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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Ucel pouzitia

cobas® DNA Sample Preparation Kit (Saprava na pripravu vzoriek DNA) sldzi na manualnu pripravu vzoriek na
izolovanie genomickej DNA zo vzoriek tkaniva tumoru fixovaného formaldehydom a uchyteného v parafine (FFPET).

Principy procediry

Priprava vzorky

Vzorky FFPET sa spracovavaju a genomické DNA sa izoluji pomocou cobas® DNA Sample Preparation Kit (Stpravy
na pripravu vzoriek DNA) vSeobecnym manualnym postupom pripravy vzorky na baze vazby nukleovych kyselin na
sklenené vlakna. Deparafinizovand sekcia vzorky FFPET s velkostou 5 mikrénov (um) sa rozklada inkubaciou pri
zvysenej teplote a v pritomnosti proteazy a chaotropického dezintegra¢ného/vazbového pufra, ktory uvoliiuje nukleové
kyseliny a chrani uvolnent genomicka DNA proti DNazam. Nasledne sa do dezintegra¢nej zmesi pridd izopropanol

a dezintegra¢na zmes sa odstreduje v kolonke s vlozkou zo skleneného vlakna. Pocas odstredovania sa genomickda DNA
naviaze na povrch filtra zo sklenenych vlakien. Nenaviazané latky, akymi st napriklad soli, proteiny a iné necistoty, sa
odstredovanim odstrania. Adsorbované nukleové kyseliny sa preplachnu a potom sa vylihuji vodnym roztokom.
Mnozstvo genomickej DNA sa stanovi spektrofotometricky a upravi sa na fixnu koncentraciu.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Materialy a Cinidla

Poskytované materialy a ¢inidla

Mnozstvo
Suprava/kazety Sucasti a zlozky ¢inidiel na jeden Bezpecénostny symbol a varovanie?
test
DNA TLB
(Pufor na dezintegraciu tkaniva DNA)
(M/N: 05517613001)
Tris-HCI pufi
s putor 1% 10 ml N/A

Chlorid draselny

0,04 % EDTA

0,1 % neiénovy detergent®
0,09 % azid sodny

&

NEBEZPECENSTVO
H315: Drazdi pokozku.

cobas® DNA Sample

Preparation Kit H317: Méze vyvolat alergicku koznu reakciu.

24 testov H319: Sposobuje véazne podrazdenie o¢i.

(M/N: 05985536190) H334: Pri vdychnuti méze vyvolat alergiu alebo priznaky

PK astmy, alebo dychacie tazkosti.

(Proteinaza K)
(M/N: 05860695102)
Proteinaza K, lyofilizovana®

H335: Méze sposobit podrézdenie dychacich ciest.

1 x 100 mg |P261: Zabrante vdychovaniu prachu.

P264: Po manipuldcii starostlivo umyte pokozku.

P280: Noste ochranné rukavice/ochranné okuliare/
ochranu tvére.

P284: Pouzivajte ochranu dychacich ciest.

P304 + P340 + P312: PO VDYCHNUTI: presuiite osobu
na ¢erstvy vzduch a umoznite jej poholdlne dyghaf.

Pri zdravotnych problémoch yolgjte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.
P342 + P311: Pri’st’aienom d}7cr]an|’: Volajte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM(/lekara.

39450-01-6 Proteindaza, Tritirachium album serin

09032142001-02SK
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Tris-HCI pufor
64 % guanidin hydrochlorid®

Mnozstvo
Suprava/kazety Sucasti a zlozky ¢éinidiel na jeden Bezpeénostny symbol a varovanie?®
test
VYSTRAHA
H302: Skodlivy po poziti.
DNA PBB H315: Drazdi pokozku.
(Pufor viazuci parafin DNA) H319: Sposobuje védzne podrazdenie o¢i.
(IM/N: 05517621001) H411: Toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
Tris-HCI pufor 1 x 10 ml Gcéinkami.
49,6 % guanidin hydrochlorid® P264: Po manipuldcii starostlivo umyte pokozku.
0,05 % mocovina P273: Zabrénte uvolneniu do zivotného prostredia.
20 % neiénovy detergent® P280: Noste ochranné rukavice/ochranné okuliare/
ochranu tvére.
P337 + P313: Ak podrazdenie o¢i pretrvava: vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost.
P391: Zozbierajte uniknuty produkt.
50-01-1 Guanidinium chlorid
cobas® DNA Sample 9002-92-0 Polidokanol
Preparation Kit
24 testov
(M/N: 05985536190)
VYSTRAHA
H302 + H332: Zdraviu $kodlivy pri poZiti alebo vdychnuti.
H315: Drazdi pokozku.
H319: Sposobuje véazne podrazdenie o¢i.
WBI P261: Zabrante vdychovaniu hmly alebo par.
(Premyvact pufor DNA 1) P264: Po manipuldcii starostlivo umyte pokozku.
(M/N: 05517656001) 1 x 25 ml

P280: Noste ochranné rukavice/ochranné okuliare/
ochranu tvére.

P304 + P340 + P312: PO VDYCHNUTI: presuiite osobu
na ¢erstvy vzduch a umoznite jej pohodine dychat.

Pri zdravotnych problémoch volajte NARODNE
TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekéra.
P337 + P313: Ak podrézdenie o&i pretrvdva: vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost.

P501: Zneskodnite obsah/nadobu v zariadeni schvalenom
na likviddciu odpadov.

50-01-1 Guanidinium chlorid
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Suprava/kazety

Suéasti a zlozky éinidiel

Mnozstvo
na jeden
test

Bezpeénostny symbol a varovanie®

cobas® DNA Sample
Preparation Kit

24 testov
(M/N: 05985536190)

WB Il

(Premyvaci pufor DNA II)
(M/N: 05517664001)
Tris-HCI pufor

Chlorid sodny

1x125ml

N/A

DNA EB

(Eluény pufor DNA)
(M/N: 05517630001)
Tris-HCI pufor

0,09 % azid sodny

1 x6ml

N/A

FT
(Filtracné skumavky s uzavermi)
(M/N: 05089506102)

1 x 25 ks

N/A

CT
(Zberné skimavky)
(M/N: 05880513001)

3 x 25 ks

N/A

2 Oznadenie bezpeénosti vyrobku sa riadi hlavne usmernenim EU pre globalny harmonizovany systém (GHS) klasifikacie a oznadovania

chemikalii.
b Nebezpecné l4tky.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Skladovanie ¢inidiel a manipulacia s nimi

Cinidlo Teplota skladovania Doba skladovania

cobas® DNA Sample Preparation Kit
(Suprava na pripravu vzoriek DNA)

Po otvoreni je stabilnd az na 8 pouziti v priebehu 90 dni alebo

15°Caz30°C M .
z do doby exspiracie, podla toho, ¢o nastane skor.

Poznamka: Okrem reagencie PK (inidld nezmrazujte.

Poznamka: Pred pouZitim vizudlne skontrolujte kazdé cinidlo, aby ste sa uistili, Ze nedochddza k uiniku. Ak ¢inidlo unikd, tento
materidl na testovanie nepouzivajte.

Po pridani sterilnej vody bez obsahu nukledzy do PK uchovavajte nepouzitt rekonstituovanu reagenciu PK v 450 pl alikvétoch pri
teplote -20 °C. Po rekonstituovani sa PK musi pouzit do 90 dni alebo do ddtumu exspiracie, podla toho, ¢o nastane skor. Po pridani
absolatneho etanolu uchovavajte WB I a WB II pri teplote 15 °C az 30 °C. Tieto pracovné roztoky su stale pocas 90 dni alebo do

datumu exspiracie, podla toho, ¢o nastane skor.

Dalsie vyzadované materialy

Materialy

P/N

Xylén (ACS, = 98,5 % xylénov)

Lubovolny dodévatefl

Absolutny etanol (100 %, na pouZzitie v oblasti molekuldrnej biolégie)

Lubovolny dodéavatel

Izopropanol (ACS, > 99,5 %)

Lubovolny dodéavatel

Sterilnd voda bez obsahu nukledzy (trieda na pouzitie v oblasti molekuldrnej biolégie)

Lubovolny dodéavatel

Chlérnan sodny (koncentrat)

Lubovolny dodévatefl

70 % etanol

Lubovolny dodévatefl

Sterilné jednorazové sérologické pipety 5 a 25 ml

Lubovolny dodéavatel

Nastavitelné pipetory* (s moznostou pipetovania 5 - 1 000 pl)

L ubovolny dodavatel

Pipetové $picky s aerosélovou bariérou alebo vytlakové pipetové $picky bez obsahu DNazy

Lubovolny dodévatef

Pipet-Aid™*

Lubovolny dodévatefl

Stolova mikroodstredivka* (s otd¢kami 20 000 x g)

Lubovolny dodévatef

Dve zariadenia na tvorbu suchého tepla, ktoré zohreju skiimavky do mikroodstredivky na 56 °C a 90 °C*

Lubovolny dodéavatel

Skumavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom (1,5 ml, sterilné, bez obsahu RNazy/DNézy, triedy PCR)

Lubovolny dodéavatel

Stojany na skiimavky do mikroodstredivky

Lubovolny dodévatef

Spektrofotometer na meranie koncentracie DNA*

Lubovolny dodévatef

Virivy mixér*

Lubovolny dodévatefl

Mrazni¢ka umoziujica skladovanie pri teplote -25 °C az -15 °C

Lubovolny dodéavatel

Kalibrované teplomery pre zariadenie na tvorbu suchého tepla*

Lubovolny dodéavatel

Vodny kipel* umoziujici udrzanie teploty 37 °C

Lubovolny dodévatefl

Jednocepelovy néz a podobne

Lubovolny dodévatef

Jednorazové rukavice bez obsahu pudru

Lubovolny dodéavatel

* V8etko vybavenie je potrebné riadne udrziavat podia pokynov vyrobcu.
Dalsie informdcie o osobitne predavanych materidloch ziskate od miestneho zastupcu spoloénosti Roche.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Preventivne opatrenia a poziadavky na manipulaciu

Vystrahy a preventivne opatrenia

Ako pri kazdej testovacej procedure, aj v tomto pripade plati, ze zakladom spravnej funkcie tejto stipravy na pripravu
vzoriek je dodrzanie osvedc¢enych laboratornych postupov.

Iba na diagnostické pouzitie in vitro.
Karty bezpecnostnych tdajov (SDS) su k dispozicii na poziadanie od miestneho zastipenia spolo¢nosti Roche.

So vsetkymi vzorkami je potrebné manipulovat ako s infek¢énym materidlom a je potrebné pouzivat bezpecné
laboratdrne postupy, napriklad postupy uvadzané v dokumente Biosafety in Microbiological Laboratories'
a v dokumente CLSI M29-A4."

DNA PBB a DNA TLB obsahujt neiénovy detergent drazdivy pre sliznice. Vyhybajte sa kontaktu s ocami,
pokozkou a sliznicami.

Poznamka: Komercne dostupny tekuty bieliaci roztok obvykle obsahuje chlornan sodny v koncentrdcii 5,25 %. Roztok

domdceho bielidla v pomere 1 : 10 znamend 0,5 % roztok chlérnanu sodného.

Xylén je nebezpecna chemikalia a musi sa pouzivat pod digestorom. Zneskodnujte ako chemicky odpad v stlade
s platnymi miestnymi a celo$tatnymi predpismi.
Odporuca sa pouzitie sterilnych jednorazovych pipiet a $piciek k pipetam neobsahujicich Dnazy.

Dosledne dodrziavajte poskytnuté postupy a usmernenia, aby ste zabezpecili spravnu pripravu vzoriek.
Akékolvek odchylka od postupov a usmerneni méze mat vplyv na optimalny priebeh testu.

Informujte miestny kompetentny organ a vyrobcu o vsetkych zavaznych udalostiach, ktoré sa moézu vyskytnut
pri pouzivani tohto testu.

Vhodné laboratérne postupy

Pipetu nenaplajte pomocou tst.
V pracovnych oblastiach laboratdria nejedzte, nepite ani nefajcite.
Po ukonceni prace so vzorkami a ¢inidlami supravy si dokladne umyte ruky.

Pri praci s kazdym ¢inidlom pouzivajte vhodné prostriedky na ochranu o¢i, laboratérne plaste a jednorazové
rukavice. Zabrante kontaktu tychto materidlov s kozou, o¢ami a sliznicami. Ak dojde ku kontaktu, zasiahnuté
miesto ihned umyte velkym mnozstvom vody. V pripade neosetrenia mézu vzniknut popaleniny. Ak dojde

k rozliatiu tychto ¢inidiel, pred ich utretim do sucha ich zriedte vodou.

Vsetky pracovné povrchy v laboratériu dokladne vy¢istite a vydezinfikujte pomocou ¢erstvo pripraveného 0,5 %
roztoku chlérnanu sodného v deionizovanej alebo destilovanej vode (bezné domace bielidlo zriedené v pomere
1:10). Nasledne pracovné povrchy utrite utierkou namocenou do 70 % etanolu.

Poznamka: Komercne dostupny tekuty bieliaci roztok obvykle obsahuje chlornan sodny v koncentrdcii 5,25 %.

Roztok domdceho bielidla v pomere 1 : 10 znamend 0,5 % roztok chlérnanu sodného.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Kontaminacia

+ Je nevyhnutné nosit rukavice a medzi manipulaciami s jednotlivymi vzorkami a ¢inidlami cobas® DNA Sample
Preparation Kit (Stipravy na pripravu vzoriek DNA) je potrebné rukavice menit, aby nedoslo ku kontaminacii.
Pocas manipuldcie so vzorkami dbajte na to, aby nedoslo ku kontaminacii rukavic.

« Rukavice je potrebné ¢asto menit, aby sa znizila potencidlna moznost kontamindcie.

« Rukavice je potrebné menit pred opustenim oblasti izoldcie DNA a v pripade, ak existuje podozrenie na kontakt
s roztokmi alebo vzorkou.

» Dbajte na to, aby nedoslo k mikrobialnej a ribonukledzovej kontaminacii ¢inidiel.

o Material a vybavenie musia byt vyhradené na konkrétne ¢innosti a nesmu sa pouzivat na iné ¢innosti, ani sa
nesmu prenasat medzi jednotlivymi miestami. Napriklad pipetory ani spotrebny material, ktoré sa pouzivaju na
izolovanie DNA, sa nesmu pouzivat na pripravu ¢inidiel na amplifikdciu a detekciu.

« Dorazne odportcame, aby mal postup prac v laboratdriu jednosmerny charakter, t. j. aby ste dokon¢ili aktudlnu
aktivitu a az po jej dokonéeni pokracovali dalsou aktivitou. Napriklad izolaciu DNA je potrebné dokoncit pred
zacatim amplifikacie a detekcie. Izoldciu DNA je potrebné vykonavat v priestore oddelenom od amplifikacie
a detekcie.

Integrita

« Nepouzivajte supravy po uplynuti daitumu exspiracie.

« Nemiesajte ¢inidld z roznych $arzi alebo suprav.

« Jednorazové polozky nepouzivajte po uplynuti ich ditumu exspiracie.

«  Vsetky jednorazové polozky su uréené na jedno pouzitie. Nepouzivajte ich opakovane.

o Vsetko zariadenie sa musi riadne udrziavat podla pokynov prislusnych vyrobcov.

Likvidacia
« DNA EB a DNA TLB obsahuju azid sodny. Azid sodny mdze reagovat s olovenymi a medenymi rozvodmi

a modze dochadzat k tvorbe vysoko vybusnych kovovych azidov. Ak vylievate roztoky obsahujtce azid sodny do
laboratérnych drezov, vyplachnite odvodné potrubia velkym mnozstvom vody, ¢im zabranite ukladaniu azidov.

«  Prilikvidacii nepouzitych ¢inidiel a odpadu postupujte v sulade s platnymi $tatnymi a miestnymi predpismi.

Rozliate latky a cistenie

« DNA PBB a WB I obsahuju guanidin hydrochlorid. Ak do6jde k rozliatiu kvapaliny obsahujtcej tento pufer,
zasiahnuty priestor vycistite laboratérnym detergentom a vodou. Ak rozliata kvapalina obsahuje potencialne
infek¢né latky, zasiahnuté miesto najskor vycistite laboratérnym detergentom a vodou a nasledne 0,5 %
roztokom chlérnanu sodného.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Odber, preprava a skladovanie vzoriek

Poznamka: So vsetkymi vzorkami zaobchddzajte tak, ako keby boli schopné prenosu infekcnych Cinitelov.

Odber vzoriek a manipulacia s nimi

cobas® DNA Sample Preparation Kit (Siprava na pripravu vzoriek DNA) bola vyvinuta na pouzitie so vzorkami FFPET.

Preprava, skladovanie a stabilita vzoriek

Vzorky FFPET mozno prepravovat pri teplote 15 °C az 30 °C. Pri preprave vzoriek FFPET musia byt splnené poziadavky
$tatnych, federdlnych a miestnych predpisov na prepravu etiologickych materidlov.’

Pokial ide o odporucania tykajuce sa skladovania, pozrite si ¢ast Odber, preprava a skladovanie vzoriek v pokynoch na
pouzitie $pecifického testu.

Skladovanie a stabilita spracovanych vzoriek

Pokial ide o odportcania tykajtce sa skladovania, pozrite si ¢ast Odber, preprava a skladovanie vzoriek v pokynoch na
pouzitie $pecifického testu.

Extrahovanu DNA je potrebné pouzit v ramci odporucanej doby skladovania alebo pred daitumom exspiracie cobas® DNA
Sample Preparation Kit (Sipravy na pripravu vzoriek DNA), ktora sa pouziva na extrakciu DNA, podla toho, ¢o nastane
skor.

Pred pouzitim extrahovanych zasobnych DNA premiesajte elu¢nu skumavku pulznym spdsobom pomocou virivého
mixéra a vykonajte odstredenie.

Suapravy na pripravu vzoriek

Pouzivanie supravy

Obrazok 1 Pracovny postup pre sipravu na pripravu vzoriek DNA cobas®

| 1 | Vyberte vzorky a ¢inidla z priestoru, v ktorom ich uchovavate. |
| 2 | Vykonajte odparafinovanie vzoriek. |
| 3 | Vykonajte izoldciu DNA. |
| 4 | Vykonajte vyliihovanie DNA. |

Navod na pouzitie

Poznamka: cobas’DNA Sample Preparation Kit (Suprava na pripravu vzoriek DNA) bola vyvinutd na pouZitie so
sekciami vzoriek FFPET s hriibkou 5 mikrénov.

Poznamka: V pripade testov na detekciu mutdcie mozu existovat osobitné poziadavky, pokial' ide o obsah tumoru
a potrebu makrodisekcie po odparafinovani.

Poznamka: Zariadenia na tvorbu suchého tepla na zohriatie skimaviek do mikroodstredivky so zaistovacim vekom sa
musia zapnit a nastavit na 56 °C a 90 °C.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Priprava a skladovanie reagencii

Pred prvym pouzitim sipravy pripravte pracovné reagencie podla znazornenia v nasledujucej tabulke. Na davkovanie
vody pouzite 5 ml sérologicku pipetu. Na davkovanie etanolu pouzite 25 ml sérologické pipety. Ak bola proteinaza K uz
rekonstituovana a zmrazend, rozmrazte dostato¢ny pocet alikvot pre spracovanie daného poctu vzoriek.

Cinidla Rekonstituovanie/priprava
Rekonstituujte PK pridanim 4,5 ml sterilnej vody bez obsahu nukleézy (triedy PCR) do liekovky pomocou
_ sterilnejjednorazovej 5 ml sérologickej pipety. PremieSajte skimavku prevracanim 5 az 10 krét. Naalikvotujte 450 pl
Proteindza K e . . h . . - . . : o s .
PK) rekonstituovanej PK do 1,5 ml skimaviek do mikroodstredivky so zaistovacim vekom a uchovavajte pri -20 °C az 90 dni
alebo do doby exspirdcie, podfa toho, ¢o nastane skér. Ak bola PK uz rekonstituovand a zmrazend, rozmrazte dostato¢ny
pocet alikvét pre spracovanie daného poctu vzoriek (na kazdu vzorku sa vyzaduje 70 pl rekonstituovanej PK).
Vymyvaci Pripravte pracovny vymyvaci pufer WB I pridanim 15 ml absoltitneho etanolu do ffase WB I. Premie$ajte flaSu prevracanim
pufer | 5 az 10 krat. Poznamenajte si na flasi, Ze bol pridany etanol, a datum pridania. Pracovny pufer WB | skladuje pri teplote
(WBI) 15 °C az 30 °C maximadlne 90 dni alebo do ddtumu exspirdcie, podla toho, ¢o nastane skor.
Vymyvaci Pripravte pracovny vymyvaci pufer WB Il pridanim 50 ml absolttneho etanolu do flaSe WB Il. Premie$ajte flasu
pufer I prevracanim 5 az 10 krat. Poznamenajte si na flasi, Ze bol pridany etanol, a datum pridania. Pracovny pufer WB 1l skladuje
(wWBI) pri teplote 15 °C az 30 °C maximélne 90 dni alebo do datumu exspirécie, podla toho, o nastane skor.

Vsetky roztoky uchovavané pri teplote 15 °C az 30 °C by mali byt ¢ire. Ak st v niektorom ¢inidle pritomné usadeniny,
roztok zohrejte vo vodnom kupeli na 37 °C, kym sa usadenina nerozpusti. Nepouzivajte, kym sa nerozpusti vietka
usadenina.

Odparafinovanie sekcii FFPET upevnenych na sklickach

Poznamka: Xylén je nebezpecnd chemikdlia. Vietky kroky odparafinovania by sa mali vykondvat pod digestorom.
Pozri Vystrahy a preventivne opatrenia.

1. Skli¢ko s upevnenou 5-mikrénovou FFPET sekciou preneste do nadoby s dostato¢énym mnozstvom xylénu na zakrytie
tkaniva; namoc¢te na 5 minut.

Preneste sklicka do nadoby s dostato¢nym mnozstvom absolutneho etanolu na zakrytie tkaniva; namocte na 5 minaut.
Vyberte sklicko z etanolu a sekciu nechajte tplne vyschnut na vzduchu (5 az 10 minut).

V pripade potreby vykonajte makrodisekciu.

Oznacte jednu 1,5 ml skimavku do mikroodstredivky so zaistovacim vekom identifika¢énymi informaciami vzorky.

Pridajte 180 pl DNA TLB do 1,5 ml skiimavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom.

N e v

Pridajte 70 pl rekonstituovanej PK do skiimavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom, ktora obsahuje
DNA TLB.

8. Zotrite tkanivo zo sklicka do skimavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom. Ponorte tkanivo do zmesi
DNA TLB/PK.

9. Pokracujte krokom 1 postupu izolacie DNA.

Odparafinovanie sekcii FFPET neupevnenych na skli¢ckach

Poznamka: Xylén je nebezpecnd chemikdlia. Vietky kroky odparafinovania by sa mali vykondvat pod digestorom.
Pozri ¢ast Vystrahy a preventivne opatrenia.

Poznamka: Ak sav pripade vzorky vyZaduje makrodisekcia, tato sekcia sa musi upevnit na sklicko a musi sa dodrzat
postup uvedeny v casti Odparafinovanie sekcii FFPET upevnenych na sklickach.

1. Vlozte jednu 5-mikronovu sekciu FFPET do 1,5 ml skimavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom oznacenej
identifika¢nymi informaciami pre kazdua vzorku.

2. Pridajte 500 pl xylénu do skiimavky do mikroodstredivky so zaistovacim vekom, ktora obsahuje sekciu FFPET.
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Dokladne premiesajte 10 sekind vo virivom mixéri.
Nechajte skimavku stat 5 minat pri 15 °C az 30 °C.
Pridajte 500 pl absolutneho etanolu a obsah zmiesajte vo virivom mixéri 10 sekind.

Nechajte skimavku stat 5 minat pri 15 °C az 30 °C.

N oW

Odstredujte pri rychlosti 16 000 x g az 20 000 x g po dobu 2 minut. Odstrante supernatant bez toho, aby ste poskodili
sediment. Supernatant zlikvidujte do chemického odpadu.

*®

Pridajte 1 ml absolatneho etanolu a obsah miesajte vo virivom mixéri 10 sekund.

9. Odstredujte pri rychlosti 16 000 x g az 20 000 x g po dobu 2 minut. Odstrante supernatant bez toho, aby ste poskodili
sediment. Supernatant zlikvidujte do chemického odpadu.

10. Ak peleta plava vo zvySnom supernatante, odstredujte ju znova 1 mindtu pri 16 000 x g az 20 000 x g. Odstrante
vsetok zvy$ny supernatant.

11. Suchdt peletu tkaniva suste po dobu 10 minut pri teplote 56 °C v zariadeni na tvorbu tepla s otvorenou skimavkou.
12. Skor ako prejdete k dalSiemu kroku, uistite sa, Ze sa etanol uplne odparil a Ze je peleta sucha.

13. V pripade potreby mozno suché pelety skladovat az 24 hodin pri teplote 2 °C az 8 °C.

14. Resuspendujte peletu tkaniva v 180 ul DNA TLB.

15. Pridajte 70 pl rekonstituovanej PK.

16. Pokracujte krokom 1 nasledujtice casti: Postup izolacie DNA.

Postup izolacie DNA

Poznamka: Ak sa to v pripade testu vyZaduje, negativnu kontrolu spracovdvajte siicasne so vzorkou (-ami). Pripravte
negativne kontroly skombinovanim 180 ul DNA TLB a 70 ul PK v 1,5 ml skiimavke do mikroodstredivky so
zaistovacim vekom oznacenej ako NEG. Negativne kontroly sa musia spracovat rovnakym postupom ako
vzorky.

1. Skamavky obsahujuce zmes vzorky/DNA TLB/PK a zmes negativnej kontroly (NEG) miesajte 30 sekund vo virivom
mixéri.

Poznamka: Tkanivo musi byt iiplne ponorené do zmesi DNA TLB/PK.

2. Skumavky vlozte do zariadenia na tvorbu suchého tepla pri teplote 56 °C a inkubujte 60 mindt.

3. Skdmavky miesajte 10 sekind vo virivom mixéri.

Poznamka: Tkanivo musi byt iiplne ponorené do zmesi DNA TLB/PK.

4. Skumavky vlozte do zariadenia na tvorbu suchého tepla pri teplote 90 °C a inkubujte 60 mindt.

Poznamka: Pocas inkubdcie pripravte poZadovany pocet filtracnych skiimaviek (FT) s odkldpacimi uzdvermi tak, Ze
skumavku FT vloZite do zbernej skiimavky (CT) a oznacite kazdy uzdver skumavky FT identifikdciou
samotnej vzorky alebo kontroly.

Poznamka: Kazdd vzorka si bude vyZadovat 1 skumavku FT, 3 skumavky CT a 1 elucnii skumavku (1,5 ml skiimavka do
mikroodstredivky so zaistovacim vekom).

Poznamka: Pocas inkubdcie oznacte pozadovany pocet elucnych skiimaviek (1,5 ml skiimavka do mikroodstredivky so
zaistovacim vekom) identifikacnymi informdciami samotnej vzorky alebo kontroly.

5. Skumavky nechajte vychladnat na 15 °C az 30 °C. Po ochladeni skumavky impulzovo odstredte, aby sa z uzaverov
zozbierala tekutina.

Pridajte 200 pl DNA PBB do kazdej skiimavky, premiesajte ju trojnasobnym napipetovanim nahor a nadol.
Vykonajte inkubaciu 10 minut pri teplote 15 °C az 30 °C.
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Pridajte do kazdej skiimavky 100 pl izopropanolu, lyzat premiesajte trojnasobnym napipetovanim nahor a nadol.
. Preneste vsetky lyzaty do vhodne oznacenej jednotky FT/CT.
10. Jednotky FT/CT odstredujte rychlostou 8 000 x g po dobu 1 mindty.

11. Kazdu skumavku FT vlozte do novej skiimavky CT. Zlikvidujte prietokovu frakciu zo starej skiumavky CT ako chemicky
odpad a riadne zlikvidujte pouzita skimavku CT.

12. Pridajte 500 pl pracovného WB I do kazdej skimavky FT
Poznamka: Priprava pracovného WB I je popisand v Casti Priprava ¢inidla.
13. Jednotky FT/CT odstredujte rychlostou 8 000 x g po dobu 1 mindty.

14. Prietokovu frakciu v kazdej skumavke CT zlikvidujte ako chemicky odpad. Skumavku FT vlozte spit do tej istej
skumavky CT.

15. Pridajte 500 ul pracovného WB II do kazdej skumavky FT.
Poznamka: Priprava pracovného WB II je popisand v Casti Priprava ¢inidla.
16. Jednotky FT/CT odstredujte rychlostou 8 000 x g po dobu 1 mintty.

17. Kazdu skiumavku FT vloZte do novej skimavky CT. Zlikvidujte prietokovu frakciu zo starej skimavky CT ako chemicky
odpad a riadne zlikvidujte pouzita skimavku CT.

18. Jednotky FT/CT odstredujte 1 minutu rychlostou 16 000 az 20 000 x g, aby sa vysusili filtracné membrany.

19. Vlozte kazdu skimavku FT do elu¢nej skumavky (1,5 ml skimavka do mikroodstredivky so zaistovacim vekom) vopred
oznacenej identifika¢nymi informdciami vzorky alebo kontroly. Zlikvidujte prietokovu frakciu z pouzitej skimavky CT
ako chemicky odpad a riadne zlikvidujte pouziti skimavku CT.

20. Pridajte 100 ul DNA EB do stredu kazdej membrany FT bez dotyku membrany FT.

21. Vykonajte inkubaciu skimavky FT s elu¢nou skimavkou pocas 5 minut pri teplote 15 °C az 30 °C.

22. Skumavku FT odstredujte 1 minttu s elu¢nou skumavkou rychlostou 8 000 x g, aby sa eluat zozberal do elucnej

skumavky. Pouzitu skimavku FT spravne zlikvidujte.
23. Uzavrite uzaver elu¢nej skimavky. Elu¢na skimavka obsahuje zdsobnit DNA.

24. Na ucely kvantifikicie DNA prejdite k casti Kvantifikacia DNA.

Poznamka: Meranie koncentrdcie DNA by sa malo uskutocnit bezprostredne po izoldcii DNA a pred uskladnenim.

Kvantifikacia DNA

1. Kazdu zasobnu skimavku DNA premiesajte vo virivom mixéri po dobu 5 sekund.

2. DNA kvantifikujte pomocou spektrofotometra podla protokolu vyrobcu. DNA EB poutzite pre tento pristroj ako slepu
vzorku. Potrebny je priemer dvoch konzistentnych zobrazovanych udajov.

Poznamka: Tieto dve merania by mali byt v rozmedzi £ 10 % od seba, ak sii hodnoty koncentrdcie DNA > 20,0 ng/ul.
Pri hodnotdch koncentrdcie DNA < 20,0 ng/ul by tieto dve merania mali byt v rozmedzi + 2 ng/ul. Ak tieto
dve merania nie su v ramci = 10 % od seba pri hodnotdch koncentrdcie DNA > 20,0 ng/ul alebo v ramci
+ 2 ng/ul pri hodnotdch koncentrdcie DNA < 20,0 ng/ul, musia byt urcené dalsie 2 hodnoty, kym nebudii tieto
poziadavky splnené. Potom je potrebné vypocitat priemer z tychto dvoch novych merani.

Poznamka: Ak sa vyzaduje tiplnd spracovand negativna kontrola (NEG), zdsobnii DNA pre NEG nie je potrebné merat.

Poznamka: Amplifikdcia uskladnenej extrahovanej DNA musi prebehniit v ramci odporiicanych obdobi skladovania
v pokynoch na pouZzitie Specifickych pre analyzu alebo pred datumom exspirdcie cobas® DNA Sample
Preparation Kit (Supravy na pripravu vzoriek DNA) , ktord sa pouziva na extrakciu DNA, podla toho,
¢o nastane skor.

Poznamka: Koncentrdciu DNA poZadovanii na testovanie si pozrite v pokynoch na pouzitie Specifickych pre analyzu.
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Dalsie informacie

Symboly

Na oznacenie diagnostickych produktov Roche PCR sa pouzivaju nasledujtice symboly.

Tab. 1

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL] |

|EC|[REP|

[LIRRRRRNRN
BARCODE

LOT

REF

C€

Collect Date

<=

CONTENT

i

7
:
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Vek alebo dédtum narodenia

Pridavny softvér

Priradeny rozsah
(képie/ml)

Priradeny rozsah
au/mb

Autorizované zasttpenie
v Eurépskom spolo¢enstve

Datovy list s ¢iarovym
kédom

Cislo sarze

Biologické rizika

Katalégové ¢islo

Oznacenie suladu s normami
CE: toto zariadenie spiiia
prislusné poziadavky na
oznacenie CE ako diagnostické

zdravotnicke zariadenie in vitro.

D&tum odberu

Preditajte si ndvod na
pouZitie

Obsah postacuje

na <n> testov

Obsah supravy

Kontrola

Datum vyroby

Pomocka na testovanie
v blizkosti pacienta

Symboly pouzivané na oznacenie diagnostickych produktov Roche PCR

Pomécka nie je uréend
na testovanie v blizkosti
pacienta

(

Pomécka nie je uréend
na samotestovanie

¥ Distribdtor
(Poznamka: Pod symbolom sa méze
uviest prislusna krajina/oblast.)

Nepouzivajte opakovane

Zena

Uréené len na hodnotenie
vykonu IVD

Globdlne ¢islo obchodne;j
jednotky

Dovozca

Diagnosticka zdravotnicka
pomocka in vitro

IVD

Dolny limit stanoveného
rozsahu

r—
F
=

Muz

Vyrobca

EC,

CONTROL | — | Negativna kontrola

Nesterilné

Meno pacienta

Cislo pacienta

Tu stiahnite

sgrmm>

CONTROL | + | Pozitivna kontrola

Pomocka na
samotestovanie

[0S copies / PCR

SN

Site

| Procedure | Standard |

|STERILE [FO

=FOS<D I

| Procedure | UltraSensitive |

UDI

ULR

Rx Only

s

Pocet QS képii na PCR reakciu, pouzite poc¢et QS
kopii na PCR reakciu na vypocet vysledkov.

Pocet medzinarodnych
jednotiek QS na PCR; na
vypocet vysledkov pouzite
pocet medzindrodnych
jednotiek (IU) QS na PCR.

Sériové ¢islo

Lokalita

Standardnd procedtra

Sterilizované etylénoxidom

Skladovat v tmavom
prostredi

Teplotné rozmedzie od do

Testovaci definiény subor

Tymto smerom hore

Ultracitliva procedtra
Jedine¢nd identifikacia
pomocky

Horny limit stanoveného
rozsahu

Ciara naplnenia mo¢om

Len pre USA: federélny
zakon obmedzuje predaj
tejto pomacky lekdrom
alebo na zaklade jeho
predpisu.

Datum spotreby
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Technicka podpora

Ak potrebujete technicku podporu (pomoc), obratte sa na miestne zastipenie:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Vyrobca a distributor

Tab. 2 Vyrobca a distributor

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

Vyrobené v USA

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)'

! Len pre USA.

Ochranné znamky a patenty

Navstivte stranku https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Autorské prava

©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

C€

Referen¢né materialy

1. Chosewood LC, Wilson DE. Biosafety and microbiological and biomedical laboratories-Fifth Edition. US Department
of Health and Human Services Publication, CDC. 2009;21-1112.

2. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of laboratory workers from occupationally acquired
infections. Approved Guideline-Fourth Edition. CLSI Document M29-A4: Wayne, PA; CLSI, 2014.

3. International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations, 60th Edition. 2019.
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Revizia dokumentu

Informacie o revizii dokumentu

Doc Rev 3.0 Boli aktualizované vystrazné upozornenia.

04/2024 Aktualizovand ¢ast Ochranné znamky a patenty vratane odkazu.

Aktualizované vyhldsenie kompetentného organu.

V pripade akychkolvek otdzok sa obratte na miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche.

Suhrn hlasenti tykajacich sa bezpe¢nosti a vykonu mozete najst pomocou odkazu: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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