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Notas importantes

Obrigado por ter adquirido o InviSorb® Spin Universal Kit da Invitek Diagnostics.

O produto destina-se ao isolamento manual de acidos nucleicos (ADN gendmico, ADN
bacteriano, ADN/ARN viral) de uma variedade de amostras clinicas, utilizando a tecnologia de
coluna de purificacao.

ATENCAO! O manuseamento inadequado e o uso para fins diferentes da utilizacéo
pretendida podem causar perigo e danos. Por isso, solicitamos que leia estas instrucdes de
utilizacdo com atencéo e que as siga cuidadosamente. Mantenha-as sempre ao seu
alcance. Para evitar ferimentos pessoais, observe também as instrucdes de seguranca.

Todas as versdes das instru¢cdes de utilizacdo podem ser encontradas no nosso website
para download ou podem ser solicitadas através do seguinte endereco: www.invitek.com.

Contacto:
Apoio técnico:

techsupport@invitek.com

ALEMANHA
Haynauer Str. 60, 12249 Berlim, Alemanha

PORTUGAL
Zona Industrial de Tondela, ZIM I, Lote 6, 3460-070 Tondela, Portugal
+351 232 817 817

© 2025 Invitek Diagnostics, todos os direitos reservados.

O kit estd em conformidade com o REGULAMENTO (UE) 2017/746 relativo aos dispositivos médicos para
diagnostico in vitro. No entanto, ndo se destina ao uso para diagnéstico in vitro em paises onde 0o REGULAMENTO
(UE) 2017/746 n&o € reconhecido.

Marcas comerciais: InviSorb®, PSP®, InviMag®, Eppendorf®. As marcas registadas, marcas comerciais, etc.
mencionadas neste documento, mesmo que ndo sejam especificamente identificadas como tal, ndo devem ser
consideradas desprotegidas por lei.

InviGenius®, InviMag®, InviSorb®, Invitek®, InviTrap®, MSB®, PSP®, RTP® sdo marcas registadas da Invitek
Molecular GmbH.
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1. InstrucOes de seguranca

Certifique-se de que qualquer pessoa que utilize este produto recebeu instru¢cdes sobre as
praticas gerais de seguranca para laboratorios, bem como as informacgdes de seguranca
fornecidas neste documento.

e Quando e enquanto trabalhar com produtos quimicos, use sempre vestuario de
protecao, luvas descartaveis e 6culos de seguranca.

e Substituir sempre as pontas de pipeta entre transferéncias de liquidos. Para evitar a

contaminacéo cruzada, recomendamos a utilizagdo de pontas de pipeta com barreira

de aerossois.

N&o reutilizar os consumiveis.

Descartar as luvas se ficarem contaminadas.

N&o combinar componentes de kits diferentes.

Evitar a contaminag&o microbiana dos reagentes do Kit.

Para minimizar o risco de infegcbes causadas por material potencialmente infecioso,

recomendamos que se trabalhe em camara de fluxo laminar até as amostras serem

lisadas.

Antes de manusear produtos quimicos, leia e compreenda todas as fichas de dados de
seguranca (FDS) aplicaveis. Estas estéo disponiveis em www.invitek.com.

Elimine os residuos do kit e os fluidos residuais em conformidade com os regulamentos do
seu pais e consulte novamente a FDS. A Invitek Diagnostics ndo realizou testes nos residuos
liquidos gerados pelo kit para detetar materiais infecciosos residuais. Embora a contaminagao
dos residuos liquidos com materiais infecciosos residuais seja altamente improvavel, esta ndo
pode ser completamente excluida. Por conseguinte, os residuos liquidos devem ser
considerados infecciosos e devem ser manuseados e eliminados de acordo com o0s
regulamentos de seguranca locais.

As frases de risco e de seguranca da Comunidade Europeia aplicadas aos componentes do
InviSorb® Spin Universal Mini Kit estdo enumeradas a seguir:

Proteinase K

Adverténcias de perigo

H315 - Provoca irritagdo cuténea.

H319 - Provoca irritagdo ocular grave.

H334 - Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de asma ou dificuldades respiratérias.
H335 - Pode provocar irritagcao das vias respiratorias.

Recomendacdes de prudéncia

P261 - Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossais.

P264 - Lavar as maos, os antebracos e o rosto cuidadosamente apés manuseamento.

P271 - Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P280 - Usar luvas de proteccao/vestuario de proteccao/proteccao ocular/proteccédo facial/protecéo
auditiva.

P284 - Usar protecao respiratoria.

P302+P352 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: Lavar abundantemente com agua.
P304+P340 - EM CASO DE INALACAOQ: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa
posicéo que néo dificulte a respiragao.

P305+P351+P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com
agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a
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enxaguar.

P312 - Caso sinta indisposicéo, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

P501 - Eliminar o contetdo/recipiente num ponto de recolha de residuos perigosos ou especiais, de
acordo com a regulamentacao local, regional, nacional e/ou internacional.

Lysis Buffer HLT

: Atencdo

Contém: cloreto de guanidinio

Adverténcias de perigo

H302 - Nocivo por ingestéo.

H315 - Provoca irritagdo cuténea.

H319 - Provoca irritagdo ocular grave.

Recomendacdes de prudéncia

P264 - Lavar as maos, os antebracos e o rosto cuidadosamente apés manuseamento.

P270 - N&o comer, beber ou fumar durante a utilizacdo deste produto.

P280 - Usar luvas de protecéo/vestuario de protecéo/protecao ocular/proteccao facial/protecéo
auditiva.

P301+P312 - EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposic&o, contacte um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

P302+P352 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar abundantemente com agua.
P305+P351+P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com
agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a
enxaguar.

P321 - Tratamento especifico (ver as instru¢cdes suplementares de primeiros socorros no presente
rétulo).

P330 - Enxaguar a boca.

P332+P313 - Em caso de irritacdo cutanea: consulte um médico.

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

P362+P364 - Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

P501 - Eliminar o contelido/recipiente num ponto de recolha de residuos perigosos ou especiais, de
acordo com a regulamentacéo local, regional, nacional e/ou internacional.

Informag6es médicas de emergéncia podem ser obtidas 24 horas por dia no infotrac,
www.infotrac.net:

forados EUA: 1-352-323-3500
nos EUA: 1-800-535-5053
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2. Informacgdes sobre o produto

2.1 Conteudo do kit

50 preparacdes

250 preparacdes

N.° de catélogo

1050100200

1050100300

Lysis Buffer HLT

15 ml/garrafa

60 ml/garrafa

Proteinase K

1 frasco para 1,1 ml de
solucéo de trabalho

3 frascos para 3 x 2 ml de
solucéo de trabalho

Carrier RNA

1 frasco para 1,2 ml de
solucéo de trabalho

3 frascos para 3 x 2 ml de
solucéo de trabalho

RNase Free Water

2 x 2 ml/frasco

15 ml/garrafa

Binding Solution

(Preencher com isopropanol
a 99,7%)

garrafa vazia
(volume final 15 ml)

garrafa vazia
(volume final 80 ml)

Wash Buffer HLT

30 ml/garrafa
(volume final 50 ml)

105 ml/garrafa
(volume final 175 ml)

Wash Buffer

2 x 18 ml/garrafa
(volume final 2 x 60 ml)

2 x 60 ml/garrafa
(volume final 2 x 200 ml)

Elution Buffer M

30 ml/garrafa

120 mi/garrafa

RTA Spin Filter Set

50 unidades

250 unidades

RTA Receiver Tubes

100 unidades

500 unidades

1.5 ml Receiver Tubes 50 unidades 250 unidades

2.0 ml Safe-Lock-Tubes 50 unidades 250 unidades
Protocolo curto 1 folheto 1 folheto
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2.2 Reagentes e equipamentos a serem fornecidos pelo utilizador
Equipamento de laboratorio:

e Microcentrifuga (todos os protocolos foram validados com uma Centrifuga 5415 D
Eppendorf)

Opcional: centrifuga para 15 ou 50 ml

Agitador térmico (37°C - 95°C)

Proveta graduada (250 ml)

Luvas descartaveis

Pipeta e pontas de pipeta

Agitador vortex

Tubos de reacéo (1,5 ml, 2,0 ml)

Liquidos e solventes:

Agua livre de DNase/RNase ou 1 x PBS para ajustar o volume da amostra

Etanol a 96-10% (ndo desnaturado)

Isopropanol*

Opcional (para amostras respiratorias com elevada viscosidade): solucdo saturada de
acetilcisteina (ACC) (200 mg/ml)

e Opcional: Lysozyme (10 mg/ml)

*Q kit foi validado com 2-Propanol; Rotipuran® >99,7%, p.a., ACS, I1SO (Referéncia 6752) de
Carl Roth

* Possiveis fornecedores de Isopropanol:

Carl Roth Applichem Sigma

2-Propanol 2-Propanol para a biologia molecular 2-Propanol

Rotipuran® >99,7%, p.a., ACS, ISO Referéncia A3928 Referéncia 59304-1L-F
Referéncia 6752

2.3 Armazenamento, aspeto e prazo de validade

Prazo de validade: Todos os tampfes e componentes do kit devem ser armazenados a
temperatura ambiente e tém um prazo de validade conforme indicado no rétulo exterior da
embalagem do Kkit.

Apéds a abertura, os componentes individuais do kit, bem como os componentes preparados
em conformidade antes da primeira utilizagéo, tém um prazo de validade de 3 meses.

Antes de cada utilizacdo, certifique-se de que todos os componentes estdo a temperatura
ambiente. Se houver precipitados relacionados com a temperatura nas solucdes, dissolva-os por
aquecimento cuidadoso (até 30°C).

A temperatura ambiente (TA) é definida como um intervalo de 15-30°C.

Wash Buffer: depois de adicionar etanol, deve ser firmemente fechado e armazenado a
temperatura ambiente.

Tampao de Lavagam HLT e Binding Solution: apds a adicdo de isopropanol, devem ser
firmemente fechados e armazenados a temperatura ambiente.

Carrier RNA: uma vez dissolvido em &agua livre de DNase/RNase, o Carrier RNA deve ser
armazenado a -20°C.

Proteinase K: uma vez dissolvida em agua livre de DNase/RNase, a Proteinase K pode ser
armazenada a 2 - 8°C durante um maximo de dois meses. Para uma conservacao mais longa,
manter a -20°C, congelar-descongelar apenas uma vez.
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24  Utilizacao prevista

O InviSorb® Spin Universal Kit é um kit de extragdo de &cidos nucleicos baseado na
tecnologia de colunas de purificacdo, destinado ao isolamento e purificacdo simultaneos de
ADN gendmico, ADN bacteriano e ADN/ARN viral.

O kit pode ser utilizado para uma variedade de tipos de amostras humanas, tais como sangue
total venoso fresco ou congelado anticoagulado com EDTA ou citrato ou as respectivas
preparacfes de plasma, soro, liquido lavado de zaragatoas, expetoracdo pré-tratada, BAL,
secrecdo traqueal, bactérias cultivadas, sobrenadante de suspensdo de fezes, liquido
cefalorraquidiano, sobrenadantes de cultura de células, material/tecido de biopsia, urina e
outros fluidos corporais sem células.

O produto ndo é adequado para o uso com amostras de sangue heparinizado. O produto
destina-se exclusivamente a utilizagdo por profissionais, tais como técnicos de laboratério,
médicos e bidlogos com formagdo em técnicas de biologia molecular e procedimentos de
diagnéstico in vitro.

2.5 Informacgdes e especificagcbes do produto

Material inicial Rendimento Qualidade Tempo
Até 200 pl
e Soro, plasma, outros Dependendo da ADN gendmico aprox.
liquidos corporais sem amostra do sangue: 30 min para
células, urina (armazenamento e Aaeo - Azso 12 amostras
e zaragatoas (Secos, origem) 18-21 (excluindo

estabilizados) lise)

e sobrenadante de
suspensodes de fezes

Outros tipos de

Sangue total: em amostras:
média 1 pg de ADN dependendo do

e bactérias cultivadas tipo de

e secrecgdo traqueal, BAL, amostra, o
expetoracao nucleo alvo

 sobrenadante de cultura acidos
celular

Até 100 pl:

e sangue fresco ou
congelado (estabilizado
com EDTA/citrato, mas
nao com heparina)

Até 10 mg de amostra de
tecido

O rendimento e a qualidade dos acidos nucleicos purificados dependem do tipo de amostra,
da sua origem, do transporte, do armazenamento, da idade, do titulo viral e no caso das
amostras de sangue, também da contagem de leucdcitos.

Para a determinacao do rendimento, deve-se ter em conta que os acidos nucleicos purificados
com este kit contém Carrier RNA (5 ug por 200 ul de amostra), que representa a maior parte
dos acidos nucleicos presentes no eluido. Em particular os acidos nucleicos virais de amostras
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biol6gicas sédo geralmente muito pouco concentrados e, por conseguinte, 0 que torna quase
impossivel a sua quantificacdo fotométrica. Recomenda-se a utilizagao da tecnologia RT-PCR
guantitativa para a determinacdo do rendimento.

O InviSorb® Spin Universal Kit oferece um procedimento eficiente para o isolamento de
acidos nucleicos de alta qualidade. O kit foi desenvolvido para o isolamento simultaneo de
ADN/ARN viral, ADN bacteriano e ADN gendmico utilizando um protocolo com colunas de
centrifugacdo que incluias etapas de lise, ligacéo, lavagem e eluicéo. .

O kit esta validado para contagens de leucécitos entre 3x10° - 1x107 células/ml . Contagens de
células excessivamente elevadas podem levar ao entupimento do RTA Spin Filter, resultando
em efeitos indesejaveis no processo de purificagcdo. Por conseguinte, recomenda-se considerar
o volume de entrada da amostra como um parametro durante a implementacao do seu protocolo
de diagndstico in vitro. Caso necessario, as amostras podem ser pré-diluidas com PBS ou 4gua
livre de DNase/RNase antes do processo de isolamento e purificacdo.

Aplicagdes a jusante:

O rendimento e a qualidade dos acidos nucleicos isolados sdo, em geral, adequados para
diversas aplicagbes de diagnostico molecular, tais como técnicas de PCR, NGS, métodos de
hibridacéo e tipagem HLA. As aplicagdes subsequentes devem ser realizadas de acordo com
as especificagfes dos respetivos fabricantes.

2.6 Principio e procedimento

1. Lise das amostras

As amostras sdo lisadas a temperaturas elevadas. A lise € realizada na presenca de Lysis
Buffer HLT, Proteinase K e, opcionalmente, lisozima para romper as paredes celulares
bacterianas e digerir as proteinas.

A adicd@o de Carrier RNA é necessaria para melhorar e estabilizar a recuperagéo do ADN/ARN
viral e para purificar quantidades muito pequenas de acidos nucleicos virais.

2. Ligacdo de acidos nucleicos

Ao adicionar Binding Solution ao lisado, séo ajustadas as condi¢des 6timas de ligacdo. Cada
lisado € entdo aplicado a um RTA Spin Filter e os &cidos nucleicos sao adsorvidos a
membrana.

3. Lavagem pararemocé&o de contaminagdes residuais
Os contaminantes sao eficientemente removidos utilizando o Wash Buffer HLT e o Wash
Buffer, enquanto os acidos nucleicos permanecem ligados a membrana.

4. Eluicéo de acidos nucleicos
Os acidos nucleicos sao eluidos do RTA Spin Filter utilizando 100 - 200 pl de Elution Buffer M.
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3. Extracdo de acido nucleico com o InviSorb® Spin Universal Kit

3.1 Antes de iniciar um protocolo

Quando utilizar o kit pela primeira vez, certifique-se de que todos os tampdes e reagentes
estdo preparados conforme indicado:

Preparacdes de tampdo antes da primeira utilizagdo: 50 preparacoes

Carrier RNA: Ressuspender o Carrier RNA liofilizado, adicionando 1,2 ml de 4gua livre de
DNase/RNase ao frasco e misturar bem até que esteja completamente dissolvido (pelo menos 1
minuto).

Proteinase K: Ressuspender a Proteinase K liofilizada adicionando 1,1 ml de agua livre de
DNase/RNase ao frascoe misturar bem até que esteja completamente dissolvido.

Binding Solution (garrafa vazia): Adicionar 15 ml de isopropanol a 99,7% (grau de biologia
molecular) a garrafa. Mantenha a garrafa bem fechada.

Wash Buffer HLT: Adicionar 20 ml de isopropanol a 99,7% ao frasco. Misturar bem, mantendo
sempre o frasco firmemente fechado.

Wash Buffer: Adicionar 42 ml de etanol a 96-100% ao frasco. Misturar bem, mantendo sempre o
frasco firmemente fechado.

Preparacdes de tampdo antes da primeira utilizacéo: 250 preparacdes

Carrier RNA: Ressupender o Carrier RNA liofilizado adicionando 1 ml de 4gua livre de
DNase/RNase ao frasco e misturar bem até a dissolu¢cdo completa (pelo menos 1 minuto). Em
seguida, adicionar mais 1 ml de agua livre de DNase/RNase.

Proteinase K: Ressuspender a Proteinase K liofilizada adicionando 2 ml de 4gua livre de
DNase/RNase ao frasco e misturar bem até dissolver completamente.

Binding Solution (frasco vazio): Adicionar 80 ml de isopropanol a 99,7% (grau biol6gico
molecular) no frasco.

Wash Buffer HLT: Adicionar 70 ml de isopropanol a 99,7% ao frasco. Misturar bem e manter
sempre o frasco bem fechado.

Wash Buffer: Adicionar 140 ml de etanol a 96-100% ao frasco. Misturar bem e manter sempre o
frasco bem fechado.

e Ajustar o agitador térmico a 65°C.

e Aquecer a o volume necessario de Elution Buffer M a 65°C (sdo necessarios 50 - 200 pl de
Elution Buffer M por amostra).

e Determinar o numero de reac¢des necessarias, incluindo os controlos, e rotular a quantidade
necessaria de RTA Spin Filter (tampa) e a quantidade necessaria de 1,5 ml Receiver Tubes
(por amostra: € necessario 1 Receiver Tube).

Mistura principal

Para facilitar 0 manuseamento, recomenda-se a preparagdo da mistura principal constituida
por Lysis Buffer HLT, Proteinase K e, se necessério, Carrier RNA. Prepare um volume que
exceda em 5% o numero total de reagfes, para garantir uma margem de seguranca.

A mistura principal deve ser preparada imediatamente antes do uso.
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Isolamento do ADN gendmico, do ADN bacteriano e do ADN/ARN viral:
Por amostra, sdo necessarios 200 pl de Lysis Buffer HLT, 20 ul de proteinase K e 20 pul de
Carrier RNA.

Isolamento do ADN gendémico:
Por amostra, sdo necessarios 220 ul de Lysis Buffer HLT e 20 pl de proteinase K. Nao é
necessari adicionar Carrier RNA.

Controlo da extracéo

Consulte as instru¢bes do fabricante para determinar a quantidade ideal de controlo de
extragcdo para a aplicagéo pretendida.

Volumes pequenos de controlo de extracdo devem ser combinados com o Carrier RNA
fornecido, numa Unica mistura. . Os frascos com Carrier RNA contém 1,2 ml ou 2,0 ml de
solucdo-mae, dependendo do tamanho da embalagem. Adicionar a respectiva quantidade de
acido nucleico de controlo de extracdo ao Carrier RNA; se for necesséario um volume elevado
(> 25% do volume total de Carrier RNA), substituir a quantidade correspondente de agua livre
de DNase/RNase durante a diluicdo do Carrier RNA.

3.2 Amostragem e armazenamento do material inicial

Armazenar as amostras corretamente € fundamental para garantir rendimentos reprodutiveis
e elevados. Os rendimentos podem variar em funcdo de fatores como a saude do dador, a
idade e tipo de amostra, as condi¢des de transporte e a conservacao.

Devem evitar-se ciclos repetidos de congelacdo-descongelagdo das amostras para evitar a
degradacdo dos acidos nucleicos. Em geral, os melhores resultados sdo obtidos com
amostras frescas. Recomenda-se que sejam tidas em conta orienta¢des técnicas, como, por
exemplo, as normas CEN/TS e ISO, sobre o processo de pré-exame para o diagndéstico
molecular no ambito do Regulamento Europeu relativo aos Dispositivos Médicos de
Diagnéstico in Vitro  (IVDR), conforme destacado por G. Dagher et
al.(https://doi.org/10.1016/j.nbt.2019.05.002).

Soro, plasma, outros liguidos corporais isentos de células : Podem ser utilizadas
amostras de soro ou plasma derivados de sangue total venoso (tratado com anticoagulantes
como EDTA ou citrato, mas ndo com heparina), bem como amostras de liquido sinovial ou
outros liguidos corporais livres de células. O sangue total ndo deve ser agitado em vértex para
evitar a hemdlise. Deixar os tubos de soro repousar durante pelo menos 30 minutos antes da
centrifugacéo. Siga as instrucdes do sistema de colheita de sangue para a preparagdo de soro
ou plasma. Recomenda-se separar o plasma/soro por centrifugacdo em 12 h apds colheita.
Os sobrenadantes obtidos com sistemas sem separador de gel devem ser transferidos para
tubos de amostras novos. Para armazenamento a curto prazo, as amostras podem ser
mantidas em gelo durante 1-2 horas. Para até 24 horas, as amostras podem ser armazenadas
a -20°C. Para armazenamento a longo prazo, recomenda-se a congelagdo das amostras em
aliguotas a -80°C. Ciclos repetidos de congelamento e descongelamento afetam
negativamente a integridade da amostra e causar, por exemplo, a desnaturacdo/precipitacdo
de proteinas, resultando potencialmente em reducé&o no rendimento, da qualidade ou dos
titulos virais. Além disso, os crioprecipitados formados durante os ciclos de
descongelamento/descongelamento podem causar problemas. Se um crioprecipitado for
visivel, centrifugar a 6.800 x g durante 3 min. O sobrenadante limpido deve ser utilizado
imediatamente.
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Sangue: As amostras de sangue (estabilizadas com EDTA ou citrato, mas n&o heparinizadas)
podem ser armazenadas a temperatura ambiente por 2-3 horas. Para armazenamento a curto
prazo (até 24 horas), as amostras devem ser armazenadas a 2-8°C. Para armazenamento a
longo prazo, recomenda-se a congelacdo das amostras a -20°C ou -80°C.

Zaragatoas:
Zaragatoas secas: preparar as amostras conforme descrito no método de preparacdo de

amostras correspondente. Armazenar a seco a 4-8°C.

Zaragatoas em meio de estabilizacdo: o liquido de estabilizacdo pode ser manuseado como
fluido corporal livre de células. Tenha em aten¢&o que alguns agentes de estabilizacdo podem
reduzir o rendimento devido a incompatibilidade com a quimica utilizada no kit. Armazenar de
acordo com os requisitos do fabricante.

Amostras de fezes: As amostras contém DNases e RNases que podem causar rapidamente
a degradacdo do ADN e do ARN. Por conseguinte, as amostras devem ser armazenadas
congeladas a - 80°C.

Bactérias cultivadas: Apos o cultivo, as bactérias devem ser compactadas e congeladas a -
20°C ou -80°C para armazenamento a longo prazo. A ressuspensao € descrita no método de
preparagcdo de amostras correspondente.

Urina: Dependendo do titulo bacteriano e da aplicagédo, recomenda-se um volume inicial de
15-50 ml de urina. Centrifugar a amostra para sedimentar as bactérias e remover
completamente o sobrenadante (contaminacdes com ureia podem inibir as reacdes de PCR).
Para algumas aplicacdes, a urina fresca pode ser utlizada diretamente. Para o
armazenamento a longo prazo, recomenda-se o congelamento das amostras a -20°C
ou -80°C.

Secrecdo tragueal, BAL, expetoracdo: As amostras contém DNases e RNases, que podem
causar rapidamente a degradac¢éo do ADN e do ARN. Por conseguinte, as amostras devem
ser armazenadas congeladas a -80°C.

Biépsias de tecidos: As amostras devem ser imediatamente congeladas e armazenadas a -
20°C ou -80°C. Ciclos repetidos de congelamento e descongelamento devem ser evitados. A
guantidade de ADN purificado depende do tipo de material de partida. Descongelar a amostra
na mistura de lise.

Sobrenadantes de cultura celular: Preparar amostras de sobrenadante como outras
amostras de fluidos corporais, conforme o0 método de preparagdo de amostras
correspondente. Para armazenamento a longo prazo, recomenda-se a congelacdo das
amostras a -20°C ou -80°C.
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3.3 Preparacao dos materiais iniciais

A seguir, é descrita a preparacdo da lise de amostras para diferentes materiais de partida.
Utilize 2 ml Safe-Lock Tubes para a preparacdo das amostras, uma vez que estes também
sd0 necessarios na etapa subsequente de lise. ApGs a preparacdo dos materiais iniciais,
consulte o capitulo 3.5 "Protocolo: Isolamento simultaneo de &cidos nucleicos (ADN e ARN)
de amostras liquidas" para seguir com as etapas 1a) - d) do protocolo para continuar, exceto
se indicado em contrario.

3.3.1 Soro, plasma, outros liquidos corporais sem células

Misturar sempre bem a amostra antes da extracao.
Utilizar 200 pl de amostra para extragédo. Se o volume da amostra for inferior a 200 pl, ajustar
com PBS Buffer ou agua livre de DNase/RNase para um volume final de 200 pl.

3.3.2 Sangue

Misturar sempre bem a amostra antes da extracao.
Diluir 100 ul de sangue fresco ou descongelado com 100 pl de agua livre de DNase/RNase.

3.3.3 Zaragatoa

a) Zaragatoas secas
Enxague as zaragatoas num frasco adequado com o menor volume possivel de PBS ou 4gua
livre de DNase/RNase (para as zaragatoas nasofaringeos, cerca de 400 pl, para as
zaragatoas orais, cerca de 600 pl). Apertar a zaragatoa contra a parede interna do frasco para
obter o méximo de amostra possivel.
Utilizar 200 pl da solugdo lavada para a extracao.
Como alternativa, as zaragatoas podem ser diretamente lavados numa mistura de 200 pl de
Lysis Buffer HLT, 20 ul de proteinase K, 20 ul de Carrier RNA (opcional para a preparacéo de
ADN genomico) e 200 pl de 4gua sem DNase/RNase. Incubar os zaragatoas durante 5-10
minutos a temperatura ambiente, misturando ocasionalmente. Ter o cuidado de evitar a
contaminacéo cruzada.

b) Zaragatoas em meio de estabilizagao
Utilizar 200 pl da solugéo de estabilizacéo para a extragao.
Alguns meios de estabilizacao podem interferir com a reacgéo de lise (se tiver alguma duvida,
consulte as FAQ ou contacte o apoio ao cliente).

3.3.4 Amostras de fezes (sobrenadante)

a) Extragdo de acidos nucleicos de virus
Para preparar o sobrenadante, transfira 100 pul / 100 mg de amostra de fezes para um frasco
de 2 ml e adicione 900 pl de agua sem DNase/RNase. Agitar em vortex durante 30 segundos,
seguido de um passo de centrifugacdo de 1 minuto a 12.000 x g.
Transferir 200 pl de sobrenadante para um novo frasco para extragcdo da amostra. Evitar
particulas solidas na amostra.

b) Extracdo de ADN bacteriano
Para preparar o sobrenadante, transferir 100 pl / 100 mg de amostra de fezes para um frasco
de 2 ml e adicionar 300 pl de &gua sem DNase/RNase. Agitar em vortice durante 30 s, seguido
de um passo de centrifugacéo de 30 s a 1.000 x g.

Transferir 200 pl de sobrenadante para um novo frasco para extracdo da amostra. Evitar
particulas solidas na amostra.

InviSorb® Spin Universal Kit 12 DE 811.01



3.3.5 Bactérias cultivadas

Transferir 1 ml de uma cultura bacteriana para um tubo 2,0 ml Safe-Lock-Tubes. Centrifugar
durante 2 minutos a 10.000 x g e remover completamente o sobrenadante. Ressuspender o
sedimento em 200 pl de tampéo PBS e iniciar a extracdo da amostra.

3.3.6 Urina

Dependendo do titulo da bactéria e da aplicacdo, recomenda-se um volume inicial de 15-50
ml de urina. Centrifugar a amostra para sedimentar as bactérias e remover completamente o
sobrenadante (as contaminag¢des com ureia podem inibir as reacdes de PCR). Ressuspender
o pellet de bactérias em 200 ul de PBS Buffer.

Para algumas aplicacdes, podem ser utilizados diretamente 200 ul de urina fresca.

3.3.7 Secrecdao traqueal, BAL, expetoracao

a) Amostras ndo viscosas ou de baixa viscosidade
Misturar sempre bem a amostra antes da extracao.
Utilizar 200 pl de amostra para extracdo. Se o volume da amostra for inferior a 200 pl, ajustar
com PBS Buffer ou 4gua livre de DNase/RNase para um volume final de 200 pl.

b) Isolamento de ADN bacteriano de amostras viscosas
Transferir 150 pl da amostra de expetorac¢éo ou 1 ml de secrec¢des traqueais ou BAL para um
Safe LockTube e adicionar 150 pl ou 1 ml de solu¢do saturada de acetilcisteina (ACC),
respetivamente (o racio amostra/tampdao deve ser de 1:1).
Incubar durante 10 minutos a 95°C, agitando continuamente.
Centrifugar a 10.000 x g durante 5 minutos. Descartar o sobrenadante.
Ressuspender o sedimento bacteriano em 200 pl de PBS ou agua livre de DNase/RNase e
proceder a extracdo da amostra.

c) Isolamento de ADN/ARN viral de amostras viscosas
Transferir 150 pl da amostra para um Safe Lock Tube e adicionar 150 pl de solugéo saturada
de acetilcisteina (ACC) a amostra (o racio amostra/tampéao deve ser de 1:1).
Incubar durante 10 minutos a 95°C, agitando continuamente.
Deixar arrefecer a amostra.
Utilizar 200 pl de amostra para extracao.

3.3.8 Bidpsias de tecidos

Transferir 1 - 10 mg de amostra de bidpsia para um 2,0 ml Safe Lock Tube e adicionar 200 pl
de agua livre de DNase/RNase ou PBS, 200 pl de Lysis Buffer HLT, 20 pl de Carrier RNA
(opcional, para amostras com baixo teor de ADN/ARN) e 20 ul de proteinase K a cada
amostra.

Para a disrupcéo de tecidos dificeis de lisar, como cartilagem, rins e musculo cardiaco:
recomenda-se o0 uso de Zirconia Beads (disponiveis separadamente).

Apbs o tratamento mecanico, incubar durante 10 minutos a 65°C, agitando continuamente.
Incubar durante 10 minutos a 95°C, agitando continuamente.

Centrifugar durante 1 minuto a 10.000 x g e transferir o sobrenadante para um novo tubo.
Continuar com o protocolo de extracdo na etapa 2, adicionando a Binding Solution.

3.3.9 Sobrenadantes de culturas celulares

Utilizar 200 pl de amostra para extracao.
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3.4 Protocolo curto InviSorb® Spin Universal Kit

Lise das amostras

Consultar o capitulo 3.3 "Preparacdo do material inicial" para o pré-tratamento
especifico da amostra.

1.a) Purificacdo de acidos nucleicos bacterianos
Misturar 200 pul de amostra* com 20 ul de Lysozime num 2.0 ml Safe-

Lock tube
Incubar 10 min a 37°C
Adicionar 20 pl de Carrier RNA, 200 ul de Lysis Buffer HLT e 20 ul de
Proteinase K
Incubar 15 min a 65°C, agitando

1.b) Purificacdo simultanea de acidos nucleicos bacterianos e virais
Misturar 200 pl de amostra* com 20 pl de Lysozime num 2.0 ml Safe-
Lock tube
Incubar 10 min a temperatura ambiente
Adicionar 20 ul de Carrier RNA, 200 ul de Lysis Buffer HLT e 20 pl de
Proteinase K
Incubar 10 min a 65°C, agitando
Incubar 10 min a 95°C, agitando

1.c) Purificacdo de &cidos nucleicos virais
Misturar 200 pl de amostra* com 200 pl de Lysis Buffer HLT, 20 ul de
Carrier RNA e 20 pl de Proteinase K num 2.0 ml Safe-Lock tube
Incubar 10 min a 65°C, agitando
Incubar 10 min a 95°C, agitando

1.d) Purificacdo do ADN gendmico
Misturar 200 pl de amostra* com 220 pl de Lysis Buffer HLT e 20 ul de
Proteinase K num 2.0 ml Safe-Lock tube
Incubar 10 min a 65°C, agitando
Incubar 10 minutos a 95°C, agitando (saltar para amostras de sangue)
*Se 0 volume da amostra for inferior a 200 pl, ajustar com PBS ou agua
livre de DNase/RNase

7

Ligacao dos acidos nucleicos

2. Adicionar 260 ul de Binding Solution e misturar pipetando para cima e
I para baixo ou agitando em vortice.
- Incubar 5 min a temperatura ambiente
Transferir a amostra para o RTA Spin Filter Set
Centrifugar 1 min a 11.000 x g
Descarte o RTA Receiver Tube com o filtrado e coloque o RTA Spin Filter
num novo RTA Receiver Tube.

Lavagem para remoc¢ao de contaminagdes residuais

3. Adicionar 600 pl de Wash Buffer HLT, centrifugar 1 min a 11.000 x g
Descarte 0 RTA Receiver Tube com o filtrado e coloque o filtro de
centrifugacdo RTA num novo tubo recetor RTA

@ 4. Adicionar 700 pl de Wash Buffer, centrifugar 1 min a 11.000 x g
Descarte o filtrado e volte a colocar o RTA Spin Filter no RTA Receiver
Tube.
S 5. Repetir esta etapa de lavagem uma vez

Centrifugar 5 min. a velocidade méaxima para remover o etanol residual
Deitar fora o RTA Receiver Tube com o filtrado

Eluic@o dos acidos nucleicos

7. Colocar o filtro rotativo num tubo recetor de 1,5 ml
Adicionar 50-200 pl de Elution Buffer M (pré-aquecido a 65°C)
diretamente ao RTA Spin Filter
Incubar 1 min a temperatura ambiente e centrifugar 1 min a 11.000 x g
Deitar fora 0 RTA Spin Filter e armazenar os &cidos nucleicos eluido
em gelo
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3.5 Protocolo: Isolamento simultédneo de acidos nucleicos (ADN e
ARN) de amostras liquidas

Consultar o capitulo 3.3 "Preparacédo do material inicial" para o pré-tratamento especifico da
amostra.

1.a) Lise de amostras para purificacdo de acidos nucleicos bacterianos

Misturar 200 pl da amostra ou do sedimento bacteriano ressuspenso com 20 ul de Lysozime
num tubo Safe Lock Tube de 2 ml.

Incubar durante 10 minutos a 37°C

Adicionar 20 ul de Carrier RNA. Misturar por agitacdo em vértex.

Adicionar 200 ul de Lysis Buffer HLT e 20 ul de proteinase K.

Em alternativa, adicionar 240 pl de Master Mix a cada amostra.

Misturar bem durante 10 segundos, agitando no vortex, e incubar durante 10-15 minutos a 65°C,
agitando continuamente.

Opcional para bactérias dificeis de lisar, como as micobactérias: incubar durante 10 min a 95°C

1.b) Lise de amostras para purificacdo simultanea de acidos nucleicos bacterianos
e virais

Misturar 200 pl da amostra com 20 pl de Lysozime num tubo Safe Lock Tube de 2 ml.
Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 20 pl de Carrier RNA. Misturar por agitagdo em vortice.

Adicionar 200 ul de Lysis Buffer HLT e 20 ul de proteinase K.

Em alternativa, adicionar ul de Master Mix a cada amostra.

Misturar bem durante 10 segundos, agitando no vortex, e incubar durante 10 minutos a
65°C, agitando continuamente.

Incubar durante 10 minutos a 95°C, agitando continuamente.

1.c) Lise de amostras para purificacdo de acidos nucleicos virais

Misturar 200 pl da amostra com 200 pl de Lysis Buffer HLT, 20 pl de Carrier RNA e 20 pl
de Proteinase K num tubo Safe Lock de 2 ml.

Em alternativa, adicionar 240 ul de Master Mix a cada amostra.

Misturar bem durante 10 segundos, agitando no vortex, e incubar durante 10-15 minutos a
65°C, agitando continuamente.

Incubar durante 10 minutos a 95°C

1.d) Lise da amostra para purificacdo do ADN gendmico

Misturar 200 pl da amostra com 220 pl de Lysis Buffer HLT e 20 pl de proteinase K num
tubo Safe Lock de 2 ml.

Em alternativa, adicionar 240 ul de Master Mix a cada amostra.

Misturar bem durante 10 segundos, agitando no vortex, e incubar durante 10-15 minutos a
65°C, agitando continuamente.

Incubar durante 10 minutos a 95°C (saltar para o isolamento do ADN gendémico de amostras
de sangue diluidas)

Nota: Se pretender adicionar acidos nucleicos para controlo da extracdo, adicione-os
agora, antes da etapa de ligacéo.
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2. Adicionar 260 pl de Binding Solution e misturar completamente por pipetagem para cima
e para baixo ou por agitacdo em vortex.
Incubar a amostra a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Pegar num conjunto de Spin Filter Set. Transferir a mistura para o RTA Spin Filter.
Centrifugar durante 1 minuto a 11.000 x g.
Descarte o RTA Receiver Tube com o filtrado e coloque o RTA Spin Filter num novo tubo
recetor RTA.

3. Adicionar 600 pl de Wash Buffer HLT ao RTA Spin Filter e centrifugar 1 min a 11.000 x
g.
Descarte o RTA Receiver Tube com o filtrado e coloque o RTA Spin Filter num novo tubo
recetor RTA.

4. Adicionar 700 pl de Wash Buffer ao RTA Spin Filter e centrifugar 1 min. a 11.000 x g.
Descarte o filtrado e coloque o filtro RTA Spin no RTA Receiver Tube usado.

5. Adicionar 700 ul de Wash Buffer ao RTA Spin Filter e centrifugar durante 1 min. a 11.000
X g.
Descarte o filtrado e coloque o RTA Spin Filter no RTA Receiver Tube usado.

6. Centrifugar durante 5 minutos a 11.000 x g para eliminar completamente o etanol.
Deitar fora o RTA Receiver Tube com o filtrado.

7. Colocar o RTA Spin Filter num tubo de elui¢do de 1,5 ml.
Adicionar 50 - 200 pl do Elution Buffer M pré-aquecido (65°C) diretamente na superficie
do RTA Spin Filter.
Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.
Centrifugar a 11.000 x g durante 1 minuto.
Descarte o RTA Spin Filter.
Fechar 0 1,5 ml Receiver Tube e armazenar a amostra a uma temperatura entre -20 °C e
-80 °C.
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4. Apéndice

4.1 Resolucédo de problemas
Problema Causa possivel Recomendacéo
Baixa Lise celular insuficiente Aumentar o tempo de lise com o Lysis Buffer HLT
gquantidade Agitacdo continua melhora a eficiéncia da lise
de &cidos Reduzir a quantidade de material de partida para evitar a
nucleicos sobrecarga da coluna
Eluicdo incompleta Aumentar o tempo de incubag&o com o Elution Buffer M
pré-aquecido para
5-10 min
Eluir duas vezes com 100 ul de Elution Buffer M
Utilizar um volume mais elevado de Elution Buffer M
Baixa concentracédo de Eluir os acidos nucleicos com um volume menor de
acidos nucleicos na amostra | Elution Buffer M, nao utilizar volumes inferiores a 30 pl
Armazenamento incorreto do | Assegurar que o material inicial é corretamente
material inicial armazenado.
Evitar ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento do material de amostra.
Os tampdes de lavagem Assegurar que a quantidade correcta de etanol/isopropanol
foram preparados € adicionada aos tampdes de lavagem e que todas as
incorretamente solucBes sdo armazenadas firmemente fechadas.
Volume/concentragéo de Certifique-se de que a Proteinase K liofilizada é
proteinase K demasiado ressuspendida com o volume adequado de agua antes da
baixo utilizacao
Acidos Armazenamento incorreto do | Assegurar que a amostra é colhida e armazenada
nucleicos material inicial corretamente,
degradados Para mais informacdes, consulte a sec¢cdo FAQ na nossa
pagina web
; . Assegurar que o material inicial € armazenado em
Material antigo A
g condi¢bes adequadas (-20°C/80°C-).
Os acidos Transferéncia de etanol Aumentar o tempo da etapa de secagem para remover o
nucleicos durante a eluicéo etanol.
n&o tém um
bom Transferéncia de sal durante | verificar se existem precipitados de sal nos Wash Buffer.
desempenh | a elui¢éo Se forem visiveis quaisquer precipitados, dissolvévé-los
oem aquecendo cuidadosamente até 30°C
aphca(;oes Assegurar que os Wash Buffer estdo a temperatura
ajusante ambiente antes da utilizac&o.
Residuos Lise celular insuficiente Ver acima
coloridos
no RTA o
Spin Filter Lavagem ineficaz Lavar novamente com Wash Buffer
apés a
lavagem Os tampdes de lavagem
foram preparados Ver acima
incorretamente
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4.2 Garantia

A Invitek Diagnostics garante o funcionamento correto do kit para as aplicacfes descritas neste
manual e de acordo com a utilizacdo prevista. Em conformidade com o Sistema de Gestdo da
Qualidade da Invitek Diagnostics, certificado pela norma EN 1SO 13485, o desempenho de todos
0s componentes do kit foi testado para garantir a qualidade do produto.

Quaisquer problemas, incidentes ou defeitos devem ser comunicados a Invitek Diagnostics
imediatamente assim que forem detetados. Apds a rececéo, inspecione o produto para garantir
gue esta completo e intacto. Em caso de discrepancias, o utilizador deve informar imediatamente
a Invitek Diagnostics por escrito. Modificacbes no kit e nos protocolos, bem como usos que se
desviem do propdsito original, ndo estédo cobertos por qualquer garantia.

A Invitek Diagnostics reserva-se o direito de mudar, alterar ou modificar qualquer produto para
melhorar o seu desempenho e design em qualquer momento.

A Invitek Diagnostics garante os produtos conforme estabelecido nos Termos e Condicdes
Gerais disponiveis em www.invitek.com. Caso tenha alguma duavida, contacte
techsupport@invitek.com.

AN

.3 Simbolos utilizados no produto e na rotulagem

Fabricante

Numero do lote

Identificador Unico de um dispositivo médico
NUmero de catalogo

Data de expiracao

Consultar o manual de instrugbes

Limitacdo da temperatura

Nao reutilizar

Quantidade de preparacfes de amostras
Dispositivo médico de diagndstico in vitro

ENERI=Is= SlEHIERE] 3

Data de fabrico

m
m

Marcacgéo CE de Conformidade
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4.4 Outros documentos e informacdes complementares

Visite www.invitek.com para obter mais informac8es sobre:

FAQs e dicas de resolucéo de problemas
Manuais em diferentes linguas

Fichas de dados de seguranca (FDS)
Apoio Web

Videos de produtos

Se, apesar da leitura atenta do manual de instru¢@es e de outras informacdes, continuar a
necessitar de assisténcia, contacte-nos através do endereco techsupport@invitek.com ou o
revendedor responsavel por si.

4.5 Informacdes para encomenda

Produto Tamanho da embalagem N.° de catélogo
InviSorb ® Spin Universal Kit 50 preparagbes 1050100200
InviSorb ® Spin Universal Kit 250 preparagdes 1050100300

Histoérico de revisoes

Reviséo Data Descricao

DE 811.01 2025-04-22 Novo documento
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