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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Utilizacao prevista

O cobas® DNA Sample Preparation Kit é utilizado na preparacao manual de amostras, para isolar ADN gendmico de
amostras de tecido tumoral fixado em formalina e conservado em parafina (FFPET).

Principios do procedimento

Preparacao de amostras

As amostras de FFPET sdo processadas e 0 ADN genomico é isolado utilizando o cobas® DNA Sample Preparation Kit,
uma prepara¢do manual de amostras com base na ligagdo dos acidos nucleicos a fibras de vidro. Uma sec¢do despara-
finizada de 5 micra (um) de uma amostra de FFPET é lisada por incubagdo a uma temperatura elevada com uma protease
e tampao caotrépico de lise/ligagdo que liberta acidos nucleicos e protege o ADN gendmico libertado das DNases.
Subsequentemente, ¢ adicionado isopropanol a mistura de lise que, em seguida, é centrifugada através de uma coluna com
um inserto de filtragem de fibra de vidro. Durante a centrifugaciao, o ADN gendmico liga-se a superficie do filtro de fibra
de vidro. As substancias néo ligadas, tais como sais, proteinas e outras impurezas, sio removidas por centrifugagio. Os
acidos nucleicos adsorvidos sao lavados e depois eluidos com uma solugdo aquosa. A quantidade de ADN genémico pode
ser determinada espetrofotometricamente e ajustada para uma concentragao fixa.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Materiais e reagentes

Materiais e reagentes fornecidos

(M/N: 05985536190)

PK

(Proteinase K)

(M/N: 05860695102)
Proteinase K, liofilizada®

Kit/Cassetes Componentes e ingredientes Quantidade Simbolo e adverténcia de seguranca®
reagentes por teste
DNA TLB
(Tampéo de lise de tecido de ADN)
(M/N: 05517613001)
Tampdo Tris-HCI
o 1x10ml N/A
Cloreto de potdassio
0,04% de EDTA
0,1% de detergente nio i6nicoP
0,09% de azida de sddio
PERIGO
H315: Causa irritagdo na pele.
H317: Pode provocar uma reacéo alérgica cutanea.
cobas® DNA Sample ) N
A ) H319: Provoca irritacéo ocular grave.
Preparation Kit ) )
H334: Quando inalado, pode provocar sintomas de
24 testes

1 x 100 mg

alergia ou de asma ou dificuldades respiratdrias.

H335: Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.
P261: Evitar respirar as poeiras.

P264: Lavar a pele cuidadosamente apds

0 manuseamento.

P280: Usar luvas de protecdo/protegdo ocular/protegéo
facial.

P284: Usar protecédo respiratdria.

P304 + P340 + P312: EM CASO DE INALAGAO: retirar
a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa
posicdo que néo dificulte a respiragéo. Caso sinta i
indisposicéo, contacte um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS/médico.

P342 + P311: Em caso de sintomas regpiratérios:
contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/
médico.

39450-01-6 Proteinase, Tritirachium album serine

09032142001-03PT

Doc Rev. 3.0



cobas® DNA Sample Preparation Kit

Kit/Cassetes

Componentes e ingredientes
reagentes

Quantidade
por teste

Simbolo e adverténcia de seguranca®

cobas® DNA Sample
Preparation Kit

24 testes

(M/N: 05985536190)

DNA PBB

(Tampdo de Ligagdo de Parafina ADN)
(M/N: 05517621001)

Tampaéo Tris-HCI

49,6% de cloridrato de guanidina®
0,05% de ureia

20% de detergente n&o i6nico®

1 x 10 ml

ADVERTENCIA

H302: Nocivo por ingestdo.

H315: Causa irritagdo na pele.

H319: Provoca irritagéo ocular grave.

H411: Téxico para os organismos aquaticos com efeitos
duradouros.

P264: Lavar a pele cuidadosamente apds
0 manuseamento.

P273: Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280: Usar luvas de protecdo/protegdo ocular/protecéo
facial.

P337 + P313: Caso a irritagdo ocular persista: consulte
um médico.

P391: Recolher o produto derramado.
50-01-1 Cloreto de guanidina
9002-92-0 Polidocanol

WB 1

(Tampéo de lavagem | de ADN)
(M/N: 05517656001)

Tampdo Tris-HCI

64% de cloridrato de guanidina®

1 x 25 ml

ADVERTENCIA

H302 + H332: Nocivo por ingest&o e por inalagéo.
H315: Causa irritagdo na pele.

H319: Provoca irritacéo ocular grave.

P261: Evitar respirar as névoas ou vapores.

P264: Lavar a pele cuidadosamente apds

0 manuseamento.

P280: Usar luvas de protec&o/protecdo ocular/protecdo
facial.

P304 + P340 + P312: EM CASO DE INALAGAO: retirar
a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa
posicdo que néo dificulte a respiragéo. Caso sinta
indisposigao, contacte um CENTRO DE INFORMAGAQ
ANTIVENENOS/médico.

P337 + P313: Caso a irritagdo ocular persista: consulte
um médico.

P501: Eliminar o contetddo/recipiente numa instalacéo
de eliminagé&o de residuos aprovada.

50-01-1 Cloreto de guanidina

09032142001-03PT

Doc Rev. 3.0




cobas® DNA Sample Preparation Kit

Kit/Cassetes

Componentes e ingredientes
reagentes

Quantidade
por teste

Simbolo e adverténcia de seguranca®

cobas® DNA Sample
Preparation Kit

24 testes

(M/N: 05985536190)

WB Il

(Tampéo de lavagem Il de ADN)
(M/N: 05517664001)

Tampéo Tris-HCI

Cloreto de sddio

1x125ml

N/A

DNA EB

(Tampao de eluicdo de ADN)
(M/N: 05517630001)
Tampaéo Tris-HCI

0,09% de azida de sdédio

1 x6ml

N/A

FT
(Tubos de filtro com tampas)
(M/N: 05089506102)

1 x 25 pegas

N/A

CT
(Tubos de colheita)
(M/N: 05880513001)

3 x 25 pegas

N/A

a A rotulagem relativa a seguranga de produtos baseia-se essencialmente na diretiva GHS da UE.

b Substancias perigosas
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Temperatura de

Reagente Tempo de armazenamento
armazenamento
Uma vez aberto, mantém-se estavel durante 8 utilizacdes ao
cobas® DNA Sample Preparation Kit 15°Ca30°C longo de 90 dias ou até ao fim do prazo de validade indicado,

0 que primeiro se verificar.

Nota: com excegdo do reagente PK, nio congele os reagentes.

Nota: antes de utilizar, inspecione visualmente cada reagente, para se certificar de que nio existem sinais de fugas. Se existir algum

indicio de derrame, ndo utilize esse material para testes.

depois de adicionar dgua esterilizada sem nuclease a PK, conserve a PK nio usada reconstituida em aliquotas de 450 pl a -20 °C. Uma
vez reconstituida, a PK tem de ser utilizada no prazo de 90 dias ou até ao final do prazo de validade indicado, o que ocorrer primeiro.
Depois de adicionar etanol absoluto, conserve o WB I e o WB II entre 15 °C e 30 °C. Estas solu¢des de trabalho mantém-se estéveis

durante 90 dias ou até ao fim do prazo de validade indicado, o que ocorrer primeiro.

Materiais adicionais necessarios

Materiais

P/N

Xileno (ACS, > 98,5% xilenos)

Qualquer fornecedor

Etanol Absoluto (200 proof, para Biologia Molecular)

Qualquer fornecedor

Isopropanol (ACS, > 99,5%)

Qualquer fornecedor

Agua esterilizada, isenta de nucleases (para Biologia Molecular)

Qualquer fornecedor

Lixivia

Qualquer fornecedor

Etanol a 70%

Qualquer fornecedor

Pipetas seroldgicas de 5 e de 25 ml, esterilizadas e descartédveis

Qualquer fornecedor

Pipetas ajustaveis* (com capacidade para pipetar entre 5 e 1000 pl)

Qualquer fornecedor

Pontas de pipetagem com barreira para aerosséis ou de deslocamento positivo e isentas de DNase

Qualquer fornecedor

Pipet-Aid™*

Qualquer fornecedor

Microcentrifuga de bancada* (com capacidade para centrifugar a 20 000 x g)

Qualquer fornecedor

Dois blocos de aquecimento a seco com capacidade para aquecer tubos de microcentrifuga a 56 °C e a 90 °C*

Qualquer fornecedor

Tubos de microcentrifuga com bloqueio de tampa (1,5 ml, esterilizados, isentos de RNase/DNase, de tipo PCR)

Qualquer fornecedor

Racks de tubos de microcentrifuga

Qualquer fornecedor

Espectrofotometro para medig¢éo da concentragdo de ADN*

Qualquer fornecedor

Misturador de agitacdo forte*

Qualquer fornecedor

Congelador capacitado para armazenamento a temperaturas entre -25 °C e -15 °C

Qualquer fornecedor

Termdmetros calibrados para bloco de aquecimento a seco*

Qualquer fornecedor

Banho-maria* capaz de manter uma temperatura de 37 °C

Qualquer fornecedor

Lamina de borda Unica ou similar

Qualquer fornecedor

Luvas isentas de p6 descartaveis

Qualquer fornecedor

* Todos os equipamentos devem ser mantidos de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para mais informagdes relativamente a materiais vendidos em separado, contacte o representante local da Roche.
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Precaucades e requisitos de manuseamento

Adverténcias e precaucoes

A semelhanca do que sucede com qualquer procedimento de teste, boas praticas de laboratdrio sdo essenciais para um
desempenho adequado deste kit de preparagdo de amostras.

Nota:

Apenas para diagndstico in vitro.

Estao disponiveis Folhas de Dados de Seguranca (SDS, Safety Data Sheets) que podem ser solicitadas ao
representante local da Roche.

Todas as amostras devem ser manuseadas como se estivessem infetadas, utilizando procedimentos de
laboratdrio seguros, tais como os descritos em Biosafety in Microbiological Laboratories' e no Documento
M29-A4 do CLSI.?

O DNA PBB e 0 DNA TLB contém um detergente nao ionico, que é irritante para as membranas mucosas.
Evite o contacto com os olhos, a pele e as membranas mucosas.

a lixivia liquida doméstica contém habitualmente hipoclorito de sodio a uma concentragdo de 5,25%.
Uma diluigdo de lixivia doméstica de 1:10 ird dar origem a uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%.

O xileno é um produto quimico perigoso e devera ser utilizado numa cdmara quimica. Elimine para junto de
desperdicios quimicos em conformidade com a legislagao local, estadual, federal e do pais.

Recomenda-se a utilizagdo de pipetas esterilizadas descartaveis e de pontas de pipetagem isentas de DNase.

Para se certificar de que a preparagdo da amostra é efetuada corretamente, siga rigorosamente as diretrizes e os
procedimentos fornecidos. Qualquer desvio destes procedimentos e diretrizes podera afetar o desempenho ideal
do teste.

Informe as autoridades competentes locais e o fabricante sobre quaisquer incidentes graves que possam ocorrer
ao utilizar este ensaio.

Boas praticas de laboratdrio

Nota:

Nao efetue pipetagem com a boca.
Nio coma, beba ou fume em 4reas de trabalho laboratorial.
Lave muito bem as maos depois de manusear amostras e reagentes do kit.

Ao manusear quaisquer reagentes, use sempre protegao para os olhos, bata de laboratério e luvas descartaveis.
Evite o contacto destes materiais com a pele, os olhos ou as membranas mucosas. Se ocorrer contacto, lave
imediatamente com agua em abundéncia. Caso nio seja efetuado tratamento, podem surgir queimaduras.

Se ocorrer derrame, dilua com agua antes de limpar com um pano seco.

Limpe e desinfete cuidadosamente todas as superficies de trabalho do laboratério com uma solugdo preparada
de fresco de hipoclorito de sédio a 0,5% em agua desionizada ou destilada (diluir lixivia doméstica a 1:10). Em
seguida esfregue a superficie com um pano com etanol a 70%.

a lixivia liquida doméstica contém habitualmente hipoclorito de sodio a uma concentragdo de 5,25%.
Uma diluigdo de lixivia doméstica de 1:10 ird dar origem a uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%.

09032142001-03PT
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Contaminacéao

Para evitar contaminagio, devem ser usadas luvas que devem ser trocadas entre o manuseamento de amostras
e de reagentes do cobas® DNA Sample Preparation Kit. Evite contaminar as luvas quando manusear amostras.

Para reduzir a possibilidade de contaminagao, as luvas devem ser trocadas frequentemente.

As luvas devem ser trocadas antes de sair das areas isolamento de ADN ou em caso de suspeita de contacto com
solugdes ou com uma amostra.

Evite a contaminag¢ao microbiana e por ribonucleases dos reagentes.

Os materiais e o equipamento devem ser exclusivos de cada atividade e ndo devem ser usados para outras
atividades nem transportados entre areas. Por exemplo, as pipetas e os materiais utilizados para isolamento
de ADN néo devem ser utilizados para preparar reagentes para amplificagdo e detecao.

Recomenda-se vivamente que o fluxo de trabalho no laboratério prossiga de uma maneira unidirecional,
concluindo uma atividade antes de prosseguir com a seguinte. Por exemplo, o isolamento de ADN deve ser
concluido antes de iniciar a amplificagdo e detecio. O isolamento de ADN deve ser efetuado numa area
separada da amplifica¢do e detecdo.

Integridade

Nao utilize kits fora dos prazos de validade.

Nio agrupe reagentes de lotes ou kits diferentes.

Nao utilize produtos descartaveis que tenham ultrapassado o respetivo prazo de validade.
Todos os itens descartéveis sdo de utilizacdo tinica. Néo reutilizar.

Todos os equipamentos devem ser mantidos adequadamente, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Eliminacéao

O DNA EB e o DNA TLB contém azida sddica. A azida sédica pode reagir com tubagens de chumbo e de cobre,
produzindo azidas metalicas altamente explosivas. Quando eliminar solu¢des contendo azida sodica através

dos lavatdrios do laboratério, verta nos canos um grande volume de agua fria para impedir a formagao

e acumulagdo de azidas.

Elimine os reagentes ndo utilizados e os residuos em conformidade com a legislagdo local, estadual, federal e do
pais.

Derrames e limpeza

O DNA PBB e 0 WB I contém cloridrato de guanidina. Caso ocorra derramamento de liquido que contenha
este tampao, limpe com detergente laboratorial adequado e dgua. Se ocorrer um derramamento com agentes
potencialmente infeciosos, limpe primeiro a area afetada com detergente laboratorial e agua e, em seguida,
com hipoclorito de so6dio a 0,5%.

09032142001-03PT
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Colheita, transporte e armazenamento de amostras

Nota: manuseie todas as amostras tendo em conta a possibilidade de transmitirem agentes infeciosos.

Colheita e manuseamento de amostras

O cobas® DNA Sample Preparation Kit foi desenvolvido para utilizagdo com amostras de FFPET.

Transporte, armazenamento e estabilidade das amostras

As amostras de FFPET podem ser transportadas entre 15 °C e 30 °C. O transporte de amostras de FFPET deve ser efetuado
em conformidade com a legislagdo local, estadual, federal e do pais relativa ao transporte de agentes etioldogicos.’

Para as recomendagdes de armazenamento, consulte a sec¢do Colheita, transporte e armazenamento de amostras das
instru¢des de utilizagdo especificas do ensaio.
Armazenamento e estabilidade das amostras processadas

Para as recomendacdes de armazenamento, consulte a seccdo Colheita, transporte e armazenamento de amostras das
instru¢des de utilizagao especificas do ensaio.

O ADN extraido deve ser utilizado dentro dos periodos de armazenamento recomendados ou antes do fim do prazo de
validade do cobas® DNA Sample Preparation Kit utilizado para extrair o ADN, o que primeiro se verificar.

Antes de utilizar stocks de ADN extraido e armazenado, agite em vortice pulsado e centrifugue o tubo de elui¢ao que
contém o stock.

Procedimento de preparacao de amostras

Utilizando o kit

Figura1 Fluxo de trabalho do cobas® DNA Sample Preparation Kit

| 1 | Retirar as amostras e os reagentes do armazenamento |
| 2 | Desparafinar amostras |
| 3 | Efetuar isolamento de ADN |
[ 4 [ EwirADN |

Instrucoes de utilizacéo

Nota: o cobas® DNA Sample Preparation Kit foi desenvolvido para utilizagdo com secgoes de 5 um de espessura de
amostras de FFPET.

Nota: testes de detegio de mutagoes poderdo ter requisitos especificos para contetido tumoral e a necessidade de macro
dissecagdo apds a desparafinagao.

Nota: os blocos de aquecimento a seco com capacidade para aquecer tubos de microcentrifuga com fixagio de tampa
deverdo ser ligados e programados para 56 °C e 90 °C.

09032142001-03PT
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Preparacdo e armazenamento de reagentes

Prepare reagentes de trabalho conforme indicado na tabela a seguir, antes de utilizar o kit pela primeira vez. Utilize uma
pipeta seroldgica de 5 ml para dispensar a agua. Utilize uma pipeta seroldgica de 25 ml para dispensar o etanol. Caso

a proteinase K ja tenha sido reconstituida e congelada, descongele um numero suficiente de aliquotas para processar

o nimero de amostras a executar.

Reagentes Reconstituicio/Preparacéo

Reconstitua a PK adicionando 4,5 ml de dgua esterilizada isenta de nucleases (tipo PCR) ao frasco, utilizando
uma pipeta seroldgica esterilizada e descartavel de 5 ml. Misture invertendo o frasco 5 a 10 vezes. Coloque
Proteinase K uma aliquota de PK reconstituida de 450 pl em tubos de 1,5 ml de microcentrifuga com bloqueio de tampa

(PK) e armazene a -20 °C durante até 90 dias ou até ao final do prazo de validade, o que primeiro se verificar. Se a PK
ja tiver sido reconstituida e congelada, descongele um nimero suficiente de aliquotas para processar o nimero
de amostras a executar (sdo necessarios 70 pl de PK reconstituida para cada amostra).

Tampdo de Prepare o WB I adicionando 15 ml de etanol absoluto ao frasco de WB 1. Misture invertendo o frasco

lavagem | 5 a 10 vezes. Indique no frasco que etanol foi adicionado e em que data. Armazene o WB I entre 15 °C e 30 °C
wBID durante até 90 dias ou até ao final do prazo de validade, o que primeiro se verificar.

Tampdo de Prepare o WB Il adicionando 50 ml de etanol absoluto ao frasco de WB Il. Misture invertendo o frasco
lavagem |l 5 a 10 vezes. Indique no frasco que etanol foi adicionado e em que data. Armazene o WB Il entre 15 °C e 30 °C
(wB i) durante até 90 dias ou até ao final do prazo de validade, o que primeiro se verificar.

Todas as solugdes conservadas entre 15 °C e 30 °C deverao ser transparentes. Se estiver presente precipitado em algum
reagente, aqueca a solu¢do em banho-maria a 37 °C até que o precipitado se dissolva. Néo utilize até que todo

o precipitado esteja dissolvido.

Desparafinacédo de seccdes de FFPET montadas em laminas

Nota: o xileno é um produto quimico perigoso. Todos os procedimentos de desparafinagio deverdo ser executados sob uma
cdmara quimica. Consultar Adverténcias e precaugoes.

1. Adicione uma ldmina com uma sec¢ao de FFPET de 5 um a um recipiente com xileno suficiente para cobrir o tecido;
deixe embeber durante 5 minutos.

2. Transfira a lamina para um recipiente com etanol absoluto suficiente para cobrir o tecido; deixe embeber durante
5 minutos.

3. Retire alamina do etanol e deixe secar totalmente a sec¢io ao ar (5 a 10 minutos).
4. Efetue macrodissecacio, se necessario.

5. Para cada amostra, rotule um tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa de 1,5 ml com a informagéo de
identificagdo de amostra.

6. Adicione 180 ul de DNA TLB ao tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa de 1,5 ml.
7. Adicione 70 pl de PK reconstituida ao tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa que contém o DNA TLB.

8. Raspe o tecido da lamina e coloque-o no tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa. Mergulhe o tecido na
mistura DNA TLB/PK.

9. Continue com o passo 1 do Procedimento de isolamento do ADN.

09032142001-03PT
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cobas® DNA Sample Preparation Kit

Desparafinacédo de seccoes de FFPET nido montadas em laminas

Nota: o xileno é um produto quimico perigoso. Todos os procedimentos de desparafinagdo deverdo ser executados sob
uma cimara quimica. Consultar Adverténcias e precaugaes.

Nota: se a amostra necessitar de macrodissecagdo, a sec¢do deve ser montada numa lamina e deve ser seguido
o procedimento pormenorizado em Desparafinacdo de seccoes de FFPET montadas em liminas.

1. Para cada amostra, coloque uma sec¢do de FFPET de 5 pm num tubo de microcentrifuga de 1,5 ml com bloqueio
de tampa e rotulado com a informacao de identificagdo de amostra.

Adicione 500 pl de xileno ao tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa que contém a secgdo de FFPET.
Misture bem com agitagdo forte durante 10 segundos.

Deixe o tubo repousar durante 5 minutos entre 15 °C e 30 °C.

Adicione 500 pl de etanol absoluto e misture bem com agitagdo forte durante 10 segundos.

Deixe o tubo repousar durante 5 minutos entre 15 °C e 30 °C.

NS Uk » D

Centrifugue entre 16 000 x g e 20 000 x g durante 2 minutos. Remova o sobrenadante sem perturbar o pellet. Elimine
o sobrenadante juntamente com os desperdicios quimicos.

®

Adicione 1 ml de etanol absoluto e misture com agitagdo forte durante 10 segundos.

9. Centrifugue entre 16 000 x g e 20 000 x g durante 2 minutos. Remova o sobrenadante sem perturbar o pellet. Elimine
o sobrenadante juntamente com os desperdicios quimicos.

10. Se o pellet ficar a flutuar no sobrenadante restante, centrifugue novamente durante 1 minuto entre 16 000 x g
e 20 000 x g. Remova qualquer sobrenadante restante.

11. Seque o pellet de tecido durante 10 minutos a 56 °C num bloco de aquecimento com o tubo aberto.

12. Certifique-se de que o etanol esta totalmente evaporado e o pellet estd seco antes de prosseguir com o passo seguinte.
13. Caso necessario, os pellets secos podem ser conservados durante um maximo de 24 horas entre 2 °C e 8 °C.

14. Suspenda novamente o pellet de tecido em 180 ul de DNA TLB.

15. Adicione 70 pl de PK reconstituida.

16. Continue com o passo 1 da secgdo a seguir: Procedimento de isolamento do ADN.

Procedimento de isolamento do ADN

Nota: caso seja necessdrio para o teste, processe um controlo negativo simultaneamente com a(s) amostra(s). Prepare
o controlo negativo combinando 180 ul de DNA TLB e 70 ul de solu¢do de PK num tubo de microcentrifuga com
bloqueio de tampa de 1,5 ml rotulado como NEG. O controlo negativo deverd ser processado seguindo o mesmo
procedimento que o das amostras.

1. Misture com agitagao forte os tubos que contém a mistura de amostra/DNA TLB/PK e a mistura de controlo negativo
(NEG) durante 30 segundos.

Nota: o tecido tem de ser totalmente imerso na mistura DNA TLB/PK.

2. Coloque os tubos no bloco de aquecimento a seco, a 56 °C e incube durante 60 minutos.
3. Misture com agitagdo forte os tubos durante 10 segundos.

Nota: o tecido tem de ser totalmente imerso na mistura DNA TLB/PK.

4. Coloque os tubos no bloco de aquecimento a seco, a 90 °C e incube durante 60 minutos.

Nota: durante a incubagdo, prepare o niimero necessdrio de tubos de filtro (FT) com tampas de dobradiga, colocando o FT
num tubo de colheita (CT) e rotule cada tampa de FT com a identificagdo do controlo ou da amostra adequada.
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Nota: cada amostra necessitard de 1 FT, 3 CT e 1 tubo de eluicio (tubo de microcentrifuga com bloqueio de tampa

de 1,5 ml).

Nota: durante a incubagdo, rotule o niimero necessdrio de tubos de eluigdo (tubos de microcentrifuga de 1,5 ml) com

6
7.
8.
9
10.
11.

12.

a informagdo da identificagao correta da amostra ou do controlo.

Deixe os tubos arrefecer para uma temperatura entre 15 °C e 30 °C. Depois de arrefecerem, centrifugue os tubos
para recolher o liquido das tampas.

Adicione 200 ul de DNA PBB a cada tubo; misture pipetando para cima e para baixo 3 vezes.

Incube o tubo a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C durante 10 minutos.

Adicione 100 pl de isopropanol a cada tubo; misture o lisado pipetando para cima e para baixo 3 vezes.
Transfira cada lisado para a unidade de FT/CT adequadamente rotulada.

Centrifugue as unidades de FT/CT a 8000 x g durante 1 minuto.

Coloque cada FT num novo CT. Elimine o fluxo do CT antigo para junto dos residuos quimicos e elimine
adequadamente o CT usado.

Adicione 500 pl de WB I de trabalho a cada FT.

Nota: a preparacio do WB I de trabalho estd descrita na sec¢do Preparagdo de reagentes.

13.
14.
15.

Centrifugue as unidades de FT/CT a 8000 x g durante 1 minuto.
Elimine o fluxo de cada CT para junto dos desperdicios quimicos. Coloque o FT de volta no mesmo CT.
Adicione 500 ul de WB II de trabalho a cada FT.

Nota: a preparagio do WB II de trabalho estd descrita na secgdo Preparagio de reagentes.

16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.
24,

Centrifugue as unidades de FT/CT a 8000 x g durante 1 minuto.

Coloque cada FT num novo CT. Elimine o fluxo do CT antigo para junto dos residuos quimicos e elimine
adequadamente o CT usado.

Centrifugue as unidades FT/CT a 16.000-20.000 x g durante 1 minuto para secar as membranas dos filtros.

Coloque cada FT num tubo de elui¢ao (tubo de microcentrifuga de 1,5 ml) pré-rotulado com a identifica¢ao da
amostra ou do controlo. Elimine o fluxo do CT usado para junto dos residuos quimicos e elimine adequadamente
o CT usado.

Adicione 100 ul de DNA EB ao centro de cada membrana do FT sem tocar na membrana do FT.

Incube o FT com o tubo de eluigdo a uma temperatura entre 15 °C e 30 °C durante 5 minutos.

Centrifugue o FT com o tubo de eluigdo a 8000 x g durante 1 minuto para recolher o eluato no tubo de eluigdo.
Elimine adequadamente o FT usado.

Feche a tampa do tubo de elui¢do. O tubo de elui¢ao contém o stock de ADN.

Para a quantificagdo do ADN, prossiga para a sec¢ao Quantificagio do ADN.

Nota: a medigio da concentragdo de ADN deverd ser efetuada imediatamente apds o procedimento “Isolamento do ADN”

e antes do armazenamento.
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Quantificacdo do ADN

1. Misture com agitagio forte cada stock de ADN durante 5 segundos.

2. Quantifique o ADN utilizando um espetrofotometro de acordo com o protocolo do fabricante. Utilize o DNA EB
como o branco do equipamento. Em média, sdo necessarias duas leituras consistentes.

Nota:

Nota:

Nota:

Nota:

as duas medigoes deverdo estar a £10% uma da outra quando as leituras de concentragio de ADN forem

> 20,0 ng/ul. Para leituras de concentragdo de ADN < 20,0 ng/ul, as duas medigoes deverdo estar dentro de £2 ng/ul.
Se as duas medicoes ndo estiverem dentro de +10% uma da outra quando as leituras de concentragdo de ADN forem
> 20,0 ng/ul ou dentro de +2 ng/ul quando as leituras de concentragio de ADN forem < 20,0 ng/ul, devem ser
efetuadas outras 2 leituras até os requisitos serem satisfeitos. Deverd ser entdo calculada a média destas duas novas

medigdes.
se for necessdrio um controlo negativo totalmente processado (NEG), o stock de ADN do NEG ndo necessita de ser

medido.

0 ADN extraido e armazenado deve ser amplificado dentro dos periodos de armazenamento recomendados nas
instrugoes de utilizagdo especificas do ensaio ou antes do fim do prazo de validade do cobas® DNA Sample
Preparation Kit utilizado para extrair o ADN, o que primeiro se verificar.

para a concentragdo de ADN necessdria para os testes, consulte instrugoes de utilizagdo especificas do ensaio.
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Informacoes adicionais

Simbolos

Os seguintes simbolos sao utilizados em etiquetas de produtos de diagndstico por PCR da Roche.

Tabela 1

sSwW

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL]

EC|REP

[LIRRRRRNRTN
BARCODE

LOT

REF

C€

Collect Date

~
()

1

)

1)

4

CONTENT

i

’

a

09032142001-03PT

Idade ou data de
nascimento

Software auxiliar

Intervalo atribuido
(cépias/ml)

Intervalo atribuido
(Ul/ml)

Representante autorizado
na Comunidade Europeia

Folha de dados de cédigos
de barras

Numero do lote

Risco bioldgico

Referéncia de catdlogo

Marcacéo de conformidade
CE; este dispositivo estd em
conformidade com os
requisitos aplicdveis para
marcagdo CE de um
dispositivo médico de
diagnéstico in vitro

Data da colheita

Consulte as instrucdes
de utilizagéo

Contetdo suficiente
para <n> testes

Contetdo do kit

Controlo

Data do fabrico

Dispositivo para testes
efetuados préximo dos
pacientes

Dispositivo para autotestes

Simbolos utilizados em etiquetas de produtos de diagnéstico por PCR da Roche

Dispositivo nédo para testes
efetuados préximo dos
pacientes

Dispositivo nédo para
autotestes

Distribuidor
(Nota: o pais/regido aplicavel podera
estar indicado por baixo do simbolo.)

Nao reutilizar

Mulher

Apenas para avaliagdo
do desempenho IVD

: ﬁom@@@%

Global Trade Item Number

Importador

Dispositivo médico para
diagnéstico in vitro

IVD

Limite inferior do intervalo
atribuido

& Homem
N Fabricante

= Controlo negativo

Nao esterilizado

*? Nome do paciente

*# Numero do paciente

4

LLR

Abra aqui
4

Controlo positivo

QS copies / PCR |

UI QS por reacgéo PCR,
utilize as Unidades Inter-

QS IU/PCR | nacionais QS (UI) por
reacédo PCR no célculo
dos resultados.

»
2

Numero de série

Site

Centro

| Procedure | Standard | Procedimento padrao
Esterilizado com éxido
STERILE E de etileno

@ Armazenar no escuro
TDF

Limite de temperatura

Ficheiro de definicédo
de teste

Este lado para cima

—

| Procedure | UltraSensitive | Procedimento ultrassensivel

Identificagdo exclusiva
do equipamento

UDI
ULR

Limite superior do intervalo
atribuido

Linha de enchimento da
urina

Apenas nos EUA: a Lei
federal dos Estados Unidos
restringe a venda deste
dispositivo a um
profissional licenciado

ou a pedido deste.

g Prazo de validade

Rx Only

Cépias QS por reacdo PCR, utilize as cépias QS
por reacéo PCR no célculo dos resultados.
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Assisténcia técnica

Para apoio técnico (assisténcia) entre em contacto com a sua filial local:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Fabricante e distribuidor

Tabela2 Fabricante e distribuidor

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

Fabricado nos EUA

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)'

' Para os EUA, apenas.

Marcas comerciais e patentes

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

Direitos de autor

©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

C€
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Revisdao do documento

Informacgées de revisdo do documento

Doc Rev 3.0 Atualizadas informacdes sobre adverténcias de perigo.
04/2024 Secgdo Marcas comerciais e patentes atualizada, incluindo o link.
Indicacgéo de autoridade competente atualizada.

Se tiver quaisquer questdes, por favor contacte o representante local da Roche.

O resumo de relatdrio de seguranga e de desempenho pode ser utilizado com o seguinte link:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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