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1- Finalidade do Kit

O Kit de Extracdao de DNA/RNA - SAMPLE FLEX pht é um produto desenvolvido para o isolamento
e purificacdo in vitro de DNA/RNA de virus, tecidos mortos, tecidos vivos, tecidos congelados, tecidos
cartilaginosos, sangue, sangue total, fluidos corporais, saliva, pelos, amostras em swab, cultura de
células, além de bactérias e virus presentes nas amostras. Os acidos nucleicos obtidos podem ser
utilizados para variadas aplicagdes como PCR, RT-PCR, qPCR, RT-qPCR e sequenciamento.

Dependendo do tipo de amostra, os protocolos para extracao de DNA/RNA podem variar. Consulte o
quadro abaixo para selecionar o protocolo mais adequado a sua necessidade:

Amostra Protocolo - item 11 | Protocolo - item 13 | Protocolo - item 14

Tecido animal

Tecido muscular

Tecidos mortos

Tecidos vivos

Tecido cartilaginoso

Tecido fixado em etanol
Pelo

Sangue

Sangue total

Sangue seco

Cultura de células

Fluidos corporais (ricos em
matéria organica)

Fluidos corporais (pobres
em matéria organica)
Virus

Saliva

Amostra em swab

CRCRRKRQ

C KRR

CRISIS

Este Kit pode ser utilizado para outras amostras, ndo citadas acima.

OUTRAS AMOSTRAS Em caso de dulvidas, entre em contato com o nosso setor técnico
através do e-mail pht@phoneutria.com.br ou pelo telefone
(31) 99585-3050 / (31) 3427-6413.

2- Principio de acao
O Kit de Extracao de DNA/RNA - SAMPLE FLEX pht propicia a lise do material bioldgico, liberando
os acidos nucleicos, seguida pela purificacgdo do DNA/RNA por meio de colunas de silica. O processo

resulta em acidos nucleicos concentrados e puros, adequados para diversas aplicagdes, como técnicas
de biologia molecular, diagnéstico molecular e sequenciamento.

3- Apresentacao comercial

- Kit para 50 extragdes (codigo: K2-50);
- Kit para 250 extracGes (cédigo: K2-250).
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4- Reagentes e insumos

O Kit de Extracao de DNA/RNA - SAMPLE FLEX pht é composto por:

Quantidade por Kit
Reagentes/Insumos 50 extracoes | 250 extragoes
Proteinase K (csd. z4) 1 frasco 1 frasco
Tampao ALR-PK (csd. K0.0) 1 frasco 1 frasco
Solugdo de Lise (céd. Ko.1) 1 frasco 1 frasco
Etanol (csd. ko.2) 1 frasco 1 frasco
Solucdo A (céd. K0.3) 1 frasco 1 frasco
Solucdo B (cod. Ko.4) 1 frasco 1 frasco
Tampao de Eluicdo (céd. ko0.5) 2 frascos 1 frasco
Tampao de Reconstituigao (céd. Ko.6) 1 frasco 1 frasco
Carreador (céd. C1) 1 frasco 1 frasco
Tubo de Lise (céd. K0.7) 50 unid 250 unid
Coluna de Silica com Tubo Coletor (céd. ko.8) 50 unid 250 unid
Tubo Coletor (céd. k0.9) 100 unid 500 unid

5- Materiais necessarios, nao fornecidos no Kit

Micropipetas e ponteiras estéreis com filtro (0,5-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL);
Capela de fluxo laminar;

Microtubo de 1,5 mL ou 2 mL, com tampa, para eluir o DNA/RNA da coluna;
Microcentrifuga;

Agitador vortex;

Banho-maria;

Equipamento de Protecdo Individual (como jaleco, mascara, touca, luvas e 6culos).

6- CondicOoes de armazenamento e transporte

Todos os reagentes e insumos podem ser transportados e armazenados a temperatura ambiente,
entre 15 °C e 30 °C. Manter ao abrigo da luz e umidade.

Apds reconstituicdo, recomenda-se armazenar a Proteinase K e o Carreador a -20°C.

7- Amostras
O Kit de Extracdo de DNA/RNA - SAMPLE FLEX pht pode ser utilizado para virus, tecidos mortos,
tecidos vivos, tecidos congelados, tecidos cartilaginosos, sangue, sangue total, fluidos corporais,
saliva, pelos, amostras em swab, cultura de células, além de bactérias e virus presentes nas amostras.
Consulte-nos sobre a possibilidade de extracao de DNA/RNA de outras amostras.

8- Cuidados especiais

Nao utilize o produto em caso de danos na embalagem e/ou com a validade expirada;
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A manipulacao de qualquer etapa deste Kit deve ser realizada por especialistas devidamente
treinados;

Para a obtencao de resultados precisos, siga com rigor a metodologia proposta;

O desempenho do Kit esta diretamente relacionado aos equipamentos e instrumentos utilizados, os
quais devem estar devidamente calibrados e em boas condicdes de uso;

Oriente-se pelas normas locais, estaduais e federais de protecao ambiental para que o
descarte dos reagentes e do material bioldgico seja feito de acordo com a legislagao vigente;

Atente-se ao manusear amostras bioldgicas, para evitar contaminacdo das solucdes do Kit. Caso
ocorra contaminacgao, os resultados serdao imprecisos e inapropriados;

Disponha de areas separadas para a extracdo e preparagao das amostras;

N3o congele os reagentes do kit (exceto Proteinase K e Carreador reconstituidos) e evite ao maximo
0 congelamento e o descongelamento constantes das suas amostras.

9- Medidas de seguranca

Para a manipulacdo do Kit de Extracdao de DNA/RNA - SAMPLE FLEX pht serd necessario o uso
dos seguintes EPIs (ndo fornecidos no Kit): jaleco, mascara, touca, luvas e d6culos de protecao.

Evite contato com a pele e mucosas. Ndo inale os reagentes liofilizados. Manuseie os reagentes longe
de fontes de ignicdo. Em caso de acidente, procure cuidados médicos imediatamente. Os reagentes
gue compdem este Kit podem ser inflamaveis; perigosos se ingeridos; irritante aos olhos, sistema
respiratorio e pele; causar sensibilizacdo por inalagdo; enjoos e tonturas pela inalagdo dos vapores.

Para informagdes sobre biosseguranca e orientacdes em casos de acidentes com o produto, consulte
a Ficha de Dados de Seguranga (FDS), disponivel por meio do Servico de Atendimento ao Consumidor
(SAC) da Phoneutria Biotecnologia e Servicos. O contato pode ser feito pelo e-mail
pht@phoneutria.com.br ou pelos telefones (31) 99585-3050 e (31) 3427-6413.

10- Preparo dos reagentes (reconstituicao)

Reconstituicdo da Proteinase K

Variacao Volume do Tampao de Reconstituiciao
50 reacdes 210 pL
250 reagdes 1050 pL
Reconstituicao do Carreador
Variacao Volume do Tampao de Reconstituicao
50 reacoes 110 pL
250 reagdes 550 pL

Recomendagoes para a reconstituiciao da Proteinase K e do Carreador:
1) Centrifugue os tubos de Proteinase K e de Carreador por 5 segundos a
10.000 rpm;
2) Adicione o volume indicado de Tampdo de Reconstituicao e homogenize
no vértex, por 5 segundos, em velocidade maxima (ndao homogenize
com a pipeta);
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3) Mantenha os tubos a temperatura ambiente, por 5 minutos, e homogenize
no vortex, por 5 segundos, em velocidade maxima;
4) Mantenha os tubos a temperatura ambiente por mais 2 minutos e
homogenize-os no vértex, por 5 segundos, em velocidade maxima;
5) Centrifugue os tubos por 5 segundos a 10.000 rpm para retirar a solugao
da tampa.
Atencdo! Mantenha as solucbes no gelo durante o uso e armazene a 20 °C apds
0 uso.

11- Protocolo para extracao de DNA/RNA de tecidos

Obs: Em caso de tecido fixado em etanol, submergir a amostra em 15 ml de agua ultrapura e incubar
por 5 minutos (repetir esse passo 2 vezes).

Para reconstituir a PK e o Carreador, veja o item 10: Preparo dos Reagentes
(Reconstituicao)

1- Colocar cerca de 5 a 30 mg de tecido em um Tubo de Lise e identificar o tubo de lise.

Obs: A quantidade ideal pode variar de acordo com o tecido utilizado. Caso seja necessaria a utilizagdo de
uma quantidade maior que a recomendada, divida a amostra duas ou mais vezes e utilize um tubo de lise para
cada amostra. Prossiga com o protocolo abaixo. Atencao! O uso excessivo de amostras pode gerar um baixo
rendimento de DNA/RNA purificado.

2- ApOs identificar os tubos de lise com amostras, adicionar 200 gl de Tampao ALR-PK em cada
Tubo de Lise.

3- Adicionar 4 pl de PK reconstituida em cada Tubo de Lise com sua amostra. Homogeneizar no
vortex.

4- Incubar a 56 °C por 2 horas. Esse tempo é suficiente para a lise da maioria dos tecidos, entretanto,
nao ha problema em aumentar esse tempo, caso necessario (2 — 12 horas).
Obs: reduzir o tempo s6 é recomendado caso ocorra a dissolucdo completa da sua amostra.

5- Adicionar ao tubo de lise 400 pl de Solucdo de Lise. Misturar no vortex (velocidade maxima) por
5 segundos e centrifugar rapidamente (spin) para retirar o material da tampa do tubo.

6- Incubar a 56 °C por 5 a 15 minutos.

Obs: em amostras com excesso de gordura e/ou quando ainda existirem fragmentos de tecido-alvo, é
recomendado centrifugar por 5 minutos, em velocidade maxima, transferir a fase aquosa para um novo tubo
(microtubo de 1,5 ml ou 2 mL, ndo incluso no kit) e entdo prosseguir com o protocolo.

7- Adicionar ao tubo de lise 2 pl de Carreador.
Obs: A utilizagdo do carreador é opcional; recomendamos apenas para amostras com baixa concentragdo de
acidos nucleicos (DNA/RNA) ou em quantidades/volumes inferiores ao recomendado.

8- Adicionar 100 pl de Etanol. Homogenizar com a pipeta.

9- Transferir o volume total da amostra (~750ul) para a Coluna de Silica com Tubo Coletor, fechar
a tampa da coluna e em seguida centrifugar por 3 minutos a 6.000 x g.

10- Transferir a coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. O

DNA/RNA esta ligado a coluna.
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11- Com a coluna em um novo Tubo Coletor, adicionar 350 Hl de Solugdao A. Centrifugar por 30
segundos a 10.000 x g com a tampa fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

12- Adicionar 400 pl de Solugao B. Centrifugar por 30 segundos a 10.000 x g com a tampa
fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

13- Transferir a Coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. O
DNA/RNA esta ligado a coluna.

14- Centrifugar novamente por 3 minutos a 10.000 x g com a tampa da coluna fechada, e descartar
o Tubo Coletor com o filtrado. O DNA/RNA estd ligado na coluna. O objetivo é retirar toda a solugcao B
da coluna.

15- Transferir a Coluna para um Tubo de Eluicdo (microtubo de 1,5 ml ou 2 mL, ndo incluso no kit).
16- Incubar a coluna a Temperatura Ambiente (T.A) por 5 a 10 minutos, com a tampa aberta.

17- Adicionar, em cada coluna, de 25 a 50 pl de Tampao de Eluicao livre de RNase/DNase.
Dispensar diretamente no centro da membrana.

18- Incubar a T.A. por 3 minutos (tampa da coluna fechada).

19- Centrifugar por 3 minutos a 10.000 x g, mantendo a tampa da coluna fechada. O DNA/RNA

saiu da coluna.
Obs: Caso seja de interesse, realizar uma segunda eluicdo ou armazenar a coluna a -20°C para posterior nova
eluicdo do material genético, repetindo o passo 17 em diante.

20- Usar ou armazenar o DNA/RNA purificado. Geladeira ou gelo para uso imediato; -20 °C ou
temperatura inferior para uso posterior. A precipitacdo dos acidos nucleicos € uma opgdo para
conservar amostras por tempo prolongado. Use a solucdo de precipitacdo de acidos nucleicos da PHT
(ndo disponivel neste Kit).

12- Preparo das amostras de sangue

Use, preferencialmente, sangue coletado em tubo contendo EDTA, para evitar coagulagao.

Para amostras de sangue com eritrocitos nucleados (exemplo: aves) use entre 10 e 50 yl de sangue
total. Use Solucdo Salina, PBS ou TE (nao fornecidos neste Kit), complete o volume para 140 pl e siga
para o passo 1 do protocolo abaixo.

Para capa leucocitaria (concentrado de leucécitos) utilize entre 20 e 100 ul da amostra e complete o
volume para 140 pl. Use Solugdo Salina, PBS ou TE (ndo fornecidos neste Kit). Siga para o passo 1
do protocolo abaixo.

Para amostras de sangue total (eritrocitos ndo nucleados) use de 20 a 140 pul e siga para o passol do
protocolo abaixo.

Para amostras de sangue total (eritrocitos ndo nucleados) com volume inferior a 140 pl, complete o
volume para 140 ul com Solugao Salina, PBS ou TE (ndo fornecidos neste Kit) e siga para o passo 1
do protocolo abaixo.
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Para amostras de sangue em papel ou swab, hidrate a amostra com 140 pl de Solugao Salina, PBS ou
TE (ndo fornecidos neste Kit) por 10 minutos dentro do tubo de lise. Homogenize no vértex por 5
segundos na velocidade maxima. Ao retirar o swab/papel, comprima-o contra a parede do tubo para
recuperar toda a sua amostra. Pequenos fragmentos de papel ou algoddo nao irdao interferir no
resultado. Siga para o passo 1 do protocolo abaixo.

13- Protocolo para extracao de DNA/RNA de sangue ou fluidos corporais ricos em
matéria organica

Veja detalhes sobre o preparo das amostras acima (item 12).

Para reconstituir a PK e o Carreador, veja o item 10: Preparo dos Reagentes
(Reconstituicao)

1- Para sangue, adicionar 20-140ul de amostra em um Tubo de Lise e identificar o tubo de lise. (Para

volume inferior a 140 ul, complete o volume para 140 pl com salina, PBS ou TE).

1.1- Para fluidos corporais, adicionar 100 pl de amostra em um Tubo de Lise e identificar o tubo de
lise.

2- Adicionar 4 pl de PK reconstituida em cada Tubo de Lise com sua amostra.
3- Adicionar 200 pl de Tampao ALR-PK em cada Tubo de Lise. Homogenizar no vortex.
4- Incubar a 56 °C entre 30 minutos a 2 horas.

5- Adicionar ao tubo de lise 400 pl de Solugdo de Lise. Misturar com o auxilio de pipeta até a solugao
ficar homogénea.

6- Incubar a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos.
7- Adicionar ao tubo de lise 2 pl de Carreador.
8- Adicionar 100 pl de Etanol. Homogenizar com a pipeta.

9- Transferir o volume total da amostra (~800ul) para a Coluna de Silica com Tubo Coletor, fechar
a tampa da coluna e em seguida centrifugar por 3 minutos a 6.000 x g.

10- Transferir a coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. O
DNA/RNA estd ligado a coluna.

11- Com a coluna em um novo Tubo Coletor, adicionar 350 HlI de Solugdao A. Centrifugar por 30
segundos a 10.000 x g com a tampa fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

12- Adicionar 400 gl de Solugdao B. Centrifugar por 30 segundos a 10.000 x g com a tampa
fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

13- Transferir a Coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. O
DNA/RNA esta ligado a coluna.
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14- Centrifugar novamente por 3 minutos a 10.000 x g com a tampa da coluna fechada, e descartar
o Tubo Coletor com o filtrado. O DNA/RNA esta ligado a coluna. O objetivo é retirar toda solucdo B da
coluna.

15- Transferir a Coluna para um Tubo de Eluigdao (microtubo de 1,5 ml ou 2 mL, nao incluso no kit).
16- Incubar a coluna a Temperatura Ambiente (T.A) por 5 a 10 minutos, com a tampa aberta.

17- Adicionar, em cada coluna, de 25 a 50 pl de Tampao de Eluigao livre de RNase/DNase.
Dispensar diretamente no centro da membrana.

18- Incubar a T.A. por 3 minutos (tampa da coluna fechada).

19- Centrifugar por 3 minutos a 10.000 x g, mantendo a tampa da coluna fechada. O DNA/RNA
saiu da coluna.

Obs: Caso seja de interesse, realizar uma segunda eluicdo ou armazenar a coluna a -20 °C para posterior nova
eluicdo do material genético, repetindo o passo 17 em diante.

20- Usar ou armazenar o DNA/RNA purificado. Geladeira ou gelo para uso imediato; -20 °C ou
temperatura inferior para uso posterior. A precipitacdo dos acidos nucleicos é uma opgdo para
conservar amostras por tempo prolongado. Use a solugdo de precipitagdo de acidos nucleicos da PHT
(ndo disponivel neste Kit).

14- Protocolo para extracao VIRAL e/ou fluidos corporais pobres em matéria
organica

Atencdo! Caso a amostra esteja congelada, descongele-a e a mantenha em gelo ou caixa térmica
antes e durante o uso.

Para reconstituir a PK e o Carreador, veja o item 10: Preparo dos Reagentes
(Reconstituicao)

1- Identificar os tubos de lise. Adicionar 100 pl de amostra em cada Tubo de Lise.

2- Adicionar 4 pl de PK reconstituida em cada Tubo de Lise com sua amostra. Homogenizar no
vortex.

3- Incubar de 3 a 10 minutos para agao efetiva da PK. Centrifugar rapidamente (spin) para retirar o
material da tampa do tubo.

4- Adicionar ao tubo de lise 2 pl de Carreador.
Obs: A utilizagdo do carreador é opcional; recomendamos apenas para amostras com baixa concentragdo de
acidos nucleicos (DNA/RNA) ou em quantidade/volumes inferiores ao recomendado.

5- Adicionar ao tubo de lise 400 pl de Solugao de Lise. Misturar no vértex (velocidade maxima) por
5 segundos e centrifugar rapidamente (spin) para retirar o material da tampa do tubo.

Obs: se houver macromoléculas visiveis a olho nu, centrifugar o tubo de lise por 1 minuto a 10.000 x g.
Transferir o sobrenadante para um novo tubo (ndo fornecido no kit) e prosseguir para o passo 6. Macromoléculas
podem prejudicar o processo por entupimento parcial ou total da coluna de silica.

6- Adicionar 250 pl de Etanol. Homogenizar com a pipeta.
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7- Transferir o volume total da amostra (~750ul) para a Coluna de Silica com Tubo Coletor, fechar
a tampa da coluna e em seguida centrifugar por 2 minutos a 6.000 x g.

8- Transferir a coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. O
DNA/RNA esta ligado a coluna.

9- Com a coluna em um novo Tubo Coletor, adicionar 350 pl de Solugao A. Centrifugar por 30
segundos a 10.000 x g com a tampa fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

10- Adicionar 400 pl de Solugdao B. Centrifugar por 30 segundos a 10.000 x g com a tampa
fechada. O DNA/RNA ficou ligado a coluna.

11- Transferir a Coluna para um novo Tubo Coletor e descartar o Tubo Coletor com o filtrado. DNA/RNA
esta ligado a coluna.

12- Centrifugar novamente por 3 minutos a 10.000 x g, com a tampa da coluna fechada, e descartar
o Tubo Coletor com o filtrado. O DNA/RNA esta ligado a coluna. O objetivo é retirar toda Solugao B da
coluna.

13- Transferir a Coluna para um Tubo de Eluicdo (microtubo de 1,5 ml ou 2 mL, ndo incluso no kit).

14- Incubar a coluna a Temperatura Ambiente (T.A) por 5 a 10 minutos, com a tampa aberta.

15- Adicionar, em cada coluna, de 25 a 50 pl de Tampao de Eluicao livre de RNase/DNase.
Dispensar diretamente no centro da membrana.

16- Incubar a T.A. por 3 minutos (tampa da coluna fechada).

17- Centrifugar por 3 minutos a 10.000 x g, mantendo a tampa da coluna fechada. O DNA/RNA
saiu da coluna.

Obs: Caso seja de interesse, realizar uma segunda eluicdo ou armazenar a coluna a -20 °C para
posterior nova eluicdo do material genético, repetindo o passo 15 em diante.

18- Usar ou armazenar o DNA/RNA purificado. Geladeira ou gelo para uso imediato; -20 °C ou
temperatura inferior para uso posterior. A precipitacdo dos acidos nucleicos € uma opgdo para
conservar amostras por tempo prolongado. Use a solucdo de precipitacdo de acidos nucleicos da PHT
(ndo disponivel neste Kit).
15- Limitacoes

0 armazenamento do Kit em temperaturas abaixo da recomendada pode contribuir para a precipitagao
da Solucao de Lise. No caso de formacao de precipitado, deve-se incubar a solugao em banho-maria
(40 °C a 50 °C) até a completa solubilizagdo do precipitado. O ndo cumprimento dos cuidados especiais
para a correta manipulacdo das amostras pode invalidar os resultados. Uso exclusivo para pesquisa.

16- Referéncia bibliografica

Sambrook, Joseph. Russell, David William. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory, 2001.
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17- Atendimento ao consumidor

Servico de Atendimento ao Consumidor (SAC): o contato pode ser feito pelo e-mail
pht@phoneutria.com.br ou pelos telefones (31) 99585-3050 e (31) 3427-6413. Horario de
atendimento: Segunda-feira a sexta-feira, de 08h as 17h.

18- Simbologia utilizada nos rétulos

Simbolo

Titulo/Palavra de
Adverténcia

Simbolo

Titulo/Palavra de
Adverténcia

Consultar as instrugdes de
utilizacao

Fabricante

Data de Fabricacao

Data de Validade

N° de lote

Limites de temperatura para
transporte e
armazenamento

-
Conservar em local seco //| \." | Manter afastado da luz solar
™
U
Atencao! Atencao!
H319 H226
P264, P280 P210, P233, P240, P241,
P242, P243, P280
Perigo! Perigo!
< 1, 1A, 1B, 1C 1
e & H318/H314 H334
P280, P260, P264, P280 P261, P284
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