11. Seque el sedimento de tejido durante 10 minutos a 56 °C en un bloque de calentamiento con el tubo abierto.

12. Asegurese de que el etanol se haya evaporado totalmente y de que el sedimento esté seco antes de proceder con el
paso siguiente.

13. En caso necesario, los sedimentos secos pueden almacenarse hasta 24 horas a una temperatura de 2 °C a 8 °C.
14. Resuspenda el sedimento de tejido en 180 pl de DNA TLB.
15. Anada 70 pl de PK reconstituida.

16. Proceda con el paso 1 del siguiente apartado: Procedimiento de aislamiento de ADN.

Procedimiento de aislamiento de ADN

Nota: si asi se requiere para la prueba, procese un control negativo simultineamente a las muestras. Prepare el control
negativo mediante la combinacion de 180 ul de DNA TLB y 70 ul de solucién de PK en un tubo para micro-
centrifuga con tapa de bloqueo de 1,5 ml etiquetado como NEG. El control negativo se debe procesar siguiendo
el mismo procedimiento que con las muestras.

1. Mezcle el contenido de los tubos que contienen la muestra o la mezcla de DNA TLB/PK y la mezcla de control
negativo (NEG) mediante un agitador vortex durante 30 segundos.

Nota: el tejido debe sumergirse totalmente en la mezcla de DNA TLB/PK.
2. Coloque los tubos en el bloque de calor seco a 56 °C e incubelo durante 60 minutos.

3. Mezcle el contenido de los tubos mediante un agitador vértex durante 10 segundos.

Nota: el tejido debe sumergirse totalmente en la mezcla de DNA TLB/PK.
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4. Coloque los tubos en el bloque de calor seco a 90 °C e incubelo durante 60 minutos.

Nota: durante la incubacion, prepare el niimero requerido de tubos de filtrado (FT) con tapones de bisagras colocando el
FT en un tubo de obtencion de muestras (CT) y etiquetando cada tapon de FT con la identificacion adecuada de la
muestra o el control.

Nota: cada muestra necesita 1 tubo FT, 3 tubos CT y 1 tubo de elucion (tubo para microcentrifuga con tapa de bloqueo
de 1,5 ml).

Nota: durante la incubacion, etiquete el niimero requerido de tubos de elucién (tubos para microcentrifuga de 1,5 ml)
con la identificacion adecuada de la muestra o el control.

5. Deje que los tubos se enfrien hasta alcanzar los 15-30 °C. Una vez enfriados, realice una centrifugacion rapida de
los tubos para recoger el exceso de liquido de los tapones.

Anada 200 ul de DNA PBB a cada tubo y mezcle el contenido moviendo la pipeta verticalmente 3 veces.
Incube los tubos a una temperatura de entre 15 °C y 30 °C durante 10 minutos.

Anada 100 pl de isopropanol a cada tubo y mezcle el lisado moviendo la pipeta verticalmente 3 veces.
Transfiera cada lisado al tubo FT/CT debidamente etiquetado.

10. Centrifugue los tubos FT/CT a 8.000 x g durante 1 minuto.

11. Coloque cada tubo FT en un tubo CT nuevo. Deseche el flujo del tubo CT anterior en un contenedor de residuos
quimicos y elimine el CT usado como corresponde.

12. Anada 500 pl de reactivo WB I de trabajo a cada tubo FT.
Nota: en el apartado Preparacion de los reactivos se describe como preparar el reactivo WB I de trabajo.
13. Centrifugue los tubos FT/CT a 8.000 x g durante 1 minuto.

14. Deseche el flujo de cada tubo CT en el contenedor de residuos quimicos. Vuelva a colocar el tubo FT en el mismo
tubo CT.

15. Anada 500 pl de reactivo WB II de trabajo a cada tubo FT.
Nota: en el apartado Preparacion de los reactivos se describe como preparar el reactivo WB II de trabajo.
16. Centrifugue los tubos FT/CT a 8.000 x g durante 1 minuto.

17. Coloque cada tubo FT en un tubo CT nuevo. Deseche el flujo del tubo CT anterior en un contenedor de residuos
quimicos y elimine el CT usado como corresponde.

18. Centrifugue los tubos FT/CT a 16.000-20.000 x g durante 1 minuto para secar las membranas de los filtros.

19. Coloque cada tubo FT en un tubo de elucién (tubo para microcentrifuga de 1,5 ml) etiquetado previamente con la
identificacion de la muestra o el control. Deseche el flujo del tubo CT usado en un contenedor de residuos quimicos
y elimine el CT usado como corresponde.

20. Anada 100 pl de reactivo DNA EB en el centro de cada membrana del tubo FT, pero sin tocarla.

21. Incube el tubo FT con el tubo de elucion a una temperatura comprendida entre 15 °Cy 30 °C durante 5 minutos.

22. Centrifugue el tubo FT con el tubo de elucién a 8.000 x g durante 1 minuto para obtener la solucién de elucién en
el tubo de elucién. Elimine adecuadamente el tubo FT usado.

23. Cierre el tapon del tubo de elucidn. El tubo de elucién contiene el stock de ADN.
24. Para la cuantificacion del ADN, siga las instrucciones del apartado Cuantificacion del ADN.

Nota: la medicion de la concentracion de ADN debe realizarse inmediatamente después del procedimiento de aislamiento
de ADN y antes del almacenamiento.
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Cuantificacion del ADN

1. Mezcle cada stock de ADN mediante un agitador vortex durante 5 segundos.

2. Cuantifique el ADN mediante un espectrofotometro, segtin el protocolo del fabricante. Utilice el reactivo DNA EB
como blanco para el equipo. Es necesario un promedio de dos lecturas coincidentes.

Nota:

Nota:
Nota:

Nota:

si las lecturas de concentracién de ADN son > 20,0 ng/ul, las dos mediciones no deben presentar una diferencia
mayor a £10 % entre ellas. En el caso de las lecturas de concentracion de ADN < 20,0 ng/ul, la diferencia entre
ambas mediciones no debe superar los +2 ng/ul. Si las dos mediciones presentan una diferencia mayor a £10 %
entre ellas cuando las lecturas de concentraciéon de ADN son > 20,0 ng/ul o mayor a £2 ng/ul cuando las lecturas de
concentracion de ADN son < 20,0 ng/ul, se deben realizar 2 lecturas adicionales hasta que se cumplan los requisitos.
A continuacion, debe calcularse el promedio de estas dos nuevas mediciones.

si se requiere el proceso completo de un control negativo (NEG), no es necesario medir el stock de ADN para NEG.

el ADN extraido y almacenado deberia amplificarse en los periodos de almacenamiento recomendados en las
instrucciones de uso especificas del ensayo o antes de la fecha de caducidad del cobas® DNA Sample Preparation Kit
utilizado para la extraccion del ADN, lo que ocurra primero.

para obtener informacion sobre la concentracion de ADN requerida para el andlisis, consulte las instrucciones de uso
especificas del ensayo.
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Informacion adicional
Simbolos

Los simbolos siguientes se emplean en el rotulado de todos los productos de diagnostico por PCR de Roche.

Tabla 1 Simbolos utilizados en las etiquetas de los productos para diagndstico mediante PCR de Roche

Age/DOB| Edad o fecha de nacimiento

sSwW

Software auxiliar

Intervalo asignado

| Assigned Range [copies/mL] | (copias/mi)

Intervalo asignado

i |
| Assigned Range [1U/mL] | UV

EC|REP

[LIRRRRRNRTN
BARCODE

LOT
/\% Riesgo bioldgico

REF

Representante autorizado
en la Comunidad Europea

Hoja de datos del cédigo de
barras

Cddigo de serie

Numero de catdlogo

Marcado CE de
conformidad; este

dispositivo cumple con los
requisitos aplicables para el
marcado CE de un producto

sanitario para diagndstico
in vitro.

Collect Date| Fecha de recogida
® | Consulte las instrucciones
]- de uso
Suficiente para
<n> pruebas
CONTENT

7
[ 4

Contenido del kit

Control

Fecha de fabricacion

Dispositivo para pruebas
cerca del paciente

Dispositivo para
4\ autoexamen
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Dispositivo no apto para

(")

Dispositivo no apto para

pruebas cerca del paciente

Ul de QS por reaccién de
PCR, utilice las unidades

QS IU/PCR | internacionales (UI) de QS

por reaccién de PCR para

autoexamen el célculo de los resultados.

Distribuidor
(Nota: el pais o la region se indicard
debajo de este simbolo.)

SN

Numero de serie

No deben reutilizarse S|te Centro

Mujeres | Procedure | Standard | Procedimiento estandar

Para evaluacién del
rendimiento IVD
Unicamente

Esterilizado con 6xido de
etileno

STERILE|FO)

Global Trade Item Number
(niimero mundial de un
articulo comercial)

% ﬁom@@@

Almacenar en la oscuridad

Importador Limite de temperatura

Producto sanitario para
diagnéstico in vitro

Archivo de definicion de
pruebas

0~<@

IVD

TDF

Limite inferior del intervalo

. Este lado hacia arriba
asignado

LLR

|—>
—

Hombres | Procedure | UltraSensitive | Procedimiento ultrasensible

Identificacion exclusiva del

Fabricante ) ..
dispositivo

E Q

UDI
Limite superior del intervalo

U LR asignado
Urine Fill Line| Linea de llenado de orina

CONTROL = Control negativo

Sin esterilizar

1

£ Nombre del paciente Solamente para EE. UU.: la

ley federal de los Estados
Unidos solo autoriza la
Rx Only venta de este dispositivo
a través de un facultativo
autorizado o bajo
prescripcion médica.

g Fecha de caducidad

- Copias QS por reaccion de PCR, utilice copias QS
IQS COpIES/PCR I por reaccion de PCR para el célculo de los
resultados.

Numero del paciente

Abrir aqui

S

CONTROL Control positivo
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Asistencia técnica

Para obtener asistencia técnica, pongase en contacto con su filial local:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Fabricante y distribuidor

Tabla 2 Fabricante y distribuidor

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Fabricado en los EE. UU.

Distributed by  Roche Diagnostics
9115 Hague Road
Indianapolis, IN 46250-0457 USA
(For Technical Assistance call the
Roche Response Center
toll-free: 1-800-526-1247)'

! Solamente para EE. UU.

Marcas registradas y patentes

COBAS es una marca registrada de Roche.
El resto de nombres de productos y marcas comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios.

Consulte http://www.roche-diagnostics.us/patents

Copyright

©2021 Roche Molecular Systems, Inc.

C€
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Revision del documento

Informacion de revision del documento

Doc Rev 2.0 Se ha revisado para cumplir con los requisitos del reglamento IVDR.
12/2021 Se ha actualizado la pagina de simbolos armonizados.

Se ha incluido la declaracién “Fabricado en”.

Se ha actualizado la direccién del distribuidor.

Se ha actualizado el apartado Marcas registradas y patentes.

Péngase en contacto con su representante local de Roche para cualquier consulta.

Puede consultar el resumen del informe de seguridad y rendimiento en el siguiente enlace:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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